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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui biovector cu actiune antiinflama-
toare, antimicrobiana si cicatrizanta. Biovectorul biomimetic consta dintr-un complex de
membrane dublu strat si un fitocomplex obtinut din extracte concentrate de Symphytum
officinale, Betonica officinalis, Salvia officinalis si Impatiens noli-tangere, cu efect
antiinflamator, antimicrobian si cicatrizant.

Procesul de vindecare a ranilor se caracterizeaza prin 3 faze: hemostaza, inflamatia
si proliferarea siimplica o serie de interactiuni complexe intre diferite tipuri de celule, citokine
mediatoare si matricea extracelulara. Procesul de vindecare poate fi intarziat de infectia
microbiana si de prezenta radicalilor liberi de oxigen.

Principiile active din plante din clasa polifenolilor (flavonoide, acizi fenolici si taninuri),
alantoina si acid ascorbic sunt cunoscute pentru efectul lor antioxidant, antiinflamator [1-3]
si proprietatile de vindecare a ranilor [4-6]. Cele patru specii de plante medicinale selectate
pentru a intra in componenta biovectorului sunt cunoscute ca avand proprietati antioxidante,
antiinflamatoare, cicatrizante si hemostatice [7-10].

Una dintre cele mai noi tendinte de cercetare este integrarea de extracte naturale
bioactive in materiale pe baza de polimeri (vectori transportori) pentru dezvoltarea de noi
tipuri de biovectori. Vectorii de transport sunt utilizati cu succes pentru a controla raportul de
eliberare a substantelor active, pentru a obtine o actiune terapeutica retardat a substantei
active si pentru a directiona compusii bioactivi la organul {inta. Printre biovectorii care au rol
de plasturi cicatrizanti, membranele bi-strat, care constau dintr-un strat exterior dens si un
sub-strat poros au o capacitate buna de a accelera procesul de vindecare si in acest scop
au fost studiati o serie de biopolimeri [11-14]. Dintre polimerii naturali, chitosanul si derivatii
sai [15-17], precum si alginatii naturali [18,19] datoritd faptului ca sunt netoxici, a pro-
prietatilor antimicrobiene si a biocompatibilitati sunt utilizati in regenerarea tisulara.
Chitosanul, dar si alginatii sunt cunoscuti ca avand proprietati hemostatice si bacteriostatice,
fapt ce i recomanda pentru utilizare sub forma de pansamente/bureti/fibre/gel in tratarea
ranilor. La nivel tisular chitosanul s-a dovedit a fi un promotor al regenerarii dermice si un
accelarator al cicatrizarii, ceea ce a stat la baza studiilor ce au folosit chitosanul de la simple
pansamente la matrici tip piele artificiala [20]. Unul din efectele chitosanului in procesul de
vindecare a ranilor este formarea tesutului de granulatie cu angiogeneza. De asemenea o
serie de materiale anorganice, pe baza de silice mezo- si nanoporoase (exemplu: SBA-15,
MCM-41) au fost utilizate ca transportori pentru medicamente eliberate controlat [21, 22].

Se cunosc o serie de brevete de inventie care se refera la biomateriale pe baza de
chitosan (RO 129428 A2; RO 127378 AO; US 4572906; US 4956350; US 5395305;
EP 1401352 B1), brevetul US 4532134 se refera la efectul hemostatic si de regenerare
tisulara al chitosanului, brevete referitoare la biomateriale pe baza de alginafi (Patents
US 2512616; 3879168; 4948575; 5470576, precum si British Patents GB 2221620 A), iar
brevetul US 5836970 se refera la un pansament format dintr-un amestec de chitosan si
alginat.

Prezenta inventie se refera la un biovector reprezentat de un complex de membrane
dublu strat si un fitocomplex continand principii active obfinut din extractele concentrate de
Symphytum officinale, Betonica officinalis, Salvia officinalis si Impatiens noli-tangere, precum
si la procedeul de obtinere al acestuia. Biovectorul se poate utiliza Tn aplicatii topice
actionand ca hemostatic si de refacere a tesutului epitelial datorita celor doua straturi mem-
branare din chitosan si respectiv alginat, precum si prin eliberarea principiilor active din
fitocomplex actioneaza ca antiinflamator, antimicrobian si cicatrizant pentru prevenirea si
tratarea ranilor infectate.
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Procedeul de obtinere a biovectorului cu efect antiinflamator, antimicrobian si
cicatrizant, conform inventiei, consta din doua etape:

- prima etapa consta din realizarea fitocomplexului concentrat continand 1,8...2,2 g/L
polifenoli totali si 1,5...1,8 g/L flavone, preparat din extractele concentrate de Symphytum
officinale (radacina), Betonica officinalis (parte aeriana), Salvia officinalis (parte aeriana) si
Impatiens noli-tangere (parte aeriana) in raport volumetric de 1:2:2:2; extractele din cele
patru specii vegetale au fost obtinute prin extractie cu ultrasunete sau tehnici conventionale
(la reflux si la temperatura camerei) utilizand ca solvent etanol si au fost ulterior prelucrate
succesiv prin microfiltrare si concentrate prin nanofiltrare. Fitocomplexul concentrat este
caracterizat din punct de vedere al continutului in compusii biologic activi (polifenoli, flavone,
antociani) calitativ prin HPLC si cantitativ prin metode spectrofotometrice si al efectului
antimicrobian si antiinflamator;

