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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un produs topic, utilizat in trata-
mentul plagilor cronice, si la un procedeu de obtinere a
acestuia. Produsul conform inventiei este un hidrogel
constituit din 0,1...5% hialuronat de sodiu, respectiv,
L-argining, chitosan, 0,5...10% bentonita, 5...50% glice-
rol, 0,02...6% acid lactic, pana la 5% un formator de gel,
preferabil hidroxietilceluloza, 20...85% apa purificata,
pana la 5% betuling, respectiv, 15% purtator acceptabil
farmaceutic, preferabil propilenglicol. Procedeul con-
form inventiei consta in prepararea gelului de chitosan

prin hidratare la 45°C si solubilizare prin acidulare cu
acid lactic, suspendarea hialuronatului de sodiu in
glicerol, suspendarea bentonitei, amestecarea compo-
nentelor si adaugarea ingredientelor active, cu omo-
genizare la temperatura camerei, rezultand un hidrogel
avand activitate antioxidanta si antimicrobiana pe o
gama larga de microorganisme specifice.

Revendicari: 8
Figuri: 7

Cu incepere de la data publicarii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit
dispozitiilor art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsd, retrasd sau consideratd
ca fiind retrasa. Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea

publicata in conformitate cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 133545 A0



Produs topic continind principii active naturale folosit in tratamentul pligilor cronice si

procedeul industrial de obtinere a acestuia

Inventatori: Claudia Andries, Lenuta Profire, Lacrdmioara Stefania Moisuc, Andreea Teodora
Tacob, Mihaela Nicoard, Irina Draga Céiruntu, Liliana Potorac, Luminita Georgeta Confederat,

Anca Daniela Rusu, Tustina Mihaela Avram, Amalia Diana Teliscd, Simona Eliza Giusca

Descrierea inventiei

Prezenta inventie se referad la realizarea unui hidrogel destinat tratamentului plagilor, arsurilor gi
escarelor. In stadiul tehnicii se regaseste lucrarea de doctorat “Sinteza si evaluarea biologics a unor
noi derivati de a-aminoacizi”, sustinuta in cadrul Universitétii de Medicind si Farmacie ,,Grigore
T. Popa” lasi, Facultatea de Farmacie, la data de 18.09.2015. Lucrarea de doctorat abordeaza
inglobarea unor noi derivati de L-arginind cu structurd de tiazolidin-4-ona In matrici polimerice pe
bazd de chitosan si chitosan-acid hialuronic (sub forma de ,,sponge” si film). Tehnica de lucru
prezentatd in aceastd lucrare, atit pentru ,,sponge” cit §i pentru film, presupune etape dificil de
transpus la scard industriald, ce sunt consumatoare de timp si energie si care necesitd echipamente

speciale.

Compozitiile prezentate 1n lucrarea de doctorat nu sunt inregistrate ca medicament $i nu se aplica
terapeutic din cauza dificultitilor legate de procesul tehnologic, greu de aplicat la nivel industrial,
ce implicd timpi prelungiti de procesare, precum si din cauza etapelor tehnologice multiple, cu

implicatii majore in rentabilitate.

Un alt aspect al inventiei se referd la compozitia farmaceuticé a produsului, ce constituie o asociere
originalad a unor ingrediente naturale (chitosan, acid hialuronic, bentonitd, L-arginind si betulind
provenitd din extract standardizat de Betula alba), cu actiune multipld In tratamentul plagilor

cronice.

Descrierea detaliati a inventiei

Compozitia conform inventiei este constituitd din 0,1...5% hialuronat de sodiu, 0,1...5% L-arginina,
0,5...10% bentoniti, 0,1...5% chitosan, 5...50% glicerol, 0,02...6% acid lactic, fird sau cu adaos de
formator de gel 0,1...5%, preferabil hidroxietilcelulozd (HEC), 20...85% apa purificatd, fard sau cu
adaos de 0,1...5% betulind, fard sau cu adaos de 5...15% vehicul acceptabil farmaceutic, preferabil

propilenglicol.
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Ingredientele active naturale utilizate in produsul topic ce face obiectul inventiei sunt cunoscute
pentru importante efecte biologice. Apreciem ci in combinatia si in proportiile declarate, principiile
active utilizate conduc la obtinerea unui produs cu actiune multipla si imbunétéfitd in tratamentul
plagilor cronice, si extrem de important din punct de vedere economic, tehnologia de obtinere poate
fi transpusa la scard industriala.

Clorhidratul de L-arginind este un amino-acid semiesential care joaca un rol important in fiziologia
celulara. Este bine cunoscut faptul ci, L-arginina intensifica sinteza colagenului la nivelul plagii si
conferi elasticitate tesutului afectat. De asemenea, L-arginina este cunoscuté pentru abilitatea de a
stimula circulatia sanguind la nivelul plagilor, cu rol in reducerea riscului de suprainfectare a
acestora. Arginina are efect pozitiv asupra nivelului factorului de crestere insulin-like (IGF-1),
hormon polipetidic, avand structurd similara insulinei gi proinsulinei din organism, care stimuleazi
vindecarea plégilor cronice, inclusiv a celor de tip picior diabetic [1, 2].

Datoritd acestor functii multiple, L-arginina este un element esential in procesul de vindecare a
plagilor si numeroase studii au indicat cd administrarea L-argininei poate gribi procesul de
vindecare [3, 4].

Acidul hialuronic (HA) este un glicozaminoglican nesulfonat, component principal al matricii
extracelulare, prezent in diferite tesuturi, cum ar fi: piele, articulatii sinoviale, tesuturi peridontale
[5]. Acidul hialuronic cu masd moleculard mare are rol in activarea i modularea raspunsului
antiinflamator [6] si in regenerarea tisulard. Totodatd acest glicozaminoglican joacd un rol
important pe parcursul fiecarei etape de vindecare a rénii, inclusiv In etapele de inflamatie,
granulare si reepitelizare [7, 8].

Chitosanul, este un polizaharid liniar, un component natural, netoxic, biocompatibil, derivat din
chitina care prezinti o serie de avantaje atunci cénd este utilizat in tratamentul ranilor si arsurilor.
Eficienta derivatilor de chitind in tratarea ranilor este cunoscuti inc din anii '70 [9]. Unul dintre
avantajele utilizdrii chitosanului este faptul cé la aplicare pe plagd, fiind un polimer cationic,
reacfioneazi cu proteinele anionice (inclusiv keratina din piele), forméand o peliculd biocompatibila
si permeabild, ce permite oxigenarea tesuturilor afectate. Aditional, acest biopolimer are abilitatea
de a absorbi apa si de a se degrada natural sub actiunea enzimelor, fapt pentru care nu este necesard
indepértarea lui de pe réni. Un alt avantaj al utilizarii chitosanului constd in capacitatea sa de a
vindeca réni fard formare de cicatrice. De asemenea, chitosanul prezinta actiune antibacteriana si

antifungica [10] si efect hemostatic [11-14]. Proprietitile analgezice ale chitosanului se datoreaza



a 2018 00696 19/09/2018 Z}’g

stimuldrii imunocitelor, leucocitelor, macrofagelor si fibroblastilor, prin blocarea terminatiilor
nervoase cu reducerea durerii [15, 16].

Bentonita este o argili naturali cu structura cristalind utilizatd in produse farmaceutice ca agent de
suspendare, de stabilizare, prezentand totodatd si o mare capacitate de absorbtie a apei. in cazul
aplicirii bentonitei pe tesuturile lezate, fluidele extravazate din leziuni vor fi absorbite si astfel va
fi favorizat procesul de reepitelizare. Prin continutul ridicat de minerale bentonita este un agent
natural de detoxifiere, absorband toxinele si eliberdnd nutrienti la nivelul pielii, stimulénd circulatia
singelui si eliminind celulele moarte ale pielii. In literatura de specialitate se regisesc date cu
privire la proprietitile antimicrobiene ale bentonitei [17] si despre rolul acesteia in vindecarea
rénilor [18].

Betulina este un amestec de triterpene provenite din extract natural de coajd de mesteacin (Betula
alba). Datele din literatura de specialitate confirma faptul cé betulina este un compus activ natural
cu proprietdti antiinflamatoare, antibacteriene si de regenerare tisulard, antivirale (fiind activa pe
Herpex Simplex Type I) si anticancerigene. Aceste proprietéti sustin utilizarea betulinei in produse
farmaceutice topice destinate tratamentului plégilor cronice, avand rol in stimularea procesului de
cicatrizare [19, 20].

Acidul lactic este un acid organic slab, netoxic, cu rol in stimularea reepitelizarii gasindu-se in
organism in cantitdti apreciabile. Este utilizat ca agent acidifiant si intervine in pocesul de
reepitelizare prin stimularea sintezei de colagen, a ceramidelor si a factorului de crestere epidermal
[21-23].

Glicerolul este o substantd ce se giseste In mod natural in plante si animale, este conservant
antimicrobian, non-toxic, fiind folosit in produsele farmaceutice/cosmetice, cu rol de emolient,
umectant §i plasticizant.

