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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un hidrogel multifunctional destinat
tratamentului ranilor cronice, pe bazé de componente
polimerice naturale de natura proteicéa si polizaharidica
de origine marina, suplimentata cu o nanoemulsie din
componente de origine vegetala si la un procedeu de
obtinere al acestuia. Hidrogelul conform inventiei este
constituit din trei compozitii |, 1l si lll, realizate din urma-
toarele componente exprimate in procente masice:

a) compozitia | este un gel carbomer realizat
din 5...10% Carbopol 940, 0,01...0,05% acid citric,
0,5...1% agent de neutralizare frietanolamina si
90...95% apa purg,

b) compozitia Il este un amestec de compo-
nente naturale de origine marina format din: 45...55%
hidrolizat proteic din piele de biban de mare
(Dicentrarchus labrax) contindnd 1..2% substanta
uscata cu greutatea moleculara medie de 50...150 kDa,
pH = 6...7 si 45...55% polizaharide sulfatate din alga
macrofitd marind Cladophora vagabunda continand
1...2% substanta uscata, 30...35% carbohidrati totali si
20...25% sulf, care se adauga in compozitia finala in
proportie de 2...10% si

¢) compozitia Il este o nanoemulsie din
45...50% faza uleioasa formata din proportii egale de
ulei de soia si etanol de puritate analitica, 45...50% faza
apoasa de hidrosol obtinut din pelin cu un continut de
1...3% substanta uscatd, 10...15% polifenoli totali si
2...10% agent de emulsifiere Tween 20, care se adauga
in compozitia finala in proportie de 0,1...1%. Procedeul
conform inventiei constd in amestecarea in picatura,
sub agitare continuad a compozitiei | cu compozitia Il si
cu compozitia Ill, in raport de greutate cuprins intre
40:9:1...90:9:1, continuédnd agitarea la temperatura
camerei, timp de 1 ora, pana la omogenizare, dupa
care hidrogelul se conditioneaza in cutii de plastic de
50 ml si se pastreaza la o temperaturd de 4°C, timp de
6 luni.
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MARINA SI VEGETALA PENTRU TRATAMENTUL RANILOR CRONICE Si
PROCEDEU DE OBTINERE

Autori: Alexandra Gaspar-Pintiliescu, Oana Craciunescu, Ana-Maria Seciu-Grama,
Andreea losdgeanu, Ana-Maria Prelipcean

Inventia se referd la o compozitie de hidrogel multifunctional destinats
tratamentului ranilor cronice, pe baz& de componente polimerice naturale de natura
proteicd si polizaharidicd de origine marina, suplimentatd cu o nanoemulsie din
componente de origine vegetald, precum si la procedeul de obtinere al acesteia.

Se stie ca ranile cronice de la nivelul tesutului dermal sunt caracterizate de o
faza inflamatorie persistentd cauzatd de prezenta in exces a macrofagelor,
monocitelor si neutrofilelor, celule care elibereaza cantitati mari de citokine pro-
inflamatoare de tipul TNF-a, IL-1B, IL-6. De asemenea, supraproductia de
metaloproteinaze matriceale, responsabile de degradarea matricei extracelulare,
precum si infectiile persistente si biofilmele microbiene sunt alti factori implicati in
cronicizarea ranilor (Schilrreff P. & Alexiev U., International Journal of Molecular
Sciences, 23(9), 4928, 2022).

Se cunosc unele produse naturale utilizate pentru tratamentul ranilor pielii,
destinate unei anumite faze a procesului de vindecare, cum sunt. pansamentele care
contin miere (MediHoney®) sau colagenazi (Collagenase SANTYL®) pentru
debridarea plagii, pansamentele care au in compoztie argint (AQUACEL®
Hydrofiber®) sau derivati ai iodului (lodoflex®) pentru controlul infectiilor, si
pansamentele pe baza de alginat si colagen bovin (Algosteril®, CollaSorb®) pentru
absorbtia exudatului in exces (Bowers S. & Franco E., American Family
Physician, 101(3), 159-166, 2020; Shi C. et al., Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 8, 182, 2020). Totusi, nu existd produse naturale care sa rezolve
problema complexa a ranilor cronice.

