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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
sistem sinergic de principii active destinate cosmeticii
regenerative. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele: prepararea unui sistem colagen-acid hialuronic
prin conjugare chimica, formarea unui complex de
incluziune dintre vitamina C si B-ciclodextrina in raport
molar 1: 1, respectiv, acid ferulic, in faza solida, in sol-
ventapa distilata, formulare a hidrogelului de curcumina
prin realizarea unei faze B prin hidratarea unui stabi-
lizator de emulsie in apa demineralizata si inglobarea
unei solutii de curcuminda cu omogenizare péana la

formarea. unui gel usor fluid omogen, respectiv; reali-
zarea unei faze A prin dispersia sub agitare a siste-
melor ciclodextrine sivitamina C (0,5%), respectiv, acid
ferulic (0,2%) in conjugatul colagen-acid hialuronic
(10%), cu omogenizare, din care se finalizeaza hidro-
gelul prin adaugare de conservant uzual, rezultand un
produs bioactiv sub forma de sistem functionalizat cu
eliberare controlatd a principiilor active: curcuminag,
vitaminele A, C, E, acid ferulic la {inta.
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNOR SISTEME SINERGICE DE PRINCIPII
ACTIVE DESTINATE COSMETICII REGENERATIVE

Inventia se refera la procedeul de obtinere a unor sisteme sinergice de principii
active destinate regeneririi epidermei afectate de leziuni superficiale, radiatii solare,
radioterapie, sau escare utilizind hidrogeluri specific functionalizate cu complecsi de
incluziune ai unor ingrediente active in molecule gazda. in termeni concreti, intr-o matrice de
baza, alcatuita din biomacromolecule biologic active (colagen si acid hialuronic), se vor
incorpora sisteme functionalizate destinate eliberarii controlate a principiilor active
(curcumina, vitaminele A, C, E, acidul ferulic) incapsulate in molecule gazda de tipul
ciclodextrinelor. Complecsii nou sintetizati vor fi inclusi in formulari de tipul hidrogelurilor.
Inventia se incadreazi in categoria cosmeticii regeneratoare, aceasta intimpinand necesitatea
utilizdrii in managementul plagilor superficiale de la nivelul epidermei a unor produse
integratoare, bioactive, cu componente naturale, menite si favorizeze restaurarea barierei
epidermale afectatd in urma unor agresiuni de mica amploare, a interventiilor medicale, sau a

actiunii unor factori fizico-chimici nocivi.
Stadiul actual al cunoasterii

Pielea, organ multi-functional si parte importantd a sistemului imunitar innascut,
constituie 16% din greutatea corporald totala si indeplineste roluri multiple, prin care
contribuie la homeostazia organismului, respectiv: functia de barierd de protectie pentru
organism, functia senzoriala, cea de reglare a temperaturii si tensiunii arteriale, cea de situs cu
activitate enzimatica si imunologica, fiind implicatd in mecanisme metabolice vitale [1], [2].
Pielea poate fi deterioratd de o multitudine de agenti chimici, factori termici, mecanici, sau ca
urmare a reactiilor pe care acestia le genereaza. Vindecarea plagilor cutanate este un proces
versatil care asigura: (i) restabilirea functiei de barierd a pielii pentru a evita pierderea de
sange si/sau infectarea si (ii) restabilirea proprietdtilor mecanice si fiziologice. Vindecarea
plagilor dupa leziuni cutanate este un proces imperfect, care duce inevitabil la formarea

cicatricilor pe méasura ce pielea isi restabileste integritatea. Aspectul cicatricilor difera de la un
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individ la altul, formarea lor avand un impact psiho-social semnificativ asupra pacientilor si
uneori asupra calitdtii vietii lor [3], [4].

Prelungirea perioadei de vindecare a ranilor sau raspunsurile excesive ale organismului
la vitdmare impiedicd vindecarea normald, conducand la cicatrici care necesita o manageriere
atentd. De aceea, unul din principalele motive pentru interventia rapida la nivelul plagilor
cutanate in vederea vindecirii lor este restaurarea functiei de bariera si prevenirea infectiilor.
Aceste interventii trebuie sa aiba in vedere interactiunile complexe intre o multitudine de celule
si mediatori. In acest context, stimularea tranzitiei rapide de la stadiul inflamator la cel
proliferativ al repararii leziunilor este un subiect de actualitate, cercetat intens.

