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INTRODUCERE

Ingrijirea leziunilor cutanate este realmente una dintre preocupirile de prim ordin ale
cercetdrii §i practicii clinice. Arsurile termice si leziunile asociate reprezintd o cauzd majord de
mortalitate si invaliditate la nivel mondial. Este un lucru ilustrativ si suficient pentru a justifica
cercetarile asupra acestei problematici, derulate in cadrul prezentei teze de doctorat.

Teza de doctorat este organizata in 11 capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul 1 cuprinde informatii legate de anatomia si fiziologia tesutului cutanat si, de
asemenea, informatii legate de evenimentele lezionale si tratarea acestora.

Capitolul al doilea cuprinde informatii legate de tratamentul apiterapic si activitatea la nivelul
tesutului cutanat a unor biocompusi existenti In produsele apicole, respectiv propolis, miere si
laptisor de matca.

Capitolul trei se refera la efectele unor extracte vegetale cu potential in tratamentul leziunilor
cutanate, respectiv ale unor plante existente in flora Romaniei: brusturele (Arctium lappa), catina
(Hippophaé rhamnoides), galbenelele (Calendula officinalis), ceapa (Allium cepa), coada soricelului
(Achillea millefolium), ptlagina (Plantago major), sunatoarea in leziunile cutanate (Hypericum
perforatum).

Capitolul 4 prezinta date de actualitate in ceea ce priveste efectul unor polimeri naturali
utilizati in tratamentul leziunilor cutanate. Capitolul, pe langd polimerii studiati - colagenul,
chitosanul, gelanul, carboximetilceluloza -, aduce informatii despre efectul utilizarii hidrogelurilor in
tratamentul leziunilor cutanate.

Capitolul 5 constd intr-o prezentare detaliatd a materialelor si metodelor utilizate pentru
obtinerea unor noi materiale terapeutice, respectiv a unor unguente apiterapice, fitoterapice,
polimerice, a unor amestecuri dintre acestea si, de asemenea a unor hidrogeluri si fime care au fost
caracterizate si testate asupra efectelor terapeutice exercitate in vivo.

Partea de contributii proprii a tezei de doctorat se extinde pe parcursul capitolelor 6-11 in
modul urmaétor:

Primul experiment intreprins, care face obiectul capitolului 6, si-a propus obtinerea si
caracterizarea unui nou unguent apiterapic bazat pe Incorporarea intr-o noua baza de unguent a
mierii de albine, propolisului, laptisorului de matca si apilarnilului. Pentru a investiga proprietatile
terapeutice ale unguentului au fost efectuate trei modele experimentale in vivo, asupra animalelor de

laborator, respectiv sobolanilor Wistar: leziuni de tip incizie liniard, excizie circulard si arsurd



termica. Tratamentul a fost aplicat topic, o datad pe zi, timp de 21 de zile. S-a realizat determinarea
ratei de contractie a leziunii, perioada de reepitelizare si examinarea histopatologica. Rezultatele
demonstreaza ca unguentul nou testat are un efect semnificativ in vindecarea leziunilor pielii, fiind
optim pentru utilizare.

Capitolul 7, care reprezintd al doilea experiment prezentat in lucrare, si-a propus sa
formuleze si sd caracterizeze un nou unguent fitoterapic bazat pe un extract total de produse
vegetale, testate in prealabil, respectiv, Plantago speciae, Hippophaé rhamnoides, Allium cepa,
Calendula officinalis, Arctium lappa, Hypericum perforatul, Achilea millefolium, inclus intr-o noua
baza de unguent.

Al treilea experiment descris 1n acest studiu, prezentat in capitolul 8, si-a propus sa formuleze
si sd caracterizeze un nou unguent bazat pe includerea unor polimeri (colagenul, chitosanul albusul
de ou liofilizat) intr-o noud baza de unguent.

Al patrulea experiment face obiectul capitolul 9, si si-a propuns obtinerea si caracterizarea
unui nou unguent bazat pe incorporarea intr-o baza de unguent a produselor apiterapice, extractelor
vegetale, precum si a polimerilor naturali utilizati in experimentul anterior.

