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Titlul inventiei 

HYDRO SCAR - HIDRO-EMULSIE HIBRIDA CU ACTIUNE CICATRIZANTA 

Inventia se refera la un produs dermatocosmetic cu actiune cicatrizanta obtinut 

prin includerea unui sistem lipozomal care incorporeazl1 canabidiol Intr-o baza tip hidrogel 

formata prin conjugarea acidului hialuronic cu 0 molecula de co)esterol ~i lncorporarea acestora 

Intr-o formula tip apaJulei pe baza de colagen marin ~i ulei de dinepa. Inventia se Incadreaza 

In categoria dermatocosmeticelor functionalizate care vizeaza administrarea topica in ultimele 

doua etape ale procesului de vindecare a unei pUtgi (proliferare ~i mai ales remodelare, cand 

pacientii nu mai necesita spitalizare ~i au nevoie de tratamente top ice de auto-lngrijire pentru 

sporirea ~i cre~terea eficientei tratamentu)ui sistemic), facilitarea Inchiderii rapide a cicatricilor, 

redobiindirea elasticitatii ~i Imbunatatirea texturii ~i aspectului general al pielii. 

Stadiul actual al cunoa~terii 

Pielea este un organ multi-functional ~i parte importanta a sistemului imunitar Innascut, 

care lndepline~te roluri multiple, prin care contribuie la homeostazia organismului: functia de 

bariera de protectie, senzoriala, reglarea temperaturii ~i tensiunii arteria Ie, procese metabolice 

vitale (Abdallah, Mijouin, and Pichon 2017; Wickett and Visscher 2006) Tinand cont de faptul 

ca pielea poate fi deteriorata de 0 multitudine de agenti chimici, factori termici, mecanici, sau 

ca urmare a reactiilor pe care ace~tia Ie genereaza, procesul de regenerare epidermala este unul 

versatil care asigura restabilirea functiei de bariera a pielii pentru a evita pierderea de sange 

~i/sau infectarea ~i restabilirea proprieHltilor mecanice ~i fiziologice. Vindecarea epidermei 

dupa leziuni cutanate fiind astfel un proces imperfect, care duce inevitabil la formarea 

cicatricilor pe masura ce pielea I~i restabile~te integritatea (Galliot et al. 2017; Sidgwick, 

McGeorge, and Bayat 20 I 5 b). Prelungirea perioadei de vindecare a ranilor sau raspunsurile 

excesive ale organismului la vatamare impiedica vindecarea normaia, conducand la cicatrici 

care necesita 0 gestionare atenta. De aceea, unu! din principalele motive pentru interventia 

rapida Ia nivelul pUigilor cutanate In vederea vindedirii lor este restaurarea functiei de bariera 

~i prevenirea infectiilor. Aceste interventii trebuie sa aiba in vedere interactiunile complexe 

Intre 0 multitudine de celule ~i mediatori. in acest context, stimularea tranzitiei rapide de la 

stadiul inflamator la cel proliferativ al repararii leziunilor este scopul principal pe care produsul 

HydroSCAR II abordeazl1 in vederea furnizarii de solutii cu valente cHnice. 
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Din literatura de specialitate este cunoscut Captul ca plagile superficiale, mici ~i 

curate sunt de obicei asociate cu 0 durata scurta a fazei hemostatice ~i inflamatorii, cu formarea 

dopului de fibrina care inchide rana, cu eliminarea unor cantitati minore de resturi celulare. 

lnterventia dlt mai rapida la situsul afectat diminueaza complicatiile asociate infectiilor ~i 

formarii de biofilme microbiene, mai ales tinand cont de faptul ca reepitelizarea incepe deja la 

cateva ore dupa ran ire prin activarea keratinocitelor care sunt redirectionate catre patul plagii 

constituit din fibrina, fibronectina ~i vitronectina (A, A, and P 2001; Rand G 2005; NS 2007; 

WC, PJ, and MW 1984; WS 1971; L 20]6; SWand MW 20t3; Reinke and Sorg2012; Sorget 

al. 2017) De remarcat, acest proces de reparare se efectueaza de la straturile superficiale catre 

baza cu scopul inchiderii rapide a plagii pentru a preveni pierderea suplimentara de lichid sau 

infectia. Conditia preliminara pentru epitelizarea eficienta este prezenta unei matrici 

extracelulare adecvate care faciliteaza migrarea keratinocitelor. 

