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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un extract liofilizat din plante, bazat
pe efectul sinergic al compusilor bioactivi vegetali cu
efecte antibacteriene, antiinflamatorii si de regenerare
a tesuturilor si la un procedeu de obtinere a extractului.
Extractul liofilizat conform inventiei este constituit din
25...50 parti de Aloe Vera (Aloe barbadensis), 15...20
parti de extract apos din patlagind (Plantago
lanceolata), 10...20 parti de extract apos din flori de
galbenele (Calendula officinalis)/parti aeriene pelinita
(Artemisia annua) si 5...10 parti de solutie apoasa de
propolis, partile fiind exprimate in greutate pe 100 g

produs. Procedeul de obtinere conforminventiei incepe
cu amestecarea Tn ordine a gelului de Aloe vera, cu
extractul apos de patlagind, cu extractul apos de
galbenele/parti aeriene polinita si cu solutia apoasa de
propolis, sub agitare pana la obfinerea unei mase
omogene, se trece amestecul printr-o moara coloidala
microfind, se coaguleazi la - 40°C, se liofilizeaza la -
20°C si lafinal se macina pana la o granulatie medie de
15 um.
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EXTRACT LIOFILIZAT CU PROPRIETATI ANTIBACTERIENE
SI PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se referd la obtinerea unui extract liofilizat din plante, bazat pe efectul
sinergic al compusilor bioactivi vegetali cu efecte antibacteriene, antiinflamatorii si de regenerare
a tesuturilor.

Acest extract liofilizat, utilizat in produse de uz topic are efecte benefice din punct de
vedere terapeutic, prin diminuarea proceselor inflamatorii i de vindecare a pielii.

Procedeul de obtinere al extractului se refera la:

. crearea unor conditii optime de combinare a extractelor din plante medicinale sub
forma de extract liofilizat, in vederea fabricarii unei forme farmaceutice;

. prepararea unor combinatii de extracte vegetale bogate in principii bioactive cu

proprietati antibacteriene, antiseptice si antiinflamatoare.

La obtinerea extractului liofilizat care face obiectul prezentei inventii s-au avut in vedere
urmaétoarele:

. utilizarea unor materii prime cu activitate biologica crescuta care sa nu contina sau
sd aibd o concentratie cit mai redusd de substante alergogene, pentru diminuarea riscului de
aparifie a unor reactii de hipersensibilitate §i siguranfa administrérii produsului finit la cit mai
multe categorii de pacienti;

. realizarea unor forme farmaceutice, avand ca principiu activ extractul liofilizat, cu
efecte benefice, specifice pentru prevenirea si/sau tratarea eficientd a leziunilor dezvoltate la
nivelul tesuturilor moi.

Pielea este cel mai mare organ al corpului uman, cu rol deosebit de important in mentinerea
unui organism sanatos. Cele trei straturi din componenta sa, epiderma, derma si hipoderma,
protejeaza organismul fatd de mediul extern si mentine constanti temperatura corpului.

Epiderma, stratul exterior si subtire, protejeaza organismul impotriva factorilor de mediu
(ex: raze solare) si a proceselor inflamatorii si previne pierderile de apa din straturile profunde ale
pielii. In cazul unei persoane tinere, epiderma se regenereaza lunar, prin formarea de noi celule
epiteliale.

Derma confera elasticitate si rezistentd pielii, asigurd protectia mecanici a organismului
(impotriva traumelor), furnizeaza nutrienti epidermei si regleaza temperatura corpului.

Hipoderma este stratul profund al pielii, fiind format din tesut conjunctiv si tesut adipos.

In Romania, peste 1 milion de persoane sunt afectate de rini cronice, printre cele mai

frecvente numarandu-se escarele si ulcerul varicos (sau venos).

Data depozit , / q
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Rana reprezinta o discontinuitate la nivelul pielii, iar rénile care nu se vindeca sau care nu
au o evolutie favorabila timp de 6-8 saptdmani, poartd numele de rini cronice.
Cele mai frecvente tipuri de réni cronice sunt:

e Escara (ulcerul de presiune) —rand cronica datorata presiunii prelungite la care sunt supuse
tesuturile, intre doud planuri dure (pat si 0s), in cazul pacientilor imobilizafi (varstnici,
persoane paralizate, malnutrite, dupa interventii chirurgicale).

e Ulcerul varicos (venos) — rana cronica apérutd pe fondul unei insuficiente venoase cronice
(circulatie venoasa deficitara la nivelul picioarelor).

e Ulcerul diabetic — rand cronicad aparuta la pacientii cu picior diabetic (un complex de
afectiuni circulatorii si nervoase, specifice bolnavilor cu diabet insulino-dependenti).

e Ulcerul arterial — rana cronica aparuti la pacientii cu insuficienta arteriala cronica, ce poate
fi foarte dureroasa

O rana normald, precum o taieturd sau o arsura, se vindeca de obicei intr-un interval destul de

scurt. Acest lucru este valabil pentru majoritatea ranilor, datoritd capacitétii de regenerare a
tesuturilor.

Pentru a intelege de ce rénile cronice nu se vindeca de la sine, este necesar sd amintim care
sunt fazele naturale ale procesului de vindecare. Orice rana parcurge in mod natural trei stadii pdna
la vindecare

1. Faza de curdtare

In prima faza, denumita faza de curatare, rana poate fi superficiald sau adanca, este deseori
dureroasa si poate sangera.

2. Faza de regenerare a tesuturilor
In cea de-a doua fazi, tesuturile se regenereaza printr-un proces complex denumit granulatie. Rana
“se umple” cu tesut nou, se curatd de reziduuri celulare, fibrina si exsudat in exces, iar infectia
dispare. Tesutul rimas este sanatos, de culoare rosu aprins (tesut de granulatie).

