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EXTRACT SELECTIV DE MORUS ALBA L. DE UZ TOPIC CU UTILITATE iN 


TRATAMENTUL DERMATITEI ATOPICE 
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Cerere de brevet de inventie 

Nr.••.•0...~J.f...9t..hf... 
Data depozit ....t~.:.~tlql?... 

Prezenta inventie se refera la un extract vegetal selectiv pentru abordarea terapeutica a 

dermatitei atopice ~i la formularea acestuia pentru adrninistrare topica. 

Domeniul tehnic la care se refera inven1ia: 

Stadiul tehnicii: 

Dermatozele sunt afectiuni mediate imunologic ale epidermei. Acestea se manifesta 

prm urticarie ~i eczeme/dermatite. Datorita complexitatii mecanisrnelor implicate ~i 

nurneroaselor cauze care determina raspunsul imun ~i declan~area acestor afectiuni, tratamenul 

disponibil vizeaza sirnptorne cornune in dermatoze ~i anurne: prurit, inflarnatie ~i eriterni,ii,iii. 

Terapia topica reprezinta 0 componenta fundamentala in arsenalul dermatologilor. 

Produsele topice reprezinta varianta de prima alegere de catre dermatologi datorita riscului 

scazut de reactii adverse comparabil cu medicatia sisternica. In functie de componente, 

aplicarea de preparate topice urmare~te trei aspecte: refacerea barierei naturale a pielii cu 

emoliente, tratarea inflamatiei ~i a pruritului cu agenti antiinflamatori - corticosteroizi specifici, 

inhibitori de calcineurina ~i gudron ~i alti agenti antiprurigino~i Iara mecanism direct asupra 

inflamatiei - mentol, N-palmitoletanolamina, capsaicina, doxepina ~i naltrexonaiv,v,vi,vii,viii,ix. 

Refacerea ~i mentinerea in stare functionala a barierei epidermice este irnportanta in primul 

nlnd pentru a lirnita pierderea de apa de la nivelul celulelor ~i in al do ilea, pentru a preveni 

patrunderea alergenilor care, altfel ar agrava simptomelex,xi. Indirect, folosirea emolientilor 
~ 

adecvati, conduce la reducerea pruritului ~i a inflamatiei localexii . In acela~i timp emolientele 

reprezinta un vehicul pentru medicamentele antiinflamatoarexiii,xiv. Unele dintre cele rnai noi 

vehicule includ acidul hialuronicxv,xvi, amestecuri de ceramide, colesterol ~i acizi gra~i care 

mirneaza stratul cornosxvij sau crerne/ernulsii cu uree in concentratie de 5%xviii. 

Glucocorticosteroizii topici sunt frecvent folositi ca agenti antiinflamatori in tratamentul 

dermatitelor. Cu toate ca ace~tia nu sunt recomandati ca tratament de prima alegere, sunt foarte 

utili in recidive ~i formele grave. Cei rnai utilizati sunt corticosteroizii halogenati (betametazona 

0,1 %, fluocinolon 0,025%, triarncinolon 0,025/0,1% in unguente sau, mai rar, geluri) ~i 

hidrocortizonul (in conc. de 1 %). Reactiile adverse comune sunt cele locale (formarea de striuri, 

atrofierea ~i subtierea pielii, ulceratii, acnee, telangiectazie), reactii sistemice fiind foarte rar 

raportatexix. Inhibitorii de calcineurina (tacrolirnus 0, 1 ~i 0,03% ~i pirnecrolimus 1 %) reprezinta 
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optiuni de tratament relativ noi. Administrarea acestora pe cale cutanata a condus la rezultate 

satisIacatoare din punct de vedere al eficacitatWX,xxi,xxii datele privind siguranta la administrare 

indelungata sunt mai limitatexxiii ~i exista rezerve la utilizarea lor din cauza riscului de infectii 

la locul de aplicare ~i a ingrijorarilor privind un potential risc de malignitatiXXiv. 

Mai recent, s-au investigat agenti antiinflamatori inovatori de tipul 

"oligodeoxinucleotidelor topice momeala (decoy)", implicate in blocarea legarii factorilor de 

transcriptie la regiunile promotoare ale genelor implicate in procesul inflamatorxv,xxvi, suplatast 

tosilatul (inhibitor al sintezei de citokine de catre limfocitele Th2 in combinatie cu 

tacrolimustxvii,xxviii. Ace~tia au dovedit 0 oarecare eficacitate in tratamentul antiinflamator din 

dermatite, dar nu au fost inca autorizati pentru utilizare in practica clinica. Administrarea de 

doxepina sub forma de crema 5% prezinta un efect relativ scazut comparativ cu 

antihistaminicele orale ~i poate conduce la reactii adverse u~oara somnolenta, senzatie de 

arsura, uneori chiar exacerbarea simptomelor dermatiteixxix,xxx,xxxi. Naltrexona administrata 

cutanat a produs 0 scadere a pruritului de 29,4% comparativ cu placebo, nefiind totu~i aprobata 

in prezent pentru tratamentul dermatitei atopicexxxii . N-palmitoletanolamina actioneaza pe 

receptorii canabinoidici, avand actiune antiinflamatoare ~i analgezicaxxxiii . In urma administrarii 

unei creme cu 0,3% N-palmitoletanolamina la pacienti (2456) cu dermatita atopica s-a observat 

o ameliorare a simptomelor dermatitei atopice (uscarea pieliicu lichenificare, eritem, prurit) 

dupa aproximativ 6 zile, evaluarea Iacandu-se insa tara un grup de controlxxxiv. Mentolul 16% 

este util in prurit. Chiar daca mecanismul de actiune al mentolului nu este inca pe deplin 

elucidat, in practica se utilizeaza sub forma de suspensii sau geluri (max. 16%); 0 explicatie ar 