Este cunoscuta utilizarea colagenului, singur sau in asociere cu extracte din
plante, in dezvoltarea de biomateriale de tip pansament (Brevet RO131950 B1),
hidrogel (Brevet RO122181 B1) sau fiim topic (Brevet RO127488 B1) pentru
regenerarea tesutului dermic lezat datoritd accesibilitatii surselor de extractie si
biocompatibilitati sale cu tesuturile lezate. Totusi, dezavantajul colagenului si al
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derivatilor acestuia (de tipul colagenului hidrolizat sau gelatinei) extrasi din surse de
origine terestra (tesuturi bovine, porcine sau ovine) este reprezentat de posibilitatea
transmiterii unor boli ale animalelor surs3 catre utilizatorii finali.

De aceea, s-a propus substituirea colagenului obtinut din diferite surse terestre
cu un extract de colagen izolat din piele de peste, cu o capacitate superioard de
absorbtie a apei, proprietati de biocompatibilitate si biodegradabilitate similare, Si
imunogenitate sc&zutd (Furtado M. et al., Engineered Regeneration, 3(3), 217-231,
2022; Geahchan S. et al., Marine Drugs, 20(1), 61, 2022). Totusi, biomaterialele
pe baza de colagen din peste prezintd dezavantajul unei structuri cu
biodegradabilitate rapida. )

Se cunoaste din brevetul CN111632189B/2020 utilizarea colagenului
denaturat sub forma de gelatina, de origine marin&, modificat chimic, impreuna cu un
fotoinitiator si un agent de fotoreticulare, in prezenta radiatiilor UV, pentru obtinerea
unui hidrogel injectabil destinat hemostazei tesuturilor animale si umane cu rani
accidentale sau chirurgicale. Astfel, a fost rezolvatd rezistenta mecanicd a
biomaterialului colagenic, dar masa moleculara mare a acestuia determina un proces
lent de regenerare tisulara.

Se stie ca existd un numar mare de polimeri polizaharidici cu un grad variabil
de sulfatare in algele macrofite marine. Studiile au evidentiat ca acestia prezinta
proprietati imunomodulatoare, anti-inflamatoare si antioxidante, care alaturi de
caracterul non-citotoxic ii recomanda pentru dezvoltarea de noi produse destinate
vindecarii ranilor si pentru regenerarea tisulard (Andryukov B.G. et al,
Biomedicines, 8(9), 301, 2020; Zaitseva O.0. et al., Algal Research, 68, 102885,
2022).

Sunt cunoscute compozifi formate din gelatind de origine marind si
polizaharide sulfatate din alge, de tipul alginatului sau ulvanului, conditionate sub
forma de hidrogeluri si, respectiv, matrici de nanofibre, care au stimulat procesele de
proliferare a keratinocitelor si contractie a ranilor si au diminuat procesul inflamator
pe modele animale cu arsuri experimentale (Boonyagul S. et al., Journal of Food
Processing and Preservation, 46(8), e15864, 2022; Terezaki A. et al., Journal of
Drug Delivery Science and Technology, 74, 103535, 2022). O altd compozitie de
tip hidrogel pe baza de gelatini marina si polizaharidul fucoidan, reticulatd cu acid
tanic a prezentat proprietdti antioxidante, antimicrobiene, anti-inflamatoare si pro-



RO 138001 A0

angiogenice, utile Tn accelerarea procesului de regenerare a pielii lezate (Lu Y. et al.,
International Journal of Biological Macromolecules, 223, 36-48, 2022).

Se stie ca unii constituenti fitochimici, de tipul uleiurilor volatile, polifenolilor
alcaloizilor, saponinelor si terpenelor, izolati din diferite specii de plante medicinale
au o actiune antioxidanta, anti-inflamatoare si antimicrobiand, care stimuleaza
proliferarea, migrarea si aderarea celularad si luptd impotriva infectiilor, accelerand
astfel procesul de vindecare a ranilor (Criollo-Mendoza M.S. et al,
Molecules, 28(2), 598, 2023). Totusi, aplicarea extractelor din plante direct pe zona
lezata poate conduce la iritatii locale si la aparitia unor reactii alergice.

