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Pezenta inventie se refera la un unguent de uz topic cu efect cicatrizant si antiinfla-
mator, obfinuta dintr-un extract din frunze de Ziziphus si excipien{i adecvati, in cantitati
corespunzatoare.

Procesul de cicatrizare reprezinta un ansamblu de transformari in urma carora se
reface tesutul cutanat lezat anterior (sub influenta unor agenti fizici, chimici, termici sau
patogeni etc). Procesele de reparare a tesutului implica participarea trombocitelor activate,
neutrofilelor si macrofagelor si conduce la formarea unui fesut nou (fesut de neoformatie).

In prezent sunt utilizate in terapie cateva medicamente alopate cu efect cicatrizant
care contin Tn principal sulfadiazina de argint (10 mg/g) cum ar fi: Cicatrol (Antibiotice lasi)
sau Dermazin (Lek Pharmaceuticals Ljubljana, Slovenia). Acestea sunt indicate n principal
pentru tratamentul si prevenirea infectiilor arsurilor, pentru tratamentul si prevenirea infectiilor
leziunilor de decubit, ulcerelor varicoase, abraziunilor, leziunilor traumatice minore, inciziilor
sau altor leziuni neinfectate si grefelor de piele. Reactiile lor adverse cele mai frecvente sunt
leucopenie, iritatii cutanate, senzatii de mancarime, de arsuri, dureri la aplicare, eruptii
cutanate, colorarea pielii in gri. Alte posibile reactii adverse ar fi: fotosensibilitate, colorarea
pielii Tn brun-rogcat (argirism) (1,2).

Un alt medicament recomandat in prezent este un gel siliconic comercializat sub
numele Strataderm (Stratpharma AG, Elvetia) sau Dermatix (MEDA Pharmaceuticals,
Elvetia) si a fost conceput pentru diverse tipuri de cicatrici rezultate din interventii
chirurgicale, traume, muscaturi, arsuri, acnee etc. Dezavantajul acestor produse este ca nu
pot fi aplicate pe plagi deschise (neepitelizate) sau pe arsuri de gradul lll, in zona ochilor sau
in contact cu membranele mucoase. in plus nu se recomanda aplicarea peste preparate care
contin antibiotice.

Prin tehnologia de recombinare a ADN-ului s-a obtinut factorul de crestere uman
recombinant derivat din trombocite-BB (rhPDGF-BB), fiind produs 1in ciuperca
Saccharomyces cerevisiae. Acest medicament se numeste Regranex (Janssen-Cilag
International NV, Belgia) si este prescris in scopul vindecarii ulcerelor profunde, diabetice,
cronice, neuropatice cu o suprafatd mai mica sau egala cu 5 cm. Cele mai frecvente reactii
adverse raportate au fost ulcerul cutanat infectat (12,3%), celulita (10,3%) si osteomielita
(7,2%), iar Agentia Europeana a Medicamentului a recomandat contraindicarea acestuia la
pacientii cu orice forma preexistenta de cancer (Comunicat de presa A.N.M. din 18.02.2010)
(3).

Exista o serie de produse farmaceutice sau cosmetice cu actiune cicatrizanta
(neinregistrate ca medicamente la A.N.M.) care au in compozitie exclusiv extracte vegetale
si altele care, pe langa acestea, au diverse adaosuri de compusi de sinteza.

Contractubex (Merz Pharmaceuticals GmbH, Germania) este un preparat pe baza
de extracte vegetale cu efect antiinflamator avand in compozitie heparina sodica 5000 U.I.,
extract lichid de ceapa, alantoina, acid sorbic, p-hidroxibenzoat de metil. Este indicat in
accidente, arsuri, acnee, interventii chirurgicale. Printre reactiile adverse ar fi pruritul, reactii
alergice intarziate (din cauza p-hidroxibenzoatului de metil) si dermatita de contact (generata
de acidul sorbic) (4).

Un exemplu de preparat care prezinta in compozitie numai principii biologic active
naturale este Epitelin - crema de galbenele (Exhelios, Romania) care contine carotenoide,
uleiuri volatile, flavonoide, saponozide triterpenice, vitamina C, acizi grasi esentiali, toate
substantele fiind izolate din galbenele (Calendula officinalis), musetel (Matricaria chamomilla)
si luminita noptii (Oenothera biennis). Se recomanda in tratamentul plagilor greu vindecabile,
a escarelor, a arsurilor termice, chimice sau solare, pentru infepaturi de insecte, degeraturi,
eczeme etc. Pentru ca nu contine parabeni sau alte substante cu potential nociv reactiile
adverse sunt relativ rare in cazul acestui produs.
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In ultimii ani s-a inregistrat o serie de brevete care se refera la obtinerea unor noi
forme farmaceutice cu efect cicatrizant a caror actiune vizeaza in principal activitatea
antimicrobiana, antiinflamatorie, de stimulare a diviziunii celulare etc. si implica o diversitate
de patologii.