De asemenea, glicerolul este utilizat in prezenta inventie datoritd interactiunilor sale cu dou#
componente prezente in compozitie:

- interactiunea glicerol— bentonita: bentonita, inainte de a fi introdusi in compozitie, necesiti o
activare prin realizarea unei suspensii stabile de bentoniti in glicerol, in raportul din formuli pentru
a asigura stabilitatea amestecului. in cazul in care aceasti activare nu este realizata sau este realizata
in parametri improprii, se poate observa un impact negativ asupra stabilititii produsului finit.

- interactiunea glicerol — chitosan: datoritd structurii sale poliolice, glicerolul poseda capacitatea

de a interactiona cu polizaharidele (chitosan) prin intermediul legaturilor de hidrogen [24, 25].
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In acest mod sunt imbunatitite proprietiti precum: flexibilitatea, ductilitatea si mobilitatea
lanturilor polimerice. Efectul plastifiant al glicerolului duce la modificarea temperaturii de tranzitie
sticloasd (Tyg), crescind mobilitatea sistemului. Prin natura sa hidrofild, glicerolul poate incorpora
api in refeaua gelului. In cazul produsului din prezenta inventie, chitosanul se structureazi partial
in prezenta acidului lactic prin intermediul speciei anionice lactat. Peste aceasta reticulare partiald
se suprapune structura generatd de bentonits, iar mobilitatea structurii rezultate este influentatd in
acelasi timp de prezenta glicerolului.

Hidroxietilceluloza (HEC) este un polimer non-ionic, derivat de celuloza, utilizat ca agent de
gelifiere si ingrosare 1n industria farmaceutici si cosmetica.

Vindecarea rénilor este un proces complex, cu rolul de a restabili bariera protectoare a pielii si de
a reduce riscul aparitiei infectiilor sau a complicatiilor datorate acestora. Procesul de vindecare a
rdnilor presupune cinci faze, si anume:

- hemostazi;

- inflamatie;

- migratie si proliferare celulara;

- sinteza proteinelor si contractia ranilor;

- reepitelizare.

Cu toate acestea, doar trei dintre ele (faza inflamatorie, de granulare si cea de reepitelizare) se

evidentiazi ca faze distincte in procesul de vindecare.

Pe piata farmaceuticé, exista in acest moment, un numér considerabil de produse destinate tratirii
plégilor, produse care asigurd hidratarea gi regenerarea tesutului afectat, asigurind totodata
protectie impotriva infectiilor. Un loc important in categoria produselor topice il ocupd
hidrogelurile. Acestea au la bazé retele tridimensionale de polimeri hidrofili reticulati chimic, in a
cdror matrice sunt inglobate substantele active cu rol bine definit in procesul de vindecare a ranilor
[26, 27].

In timp ce polimerii folositi in produsele farmaceutice de acest tip pot fi de origine naturali sau
sinteticd, formula inovatoare prezentatd In acest brevet are la baza polimeri de origine naturala,
ceea ce 1i conferd un plus de biocompatibilitate.

Chitosanul In combinatie cu diferiti polimeri (de exemplu: alginat si colagen) a fost folosit pentru
incapsularea diferitelor substante medicamentoase (de exemplu: acid ascorbic, nistatini,

norfloxacina, etc.), ca sisteme de eliberare controlati in ingineria tisulara [28, 29]. In literatura de

4
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specialitate existd studii despre hidrogeluri compozite chitosan-acid hialuronic, folosite ca sisteme
cu eliberare controlatd [6, 26]. Datele din literatura de specialitate prezintd diferite tipuri de
hidrogeluri ce au la baza combinatii de chitosan si acid hialuronic, dar nu sunt date cu privire la
combinatia chitosan-acid hialuronic-bentonité-L arginini-betulind, ceea ce face ca formula de gel

propusd in prezenta inventie sa reprezinte un element de noutate.

Un plus pe care il aduce aceastd inventie constd in avantajul procesului tehnologic aplicat in raport
cu fazele tehnologice complexe necesare obtinerii ,,sponge’-ilor pe bazd de chitosan-acid
hialuronic prezentati in teza de doctorat “Sinteza si evaluarea biologicéd a unor noi derivati de o-
aminoacizi”, sustinutd in cadrul Universitdtii de Medicind i Farmacie ,,Grigore T. Popa”, lasi,
Facultatea de Farmacie.

Etapele de obtinere a ,,sponge”-ilor sunt urmatoarele:

1. Prepararea gelului de chitosan prin hidratarea si solubilizarea acestuia 1n acid acetic, solutie 1%,
la temperatura camerei, prin agitare timp de 6 ore §i neutralizarea cu hidroxid de sodiu, solutie 1M;
2. Prepararea hidrogelului de acid hialuronic prin dizolvarea acestuia intr-un volum minim de apa
purificati, prin agitare timp de 12 ore la temperatura camerei;

3. Reunirea gelurilor obtinute in etapa 1 si respectiv 2, in raport 2:1, $i omogenizarea acestora timp
de 12 ore;

4. Adaugarea derivatilor de L-arginind cu structurd de tiazolidin-4-ond, in concentratie de 1% in
amestecul omogen din etapa 3 §i omogenizare timp de 24-48 ore la temperatura camerei;

5. Obtinerea ,,sponge”-ilor prin liofilizarea gelului obtinut timp de 72 ore.

6. Reticularea ,,sponge”-ilor prin tratare cu solutie de tripolifosfat pentasodic.

Se observi ca procesul prezentat mai sus nu este rentabil de a fi aplicat la scard industrial, etapele
propuse necesitidnd timp indelungat (in jur de o sdptaména), ceea ce ar determina costuri ridicate
de productie. in plus, durata extinsa a procesului de fabricatie ridica probleme din punct de vedere

al stabilitétii chimice a ingredientelor active.

in prezenta inventie, se propune un proces simplificat, aplicabil la nivel industrial, cu etape
considerabil reduse din punct de vedere al timpilor de fabricatie (maxim 3 ore) si o stabilitate fizico-
chimici crescuti a produsului obtinut, demonstrati experimental.

in inventie sunt descrise, prin exemple, formulele si metodele experimentale utilizate in

caracterizarea acestora, Insotite de figuri.
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Exemplu 1:

Compozitie % (m/m)
Chitosan 3

Acid lactic 1.5
Hialuronat de sodiu (HA) | 0.3
Glicerol 5
Bentonitd 3
L-Arginind HCI 1

Apa purificata 86.2
Total 100

Mod de preparare I:

Compozitia farmaceuticd pentru administrare topicd, obtinutd prin procesul inovativ, implica
urmaétoarele etape de preparare:

I.1. Prepararea gelului de chitosan prin hidratarea si solubilizarea acestuia in cantitatea
corespunzitoare de acid lactic, solutie 3%, la 45°C, prin agitare timp de 30 minute, cu ajutorul unui
agitator magnetic cu Incilzire;

1.2. Titrurarea bentonitei in prezenta unei cantitdti minime de glicerol pana la obtinerea unei paste
omogene;

I.3. Amestecul omogen de bentonitd cu glicerol se aduce peste hidrogelul de chitosan preparat in
etapa I.1;

1.4. Addugarea cantitatii de L-arginind HCI corespunzitoare peste amestecul omogen chitosan-
bentonita si agitare timp de o ord la temperatura camerei, pana la obtinerea unui amestec omogen;
1.5. Prepararea gelului de acid hialuronic prin dizolvarea acestuia intr-o cantitate minimé de apa
purificatd, prin agitare timp de 4-5 ore la temperatura camerei;

I.6. Reunirea amestecului omogen obtinut in etapa 1.4 cu hidrogelul obtinut in etapa 1.5 in raport
de 7:3 (m/m);

1.7. Omogenizare 4 ore, pand la obtinerea unui produs omogen.

Comparativ cu procesul prezentat in stadiul tehnic al cunoasterii pentru ,,sponge”, timpul necesar
preparérii produsului este redus de la o saptdména la aproximativ 10 ore.

6
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Exemplul 2

Deoarece prin procesul descris mai sus s-a obtinut o formuld cu o stabilitate chimica si structuralad
redusi (vezi datele experimentale), iar durata de realizare a etapelor implicd un timp mai indelungat
(aproximativ 10 ore), s-a optimizat procesul tehnologic prin reducerea semnificativé a timpilor de

proces (aproximativ 3 ore), urméarind in acelasi timp §i imbunététirea stabilitétii produsului.