Plagile superficiale, mici si curate sunt de obicei asociate cu o duratad scurtd a fazei
hemostatice si inflamatorii, cu formarea dopului de fibrina care inchide rana, cu eliminarea
unor cantitati minore de resturi celulare. Interventia cat mai rapida la situsul afectat diminueaza
complicatiile asociate infectiilor si formarii de biofilme microbiene, mai ales tinand cont de
faptul ca reepitelizarea incepe deja la cateva ore dupa rénire prin activarea keratinocitelor care
sunt redirectionate catre patul plagii constituit din fibrin, fibronectina si vitronectina [5]-[13].
De remarcat, acest proces de reparare se efectueaza de sus in jos cu scopul inchiderii rapide a
plagii pentru a preveni pierderea suplimentard de lichid sau infectia. Conditia preliminara
pentru epitelizarea eficienta este prezenta unei matrici extracelulare adecvate care faciliteaza
migrarea keratinocitelor.

Plecand de la aceste specificitatii structurale ale pielii, industria cosmetica vizeaza in
permanentd realizarea de produse noi si eficiente, inzestrate cu o activitate biologica
imbunatédtita si cu eliberarea controlatd a unor substante active la nivelul pielii. Proiectarea si
formularea produselor dermato-cosmetice cunoaste in prezent o ampla transformare, in special
datoritd tehnicilor moderne de formulare, sustinute de studii complexe privind
biodisponibilitatea principiilor active, dar si datorita modificarilor conceptuale privind efectele
fiziologice ale cosmeticelor, similare cu cele asteptate de la un medicament. Formularea unui
produs cosmetic trebuie optimizata astfel incat principiul activ sd ajunga la tinta terapeuticd in
concentratia necesara pentru eficacitate maxima, dar cu absorbtie minima la nivelul pielii.

Tehnologia formularii, in mod special cea a cosmeticelor regenerative, abordeaza acest
domeniu aproape similar formularii produselor topice farmaceutice, arta formularii fiind o
abordare cu un pronuntat caracter aplicativ interdisciplinar, care face apel la principii de fizica,
chimie-fizica, chimia coloizilor, chimie analiticd si tehnologie. Succesul unei noi formulari
consta in stabilirea unui echilibru optim intre creativitatea in formulare si bazele stiintifice

aplicate (interactiunile multiple ce apar in procesele de absorbtie, distributie si metabolizare a
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principiilor active, concentratiile cu efect citotoxic ale principiilor active stabilite prin teste in
vitro s.a.m.d. [14]. Aceste noi tehnologii controleaza cinetica eliberarii la tintd si durata
activitatii terapeutice [15], [16]

Desi factorii care pot induce leziuni epiteliale sunt variabili si diferiti (leziuni
superficiale produse sub actiunea unor agenti fizici, chimici sau biologici vs radiatii UV vs
radioterapie), acestia prezintd si caracteristici comune, intre care eliberarea in exces a
radicalilor liberi. Datoritd rolului de barierd, pielea este expusa frecvent luminii solare si
radiatiilor UV, fiind organul cel mai sensibil la leziunile provocate de radiatia UV, acesta fiind
cel mai descris si frecvent atac fizic provocator de leziuni cutanate. Se estimeazid ca
aproximativ 50% din leziunile pielii sunt agravate si induse de formarea de radicali liberi, sub
influenta radiatiei UV. Radicalii liberi sunt molecule 1inalt reactive, cu electroni
neimperecheati, care pot degrada direct membranele celulare, precum si lipidele,
macromoleculele proteice si acizii nucleici. Formarea radicalilor liberi este unul dintre
principalele mecanisme responsabile de lezarea epidermei ca urmare a expunerii solare, sau ca
rezultat al radioterapiei. Productia de radicali liberi creste o datd cu varsta, consecutiv cu
diminuarea eficientei mecanismelor antioxidante, acest dezechilibru ducand la deteriorarea
progresivda a structurilor celulare §i, prin urmare, la imbétranirea acceleratd, soldatd cu
diminuarea capacititii intrinseci de regenere a keratinocitelor si a celulelor epiteliale [17], [18].

Cea mai importantd categorie de radicali liberi sunt speciile reactive de oxigen (ROS).
ROS pot induce modificari ale matricei extracelulare, la nivelul dermei, favorizand fenomenul
de photoaging (imbatranirea accelerata prin expunerea la lumina solara directa) [19], [25]. Sub
actiunea radiatiilor UV, cromoforii celulari absorb si emit energie, rezultdnd produsi de oxidare
si productia masiva de ROS (peroxid de hidrogen, anioni superoxid si radicali hidroxil), care
diminueaza sinteza de colagen si cresc activitatea matrix-metaloproteinazelor (MMP) [22].
Asadar, in toate sistemele vii, celulele necesitd niveluri adecvate de protectie antioxidanta,
pentru a evita efectul distructiv al eliberarii excesive de ROS.