fi actiunea asupra canalelor TRMP8, care, in urma activarii fibrelor A-delta, stimuleaza 

activarea receptorilor k opioizixxxv,xxxvi. Totu~i, are reactii adverse care inc1ud pe Uinga eritem 

local, senzatie de arsura, usc area pielii ~i dermatita de contactxxxvii,xxxviii. In urma evaluarii 

eficacitatii capsaicinei la pacienti cu prurigo noduiaris, aceasta a condus la inlaturarea 

pruritului dupa 12 zilexxxix. Capsaicina se leaga de canalele ionice TRPV 1 conducand la depletia 

depozitelor de neuropeptide ~i desensibilizarea receptorilor la nivelul fibrelor cxl. Reactiile 

adverse inc1ud senzatie de arsura, eritem ~i intensificarea pruritului. Terapia cu capsaicina este 

de ultima alegere; este recomandata inceperea cu doze de 0,025% sau 0,006% (in zone 

sensibile) ~i cre~terea gradual a a acestor~li. 

Efectele adverse care insotesc tratamentul topic sunt insemnate, acestea uneori limitand 

utilizarea medicamentelor existente. Plantele medicinale reprezinta altemativa terapeutica la 

tratamentele descrise anterior. Cu toate ca au fost raportate efectele adverse la administrarea 

topica a plantelor medicinale, efectele sunt de intensitate redusa ~i pot fi control ate prin 
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obtinerea unor extracte cu reactii adverse minime sau chiar lipsite de toxicitatex1ii, xliii, xliv, In 

continuare prezentam speciile vegetale ~i biocompu~ii cu actiune antialergica la administrare 

topica. 

Biocompu§'ii responsabili de acliunea antialergica. Principalele clase de fitocompu~i prezente 

in produse dermato-cosmetice cu actiune antipruriginoasa, antieritematoasa ~i antiinflamatoare 

sunt: lipidele, compu~ii fenolici, iridoidele ~i alcaloiziix1v. 

Lipidele (uleiurile vegetale), prin aplicare topica, pe langa actiunea emolienta, exercita ~i 0 serie 

de efecte biologice specifice: antiinflamatoare, antieczematoasa ~i cicatrizanta; in afara de 

aceste efecte, lipide Ie vegetale constituie vehicule importante pentru substantele active, in 

special cele lipofilex1vi. Astfel, uleiul de Helianthus anuus, untul de cacao din Theobroma cacao 

~i uleiul de mango (Mangifera indica) sunt bogate in acid linoleic. Acesta este util in tratarea 

leziunilor psoriazisului (asemanatoare cu cele din dermatita atopica). Ceara lichida de jojoba 

(Simmondsia chinensis) favorizeaza penetrarea steroizilor in straturile inferioare ale epidermei; 

uleiurile grase obtinute din semintele de Borago officinalis, Plukenetia volubilis ~i Oenothera 

biennis au un continut crescut de acizi gra~i polinesaturali (in special ro-3 a-linolenic, ~i ro-6 

linoleic) - cu actiune antieczematoasa, Totu~i, 1mbunatatirea scorurilor in dermatita atopica a 

fost demonstrata statistic numai la administrarea sistemica, la administrarea topica observandu­

se ameliorarea simptomelor, lara a fi insa semnificativa statistic comparativ cu placeboxlvii. 

Compu~ii fenolici sunt prezenti in specii vegetale superioare (Dicotyledonatae ~1 

Monocotyledonatae). Cu toate acestea polifenolii variaza din punct de vedere calitativ ~i 

cantitativ de la 0 specie la alta. Adminsitrarea topica a extractelor vegetale cu polifenoli in 

tratarea dermatitelor sMa dovedit a fi benefica. In acest sens sMa demonstart ca extractul etanolic 

70 % (cu continut bogat in acid shikimic) din fructele de Illicium verum aplicat topic, a inhibat 

dezvoltarea leziunilor induse la ~oareci NClNga ~i a scazut nivelul seric de IgE ~i de histamina. 

Consecutiv acestui efect, sMa inregistrat ~i 0 seaderea a citokinelor, chemokinelor ~i molecule lor 

de adeziunexlviii. Un alt compus fenolic, epigalocatechin-3-galatul, unul dintre biocompu~ii 

principali din frunzele de Camellia sinensis, aplicat direct pe leziunile induse pe model 

experimental la animal a redus semnificativ comparativ cu martorul eritemul, edemul, 

liehenificarea ~i leziunile eutanate. Rezultatele au fost totu~i inferioare eelor obtinute eu 

unguentul cu tacrolimus 0,1%. In aeela~i timp sMa inregistrat scaderea semnifieativa a 

citokinelor produse de eelulele Th2xlix. Houttuynia cordata ~i Ulmus davidiana var. japonica 

sunt alte doua specii bogate in polifenoli care au prezentat aetiune antialergica la administrarea 

topica intr-un gel pe baza de aleool polivinilicl
, Constituenlii majori din Houttuynia cordata 

sunt quercitrina, quercetolul, ~i hiperozida1i, iar in Ulmus davidiana var. japonica sunt taninurile 
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catehice ~i sesquiterpenele1ii,liii. Frunzele de Psidium guajavasunt utilizate traditional pentru 

actiunea antiinflamatoare ~i cicatrizanta liv. Actiunea antiinflamatoare a fost demonstrata in 

vitro ~i in vivo (~oarece) de Seo et al.(2005); mecanismul propus este de reglare a raportului 

dintre ThllTh2 prin cre~terea Thllv. La administrarea topica a extractului apos din frunze (ale 

speciei P. guajava) In experimente pe ~oareci, rezultatele din studiile anterior mentionate au 

fost confirmatelvi. Principalii biocompu~i identificati sunt taninurile (8,5%), flavonoidele 