3. Faza de cicatrizare

In ultima faza, cea de-a treia, atunci cand a inceput deja cicatrizarea (epitelizarea) se observa
micsorarea evidenta a dimensiunii ranii i formarea de piele noua. Crusta se desprinde iar cicatricea
se atenueaza si in final dispare. Odata cu formarea noului tesut, functiile pielii sunt refacute, rana
putand fi considerata vindecata.

In cazul ranilor cronice, procesul de vindecare raimane blocat intr-una dintre aceste etape, cel
mai adesea in faza de curatare, ca urmare a unor dezechilibre aparute la nivel celular, care

impiedica inchiderea ranii.

i

Z




RO 138004 A2

Zal
In prezent sunt cunoscute pe piati, o serie de produse care contin substante active obtinute it
prin sinteza chimica, cat si produse naturale care poseda proprietéti antibacteriene, cicatrizante, de
reepitelizare a tesuturilor, ca de exemplu: Vulnamin Gel, Pinol, Lesoderm spray, Stratarxt Gel.

Extractul liofilizat care face obiectul prezentei inventii este un amestec de extracte din
plante medicinale si propolis, respectiv: 25...50 parti gel de Aloe Vera (Aloe barbadensis),
15......20 parti extract apos din patlagina (Plantago lanceolata), 10....20 parti extract apos din flori
de galbenele (Calendula officinalis)/pelinitd (Artemisia annua) si 5...10 parti solutie apoasa de
propolis, partile fiind exprimate in greutate, pe 100 g produs.

Problema tehnica pe care o rezolvd inventia este aceea ca prin liofilizarea amestecului
extractelor din plante cu solutie apoasa de propolis, principiile active nu se distrug si isi mentin
proprietatile biologic active, rezultand un principiu activ concentrat, sub forma de pulbere ce poate
fi utilizat 1n diferite produse de uz topic cu efecte antibacteriene, antiinflamatorii si de regenerare
a tesuturilor.

Liofilizarea ca proces tehnologic nou si complex de deshidratare prin inghetare in vid, este
un procedeu prin care apa este eliminatd aproape in totalitate dintr-un material vegetal. Prin
liofilizare, activitatea microbiand este redusa aproape de 0, iar pulberea vegetala este sterilizata.
Pulberile vegetale liofilizate nu necesita refrigerare si pot fi pastrate la temperatura camerei timp
indelungat (minim 5 ani). Liofilizarea NU altereazd substantele benefice bioactive aflate in
produsul initial. Prin acest procedeu sunt pastrate intacte toate substantele nutritive cu efecte
benefice. Umiditatea existentd in pulberile vegetale liofilizate este de maxim 2-3 %.

Procesul de uscare prin liofilizare in cazul extractelor de plante medicinale este utilizat pentru a
pastra continutul de principii active, evitdnd astfel utilizarea excipientilor sau a altor adjuvanti
tehnologici.

Liofilizarea consta in congelarea rapida a produsului (la temperaturi mai mici de -50°C) si
eliminarea componentei lichide a extractului prin sublimare (adica prin trecerea directi de la starea
solidd la starea de vapori). Procesul de uscare prin congelare este utilizat pentru stabilizarea,
concentrarea §i/ sau cresterea termenului de valabilitate al acestor produse fara a distruge structura
lor chimica. Uscarea prin congelare sau liofilizarea presupune extragerea apei din produs, sub
forma de vapori folosind un vid de inalta presiune. Vaporii se colecteazi pe un condensator sub
camera de congelare, se transforma in gheata si se indepérteaza. O crestere treptati a temperaturii
extrage toatd umiditatea existentd in produs.

Datorita liofilizdrii se obtin extracte naturale 100%, uscate, fard excipienti, solventi,
reziduuri toxice. Pulberile uscate prin liofilizare nu necesita refrigerare sau conservanti chimici si

pot fi transformate in tablete sau capsule sau inglobate in diferite forme farmaceutice de uz topic. i
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Produsele uscate prin congelare (liofilizare) sunt usor de depozitat si transportat, deoarece volumul
si greutatea lor pot fi reduse semnificativ.

Procedeul de obtinere al extractului liofilizat din plante medicinale conform inventiei, este
constituit din urmatoarele faze succesive:

- Obtinerea gelului de aloe proaspét (sub forma unei mase moi, dense, incolore) prin
decojirea frunzelor proaspete

- Prepararea extractului apos de patlagina (Plantago lanceolata) - 6-8g parti
aeriene/100mL api distilata folosind metoda extractiei cu ultrasunete, timp de 1 h
la 60°C, 80 kHz, urmati de filtrare

- Prepararea extractului apos de gilbenele/pelinitd 6-8g parti aeriene/100mL apa
distilata folosind metoda extractiei cu ultrasunete, timp de 1 h la 60°C, 80 kHz,
urmat de filtrare

- Amestecarea in ordine a gelului de aloe cu extractele apoase si cu solutie apoasé de
propolis si omgenizare timp de 1-2 minute.

- Congelarea produsului la -80° C timp de 24 ore

- Liofilizarea produsului la -100° C

- Transformarea in pulbere prin mécinare pana la o granulatie sub 25 pm.

Extractul liofilizat realizat conform inventiei posedad proprietiti biotrofice, energizante,
vitalizante, tonifiante §i vitaminizante, antioxidante. Folosit in preparate de uz topic mentine
sanatatea f{esuturilor, influenfeazd pozitiv procesele de regenerare tisulard, stimuleazd si
normalizeazad schimburile de substante la nivel celular, restabileste si echilibreazd functiile
metabolice.

Tehnologia de preparare a extractului liofilizat realizat conform inventiei permite pastrarea
stabilitafii tuturor compusilor bioactivi din formula.