De aceea, s-a propus incorporarea constituentilor fitochimici in sisteme cu
eliberare controlatd cu dimensiuni mai mici de 500 nm pentru acoperirea unei
suprafete mai mari a stratului cornos si difuziei acestora in straturile profunde ale
pielii (Singh Y. et al., Journal of Controlled Release, 252, 28-49, 2017). Astfel, se
cunoaste c& nanoemulsia pe baza de curcumina administrata transdermal pe modele
animale prezintd activitate anti-inflamatoare, care poate stimula procesul de
vindecare a rénilor (Ahmad N. et al., RSC Advances, 9(35), 20192-20206, 2019).
Extractul obtinut din Achyrocline satureioides incorporat intr-o nanoemulsie si, apoi,
intr-un gel de tip carbomer protejeaza tesutul dermic impotriva stresului oxidativ
generat de radiatile UVA/UVB (Balestrin L.A. et al., Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology, 163, 269-276, 2016). Se cunoaste cd un pansament
preparat din gelatind marina, acetat de celuloza si o nanoemulsie pe baza de ulei
esential din Zataria multiflora cu activitate antimicrobiana a fost eficient in tratamentul
arsurilor pe modele animale (Farahani H. et al., International Journal of Biological
Macromolecules, 162, 762-773, 2020). Totusi, uleiurile esentiale au un proces de
extractie cu duraté lunga si un pret de cost ridicat.

De aceea, se propune utilizarea hidrosolilor (denumiti si hidrolati sau ape
florale) rezultati ca produsi secundari in urma procesului de obtinere a uleiurilor
volatile prin hidrodistilarea unor plante aromatice. Hidrosolii au in compozitie
polifenoli si compusi volatili de tipul alcoolilor monoterpenici, aldehidelor, cetonelor
sau alcoolilor sesquiterpenici cu proprietati antioxidante, anti-inflamatoare si
antimicrobiene, avand si actiune insecticidd si nematicidd (Tavares C.S. et al.,
Phytochemistry Reviews, 21(5), 1661-1737, 2022). Ca urmare, hidrosolii sunt
utilizati in aromaterapie, industria cosmetica, alimentara, precum si Tn agricultura
ecologicd. Recent, s-a aritat ca o formula de tip crem& imbogatita cu hidrosol din
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Nigella sativa prezinta activitate antioxidanta si potential de vindecare a ranilor pe
defecte ale pielii realizate pe modele animale (Erdogan U. et al., Journal of
Essential Oil Bearing Plants, 26(1), 45-60, 2023).

ranilor, dezavantajul lor este ca niciunul nu este de tip multifunctional si, astfel, nu
prezinta o eficientd maxima in cazul tratamentului ranilor cronice, caracterizate de un
raspuns inflamator excesiv, supraproduciie a metaloproteinazelor matriceale care
degradeazad componentele tesutului dermic si contactare rapidad a unor infectii cu
agenti microbieni patogeni.

Avand in vedere dezavantajele mentionate si numarul mare de pacienti cu
arsuri si rani cronice, prezenta inventie are ca scop solutionarea acestor probleme
tehnice si propune o compozitie de hidrogel pe bazd de carbomer care contine
componente naturale de hidrolizat proteic si polizaharide sulfatate de origine marina,
care are capacitatea de a actiona asupra tuturor acestor factori responsabili de
intarzierea procesului normal de vindecare a ranilor, suplimentat cu hidrosol de pelin
conditionat sub form& de nanoemulsie, cu rol de combatere a infectiilor bacteriene
cronice. In plus, procedeul de obtinere valorifici produse secundare ale industriei de
prelucrare a pestelui si algelor marine, precum si ale industriei de prelucrare a
plantelor medicinale, contribuind la reducerea poludrii mediului.