(miricetol- 208,44 mg/Kg, quercetol 2883,08 mg/Kg, luteol- 51,22 mg/Kg ~i kaempferol­

97,25 mg/Kg), alaturi de uleiuri volatile, steroli ~i rezine1vii. Nu au fost inca efectuate studii 

clinice privind aceasta actiune topica. Nepetina, jaceosidina ~i hispidulina sunt flavonoide 

izolate din partea aeriana de Eupatorium arnottianum, a caror activitate antiinflamatoare a fost 

demonstrata 'in modele experimentale la ~oarecelviii. Alte specii vegetale pentru care s-a 

demonstrat actiunea antialergicalantiinflamatoare (a polifenolilor) la administrare topica pe 

animale de laborator sunt: Tanacetum partheniumliX, Cayaponia tayuydX ~i Hamamelis 

virginiana'xi. 

lridoidele sunt biocompu~i care au dovedit eficacitate in tratarea leziunillor dermatitei 

atopice pe model experimental la animal. Liofilizatul obtinut din extractul metanolic de 

radacina de Sophorajlavescens inhiba degranularea mastocitelor in experimentele in vitro ~i in 

vivo (~oarece) Ixii. 0 alta specie verificata ca potentiala alternativa terapeutica 'in dermatita 

atopica este Catalpa ovata. In urma aplicarii topice a unui unguent cu 1 ~i respectiv 2% extract 

din scoarta, la ambele concentratii au fost inregistrate imbunatatiri ale valorilor markerilor 

biochimici ~i ale scorurilor farmacologice, neputand insa a fi corelata concentratia cu efectele 

observate. Activitatea antiinflamatoare a extractului a fost pus pe seama iridoidelor lxiii, 

identificate de Lino von Poser et al. (2000)lxiv. Jeong. et al. (2002) au evidentiat actiunea 

antiinflamatoare in vivo a iridoidelor din Rehmannia glutinosa, iar Sung et al. (2011) actiunea 

antialergica pe model animal de dermatita atopica,lxv,lxvi. Specia contine iridoide, in special 

aucubinalxvii. 

Polifenolii din specii apaqinand diferitelor familii (Solanaceae, Asteraceae, 

Brassicaceae, Rosaceae, Liliaceae, Orhidaceae etc.)lxviii,Ixix,lxxlxxi,Ixxii,lxxiii,lxxiv obtinuti fie din 

alimentatie, fie prin aplicarea pe piele, pot ameliora simptomele ~i pot inhiba dezvoltarea 

diferitelor afectiuni ale acesteia. Ei reprezinta un instrument promitator in tratarea sau 

ameliorarea diferitelor afectiuni ale pieliL De aceea recent au aparut numeroase rapoarte privind 

terapia afectiunilor cutanate cu compu~i dintr-un extract sau combinatii de compu~i sau extracte 

provenite de la diferite speciilxxv. 

Fructele diferitelor specii cunoscute traditional pentru tratarea inflamatiei, edemului au 
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fost utilizate pentru oblinerea unor extracte. Efectele acestora sau ale diferitelor fractiuni au fost 

investigate la ~oarecii NC ! N ga expu~i la extractul Dermatophagoides farinae. Aplicarea topica 

a extractului F. suspensa ~i constituentul sau matairezinolul a redus in mod eficient simptomele 

AD. Rezultate bune s-au obtinut ~i in cazul extraetului din fruete de Gardenia jasminoides ~i a 

genipozidei. Deci aeestea ar putea fi solutii terapeutiee pentru tratarea tulburarilor inflamatorii 

alergiee cum ar fi ADlxxvi,lxxvii. 

Multe specii vegetale au fost investigate pentru potentialul terapeutie in dermatita 

atopica fie singure, fie sub diferite formuliiri. Astfel pentru formula cunoscuta in China ca Pei 

Tu Qing Xin Tang (PTQXT) ce contine Radix Pseudostellariae, Forsythia suspensa, Ramulus 

Uncariae cum Uncis, Medulla Junci, Herba Lophatheri, Semen Coicis, Rhizoma Dioscoreae, 

Concha Ostreae, Radix Glycyrrhizae - a fost demonstrata eficacitatea in redueerea severiUitii 

bolii ~i imbunatatirea calitatii vietii pacientilor cu dermatita atopica, severa sau moderatalXXviii. 

o alta formula cunoscuta in medicina traditionala chineza, Huang-Lian-Jie-Du decoct (HLJDD) 

asociaza Coptidis rhizoma (Huang-Lian), Scutellariae radix (Huang-Qin), Phellodendri 

Chinensis cortex (Huang-Bai) ~i Gardenia fructus (Zhi-Zi) intr-un studiu in vitro ~i 

demonstreaza efectele antiinflamatoare ~i anti-alergice sernnificative ale acestuia prin 

suprimarea productiei de mediatori alergici ~i inflamatoare prin inactivarea NF -kB ~i MAPK ~i 

degradarea IKBa in celulele RAW24.7 stimulate cu LPS, pe calea inactiviirii MAPK ~i Lyn in 

celulele RBL-2H3antigen induselxxix. Asocierea a doua specii Saussurea costus (Aucklandia 

lappa Decne, Aucklandiae Radix-Asteraceae, SC) ~i Thuja orientalis 1. (TOL) utilizate in mod 

traditional ca agenti antiinflamatori in Coreea a fost verificata comparativ cu extractele 

plante lor separate, in atenuarea simptomelor dermatitei atopice prin aplicare locala. Extractele 

asociate standardizate (SC in acid clorogenic, iar TOL in catechina ~i apigenina) au ameliorat 

simptomele AD prin reducerea activitatii pro-inflamatorii ~i a raspunsurilor imune supra­

activate. Rezultatele sugereaza ca asocierea celor doua extracte poate fi 0 altemativa mai 

eficienta in managementul dermatitei atopice1xxx. Insa nu Intotdeauna asocierea are rezultate 

mai bune. Astfel rezultatele unui alt studiu au dus la concluzia ca tratamentul cu 0 combinatie 

a trei plante: Eleutherococcus, Achillea millefolium ~i Lamium album de~i scade rapid 

simptomele AD ~i induce 0 rata ridicata de remisiune Partiala, nu difera de efectele placebo. 