Extractul liofilizat care face obiectul prezentei inventii este o asociere echilibrata a unor
produse vegetale, sub forma de extracte, dupd cum urmeaza:

I. Aloe Vera este cunoscuti drept "elixirul tineretii". Gelul proaspit de Aloe vera obtinut
se utilizeazd in scopuri terapeutice. O conditie esentiald este ca planta si aibad 2-3 ani, iar gelul s3
provine din celule bogate in mucilagii din miezul frunzelor.

in gelul din frunzele de Aloe vera s-au identificat saponozide, ulei esential, substante
minerale (Ca, Na, Fe, K, Cr, Mg, Zn, Cu etc.), beta-caroten, vitaminele B1, B2, B6, B12, niacini,
aminoacizi, enzime, factori biotici, steroli, lignina, zaharuri (mono- si polizaharide).[Gheorghe
Mencinicopschi, O. Bojor, Larisa lonescu-Calinesti, Compendiu de terapie naturald, Ed. Medical3,

2010, pag.218-221]
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Gelul de Aloe are proprietati antiinflamatorii, detoxifiante si de stimulare a colagenului,
fiind ideal in tratamentele cosmetice de intretinere a pielii, in eczeme, ten uscat, dermatite,
ulceratii, arsuri solare, acnee etc. Gelul si sucul de Aloe vera au efect calmant, de tonifiere,
hidratare si protectie a pielii. Aloe vera, folosita in diferite formule cosmetice poate contribui la
intirzierea semnelor specifice imbatranirii, ajuta atat in pastrarea sindtoasd si proaspati a pielii,
cét si in vindecarea sau ameliorarea unor boli ale pielii, cum ar fi acneea, psoriazis, zona Zoster,
taieturi, arsuri, etc.

IL. Patlagina (Plantago lanceolata), cunoscuta din antichitate, era recomandatd impotriva
hemoragiilor, indicatie sustinutd si de Plinius, iar mai apoi de parintii fitoterapiei moderne
Brunfels, Bock, Tabernaemontanus.

Produsul vegetal contine mucilag ozuronic, 5% pectine, 1,5-2,4% iridoide, triterpene
pentaciclice (acid ursolic, acid oleanoic), B-sitosterol, flovonoide (apigenol, luteolina..), taninuri,
compusi fenilpropanici (verbascozida, plantamaiozidd), acizi polifenolcarboxilici ( acizii cinamic,
clorogenic, etc), carotenoide, acizi organici (acizii benzoic, fumaric, citric), alantoina, vitaminele
A,C si K, enzime proteolitice. Planta are proprietati emoliente, astringente, antiinflamatoare,
diuretice, hepatoprotectoare si imunostimulatoare. Cercetarile efectuate de Em. Grigorescu si
colab. (1973) au contribuit la elucidarea mecanismului de actiune al frunzelor de patlagina aplicate
local in tratamentul furunculozei. Astfel, intr-o prima faza, mucilagiul inmoaie tegumentul
permitand enzimelor proteolitice sd macereze pielea si, ca urmare, furunculul erupe. Compusii cu
structurd polifenolicé sterilizeaza plaga deschisd. Carotenoidele, fitosterolii, acizii grasi contribuie
ulterior la regenerarea tesutului, iar taninurile actioneaza cicatrizant.

Actiunea emolientd a extractelor apoase se datoreazd mucilagiului. La administrarea
acestora, mucilagiul acoperd mucoasa inflamatd cu un film protector. La locul de aplicare,
taninurile precipitd proteinele formand o peliculd impermeabild i antibacteriand. Astfel, prin
precipitarea proteinelor, suprafata leziunilor de la nivelul mucoaselor si pielii se reduce (efect
cicatrizant).

III. Florile de gilbenele (Calendula officinalis) contin glicozizi flavonici ca:
izoquercitrina, narcizina, neohesperiozida, rutozid, terpenoida, alfa- si beta-smirina, lupeol,
longispinogenind, steroli, ulei esential, arvozida A, pigmenti carotinoidici, calendulind si
polizaharide, rezine, tanin, acizi organici.

Datorita actiunii antiinflamatoare, antiseptice, decongestive, cicatrizante si antimicrobiene,
florile de galbenele sunt indicate in ulceratii si eczeme, ajutdnd la gribirea vindecarii si la
regenerarea rapidd a tesuturilor, prin aplicatii locale. Cel mai des intalnite utilizdri externe sunt

cele pentru arsuri, eruptii cutanate, taieturi, varicoza si dermatita. Ele si-au dovedit eficacitatea si
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in tratamentul pentru pielea uscati, ulcerele piciorului, avand un efect linistitor si antiinflamator si -
in cazul intepéturilor de albina.
IV. Pelinita (4rtemisia annua) este originara din China si Vietnam unde creste la indltimi b

de 1000-1500 m. Sub forma partii aeriene inflorite se utilizeaza de peste 2000 de ani ca remediu

febrifug si antimalaric. Extern, frunzele se aplicau ca hemostatic in epistaxis, in tratamentul

abceselor sau al furunculelor.

Prin distilare cu vapori de apa rezulta aproximativ 0,3% ulei volatile, fiind constituit din
cca. 40 de compusi volatili. Se utilizeaza ca aromatizant pentru obtinerea unor bauturi spirtoase de
tip vermut si de asemenea se foloseste in parfumerie, avand o arom3 agreabila, revigorantd si usor :
balsamica.

Componentele considerate a fi cele mai importante sunt lactonele secviterpenice, principiul
activ al speciei, artemisinina (0,01-0,5%) fiind responsabila de actiunea antimalarici si febrifuga.