Pledind de la aceste specificitati structurale ale pielii, industria cosmetica vizeaza in 

permanenta realizarea de produse noi ~i eficiente, inzestrate cu 0 activitate biologica 

imbunatatita ~i cu eliberarea controlata a unor substante active la nivelul pielii. Proiectarea ~i 

formularea produselor dermato-cosmetice cunoa~te In prezent 0 ampla transformare, In special 

datorita tehnicilor moderne de formulare, sustinute de studii complexe privind 

biodisponibilitatea principiilor active, dar ~i datorita modificarilor conceptuale privind efectele 

fiziologice ale cosmeticelor, similare cu cele a~teptate de la un medicament. Formularea unui 

produs cosmetic trebuie optimizata astfel incat principiul activ sa ajunga la tinta terapeutica in 

concentratia necesara pentru eficacitate maxima, dar cu absorbtie minima la nivelul pieHi. 

Tehnologia formularii, In mod special cea a cosmeticelor regenerative, abordeaza acest 

domeniu aproape similar formularii produselor topice farmaceutice, arta formularii fiind 0 

abordare cu un pronuntat caracter aplicativ interdisciplinar, care face apella principii de fizica, 

chimie-fizica, chimia coloizilor, chimie analitica ~i tehnologie. Succesul unei noi formulari 

consta In stabilirea unui echilibru optim Intre creativitatea In formulare ~i bazele ~tiintifice 

aplicate (interactiunile mUltiple ce apar In procesele de absorbtie, distributie ~i metabolizare a 

principiilor active, concentratiile cu efect citotoxic ale principiilor active stabilite prin teste in 

vitro ~.a.m.d. (Wiechers et al. 2004). Aceste noi tehnologii controleaza cinetica eliberarii la 

tinta ~i durata activitatii terapeutice (Patravale and Mandawgade 2008b; Vikas et al. 2018). 

In ultimii ani, cercetarea ~i elaborarea de formulari cosmetice avansate de tipul celor 

regeneratoare s-a axat pe crearea de sisteme de transport cu eliberare controlata. Aceste tipuri 

de formulari, cunoscute sub denumirea de sisteme pentru transport la tinta, au cateva 

avantaje comparativ cu preparatele conventionale. Capacitatea de a controla eliberarea 
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principiilor active confera eficacitate imbunatatita, toxicitate redusa ~i sporirea compliantei 

grupului tinta (Watkins et aL 2015). Eliberarea la tinta permite controlarea locului, 

momentului, frecventei ~i cadentei disponibilizarii substantelor active. Printre sistemele de 

eliberare controlata se regasesc ~i sistemele coloidale (Patravale and Mandawgade 2008a; 

AI~in Yapar, Evren, and Yapar n.d.; Puglia and Bonina 2012) similare celor abordate de 

prezentul proiect. 

Aplicarea topicii ~i transdermicii a principiilor active trebuie sa fie sigura ~i non-toxica, 

pentru a nu provoca iritatii. Conservarea principiilor active este esentialii In timpul formularii, 

depozitiirii ~i aplicarii produselor finale, deoarece acestea pot fi instabile ~i sensibile la variatii 

de temperatura, pH, lumina ~i In prezenta agentilor oxidanti. AstfeJ, incapsularea reprezinta 

o necesitate pentru protejarea ingredientelor active in raport cu factorii externi ~i pentru 

medierea eliberarii tintita ~i controlata a acestora (Ammala 2013). 

Problema pe care 0 rezolvii invenfia, solufii tehnice, avantaje 

Utilizarea bazelor de produs de tipul hidrogelurilor biopolimerice (cu colagen ~i acid 

hialuronic) este considerata In prezent una dintre strategiile cele mai eficiente in terapiile de 

mediere a procesului de cicatrizare. Astfel de produse prezinta avantajul de a favoriza 

vindecarea ranilor prin mentinerea unor valori optime ale umiditatii ~i permarii speciilor mic

moleculare cu rol fiziologic. In plus, hidrogelurile de colagen, de exemplu, reprezintii matrici 

eficiente pentru lnglobarea controlata ~i facilii a numero~i compu~i farmacologic activi, cu 

scopul de a obtine produse (multi)functionale destinate tratarii eficiente a afectiunilor sau 

efectelor secundare care implica denaturarea berierei epidermale. 