Prin urmare, cercetatorii care au desIa~urat studiul nu sustin utilizarea clinica a acestei 

combinatii de trei plantelXxxi. 

Au fost inregistrate 0 serie de brevete care se refera la obtinerea unor noi forme 

farmaceutice cu efect antialergic utile in tratamentul unor patologii cutanate diverse (dermatita 

atopica, eczema, urticarie). Harry A. Dugger (2007) a constatat ca 0 combinatie a unui 
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antihistaminic cu un corticosteroid este mai eficienta in remiterea simptomelor de dermatita 

atopica.lxxxii 

Pentru tratamentul dermatitei atopice a fost realizata 0 combinatie de polividona ­

lipozomLlxxxiii Masahiko Kuroda et al. (2010) au demonstrat eficacitatea celulelor stem in 

aceasta afectiune,lxxxiv Diver~i compu~i au fost testati ~i propu~i ca tratament al dermatitei 

atopice: xantinalxxxv, antagonist de interleukin-4Ixxxvi, rafinozalxxxvii, glucozaminalxxxviii, 1­

kestozalxxxix, violet de gentianaxC , acizi polinesaturati cu lant lung (LC-PUFA)xci sau 

steviolglicozidexcii . 

Sung Sick Woo et al.(2012) au brevetat 0 combinatie din doua extracte oblinute din 

Bambus sp. ~i Scutellaria sp. pentru tratamentul ~i prevenirea dermatitei atopice prin inhibarea 

eliberarii histaminei ~i leucotrienelor.xciii Un alt brevat se refera la tratamentul afectiunilor 

alergice cu pulbere obtinuta din frunzele de Psidium guajava. xciv De asemenea a fost brevetat 

(2010) un remediu vegetal continand 0 combinatie de extracte obtinute din Sophora sp., 

Glycyrrhiza glabra, Lonicera sp, Angelica sp, Aralia sp, Saussurea sp., Seselos sp. 

(radacina), Zizyphus spinosi, Houttuynia cordata, Forsythia sp. ({ruct) , Epimedium 

koreanum Nakai, Panax ginseng, Lithospermum sp., Cnidium sp., Scrophularia sp. ~i Fallopia 

sa"chalinensis.xcv Efecte antiinflamatoare s-au constatat pentru extractul obtinut din 

Abeliophyllum distichum NakaLxcvi 

Chiang Zuan-Hsiang (2014) a realizat lipozomi care contin acid lactic combinat cu 

extracte vegetale. xcvii Kim Jeoung Hyoun a brevetat 0 combinatie de trei extracte (Houttuynia 

cordata, Centella asiatica ~i Glycyrrhiza glabra) cu efecte benefice in dermatita atopicaxcviii. 

Eficienta in tratarea acestei afectiuni s-a dovedit conbinatia a patru extracte oblinute din Ulmus 

davidiana, Cassia obtusifolia, Taraxacum platycarpum ~i Prunus salicinaxcix• Pentru efectul 

antidermatitic au fost brevetate urmatoarele extracte vegetale: Rhododendron mucronulatumC
, 

Momordica charantiaci , Vitis sp. ~i Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc.cH Combinatia 

extractelor obtinute din radacina de Lindera sp., Scutellaria sp., Achyranthis sp. ~i Asiasarum 

sp., seminte de Theobroma cacao, fruct de Citrus aurantium, lujeri de Mucuna birdwoodiana, 

scoaqa de Cinnamomum, sp. ~i Magnolia sp., frunze de Geranium thunbergii a demonstrat un 

efect antialergic prin inhibarea eliberarii histamineiciii . Acel~i efect antihistaminic a fost 

experimentat ~i pentru Copaiba multijuga Hayne, Operculina altissima Meissn, Symphytum 

officinale Linneciv, Rubus palmatus ~i Momordica grosvenoriicv• 
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Expunerea detaliata a inventiei 

Inventia de fata se refera la obtinerea unui extract selectiv de Morus alba L.~i la 

evaluarea proprietatilor antialergice in vederea utilizarii ca tratarnent dennic. Obiectul inventiei 

consta intr-un procedeu de obtinere a extractului vegetal caracterizat calitativ ~i cantitativ ~i 

evaluarea capacitatii antialergice prin model experimental pe ~oarece. 

Extractul confonn inventiei este un extract vegetal purificat din frunzele de Morus alba 

L., cu un continut de polifenoli totali exprimati in acid galic de 0,60 - 4,69 g% ~i un continut de 

flavonoide totale exprimate in quercetol de 1,18 - 1,59 g%. Procedeul confonn inventiei 

presupune obtinerea unui extract total ~i purificarea prin fractionare a acestuia pe coloana. 

Procedeul de obtinere a extractului total confonn inventiei presupune extractia la cald de 1-2 

ori timp de 30 - 60 min a produsului vegetal cu amestec de alcool etHic ~i apa in propoqie de 

1: 1, in raport cantitativ volum material vegetal:solvent de 1: 10, unnata de concentrarea la 

evaporator rotativ ~i uscarea prin liofilizare. 