Hidrogelul multifunctional destinat tratamentului ranilor cronice, conform
inventiei, este constituit din urm&toarele componente: a) un gel carbomer din 5...10%
Carbopol 940, 0,01...0,05% acid citric, 0,5...1% agent de neutralizare trietanolamina
si in rest apa pura, care se adauga in compozitia finald in proportie de 90...95%; b)
un amestec de componente naturale de origine marina format din 45...55% hidrolizat
proteic obtinut din piele de biban de mare (Dicentrarchus labrax) cu un continut de
1...2% substanta uscat3 si greutate moleculard medie de 50...150 kDa, pH 6...7, i
45...55% polizaharide sulfatate din alga macrofitd marina Cladophora vagabunda cu
un continut de 1...2% substanta uscatd, 30...35% carbohidrati totali si 20...25% sulf,
care se adauga in compozitia finala in proportie de 2...10%, si c) o nanoemuisie din
45...50% faza uleioasa formata din proportii egale de ulei de soia si etanol de puritate
analitica, 45...50% faza apoasa de hidrosol obtinut din pelin (Arfemisia absinthium)
cu un continut de 1...3% substant uscatd, 10...15% polifenoli totali si 2...10% agent
de emulsifiere Tween 20, care se adaugd in compozitia finald in proportie de

0,1...1%, partile fiind exprimate in greutate.
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Procedeul de obtinere a hidrogelului, conform inventiei, constj din
amestecarea a 90...95 parti compozitie |, constituitd dintr-un gel carbomer preparat
din Carbopol 940 de concentratie 5...10% Iasat in repaus timp de 24 ore in apa pura
in care s-au dizolvat, in prealabil, 0,01...0,05% acid citric cu rol de conservant, prin
agitare magnetica, la temperatura camerei, si corectarea pH-ului gelului la 6...7 cu o
solutie de 0,2% trietanolamind, cu 2..10 parti compozitie Il de amestec de
componente naturale de origine marind constituita din 45...55% solutie de hidrolizat
proteic cu o substantd uscatd de 1...2% si greutate moleculard medie de 50...150
kDa, obtinutd prin incubarea tesutului maruntit de piele de biban de mare in acid
acetic 0,5 M (in raport 1:105 g/g), timp de 24 ore, la 4 °C, sub agitare magnetic3,
corectarea pH-ului 6...7 cu NaOH 0,5 M si apoi ultrasonicarea filtratului 1a 37 kHz, la
60 °C, timp de 3...5 ore, si 45...55% solutie de polizaharide sulfatate cu un continut
de 1...2% substanta uscata, 30...35% carbohidrati totali si 20...25% sulf, obtinuta prin
extractia pudrei de Cladophora vagabunda in apa pura (in raport 1:10 g/g), intr-un
echipament Soxhlet, la 100 °C, timp de 3...5 ore, precipitarea filtratului cu etanol rece
la o concentratie de 75%, 18 ore, la 4 °C si reluarea precipitatului in apa pura, cele
doud solutii fiind amestecate in proportii egale cu un omogenizator la 2000 rpm, la 4
°C, 1 ord, si cu 0,1...1 parti compozitie lll de nanoemulsie vegetala constituitd din
45..50% faza uleioasa din ulei de soia si etanol de puritate analiticd in proportii
egale, 45...50% faza apoasa de hidrosol cu un continut de 1...3% substanta uscata,
10...15% polifenoli totali, obtinut prin hidrodistilarea pudrei de pelin (Artemisia
absinthium) in apa purd (in raport 1:10 g/g) intr-un echipament de reflux de tip
Clevenger, la 100 °C, timp de 1,5...3 ore si separarea de uleiul esential, si 2...10%
agent de emulsifiere Tween 20, preparata prin addugarea fazei uleioase, incalzita in
prealabil la 50...60 °C, in picaturd peste faza apoasa, sub agitare magnetica, urmata
de adaugarea emulsifiantului si omogenizare prin agitare magnetica timp de 30...60
minute si ultrasonicare in baie de sonicare la frecventa de 37 kHz, timp de 5...10
minute. In final, peste compozitia | se adaugd in picaturd, sub agitare continui
compozitia |l si apoi compozitia Ill, in raport de greutate de 40:9:1...90:9:1,
continuand agitarea la temperatura camerei, timp de 1 ord, pana la omogenizare.
Hidrogelul se conditioneaza in cutii de plastic de 50 mL si se pastreaza la o

temperatura de 4 °C, timp de 6 luni.
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Aplicarea inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- hidrogelul este un biomaterial multifunctional avand in compozitia sa componente
proteice si polizaharidice de origine marind cu efect de stimulare a proliferarii
principalelor tipuri celulare implicate in vindecarea tesutului dermal (fibroblaste,
keratinocite), anti-inflamator si de inhibare a metaloproteinazelor matriceale,
suplimentate cu o emulsie de origine vegetald cu efect antimicrobian, fiind
destinat managementului complex al ranilor cronice;