Incapsularea reprezinta 0 tehnica prin care un agent activ (1n cazul nostru canabidiolul) 

este imobilizat lntr-o alta substanta (1nveli~ - lipozom). Se obtin astfel particu\e a caror 

dimensiuni acopera un spectru larg, 1ncepand de la cativa nanometri ~i pana la cativa milimetri, 

fiind adaptate scopului lncapsuliirii ~i substantelor utilizate. 

Pana in prezent, In bazele de date ale Agentiei Europene a Medicamenului (EMA) ~i 

Food and Drug Administration (FDA), au fost autorizate pentru utilizarea In terapii doar 14 

tipuri de produse lipozomale. Trebuie remarcat faptul ca aceasta lista exclude medicamentele 

gene rice, complexele lipidice (de exemplu, Abelcet, Amphotec ~i Onpattro) ~i produsele 

lipozomale autorizate la nivel national1n Europa. Doxil (Doxorubicin HCllipozomi injectabil) 

a fost primul produs lipozomal aprobat de FDA in 1995. Dintre aceste produse comercializate, 

43% au fost aprobate inainte de anul 2000, iar 57% acestea au fost aprobate 1nainte de anul 

2010. Cu toate ca focusul terapiilor sistemice care vizeaza aplicabilitatea lipozomilor se 
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concentreazi1 in principal pe terapia cancerului, exista totu~i interes ~tiintific si pentru alte 

domenii, cum ar fi terapia infectilor, anestezia, vaccinurile, bolile pulmonare ~i terapia 

fotodinamica. Formele de dozare acceptate de EMA ~i FDA se concentreaza In principal pe 

suspensiile sterile ~i pulberile liofilizate a diror cai de adm inistrare inc1ud perfuzie 

intravenoasa, injectie intramusculara ~i intratecala, infiltratie epidurala, locala ~i inhalare orala 

(Uu, Chen, and Zhang 2022). 

In ultimii ani, s-au Tacut numeroase descoperiri legate de modul in care canabinoizii precum 

canabidiolul (CBD) ar putea aduce beneficii pielii. Aceste cuno~inte au deterrninat comunitatea 

~iintifica sa mearga un pas mai departe ~i sa investigheze potentialul cicatrizant al CBD-ului 

(Palmieri, Laurino, and Vadala 2019). Canabinoizii sau fitocanabinoizii, de ex.(CBD), canabicromen 

(CBC), canabigerol (CBG), canabinol (CBN) ~i delta (9)-tetrahidrocannabinol (1\9 -THC), sunt 

constituentii activi ai plantei Cannabis sativa ~i l~i manifesta activitatea prin legarea de anumiti 

receptori: receptorii canabinoizi CBl ~i CB2 (fig 2) (intiilniti la nivelul neuronilor, celule gliale ~i, 

respectiv, in tesutul splinei (Van Sickle et al. 2005; Munro, Thomas, and Abu-Shaar 1993), fac parte 

din c1asa de proteine G (proteine care leaga nucleotidele guaninei) ~i activarea lor are ca rezultat 

inhibarea activitatii adenilat-ciclazei (Di Marzo, Bifulco, and De Petrocellis 2004; Iversen 2003; Baker 

et aL 2003). Fiind doar unul dintre numero~ii compu~i activi pe care ii produce canabisul, CBD-ul a 

intrat in curentul principal In ultimii ani datorita lipsei sale de efecte intoxicante, adverse. De asemenea, 

fiind posibila extragerea CBD-ului din canepa industriala, acesta nu face subiectul reglementarilor 

privind substantele interzise, psihoactive. Compusul functioneaza actionand asupra sistemului 

endocannabinoid (ECS), responsabiJ pentru reglarea unei game largi de functii biologice. Este prezent 