Procedeul de purificare confonn inventiei presupune fractionarea extractului total pe 

coloana deschisa (d = 30 mm, L= 500 mm) cu faza stationara de silicagel60 70-230 mesh, 63­

200 Ilm ~i solvent in gradient treptat: 100:0, 25:75, 50:50, 75:25 ~i 0:100. Au fost folosite 

unnatoarele perechi de solventi: eter etilic:acetat de etil, acetat de etil:metanol ~i metanol: 1 % 

acid acetic in metanol; cu colectarea fractiunii finale eluate cu solventul metanol: 1 % acid acetic 

in propoqie de 100:0 ... 0:100. Procedeul de fractionare poate extinde utilizfu1d solventi de tipul 

eter etilic:acetonitril, acetat de etil:diclonnetan ~i diclonnetan: 1 % acid acetic in etanol. 

Pentru caracterizarea calitativa a extractului s-au efecuat amprentelele prin 

spectrometrie infraro~u (IR) ~i cromatografie de lichide (HPLC), iar pentru caracterizarea 

cantitativa s-au efectuat dozari spectrofotometrice de polifenoli totali ~i flavonoide totale. 

Extractul selectiv a fost testat in vivo (la ~oarece) pentru efectul de reducere a hipersensibilitatii 

intarziate in dennatite de tip alergic. 

Avantajele aplicirii inventiei sunt: 

materia prima vegetala se obtine din culturi biologice; 


obtinerea extractului vegetal se face utilizand solventi convenabili; 


extractul vegetal selectiv este obtinut printr-un procedeu cu un randament bun de extractie 


a principiilor active; 


extractul vegetal selectiv obtinut prezinta proprietati antialergice ~i ofera 0 altemativa 


terapeutica pentru tratamentul dennatitei alergice; 


extractul vegetal selectiv poate fi u~or incorporat intr-un preparat de uz topic. 
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Descrierea pe scurt a desenelor: 

- fig. 1 prezinta amprenta IR a extractului selectiv de Moros alba L.; 

- fig.2 prezinta evaluarea aCliunii antialergice a a extractului selectiv de Morus alba L; 

- fig.3 prezinta profilul reologic pentru hidrogelul experimental cu extract vegetal selectiv. 

In continuare inventia este ilustrata prin 4 exemple. 

EXEMPLULI 

Descrierea etapelor de obtinere a extractului selectiv de Morus alba L: 

Etapa L Prelucrarea materiel prime (produsul vegetal) 

Frunzele de Morus alba L. se recolteaza dintr-o cultura ecologica permanenta (de 

preferinla in perioada mai-iunie), desprinderea frunzelor de pe ramurile tinere facandu-se prin 

strunjire. Dupa recoltare frunzele sunt supuse procesului de uscare. Materia rezultata, denumita 

in continuare produs vegetal, contine mai putin de 0,5% impuritati provenite din alte specii 

vegetale ~i mai putin de 1,5% impuritati provenite din acee~i planta. Materialul vegetal uscat 

a fost macinat ~i trecut prin sita de 2 mm; pentru extractie s-a pastrat materialul retinut de sita 

de 1 mm; 

Etapa II. Obfinerea extractulul total intermediar 

Extractia s-a realizat la cald de 1-2 ori timp de 30 - 60 min a produsului vegetal cu 

amestec de alcool etilic ~i apa in propoqie de 1: 1, in raport cantitativ volum material 

vegeta1:solvent de 1: 10, urmata de concentrarea la evaporator rotativ (Ingos RVO 004, Cehia) 

~i uscarea prin liofilizare. Randamentul de obtinere a extractului total a fost de 14,21% cu un 

continut de polifenoli totali exprimati in echivalenti acid galic de 7,33 g% ~i un continut de 

flavonoide totale exprimate in echivalenti quercetol de 2,39 g%. 

Etapa III. Obfinerea extractului selectiv 

Extractul total s-a supus fractionarii pe coloana deschisa (d = 30 mm, L= 500 mm) cu 

faza stationara de silicagel 60 70-230 mesh, 63-200 !lm ~i solvent in gradient treptat: 100:0, 

25:75,50:50, 75:25 ~i 0:100. Au fost folosite urmatoarele perechi de solventi: eter etilic:acetat 

de etil, acetat de etil:metanol and metanol: 1 % acid acetic in metanol. S-au colectat fractiuni 

pentru fiecare treapta de gradient, iar fractiiunile eluate cu solventul metanol: 1 % acid acetic in 

propoqie s-au reunit. Solutiile reunite anterior au fost concentrate la evaporator rotativ (lngos 

RVO 004, Cehia) ~i usc ate prin liofilizare. Randamentul de obtinere a extractului selectiv a fost 

de 36,82% cu un continut de polifenoli totali exprimati in echivalenti acid galic de 2,64 g% ~i 

un continut de flavonoide totale exprimate in echivalenti quercetol de 1,38g %. 

Etapa V. Condifionarea extractului selectiv liojilizat 
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Extractul obtinut a fost conditionat in flacoane din sticHi bruna cu dop din pvc, bine 

inchise, la intuneric ~i conservat la temperatura camerei. 

EXEMPLUL2 

Caracterizarea extractului selectiv de Morus alba L. 


Identificarea prin spectrometrie IR 


Spectrele IR au fost efectuate in pulbere solida folosind un spectrometrul JASCO 

FT/IR4200 echipat cu un accesoriu ATR PR04S0. Analizele s-au efectuat In dublicat, in 

domeniul spectral 400-4000 cm-! analizand prezenta grupelor functionale. S-a masurat 

coeficientul de corelare interspectrala pentru a dovedi caracterul unitar al extractului selectiv 

comparativ cu extractul total. Rezultatele au fost prelucrate cu ajutorul softului Spectra 

Manager v.2. 

Analiza IR a extractului selectiv de Morus alba L indica prezenta polifenolilor totali (fig. 1). 

De asemenea, spectrul prezinta 0 regiune de amprenta caracteristica extractului selectiv, regiune 

diferita de spectrul extractului total. Coeficientul de corelare dintre cele doua spectre este de 

numai 0,60, confirm and 0 compozitie chimica selectiva. 