Compozitie % (m/m)
Chitosan 2
Acid lactic L.5
Hialuronat de sodiu (HA) 0.5
Glicerol 40
Bentonita 5
L-Arginina HCI 1
Apé purificatad 50

Total 100

Mod de preparare II:
Compozitia farmaceuticd pentru administrare topicd, obtinutd prin procesul inovativ, implicd
urmitoarele etape de preparare:

II.1. Hidratare chitosan intr-o cantitate miniméa de apa purificatd, la 45°C, prin agitare timp de 30
minute, cu ajutorul unui agitator magnetic cu incalzire;

I1.2. Solubilizarea chitosanului prin acidifierea suspensiei obtinutd la II.1 cu acid lactic si
omogenizare 30 minute pana la obtinerea gelului;

I1.3. Obtinerea suspensiei de HA 1n cantitatea minimé de glicerol prin omogenizare 10 minute;
I1.4. Suspendarea bentonitei peste cantitatea ramasa de glicerol prin agitare 10 minute;

I1.5. Reunirea suspensiilor obtinute 1n etapele 11.3 si I1.4, prin transferul suspensiei de bentonité in
suspensia de HA si aducerea acestora peste gelul de chitosan (I1.2) prin agitare 20-30 minute, pana
la obtinerea unui amestec omogen;

I1.6. Solubilizarea argininei In cantitatea ramasa de apa purificatd si addugarea acesteia in masa de
hidrogel obtinuta la I1.5;

I1.7. Omogenizare 20-30 minute, pana la obtinerea unui produs omogen.

Procesul modificat prezintd avantajul reducerii timpului de inglobare a HA in formuld, prin

inlocuirea gelului de HA (etapa 1.5) cu o suspensie de HA in glicerol (etapa I1.3). Noul proces
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necesitd in etapa de omogenizare finald (II.7) doar 30 minute, comparativ cu 4 ore necesare

procesului descris anterior (1.7).

Exemplul 3

La formula din exemplul 2, a fost addugat un nou principiu activ, betulina, provenitd din extract
natural de Betula alba, datorita activitatii sale antiinflamatorii si analgezice, activitate demonstrata

stiintific [30].

Compozitie % (m/m)
Chitosan 2
Acid lactic 1.5
Hialuronat de sodiu (HA) 0.5
Glicerol 35
Bentonita 5
L-Arginind HCI]

Apa purificaté 49

Propilenglicol 5

Betulind 1
Total 100

Mod de preparare:
Modul de preparare al formulei din exemplu 3, obtinuta prin procesul inovativ, respecta etapele

prezentate la exemplul 2 (II.1 — I1.6), cu diferenta introducerii unei etape suplimentare, ce consta
in suspendarea betulinei in propilenglicol prin omogenizare timp de 10 minute, la temperatura
camerei §i introducerea suspensiei in sistem. Dupd aceasta etapa suplimentara, procesul continua
cu etapa de omogenizare finala (I1.7).

Alegearea suspendarii betulinei in propilenglicol se datoreazd caracterului hidrofob al acesteia,
ceea ce o face practic insolubili in apa.

Introducerea acestui principiu activ extinde proprietatile terapeutice ale produsului féra a prelungi
procesul tehnologic inovativ propus.



Exemplul 4
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La formula din exemplul 3, a fost adiugat un formator de gel hidroxietilcelulozd (HEC), necesar
stabilizarii retelei tridimensionale a hidrogelului.

Compozitie % (m/m)
Chitosan 2.0
Acid lactic 1.5
Hidroxietil celulozd (HEC) 0.5
Hialuronat de sodiu (HA) 0.5
Glicerol 35
Bentonita 5
L-Arginind HCI 1
Apa purificatd 43.50
Propilenglicol 10
Betulinad 1

Total 100

Mod de preparare;:

Modul de preparare al formulei din exemplu 4 respectd etapele prezentate la exemplul 3, cu

mentiunea cé peste gelul de chitosan obtinut in etapa I1.2 se adaugd HEC si se agitd continuu timp

de 10 minute.

In urma acestei formule se obtine un produs cu proprietati structurale si chimice imbunatatite, si se
adaugé doar 10 minute la procesul descris in Exemplul 3. '

Compozitia este similard exemplului 4, modificAndu-se cantitatea de HEC din formula.

Exemplul 5
Compozitie % (m/m)

Chitosan 1.5
Acid lactic 1.5
Hidroxietil celulozd (HEC) 0.75
Hialuronat de sodiu (HA) 0.5
Glicerol 35
Bentonita 4
L-Arginind HCl 1
Apd purificatd 44.75
Propilenglicol 10
Betulind 1

Total 100
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Mod de preparare:

Se procedeaza ca la Exemplul 4 cu diferenta cid HA se aduce direct peste suspensia de bentonité in
glicerol, elimindndu-se 1n acest mod etapa II.3 (,,Obtinerea suspensiei de HA in cantitatea minima
de glicerol prin omogenizare 10 minute”), procesul tehnologic fiind scurtat.

Exemplul 6

Compozitia este similard Exemplului 5, modificindu-se cantitatea de HEC si de chitosan din
formula.

Compozitie % (m/m)
Chitosan 1.8
Acid lactic 1.5
Hidroxietil celulozd (HEC) 1
Hialuronat de sodiu (HA) 0.5
Glicerol 35
Bentonita 4.5
L-Arginina HCI 1
Apa purificatd 43.7
Propilenglicol 10
Betulina 1

Total 100

Mod de preparare:
Se procedeaza ca la Exemplul 5.

EXPUNEREA DETALIATA A CARACTERIZARII FORMULELOR OBTINUTE iN
EXEMPLELE 1-6

Formulele obtinute prin procesele tehnologice descrise in exemplele 1-6 au fost caracterizate din

punct de vedere al proprietétilor fizico-chimice prin analize de reologie, confinut in L-arginind
(respectiv betulind), substante inrudite ale L-argininei si teste de cedare in vitro (celula Franz). Din
punct de vedere al activitdtii antimicrobiene, analizele au fost efectuate pe o serie de
microorganisme (Klebsiella pneumoniag 53153 IP, Escherichia coli, Proteus rettgeri, Proteus
vulgaris, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Candida albicans). S-a evaluat totodatd efectul antioxidant prin metode in vitro
precum si efectul cicatrizant si de regenerare tisulari pe model de plagd indusa la sobolanul
diabetic. Analizele efectuate au avut in vedere evidentierea formulei (din exemplele 1-6) care si

indeplineasci cerintele unui produs topic stabil, eficient in tratamentul plagilor cronice.
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1. Determindri reologice

Un produs topic ce poate fi folosit in tratamentul plégilor cronice trebuie sé prezinte anumite
caracteristici, §i anume: sd fie stabil chimic si structural, s prezinte o consistentd adecvati care s
permiti o etalare usoara si uniformé pe suprafata afectatd. Pentru a avea un produs stabil structural
este necesar ca acesta s aibd o anumité vascozitate, dar si o retea tridimensionald de gel care si
permitd Incorporarea componentelor active. Masuratorile reologice ofera informatii despre
structura interna a formulelor de hidrogel analizate si stabilitatea acestora in timp, furnizind date

in ceea ce priveste perceptia senzoriald si consistenta gelurilor [31].

Au fost efectuate masuritori reologice atit in regim oscilatoriu, cat si in regim rotational.
Masuratorile reologice in regim oscilatoriu sunt folosite pentru a obtine informatii privind
stabilitatea sistemelor multifazice.

Parametri tipici masurati cu ajutorul testelor in regim oscilatoriu sunt:

G’ = modul de acumuléri (furnizeazé informatii cu privire la energia de deformatie acumulaté de
proba in timpul procesului de forfecare, reprezintd componenta elastici a sistemului),

G” = modulul de pierderi (furnizeazd informatii cu privire la energia de deformatie pierdutd de
probé in timpul procesului de forfecare, reprezintd componenta vascoasé a sistemului),

& = unghiul de fazi, tand = G”/G’ (reprezinta raportul dintre componenta vascoasa si cea elastica)
| n* | = véscozitatea complexa

Masuratorile reologice, efectuate in regim rotational, oferd informatii despre proprietitile de

curgere ale sistemelor de hidrogel, masurandu-se viscozitatea (1) probelor.

Metoda de analiza:

Maésuratorile reologice au fost realizate pe un reometru Anton Paar MCR 302. Pentru a mentine
constants temperatura de lucru s-a folosit un sistem Peltier, cu control direct asupra temperaturii
probei. Toate mésuratorile s-au efectuat la 25°C (daci nu este specificat altfel), pe sistem placa-
placa cu striatii (diametru 35 mm, distan{a intre placi = 1 mm). O trapa de solventi a fost folosit
pentru a evita uscarea probei in timpul mésuratorilor. Datele au fost prelucrate cu ajutorul softului

RheoCompass (Anton Paar).