In majoritatea tesuturilor umane, inclusiv in pie Ie, stimul§.nd cre~terea ~i dezvoltarea celulelor ~i fiind 

implicat In reglarea raspunsului inflamator. ECS pare a avea un rol important, de~i foarte putin cunoscut, 

In sanatatea pielii, ~i in vindecarea rani lor. Cercetarile actuale sugereaza ca CBD ar putea juca un rol 

In imbunatatirea procesului de vindecare a ranilor ~i reducerea formarii cicatricilor, precum ~i in 

reducerea inflamatiei (Palmieri, Laurino, and Vadala 2019; Toth et at. 20]9; Zurier and Burstein 

2016) putiind fi 0 altemativa non-invaziva de 1mbunatatire a calitatii vietH pacientilor cu un fond 

inflamator. 

Un alt aspect pe care inventia isi propune sa il rezolve este legat de biodispnibilitatea 

transdermaHi a canabidiolului. Administrarea transderrnica evita efectul metabolismului primar care 

este asociat cu calea orala ~i astfel ar putea cre~te biodisponibilitatea CBD in eomparatie eu calea orala. 

Cu toate acestea, este posibil ca alti factori sa scada absorbtia, cum ar fi posibilitatea de iritatie locala ~i 

penetrarea sci1zuta in piele a substantelor chimice care sunt putemic lipofile, cum ar fi CBD, despre care 

se estimeaza ci1 are 0 valoare log Kow/log P de aproximativ 6 (Tabboon, Pongjanyakul, and 
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Limpongsa 2022). Mai multe studii au demonstrat ca calea topica de administrare a CBD 

reprezinta un instrument terapeutic semnificativ; concentratiile plasmatice ale CBD au fost 

observate la modelele animale dupa aplicarea unnui gel transdermic (Liput et al. 2013; Lodzki 

et al. 2003; Paudel et at. 2010); CBD a fost propus pentru mai multe indicatii terapeutice 

legate de piele (Sophie A. Millar et al. 2018; Sophie Anne Millar et al. 2020); pentru 

capacitatea sa de a modula raspunsul inflamator al pielii in cazul mai multor afectiuni 

dermatologice, inclusiv psoriazis, dermatita atopica ~i acnee (Bruni et at. 2018; Sophie Anne 

Millar et al. 2020; Sheriff et al. 2020). Produsele de calitate cosmetica sunt disponibile 

comercial de la numero~i producatori (Kiehl's, Josie Maran, I1di Pekar, etc.), dar pentru uz 

medical (in special in tratamentul cicatriciJor), nu sunt atat de multe optiuni disponibile. Potrivit 

FDA (Food and Drug Administration), pana in prezent, niciun medicament care contine CBD 

nu a indeplinit cerintele FDA aplicabile pentru a fi comercializat in mod legal pentru utilizare 

rara prescriptie medicala ("U.S. Food and Drug Administration," n.d.). Pentru a reduce 

decalajul dintre ~tiinta ~i tratamentul clinic, exista 0 nevoie clinica nesatisracuta de tratamente 

eficiente pentru cicatrizarea pielii, in special pentru a aborda inflamatia, pruritul, uscaciunea ~i 

ro~eata, citate In mod obi~nuit de pacienti ca fiind factorii care Ii afecteaza cel mai mult 

(Sidgwick, McGeorge, and Bayat 2015a) . 

Exemplull. Operalii tehnologice necesare oblinerii produsului HydroSCAR 

a) Formularea suspensiei lipozomalecare incorporeaza CBD 

Canabidiolul utilizat a fost furnizat de compania producatoare Absolute Essential Oils, 

acesta fiind obtinut dintr-o cultura controlata de Cannabis sativa (valori ale THC < 0.2%), 

varietatea Futura 75, printr-un proces de extractie, decarobxilare, purificare ~i concentrare care 

a condus la obtinerea unui produs de puritate similara standardelor analitice. 