Identificarea prin HPLe 

0,010 g extract selectiv se dizolva in 10 mL etanol. Solutiile se centrifugheaza la 6000 

rpm (Centurion C2) ~i se folose~te supernatantul filtrat In prealabil printr-un filtru de 0,22 ttm. 

Au fost aplicate metode specifice HPLC pentru acizii fenolici ~i flavonoide conform 

protocolului descris de Dinu ~i colab., 2016 cu unele modificari. S-a utilizat un sistem pentru 

cromatografie lichida HPLC-DIONEX, pompa PS80 ~i detector UVD 340U-~ir de diode. S-a 

utilizat 0 coloana Zorbax SB-18 (1S0 mm x 4.6 mm Ld. 3.S ttm, HiChrom) la 2SoC ~i 0 faza 

mobila (faza A: metanol:acetonitril1:1 cu 1% acid formic; faza B: apa cu 1% acid formic) in 

gradient liniar. Debitul a fost de 1 mL/min, iar volumul de injectie de 20 ttL. Detectia s-arealizat 

la 369 nm pentru flavonoide ~i 320 nm pentru acizii fenolici. 

In extractul selectiv au fost identificati urmatorii polifenoli: acid clorogenic (TR=6,SS), 

kaempferol (TR=19,60) ~i quercetol (TR=26,2). 

Determinarea cantitativii a principii/or active 

Analiza principiilor active antioxidante - polifenoli totali exprimati In echivalenti de 

acid galic ~i tlavonoide totale s-a efectuat prin metode spectrofotometrice cantitative. 

0,020 g extract (exemplul 1) se dizolva in 10 mL etanol SO%. Solutiile se centrifugheaza la 

6000 rpm (Centurion C2) ~i se folose~te supernatantul. Volume corespunzatoare de supernatant 
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se folosesc pentru determinarea polifenolilor totaH la 750 nm ~i a flavonoidelor totale la 430 


nm conform procedeului descris de Olaru OT ~i colab., 2015 cvi. 


Extractul selectiv prezinta un continut de polifenoli totali exprimati in acid galic de 0,60 - 4,69 


g% ~i un continut de flavonoide totale exprimate in quercetol de 1,18 - 1,59 g%. 


EXEMPLUL3 

Evaluarea actiunii antialergice topice a extractului selectiv de Morus alba 

S-a evaluat eficacitatea extractului selectiv de Morus alba L. (300 1lg/20 ilL) in 

tratament topic, cronic, in model experimental de hipersensibilizare de contact indusa de 2,4­

dinitrofluorobenzen la ~oareci BALB/clBr de sex feminincvii . 

Animale: ~oareci femele, BALB/c/Br, cu varsta de 6-8 saptamani, avand greutatea 

cuprinsa intre 21,12 ± 1,21g, (N==20), proveniti de la INCDMI CANTACUZINO Filiala 

Baneasa. ~oarecilor Ii s-a oferit acces la hrana ~i la apa ad libitum. Temperatura ~i umiditatea 

relativa au fost mentinute la 21-24° C, respectiv 45-60% pe tot parcursul experimentului, ~i 

determinate cu ajutorul unui higrometru. Toate procedurile au fost efectuate respectand normele 

de bioetica in cercetarea pe animale de experienta in scop ~tiintific, conform Legii 43/2014 

privind protectia animalelor utilizate in scopuri ~tiintifice ~i Directivei 2010/63IUE a 

Parlamentului European ~i a Consiliului din 22 septembrie 2010, privind protectia animalelor 

utilizate in scopuri ~tiintifice. 

Substante utilizate. Extractul selectiv de Morus alba L s-a apIicat topic sub forma de 

suspensie obtinuta prin suspendare in acetonalulei de mas line in raport 4: 1 (AlUM) in 

concentralie 0,15 % (300llgI20IlL) ~i s-a pastrat la frigider (2-8°C). 

S-a utilizat ca referinta solutie obtinuta prin dizolvare de dexametazona baza (Zentiva­

Romania) in AlUM in concentratie 0,0375 % (751lg/20IlL), ~i s-a pastrat la frigider (2-8oC). 

Pentru faza de sensibilizare s-a utilizat solutie de 2,4-dinitrofluorobenzen (Sigma-Aldrich, 

Germania) 0,5% in AlUM, iar pentru faza de elucidare solutie de 2,4-dinitrofluorobenzen 0,2% 

in AlUM. 

Metode utilizate: hipersensibilizarea fn urma contactului cu 2,4-dinitrojluorobenzen ­

s-a utilizat modelul experimental de hipersensibilizare de contact, descris de Gaspari et.al., 

2001, utilizdnd ca alergen 2,4-dinitrofluorobenzen (DNFB). 

Protocol experimental. In ziua -5 (Z.s) animalelor Ii s-a indepartat blana in zona dorsala 

(tunse paua la piele). ~oarecii au fost imparti in 410turi a cate 5 animal eliot, care au fost tratate. 

S-a evaluat hipersensibilitatea prin masurarea grosimii urechii cu ajutorul unui ~ubler digital 

(micrometru), cu sensibilitate de 0,01 mrn. S-a determinat grosimea initiala a celor doua urechi, 
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dupa 24 de ore de la aplicare alergenului la nivelul urechii ~i la diferite momente ale 

experimentului. 

Rezultate experimentale ~i calcul statistic. Calculul statistic s-a realizat utilizand 

GraphPad Prism versiunea 5.00 pentru Windows, (GraphPad Software - San Diego, California, 

SUA, www.graphpad.com). Stabilirea normalitatii s-a Iacut utilizand testul D 'Agostino & 

Pearson. Pentru compararea grupurilor s-au utilizat testele parametrice: ANOVA (compara n­

grupuri) urmat de post test Dunnett (cand se compara cu valoarea initiala de raspuns) sau post 

test Bonferroni (cand se compara cu lotul martor) ~i testele neparametrice: Kruskal-Wallis 

(compara n-grupuri) urmat de post test Dunn's (cand se compara cu valoarea initiala de raspuns 

sau cu un alt lot). 