11
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Rezultate si concluzii:

Teste efectuate in regim oscilatoriu - Baleiaj de amplitudine
Acest test este folosit pentru determinarea limitei domeniului de vascoelasticitate liniard (LVE), a
limitei maxime de deformare toleratd de probd fard ca structura internd si fie distrusd i este
discriminatoriu in selectia formulelor de hidrogel (vezi Figura 1). Dacd pe domeniul de
véscoelasticitate liniard, modulul elastic este mai mare decat modulul viscos, cu alte cuvinte dacd
tand = G”/G’ < 1, atunci putem vorbi despre existenta unei retele de gel [32]. De asemenea, cu
ajutorul softului RheoCompas a fost calculat “Yield point” si “Flow point”. Determinarea “Yield
point” presupune méasurarea componentei elastice (¢’), care este asociatd cu modulul elastic (G’),
functie de amplitudinea deformarii. “Yield stress” este calculat ca fiind valoarea maxima a fortei
de deformatie elastice si valoarea amplitudinii de deformare corespunzitoare acesteia. Acest punct
este situat intre valoarea corespunzitoare intersectiei celor doud module véascoelastice (“Flow
point”) si punctul din care G’ incepe sd scada [31, 33].
in Tabelul 1 sunt centralizate rezultatele testului de baleiaj de amplitudine pentru formulele de
hidrogel ce fac subiectul acestei inventii.
Parametri setati:

- frecventa oscilatiei constantd, @ = 10 rad/s

- amplitudinea oscilatiei variabild, y = 0.01 —100%

Tabelul 1. Rezultatele testului de baleiaj de amplitudine

Limita de vascoelasticitate liniara ‘.‘Flow p(?ll’lt” si punctul de
Vield intersectie

Exemplul Moduluvl .de tand = | Deformaia point, [Pa] | G’=G” »Flow point”
acumuléri GG maxima, y. [%] [Pa] tr [Pa]
G’ [Pa] ’

1 64 1,4 3,07 10 . -

2 22 2,0 14,2 5 - -

3 35 1.6 19.1 6 . .

4 249 0,8 15,6 29 124 211

5 288 0,67 6 47 200 167

6 810 0,56 5,43 130 365 569

G’ [Pa]= valoarea medie in domeniul de vascoelasticitate liniard

tand = G”/G’ valoarea medie in domeniul de vdscoelasticitate liniara

Deformatia maximd, y [%], Limita de vdscoelasticitate liniard

G’'= G” [Pa]valoarea celor doud module la tranzitia de faza solid-lichid

Yield point, [Pa] valoarea tensiunii de forfecare situatd intre punctul in care G’ incepe sd scadd §i Flow point
Flow point, tr [Pa] valoarea tensiunii de forfecare la tranzitia de fazd solid-lichid

12
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Analizind rezultatele obtinute in urma masuratorilor de baleiaj de amplitudine se constata faptul
ca hidrogelurile prezentate in Exemplele 1-3 au o consistenté redusd, (valori scazute ale G’ si ale
“Yield point”) si prezintd caracteristici de lichid structurat (tand = G”/G’ > 1). Din cauza
consistentei reduse i a caracteristicelor de lichid viscoelastic este posibil ca, sub actiunea fortei
gravitafionale, componentele solide suspendate si sedimenteze. De aceea s-a decis stabilizarea
structurali a hidrogelului prin introducerea unui formator de gel (HEC). Astfel, Exemplele 4-6, in
care s-a addugat HEC in diferite proportii, prezinta o structurd de gel, respectiv de solid vascoelastic
[32]. Consistenta formulelor este direct proportionald cu cantitatea de HEC adéaugata (creste G’si

Yield point), formula cu cea mai mare consistent? fiind cea din Exemplul 6.

Teste efectuate in regim oscilatoriu - Baleiaj de frecventd

Stabilitatea sistemelor multifazice obtinute in Exemplele 1-6 a fost investigatd suplimentar prin
testul de baleiaj de frecventd. Acesta oferd informatii despre comportarea in timp a sistemelor
multifazice in domeniul de vAascoelasticitate liniard. La frecvente finalte se simuleazi
comportamentul pe termen scurt, la stres, in timp ce la frecvente mici se obtin informatii privind
stabilitatea acestora pe termen lung, in conditii de repaus [31].

Parametri setati:

- amplitudinea deformatiei constanti, in limita LVE;

- frecventa oscilatiei se variaza intre 100 si 0,1 rad/s, respectiv 0,01 rad/s.

In functie de modulul dominant (G° sau G**) la o anumiti frecvents, obtinem informatii despre
comportamentul elastic sau vascos al hidrogelului [31].

Probele din Exemplele 1-3 au comportament reologic similar (vezi Exemplul 3 din Figura 2), cu
G”> G’, pe tot domeniul de frecvente studiat. La frecvente mari (stres mecanic), G” si G’ au valori
apropiate, pentru aceste frecvente obtindndu-se si o valoare mare a vascozititii complexe. Cu cét
stresul aplicat tinde cétre frecvente mici, modulele se distanteazi si devin paralele, avand profil
descrescdtor, ceea ce sustine un comportament de lichid structurat. Formulele obtinute in
Exemplele 1-3, prezentand un comportament de lichid structurat, au dezavantajul unei eventuale
sedimentdri in timp a ingredientelor naturale active suspendate [33].

Sedimentarea a fost evitatd in formulele din Exemplele 4-6 prin addugarea formatorului de gel
(HEC). Aceste formule prezintd un comportament reologic caracteristic polimerilor nereticulati

(vezi Figura 2, Exemplele 5-6) [31].0 importanta deosebitd asupra stabilititii structurale o are
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cantitatea de HEC din formula. Valoarea lui G’ la frecvente joase, (o < 0.1 rad/s) oferd informatii
despre stabilitatea in repaus (G’o). Este cunoscut faptul cd stabilitatea mecanicd in timp a
hidrogelurilor este dovediti de indeplinirea simultand a conditiilor: G’> G”, iar Go™> 10 Pa [34].

In Tabelul 2 sunt prezentati timpii de relaxare (27/®c, unde o= punctul de intersectie al celor dous
module) [35] calculati pentru formulele cu HEC (Exemplele 4-6). Timpul de relaxare se poate

asocia cu durata de viatd a unei retele de gel structurat.

Din analiza comparativa a rezultatelor obtinute pentru formulele din Exemplele 4-6 si a bazei de
gel chitosan + 1% HEC, prezentate in Tabelul 2, se observi o crestere exponentiald a timpilor de
relaxare odatd cu cresterea concentratiei de HEC din formuld, ceea ce dovedeste o stabilizare
structurala a retelei de hidrogel. Stabilitatea crescutd a formulei din exemplul 6 (cu cel mai mare
timp de relaxare, > 300 s) se datoreaza introducerii in formula a sistemului HEC:bentonita (1:4,5).
Bentonita contribuie la stabilizararea retelei de gel prin formarea unor punti de hidrogen in sistemul

bentonitd — glicerol — chitosan [36].

Tabelul 2. Centralizarea rezultatelor obtinute din testul de baleiaj de frecventd pentru probelele

cu HEC

Formula Raport HEC: G’o,1a 0,1 Intersectia modulelor Timp de
bentonita (g/g) rad/s, [Pa] G’=G”, [Pa] | ., [rad/s] | relaxare, [s]

Exemplul 4 0,5:5 14 117 3 2,09
Exemplul 5 0,75:4 35 52 0,27 23,27
Baza de gel

1:0 268 166 0,03 209,44
Chitosan+1% HEC]
Exemplul 6 1:4,5 130 62 0,02 314,16

Teste efectuate in regim rotational - Curba de curgere

Curba de curgere ofera informatii despre variatia vascozitatii functie de viteza de forfecare aplicata.
Contitii de testare: se variazi viteza de forfecare intre 0.1 si 100 s7'.

Probele din Exemplele 1-6 prezintd caracter pseudoplastic, vdscozitatea acestora scizdnd cu
cresterea vitezei de forfecare (vezi Figura 3) [32].

In Tabelul 3 sunt prezentate valoarea vascozititii inregistrata la 10s™ (forta de forfecare la etalare)

si valoarea “Yield stress” (pragul de curgere, to) calculat cu ajutorul softului RheoCompass,
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folosind regresia “Casson advanced”. “Yield stress” reprezintd forta necesard pentru a initia
curgerea in cazul unui hidrogel ambalat intr-un tub (ambalaj preferat pentru un astfel de produs)
[32].

Formulele din exemplul 1-3 nu au nevoie de aplicarea unei forfe pentru a induce curgerea (vezi
Tabelul 3), ceea ce dovedeste inexistenta unei retele de gel. Rezultatele sunt in acord cu testele
efectuate in regim oscilatoriu (Tabelul 1).

Prin addugarea formatorului de gel (HEC) in diferite proportii, intre 0,5% - 1%, (Exemplele 4-6),
s-a obtinut o structurd stabild de gel doveditd prin existenta “Yield stress” si in acelasi timp

cresterea graduald a vascozitatii.

Tabelul 3. Centralizarea rezultatelor obtinute din testul de curgere.

Exemplul Exemplul| Exemplul | Exemplul | Exemplul | Exemplul | Exemplul
1 2 3 4 5 6
Viscozitate la 11,7 4.9 5,7 28,3 30 68,6
10s7!, [Pa-s]
Yield stress To, - - - 1,58*10°10 | 1,17*10° | 5,8*107
[Pa]

Pentru formula din Exemplul 6 au fost efectuate teste de curgere suplimentare, la 35°C si la 45°C

pentru a simula comportamentul reologic la etalare, dar si in conditii de depozitare extreme.