Hernandez et. al. a realizat o gama de preparate (solutie, unguent, crema) care
contin plante mexicane (Monlanoa grandiflora montanoa bipinnatitida) destinate accelerarii
procesului de vindecare si de reparare a tesutului superficial la pacientii cu boli acute sau
cronice, n special la diabetici cu ulcer neuropatic cu aspect vezicular (5).

A fost brevetat un remediu vegetal cu efect antiinflamator, analgezic, cicatrizant si
mucoprotector care se bazeaza pe prepararea unui decoct (de concentratie 10% material
vegetal in apa) din partile aeriene ale Cydonia oblonga (gutui), fara conservanti (6).

O alta inventie furnizeaza o metoda de preparare a unei forme farmaceutice cu efect
cicatrizant care este reprezentata de un extract imbogatit in aucubina din Plantago major si
care include caracterizarea si incapsularea extractului in ZnO, urmata de evaluarea efectului
respectiv (7).

Un extract vegetal obfinut din frunze de Verbascum speciosum si-a dovedit efectul
cicatrizant pe diverse linii celulare L929 (Rat Fibroplast Cell Line), HF (Pluman Dermal
Fibroplast Cell Line) si HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), si face obiectul
unui alt brevet publicat recent (8).

Un produs nou, regenerativ, din extracte de Curcuma longa, Glycyrrhiza glabra,
Hamiltonia suaveolens, Typha anguslifolia si Azadirachla indica, in ulei de Sesamum indicum
dar si procedeul de preparare al acestui medicament sunt prezentate intr-un alt brevet care
vizeaza efectul cicatrizant si actiunea sinergica a extractelor respective (9).

Un preparat topic complex recomandat pentru tratamentul plagilor infectate, plagilor
cronice nevindecabile (ulcerul piciorului diabetic, gangrena uscata si umeda, ulcer venos,
varice si arsuri) este descris in cadrul unui brevet din 2011. Compozitia preparatului se
bazeaza pe un extract de Azadirachla indica in apa, ulei de ricin, ulei de mustar, ulei de
cocos, ulei de susan negru cu extracte sau parti maruntite din douasprezece plante si
excipienti (10). Cele mai importante actiuni (citate de literatura) ale compusilor bioactivi prin
care plantele pot contribui la efectul cicatrizant si care sunt folosite in medicina tradiionala
sau clasica sunt:

- activitatea antimicrobiana;

- antioxidantii sau captatorii de radicali liberi;

- activitate mitogena (care contribuie la proliferarea celulara crescuta), angiogeneza,
productia de colagen imbunatatita si sinteza crescuta a ADN-lui (10).

Literatura de specialitate mentioneaza urmatoarele principii active vegetale ca avand
proprietati cicatrizante: unii alcaloizi, unele glicozide, terpene, diterpene, sesquiterpene si
fitosteroli, compusi fenolici, taninuri, compusi flavonoidici, saponozide, lignani si unele uleiuri
esentiale (11-22).

Studiile din prezent vizeaza izolarea si caracterizarea principiilor active implicate prin
anumite mecanisme in accelerarea procesului de cicatrizare cum ar fi compusii terpenici cu
actiune antimicrobiana de tipul gentiopicrozidei, swerozidei si swertiamarinei din Genliana
lutea (23, 24) sau ulei volatile bogat in eucaliptol (25), fiavone, cum ar fi kaempferol si
quercetin si derivatii lor (26).

Ziziphus jujuba Mill. este un arbore din familia Rhamnaceae despre care literatura
mentioneaza un potential cicatrizant considerabil. Conform medicinii traditionale in regiunea
Bastar se folosesc frunzele si scoarta pentru vindecarea ranilor (27). in plus speciile acestui
gen sunt folosite tradiional in India, China si Japonia pentru proprietati hipoglicemiante,
sedative, anticancerigene, hepatoprotectoare si antiinflamatoare (28-32).
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Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in asocierea componentelor si
a rapoartelor acestora intr-o compozitie de tip unguent topic cu efect cicatrizant si
antiinflamator care valorifica potentialul terapeutic al Ziziphus jujuba Mill.