Din literatura de specialitate este cunoscut faptul cad in ultimii ani, cercetarea si
elaborarea de formuldri cosmetice avansate de tipul celor regeneratoare s-a axat pe crearea de
sisteme de transport cu eliberare controlatd. Aceste tipuri de formuldri, cunoscute sub
denumirea de sisteme pentru transport la tintd, au citeva avantaje comparativ cu preparatele
conventionale. Capacitatea de a controla eliberarea principiilor active conferd eficacitate
imbunatatita, toxicitate redusa si sporirea compliantei grupului tintd [23]. Eliberarea la tinta
permite controlarea locului, momentului si frecventei si cadentei disponibilizarii substantelor

active. Printre sistemele de eliberare controlata se regasesc si sistemele coloidale [24]-[26].
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in ultimul deceniu, in industria cosmetica a crescut interesul fati de ciclodextrine, in
vederea 1mbundtatirii caracteristicilor si performantelor produselor cosmetice, datoritd
capacititii de a elibera controlat substante active [27]. In general, in formularile cosmetice,
ciclodextrinele sunt utilizate pentru (i) asigurarea solubilizarii in faza apoasa a moleculelor
lipofile, (ii) cresterea stabilititii fizico-chimice a moleculelor oaspete prin protejarea impotriva:
descompunerii sub influenta luminii, reactiilor fotochimice, caldurii, oxidarii la nivelul pielii,
hidrolizei, pierderii prin evaporare, (iii) reducerea si prevenirea iritarii pielii, (iv) modularea
absorbtiei diferitilor compusi in piele, (v) stabilizarea emulsiilor si suspensiilor [38]-[40].

Un numir mare de componente cosmetice sunt aproape insolubile in apa. intre acestea,
uleiurile vegetale, hidrocarburile, acizii grasi superiori si esterii lor, unele vitamine, unii
hormoni si unii conservanti. Toate aceste substante chimice sunt capabile sa formeze complecsi
de incluziune cu ciclodextrinele, fapt care le asigura o solubilitate crescuta in fazi aopasa [31],
[32].

Ciclodextrinele sunt oligozaharide ciclice formate din sase, sapte sau opt unitédti de
glucoza (a, B, 8), care prezinta o suprafata exterioara hidrofila si o cavitate centrald hidrofoba.
Exteriorul hidrofil al moleculelor de ciclodextrina le conferd acestora o solubilitate in apa, iar
cavitatea hidrofobd constituie un microcadru ce poate acomoda moleculele nepolare sau
tronsoane ale acestora, functie de dimensiunule lor. Alaturi de cele trei tipuri de ciclodextrine
nemodificate (a, B, 3), in baza de date a Comisiei Europene cu informatii despre substantele si
ingredientele cosmetice (CosIng) sunt enumerate alte 11 ciclodextrine modificate chimic, intre
care formele metilate, acetilate, hidroxipropilate, sulfonate [41], [43]-[45]. Desi numarul
derivatilor acceptati drept ingredienti cosmetici este mare, trei dintre acestia sunt frecvent
utilizati: ciclodextrinele nemodificate, pentru stabilizarea emulsiilor, S-ciclodextrinele
hidroxipropilate, pentru favorizarea solubilizarii in apa si S-ciclodextrinele metilate, pentru
eliberarea controlatd a parfumurilor. Literatura de specialitate mentioneaza si potentialul de
agent anti-aging al B-ciclodextrinelor metilate [36] .

Aplicarea topica si transdermica a principiilor active trebuie sa fie sigura si non-toxica,
pentru a nu provoca iritatii. Conservarea principiilor active este esentiald in timpul formularii,
depozitarii si aplicarii produselor finale, deoarece acestea pot fi instabile si sensibile la variatii
de temperaturd, pH, lumina si in prezenta agentilor oxidanti. Astfel, incapsularea reprezinta o
necesitate pentru protejarea ingredientelor active in raport cu factorii externi si pentru medierea
eliberdrii tintitd si controlata a acestora [37]. Complexarea cu ciclodextrine a moleculelor poate

imbunatati unele dintre proprietatile fizico-chimice ale acestora, fird a afecta abilitatea
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substantelor bioactive de a permea membranele biologice lipofile, ori de a interactiona cu
diversi receptori celulari in organism [27].