Tabelul 4. Variatia vascozitatii probei din Exemplul 6 functie de temperatura

Vascozitate, [Pa-s] Temperatura, [°C]
25 35 45
Cititd la 10s°1, * 68,6 54,1 51,4
Cititd la 50s™!, ** 18,2 13,4 14,8

*Fortd de forecare echialentd cu etalarea pe piele
** Fortd de forfecare echivalentd cu stresul aplicat hidrogelului in timpul procesului de divizare

Analizind datele obtinute din curbele de curgere inregistrate la mai multe temperaturi (vezi Figura
4, Tabelul 4), se constati ci la etalare (35°C, 10s!) vascozitatea hidrogelului scade cu 21% fata
de viscozitatea la temperatura camerei, ceea ce il face usor de aplicat. in schimb, o incilzire a
hidrogelului generat de procesul de divizare la scard industriala (simulaté la extrem prin mentinerea

acestuia la 45 °C) nu conduce la modificéri majore de vascozitate.
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Studiile reologice comparative ale celor 6 hidrogeluri, prezentate in Exemplele 1-6 evidenfiaza
urmaétoarele:

- pentru obtinerea unei retelele stabile tridimensionale este necesara introducerea unui formator de
gel care si inglobeze in structura sa principiile active;

- refeaua cea mai stabila este obtinuta pentru sistemul ce contine 1% HEC, iar raportul masic optim
dintre HEC si bentonita este 1:4,5;

- in intervalul 35-45°C, hidrogelul prezentat in Exemplul 6 nu prezintd modificéri majore de
vascozitate.

- formula din Exemplul 6 prezintd urmétoarele caracteristici structurale: are o retea de gel cu o
consistentd ridicata, stabild In timp (in conditii de repaus, la temperatura camerei), avind un
comportament pseoudoplastic (véscozitatea fiind invers proportionald cu viteza de forfecare),

comportament definitoriu produselor topice.

2. Determinarea continutului in L-arginind

Metoda de analizd:

Formulele din exemplele 1-6 au fost analizate in vederea determinarii continutului in L-arginini
(principiu activ cu rol reepitelizant) prin cromatografie de lichide de inalta performanti cu detectie
UV-Vis. Separarea L-argininei a fost realizatd pe coloand de tip silice nemodificata, folosindu-se
ca fazd mobild un amestec de solutie 50 mM dihidrogenofosfat de potasiu si acetonitril, in raport
50:50 (v/v). Debitul fazei mobile a fost setat la 1,0 mL/min, temperatura coloanei la 30°C. Detectia
UV-Vis a fost realizatd la A = 200 nm. Extractia L-argininei din structura hidrogelului s-a efectuat
in faz& mobild prin addugarea acesteia peste o cantitate cunoscuta de gel si agitare magnetica timp

de 30 de minute. Continutul declarat in L-argininad din exemplele 1-6 este de 1%.
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Rezultate si concluzii:

Rezultatele obtinute in urma determinérii continutului in principiu activ, L-arginind, sunt

prezentate in Tabelul 5.

Tabelul 5. Continut in L-arginina regasit, pentru formulele analizate (exemplele 1-6)

Formula analizata
Criteriu de

Parametru Exemplul| Exemplul| Exemplul| Exemplul| Exemplul| Exemplul
admisibilitate
1 2 3 4 5 6
Continut in
o 0,95+ 1,05 1,02 1,01 1,02 0,99 1,01 1,03
L-arginind, %

Cantitatea de L-arginind inglobatd in hidrogelurile prezentate in exemplele 1-6 este regésité

conform criteriilor de admisibilitate precizate de Farmacopeea Europeand (0,95% + 1,05%).

3. Determinarea continutului in substante inrudite ale L-argininei

Metodd de analizd:

Exemplele 1-6 descrise in prezenta cerere de inventie au fost caracterizate si din punct de vedere
al profilului de impuritéti inrudite chimic cu L-arginina. Modul in care evolueazd impurititile L-
argininei in cadrul formulei este un indicator al stabilitatii formulei in timp, din punct de vedere
chimic. De asemenea, prin aceasti analizé se evidentiazd faptul cd prin procesul descris se obtine
un produs sigur, impuritétile fiind in limitele prevazute de citre Farmacopeea Europeana, in cadrul
monografiei pentru clorhidrat de L-arginind. Determinarea continutului in substante inrudite ale
clorhidratul de L-arginind a fost realizata prin cromatografie de lichide de inaltd performanta cu
detectie UV-Vis. Separarea L-argininei si a substantelor inrudite a fost realizatd pe o coloana de
tip silice nemodificatd, folosindu-se ca fazd mobild un amestec de solutie 50 mM dihidrogenofosfat
de potasiu si acetonitril, in raport 25:75 (v/v). Debitul fazei mobile a fost setat la 1,5 mL/min,
temperatura coloanei la 30°C. Detectia UV-Vis a fost realizatd la A = 200 nm. Limita de raportare
pentru substantele Inrudite ale L-argininei este dupd cum urmeazi: in cromatograma obtinuti cu
solutia test se raporteazd doar picurile secundare mai mari de 0,05% si se neglijeaza picurile

datorate solutiei blanc.
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Rezultate si concluzii:

Formulele din exemplele 1-6 au fost analizate din punct de vedere al substantelor inrudite ale  L-
argininei, imediat dupd preparare (vezi Tabelul 6) si evolutia acestora la aproximativ o luni de la

preparare (vezi Tabelul 7).

Tabelul 6. Profilul substantelor inrudite ale L-argininei pentru formulele analizate (exemplele 1-

6), imediat dupa preparare

Continut Formuli analizata
substante Criterii de
Exemplul | Exemplul|Exemplul | Exemplul Exemplul | Exemplul
inrudite ale  |admisibilitate
L 1 2 3 4 5 6
L-argininei
Orice max. 0,2% SLN SLN SLN SLN SLN SLN
impuritate,
Total impurititi, | max. 0,5% SLN SLN SLN SLN SLN SLN

SLN = sub limita de neglijare

Procesul tehnologic aplicat nu influenteaza evolutia substantelor inrudite ale L-arginiei in cazul
formulelor prezentate in exemplele 1-6. Valorile obtinute pentru acestea se situeaza sub limita de
neglijare si se incadreazi in limitele prevdzute in monografia substantei clorhidrat de L-arginina,
din Farmacopeea Europeana.

Robustetea formulelor prezentate in exemplele 1-6, din punct de vedere al stabilititii lor in timp,
s-a realizat prin urmérirea evolutiei substantelor inrudite ale L-argininei, la o luni de la prepararea

acestora. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.
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Tabelul 7. Profilul substantelor inrudite ale L-argininei pentru formulele analizate (exemplele 1-

6), la o lund de la preparare

Continut Formula analizati
substante Criterii de
Exemplul [Exemplul | Exemplul| Exemplul| Exemplul | Exemplul
inrudite ale | admisibilitate
1 2 3 4 5 6
L-argininei
Orice
impuritate, max. 0,2% 0,688 0,308 0,282 0,122 0,074 SLN
Total
impurititi, max. 0,5% 1,253 0,625 0,539 0,122 0,125 SLN

SLN = sub limita de neglijare

Analizind rezultatele, se constata faptul ci formulele din exemplele 1, 2 si 3 nu sunt stabile din
punct de vedere al substantelor inrudite ale L-argininei, intrucit numai dupa o luna de la preparare
s-a observat o crestere considerabild a continutului acestora, peste limitele de admisibilitate
precizate de Farmacopeea Europeand. Se observa imbunatétirea graduala a stabilitétii din punct de
vedere chimic al formulelor din exemplele 46 (Tabelul 7). Este de mentionat faptul ca formula

din exemplul 6 este cea mai stabiléd din punct de vedere chimic.

4. Teste de cedare in vitro

Metodad de analizd:

Componentul natural activ al formulelor inovative de tip hidrogel este L-arginina. Demonstrarea
experimentald a eliberérii treptate a L-argininei din matricea hidrogelului, pentru a actiona local se
realizeaza prin teste de cedare in vitro prin celule de difuzie verticald Franz. Aceste experimente
simuleazd cliberarea la nivel local a principiului activ din produsul inovator prin mésurarea
cantitatii de L-arginind cedate printr-o membrana sinteticid (Nylon) pre-tratata.

Echipamentul utilizat este Vission Microette (Hanson), sistem de difuzie verticala alcatuit din 6
celule Franz. Celulele prezinta o suprafati de sticla standardizata cu capac deschis, cu orificiu de
diametrul 15 mm si cu un diametru total de 25 mm, capacitatea compartimentului receptor fiind de
7 mL. O cantitate medie de 300 mg gel, echivalentd cu 3 mg L-arginina, a fost aplicati intr-un strat
uniform pe suprafata unei membrane sintetice de Nylon, hidratatd in apa timp de 30 minute si

amplasatd Intre compartimentul donor si receptor al celulelor de difuzie Franz. Temperatura
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mediului receptor a fost controlatd si mentinutd la 32°C, iar agitarea continué a solutiilor din
interiorul celulelor, la 600 rpm, a fost asiguraté de un agitator magnetic incorporat.