Unguentul pe baza de Ziziphus jujuba Mill. conform inventiei inlatura dezavantajele
stadiului tehnic prin aceea ca este constituit din 10 parti in greutate extract de frunze de
Ziziphus jujuba Mill. obtinut in alcool etilic 70%, 2 parti in greutate alcool cetilic, 2 parti in
greutate colesterol, 80,70 parii in greutate vaselina, 5 parti in greutate ulei de cocos si 0,3
parti in greutate butilhidroxianisol.

Procedeul de obtinere a unguentului pe baza de extract de frunze de Ziziphus jujuba
Mill., conform inventiei, cuprinde etapele de: a) triturarea extractului uscat obtinut din frunze
de Ziziphus jujuba Mill pana la obtinerea unei pulberi fine, adaugare de ulei de cocos si
triturare pana la obtinerea unei paste omogene; b) topirea excipientilor grasi: vaselina, apoi
colesterol si in final alcool cetilic la 50°C, triturarea amestecului rezultat pana la racire cu
obtinerea unei mase albe cremoase si incorporarea butilhidroxianisolului cu triturare
energica, timp de 2 min, pana la omogenizare; c) adaugarea treptata a bazei de unguent de
la punctul b) peste masa omogena de la punctul a) cu triturare pana la omogenizare.

Unguentul conform inventiei este utilizat ca agent antiinflamator si cicatrizant.

Se obtine un produs de uz topic cu o compozitie complexa pe baza de extract uscat
obtinut din frunzele de Ziziphus jujuba Mill. si excipienti adecvati. Compozitia topica a
prezentei inventji poate fi reprezentata de solutii, lotiuni, creme, unguente, geluri, plasturi
transdermici sau spume. O modalitate preferata de realizare a prezentei inventii este
reprezentata de un unguent, care a fost caracterizat reologic si testat in vivo (la sobolan)
pentru efectul cicatrizant si antiinflamator. De asemenea, a fost determinata tolerabilitate pe
piele la iepuri urmarindu-se la aplicare locala o eventuala toxicitate dermica si sistemica.

Inventia ofera o solutie terapeutica pentru tratamentul leziunilor dermice de severitate
mica sau medie. Prezinta eficacitate moderata in modelele non-clinice de cicatrizare si
inflamatje.

Compozitia topica propusa este simplu de preparat, nu prezinta toxicitate dermica
sau sistemica, iar costurile sunt modeste. Materia prima vegetala poate fi obfinuta usor, iar
excipientji nu sunt toxici si nu au pret ridicat.

Figuri:

-fig. 1, dependenta tensiunii de deformatie de viteza de forfecare a unguentului testat
la 25,0 +0,1°C;

- fig. 2, reprezentarea dublu logaritmica a vascozitatii aparente in functie de viteza
de forfecare pentru unguentul testat la 25,0 + 0,1°C;

- fig. 3, efectul antiinflamator al lotului tratat cu unguentul cu Ziziphus (Z1Z-L)
comparativ cu lotul martor (B-L-CAO);

- fig. 4, efectul antiinflamator al lotului tratat cu unguentul cu Ziziphus (ZIZ-E)
comparativ cu lotul de referinta (IND-CAOQ);

- fig. 5, evolutia greutatii corporale medii a animalelor din Lotul 1;

- fig. 6, evolutia greutatii corporale medii a animalelor din Lotul 2.

In continuare se prezintd mai multe exemple nelimitative de realizare a inventiei in
legatura cu figurile.

Exemplul 1. Prepararea unguentului bazat pe un extract uscat din frunzele de
Ziziphus
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Compozitia unguentului fost urmatoarea:

Ingrediente Cantitatea Functia in formulare
(9)
extract de Ziziphus jujuba Mill. 10,00 Ingredient activ
Alcool cetilic 2,00 Baza de unguent grasa, formatoare de matrita
Colesterol 2,00 Baza de unguent grasa, formatoare de matrita
Vaselina 80,70 Baza de unguent grasa, formatoare de matrita
Ulei de cocos 5,00 Antioxidant, agent de ajustare a consistentei
unguentului, aromatizant
Butilhidroxianisol 0,30 Antioxidant, conservant antimicrobian
TOTAL 100,00

Fazele procesului de fabricatie parcurse sunt urmatoarele:

- cantarirea materiilor prime: ingredientul activ si excipientii se cantaresc conform
formulei de fabricatie, utilizadnd o balan{a Mettler Toledo AT261 (cu sensibilitate 0,01 mg);

- topirea excipientilor grasi: vaselina, apoi colesterolul si in final alcoolul cetilic se
topesc intr-o patentuld pe baia de apa, la aproximativ 50°C;

- obtinerea bazei de unguent: amestecul obtinut se aduce intr-un mojar uscat si racit
in prealabil si se tritureaza pana la racire cand se obtine 0 masa alba si cremoasa,;

- incorporarea butilhidroxianisolului: peste baza de unguent anterior preparata se
aduce butilhidroxianisolul, triturénd energic, timp de 2 min, pana la omogenizare.