Utilizarea bazelor de produs de tipul hidrogelurilor biopolimerice (cu colagen si acid
hialuronic) este considerata in prezent una dintre strategiile cele mai eficiente in tratamentul
plagilor cutanate rezultate in urma leziunilor superficiale, arsurilor solare sau radioterapice.
Respectivele produse prezinta avantajul de a favoriza vindecarea ranilor prin mentinerea unor
valori optime ale umiditatii si permarii speciilor mic-moleculare cu rol fiziologic. in plus,
hidrogelurile de colagen, de exemplu, obtinute sub variate forme (de la gel clar, pana la blocuri
compacte), reprezintd matrice eficiente pentru inglobarea controlatd si facild a numerosi
compusi farmacologic activi, cu scopul de a obtine produse (multi)functionale destinate tratarii
eficiente a afectiunilor care denatureazi bariera epidermala.

Ingredientele active vizate in cadrul procedeului propus sunt reprezentate de
curcumind, de o serie de vitamine (A, E, C etc) si de antioxidanti (acid ferulic, etc.).
Curcumina, este unul dintre constituentii activi din Curcuma longa L., familia Zingiberaceae.
Literatura de specialitate mentioneaza activitatea anti-inflamatorie, antibicrobiand, de inhibare
a receptorilor de crestere epidermala a analogilor curcuminei, fapt care a determinat includerea
sa intre componentele biologic active ale produselor vizate. Vitamina C este un puternic
antioxidant care poate neutraliza si elimina speciile ROS generate de poluantii din mediu si de
expunerea la radiatiile ultraviolete [38], [39]. Vitamina C este deosebit de eficienta in
reducerea leziunilor oxidative ale pielii atunci cand este utilizatd impreuna cu vitamina E [40],
[41]. Acest efect se afld in concordanta cu functia sa cunoscuta de regenerator al vitaminei E
oxidate, recicland astfel acest important eliminator de radicali liposolubili si limitand
degradarea oxidativa a structurilor membranei celulare [39], [42]. Proprietatile biologice ale
acidului ferulic (FA), in special activitatea sa antioxidanta sunt bine cunoscute [43]-[45]. FA
este utilizat ca ingredient fotoprotector in numeroase formuldri topice datoritad capacitatii sale
de a elimina radicalii liberi indusi de radiatiile UV [46], [47]. Mai mult, FA s-a dovedit a fi un
puternic absorbant UV [48].

Produsele au fost formulate si testate utilizdnd specificatiile Regulamentului European
Nr. 1223/ 2009 si Directiva 76/ 768 EEC privind produsele cosmetice, iar selectia
ingredientelor a fost realizata utilizind bazele de date CosING si UL Prospector.

in prezent, la nivel national, nu existd un producator al unor asemenea hidrogeluri
multifunctionale, majoritatea produselor similare fiind asigurate prin import. In multe cazuri
insa, produsele din import au costuri ridicate, iar caracterul antimicrobian le este conferit de

prezenta unui antibiotic topic, ori a unor ioni bactericizi. Astfel de solutii sunt insa
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nesustenabile, din cauza riscului instalarii de disbioze si de selectie a rezistentei la antibiotice.
La nivel international existd putine firme care produc si comercializeaza hidrogeluri
biopolimerice functionale destinate tratamentului plagilor cutanate. Intre cele mai eficient
produse de acest tip se situeaza cele ale companiei Coloplast Corp, produse ce apartin clasei
hidrogelurilor de colagen cu continut de alantoina, cu scopul de a favoriza rehidratarea zonei
afectate si debridarea. Majoritatea hidrogelurilor sau pansamentelor pe bazd de biopolimeri
disponibile pe piata internationala, precum BIOCOLLAGEN® GEL, CATRIX®Wound
Dressing cartilage powder sunt produse colagenice care se utilizeaza cu precautie in
tratamentul plagilor, fiind destinate utilizarii de cétre personalul medical instruit si deci greu
accesibile consumatorului non-profesionist.

Concluzionand, acest procedeu vizeaza dezvoltarea si testarea de produse ce raspund
rigorilor dispozitivelor medicale, dar care sunt aduse in sfera cosmeticelor regeneratoare.
Produsele in cauza au structuri tip hidrogel si constau in retele tridimensionale capabile sa
absoarba volume mari de apa, care permit incorporarea si eliberarea controlata a compusilor
biologic-activi. Ele asigura curatarea eficientd a zonei afectate si promoveaza reepitelizarea,

evitand descuamarea, disconfortul si riscul de infectie.

