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¢4 PRODUS DERIVAT DIN ULEIUL DE SEMINTE DE CATINA
CU EFECT REGENERATIV PE KERATINOCITELE NORMALE

(57) Rezumat:

Inventia se referd la un produs derivat din uleiul de
seminte de catina cu efect regenerativ pe keratinocitele
normale. Produsul, conform inventiei, consta intr-un
preparat in forma solida, liofilizat si resuspendat in
solutie de etanol absolut, rezultdnd o fractie pura din
uleiul de catina sub forma unui lichid incolor, limpede,
fara depuneri, cu miros de etanol, stabil in faza lichida

la temperatura camerei si la refrigerare la temperaturi
intre 0 si -10°C, cu efect de stimulare a proliferarii
celulare la o concentratie de 40 uM.
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Stadiul cunoasterii: i Data denozit 1510

Catina [numita in prezent Elaesagnus rhamnoides (L.); fost nume Hippophae rhamnoides (L).]
este o plantd medicinald si aromaticd unica, exploatatd ca remediu natural. Familia
Elaesagnaceae cuprinde 6 specii si 12 subspecii, dintre care Hippophae rhamnoides,
cunoscutad Th mod obisnuit ca cétind, nisip sau afine, este o plantd unica, in prezent fiind
domesticita in mai multe parti ale lumii (1). Creste in mod natural in clima temperata, avand o
distributie larga in Asia si Europa (2). De asemenea, este cultivat in scopuri medicinale, in
special in Europa de Nord, precum si in China si Rusia (3). Numele sau (grecesc: hipopotami
- cal si phao - stralucitor) este derivat din observatiile timpurii ca caii hraniti cu catina ar deveni
mai puternici si cu un strat mai stralucitor. Ulterior s-a descoperit ca este inzestrat cu
proprietati curative pentru bolile gastro-intestinale, hepatita, tulburarile cutanate si astmul si
ca modalitate de prevenire a reumatismului (3).

Aproape fiecare parte a plantei (radacini, scoarta, frunze si fructe, cunoscute si sub numele
de fructe de padure) este exploatatd in scopuri medicinale, datoritd continutului ridicat de
substante chimice bioactive(3). Pana in prezent, existd multe date privind compozitia
biochimica a fiecarei parti a plantei, metodele de extragere si imbogatire a componentelor
active si efectele biologice. Distributia geografica, sezonul de recoltare si metoda de extractie
pot modifica compozitia produselor dorite. O astfel de investigatie atentad a condus la concluzia
cd cea mai valoroasa parte a catinei este fructul. Poate cel mai cunoscut produs final al catinei
este uleiul, care poate fi extras din toatd boabele, separat de suc sau extras din seminte. in
functie de originea si metoda de extractie (4), uleiul de catind poate prezenta variatii in
compozitia biochimica, dar este apreciat in unanimitate pentru proprietatile sale antioxidante
si antiinflamatorii. Constanta rapoartelor despre proprietatile benefice ale uleiului de catina a
determinat analiza detaliatd a compusilor cu proprietati bioactive, cunoscute acum ca fiind

fenoli, flavonoizi si carotenoizi, precum si vitaminele liposolubile si precursorii acestora.

Desi sunt compusi bioactivi importanti in catina, acizii grasi (FA) au fost mai putin cercetati in
ceea ce priveste efectele biologice. Uleiul de catina este imbogatit in FA saturata si nesaturata
si are o concentratie neobisnuit de mare de acid palmitoleic, cu beneficii dovedite asupra
sanatatii pielii. Efectele de protectie ale catinei FA asupra sistemului cardiovascular au fost,
de asemenea, frecvent abordate in studii preclinice si clinice. Se stie mai putin despre
implicatia acizilor grasi in regenerarea celulara sau daca acestea ar putea fi chiar implicate in
tumorigeneza. in ceea ce priveste efectele asupra pielii, dintre acizii grasi, acidul palmitoleic
este considerat a avea un efect regenerativ.

Prezentarea inventiei:
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Inventia se refera la un produs separat din uleiul de seminte de catina cu efecte regenerative
pe celulele keratinocite normale. Extragerea a fost realizata cu fluide supracritice (CO2), iar
caracterizarea atat cantitativa cat si calitativa prin cromatografia de Tnalta performanta cuplata
cu un detector MS/MS. Preparatul astfel realizat este apoi adus in forma solida prin liofilizare
si resuspendat in solutie de concentratie cunoscuta cu etanol absolut. Se obtine astfel lichid
incolor, limpede, fara depuneri, elemente particulate sau suspensii vizibile, cu miros de etanol.
Faza lichida se pastreaza atat la temperatura camerei cat si la refrigerare la temperaturi intre
0 si -10°C. Produsul a fost supus unor teste de biocompatibilitate in vitro, utilizidnd modele in
culturi celulare. S-au evaluat citotoxicitatea, proliferarea celulara, aderarea celulara si
comportamentul in timp real pe timp mai indelungat. Testele au demonstrat absenta
citotoxicitatii, o capacitate moderatd de a promova proliferarea celulara, capacitatea de a

stimula migrarea si de a induce repararea tisulara.

Problema tehnica

Metodele de separare ale compusilor bioactivi sunt variate si sunt ele insele sursa de
variabilitate in rezultatele pe care le produc. Pentru constanta rezultatelor este nevoie de

stabilirea unor parametri exacti.

in plus, unii compusi activi nu pot fi separati ca si compusi puri, ei fiind in amestec cu una sau
mai multe componente. Un amestec face insa dificila stabilirea cauzalitatii intre un efect
benefic si un compus. Din acest motiv, stabilirea unor conditii specifice de separare si
caracterizarea produsul separat sunt puncte-cheie de care depinde obtinerea unui produs
specific.