Prepararea unguentului: intr-un mojar uscat se tritureaza extractul uscat (solventul
folosit la obtinerea extractului este alcool etilic 70%) obtinut din frunzele de Ziziphus pana
la obtinerea unei pulberi fine. Peste acesta se adauga uleiul de cocos si se tritureaza pana
la obtinerea unei paste omogene. Peste amestecul format se aduce treptat o cantitate din
baza de unguent si se tritureaza dupa fiecare adaugare pentru o omogenizare cat mai buna.

Exemplul 2. Controlul organoleptic si caracterizarea reologica a unguentului

Aspectul

Am obtinut un unguent suspensie onctuos, omogen, de culoare verde inchis, cu
miros caracteristic de cocos.

Omogenitatea

Am efectuat-o conform FR X, prin intinderea unguentului in strat subtire pe o lama
de sticla si examinare cu lupa (4,5x), acesta prezentand un aspect omogen, fara aglomerari
de particule.

Determinarea véscozitéatii

Cu ajutorul unui vascozimetru rotational (Haake VT 550) cu cilindri coaxiali (cupa-
rotor) s-au efectuat deformatii de forfecare in intervalul 1,183-500,1 s™. Valorile corespun-
zatoare ale tensiunii de deformatie de forfecare masurate au permis reprezentarea grafica
a curbelor tensiune - viteza de deformatie de forfecare. Din masuratorile efectuate in
domeniul de viteze de deformatie 2-500 s™, a rezultat dependenta din fig. 2.

Dupa cum se observa, alura curbei din fig. 1 este concordanta cu comportarea unui
fluid de tip Bingham (dependenta liniara T - (dy/dt) si tensiune limita de curgere nenuld). A
rezultat un exponent de curgere foarte aproape de unitate (0,9655), ceea ce arata o ase-
manare pronuntata a sistemului lipofil cu un fluid de tip Bingham. Din datele experimentale
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ilustrate in fig. 3, s-a obtinut o valoare estimata a vascozitatii la viteze de forfecare egale cu
1 s sau mai mici (cand se considera ca sistemul are comportare newtoniana) de 15,8 Pa.s.
Prin considerarea masuratorilor efectuate in domeniul 0-20 s si reunirea lor cu cele din
intervalul 20-500 s™ (fig. 2), s-a estimat o valoare a vascozitatii la viteza de forfecare zero
de 27 Pa.s.

Determinarea pH-ului

pH-ul a fost determinat prin metoda potentiometrica, astfel: se dizolva o cantitate de
0,5 g unguent/gel in 10 ml apa prin agitare la rece, se filtreaza si se inregistreaza pH-ul
filtratului la 19,2°C, cu ajutorul pH-metrului INOLAB level 1.

Unguentul are un pH usor de tolerat, nefiind iritant la aplicarea pe piele.

Determinarea capacitatii de intindere

Acest parametru a fost determinat utilizand dispozitivul Ojeda - Arbussa, care este
alcatuit din doua placi patrate de sticla cu latura de 11 cm. Pe partea externa a placii
inferioare este lipita o hartie milimetrica pe care sunt desenate cinci cercuri concentrice, ale
caror diametre sunt gradate in mm. Pe placa inferioara in centrul primului cerc, se aduce 1
g de unguent peste care se aseaza a doua placa de sticla, se noteaza diametrul cercului
ocupat de unguent in urma presarii cu placa de sticla care cantareste 145 g. La intervale de
un minut se aseaza pe placa superioara a extensiometrului greutati de: 50, 100, 200 si 500
g si se citesc diametrele cercurilor formate prin intinderea unguentului.

Se calculeaza suprafata conform formulei: S = ir?, unde S este suprafata in mm? si
r este raza in mm.