Problema pe care o rezolva inventia, solutii tehnice, avantaje

Problema pe care inventia vizeaza sd o rezolve este raportata la managementul plagilor
superficiale de la nivelul epidermei cu ajutorul unor produse integratoare, bioactive, cu
componente naturale, menite sa favorizeze restaurarea barierei epidermale afectatd in urma
unor agresiuni de mica amploare, a interventiilor medicale, sau a actiunii unor factori fizico-
chimici nocivi. Prin dezoltarea unor procedee utilizabile de catre non-profesionisti in dermato-
cosmeticd, sub forma unor solutii self care aplicabile inafara unitatilor sanitare, fie dupa
externare, in managementul cicatricilor chirurgicale, fie in timpul radioterapiei, fie in cazul
unor leziuni minore, situatii care necesita continuarea asistentei in zona afectata.

Utilizarea bazelor de produs de tipul hidrogelurilor biopolimerice (cu colagen si acid
hialuronic) este considerata in prezent una dintre strategiile cele mai eficiente in tratamentul
plagilor cutanate rezultate in urma leziunilor superficiale, arsurilor solare sau radioterapice.
Acest tip de produse prezinta avantajul de a favoriza vindecarea ranilor prin mentinerea unor
valori optime ale umiditatii si biodisponibilitatii speciilor mic-moleculare cu rol fiziologic. In
plus, hidrogelurile de colagen, de exemplu, obtinute sub variate forme (de la gel clar, pana la

blocuri compacte), reprezinta matrici eficiente pentru inglobarea controlata si facila a numerosi
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compusi farmacologic activi, cu scopul de a obtine produse (multi)functionale destinate tratarii
eficiente a afectiunilor care denatureaza bariera epidermala.

Colagenul este proteina structurala primard a tesuturilor umane, ofera suport fizic
tesuturilor, jucind un rol important in mentinerea integritatii structurale si biologice a matricei
extracelulare (ECM) [49]. In prezent, sunt raportate cel putin 28 de tipuri de colagen, care
reprezintd aproximativ 30-40% din totalul proteinelor corpului [S0], [S1]. Dispozitivele
medicale pe baza de colagen sunt utilizate pe scard larga intr-o varietate de domenii clinice,
inclusiv in chirurgie generala [52], ortopedica [53], dentard [54], neurochirurgie [55], precum
si in cosmetologie [56]. In prezent, tipurile de materii prime utilizate in obtinerea diferitelor
forme de colagen utilizabil in dispozitivele medicale de natura clinica sunt derivate in principal
din tesuturi animale si tesuturi de alogrefa [57].

Componentei colagenice din compozitia produselor vizate, cu rol de dispozitive
medicale i se impun o serie de exigente privitoare la caracteristicile fizico-chimice, la puritatea
si la calitatea sa. Respectivele exigente drivd din reglementdrile Comisiei Europene —
Regulamentul (UE) 2017/745, modificat prin regulamentul (UE) 2020/561 al Parlamentului
European si al Consiliului din 23 aprilie - si sunt formulate prin documentele de certificare a
produselor (Directivele 90/385/CEE si 93/42/CEE) in ceea ce priveste regulamentele de
fabricatie si documentele de trasabilitate si de urmarire tehnologica, precum si prin standardele
din seriile ISO 13458:2016 (Medical devices - Quality management systems - Requirements
for regulatory purposes), ISO 14937:2009 (Sterilization of health care products - General
requirements for characterization of a sterilizing agent and the development, validation and
routine control of a sterilization process for medical devices) si ISO 11137:2013 (Sterilization
of health care products - Radiation). Desi aplicatiile cosmeceutice ale formelor colagenice sunt
mai putin sever reglementate, existd o serie de cerinte care se impun a fi respectate din punctul
de vedere al absentei imunogenicitatii si al limitarii prezentei unor specii chimice insotitoare,
ori generate / adaugate in cursul operatiilor tehnologice (Regulamentul (CE) nr. 1223/2009 al
Parlamentului European si al Consiliului din 30 noiembrie 2009 privind produsele cosmetice).

Complexitatea procesului de formulare rezida din multitudinea de factori implicati in procesul de
livrare a principiului activ in piele, asigurdnd penetrabilitatea si distributia optima a substantei active. in
formularile tip U/A faza apoasa continua are rolul de a hidrata stratul cornos, care poate absorbi apa de
trei pana la cinci ori greutatea sa. Vehiculul afecteazi penetrabilitatea la nivelul tesutului subcutanat,
reducand pierderea transepidermald de apa. Cand stratul comos este puternic hidratat absorbtia
principiului activ creste pana la de 10 ori, acest mecanism fiind corelat cu cresterea constantei de difuzie