Componenta principald din Artemisia annua, artemisinina, are formula C15H22015.
Artemisinina a fost utilizati pe scara largd pentru tratamentul malariei in ultimele decenii. in plus,
se stie cd artemisinina are activitate antibacteriand, antifungicd, antivirala, antioxidanta,
antitumorald si antiinflamatoare.. La peste 40 de ani de la descoperire, artemisinina rimane
medicamentul primordial impotriva malariei, reprezentand baza tuturor terapiilor antimalarice
majore. Ani de cercetare care se intind pe o serie de discipline s-au axat pe explorarea si elucidarea
mecanismelor artemisininei in rolul siu antimalaric.

In plus, s-au descris si studiat si alte proprietati ale artemisininei, existind un interes mare
fata de posibilele aplicatii ale acesteia in tratamentul cancerului. Au loc cercetari active cu privire q
la rolurile sale potentiale in abordarea unei game de alte boli, in special efecte antiinflamatorii i.‘,‘

impotriva bolilor autoimune si a astmului alergic, acestea fiind raportate intr-o serie de studii

clinice. Unele dintre aceste rezultate se coreleazi cu observatiile imunosupresiei la pacientii supusi
terapiei cu artemisinind pentru malarie. Efecte antivirale puternice ale artemisininei au fost
raportate si n bolile herpetice si in cele produse de virusurile hepatitei B si C.

Descoperirile recente au identificat un rol remarcabil — chiar dacd e controversat — al

artemisininei in diabet prin inducerea transdiferentierii celulelor a pancreatice pentru a genera :

celule f.

Solutia pentru rezistenta la antibiotice care este o problema de sanitate publici tot mai
gravd, o reprezintd descoperirea de noi substante care si combatd bacteriile, iar cercetitori din
toatd lumea fac eforturi in acest sens. Extractele de pelin dulce au efecte formidabile in a ucide

bacilul Koch vindecidnd astfel tuberculoza. Nu se cunoaste exact care este componenta

R kA A= B ey e o7 P

responsabild pentru acest efect. Studiile sunt in plind desfasurare.
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V. Propolisul sau cleiul de albine, in stare naturala sau sub formd de extract reprezinta o
sursd naturald de produsi cu actiune biologica complexa si care, asa cum s-a demonstrat, prezinta
o paleta deosebit de largid de actiuni terapeutice, chiar in afectiuni cu care se confrunti civilizatia
secolului nostru.

Propolisul se prezinta ca o masa lipicioasé de culoare variabila intre verde, maro si negru,
avand miros aromat de risini si balsamuri. Este solubil in alcool si eter si greu solubil in apa.
Greutatea specifica este de 1,112 -1,136 g/cm®. Punctul de topire este situat intre 70 - 120°C. La
temperatura de 37°C se inmoaie, iar la temperaturi scizute este casant.

Propolisul este compus din ragini vegetale, balsam de diferite compozitii, ceard, uleiuri
eterice, fier, microelemente - cupru, zinc, mangan, cobalt-, la care se adauga polen, flavonoide,
secretii ale glandelor salivare ale albinelor.

Compozitia chimica reprezintd un amestec de substante, in special: derivatii flavonici,
acidul ferulic (activ contra germenilor Gram pozitiv si Gram negativ), ceruri, aminoacizi,
balsamuri, fermenti, microelemente (siliciu, magneziu, cupru, molibden, arsen, staniu, aluminiu,
vanadiu, wolfram, fier, aur, iridiu, calciu, cadmiu, cobalt, strontiu), substante antibiotice, rasini,
acizi aromatici, acizi. Compozitia propolisului variaza in functie de specia vegetala de pe care s-a
cules, dar, in medie, acesta contine 55% rasini si balsamuri, 30% ceruri si 10% uleiuri eterice,
Propolisul contine un compus denumit pinocembrina, un flavonoid care actioneazd ca agent
antifungic. Proprietitile antiinflamatoare si antimicrobiene recomanda propolisul in tratamentul
ranilor. S-a constatat ca extractul alcoolic de propolis, aplicat topic, a fost mai eficient decét o
cremd cu steroizi, ajutdnd la reducerea mastocitelor in cazul interventiilor chirurgicale orale.
Mastocitele sunt asociate cu inflamatia si incetinirea vindecarii plagilor.

De asemenea, studiile au aritat cd produsul apicol poate veni in ajutorul persoanelor cu
arsuri, contribuind la vindecarea mai rapida, prin accelerarea regenerdrii celulelor sanatoase. O
cremd cu propolis a fost testatd prin comparatie cu sulfadiazina de argint, un medicament folosit
de obicei in tratamentul arsurilor de gradul II si I1I. Studiul a vizat persoane care sufereau de arsuri
de gradul II si a concluzionat cd ambele substante au eficacitate similara in vindecarea leziunilor
respective.

Se da mai jos un exemplu pentru realizarea produsului, conform inventiei:

Initial se obtin ingredientele folosite la prepararea produsului final, astfel:

Gelul extras din frunzele de Aloe Vera trebuie folosit imediat dupa ce s-a obtinut, altfel
dupa cateva minute se va oxida si isi va pierde din elementele nutritive valoroase pe care le contine.
Este foarte important si se indeparteze tot stratul galben de sub coaja frunzei de Aloe Vera atunci

cand se extrage gelul.

e i
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6,7 kg frunze de Aloe Vera se spala bine, se indeparteaza coaja de pe frunza cu un cutit
ascutit, cu mare grija. Se decojeste si stratul galben de sub coaja. Dupa ce toate straturile galbene
au fost eliminate, rdmane doar un strat pur de gel Aloe Vera, care se utilizeazi imediat sau se
conserva prin congelare sau adaugare de 0,5% benzoat de sodiu.

Extractul din frunze de pitlagina se prepara din 110 g parti aeriene de patlagind, uscate
in conditii menajate la 40°C si macinate, umectate cu 830 ml apa timp de 30 min.. Se completeazi
apoi cu restul de apa (940 ml) si se ultrasoneaza la 60°C, 80 Khz, timp de 60 min. Dupi aceasti
perioada, extractul este filtrat la vid, obtinandu-se aproximativ 1,6 kg solutie.