Rezultatele obtinute:

Greutate aplicata (g) Diametru (cm) Raza (cm) Suprafata (cm?)
145 5,10 2,55 20,42
195 5,40 2,70 22,89
245 5,50 2,75 23,75
345 5,60 2,80 24,62
645 5,80 2,90 26,41

Se remarca faptul ca unguentul are o plasticitate corespunzatoare, acesta putand fi
usor etalat pe piele.

Exemplul 3. Dovezi experimentale

Experimentele pe animale efectuate Tn scopul evaluarii eficacitatii unguentului in
modele preclinice au respectat normele de bioetica in cercetarea pe animale de experienta
in scop stiintific, conform Legii 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice si a Directivei 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22
septembrie 2010, privind protectia animalelor utilizate Tn scopuri stiintifice.

Pentru evaluarea activitatii cicatrizante s-a utilizat un model de cicatrizare la sobolani
albi, masculi, susa Wistar in greutate de 200 + 10 g. Animalele aduse din crescatorie, au fost
tinute in conditjile laboratorului nostru timp de 2 zile, pentru a se obisnui cu noul habitat
(temperatura camerei experimentale 23 + 2°C, umiditatea de 40-50%, iluminarea artificiala,
alternativ 12 h lumina/12 h intuneric) si cu regimul de hrana. Regimul de hrana a constat in
hranirea animalelor la ora 8.00 a.m. si la ora 17.00 p.m. si apa ,ad libitum" din biberoane.
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Animalele au fost epilate in zona dorsala. Dupa anestezie cu eter etilic, animalelor
li s-au produs plagi prin arsura cu ajutorul unui dispozitiv metalic format dintr-un disc cu
diametrul de 1 cm care a fost incalzit in apa cu 5% NaCl la 105°C. Discul incalzit s-a aplicat
in zona dorsala epilata si s-a mentinut 10 sec.

Animalele au fost distribuite prin metoda randomizarii in loturi de cate 10 animale iar
ca produs de referinta s-a luat unguentul cu extracte vegetale existent pe piata cu denumirea
de Cicatrizin.

Tratamentul s-a facut zilnic printr-o singura aplicatie, timp de 12 zile. Evolutia plagilor
s-a urmarit din 2 in 2 zile prin masurarea in mm a suprafetelor tratate, in comparatie cu
martorii netratati si Cicatrizin folosit in studiu drept produs de referinta. in timpul studiului s-a
urmarit si starea clinica a animalelor. Evaluarea statistica a datelor experimentale s-a realizat
prin Anova si testul Student.

Rezultate

Animalele martor au prezentat initial o suprafata a arsurilor de 99 mm, dupa 4 zile de
tratament a scazut pana la 73,6 mm?, dupa 8 zile a scazut pana la 49,2 mm?, dupé 10 zile
a ajuns la 33,8 mm?, iar dupa un tratament de 12 zile a ajuns la 23 mm? si o vindecare de
76,56% fata de initial. Vindecarea totala s-a produs dupa 26 zile.

Dupa 12 zile de tratament, unguentul folosit in studiu ca produs de referinta a
prezentat o suprafata a arsurilor de 13,8 mm? si o vindecare de 85,09% fata de initial.

Unguentul cu extract de Ziziphus a prezentat o vindecare de 30,33% dupa patru zile
de tratament, de 64,01% dupa zece zile, pentru ca la sfarsitul experimentului sa prezinte o
vindecare de 79,07% in comparatie cu prima zi a tratamentului si o suprafata a arsurilor de
20 mm?. Rezultatele sunt semnificative statistic (*p < 0,05) la 4 zile, 6 zile si 8 zile.

In concluzie, datele experimentale indica pentru unguentul testat un efect cicatrizant
moderat comparabil cu al produsului de referinta.

Exemplul 4. Dovezi experimentale

Pentru evaluarea activitatii antiinflamatoare s-a utilizat un model de reducere a
edemului labei de sobolan, indus prin administrarea intraplantara de caolin.

Au fost folositi 100 de sobolani masculi, susa Wistar, cu greutatea 270 + 32 g,
achizitionate de la biobaza Institutului Cantacuzino, Bucuresti. Acestea au fost lasate timp
de 3 zile sa se obisnuiasca in noul habitat. Hrana (graunte pentru Soareci si sobolani,
Institutul Cantacuzino, Bucuresti) a fost administrata ad libitum. Apa a fost administrata ad
libitum, din biberoane.