(creste volumul celulelor tesutului epidermal si scade rezistenta la difuzie a membranei celulare).
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Compozitia bazei va afecta absorbtia substantei active in piele, aspect predictibil, care depinde de
cunoasterea interactiunii dintre substanta activa si vehicul si de solubilitatea relativa a acesteia in vehicul,
respectiv stratul comos. Absorbtia principiilor active din produse topice depinde de natura chimica a
vehiculului, situsul de aplicare utilizat, regiunea corporald, statusul hidratérii, integritatea pielii, durata
contactului cu aceasta, eventuala ocluzie a situsului vizat. Factorii de naturd chimica implicati in procesul

de permeabilizare/ absorbtie sunt: masa moleculard a substantei active, gradul de disociere, pH,

absorbite in piele, ceea ce implicd o atentid evaluare a coeficientului de partitie pentru favorizarea
penetrabilititii. Substantele intens liposolubile, cu solubilitate mai buna in stratul comos faté de vehicul,
vor avea 0 mai bund penetrabilitate. Vascozitatea formularii afecteaza penetrarea substantei active in
stratul comos, ca si aria de aplicare, frecventa aplicérii, aplicarea prin masaj local. Masajul local
accelereaza evaporarea vehiculului si permite patrunderea formularii in relieful cutanat si suprafetele
glandulare de la nivelul pielii. Grosimea stratului de produs aplicat influenteaza penetrabilitatea substantei
active datorita diferentelor ratei evaporarii. Rata fluxului substantei active care penetreazi pielea va fi
dependenta de coeficientul de difuzie si de concentratia substantei active.

Metodele in vitro de testare a eliberarii principiului activ permit cuantificarea cedirii substantei
active in mediul cu care sunt in contact. In plus, metodele in vitro comparativ cu cele in vivo permit un
studiul cinetic, avand ca scop principal studierea parametrilor formulérii: natura excipientilor; concentratia
substantelor active; pH-ul; vascozitatea unguentului. Acesti parametri modificd cedarea (intensitatea si
viteza de cedare), dar pot constitui un mijloc de a controla reproductibilitatea fabricérii.

Aspectele inovative in acest demers sunt: (i) utilizarea unor molecule gazda (transportori) de tipul
ciclodextrinelor care permit complexarea controlati a principiilor active instabile sau sensibile la factori
externi i reprezintd cu siguranta un suport formulativ valid, rezolvand diferite probleme de formulare si
imbunatatind performanta produselor vizate; (ii) dezvoltarea de noi tehnici de incapsulare a principiilor
active, in scopul extinderii gamei de produse cosmetice regeneratoare si apoi al dezvoltarii unei tehnologii
particulare, care sa valideze posibilitatea de a realiza, la scard tehnologicd, produse din sfera cosmeticii

regeneratoare rezultate din cercetare.

Exemplul 1. Operatii tehnologice necesare prepardrii complexului de incluziune dintre
vitamina C si f-ciclodextrind in fazd solidd

Dati fiind solubilitatea in apa atdt a vitaminei C (Vit C), cat si a B-ciclodextrinei (BCD),
solventul principal utilizat pentru prepararea complexului de incluziune a celor doua substante
este apa. S-a avut in vedere prepararea unui complex de incluziune in raport molar de 1:1,

facand uz de diferite conditii si metode de preparare.
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Obtinerea complexului vit C — BCD prin framéntare in moara cu bile
- s-au cantérit cantitati corespunzatoare pentru un raport molar de 1:1, respectiv 6 mg
de Vit C si 44 mg de BCD. Cele doua solide au fost amestecate usor si introduse in
recipientele corespunzitoare morii cu bile, apoi umectate cu o cantitate micad de 20 pL.
de solvent. Solventul folosit a fost apa, respectiv un amestec apa-etanol 4:1 (v/v).
Amestecarea a avut loc la o frecventd de 30 Hz, timp de 2x60 minute. Amestecurile
umede rezultate au fost uscate la temperatura camerei, rezultand o pudra de culoare
alba in ambele cazuri (VitC-bCD _apa mill, VitC-bCD _apa-EtOH mill).
Obtinerea complexului vit C — BCD prin coprecipitare, urmata de liofilizare
- s-au cantdrit cantitati corespunzatoare pentru un raport molar de 1:1, respectiv 12 mg
de VitC si 88 mg de BCD.

- cei 88 mg de BCD au fost dizolvati in 12 mL de apa, sub agitare, la temperatura de
80°C timp de S min. La solutia astfel obtinutd, dupa racire, s-a adaugat in picéturi
solutia de Vit C obtinuta prin dizolvarea celor 12 mg de vitamina C in 2 mL amestec
apa-etanol 1:1 (v/v). Amestecul astfel obtinut a fost agitat la temperatura camerei timp
de 20 ore, iar solventul a fost indepaértat prin liofilizare, rezultdnd o pulbere de culoare
alba (VitC-bCD _coppl FD).