Difuzia -argininei din hidrogel prin membrani a fost monitorizata prin determinarea concentratiei
de L-arginina din solutiile colectate periodic la intervale de timp bine definite. Timpii de prelevare
in cadrul studiului de cedare in vitro au fost de 60, 120, 180, 240, 300 si 360 minute. Solutiile
colectate din mediul receptor au fost analizate prin intermediul cromatografiei de lichide de inalta
performanti in vederea determinarii concentratiei in L-arginind. Separarea L-argininei a fost
realizatd pe o coloand de tip silice nemodificata, folosindu-se ca fazd mobild un amestec de solutie
50 mM dihidrogenofosfat de potasiu si acetonitril, in raport 50:50 (v/v). Debitul fazei mobile a fost

setat la 1,5 mL/min, temperatura coloanei la 30°C. Detectia UV-Vis a fost realizata la A = 200 nm.

Rezultate si concluzii:

Rezultatele obtinute pentru concentratia medie in L-arginina cedatd (mg/mL) la intervalele de timp

stabilite pentru formulele descrise in exemplul 1-6 sunt centralizate in Tabelul 8.

Tabelul 8. Profilul de cedare in vitro al L-argininei obtinute pentru formulele analizate (exemplele

1-6)
Timp Concentratia medie in L-arginini cedatid (mg/mL)
(h) Exemplul 1| Exemplul 2| Exemplul 3| Exemplul 4] Exemplul 5| Exemplul 6
1 0,039 0,056 0,054 0,034 0,035 0,042
2 0,177 0,096 0,105 0,099 0,098 0,146
3 0,213 0,105 0,118 0,112 0,110 0,173
4 0,209 0,108 0,124 0,115 0,112 0,181
5 0,247 0,107 0,134 0,116 0,115 0,180
6 0,252 0,105 0,130 0,112 0,112 0,176

Din suprapunerea profilelor de cedare (vezi Figura 5), aparent, formula din exemplul 1 prezintad
cel mai bun profil de cedare, intrucét a cedat cea mai mare cantitate de L-arginina (de 0,247
mg/mL). Ins3, coreland cu datele reologice obtinute pentru formula din exemplul 1 (Figura 1), se
consideri ca eliberarea substantei active a fost datorats in primul rand lipsei unei structuri de gel si
a unei véscozititi reduse. Profilele de cedare obtinute pentru formulele din exemplele 2-5 sunt
aseméndtoare. Se evidentiaza formula din exemplul 6 cu un profil de cedare in vitro al L-argininei

superior formulelor din exemplele 2-5.
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Deoarece formula din exemplul 6 a fost selectatd ca prezenténd proprietdtile fizico-chimice cele
mai bune, aceasta a fost caracterizatd detaliat si din punct de vedere al cedérii in vifro, realizindu-

se o serie de calcule suplimentare.

uuuuuuu

timpul de prelevare si se calculeazi rata de eliberare a L-argininei ca fiind panta dreptei (Figura
6). Rata de eliberare constanti (vezi Tabelul 9) este dovada existentei unei retele tridimensionale

stabile a matricei din hidrogelul formulei inovatoare.

Tabelul 9. Rata de eliberare a L-argininei din formula corespunzétoare exemplului 6

/]
19/09/2018 ,ZO

Cantitatea de arginini cedati (ug/cm?)
Timp (h'?)

Celuldil | Celuld2 | Celuld3 | Celuldi4 | Celuld5 | Celuld 6

1 150,282 | 166,102 | 193,785 | 177,966 | 158,192 | 146,328

1.4 610,734 | 585,311 | 601,130 | 610,734 | 603,955 | 602,260

1.7 788,943 | 791,525 | 793,785 | 800,807 | 793,059 | 783,212

2 953,061 | 932,284 | 934,867 | 946,847 | 930,082 | 922,783
2.2 1085,258 | 1057,558 | 1064,464 | 1074,201 | 1058,996 | 1058,564
24 1228,430 | 1192,818 | 1208,621 | 1215,794 | 1194,462 | 1190,014

P* (ug/cm?Vh) | 710,40 681,40 671,03 684,61 681,55 686,03

din timp (P) reprezintd rata de cedare in vitro a hidrogelului

o Fa s

>

Pentru formula din exemplul 6, a fost calculatd cantitatea de L-arginind cedatd ca procent din

cantitatea inglobata in formula de hidrogel inovatoare (vezi Tabel 10).

Tabelul 10. Cantitatea de L-arginini cedati ca % din cantitatea de substanta activa inglobata in

formula de hidrogel
Cantitatea de arginina cedata (% din cantitatea inglobati)
Timp (h'?)

Celuld 1 | Celuld 2 | Celuld 3 | Celuld 4 | Celuld 5 | Celuld 6
1 8,87 9,80 11,43 10,50 9,33 8,63
2 36,03 34,53 35,47 36,03 35,63 35,53
3 46,55 46,70 46,83 47,25 46,79 46,21
4 56,23 55,00 55,16 55,86 54,87 54,44
5 64,03 62,40 62,80 63,38 62,48 62,46
6 72,48 70,38 71,31 71,73 70,47 70,21
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Se observd cd mai mult de 70% din cantitatea de L-arginini inglobata in reteaua de hidrogel a fost

cedati, ceea ce sustine eficienta terapeuticé a formulei propuse.

5. Determinarea continutului in betulind

Metodd de analizd:

Formulele din exemplele 3-6 au fost analizate in vederea determinérii continutului in betulina prin
cromatografie de lichide de inaltd performantd cu detectie UV-Vis. Separarea betulinei a fost
realizatd pe coloana de Cis, folosindu-se ca fazd mobild un amestec de apé si acetonitril, in raport
de 1:9 (v/v). Debitul fazei mobile a fost setat la 1,0 mL/min. Detectia UV-Vis a fost realizati la A
= 210 nm. Extractia betulinei din refeaua de hidrogel s-a efectuat in fazi mobila prin addugarea

acesteia peste o cantitate cunoscuti de gel si agitare magnetica timp de 30 de minute.

Rezultate si concluzii:

Rezultatele obtinute in urma determinérii continutului de principiu activ, betulind, sunt prezentate

in Tabelul 11.

Tabelul 11. Continut in betulin regasit, pentru formulele analizate (exemplele 3-6)

Criteriu de

Parametru Exemplul 3 | Exemplul 4 | Exemplul 5 | Exemplul 6
admisibilitate

Continut in betulini, % 1% + 5% 0,99 1,00 1,00 1,02

Cantitatea de betulind inglobatd in hidrogelurile prezentate in exemplele 3, 5, 6 este regasiti

conform criteriilor de admisibilitate prevazute de Farmacopeea Europeana (0,95% ~+ 1,05%).

6. Activitate antimicrobiand

Metodd de analizd:

Deoarece produsul dezvoltat sub forma de hidrogel va fi aplicat pe rani, plagi cronice, etc., 0
caracteristicd importantd pe care trebuie sé o prezinte este activitatea antimicrobiana pe o gama cét
mai largd de microorganisme specifice. Activitatea antimicrobiand a formulelor prezentate in
exemplele 1-6 a fost testatd prin metoda difuziei in agar. Probele au fost incélzite prin incubare la

37°C, timp de 20 minute, au fost agitate timp de 5-10 minute in recipientul original utilizidnd un
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agitator vortex si din nou incubate la 37°C timp de 20-24 ore. Efectul antibacterian a fost bine

evidentiat pe toate testele pozitive.

Rezultate si concluzii:

Activitatea antimicrobiand a formulelor din exemplele 1-6 este prezentata in Tabelul 12.

Tabelul 12. Activitatea antimicrobiand a formulelor analizate (exemplele 1-6)

Microorganismul Activitate antimicrobiani pentru formulele analizate

test Exemplul | Exemplul | Exemplul | Exemplul | Exemplul | Exemplul
1 2 3 4 5 6

Klebsiella pneumoniae ++ ++ -+ +++ +++ +++

53153 1P

Escherichia coli + + + - - -

Proteus rettgeri ++ +++ +++ +++ +++ +H+

Proteus vulgaris ++ +4++ +++ ++ +++ -+

Salmonella enterica +++ +++ +++ +++ +++ ++

Pseudomonas ++ ++ +++ + + ++

aeruginosa ATCC 9027

Staphylococcus aureus ++ ++ ++ + ++ ++

ATCC 6538

Candida albicans + ++ ++ + + +

.+ ! efect inhibitor redus, ,,++": efect inhibitor mediu; ,,+++" : efect inhibitor semnificativ; ,,-"': nu prezintd efect

inhibitor.