Animalele au fost tinute Tn conditii de umiditate si temperatura, monitorizate cu un
termohigrometru. Valorile inregistrate au fost cuprinse intre 35-45% pentru umiditate si,
respectiv, 20-22°C pentru temperatura. Animalele au fost anesteziate cu uretan 130 mg/kg
corp, solutie 13%, administrat i.p. Dupa instalarea anesteziei generale, s-a determinat
volumul initial al labei drepte.

Cate 0,2 g din flecare unguent a fost aplicat pe suprafata labei drepte si masat de 50
de ori. Dupa administrarea agentului inflamator s-a urmarit evolutia edemului indus, la 1, 2,
3si4h.

Ca produs de referinta a fost folosit Indometacin HYPERION, unguent, 40 mg/g.

Unguentul martor este reprezentat de baza lipofila fara extractul de Ziziphus.

Calculul statistic s-a realizat utilizand programele Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corp., SUA) si GraphPad Prism v. 5.0. (GraphPad Software, SUA).

Rezultate

Lotul tratat cu unguentul testat prezintd un efect antiinflamator, atunci cand este
comparat cu lotul martor. Rezultatele sunt semnificative din punct de vedere statistic, la 3,
respectiv 4 h de la administrarea caolinului (test t, p < 0,05).

7

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

RO 132540 B1

Atunci cand este comparat cu unguentul de referinta, unguentul cu extrat de Ziziphus
prezinta efect antiinflamator doar la 3, respectiv 4 h de la administrarea afentului flogistic.

Efectul antiinflamator al lotului tratat cu unguentul testat comparativ cu lotul martor
si lotul de referinta precum si semnificatia statistica

Tabelul 1
Lot Efect antiinflamator
1h 1h 1h 1h
Unguent testat 28,8 38,56 40,56 42,24
Unguent martor 32,13 44,24 54,37 58,02
Unguent de referinta 22,05 37,64 45,33 44,33
A fata de lotul martor (%) 3,33 5,.68 13,81 15,78
Testul t Student (p) ns ns * *
0,7953 0,7925 0,0290 0,0238
A fata de lotul de referinta (%) -6,75 -0,2 4,77 2,09
Testul t Student (p) ns 0,2583 ns 0,7708 ns 0,0864 0,2706
ns = nesemnificativ; ** = foarte semnificativ statistic; *** = extrem de semnificativ statistic

Exemplul 5. Tolerabilitatea si toxicitatea locala si sistemica pe iepuri

5.1. Determinarea iritatiei/coroziunii dermice acute (OECD 404)

Pentru determinarea iritatiei dermice acute, substanta de testat se aplica intr-o
singura doza pe pielea animalului de experimenta. Zone netratate ale pielii animalului
servesc drept control. Gradul de iritatie/coroziune este determinat la intervale specificate si
este descris amanuntit pentru a oferi o evaluare completa a efectelor. Durata studiului trebuie
sa fie suficienta pentru a evalua reversibilitatea, respectiv ireversibilitatea actiunii
iritante/corozive.

Mod de lucru

S-au luat in lucru 1 iepure albinos Noua Zeelanda masculi (4,55 kg) provenit de la
Biobaza Institutului Cantacuzino (Bucuresti).

Cu aproximativ 24 h inainte de test, blana de pe partea dorsala a fost indepartata cu
ajutorul foarfecei si a unui aparat de ras electric. Indepértarea blanei s-a facut cu mare
atentie pentru a nu leza pielea. Animalele au fost adapostite individual. Temperatura camerei
pe parcursul tratamentului fiind de 22 + 1°C iar umiditatea relativa 58 + 2%. lluminarea a fost
artificiala, cu o succesiune de 12 h de lumina si 12 h de intuneric. Animalele au avut acces
nelimitat la apa si la hrana conventionala de laborator.

Unguentul (0,5 g) a fost aplicat pe un plasture autoadeziv pe suport de material
netesut Cosmopore Advance 7,2 x 5 cm (Hartmann, Germania) si apoi lipite pe spatele
animalului, pentru a preveni accesul acestuia la ele, dupa cum urmeaza:

- iepurele 1 - unguentul ( ZIZ-L) si baza lipofila (B-L).

Dupa 4 h de la aplicare, plasturele a fost indepartat si urmele de unguent au fost
indepartate prin stergerea usoara cu o carpa inmuiata in apa.