- hidrogelul imbunéatateste biodisponibilitatea compusilor biologic activi pe tip
polifenoli si monoterpene datoritd incapsularii acestora in nanoemulsia vegetala,

- accelereaza procesul de vindecare in rani cronice datoritd principiilor naturale
biologic active din compozitie (hidrolizat proteic, polizaharide sulfatate, polifenoli,
monoterpene);

- produsul este biodegradabil si biocompatibil si nu poseda antigenicitate;

- procedeul de preparare este fezabil, utilizeaza tehnici si solventi ecologici si nu
necesitd echipamente complexe;

- procedeul este sustenabil deoarece se bazeaza pe valorificarea unor produse
secundare din industria piscicola si cea a prelucrarii plantelor medicinale;

- produsul este stabil timp de 6 luni la 4 °C.

Hidrolizatul proteic obtinut din pielea de biban de mare (Dicentrarchus labrax)
constituie un suport natural pentru migrarea, proliferarea si diferentierea celulara,
avand capacitatea de stimulare a metabolismului celulelor implicate in repararea si
regenerarea tesutului dermic lezat.

Polizaharidele sulfatate izolate din specia de alge verzi Cladophora vagabunda
ii confers hidrogelului proprietati anti-inflamatoare si de inhibare a enzimelor
responsabile de degradarea matricei extracelulare.

Hidrosolul de pelin (Artemisia absinthium), bogat in compusi fenolici si
terpenoide contribuie la procesul de vindecare tisulara prin activitatile antioxidante si
antimicrobiene.

Nanoemulsia permite eliberarea controlatd a compusilor activi din extractul de

pelin si difuzia acestora in straturile profunde ale tesutului dermal lezat.

¥
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In continuare, se prezinta doua exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1.

Etapa I. Prepararea gelului carbomer

Separat, intr-un vas de inox cu o capacitate de 3 L, prevazut cu agitator, se
introduc 50 g carbopol 940 si se completeaza la 1000 g cu apa pura in care s-au
dizolvat, in prealabil, 0,5 g de acid citric prin agitare magnetica la temperatura
camerei, timp de 20 minute. Solutia se las3 in repaus timp de 24 ore, la temperatura
camerei, se ajusteaza pH-ul la valoarea de 6,5 cu o solutie de 0,2% trietanolamina,
rezultand o solutie vascoasa.

Etapa Il. Obtinerea amestecului de componente naturale de origine marind

Intr-un vas de sticla cu capacitatea de 1 L, se introduc 50 g piele de biban de
mare spalata, in prealabil, cu apa de robinet si maruntitd in bucati de 1 cm, peste
care se adauga 500 g acid acetic 0,5 M si se incubeaza la 4 °C cu agitare magnetica.
Dupa 24 h, amestecul se filtreaza prin palnie Buchner prevazuta cu hartie de filtru cu
porozitate mare si se corecteaza pH-ul la o valoare de 6,5 cu o solutie de NaOH 0,5
M. Solutia rezultatd se introduce intr-un pahar Berzelius si se mentine in baia cu
ultrasunete, la o frecventa de 37 kHz, la 60 °C, timp de 3 ore. Paharul se scoate din
baie, iar solutia racita la temperatura camerei, reprezentand hidrolizatul proteic cu o
substanta uscata de 1%, se pastreaza la frigider timp de 7 zile.