Protocolul de obtinere al suspensiei lipozomale utilizeaza In formu\are ca baza 10% 

lecitina din soia, solubilitata In 50% ulei de canepa, la 30°C, sub agitare continua (min. 1000 

rpm). Urmeaza lnglobarea a 3% CBD prin agitare continua la viteza de mixare crescuta (4000 

rpm), a giicerinei (0,5%), a vitaminei E (0,1%) ~i a apei. Suspensia formata a fost omogenizata 

la viteze de mixare mari timp de 0 ora, la 30°C. A urmat sonicarea timp de 10 minute ia 20 kHz 

(1 minut sonicare cu 1 minut pauza). Reactiile au avut loc In atmosfera inertii, pentru evitarea 

oxidarii timp de 30 h. 

b) Formularea conjugatului format din acid hialuronic si colesterol 

Sinteza conjugatului format din acid hialuronic (HA) si colesterol (Chol) s-a realizat 

utilizand Colesterol (Cho) de Ja Sigma-Aldrich, hialuronat de sodiu 93% - LipOTM Hyaluronic 
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31 
acid - produs disponibil comercial, avand masa moleculara 1.1 - 2.2 x 106 Daltons) de la 

Vantage Specialty Chemicals™ ~i apa distilata. Procesul de preparare a probelor a constat in 

realizarea unor solutii stoc de acid hialuronic ~i colesterolin apa distilata la 0 concentratie de 

10mg/mL. Omogenizarea s-a realizat folosind 0 baie de ultrasunete, fiecare solutie a fost 

sonicata timp de un minut, cu pauza de 2 minute 'intre fiecare etapa de sonicare, 'intreg procesul 

repetandu-se de trei ori. S-au preparat trei concentratii diferite de colesterol (25j.lM, 20j.lM si 

respectiv 5j.lM), volumul final al probelor preparate a fost de 0.5mL cu 0 concentratie finala de 

acid hialuronic de 5mg/mL. Reactiile au avut loc In atmosfera inerti, pentru evitarea oxidarii 

timp de 30 h. Probe Ie au fost supuse liofilizarii in vederea obtinerii produ~ilor de complexare. 

c) Formularea bazei hidro-emulsifiante 

Baza hidro-emulsifianta s-a obtinut prin incalzirea la 70°C a componentelor fazei A formata 

din colagen marin (1-10%), glicerina (0.5%), agenti reologici (0.3%) si apa purificata (61.7%). 

Urmata de includerea 'in faza A a fazei B - suspensia lipozomala cu CBD. Faza C formata din 

conjugatul acid hialuronic-colesterol (0.5%), vitamina E (0.1 %) ~i conservant (0.9%) a fost 

emulsionata la 70°C, raciUi apoi la 30°C ~i incorporata in baza (AlB). 

Exemplul2. Demonstrarea proprietii{ilor antimicrobiene 

Determinarea cantitativa a activitatii antimicrobiene s-a realizat prin metoda microdilutii1or. 

Suspensiile bacteriene ale tulpinilor standardizate Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiela pneumonie, Staphylococcus epidermidis ~i Streptococcus 

agalactiae au fost realizate din culturi tinere de 18-24 h, cultivate pe mediu Milller-Hinton ~i ajustate la 

o densitate de 1,5* I 08 UFC/mL, utilizand standardul nefelometric 0,5 McFarland. S-au obtinut dilutii 

binare in mediu lichid (bulion Milller-Hinton), iar concentratia mini me inhibitorie (CMf) este 

concentratia minima de compus capabila sa inhibe cre~terea microbiana, apreciata macroscopic prin 

absenta turbiditatii mediului de cultura, dupa lnsamantare ~i incubare 24h. Volumul final din fiecare 

godeu a fost de 150IlL, iar volumul de suspensie microbiana de 151lL. Masurarea absorbantei s-a 

realizat la 620 nm. In vederea evaluarii influentei produsului HidroSCAR ~i a principaalului activ al 

acestuia CBD, asupra dezvoltarii de biofilme microbiene au fost utilizate urmatoarele materiale ~i 

metode experimentale: celulele microbiene reprezentate de tulpinile Staphylococcus aureus ATCC 

