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Invenţia se referă la un procedeu de obţinere a unui biovector cu acţiune antiinflama-1

toare, antimicrobiană şi cicatrizantă. Biovectorul biomimetic constă dintr-un complex de
membrane dublu strat şi un fitocomplex obţinut din extracte concentrate de Symphytum3

officinale, Betonica officinalis, Salvia officinalis şi Impatiens noli-tangere, cu efect
antiinflamator, antimicrobian şi cicatrizant.5

Procesul de vindecare a rănilor se caracterizează prin 3 faze: hemostaza, inflamaţia
şi proliferarea şi implică o serie de interacţiuni complexe între diferite tipuri de celule, citokine7

mediatoare şi matricea extracelulară. Procesul de vindecare poate fi întârziat de infecţia
microbiană şi de prezenţa radicalilor liberi de oxigen.9

Principiile active din plante din clasa polifenolilor (flavonoide, acizi fenolici şi taninuri),
alantoina şi acid ascorbic sunt cunoscute pentru efectul lor antioxidant, antiinflamator [1-3]11

şi proprietăţile de vindecare a rănilor [4-6]. Cele patru specii de plante medicinale selectate
pentru a intra în componenţa biovectorului sunt cunoscute ca având proprietăţi antioxidante,13

antiinflamatoare, cicatrizante şi hemostatice [7-10].
Una dintre cele mai noi tendinţe de cercetare este integrarea de extracte naturale15

bioactive în materiale pe bază de polimeri (vectori transportori) pentru dezvoltarea de noi
tipuri de biovectori. Vectorii de transport sunt utilizaţi cu succes pentru a controla raportul de17

eliberare a substanţelor active, pentru a obţine o acţiune terapeutică retardat a substanţei
active şi pentru a direcţiona compuşii bioactivi la organul ţintă. Printre biovectorii care au rol19

de plasturi cicatrizanţi, membranele bi-strat, care constau dintr-un strat exterior dens şi un
sub-strat poros au o capacitate bună de a accelera procesul de vindecare şi în acest scop21

au fost studiaţi o serie de biopolimeri [11-14]. Dintre polimerii naturali, chitosanul şi derivaţii
săi [15-17], precum şi alginaţii naturali [18,19] datorită faptului că sunt netoxici, a pro-23

prietăţilor antimicrobiene şi a biocompatibilităţii sunt utilizaţi în regenerarea tisulară.
Chitosanul, dar şi alginaţii sunt cunoscuţi ca având proprietăţi hemostatice şi bacteriostatice,25

fapt ce îi recomandă pentru utilizare sub formă de pansamente/bureţi/fibre/gel în tratarea
rănilor. La nivel tisular chitosanul s-a dovedit a fi un promotor al regenerării dermice şi un27

accelarator al cicatrizării, ceea ce a stat la baza studiilor ce au folosit chitosanul de la simple
pansamente la matrici tip piele artificială [20]. Unul din efectele chitosanului în procesul de29

vindecare a rănilor este formarea ţesutului de granulaţie cu angiogeneza. De asemenea o
serie de materiale anorganice, pe bază de silice mezo- şi nanoporoase (exemplu: SBA-15,31

MCM-41) au fost utilizate ca transportori pentru medicamente eliberate controlat [21, 22].
Se cunosc o serie de brevete de invenţie care se referă la biomateriale pe bază de33

chitosan (RO 129428 A2; RO 127378 AO; US 4572906; US 4956350; US 5395305;

EP 1401352 B1), brevetul US 4532134 se referă la efectul hemostatic şi de regenerare35

tisulară al chitosanului, brevete referitoare la biomateriale pe bază de alginaţi (Patents

US 2512616; 3879168; 4948575; 5470576, precum şi British Patents GB 2221620 A), iar37

brevetul US 5836970 se referă la un pansament format dintr-un amestec de chitosan şi
alginat.39

Prezenta invenţie se referă la un biovector reprezentat de un complex de membrane
dublu strat şi un fitocomplex conţinând principii active obţinut din extractele concentrate de41