Extractul din flori de gilbenele/parti aeriene peliniti se prepard pornind de la 150 g
material vegetal din flori de galbenele/parti aeriene pelinita, uscat in conditii menajate la 40°C si
macinat, umectat cu 1080 ml apa timp de 30 minute. Se completeaza apoi cu restul de apa (1230ml)
si se ultrasoneazi la 60°C, 80 Khz, timp de 60 min. Dupa aceasta perioada extractul este filtrat la
vid, obtinandu-se aproximativ 1,6 kg solutie.

Solutia apoasi de propolis se obtine prin refluxare timp de 10 ore din 380 g propolis si
890 g apa, se filtreaza si se obtin 800 g solutie de concentratie 30%.

Dupa ce s-au obtinut materiile prime necesare prepararii produsului final se trece la
prepararea acestuia, astfel:

Intr-un omogenizator de capacitate de 10 litri se introduc sub agitare 4 kg gel Aloe vera,
1,6 kg extract apos de patlagind, 1,6 kg extract apos de gélbenele/pelinita si 0,8 kg solutie apoaséa
de propolis. Se continui agitarea timp de 15-30 min. pana la obtinerea unui amestec omogen si
stabil dupa care se trece printr-o moaréa coloidald (microfind), prevazuta cu sistem de ricire, astfel
incat dispersarea partii solide In masa de lichid sa fie omogena si uniforma. Masa de produs este
incircati apoi in tavile liofilizatorului si congelate l1a o temperatura de -40° C timp de 24 ore, apoi
liofilizate la o temperaturd de — 20° C sub vid (0,1mbar) timp de 4 zile, pani la obtinerea unei
umiditati de 2-3%. Extractul liofilizat se macina cu moara pentru pulberi pana la o granulatie medie
de 15um.

in felul acesta se obtine un extract in care principiile active nu se distrug, prezinta stabilitate
s1 biodisponibilitate corespunzitoare, si poate fi folosit cu succes in produse farmaceutice sub
forma de comprimate sau capsule sau de uz topic cu proprietéti antimicrobiene, antiinflamatorii si
de regenerare a tesuturilor.

Asocierea acestor extracte are drept avantaj realizarea unui produs cu eficienta crescutd, in
care componentele isi potenfeaza unul altuia proprietitile, accelereaza procesul de vindecare si
reduce riscul infectiei.

Se mentioneaza faptul ca tehnologia folosita la prepararea produsului asiguri stabilitatea

tuturor componentelor bioactive din materialele vegetale folosite.
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A fost testata activitatea antimicrobiana a extractelor liofilizate, conform inventiei, notate

cu H1 — extractul liofilizat cu pelinita si H2 — extractul liofilizat cu gilbenele.

I. Materiale si metode
L. 1 Investigarea activititii antimicrobiene a extractelor H1 si H2

Activitatea antimicrobiani a extractelor H1 si H2 a fost evaluata fata de o colectie de 57
tulpini bacteriene izolate din infectii cutanate apartinind Departamentului Botanica si
Microbiologie (Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti).

Evaluarea efectelor antimicrobiene a celor doud extracte s-a efectuat prin metoda
microdilutiilor in mediu lichid. S-au pregitit suspensii ale extractelor in ser fiziologic la o
concentratie de 100 mg/mL care ulterior au fost utilizate pentru realizarea de dilutii seriale pentru
fiecare extract in mediu de cultura TSB (Tryptone Soy Broth), in micropléci cu 96 de godeuri.
Extractele au fost testate la urmétoarele concentratii (mg/mL): 75, 37.5, 18.75, 9.37, 4.68, 2.34. in
godeurile continand diferite concentratii ale extractelor de testat s-a pipetat un volum de 10 pL de
suspensie 10® UFC/mL (UFC — unitati formatoare de colonii), pentru fiecare tulpini bacteriana
testatd. Placile au fost incubate la 37°C timp de 18-24 de ore. S-au folosit doua godeuri control per
tulpind: un control de crestere reprezentat de mediu lichid inoculat cu tulpina bacteriana si un
control de sterilitate reprezentat de mediu lichid. Antibioticul ciprofloxacin a fost utilizat drept
control pozitiv. Valorile concentratiei minime inhibitorii (CMI) reprezentand concentratia cea mai
micd a extractelor care a inhibat cresterea bacteriand au fost determinate macroscopic prin
observarea turbiditatii godeurilor. Cea mai mica concentratie de extract care distruge complet
microorganismele, la care nu se mai observa crestere bacteriand reprezintd concentratia minima
bactericidda (CMB) (CLSI, 2016), aceasta fiind stabilita prin evaluarea godeurilor din determinarile
CMLI. Un volum de 10 pL din fiecare godeu s-a inoculat pe mediu agarizat PCA (Plate Count
Agar). Dupa inoculare, plécile au fost incubate la 37°C timp de 24 de ore si analizate pentru

crestere bacterianad (Usman et al., 2014).

1.2 Evaluarea biocompatibilititii extractelor

Biocompatibilitatea compusilor a fost evaluatd pe celule Hep2, cultivate in mediu
StemMACS MSC Expansion Media. Celulele au fost insiméntate la o densitate de 1 x 10° celule
pe godeu in 250 pL de mediu de cultura. S-au testat mai multe concentratii ale compusilor H1 si
H2 - 10 mg, Smg, 1 mg, 0.5 mg, 0.25 mg. Celulele s-au incubat la 37°C (5% CQO,) timp de 24 ore
impreuna cu diferite concentratii ale compugsilor H1 si H2.