Separat, intr-un balon de sticla cu fund rotund cu capacitatea de 2 L, se
introduc 100 g din alga verde Cladophora vagabunda spélatd, in prealabil, cu apa de
robinet, uscata la temperatura camerei si maruntitd intr-o rasnita electrica pana la
obtinerea unei pudre, peste care se adaugd 1000 g apa pura si se monteaza la un
echipament Soxhlet, operat la 100 °C, timp de 3 ore. Dupa racire, solutia rezultata se
filtreaza prin palnie Buchner prevazuta cu hartie de filtru cu porozitate mica. Apoi,
peste solutia filtratd se adauga 675 g etanol de puritate analitica rece, se pune pe un
agitator magnetic si apoi, se mentine in frigider timp de 18 ore. Solutia etanolica se
centrifugheaza la 10000 g, la 4 °C, timp de 20 minute, se recupereaza precipitatul,
care se dizolva in 500 g apa purd prin agitare magneticd si se obtine o solutie
reprezentand polizaharide sulfatate cu substanta uscata de 1%, care se pastreaza la
frigider timp de 7 zile.

Pentru obtinerea amestecului din componente marine, intr-un vas Berzelius cu
capacitatea de 1,5 L, se adauga 500 g solutie rece de hidrolizat proteic din piele de

7
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peste si 500 g solutie rece de polizaharide sulfatate din alga Cladophora vagabunda
si se amesteca la un omogenizator, la 2000 g, la 4 °C, timp de 1 ora.

Etapa lll. Obtinerea nanoemulsiei vegetale

O cantitate de 100 g pelin uscat si macinat se introduc intr-un balon de sticla cu
fund rotund cu o capacitate de 2 L peste care se adaugad 1000 g apa pura si se
monteaza la un echipament de reflux de tip Clevenger, operat la 100 °C, timp de 2
ore. Dupa separarea uleiului esential de pelin, se transfera intr-un vas Berzelius de
sticla 500 g solutie apoasa reprezentand hidrosolul de pelin cu o substanta uscata de
3%, care se pastreaza la frigider timp de 7 zile.

Separat, intr-un vas de sticld cu capacitatea de 1500 mL se adauga 500 g
hidrosol de pelin peste care se adauga, in picaturd, 250 g ulei de soia amestecat, in
prealabil, cu 250 g etanol de puritate analitica si se incdlzeste la 50 °C. Amestecul se
mentine sub agitare magnetica, la 50 °C, timp de 2 ore. Apoi, se adauga treptat 25 g
Tween 20 si se continuad agitarea timp de 1 ord pana la omogenizare, urmata de
introducerea vasului in baia de sonicare, la frecventa de 37 kHz, timp de 10 minute,
pentru formarea nanoemulsiei.

Etapa IV. Obtinerea hidrogelului multifunctional

fntr-un vas de inox cu o capacitate de 7 L, prevazut cu agitator, se adauga 4500
g gel carbomer. Apoi, se adaugs, in picaturd, 450 g amestec de componente marine,
sub amestecare continué, la temperatura camerei, timp de 1 ora si 50 g nanoemulsie
vegetald si se continui agitarea magnetica, timp de 1 ora, pana la omogenizarea
completa. Hidrogelul multifunctional obtinut se conditioneaza in cutii de plastic de 50

mL si se pastreazi la o temperatura de 4 °C timp de 6 luni.

Exemplul 2.

Este similar exemplului 1, cu deosebirea ca pentru obtinerea amestecului din
componente marine, se amesteca 600 g solutie rece de hidrolizat proteic din piele de
peste de concentratie 1% cu 300 g solutie rece de polizaharide sulfatate din alga
Cladophora vagabunda de concentratie 1%, iar pentru obtinerea hidrogelului
multifunctional, se amestec# 2000 g gel carbomer cu 450 g amestec de componente

marine si 50 g nanoemulsie vegetala. Toate celelalte etape respecta cele descrise in

exemplul 1.
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Hidrogelul obtinut conform exemplelor de mai sus a fost testat pe culturi de
fibroblaste dermale si keratinocite umane (HaCaT) in vederea stabilirii gradului de
biocompatibilitate. Rezultatele testului Rosu Neutru au indicat faptul ca viabilitatea
celulard a fost ridicatd pentru toate concentratiile testate, cu valori cuprinse intre
100,25 si 118,75% (Tabelul 1).

Tabelul 1. Viabilitatea fibroblastelor dermale si keratinocitelor umane HaCaT
cultivate in prezenta diferitelor concentratii de hidrogel multifunctional. Rezultatele

reprezinta media a 3 determinari.