Symphytum officinale, Betonica officinalis, Salvia officinalis şi Impatiens noli-tangere, precum
şi la procedeul de obţinere al acestuia. Biovectorul se poate utiliza în aplicaţii topice43

acţionând ca hemostatic şi de refacere a ţesutului epitelial datorită celor două straturi mem-
branare din chitosan şi respectiv alginat, precum şi prin eliberarea principiilor active din45

fitocomplex acţionează ca antiinflamator, antimicrobian şi cicatrizant pentru prevenirea şi
tratarea rănilor infectate.47
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Procedeul de obţinere a biovectorului cu efect antiinflamator, antimicrobian şi 1

cicatrizant, conform invenţiei, constă din două etape:
- prima etapă constă din realizarea fitocomplexului concentrat conţinând 1,8...2,2 g/L 3

polifenoli totali şi 1,5...1,8 g/L flavone, preparat din extractele concentrate de Symphytum
officinale (rădăcina), Betonica officinalis (parte aeriană), Salvia officinalis (parte aeriană) şi 5

Impatiens noli-tangere (parte aeriană) în raport volumetric de 1:2:2:2; extractele din cele
patru specii vegetale au fost obţinute prin extracţie cu ultrasunete sau tehnici convenţionale 7

(la reflux şi la temperatura camerei) utilizând ca solvent etanol şi au fost ulterior prelucrate
succesiv prin microfiltrare şi concentrate prin nanofiltrare. Fitocomplexul concentrat este 9

caracterizat din punct de vedere al conţinutului în compuşii biologic activi (polifenoli, flavone,
antociani) calitativ prin HPLC şi cantitativ prin metode spectrofotometrice şi al efectului 11

antimicrobian şi antiinflamator;
- a doua etapă constă din realizarea şi asamblarea membranelor dublu strat: primul 13

strat este reprezentat de o membrană poroasă din chitosan, preparată prin dizolvarea
chitosanului (2% g/v) într-o soluţie de acid acetic 1...2% (v/v), în care se adaugă glicerol 15

(3...4% g/v); al doilea strat membranar este reprezentat de membrana compozită (rezervor
de principii active) din alginat de sodiu cu sau fără nano-oxid de silice (KIT-6-NH2) cu rol în 17

imobilizarea compuşilor bioactivi din fitocomplex şi fitocomplexul concentrat preparat în etapa
anterioră. 19

Prezenta invenţie prezintă următoarele avantaje:
- biovectorii au în componenţa lor exclusiv compuşi netoxici, biodegradabili şi 21

biocompatibili;
- asocierea ansamblului dublu strat format din membrana de chitosan şi cea 23

compozită pe bază de alginat de sodiu şi fitocomplex asigură o eficienţă ridicată în tratarea
rănilor datorită proprietăţilor hemostatice, antiinflamatoare şi antimicrobiene. 25

Se prezintă în continuare 2 exemple de realizare a invenţiei.

Exemplul 1 27

În prima etapă se realizează extracte hidroalcoolice prin amestecul a 160...200 g din
fiecare plantă fin mărunţită, cu ajutorul unei mori de măcinare, cu 2 L alcool etilic 50% pentru 29

extractele de Betonica officinalis (parte aeriană), Salvia officinalis (parte aeriană) şi Impatiens
noli-tangere (parte aeriană) şi respectiv 80% pentru extractul de Symphytum ojficinale 31

(rădăcina), amestec supus extracţiei cu ultrasunete sau prin tehnici convenţionale (la reflux),
la temperatura camerei. Soluţiile extractive se filtrează grosier, se microfiltrează şi sunt 33

concentrate prin nanofiltrare, utilizând membrane de nanofiltrare NF90 cu cut-off-200-400
Da. Fitocomplexul concentrat este preparat din extractele concentrate de Betonica officinalis, 35

Salvia officinalis, Impatiens noli-tangere şi Symphytum officinale în raport volumetric de
2:2:2:1. 37