Evaluarea gradului de biocompatibilitate s-a realizat prin testele MTT si LDH. Testul MTT

este un test de viabilitate ce permite evaluarea cantitativa a celulelor vii din culturd. Compusul

/f
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MTT [bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu] este permeabil pentru
membranele celulelor vii. Dupd 24 ore de incubare, s-a preparat o solufie de MTT 1mg/mL si
fiecare proba a fost incubati in prezenta a 1 mL solutie MTT timp de 4 h 1a 37°C i 5%CO;. Dupa
metabolizarea compusului MTT se formeazi cristale de formazan solubile in izopropanol.

Dupi solubilizarea cristalelor de formazan (prin adaugarea de 100 puL izopropanol rezulta
o solutie (culoare violet) cu densitatea optica ce poate fi cititd la 550 nm. Intensitatea culorii este
direct proportionala cu numarul de celule vii din proba.

Lactat dehidrogenaza (LDH) este o oxidoreductaza (E.C. 1.1.1.27) care este prezenta la
majoritatea organismelor. Celulele care nu mai prezintd integritate membranaré elibereaza in
mediul de culturd citoplasma in care existd aceastd enzimi (LDH). Este un test cantitativ care
indicad numairul de celule moarte din celule. Solufia rezultatd in urma reactiei poate fi citita
spectrofotometric la 490 nm.

Pentru cuantificarea LDH:

i. S-au pregéatit 100uL mix de reactie care a continut in mod egal toate componentele
mixului.

ii. Din placa de testat s-au colectat 50 uL. de mediu in duplicat si s-au transferat intr-o placa
de 96 de godeuri.

iii. Dupa ce s-au adaugat 100 uL peste fiecare proba placa a fost pusa la incubat timp de
15-20 de minute la intuneric

iv. pe baza nivelului de LDH din mediul de cultura, intensitatea culorii solufiei de culoare
roz a variat direct proportional cu numarul de celule moarte din proba

v. S-a citit la spectrofotometru (Flex Station 3) la o lungime de unda de 490 nm.

1.3 Evaluarea citotoxicititii extractelor prin testul annexin V/PI

Celulele apoptotice au fost cuantificate cu kitul Annexin V-AlexaFluor488/PI (Invitrogen,
USA) conform recomandarilor producétorului. Celulele Hep-2 (Human Epithelioma-2, ATCC) au
fost cultivate la o densitate de 5 x 10* in plici sterile cu 12 godeuri (Costar) si incubate timp de 24
de ore pentru aderare. Ulterior, celulele au fost tratate cu trei concentratii ale celor 2 extracte H1
si H2 (1, 0.5, 2.5 51 0.1 mg/mL) timp de 24 si 48 de ore. La intervale de tratament diferite, celulele
au fost prelevate si centrifugate la 1000 rpm timp de 5 min. Sedimentele celulare au fost spalate
cu PBS, resuspendate in Annexin V binding buffer la o densitate de 10 celule/mL si colorate cu 5
uL Annexin V-AlexaFluor488 nm si 1 uL iodurd de propidiu (100 pg/mL) timp de 15 minute la
temperatura camerel, la intuneric. Celulele au fost analizate imediat cu ajutorul citometrului Accuri
C6 plus (Becton Dickinson, SUA). Fluorescenta a fost inregistratd pe FL1 (525/40nm) pentru
Anexina V-AlexaFluor488 si pe FL2 (585/40nm) pentru iodura de propidiu. Celulele viabile sunt
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negative atit pentru Anexind V-AlexaFluor488 (detecteazd externalizarea fosfatidilserinei in
celulele apoptotice) si pentru iodura de propidiu, celule aflate In apoptozd timpurie prezintad
fluorescenta pozitiva pentru Anexina V-AlexaFluor488 si sunt negative pentru iodura de propidiu,
celulele aflate in apoptoza/necroza tirzie prezinta fluorescenta pozitivéa pentru ambii fluorocromi,

iar celulele necrotice au prezentat fluorescenta pozitiva pentru iodura de propidiu.

1.4 Influenta extractelor H1 si H2 asupra ciclului celular

Evaluarea fractiilor celulare in diferitele faze ale ciclului celular s-a realizat pe doua linii
celulare: Hep-2 si HT-29. Probe contindnd 10° celule, tratate cu extractele H1 si respectiv H2 la
concentratia de 1 mg/mL, au fost incubate timp de 30 minute in solutie tampon continénd PI si
RNA-zid (Pharmingen) si analizate cu citometrul in flux Accuri C6 Plus. Fluorescenta a fost
inregistrata pe FL.2 (585/40nm), achizitiondnd cel putin 10000 de evenimente pentru fiecare proba.
Apoptoza a fost evaluata ca fractia sub-G0/G1. Fractiile GO/G1, S si G2/M au fost calculate pentru

populatia celulelor non-apoptotice.

L5 Evaluarea influentei extractelor H1 si H2 asupra fagocitozei si exploziei oxidative

Probe de singe periferic au fost recoltate de la un voluntar sanidtos dupd obtinerea
consimtdmantului informat. Trusa FagoFlexEx® (Exbio, Praga, Republica Ceha) a fost folosita
pentru a investiga cu ajutorul citometriei 1n flux explozia oxidativa si fagocitoza granulocitelor in
probe de singe total dupa stimulare cu Escherichia coli. Un volum de 50 pul. de sange integral
recoltat pe heparind a fost amestecat usor cu 10 pL PBS (control negativ) sau E. coli (control
pozitiv) si cu 10 pL dihidrodamind-123 (DHR123) si incubat pe baie de apa (20 min la 37°C).
Influenta asupra functiei fagocitare a granulocitelor a fost determinata prin addugarea extractelor
la acest amestec. Dupa incubare, eritrocitele au fost lizate la temperatura camerei timp de 10
minute cu tampon de lizd FACS. Intensitatea fluorescentei rodaminei 123, produsa prin oxidarea
DHR123, a fost detectata cu ajutorul citometriei in flux (Accuri C6 Plus, BD Biosciences) folosind
laserul de 488 nm. Rezultatele au fost analizate cu programului instrumentului §i prezentate ca
procent de granulocite cu fluorescentd verde pozitiva, identificate pe baza proprietatilor de

imprastiere a luminii (FSC versus SSC), cu excluderea debriurilor si agregatelor.