6538, Escherichia coli ATCC 8739 ~i Candida albicans ATCC 10321 au fost cultivate In prezenta 

probelor cu bulion nutritiv, au fost incubate la 37 ·C timp de 24 ore. Plaeile eontinand probele de interes 

au fost apoi golite si spalate de doua ori cu A.F.S; urmand fixarea timp de 5 minute a eelulelor aderate 

cu metano!' Solutia de metano! s-a lndepartat prin rasturnare; a urmat colorarea eelulelor aderate eu 

solutie alcalina de cristal violet 1% timp de 15 minute. Solutia de colorare s-a indepartat apoi godeurile 

au fost spalate sub jet de apa de la robinet. Biofilmele microbiene formate au fost resuspendate In acid 
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acetic 33% (prin barbotare), iar intensitatea suspensiei colorate a fost evaluata prin masurarea 

absorbantei la 490 nm. 

Exemplul3. Demonstrarea biocompatibilitiitii in vitro pe modele celulare 

Evaluarea gradului de biocompatibilitate s-a realizat cu ajutorul testelor MTT ~i LDH. 

Testul MIT este un test de viabilitate ce pennite evaluarea cantitativa a celulelor vii din cultura. 

Compusul MIT [bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu] este permeabil 

pentru membrane Ie celulelor vii. Dupa metabolizarea compusului MTT se formeaza cristale de 

fonnazan solubile in izopropanol. Rezulta 0 solutie (culoare violet) cu densitatea optica ce 

poate fi citita la 550 nm. Pentru testul MTT, din placa de testat cu osteoblaste cu 24 de godeuri 

s-a indepartat restul de mediul de cultura. S-a spalat suprafata cu PBS pentru a indeparta orice 

urma de ser fetal bovin, care inhiba compusul MIT. S-a preparat 0 solutie de MIT 1 mg/ml si 

fiecare proba a fost incubata in prezenta a 1 ml solutie MTT timp de 4 h la 370C ~i 5%C02. 

Pentru a se putea face citirea rezultatelor, cristalele de formazan fonnate au fost solubilizate cu 

izopropanol. Solutia rezultata, de culoare violet, a fost citita la spectrofotometru la 550 nm. 

Intensitatea culorii este direct proportionala cu numarul de celule vii din proM. Pentru testul 

LDH, din placa de testat cu osteoblaste cu 24 de godeuri s-a indepartat restul de mediul de 

cultura. S-a spalat suprafata cu PBS, apoi s-a adaugat solutia LDH conform instructiunilor din 

kit ~i probeIe au fost incubate 30 de minute la 370C cU 5%C02. Solutia rezultata, de culoare 

ro~u intens, a fost citita cu ajutorul unui spectrofotometru (Elisa reader) la 492 nm. 

Proba Viabilitate 24 ore post tratament Viabilitate 48 ore post tratament 
lISI 0.750 mg/ml 81.27 ± 2.46 77.497 ± 3.58 

• HS2 0.375 mg/mL 88.52 ± 7.12 89.116 ± 2.42 

lIS3 0.187 mg/mL 96.86± 5.67 84.200 ± 3.60 

CBD 1 30 mg/mL 71.79 ± 1.68 84.082 ± 5.89 

CBD 2 3 mg/mL 90.72± 1.18 107.721 ± 1.34 

CBD 3 0.3 mg/mL 91.95 ± 439 98.959 ± 7.42 
DMSO 95.12 ± 3.89 93.496 ± 5.29 

Proba 
NAOH eliberat 

24H 
Activitate LOH 

24 H 
NAOH 

eliberat 48H 
Activitate LOH 

48 H 

lIS I 0.750 mg/ml 1.94 ± 0.03 12.92 ± 0.27 2.09± 0.12 13.96± 1.18 
HS2 0.375 mg/mL 1.61 ± 0.09 10.72 ± 0.86 1.92 ± 0.01 12.80± 0.14 

HS3 0.187 mg/mL 2.55 ± 0.11 16.98 1.07 0.93 0.03 6.23 ± 0.25 

CBD 1 30 mg/mL 2.77 ± 0.31 18.44 ± 2.97 1.05 ± 0.03 6.98± 0.03 
CBD23 mg/mL 2.35 ± 0.16 15.64 ± 1.51 1.32 ± 0.08 8.80 ± 0.72 
CBD 3 0.3 mg/mL 2.37 ± 0.01 