Fitocomplexul concentrat prezintă următoarele caracteristici:
- conţinut total de polifenoli: 1,2...2,5 g/L (exprimaţi în acid galic); 39

- conţinut de flavone: 1,2...2,0 g/L (exprimate în quercetin).
În a doua etapă, se realizează primul strat membranar reprezentat de o membrană 41

poroasă din chitosan, preparată prin dizolvarea a 15...20 g chitosan cu masa moleculară
medie în 1 L soluţie acid acetic de concentraţie 1-2% (v/v), în care se adaugă 30...40 mL 43

glicerol, ca porogen şi plastifiant. Soluţia polimerică se toarnă în plăci Petri şi se ţine la
freezer la -24/C timp de 1-2 h, apoi timp de 1 h la temperatura de 80/C şi în final 12-24 h la 45

temperatura de 40/C. Se preparară al doilea strat membranar reprezentat de membrana
compozită din alginat de sodiu cu nano-oxid de silice (KIT-6-NH2) şi fitocomplex concentrat. 47

Se dizolvă 20...30 g alginat de sodiu într-un amestec format din 0,5 L apă distilată şi 0,5 L
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fitocomplex concentrat, se adaugă 0,5...1 g nano-oxidul de silice (KIT-6-NH2) şi 60...80 g1

glicerol. Soluţia polimerică obţinută este turnată peste membrana de chitosan, iar evaporarea

solventului pentru acest al doilea strat membranar se realizează prin introducerea ei în etuvă3

la 40/C pentru circa 12-48 h.

Exemplul 25

Se prepară prin aceeaşi metodă fitocomplexul concentrat şi membrana poroasă din

chitosan. Al doilea strat membranar se prepară prin dizolvarea a 20...30 g alginat de sodiu7

într-un amestec format din 0,5 L apă distilată şi 0,5 L fitocomplex concentrat în care se

adaugă 60...80 g glicerol. Soluţia polimerică obţinută este turnată peste membrana de9

chitosan, iar evaporarea solventului pentru acest al doilea strat membranar se realizează prin

introducerea ei în etuvă la 40/C pentru circa 12-24 h.11

Fitocomplexul concentrat a fost analizat chimic, determinându-se cantitativ compuşii

polifenolici totali şi flavonoide prin spectrofotometrie, precum şi prin cromatografie lichidă13

HPLC. De asemenea, fitocomplexul concentrat a fost caracterizat din punct de vedere al

activităţii antioxidante prin metoda inhibiţiei DPPH şi ABTS, antimicrobiană prin metoda15

difuzimetrică pe următoarele tulpini bacteriene patogene: Staphylococcus aureus ATCC

29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (gram pozitive), Pseudomonas aeruginosa17

ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25992 (gram negative) şi antiinflamatoare in vitro prin

inhibiţia enzimelor ciclooxigenaza (COX-1) şi lipooxigenaza (LOX). Rezultatele obţinute au19

arătat o puternică activitate antioxidantă (88,1% inhibiţie DPPH şi 97,6% inhibiţie ABTS), o

activitate antimicrobiană mai ridicată asupra bacteriilor S. Aureus şi S. Epidermidis şi21

antiinflamatoare (44,6% inhibiţie LOX şi 65,8% inhibiţie COX-1).

Biovectorii realizaţi conform prezentei invenţii (din exemplele 1 şi 2) au fost testaţi in23

vivo din punct de vedere al toxicităţii şi al efectelor farmacologice. Studiile de toxicitate în

doză unică, pe rozătoare mici, au urmărit toxicitatea locală constatându-se că aceştia au fost25

bine toleraţi de animalele de laborator testate. Efectul cicatrizant şi anti-inflamator a fost

demonstrat pe şobolani albi Wistar, masculi, proveniţi din biobaza U.M.F. „Carol Davila"27