Formulele obtinute din FExemplele 1-6 au demonstrat efect antibacterian pe urmétoarele
microorganisme: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris. Efectul antifungic a fost evidentiat pentru Candida
albicans.

Formula din Exemplul 6 prezinta efect inhibitor semnificativ pe microorganisme precum Klebsiella
pneumoniae, Proteus retigeri, Proteus vulgaris, Salmonella enterica si efect mediu pe
Staphylococcus aureus. Efectul antifungic (testat pe Candida albicans) prezentat a fost de nivel

redus (vezi Tabelul 12).

23



a 2018 00696 19/09/2018

7. Activitate antioxidantd

7.1. Determinarea efectului antiradicalic fati de radicalul cation ABTS™
Metodd de analizd:

Generarea radicalului cation ABTS s-a realizat prin tratarea solutiei apoase de acid 2,2 -azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (7 mM) cu persulfat de potasiu (2,45 mM). Amestecul rezultat a
fost péstrat la intuneric timp de 12 — 16 ore pentru a favoriza formarea radicalului monocation
ABTS*[37, 38]. S-au luat in lucru 0,5 mL din solutia stoc de ABTS* si 40 mL de alcool etilic
absolut. Formulele studiate (Exemplul 1-3 si Exemplul 6) au fost liofilizate, dupd care s-a cantérit
din fiecare tip de formuli cate 0,15 g proba care s-a adus in 10 mL metanol si s-a mentinut pe baie
de apd timp de 30 minute. Din solufia metanolici rezultati s-a masurat un volum de 100 uL, peste
care s-au adaugat 1900 uL de soluie alcoolicd de ABTS*. Amestecul rezultat s-a 13sat in repaus 6
minute, dupa care s-a citit absorbanta la A = 734 nm, utilizand alcool etilic absolut ca blanc. in
paralel, s-a prelucrat o probé control care contine 100 pL. metanol i 1900 pl de solutie alcoolicd
de ABTS. Ca martor pozitiv s-a folosit acidul ascorbic in concentratie de 1 mg/mL. Toate
determindrile au fost realizate in triplicat. Rezultatele s-au exprimat ca medie aritmeticé + deviatia
standard.

Activitatea antioxidantd (scavanger) a formulelor analizate, exprimatd ca procent de inhibitie
(Inhibitie %) a radicalului cation ABTS", s-a determinat cu ajutorul urmétoarei formule de calcul:
Inhibitie, % = (Acontrol — Ap/Acontror) X 100
unde, Acontrol = valoarea absorbantei probei control la 734 nm; A, = valoarea absorbantei probei

din formula analizati la 734 nm, cititd la 6 minute dupi adiugarea solutiei de ABTS™.
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Rezultate si concluzii:

Activitatea antioxidanta fatd de radicalul cation ABTS a formulelor din Exemplele 1-3 i 6 este

‘prezentatd in Tabelul 13.

Tabelul 13. Activitatea antioxidanta (scavenger) a formulelor analizate (exemplele 1-3 si 6) fata

de radicalul ABTS*

Formula analizati | Absorbanta Inhibitie ABTS (%)
Exemplul 1 0.130+ 0.065 | 80.74 + 0.96

Exemplul 2 0.137+0.034 | 79.89+0.87

Exemplul 3 0.123 £0.023 | 81.77+ 0.91

Exemplul 6 0.098 £ 0.004 | 85.48 +0.79

Acid ascorbic 0.064 £ 0.072 | 90.51 +0.56

Control 0.675+0.078

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul cd formulele analizate au un efect antioxidant fata de
radicalul cation ABTS"* comparabil cu cel al acidului ascorbic. Pentru formulele analizate valorile
procentelor de inhibitie au variat intre 79,89% si 85,48%, in timp ce valoarea inregistratd pentru
acidul ascorbic, in concentratie de 1 mg/mL, a fost de 90,51%. Cel mai mare procent de inhibitie
si respectiv cel mai intens efect antioxidant a fost Inregistrat pentru formula din Exemplul 6 pentru
care valoarea a fost de 85,48%. Efect antioxidant apreciabil au prezentat insi si celelalte formule

analizate (Exemplele 1-3).

7.2. Determinarea efectului antiradicalic fatd de radicalul DPPH

Metodd de analizd:

Formulele studiate (Exemplele 1-3,6) au fost liofilizate, dupd care s-a cantirit din fiecare tip de
formuld céte 0,15 g proba care s-a adus in 10 mL metanol si s-a men{inut pe baie de apd timp de
30 minute. Din solutia metanolica rezultatd s-a mdsurat un volum de 1000 pL peste care s-a addugat
3000 pL solutie metanolicd de DPPH 0,1 mM [39, 40]. Amestecul rezultat s-a mentinut la intuneric
timp de 30 minute, dupi care s-a citit absorbanta la 517 nm fati de metanol. In paralel s-a lucrat o
proba control care confine 1000 pL metanol si 3000 pL solufie metanolica de DPPH 0,1 mM. Ca
martor pozitiv s-a folosit acidul ascorbic in concentratie de 1 mg/mL. Toate determinarile au fost
realizate in triplicat. Rezultatele s-au exprimat ca medie aritmeticd + deviatia standard.

Activitatea antioxidantd (scavanger) a formulelor analizate, exprimati ca procent de inhibitie

(Inhibitie %) a radicalului liber DPPH, s-a determinat cu ajutorul urmatoarei formule de calcul:
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k.

Inhibitie % = [(Acontroi-AP)/ Acontroi] X 100

unde, Acontrol = valoarea absorbantei probei control la 517 nm; Ap = valoarea absorbantei probei
din formula analizati la 517 nm, cititd la 30 minute, dupa addugarea solutiei de DPPH.

Rezultate si concluzii:

Activitatea antioxidanti fata de radicalul DPPH a formulelor din Exemplele 1-3, 6 este prezentatd
in Tabelul 14.

Tabelul 14, Activitatea antioxidanti (scavenger) a formulelor analizate (exemplele 1-3, 6) fatd de
radicalul DPPH

Formula Absorbanta Inhibitie DPPH (%)
analizati

Exemplul 1 0.609 + 0.054 43,34 £ 0.45
Exemplul 2 0.637 = 0.097 40.74 £ 0.97
Exemplul 3 0.623 +0.084 42.04 £0.51
Exemplul 6 0.598 + 0.071 4437 +0.68
Acid ascorbic 0.404 £ 0.027 62.24 + 0.98
Control 1.075 £ 0.721

Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ci toate probele analizate au prezentat un efect antioxidant
similar fata de radicalul DPPH, procentul de inhibitie variind intre 40,74% (Exemplul 2) si 44,37%
(Exemplul 6). in conditii experimentale identice efectul antioxidant inregistrat pentru acidul

ascorbic, experimat ca procent de inhibitie fati de radicalul DPPH, a fost de 62,24%.

8. Activitate cicatrizantd si de regenerare tisulard

Metoda de analizd:

Efectul cicatrizant si regenerant tisulat al formulelor dezvoltate (Exemplul 1, 3, 6) a fost evaluat pe
model de plaga cronicd indusi la sobolanul diabetic. Studiul s-a realizat pe sobolani albi, rasa
Wistar, adulti, masculi, cu greutatea cuprinsi intre 280 - 400g, crescuti in conditii identice de
laborator si aclimatizati timp de 7 zile inainte de inceperea experimentului, in conditii de mediu
relativ constante: temperatura 23+2°C, umiditate 40—-60%, ciclu de 12 ore lumind/intuneric.
Diabetul zaharat a fost indus prin administrare intraperitoneald de streptozotocin, in doza de 55
mg/kg corp [41-42]. Dupé inducerea diabetului, sobolanii au fost {inuti sub supraveghere timp de

7 zile, perioadd in care au fost monitorizati din punct de vedere al glicemiei. Sobolanii care au
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prezentat valori ale glicemiei mai mari de 250 mg/dL, au fost considerati diabetici §i au fost
selectati pentru evaluarea efectului cicatrizant al formulelor dezvoltate [43]. Inducerea plégii la
sobolanii diabetici s-a realizat prin incizie circulard, pe desenul rotund preoperator, cu margine
superioard la 0,5 cm sub scapular si margine mediald la 1 cm de limita corpului vertebral cel mai
apropiat. S-a excizat un disc de tesut cutanat cu diametru de 2,5 cm, ce include toatd grosimea
tegumentului pani la nivelul suprafascial muscular. Pentru fiecare sobolan diabetic s-au realizat
cate doud incizii. Dupi realizarea plégii, sobolanii au fost repartizati randomizat in loturi a céte 6
sobolani, cirora li s-a aplicat pe suprafata lezatd, formulele dezvoltate (Exemplele 1, 3, 6).