I1. Rezultate
I1.1 Determinarea activitatii antimicrobiene

Analiza activitatii antimicrobiene a pus 1n evidenta ci extractele H1 si H2 inhiba cresterea
bacteriilor Gram pozitive si Gram negative izolate din infectii cutanate. Valorile CMI determinate

prin metoda microdilutiilor au fost cuprinse intre >75 si 37.5 mg/mL. Rezultatele au aratat ca
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extractele au fost mai active fata de tulpinile Gram pozitive (valori ale CMI de 37.5 mg/ml fata de
20/33 tulpini) comparativ cu tulpinile Gram negative (valori ale CMI de 37.5 mg/ml fata de 1/24
tulpini). Nu s-a detectat activitate antimicrobiand (valori ale CMI > 75 mg/mL) pentru extractul
H1 fata de 16/24 tulpini Gram negative si respectiv H2 fata de 12/24 tulpini Gram negative. Dintre
bacteriile Gram negative, cea mai sensibila la actiunea extractelor testate a fost tulpina P.
aeruginosa 1609, extractele H1 si H2 expriménd activitate antimicrobiand la valori ale CMI de
37.5 mg/mL. Extractul H1 a fost mai activ fata de tulpinile Gram pozitive comparativ cu extractul
H2. Tulpinile de Staphylococcus (75-37.5 mg/mL) au fost mai sensibile la actiunea celor doua

extracte testate comparativ cu tulpinile de Enterococcus (75 mg/mL).

I1.2 Biocompatibilitatea extractelor

Pentru a considera cd o anumitd proba este biocompatibila, valorile densitatilor optice pentru
testele MTT trebuie sa fie mai mari decat cele ale testului de cuantificare LDH (mai exact, spunem
ca o proba este biocompatibila daca cantitatea de celule viabile, metabolic active este mai mare
decat cea a celulelor moarte).

Atéat compusul H1 cat si compusul H2 au fost citotoxici la concentratii de 10, respectiv 5 mg/mL,
fapt ilustrat de valoare de densitate optica ridicate obtinute pentru testul LDH. Incepand cu o
concentratie de 1 mg/mL, se observa o crestere a viabilitatii celulare , mai ales in cazul compusului
HI (Figura 1). Pentru concentratia de 0.25 mg/mL, ambii compusi au fost biocompatibili, asa cum
reiese din testele MTT si LDH (Figurile 1 si 2). Aceste rezultate au fost confirmate si de examenul
microscopic (microscopie contrast de fazd). Se poate observa ca, la o concentratie de 0.25 mg/mL,
atat compusul HI cét si compusul H2 nu au indus modificari morfologice la nivelul celulelor Hep2

(Figura 3) .
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Figura 1. Testarea biocompatibilitatii compusului HI — teste MTT si LDH
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Figura 3. Morfologia celulelor Hep2 cultivate in prezenta compusilor H1 si H2, microscopie contrast de faza (20X) ;

I1.3 Activitatea citotoxica evaluata prin citometrie in flux

Efectele apoptotice ale extractelor apoase H1 si H2 au fost investigate prin colorare dubla

(Annexin V-AlexaFluor488 / iodurd de propidiu) si evaluare cu ajutorul citometriei in flux ]
(Figurile 4 si 5). Rezultatele au aratat ca extractele H1 si H2, la 24 si 48 de ore de tratament la
concentratiile de 1, 0.5, 0.25 si 0.1 mg/mL, induc efecte citotoxice scdzute, prin mecanisme

asociate cu apoptoza. Sensibilitatea liniei celulare Hep-2 la extractul H1 a fost mai scazutd (%

O S R S R N RS

celule apoptotice: 1.8 - 6.8 si % celule necrotice: 0.3 - 0.9) comparativ cu extractul H2 (% celule

SIS N

apoptotice: 2.9 - 10.8 si % celule necrotice: 0.3 - 1). Apoptoza indusa de extractele testate a fost

dependenta de concentratie (Tabel nr. 1 si 2).
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Tabel 1. Procentele populatiilor celulare (linia Hep-2) in diferite stadii (viabile, apoptotice si necrotice) tratate cu

diferite concentratii ale extractului H1 si evaluate prin colorare dubla cu ajutorul citometriei in flux.

Interval de timp 24 h 48 h
Concentratii (mg/mL) 1 0.5 | 025 | 0.1 1 0.5 | 025 | 0.1 }
Viable (%) 97.8 1 92.6 | 94 | 958 | 969 | 95.2 | 89.8 | 95.1 ] |
Apoptoza timpurie (%) 1.2 47 4.0 2.7 1.7 | 29 | 25 3.0 ‘
Apoptoza tirzie (%) 0.6 2.1 1.7 1.1 1.0 1.4 2.3 1.5 ‘
Moarte (%) 04 | 05 03 | 04 05 06 09 06
Tabel 2. Procentele populatiilor celulare (Hep-2) in diferite stadii (viabile, apoptotice si necrotice) tratate cu diferite g Z
concentratii ale extractului H2 si evaluate prin colorare dubla cu ajutorul citometriei in flux. ( |
Interval de timp 24 h 48 h ]
Concentratii (mg/mL) 1 05 | 25] 0.1 1 05 ] 25| 01
Viable (%) 89.4 | 934 | 91 | 92.1 | 90.8 | 88.4 | 91.1 | 945
Apoptoza timpurie (%) 7.75 | 406 | 6 | 325 | 5.9 8.5 5.6 0.6 ‘ ‘
Apoptoza tarzie (%) 2.5 1.5 | 22| 4.0 2.3 2.3 2.4 2.3 !
Moarte (%) 0.3 0.5 107 04 1 0.8 0.8 | 09 ‘