Bucureşti. De asemenea, a fost studiată eliberarea în timp a compuşilor polifenolici din

biovectorii realizaţi conform prezentei invenţii.29

Toate rezultatele privind activitatea biologică a biovectorilor care fac obiectul

prezentei invenţii sunt prezentate în tabelele 1 şi 2 şi fig. 1...3.31

Activitatea antimicrobiană şi antioxidantă a fitocomplexului concentrat33

Tabelul 1

Actvitate35
antimicrobiană,

diametrul zonei de37
inhibiţie (mm)

39

Tulpini
patogene

Staphylococcus aureus ATCC 29213 15

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 12

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 3

Escherichia coli ATCC 25992 12

Activitate antioxidantă, %
41

Inhibiţie DPPH 88,1

Inhibiţie ABTS 97,6

Testarea in vivo a acţiunii cicatrizante (modelul arsurii)43
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Evoluţia ariei leziunii termice 1

Tabelul 2

3Aria leziunii, medie

Ziua 1 Ziua 2 Ziua 4 Ziua 7

Lot 1 (martor, fără tratament) 5304,01 278,43 256,22 237,62

Lot 2 (control) 325,86 261,24 214,02 197,77

Lot 3 (biovector exemplul 1) 7303.27 225,21 196,97 175,69

Lot 4 (biovector exemplul 2) 298,08 219,26 163,62 144,9

9

Testarea in vivo a acţiunii antiinflamatoare
Aspectul membrelor inferioare ale şobolanilor testaţi pentru ambele modele de 11

inducere a inflamatiei, la 24 h după inducerea inflamaţiei este prezentată în fig. 3.
Biovectorii obţinuţi conform exemplelor 1 şi 2 ale prezentei invenţii prezintă o acţiune 13

antiinflamatorie intensă, în ambele modele utilizate. Mai mult, efectul antiinflamator este
semnificativ superior celui al diclofenacului şi persistă mai mult de 24 h, după cum 15

demonstrează rezultatele obţinute în cazul modelului de inflamaţie indusă cu caolin.
17
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Revendicări 1

1. Procedeu de obţinere a unui biovector cu acţiune antiinflamatoare, antimicrobiană 3

şi cicatrizantă, caracterizat prin aceea că, se asamblează două straturi membranare, primul
este membrana poroasă din chitosan cu adaos de glicerol obţinută prin dizolvarea 5

chitosanului 1-3% (g/v) într-o soluţie de acid acetic de concentraţie 1-2% (v/v) şi 2-6% (g/v)
glicerol, care se toarnă în plăci Petri şi se ţine la congelator la -24/C timp de 1-2 h, apoi timp 7

de 1 h la temperatura de 80/C şi în final 12-24 h la temperatura de 40...50/C, şi cel de-al
doilea strat membranar reprezentat de o membrană compozită din alginat de sodiu, glicerol, 9

fitocomplex concentrat, cu sau fără adaos de nano-oxid de silice (KIT-6-NH2), preparată prin
dizolvarea alginatului de sodiu în concentraţie de 2-4% (g/v) într-un amestec de apă distilată 11

70...40 părţi (g/v) şi fitocomplex concentrat 30...60 părţi (g/v), glicerol 4-10% (g/v), cu sau
fără adaos de nano-oxid de silice (KIT-6-NH2) 0,5-2% (g/v) cu rol în imobilizarea compuşilor 13

bioactivi, turnată peste membrana de chitosan, iar evaporarea solventului pentru acest al
doilea strat membranar se realizează în etuvă la 40...50/C pentru 12-48 h. 15

2. Procedeu conform revendicării 1, caracterizat prin aceea că, fitocomplexul
concentrat cu acţiune antioxidantă şi antiinflamatoare este constituit dintr-o combinaţie de 17

extracte hidroalcoolice concentrate de Betonica officinalis, Salvia officinalis, Impatiens noli-
tangere şi Symphytum officinale în raport volumetric de 2:2:2:1, având un conţinut total de 19

polifenoli de 1,2-2,5 g/L (exprimaţi în acid galic) şi conţinut de flavone de 1,2-2,0 g/L
(exprimate în quercetină). 21
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