Cel de al cincelea experiment intreprins, prezentat in capitolul 10, si-a propus studierea
eficientei unor hidrogeluri polimerice incdrcate cu principiu apiterapic, respectiv amestec de
principiu apiterapic si extract vegetal, asupra leziunilor cutanate.

Al saselea experiment, prezentat in capitolul 11, a vizat obtinerea de noi filme polimer -
principiu apiterapic, testate pe leziuni cutanate induse.

Teza de doctorat este structuratd in 11 capitole, dezvoltandu-se pe 290 pagini, care cuprind
49 figuri, 61 tabele, si se Incheie cu un capitol de concluzii, o lista bibliografica si anexe.

In rezumat se face o prezentare selectiva a rezultatelor obtinute in urma cercetirii, pastrandu-
se notatiile utilizate in tezd (numerotarea capitolelor si subcapitolelor, figurilor, tabelelor,

bibliografiei).

Obiectivele tezei de doctorat
Obiectivul principal al tezei de doctorat il constituie obtinerea, caracterizarea si testarea
de noi formuldri pe baza de principii fito- si apiterapice asociate cu polimeri naturali —
amestecuri fizice, hidrogeluri, filme - cu potentiale aplicatii in tratarea unor afectiuni la nivelul

tesutului cutanat.
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Selectarea polimerilor naturali in vederea obtinerii unor suporturi pentru principii active

s-a bazat pe caracterul lor biocompatibil si a lipsei de toxicitate, conditii absolut obligatorii

pentru realizarea de materiale cu aplicatii in domeniul farmaceutic si medical.

Realizarea obiectivului principal al cercetarii presupune indeplinirea mai multor obiective

asociate si conexe precizate in cele ce urmeaza.

Elaborarea, prepararea, caracterizarea si testarea unor unguente apiterapice la nivelul
tesutului cutanat. Caracterizarea presupune analiza cantitativa si calitativd a extractului de
propolis, analiza reologicd a unguentelor obtinute, evaluarea clinicd macroscopica si
microscopicd precum si calcularea ratei de contractie a ranilor.

Elaborarea, prepararea, caracterizarea si testarea unor unguente pe baza de extracte
vegetale, selectate pe baza literaturii de specialitate, la nivelul tesutului cutanat.
Caracterizarea acestui tip de formulari presupune studiul histo-anatomic al materialelor
vegetale, compozitia calitativd si cantitativd n polifenoli a extractelor fitoterapice si
testarea in vivo a unguentelor obtinute.

Obtinerea, caracterizarea si testarea unor unguente pe bazd de polimeri naturali care

prezinta activitate biologica la nivelul tesutului cutanat.

Pe baza rezultatelor obtinute si analiza acestora se trece la elaborarea unor noi formulari care sa

imbine sinergic efectele produselor testate.

Obtinerea, caracterizarea si testarea unor unguente pe bazd de amestecuri de polimeri
naturali si principii apiterapice si fitoterapice la nivelul unor leziuni a tesutului cutanat.
Obtinerea, caracterizarea si testarea unor hidrogeluri pe baza de polimeri naturali dublu
reticulati, ca suport pentru includerea de principii fito- si apiterapice cu aplicatii la nivelul
tesutului cutanat; evaluarea efectelor terapeutice in vivo ale noilor sisteme polimer-
principiu activ

Obtinerea, caracterizarea si testarea unor filme pe bazd de polimeri naturali, de tip
complex polielectrolitic, ca suport pentru includerea de principii fito- si apiterapice cu
aplicatii la nivelul tesutului cutanat; evaluarea efectelor terapeutice in vivo ale noilor

sisteme polimer-principiu activ.
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CAPITOLUL 6

OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR UNGUENTE
APITERAPICE LA NIVELUL TESUTULUI CUTANAT

6.1. Analiza calitativa si cantitativa a extractului de propolis.

O primd etapd in realizarea studiului a constituit-o cunoasterea compozitiei calitative si
cantitative 1n polifenoli a extractului apiterapic. Rezultatele obtinute aplicand metode Florin-
Ciocalteu si cromatografia PLC releva urmétoarele: continutul total in polifenoli (exprimat
conventional prin cantitatea de acid galic — mg/g extract) este de aproximativ 228 mg/g extract de
propolis.