- a doua etapa consta din realizarea si asamblarea membranelor dublu strat: primul
strat este reprezentat de o membrana poroasa din chitosan, preparata prin dizolvarea
chitosanului (2% g/v) intr-o solutie de acid acetic 1...2% (v/v), in care se adauga glicerol
(3...4% g/v); al doilea strat membranar este reprezentat de membrana compozita (rezervor
de principii active) din alginat de sodiu cu sau fara nano-oxid de silice (KIT-6-NH2) cu rol in
imobilizarea compusilor bioactivi din fitocomplex si fitocomplexul concentrat preparat in etapa
anteriora.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

- biovectorii au in componenta lor exclusiv compusi netoxici, biodegradabili si
biocompatibili;

- asocierea ansamblului dublu strat format din membrana de chitosan si cea
compozita pe baza de alginat de sodiu si fitocomplex asigura o eficienta ridicata in tratarea
ranilor datorita proprietatilor hemostatice, antiinflamatoare si antimicrobiene.

Se prezinta in continuare 2 exemple de realizare a inventjei.

Exemplul 1

In prima etapa se realizeaza extracte hidroalcoolice prin amestecul a 160...200 g din
fiecare planta fin maruntita, cu ajutorul unei mori de macinare, cu 2 L alcool etilic 50% pentru
extractele de Betonica officinalis (parte aeriana), Salvia officinalis (parte aeriana) si Impatiens
noli-tangere (parte aeriand) si respectiv 80% pentru extractul de Symphytum officinale
(radacina), amestec supus extractiei cu ultrasunete sau prin tehnici conventionale (la reflux),
la temperatura camerei. Solutiile extractive se filtreaza grosier, se microfiltreaza si sunt
concentrate prin nanofiltrare, utilizand membrane de nanofiltrare NFO0 cu cut-off-200-400
Da. Fitocomplexul concentrat este preparat din extractele concentrate de Betonica officinalis,
Salvia officinalis, Impatiens noli-tangere si Symphytum officinale in raport volumetric de
2:2:2:1.

Fitocomplexul concentrat prezinta urmatoarele caracteristici:

- continut total de polifenoli: 1,2...2,5 g/L (exprimati in acid galic);

- continut de flavone: 1,2...2,0 g/L (exprimate in quercetin).

In a doua etapa, se realizeaza primul strat membranar reprezentat de o membrana
poroasa din chitosan, preparata prin dizolvarea a 15...20 g chitosan cu masa moleculara
medie in 1 L solutie acid acetic de concentratie 1-2% (v/v), in care se adauga 30...40 mL
glicerol, ca porogen si plastifiant. Solutia polimerica se toarna in placi Petri si se tine la
freezer la -24°C timp de 1-2 h, apoi timp de 1 h la temperatura de 80°C si in final 12-24 h la
temperatura de 40°C. Se preparara al doilea strat membranar reprezentat de membrana
compozita din alginat de sodiu cu nano-oxid de silice (KIT-6-NH,) si fitocomplex concentrat.
Se dizolva 20...30 g alginat de sodiu intr-un amestec format din 0,5 L apa distilata si 0,5 L
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fitocomplex concentrat, se adauga 0,5...1 g nano-oxidul de silice (KIT-6-NH,) si 60...80 g
glicerol. Solutia polimerica obtinuta este turnata peste membrana de chitosan, iar evaporarea
solventului pentru acest al doilea strat membranar se realizeaza prin introducerea ei in etuva
la 40°C pentru circa 12-48 h.

Exemplul 2

Se prepara prin aceeasi metoda fitocomplexul concentrat si membrana poroasa din
chitosan. Al doilea strat membranar se prepara prin dizolvarea a 20...30 g alginat de sodiu
intr-un amestec format din 0,5 L apa distilata si 0,5 L fitocomplex concentrat in care se
adauga 60...80 g glicerol. Solutia polimerica obtinutd este turnatd peste membrana de
chitosan, iar evaporarea solventului pentru acest al doilea strat membranar se realizeaza prin
introducerea ei in etuva la 40°C pentru circa 12-24 h.