- amestecul solid format din 88 mg de BCD si 12 mg VitC a fost dizolvat in 3 mL
solvent, format din 2.7 mL apa si 0.3 mL etanol (9:1, v/v), sub agitare, la temperatura
camerei si echilibrat timp de 3 ore. Solventul a fost indepartat prin liofilizare, rezultand
o pulbere de culoare alba (VitC-bCD copp2 FD).

Obtinerea complexului vit C — BCD prin liofilizare, la pH acid
-179,6 mg BCD au fost dizolvati in 15 mL apa, sub agitare la temperatura de 80°C timp
de 5 min. 24 mg de VitC s-au dizolvat in 27 mL apa distilatd, rezultdnd o solutie de
concentratie 0.005 M. pH-ul solutiei de VitC a fost fixat la valoarea de 2.6 prin
adaugarea de 50 pL solutie de H>SO4 (0.1 M), cele doua solutii au fost amestecate si
echilibrate timp de 5 min. la temperatura camerei. Solutia finald, congelatd, a fost

liofilizatd, rezultind o pulbere albad (VitC-bCD FD pH).

Exemplul 2. Evidentierea formdrii complecsilor de incluziune cu p-ciclodextrind in fazi
solidi

Metodele cele mai des utilizate pentru evidentierea formarii complecsilor de incluziune
sunt: difractia de raze X pe pulberi, spectroscopia de infrarosu si calorimetria cu scanare

diferentiala. Ideea de baza constd in compararea datelor obtinute prin analiza: (i) substantei
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bioactive pure, (ii) B-ciclodextrinei, (iii) amestecului fizic ale celor doud componente, si (iv)
complexului de incluziune ale celor doud componente, obtinut prin diferite metode de
preparare.

Daca datele obtinute la analiza complexului de incluziune difera de cele ale substantei
bioactive pure (molecula oaspete), precum si de acelea ale -ciclodextrinei (molecula gazda),
se poate afirma cd s-a format o noud structurd care reprezintd un ansamblu supramolecular de
tip oaspete-gazda. Pentru un amestec fizic, datele obtinute prin analiza corespund unei insumari

ale datelor corespunzitoare componentelor pure.

Exemplul 3. Tehnologia de formulare a hidrogelului cu curcumind

Faza B se realizeaza prin hidratarea la 800 rpm a stabilizatorului de emulsie (acrylates crosspolymer), fara
incalzire, in apa demineralizazi pani la obtinerea unui gel omogen, transparent, incolor. In pasul urmtor,
se adauga in solutie curcumina. Inglobarea acesteia se realizeaz la viteza mare — 1000 — 1200 rmp pana
la formarea unui gel usor fluid, omogen 1n consistentd, de culoare portocaliu-morcov, cu particule de
dimensiuni mici, de culoare mai inchisa in masa.

Faza A se realizeaza prin dispersarea sub agitare la 800 rpm a sistemelor formate din ciclodextrine si
vitamina C, respectiv acidul ferulic, in conjugatul colagen-acid hialuronic. Dupa omogenizarea riguroasa,
faza A este incorporatd in faza B pana la obtinerea unui gel usor fluid, de culoare portocaliu-morcov, cu
particule de dimensiuni mici dispersate in masi. Dupd omogenizarea fazelor, se finalizeaza hidrogelul
prin addugarea conservantului Cosgard si incorporarea acestuia In formula finald. Pentru obtinereaa

formulei se respecta procentele si valorile raportate la 50g produs prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Formula hidrogelului GG

Faza Denumire INCI Denumire comerciala % S0g
B Aqua Apa demineralizata 8620 43.10
B Curcumina 0.50 0.25
B szzpﬁfier Acrylates Crosspolimer ~ 1.00  0.50
A Colagen+Hyaluronic 10.00  5.00

Benzyl Alcohol,
C Salicylic Acid, - Cosgard 1.00 0.50

Glycerin, Sorbic Acid

A 3-cilclodextrina vit C 0.50 0.25
B-cilclodextrina acid
ferulic 0.20 0.10
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Exemplul 4. Demonstrarea biocompatibilitatii in vitro pe modele celulare