Proba Concentratia | Viabilitatea Viabilitatea Grad de
(Hg/mL) fibroblastelor | keratinocitelor | biocompatibilitate
dermale (%) HaCaT (%)
Hidrogel | 1500 101,4 £ 5,40 | 100,51 £4,00 ridicat
750 106,25 £ 5,55 | 100,25 + 3,05 ridicat
375 103,69+ 3,60 | 101,28 £ 5,03 ridicat
200 113,29+ 3,75 | 108,76 £ 2,01 ridicat J
100 118,75+ 3,65 | 116,23 £5,02 ridicat
Martor de | O 100 £ 3,00 100 £ 2,02 ridicat
celule ‘ J

In plus, capacitatea produsului de a stimula procesul de vindecare a fost
demonstratd intr-o culturd confluentd de fibroblaste murine in care s-a realizat o
zgariere a stratului celular cu un varf de pipeta si apoi, cultivarea celulelor in
prezenta diferitelor concentratii de hidrogel. Dupa 24 de ore de cultivare, imaginile de
microscopie optica au aratat faptul ca celulele cultivate in prezenta hidrogelului au
migrat intr-o masura mai mare pentru acoperirea zonei lezate, comparativ cu celulele
martor netratate, stimuland procesul de reparare a unei leziuni dermice.

De asemenea, hidrogelul a fost testat pe un model experimental in vitro de co-
culturd, reprezentat de keratinocite umane HaCaT si macrofage umane derivate din
THP-1 cultivate intr-un sistem Transwell. Celulele au fost inflamate cu
lipopolizaharida bacteriana (LPS) si tratate apoi cu diferite concentratii de hidrogel
multifunctional. Dup& 24 de ore de cultivare in conditii standard, s-a analizat

productia de citokine pro-inflamatoare IL-1B si TNF-a, precum si nivelul de

-
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metaloproteinaze matriceale MMP-2 si MMP-9, cu ajutorul kiturilor specifice ELISA.
Rezultatele obtinute au demonstrat ca hidrogelul prezinta activitate anti-inflamatoare
prin reducerea productiei de citokine IL-1B8 si TNF-a. In plus, nivelul de MMP-2 si
MMP-9 a fost redus semnificativ in cazul celulelor tratate cu formula brevetata,

comparativ cu celulele martor (Tabelul 2).

Tabelul 2. Nivelul productiei de citokine si metaloproteinaze matriceale secretate in
co-cultura de keratinocite umane HaCaT si macrofage umane THP-1 in sistem
Transwell, inflamate cu LPS si tratate cu diferite concentratii de hidrogel. Rezultatele

reprezintd media a 3 determinari.

Marker biologic Concentratia de hidrogel Martor Martor
375 ug/mL 750 ug/mL stresat cu nestresat
LPS

IL-1B (pg/mL) 154,19+6,74 | 130491471 | 329,68 £5,92 | 105,08 + 6,51

TNF-a (ng/mL) 17,97 £ 0,20 17,06 £ 0,17 | 28,17 £ 0,11 16,70 £ 0,19

MMP-2 (ng/mL) 2,07+ 0,05 1,81+ 0,03 2,19+ 0,07 1,82 £ 0,09

‘MMP-Q(nglmL) 4,18 £ 0,21 377+019 | 529+0,11 3,15:0,15J

Testele microbiologice au urmérit evaluarea activitatii antimicrobiene a
hidrogelului pe o tulpind de Staphylococcus aureus folosind metoda de difuzie in gel
de agar. Rezultatele au indicat capacitatea hidrogelului de a inhiba cresterea
bacteriilor patogene de S. aureus, observandu-se in urma tratamentului o zona de

inhibitie cu diametrul de 25 mm.
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REVENDICARI