Pe parcursul experimentului, care a durat 24 zile, formulele dezvoltate (Exemplele 1, 3, 6) au fost
aplicate la fiecare 3 zile. La fiecare aplicare s-a realizat si curitarea plagii in vederea indepértarii
tesutului lezat, a celulelor moarte, a cheagurilor de fibrin4 si a excesului de exudat. La momentul
aplicérii periodice s-a realizat si analiza macroscopicd a plagii, masurndu-se diametrul acesteia

(ziva 0, 3, 6, 9, 12,15, 18, 21, 24).

Rezultate si concluzii:

Rezultatele analizei macroscopice, respectiv monitorizarea plagii pe parcursul experimentului prin

masurarea diametrului acesteia sunt prezentate in Tabelul 15 si Figura 7.

Tabelul 15. Diametrul plagii (mm), la diferite intervale de timp (ziva 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24)

Lot 1/Exemplul 1 Lot 2/Exemplul 3 Lot 3/Exemplul 6

zZi Medie + DS zZi Medie £ DS zZi Medie + DS
0 25,35+ 0,51 0 25,35+ 0,51 0 25,74 £ 0,25
3 24.09+0,18 3 23,06 £ 0,23 3 23,96 £ 0,14
6 20,05 £ 0,56 6 20,48 + 0,75 6 21,34 £ 0,29
9 18,96 + 1,08 9 18,65+ 0,31 9 18,19+ 0,84
12 13,51 £ 0,25 12 13,21 £ 0,52 12 14,15+ 0,14
15 8,13 +0,32 15 8,13+0,48 15 12,82 £ 0,32
18 6,85+0,78 18 6,38 +£ 0,39 18 8,72+ 0,67
21 5,17+ 0,15 21 vindecat 21 5,34 + 0,54
24 vindecat 24 vindecat 24 vindecat

Analiza rezultatelor obtinute a evidentiat faptul c& pentru toate formulele dezvoltate (Exemplele 1,

3, 6) s-a observat o reducere progresiva a diametrului zonei plagii, comparativ cu diametrul initial
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(ziva 0). Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru lotul tratat cu formula 3 (Exemplul 3/ lot
2) pentru care vindecarea completd a plégii a fost observaté incé din ziua a 21-. Pentru formula 1
(Exemplul 1/1ot 1) si formula 6 (Exemplul 6/1ot 3) au fost obtinute rezultate similare, observandu-
se vindecarea completa a plagii in ziua a 24-a a experimentului.

Pentru gobolanii tratati cu formuldrile dezvoltate (Exemplele 1, 3, 6), s-a observat ci plaga este
lipsitd de zone de supuratie §i are aspect rosaceu, ceea ce denotd o bund vascularizatie. Totodata
Incepénd cu ziua a 9-a a experimentului s-au observat zone lucioase, ce reprezintd noile straturi de

celule epiteliale formate ca urmare a procesului de regenerare tisulara.

CONCLUZII:

1) Prin introducerea unui formator de gel (hidroxietilcelulozd) se stabilizeazd din punct de
vedere fizic si chimic formulele din Exemplele 3-6. Inglobate in reeaua de gel,
componentele active sunt protejate de procesele de degradare chimica.

2) Formula din Exemplul 6 prezinti cele mai bune proprietati reologice.

3) Formula din Exemplul 6 prezinta cea mai buna stabilitate chimica, prin inglobarea in refeaua
structurati a principiilor active.

4) Matricea de gel continand principii active, asa cum este prezentatd in Exemplul 6, permite
eliberarea controlatd a L-argininei la aplicare topicad. Procesul de eliberare controlati al
acestui principiu activ are loc cu un randament de peste 70% la 6 ore de la aplicare.

5) Ingredientele naturale active inglobate in formula din Exemplul 6 conferd acesteia
proprietdfi antimicrobiene demonstrate, dovedind eficacitate fatd de microorganismele
specifice ce pot fi prezente in plagi.

6) Rezultatele obtinute din testele de determinare a activitatii antioxidante au demostrat faptul
c4 toate formulele analizate au efect antioxidant fati de radicalul cation ABTS si DPPH
comparabil cu cel al acidului ascorbic, cele mai bune rezultate obtinAndu-se pentru formula
din Exemplul 6.

7) Testele in vivo efectuate pe model de plagd cronicd indusd la sobolanul diabetic au
demostrat actiunea cicatrizanta si de regenerare tisulari a formulelor studiate. Vindecarea
plagilor are loc 1n 21-24 de zile.

8) Comparativ cu produsul sub forma de “sponge” prezentat in stadiul tehnicii (vezi lucrarea

de doctorat “Sinteza §i evaluarea biologicd a unor noi derivati de a-aminoacizi”),
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hidrogelul obtinut in Exemplul 6, prezintd compliantd mai bund pentru pacient prin
aplicarea cu ugurinta a acestui hidrogel pe plégi cronice.

9) Procesul tehnologic de obtinere a hidrogelului prezentat in inventie presupune addugarea
ingredientelor naturale active la temperatura camerei, astfel protejandu-le de o eventuald
degradare chimica.

10) Procesul tehnologic prezentat in inventie poate fi transpus la scaré industriald, avénd o serie
de avantaje precum: timp de procesare scurt (maxim 3 ore), temperaturd de lucru apropiati
de temperaturd camerei. Aceste avantaje il transforma intr-un process rentabil din punct de

vedere economic.

Aceastd lucrare a fost sustinutd de un grant al Autoritétii Nationale pentru Cercetare Stiintifica si
Inovare, CNCS / CCCDI - UEFISCDI, numir de proiect PN-III-P2-2.1-PED-2016-1807, in cadrul
programului PNCDI II1.
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Produs topic continind principii active naturale folosit in tratamentul pligilor cronice si

procedeul industrial de obtinere a acestuia

Inventatori: Claudia Andries, Lenufa Profire, Licramioara Stefania Moisuc, Andreea Teodora
Iacob, Mihaela Nicoara, Irina Draga Céruntu, Liliana Potorac, Luminita Georgeta Confederat,

Anca Daniela Rusu, Iustina Mihaela Avram, Amalia Diana Teliscd, Simona Eliza Giusca

REVENDICARI:

1.Compozitia farmaceutica pentru tratamentul plagilor cronice care contine: 0,1...5% hialuronat de
sodiu, 0,1...5% L-argining, 0,5...10% bentonita, 0,1...5% chitosan, 5...50% glicerol, 0,02...6% acid
lactic, fard sau cu adaos de formator de gel 0,1...5%, 20...85% apa purificata, .faré sau cu adaos de
0,1...5% triterpene, fird sau cu adaos de 5...15% vehicul acceptabil farmaceutic cu rol de umectant.
2. Compozitie farmaceuticé conform revendicarii 1 caracterizati prin aceea ca formatorul de gel
este reprezentat de un polizaharid natural.

3. Compozitie farmaceuticd conform revendicarii 2 caracterizatd prin aceea ca formatorul de gel
este hidroxietilceluloza.

4. Compozitie farmaceuticd conform revendicarii 3 caracterizaté prin aceea ca raportul masic intre
hidroextil celulozi:bentonita este de 1:4,5.

5. Compozifie farmaceuticé conform revendicarii 1 caracterizati prin aceea ca vehiculul acceptabil
farmaceutic ca umectant este reprezentat de un poliol.

6. Compozitie farmaceuticd conform revendicarii 5 caracterizata prin aceea ca vehiculul acceptabil
farmaceutic ca umectant este propilenglicol.

7. Compozifie farmaceuticd conform revendicérii 1 in care familia triterpenelor este reprezentata
de extract natural de betulina.

8. Procesul de obtinere a hidrogelului conform revendicarii 1 utilizat in tratamentul plagilor cronice
si obtinut astfel:

8.1. Obtinerea gelului de chitosan prin hidratare la 45°C si solubilizare prin acidfiere cu acid lactic;
8.2. Suspendarea hialuronatului de sodiu in glicerol;

8.3. Suspendarea bentonitei;

8.4. Reunirea componentelor obtinute in etapele 1, 2 si 3;

8.5. Introducerea ingredientelor naturale active mentionate in revendicarea 1 si omogenizare la
temperatura camerei.
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SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 reprezinta testul baleiaj de amplitudine pentru formulele din Exemplele 3, 5 i 6.

Figura 2 reprezinta testul baleiaj de frecventa pentru formulele din Exemplele 3,45 §i 6.

Figura 3 reprezinta curbele de curgere pentru formulele din Exemplele 1-6.

Figura 4 reprezinti curbele de curgere pentru formula din Exemplul 6 inregistrate la 25°C, 35°C

si respectiv 45°C.

Figura 5 reprezinta profilele de cedare in vitro pentru hidrogelurile din Exemplele 1-6.

Figura 6 reprezinti rata de cedare in vitro pentru hidrogelul din Exemplul 6, celulele 1-6.

Figura 7 reprezintd imagini macroscopice ale plégii la aplicarea formulelor dezvoltate (Exemplele

1, 3, 6).
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Figura 7. Imagini macroscopice ale plagii la aplicarea formulelor dezvoltate (Exemplele 1, 3, 6)
la diferite intervale de timp.
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