Rezultate 

Modificarea grosimii urechii stangi pe parcursul experimentului, fata de grosimea 

urechii drepte, respectiv grosimea urechii stangi, precurn ~i modificarea grosimii urechii stangi, 

fata de lotul M, respectiv lotul DEX este redata In graficele de mai jos. 

Pentru animalele din lotul martor nu se observa modificari semnifieative In ceea ce 

prive~te grosimea urechii stangi fata de grosimea urechii drepte Astfel vehicolul utilizat, AlUM, 

nu modifica parametrul (grosimea urechii) prin care se evaluaeaza edemul produs de reactia 

alergica determinata de DNFB. In urma masurarii grosimii urechii stangi eu ajutorul 

mierometrului digital, pentru lotul DNFB, se observa valori mai mari ale mediei/lot atat fata de 

urechea dreapta cat ~i fata de valorile lotului M. Acestea apar inca din ziua 6 ~i devin 

semnificative statistic din ziua 12 (vs UD 153,01%, P < 0,05; vs M 155,58%, P < 0,001) ~i ziua 

14 (vs UD 212,20%, p < 0,015; vs M 212,20%, P < 0,001). Astfel se evidentiaza reactia de 

hipersensibilizare indusa de DNFB In zilele 12 ~i 14. In urma administrarii topice a 

dexametazonei (75).tg/20).tL), se Inregistreaza cre~teri reduse ale grosimii urechii stangi 

comparativ cu grosimea urechii drepte ~i cu valorile masurate la animalele din lotul martor. 

Comparativ cu lotul DNFB (martorul pozitiv) dexametazona a redus aparitia reactiei de 

hipersensibilizare intarziate, efect semnificativ statistic In ziua 8 (-42,37%, P < 0,01); ziua 10 

(-126,79%, P < 0,001); ~i ziua 12 (-142,87%, P < 0,05). Aceste rezultate confirma eficacitatea 

corticosteroizilor aplicati topic In fenomene de hipersensibilizare datorata contactului cu 

alergeni. 

In urma aplicarii topice a extractului selectiv de Morus alba L s-au inregistrat cre~teri 

ale grosimii urechii stangi eomparativ cu grosimea urechii drepte ~i cu grosimea masurata la 

~oarecii din lotul martor. Acestea au fost semnificative statistic, In zilele 12 ~i 14 (vs UD: 

144,87%, p < 0,01 ~i 163,64%, P < 0,001; vs M: 147,44%, p < 0,001 ~i 163,64%, P < 0,01). 
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Comparativ cu lotul DNFB (martorul pozitiv) apare reducerea reactiei de 

hipersensibilizare intarziata, in toate zilele de testare. Procentele cele mai mari se inregistreaza 

in ziua 10 (-69,65%) ~i ziua 14 (-48,56%). 

Urmarind modificarea grosimii urechii stangi pe parcursul experimentului, fata de 

grosimea urechii drepte se observa 0 aliura lineara asemanatoarea efectului dexarnetazonei. 

Rezultatele experimentale confirma potentialul extractului selectiv de Morus alba L la 

utilizarea ca tratament topic in afectiuni cu componenta alergica. 

Extractul selectiv (300J,!g/20J,!L) reduce pe tot parcursul experimentului reactia de 

hipersensibilizare inUlrziata. In urma acestui experiment putem afirma ca eficacitate extractului 

selectiv din frunze de Morus alba L (300J,!g/20J,!L) se datoreaza existentei mai multor principii 

active, care la asociere realizeaza un sinergism. 

EXEMPLUL4 

Obtinerea unui hidrogel cu utilizare topicii avand ca substantii activii extractul selectiv 

de Morus alba L. 

Hidrogelul s-a preparat conform formulei din tabelul 1. Intr-un pahar Berzelius se 

disperseaza 19 Carbopol 940 in 60 ml apa distilata ~i se lasa la hidratare timp de 24 h. S-au 

adaugat apoi a1coolii, pe rand, in mici volume aduse altemativ ~i sub agitare continua in baza 

de gel. 

4,5 g extractul selectiv de Morus alba L se disperseaza in 109 glicerina, peste care se 

aduce in poqiuni mici, baza de gel, sub continua agitare. S-a definitivat neutralizarea folosind 

0,2 g trietanolarnina, pana la un pH 6.5 - 6.7. Gelul a fost adus la masa constanta de 100 g, 

adaugandu-se restul de apa distilata. Incorporarea extractului selectiv de Morus alba L in baza 

de gel s-a realizat prin arnestecare mecanica lenta (25 rpm) la agitator (Velp Scientifia type BS) 

~i a fost continuata timp de 10 min dupa aducerea la masa constanta a hidrogelului experimental. 

S-a caracterizat hidrogelul obtinut din punct de vedere al proprietatilor reologice ~i 

capacitatii de etalarecviii• Vascozitatea a fost masurata in functie de viteza de forfecare aplicata. 

Conditiile experimentale au fost mentinute constante in timpul desIa~urarii masuratorilor. S-a 

urmarit revenirea de la cea mai mare valoare a tensiunii de forfecare la cea mai mica valoare, 

pentru a verifica tixotropia gelului. Temperaturile de lucru selectate au fost 37,0 ± O,l°C 

(temperatura corpului) ~i 23,0 ± O,loC (temperatura de conservare a hidrogelurilor). Profilul 

reologic corespunzator rarnurii ascendente a graficului vascozitate in functie de viteza de 

forfecare este reprezentat spre exemplificare in fig. 3 la temperaturile de 23°C ~i 37°C. Din 
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examinarea reogramei se eonstata ea gelul prezinta 0 eomportare nenewtoniana, pseudoplastiea 

la ambele temperaturi. 