1. Hidrogelul multifunctional destinat tratamentului ranilor cronice,
caracterizat prin aceea ci, este constituit din urmatoarele componente: a) un gel
carbomer din 5...10% Carbopol 940, 0,01...0,05% acid citric, 0,5...1% agent de
neutralizare trietanolamina si in rest apé pura, care se adauga in compozitia finalj in
proportie de 90...95%; b) un amestec de componente naturale de origine marina
format din 45...55% hidrolizat proteic obtinut din piele de biban de mare
(Dicentrarchus labrax) cu un continut de 1..2% substantd uscatj si greutate
moleculard medie de 50...150 kDa, pH 6...7, si 45...55% polizaharide sulfatate din
alga macrofitd marind Cladophora vagabunda cu un continut de 1...2% substanta
uscata, 30...35% carbohidrati totali si 20...25% sulf, care se adaugi in compozitia
finald in proportie de 2...10%; si ¢) o nanoemulsie din 45...50% faz3 uleioas# format
din proportii egale de ulei de soia si etanol de puritate analiticd, 45...50% faz3
apoasd de hidrosol obtinut din pelin (Artemisia absinthium) cu un continut de 1...3%
substanta uscata, 10...15% polifenoli totali si 2...10% agent de emulsifiere Tween 20,
care se adauga in compozitia finala in proportie de 0,1...1%, partile fiind exprimate in
greutate.

2. Procedeul de obtinere a hidrogelului multifunctional, conform inventiei,
caracterizat prin aceea ca, se amesteca 90...95 parti compozitie |, constituita dintr-
un gel carbomer preparat din Carbopol 940 de concentratie 5...10% lasat in repaus
timp de 24 ore in apa pura in care s-au dizolvat, in prealabil, 0,01...0,05% acid citric
cu rol de conservant, prin agitare magnetica, la temperatura camerei, si corectarea
pH-ului gelului la 6...7 cu o solutie de 0,2% trietanolamina, cu 2...10 parti compozitie
Il de amestec de componente naturale de origine marinad constituitd din 45...55%
solutie de hidrolizat proteic cu o substantd uscata de 1...2% si greutate moleculara
medie de 50...150 kDa, obtinutd prin incubarea tesutului maruntit de piele de biban
de mare in acid acetic 0,5 M (in raport 1:105 g/g), timp de 24 ore, la 4 °C, sub agitare
magnetica, corectarea pH-ului 6...7 cu NaOH 0,5 M si apoi ultrasonicarea filtratului la
37 kHz, la 60 °C, timp de 3...5 ore, si 45...55% solutie de polizaharide sulfatate cu un
continut de 1...2% substanta uscata, 30...35% carbohidrati totali si 20...25% sulf,
obfinuta prin extractia pudrei de Cladophora vagabunda in apa puré (in raport 1:10
g/g), intr-un echipament Soxhlet, la 100 °C, timp de 3...5 ore, precipitarea filtratului
cu etanol rece la o concentratie de 75%, 18 ore la 4 °C si reluarea precipitatului in
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apa pura, cele doua solutii fiind amestecate in proportii egale cu un omogenizator la
2000 rpm, la 4 °C, 1 org, si cu 0,1...1 parti compozitie |ll de nanoemulsie vegetala
constituitd din 45...50% faza uleioasa din ulei de soia si etanol de puritate analitica in
proportii egale, 45...50% faza apoasa de hidrosol cu un continut de 1...3% substanta
uscata, 10...15% polifenoli totali, obtinut prin hidrodistilarea pudrei de pelin (Arfemisia
absinthium) in apa purd (in raport 1:10 g/g) intr-un echipament de reflux de tip
Clevenger, la 100 °C, timp de 1,5...3 ore si separarea de uleiul esential, si 2...10%
agent de emulsifiere Tween 20, preparata prin adaugarea fazei uleioase, incalzita in
prealabil la 50...60 °C, in picatura peste faza apoasa, sub agitare magnetica, urmata
de adaugarea emulsifiantului si omogenizare prin agitare magnetica timp de 30...60
minute si ultrasonicare in baie de sonicare la frecventa de 37 kHz, timp de 5...10
minute. In final, peste compozitia | se adauga in picaturs, sub agitare continua
compozitia |l si apoi compozitia lll, in raport de greutate de 40:9:1...90:9:1,
continuand agitarea la temperatura camerei, timp de 1 ora, pana la omogenizare.
Hidrogelul se conditioneaza in cutii de plastic de 50 mL si se pastreaza la o

temperatura de 4 °C, timp de 6 luni.
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