Fitocomplexul concentrat a fost analizat chimic, determinandu-se cantitativcompusii
polifenolici totali si flavonoide prin spectrofotometrie, precum si prin cromatografie lichida
HPLC. De asemenea, fitocomplexul concentrat a fost caracterizat din punct de vedere al
activitatii antioxidante prin metoda inhibitiei DPPH si ABTS, antimicrobiana prin metoda
difuzimetrica pe urmatoarele tulpini bacteriene patogene: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (gram pozitive), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25992 (gram negative) si antiinflamatoare in vitro prin
inhibitia enzimelor ciclooxigenaza (COX-1) si lipooxigenaza (LOX). Rezultatele obtinute au
aratat o puternica activitate antioxidanta (88,1% inhibitie DPPH si 97,6% inhibitie ABTS), o
activitate antimicrobiana mai ridicata asupra bacteriilor S. Aureus si S. Epidermidis si
antiinflamatoare (44,6% inhibitie LOX si 65,8% inhibitie COX-1).

Biovectorii realizati conform prezentei inventii (din exemplele 1 si 2) au fost testati in
vivo din punct de vedere al toxicitatii si al efectelor farmacologice. Studiile de toxicitate in
doza unica, pe rozatoare mici, au urmarit toxicitatea locala constatandu-se ca acestia au fost
bine tolerati de animalele de laborator testate. Efectul cicatrizant si anti-inflamator a fost
demonstrat pe sobolani albi Wistar, masculi, proveniti din biobaza U.M.F. ,Carol Davila"
Bucuresti. De asemenea, a fost studiata eliberarea in timp a compusilor polifenolici din
biovectorii realizati conform prezentei inventii.

Toate rezultatele privind activitatea biologica a biovectorilor care fac obiectul
prezentei inventii sunt prezentate in tabelele 1 si 2 si fig. 1...3.

Activitatea antimicrobiana gi antioxidanta a fitocomplexului concentrat

Tabelul 1

Actvitate Tulpini Staphylococcus aureus ATCC 29213 15

.ant|m|crob|an.a ' patogene Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 12
diametrul zonei de

inhibitie (mm) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 3
Escherichia coli ATCC 25992 12

Activitate antioxidanta, % Inhibitie DPPH 88,1

Inhibitie ABTS 97,6

Testarea in vivo a actiunii cicatrizante (modelul arsuri)
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Evolutia ariei leziunii termice

Tabelul 2
Avria leziunii, medie
Ziua 1 Ziua 2 Ziua 4 Ziva7
Lot 1 (martor, fara tratament) 304,01 278,43 256,22 237,62
Lot 2 (control) 325,86 261,24 214,02 197,77
Lot 3 (biovector exemplul 1) 303.27 225,21 196,97 175,69
Lot 4 (biovector exemplul 2) 298,08 219,26 163,62 144.9

Testarea in vivo a actiunii antiinflamatoare

Aspectul membrelor inferioare ale sobolanilor testati pentru ambele modele de
inducere a inflamatiei, la 24 h dupa inducerea inflamatiei este prezentata in fig. 3.

Biovectorii obtinuti conform exemplelor 1 si 2 ale prezentei inventii prezinta o actiune
antiinflamatorie intensa, in ambele modele utilizate. Mai mult, efectul antiinflamator este
semnificativ superior celui al diclofenacului si persista mai mult de 24 h, dupa cum
demonstreaza rezultatele obtinute in cazul modelului de inflamatie indusa cu caolin.
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Revendicari

1. Procedeu de obfinere a unui biovector cu actiune antiinflamatoare, antimicrobiana
si cicatrizanta, caracterizat prin aceea ca, se asambleaza doua straturimembranare, primul
este membrana poroasa din chitosan cu adaos de glicerol obtinuta prin dizolvarea
chitosanului 1-3% (g/v) intr-o solutie de acid acetic de concentratie 1-2% (v/v) si 2-6% (g/v)
glicerol, care se toarna in placi Petri si se tine la congelator la -24°C timp de 1-2 h, apoi timp
de 1 h la temperatura de 80°C si in final 12-24 h la temperatura de 40...50°C, si cel de-al
doilea strat membranar reprezentat de o membrana compozita din alginat de sodiu, glicerol,
fitocomplex concentrat, cu sau fara adaos de nano-oxid de silice (KIT-6-NH,), preparata prin
dizolvarea alginatului de sodiu in concentratie de 2-4% (g/v) intr-un amestec de apa distilata
70...40 parti (g/v) si fitocomplex concentrat 30...60 parti (g/v), glicerol 4-10% (g/v), cu sau
fara adaos de nano-oxid de silice (KIT-6-NH,) 0,5-2% (g/v) cu rol in imobilizarea compusilor
bioactivi, turnata peste membrana de chitosan, iar evaporarea solventului pentru acest al
doilea strat membranar se realizeaza in etuva la 40...50°C pentru 12-48 h.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, fitocomplexul
concentrat cu actiune antioxidanta si antiinflamatoare este constituit dintr-o combinatie de
extracte hidroalcoolice concentrate de Betonica officinalis, Salvia officinalis, Impatiens noli-
tangere si Symphytum officinale in raport volumetric de 2:2:2:1, avand un continut total de
polifenoli de 1,2-2,5 g/L (exprimati in acid galic) si continut de flavone de 1,2-2,0 g/L
(exprimate in quercetina).
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