22.74 ± 1.08 0.97 ± 0.05 
l5.8l ±om±o.JO 4.85 ± 0.96 

DMSO 3.41±0.11 6.50 ± 0.48 
Celule viabile 2.32 ± 0.13 15.46 ± 1.25 1.20 ± 1.20 8.00± 0.01 
Control pozitiv 4.28 ± 0.09 28.56 ± 0.85 5.07 ± 1.20 33.76 ± 0.10 
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Exemplul4. Evaluarea eliberariirii in mediul celular a oxizilor nitrici 

Determinarea cantitativa a nitritilor ~i nitratilor eliberati In mediu celular a fost 

efectuata pe fibroblaste umane, linia HDF. Celulele cultivate a~a cum s-a descris anterior (test 

de citotoxicitate) au fost tratate cu 3 concentratii de produs HidroSCAR ~i CBD timp de 24 de 

ore. Supernatantul au fost colectat ~i utilizati pentru determinarea nitritilor ~i nitratilor folosind 

kitul de testare pe faza de reactivi Griess a oxizilor nitrici (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

SUA) urmand instructiunile producatorului. 

Exemplul 5. Determinarea imunotoxicitatii ~i capacitatii de stimulare a proliferarii 

celulare 

Exemplul 6. Evaluarea inducerii de apoptoza ~i necroza 

Determinarea apoptozei timpurii ~i tarzii a fost efectuata prin citometrie In flux 

utilizand citometrul FACS Alexa ~i un kit Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis 

Kit (Thermo Scientific, SUA). In total, 10.000 de celule au fost analizate per masurare. Datele 

au fost analizate folosind software-ul FlowJo 10.0.7 (Treestar Inc., Ashland, SUA). Celulele T 

HEK-293 au fost cultivate in mediu DMEM suplimentat cu 10% FBS In conditii standard de 

cultura celulara (37°C, 5% C02). Numarul de celule a fost evaluat utilizand un hemocitometru. 

S-a folosit trips ina/EDT A (0,05%, Invitrogen) pentru a deta~a celulele din balon, fie pentru 

trecere, inducerea ~ocului termic sau citometrie In flux. Pentru inducerea apoptozei, celulele au 

fost expuse la temperatura camerei (22°C) pentru 0 perioada de 24 de ore la schele de colagen. 

Celulele T HEK-293 (3 x 106) au fost colorate folosind Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead 

Cell Apoptosis Kit conform instructiunilor producatorului. Celulele colorate au fost diluate In 

tampon de legare a anexinei V. Celulele suspendate au fost utilizate pentru a efectua testul de 

citometrie In flux. 

Exemplul 7. Demonstrarea capacitatii de proliferare ~i migrare celulara - wound healing 
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REVENDlCARI 

1. Formula produsului HydroSCAR produs dermatocosmetic cu actiune cicatrizanta 

obtinut prin includerea unui sistem lipozomal care incorporeaza canabidiol intr-o baza tip 

hidrogel formata prin conjugarea acidului hialuronic cu 0 molecula de colesterol ~i 

'incorporarea acestora 'intr-o formula tip apalulei pe baza de colagen marin ~i ulei de dinepa. 

Inventia se incadreaza in categoria dermatocosmeticelor functionalizate care vizeaza 

administrarea topica a hidro-emulsiei in ultimele doua etape ale procesului de vindecare a unei 

pIagi - proliferare ~i mai ales remodelare, pentru sporirea ~i cre~terea eficientei tratamentului 

sistemic, facilitarea inchiderii rapide a cicatricilor, redobandirea elasticitatii ~i imbunatatirea 

texturii ~i aspectului general al pielii. 

Formula produsului propus spre brevetare are urmatoarea compozitie: apa - 6] .7%, ulei 

de canepa 20%, sistem Iipozomal pe baza de lecitina ~i polisorbat 80 - 10%, canabidiol 

3%, copolimer din acrilati de sodiu - 2%, colagen marin - 1%, agent antibacterian/antifungic 

- 0.9%, conjugat HA-Col- 0.5%, glicerina- 0.5%, agenti reologici 0.3%, vitamina E- 0.1 %. 
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