Animalele au fost examinate pentru a observa daca exista semne de eritem si/sau
edem, imediat si la 1, 24, 48 si 72 h dupa indepartarea plasturelui. Reactiile dermice
observate au fost clasificate conform tabelului .1.1:



RO 132540 B1

Clasificarea reactiilor dermice
Tabelul 2

Reactiile dermice la aplicarea substantei de cercetat

Eritem sau formare de escare

Fara eritem 0

Eritem usor (greu de perceput) 1
Eritem bine definit 2

Eritem mediu spre sever 3

Eritem sever pana la formarea de escare 4

Aparitia edemului

Fara edem 0

Edem foarte usor (greu de perceput) 1
Edem usor 2

Edem mediu (cu inalfimea de aprox. 1 mm) 3
Edem sever (cu inatimea mai mare de 1 mm si 4

care se extinde in afara suprafefei expuse)

Examenul histopatologic trebuie efectuat pentru a clarifica un raspuns echivoc

Rezultate si discutii

Zonele expuse unguentelor nou formulate, precum si cele expuse bazelor de unguent
au fost examinate la 4 h dupa aplicare, imediat dupa indepartarea plasturilor autoadezivi.

In niciun caz nu a fost observata aparitia eritemului sau edemului. Examinarea s-a
repetat la 1, 24, 48 si 72 h dupa indepartarea plasturilor si nici in aceste cazuri nu s-au
observat semne de eritem sau edem.

Scorurile de raspuns iritatie/coroziune pentru unguentul si baza lipofila

Tabelul 3
Unguent Scor eritem/edem
Imediat* 1h* 24 h* 48 h* 72 h*
ZIZ-L 0 0 0 0 0
B-L 0 0 0 0 0
ZIZ-H 0 0 0 0 0
B-H 0 0 0 0 0
*dupa indepartarea plasturelui

In concluzie dupa testarea iritabilitatii dermice acute conform ghidului OECD 404,
putem afirma ca unguentul testat nu este iritant sau coroziv dupa aplicarea dermica.
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5.2. Determinarea iritatiei dermice dupad administrari repetate (21/28 zile conform
OECD 410)

Principiul metodei

Substanta de testat se aplica zilnic pe pielea animalelor de experienta, in doze
gradate la mai multe grupuri de animale de laborator, o doza pentru fiecare grup, pe o
perioada de 21/28 zile. Pe parcursul perioadei de aplicare, animalele sunt observate zilnic
pentru a detecta semnele de toxicitate. Animalele care mor in timpul testului sunt necropsi-
ate, iar la sfarsitul testului sunt sacrificate animalele care au supravietuit facandu-se totodata
determinarea sanguina a ALT, AST, uree si creatinina.

Mod de lucru

S-alucrat pe o colectivitate de 32 sobolani tineri, susa Wistar, 16 femele (214 +10g)
si 16 masculi (259 £ 13 g), achizitionati de la din biobaza Institutului Cantacuzino, Bucuresti,
care au fost aclimatizate la conditile de laborator timp de 5 zile inainte de inceprerea
experimentului. Temperatura camerei pe parcursul tratamentului a fost de 22 + 1°C, iar
umiditatea relativa 58 + 2%. lluminarea a fost artificiala, cu o succesiune de 12 h de lumina
si 12 h de intuneric. Animalele au avut acces nelimitat la apa si la hrana conventionala de
laborator.

Animalele au fost distribuite in 4 loturi, care la randul lor au fost impartite in 2
subgrupuri fiecare, dupa cum urmeaza:

- Lotul 1F: ZIZ-L-F: alcatuit din 4 femele, care au primit unguentul testat ZIZ-L;

- Lotul IM: ZIZ-L-M: alcatuit din 4 masculi, care au primit unguentul testat ZIZ-L;

- Lotul 2F: B-L-F: alcatuit din 4 femele, care au primit baza lipofila B-L;

- Lotul 2M: B-L-M: alcatuit din 4 masculi, care au primit baza lipofila B-L.

Cu 24 h nainte de testare a fost indepartata blana din zona dorsala a trunchiului.
Aceasta operatie s-a repetat la intervale de aproximativ o saptaméana.

Unguentul (o cantitate de unguent care sa corespunda dozei de 1000 mg/kgc extract
vegetal pentru loturile de testat, respectiv cantitatea corespunzatoare de baza de unguent,
pentru loturile martor) a fost aplicat pe un plasture autoadeziv pe suport de material netesut
Cosmopore Advance 7,2 x 5 cm (Hartmann, Germania) si apoi lipit pe spatele animalului,
pentru a preveni accesul acestuia la el. Animalele au fost urmarite, plasturele ramanand fixat
cel putin 6 h dupa aplicare. Deoarece ghidul permite acest lucru, unguentul a fost aplicat 5
zile/saptamana timp de 21 zile.