Evaluarea gradului de biocompatibilitate se realizeaza cu ajutorul testelor MTT si LDH.
Testul MTT este un test de viabilitate ce permite evaluarea cantitativa a celulelor vii din cultura.
Dupa metabolizarea compusului MTT (bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu) se formeazi cristale de formazan solubile in izopropanol. Rezulta o solutie
(culoare violet) cu densitatea optica ce poate fi cititd la 550 nm. Pentru testul MTT, din placa
de testat cu fibroblaste cu 24 de godeuri se indeparteaza restul de mediu de cultura. Se spéla
suprafata cu PBS pentru a indeparta orice urma de ser fetal bovin, care inhiba compusul MTT.
Se prepara o solutie de MTT Img/ml si fiecare proba se incubeaza in prezenta a 1 ml solutie
MTT timp de 4 h la 370C si 5%CO:. Pentru a se putea face citirea rezultatelor, cristalele de
formazan formate se solubilizeaza cu izopropanol. Solutia rezultatd, de culoare violet, este
cititd la spectrofotometru la 550 nm. Intensitatea culorii este direct proportionala cu numaérul
de celule vii din proba. Pentru testul LDH, din placa de testat cu fibroblaste cu 24 de godeuri
se indeparteaza restul de mediul de cultura. Se spala suprafata cu PBS, apoi se adauga solutia
LDH conform instructiunilor din kit si probele se incubeazad 30 de minute la 37°C cu 5%COa.
Solutia rezultatd, de culoare rosu intens, se citeste cu ajutorul unui spectrofotometru (Elisa

reader) la 492 nm.

Exemplul 5. Determinarea profilului de citokine pro — antiinflamatorii

Determinarea unui panel de sase citokine pro-antiinflamatorii (IL-1p, IL-8, IL-10, IL-6, IL-
12p70, TNF) se realizeaza utilizdnd kitul BD - CBA (Cytokine Beads Assay). Evaluarea se
realizeaza pe linia celulara de fibroblaste HDF la 24 si 48 de ore dupa tratamentul cu probele
reprezentate de hidro-emulsie si activul principal, CBD. Celulele HDF se cultivd in mediu de
cultura DMEM (Sigma — Aldrich) suplimentat cu 2 mM Glutamina (Sigma — Aldrich), 10%
ser fetal bovin (FBS) inactivat la caldura (Sigma — Aldrich) si 1% Pen/Strep (penicilind).
/solutie de streptomicina, 50ug/mL — Sigma — Aldrich) timp de 24 ore la 37°C, 95 % umiditate
cu 5% CO,. In placa cu 96 de godeuri celulele se insiménteaza la densitatea celulara de 1x 10°
si peste volumul de 90 pL suspensie celulara se addauga 10 uL din probele testate. Se pregatesc
beads-urile de numirare si standardele conform instructiunilor producétorului. Probele,
martorii si standardele se incubeaza 3 ore la intuneric, Tcam, impreund cu Capture Beads si
reactivul de detectie Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent. Dupa incubare
probele se spald cu Wash Buffer, se centrifugheaza, se resuspenda in Wash Buffer si se
analizeaza prin citometrie in flux utilizand un citometru echipat cu laserele 488 nm si 633 nm.

Se numara minim 5000 de evenimente/ proba.
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REVENDICARI

1. Procedeu de obtinere a unor sisteme sinergice de principii active destinate regenerarii
epidermei afectate de leziuni superficiale, radiatii solare, radioterapie, sau escare
utilizdnd hidrogeluri specific functionalizate cu complecsi de incluziune ai unor ingrediente
active in molecule gazda. Procedeul presupune obtinerea sistemului colagen-acid hialuronic
prin conjugare chimicd, urmat de realizarea complecsilor de incluziune reprezentati de B-
ciclodextrine incércate cu vitamina C si acid ferulic, urmand apoi incorporarea acestora intr-
un hidrogel fluid. Astfel, se revendica tehnologia de obtinere a unui hidrogel care, conform
inventiei presupune realizarea fazei B prin hidratarea stabilizatorului de emulsie (acrylates
crosspolymer - 86.2%), fard incalzre, in apd demineralizazd pani la obtinerea unui gel omogen,
transparent, incolor, adaugarea in solutie a curcuminei (0.5%) si omogenizarea pan la obtinerea unui gel
usor fluid, omogen in consistentd, de culoare portocaliu-morcov, cu particule de dimensiuni mici, de
culoare mai inchisa in masa. Urméand obtinerea fazei A care se realizeazi prin dispersarea sistemelor
formate din ciclodextrine si vitamina C (0.5%), respectiv acidul ferulic (0.2%), in conjugatul colagen-acid
hialuronic (10%). Dupa omogenizarea riguroasa, faza A este incorporati in faza B pana la obtinerea unui

gel usor fluid, de culoare portocaliu-morcov, cu particule de dimensiuni mici dispersate in masa.
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