I1. 4 Evaluarea efectelor extractelor H1 si H2 asupra ciclului celular
Tratamentul in vitro al celulelor cu extractele H1 si H2, la concentratii de 1 mg/mL, timp i

de 18-24 de ore a pus in evidentd modificari reduse ale fractiilor celulare in diferite faze ale ciclul

AT

celular, cu exceptia extractului H1 care in cazul liniei celulare HT-29 a determinat la crestere a

fractiei celulare sub-GO si blocajul ciclului celular in fazele S si G2/M (Fig. 6)
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Figura 6. Histograme ale analizei ADN obtinute pentru celulele Hep-2 si HT-29 supuse tratamentului cu extractele

H1 si H2 la concentratia de 1 mg/mL timp de 24 de ore.
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II. 5 Modularea producerii de ROS si a procesului de fagocitoza

Neutrofilele sunt componente esentiale ale sistemului imunitar innascut, care asigurd
apararea gazdei printr-o serie de functii efectoare, precum fagocitoza, producerea de ROS (radical
anion superoxid, peroxid de hidrogen si radical hidroxil), degranularea si formarea de NETs.
Formarea de ROS in fagocite are loc ca urmare a activarii NADPH oxidazei, proces numit explozie
oxidativa (Gierlikowska et al., 2021). Aceste specii reactive de oxigen pot fi foarte toxici nu numai
pentru agentii infectiosi, ci si pentru tesuturile gazda. Productia excesiva de ROS poate promova
procesul inflamator si poate contribui la deteriorarea celulelor si tesuturilor proprii organismului.
Prin urmare, extractele vegetale cu efecte antioxidante si antiinflamatorii sunt de interes prin
urmare pentru modularea farmacologica a productiei de ROS. In studiul de fata s-a evaluat efectele
celor doud extracte H1 si H2, la concentratii de 100, 50 si 10 pg/mL asupra exploziei oxidative si
procesului de fagocitoza realizat de granulocite. Rezultatele au aratat ca extractul H1 nu afecteaza
activitatea NADPH oxidazei, in timp ce extractul H2, la concentratia de 100 pg/mL stimuleaza
producerea de ROS, cu un procent de 24.9% neutrofile cu explozie oxidativa, dupa 20 de minute

de incubare (figura 7).
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Figura 7. Histograme obtinute Tn urma analizei rezultatelor de citometrie in flux a granulocitelor din snge total,
tratate cu extractele H1 si H2 (100, 50 si 10 pg/mL), timp de 20 minute. Negative: granulocite negative pentru
explozia oxidativa, Positive: granulocite cu explozie oxidativa. PBS: proba control tratata cu PBS (phosphate buffer

saline).

De asemenea, extractele vegetale nu au interferat cu fagocitoza, deoarece rezultatele au
aratat ca procentul de granulocite care realizeaza fagocitoza nu s-a schimbat in comparatie cu
controlul E. coli. In concluzie, datele sugereaza ca extractul Hl nu a determinat stimularea

fagocitozei cu activarea NADPH oxidazei pentru producerea de radicali liberi, iar contactul direct
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dintre granulocite, extractul H1 si bacterii nu interferad cu stimularea exploziei oxidative, deoarece
procentul de granulocite fagocite nu s-a modificat in comparatie cu controlul E. coli. Rezultate
similare au fost obtinute si in cazul extractului H2, la concentratii de 50 si 10 ug/mL. Extractul
H2, la concentratii de 100 pg/mL a manifestat un efect pro-inflamator moderat, indicat de
stimularea NADPH oxidazei, detectatd in cazul a 24.9% granulocite (Figura 7 si 8).

974 96.5 97.4
= ] _m. | oy
5 & ©

<f Q7 « {7 <

100 946 942 258, 953 100

% Granulocytes
o B8 & 8 8
Iy
N‘
o
o
-
o | |
i | {
% Granulocytes
- 8% & 8 8
s

o
%

AN
&

‘9‘ zas‘\\
N |
‘\,}qe

& e ;xW}QQ/ x\"“(’éy \\V@/
Figura 8. Reprezentarea grafica a procentului de granulocite fluorescente corespunzator stimuldrii fagocitozei si

respectiv activarii NADPH oxidazei pentru producerea de radicali liberi ca urmare a contactului direct dintre sange

periferic si extractele H1 si H2 (100, 50 si 10 pg/mL), dupa incubare timp de 20 minute.
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2
Revendicari

1. Extract liofilizat din plante bazat pe efectul sinergic al compusilor bioactivi vegetali cu
efecte antibacteriene, antiinflamatorii si de regenerare a tesuturilor caracterizat prin
aceea ca este constituit din 25........ 50 parti gel de Aloe Vera (dloe barbadensis),
15........ 20 parti extract apos din patlagina (Plantago lanceolata), 10......20 parti extract
apos din flori de galbenele (Calendula officinalis)/parti aeriene pelinitd (Artemisia annua)
si 5......10 pérti solutie apoasd de propolis, partile fiind exprimate in greutate, pe 100 g
produs.

2. Procedeu de preparare a extractului conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ci,
se amestecd in ordine gelul de Aloe vera (4/oe vera), extractul apos de patlagina (Plantago
lanceolata), extractul apos de gilbenele (Calendula officinalis)/parti aeriene pelinita
(Artemisia annua) si solutia apoasa de propolis sub agitare pana la obtinerea unei mase
omogene, se trece apoi prin moara coloidald (microfind), se congeleazi la -40° C, se

liofilizeazi la -20° C si se macina pana la o granulatie medie de 15um.
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