Animalele au fost observate indeaproape pe parcursul tratamentului. Au fost urmarite,
in special, daca apar modificari la nivelul pielii, blanei si mucoaselor, precum si activitatea
somato-motorie si modificarile comportamentale. Animalele au fost cantarite saptaméanal.

La sfarsitul experimentului animalele au fost sacrificate, iar singele afost recoltat fara
anticoagulant. Deteminarile biochimice (ALT, AST, uree, creatinind) s-au efectuat pe ser.

Rezultate si discutii

Rezultatele experimentale privind evolutia greutatii corporale pe parcursul celor 21 de
zile sub forma de grafice in fig. 5 si 6.

Calculul statistic s-a realizat utilizand programele Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corp., SUA) si GraphPad Prism v. 5.0. (GraphPad Software, SUA).

Rezultatele experimentale au evidentiat urmatoarele aspecte:

- nu s-au inregistrat modificari ale aspectului exterior (blana, tegumente, mucozitati)
si nici ale comportamentului motor al animalelor din cele 4 loturi testate;

- nu s-au inregistrat modificari ale activitatii somato-motorii si nici de comportament;
pentru toate loturile luate Tn lucru greutatea corporala a crescut (semnificativ din punct de
vedere statistic) pe tot parcursul tratamentului, lucru care ne indica lipsa de toxicitate a
unguentului obfinut din extractul uscat de frunze de Ziziphns jujuba.

10



RO 132540 B1

Deteminarile biochimice (ALT, AST, uree, creatinina)

Determinarea activitatii transaminazelor serice, a uree si a creatininei s-a facut prin
metoda Cormay.

Pentru fiecare parametru s-au efectuat cate 10 determinari, iar evaluarea statistica
s-a facut cu ajutorul testului Student.

Determinarea transaminazelor la sobolan

Tabelul 4
Produs testat AST U/L ALT U/L
% + SD. Efect %/initjal % + SD. Efect %/initial
Martori 41,27 £ 3,78 - 38,23 + 2,46 -
Unguent testat 38,39 + 4,69 -6,97 36,46 + 4,38* -4,62
*p < 0,05, **p < 0,01 compared to control
Determinarea compusilor azotati la sobolan
Tabelul 5
Produs testat Uree serica mg/dL Creatinina mg/dL
% + SD. Efect %l/initial % + SD. Efect %l/initjal
Martori 45,29 + 14 - 3,03+£0,39 -
Unguent testat | 42,56 + 0,89* -6,02 291+0,17* -3,96

*p < 0,05, **p < 0,01

Activitatea transaminazelor serice a prezentat o modificare foarte mica, nesemnifi-
cativa fata de loturile martor, o scadere cu 1,48% si respectiv 4,62% ceea ce demonstreaza
ca unguentul nu prezinta toxicitate hepatica.

S-a inregistrat o scadere nesemnificativa a ureei serice de 6,02%. Creatinina serica
nu se modifica semnificativ prezentand o scadere de 3,96% in raport cu lotul martor ceea
ce indica o lipsa a toxicitatii la nivel renal.
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Revendicari

1. Unguent pe baza de Ziziphus jujuba Mill., caracterizat prin aceea ca, este
constituit din 10 parti in greutate extract de frunze de Ziziphus jujuba Mill. obtinut in alcool
etilic 70%, 2 parti in greutate alcool cetilic, 2 parti in greutate colesterol, 80,7 parti in greutate
vaselina, 5 parti in greutate ulei de cocos si 0,3 parti in greutate butilhidroxianisol.

2. Procedeu de obtinere a unguentului definitin revendicarea 1 care cuprinde etapele
de:

a) triturarea extractului uscat obtinut din frunze de Ziziphus jujuba Mill pana la
obtinerea unei pulberi fine, adaugare de ulei de cocos si triturare pana la obfinerea unei
paste omogene;

b) topirea excipientilor grasi: vaselina, colesterol si in final alcool cetilic la 50°C,
triturarea amestecului rezultat pana la racire cu obtinerea unei mase albe cremoase si
incorporarea butilhidroxianisolului cu triturare energica, timp de 2 min, panala omogenizare;

c) adaugarea treptata a bazei de unguent de la punctul b) peste masa omogena de
la punctul a) cu triturare pana la omogenizare.

3. Unguent conform revendicarii 1 pentru utilizare ca agent antiinflamator si
cicatrizant.
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