Avantajul prezentei inventii

Prezenta inventie duce la obtinerea unui produs specific, in urma aplicérii un set de parametri
care permit obtinerea unei fractii pure din uleiul de catina, fractie care poate fi caracterizata
prin anumiti parametri fizico-chimici, ca de exemplu timpul de elutie in coloana de
cromatografie.

Figuri

Figura. 1 Cromatograma probei injectate in coloana de cromatografie lichida. Se observa

separarea mai multor peakuri, la intervale specifice de timp.

Figura 1. Evaluarea proliferarii celulare a fractiilor purificate de partener si a acizilor
gragi comerciali corespunzatori. 10 000 de celule au fost tratate in triplicat cu solutiile
prezentate in figura, la concentratile mentionate, timp de 24, 48, 72h. Fiecare bara reprezinta
media triplicatelor, corectatd cu valoarea fundalului si raportatd la media controlului. Pentru
fiecare situatie experimentala sunt prezentate trei valori, reprezentand, in ordine, mediile
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valorilor obtinute la 24, 48 si respectiv 72h. Pentru fractii sunt prezentate doar datele de la 24
si 48h.
Figura 3. Masurarea in timp real a impedantei electrice a keratinocitelor normale tratate cu

fractia purificata din uleiul de seminte de catina

Se dau in continuare cateva exemple de aplicare a inventiei
Exemplul 1

Modalitatea de obtinere a produsului depinde de parametri specifici

Echipament

Pentru separarea acizilor grasi din din Uleiul de catina a fost utilizat un sistem cromatografic
compus din Cromatograful de lichide de inalta presiune PerkinElmer Flexar FX15 cuplat cu
un detector PDA, acizii fiind separati pe o coloana semipreparativa Cosmosil 5C18-AR-2 cu o
lungime de 150mm si un diametru interior de 20mm.Colectorul model Gilson FC 203B a
permis colectarea individuala a fractiilor eluate.

Parametrii metodei cromatografice:
Faza mobila:95% Acetonitril si 5% H20

Debit pompa: 6ml/min
Detector: 208nm

Volumul de injectie: 400 ul

Timpul de achizitie al probelor a fost de de25 minute.

Compusii au fost separati din proba utilizand Colectorul de fractii conectat la tubulatura de
iesire din sistemul HPLC

Prepararea probei pt injectie si colectarea fractiilor

150 mg de proba a fost diluata in 1 ml de etanol din care s-au injectat 400 ul in sistemul
cromatografic. Peakurile care se observa in intervalul 4-7,5 (fig.1) nu prezinta un real interes
ele ar putea fi diversi compusi care nu interactioneaza cu colona sau au un timp de retentie
indelungat si elueaza din injectia precedent. Peak-urile colectate au fost cele identificate ca
fiind Acidul Linolenic , Acidul Linoleic si Palmitoleic care au un timp de retentie foarte apropriat
ceea ce face dificila separarea acestora cu metoda utilizata, astfel cele doua elueaza
impreuna si formeaza un singur peak, urmate de Acidul Oleic si Acidul Palmitic. Acidul Oleic
in urma analizei LC-MS a fost detectat in concentratii mari insa acesta prezinta o absorbanta
mica la 208nm pe detectorul PDA, datorita lipsei cromoforilor ceea ce face dificild detectarea
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lui in forma sa naturald; pentru o mai buna detectie acesta poate fi derivatizat, insa acest

procedeu ii schimba structura chimica.

Exemplul 2
Produsul poate fi folosit pentru stimularea proliferarii celulelor normale

Fractiile separate prin cromatografie in faza lichida de inaltd performantd (HPLC) au fost
testate prin metoda MTS pe fibroblaste standardizate NIH 3T3 (standard ISO 10993) pentru
evaluarea toxicitatii si a proliferarii celulare. Aceste rezuitate au fost comparate cu efectul
standardelor analitice corespunzatoare de acizi grasi (fig.2). Se observa ca fractia de interes
(F4) exercita toxicitate mai mica decét standardul de acid gras corespunzator (PA). Din aceste
rezultate s-a selectat o concentratie non-toxica, cu efect pe proliferarea celulard comparabil
cu controlul (celule netrate), care a fost mai departe testatd pe keratinocite normale (linie
standardizatda ATCC — NHEK). Aceste celule reprezintd populatia majoritara a epidermei
normale umane. Din monitorizarea proliferarii celulare in timp real prin folosirea platformei
xCELLigence se remarca stimularea proliferarii de catre fractia purificata (F4) la o concentratie
de 40uM (fig.3).
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Revendicari

1. Un produs obtinut din uleiul de seminte de catina prin extractie cu fluide supercritice,
separat prin HPLC,care este adus in forma solida prin liofilizare si resuspendat in
solutie de concentratie cunoscuta cu etanol absolut , caracterizat prin aceea ca se
colecteaza in anumite conditii prin cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC)
intr-un un interval specific de timp si prin aceea cd este necesara o anumita
concentratie pentru a exercita un efect biologic favorabil asupra celulelor normale ale
pielii

2. Produsul resuspendat in solutie este un lichid caracterizat prin aceea ca este incolor,
limpede, fara depuneri, elemente particulate sau suspensii vizibile, si prin aceea cd are
miros de etanol si prin aceea ca ramane in faza lichida atat la temperatura camerei cat
si la refrigerare la temperaturi intre 0 si -10°C.
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Figura 2
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Figura 3
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