Analiza cromatograficd prin HPLC (Figura 9) ofera o imagine exactd a compusilor
identificati In extract precum si a cantitatii acestora (nug/ml extract).

S-a pornit de la o solutie mama cu o concentratie de 50 pg/ml care prin diludri succesive a

permis obtinerea solutiilor cu concentratia situatd in domeniul dorit.

Intens. ]
mAU-

1250 —
1000 —

750 —
500 —

250
O—: A ML '\_J_lv_) 34 J-\_nio—v—\_o— 6 7 8 9
T T T —T — T — T —

0 5 10 15 20 25 30 " Time [nl1in]l
Figura 9. Cromatograma HPLC pentru extractul de propolis.

In tabelul 2 sunt listati compusii polifenolici posibil a intra in compozitia extractului de
propolis, cu mentiunea cd nu toti acestia au fost regasiti In preparat intr-o concentratie masurabila.
Pentru compusii polifenolici identificati in extract atat prin spectroscopie UV cat si prin MS, este
mentionata si concentratia acestora (coloana finala).

Inafara polifenolilor mentionati, in extractul de propolis au fost regasiti acidul cafeic,
acidul clorogenic si flavone. Cei doi acizi precum si tipurile de flavone identificate au fost dozati si

cantitativ, rezultatele fiind prezentate in Tabelele 3 si 4.
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Tabel 2. Compusi polifenolici identificati in extractul de propolis.

Nr. pe Identificat Identificat C? neentrafie
cromatograma Compus Nr. uv calitativ MS In extract
(ng/ml)
Ac gentisic 2 NU DA urme
3 NU DA urme
1 5 DA DA 1516.119
2 6 DA DA 1771.669
Hyperozid 8 NU DA urme
3 Isoquercitrin 9 DA DA 1.009
4 Rutozid 10 DA DA 0.823
Miricetol 11 NU DA urme
5 Quercitrin 13 DA DA 11.573
6 Quercetol 14 DA DA 18.295
7 Luteolina 16 DA DA 6.604
8 Kaempferol 17 DA DA 19.537
9 Apigenina 18 DA DA 19.195

Tabel 3. Concentratiile acidului cafeic si clorogenic in extractul de propolis

Proba Acid cafeic Acid clorogenic
Concentratie, pg/ml extract furnizat
PROPOLIS 796.40 1.67

Tabelul 4. Concentratiile flavonelor in extractul de propolis

Eupatorin | Eupatilin | Acacetin | Jaceosidin | Casticin | Hispidulin
Cod proba Concentratie (pg/ml)
PROPOLIS 0.00 0.00 613.60 820.98 0.00 393.02

6.2. Analiza reologica a unguentelor apiterapice

O caracteristicd importanta a unei formulra utilizate ca unguent, fie in aplicatii cosmetice fie in
tratarea unor leziuni ale dermei, o constituie capacitatea de etalare pe suprafata pielii, dar si stabilitatea
structurala. Informatii despre aceste proprietati pot fi obtinute prin efectuarea de teste reologice. Au
fost testate din acest punct de vedere 4 formulari, pregatite conform tehnicilor de lucru descrise

anterior (capitolul 5). Pe langa cele continand extract de propolis (a carui compozitie a fost prezentata

in Tabelul 2, au mai fost testate cele continand apilarnil, laptisor de matca si miere de albine.

Au fost efectuate ambele tipuri de teste reologice - oscilatorii si rotationale. Reproductibilitatea
rezultatelor s-a verificat prin efectuarea testelor reologice pe 3 ersantioane din fiecare unguent

analizat. Primul test reologic oscilatoriu a fost cel de baleiaj de amplitudine pentru a se determina atat
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limita domeniului vascoelastic liniar, cat si pentru a estima stabilitatea structurald a unguentelor.
Figura 6 permite constatari privind stabilitatea structurald a probelor in domeniul deformatiilor mici la
doud temperaturi. La temperatura de 25 °C probele prezinta o rigiditate mare si structura este mai
sensibila la deformatii. La temperatura de 37°C, selectatd pentru ca reprezintd temperatura fiziologica,

structura devine mai flexibila si unguentele au un aspect mai catifelat si sunt mai usor de etalat pe

piele.