Tabelul 1 Compozitia hidrogelului 

10 

Propilenglieol 10 

12 

0,2 

Apa distilata q.s. ad 100 

Pentru euantifiearea eomportarii pseudoplastiee a formuHirii topice testate se utilizeaza 

modelullegii puterii care exprima relalia intre vaseozitate ~i viteza de forfecare. 

Acest model reologic se exprima sub forma ecualiei: 

11 = m·y - -n 
(1) 

unde, m ~i n sunt parametri corel ali cu factorii de formulare ai hidrogelurilor testate ~i sunt 

determinali prin linearizarea ec. (1) prin metoda dub lei logaritmari. Se poate aprecia ca valoarea 

lui m corespunde vascozitalii oblinute pentru valoarea vitezei de forfecare de I-s-1 (logaritmul 

pentru viteza de forfeeare egala cu 1 este zero). 

Valorile parametrilor reologici m ~i n descri~i anterior, cit ~i a coeficientului de determinare 

R2 specific modelui ee deserie relalia dintre vascozitate ~i viteza de forfecare sunt inscrise in 

tabelul 2. Valorile coeficien1ilor de determinare R2 obtinute prin aplicarea modelului reo logic 

allegii puterii arata ca datele experimentale, la eele doua temperaturi, verifica acest model. 

Tabel2: Valorile parametrilor m §i n §i ale coeficientului de determinare specifici modelului 

legU puterii aplicate hidrogelului testat la 23°C 9i 37°C 
----- ­

23°C 37°C 
Hidrogel r-------­

m n R2 m N R2 

G2 129.093 0.887 0.9998 104.607 0.917 0.9996 
,. 
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Pentru fiecare set de date reologice s-a evidenliat ~i aria de tixotropie, detenninata la 23°C si 

37°C, arie corespunzatoare transfonnarii gelului in fluid, cu pierderea vascozitalii, respectiv 

revenirii la starea de gel cu refacerea vascozitatii pierdute. Tixotropia apare deoarece hidrogelul 

necesita 0 perioada finita de timp pentru recuperarea vascozitatii initiale, respectiv pentru 

refacerea structurii originale care s-a distrus in timpul masuratorilor de forfecare continue. 

Examinarea reogramelor vascozitate in funclie de viteza de forfecare, respectiv a 

reogramelor tensiune de forfecare in funclie de vascozitate arata ca hidrogelul testat prezinta 0 

comportare nenewtoniana, pseudoplastica, respectiv tixotropa, la ambele temperaturi (23°C si 

37°C). Caracterul pseudoplastic este demonstrat de scaderea vascozitalii la ere~terea tensiunii 

de forfeeare, respectiv vitezei de forfeeare; iar caraeterul tixotrop este demonstrat de faptul ca 

pentru aeeea~i viteza de forfeeare, punetele de pe eurbele de revenire corespund la tensiuni de 

forfecare mai joase dedt de pe curbele direete. La aeeea~i viteza de forfecare se eonstata ea 

vaseozitatea este mai mica la 37°C decat la 23°C eeea ee demonstreaza faptul ea la 37°C gelul 

devine mai pulin vaseos ~i astfel este favorizarn eedarea principiului aetiv 'i:neorporat in 

hidrogel. Aeeasta eomportare reologica pennite 0 etalare eorespunzatoare la administrarea 

eutanata a hidrogelurilor testate. 
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REVENDICARI 


1. Extractul selectiv vegetal obtinut din Morus alba ~i standardizat in polifenoli totali ~i 

flavonide totale caracterizat printr-un continut de polifenoli totali exprimati in acid galic 

de 0,60 - 4,69 g% ~i un continut de flavonoide totale exprimate in quercetol de 1,18 ­

1,59 g%. 

2. Procedeul de obtinere al unui extract selectiv vegetal din Morus alba care cuprinde 

urmatoarele etape: 

- obtinerea ~i caracterizarea unui extract total din frunze de Morus alba: extractia 

principiilor active: extractia la reflux de 1-2 ori a produsului vegetal cu etanol 50% in 

raport de 1: 10 timp de 30 - 60 min, filtrare la presiune scazutA, concentrarea solutiilor 

extractive la evaporator rotativ, la temperatura scazuta (50°C), uscarea extractului prin 

liofilizare. 

purificare prin fractionarea extractului total pe coloana deschisa cu faza stationara 

de silicagel 60 70-230 mesh, 63-200 ~m ~i solvent in gradient treptat (eter etilic:acetat de 

etil, acetat de etil:metanol ~i metanol:l% acid acetic in metanol; gradient: 100:0,25:80, 

50:50, 75:25 ~i 0: 100) cu colectarea fractiunii finale eluate cu solventul metanol: 1 % acid 

acetic In proportie de 1: 1. 

3. Extractul vegetal obtinut conform revendicarilor 1 ~i 2 pentru utilizare in terapia 

antialergica. 

4. Extractul vegetal obtinut conform revendidirilor 1 ~i 2 pentru utilizare la formularea 

unor forme farmaceutice reprezentata de solutii, lotiuni, creme, unguente, geluri, paste, 

plasturi transdermici, spume sau aerosoli, forma preferata fiind gel. 
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Fig. J. Amprenta IR a extractului selectiv de Morus albape domeniu1400-4000 cm-J 
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Fig. 2 Efectul administrarii topice de dexametazona $i extract selectiv de Morus alba, 

asupra hipersensibilizarii de contact indusa de 2,4-dinitrojluorobenzen 
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Fig. 3. Profilul reologic pentru hidrogelul experimental: a - testat la 23°C ~i 37°C 

vascozitate funcfie de viteza de forfocare; b - curbele ascendenta $i descendenta ale 
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