At 25grd Az 25grd A3 25grd Atsrgra Az37grd Aasrard
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-
-
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-
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0
10 t t t t o } } | | |
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a b
Figura 10. Teste de baleiaj de frecventa pentru probele pe baza de extract apiterapic la doua

temperaturi: 25°C (a) si 37°C (b)
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Figura 11. Teste de baleiaj de amplitudine pentru probele pe baza de extract
apiterapic la doud temperaturi: 25°C (a) si 37°C (b)
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Figura 12. Testele reologice de temperatura

pentru unguente pe baza de extract apiterapic

Figura 13. Testele reologice de timp pentru

unguentele pe baza de extract apiterapic
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Figura 14. Curbele de curgere pentru unguentele pe baza de extract apiterapic




Probele analizate prezintd un comportament de tip solid la ambele temperaturi (Figura 10),
stabilitate structurald si un grad bun de fluidizare ale unguentelor la temperatura fiziologica (Figura
11), stabilitate structurald la teste de temperaturd (Figura 12), stabilitatea structurald (Figura 14).
Valorile G’ sunt mai mari decét cele G” pe intreg domeniul de frecvente, indicand caracterul pronuntat
elastic al probei analizate. Aceastd afirmatie este sustinutd si de valoarea micd a raportului G”/G’,
consolidand ideea ca aceasta proba are un caracter elastic pronuntat. Consistenta este corelata direct cu
valorile maxime si minime ale parametrilor reologici masurati. In functie de acesti parametri se pot
obtine materiale cu calificative bune in ceea ce priveste stabilitatea structurald si capacitatea de
distribuire la nivelul pielii (Lukic ef al., 2012).

6.3. Evaluarea clinica, macroscopica a leziunilor cutanate

Dintre unguentele testate, prezentdm rezultatele obtinute de unguentul pe baza de total
produse apicole. Prima coloana corespunzand unei zile de testare se referd la leziuni de tip incizie, a
doua se referd la leziuni de tip excizie si cea de a treia, la leziuni termice. Precizarea este valabila
pentru toate tabelele din prezentate 1n teza, corespunzatoare diferitelor tipuri de formulari testate.

Tabel 9. Rezultatele macroscopice ale testdrii unguentului apiterapic

LOT 13 ziua 0

§ i e ) 5 A 1
LOT 13 ziva 2 A } 7 OT 13 2l LOT 13 ziva 3 Lottty LOT 13 ziua 3

LOT 13 ziua 9 NN 5 LOT 137ziua 9

LOT 13 ziua 21

Vindecarea clinicd a avut loc dupa sase zile de tratament in cazul modelului experimental de
incizie, unde urma de cicatrizare dermica este greu vizibila. In cazul modelului experimental de

excizie, procesul de vindecare s-a produs prin contractia leziunii, In ziua 9 de tratament,
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inregistrandu-se Inhiderea completa a ranii, cu debridarea unei mici cruste, pundnd in evidentd o
zond de tesut cutanat nou format. Pentru leziunea termica s-a Inregistrat debridarea crustei
lezionale, cu evidentierea unui epiteliu de regenerare, calitativ atat din punct de vedere al elasticitatii
cat si estetic, a fost Tnregistrata la ziua 12 de tratament.

6.4. Rata de contractie a plagilor

Aria leziunilor a fost masurata in zilele 0, 6 si 9, in ziua a 12-a nemaifiind posibila calcularea
deoarece leziunile prezentau deja o arie de reepitelizare. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 10 si
sunt exprimate ca medie + eroarea medie standard (SEM), in timp ce tabelul 11 prezinta rezultate

privind valorile ratei de contractie a leziunii de tip excizie dupa 6 si 9 zile.

Tabel 10. Evolutia ariei leziunii de tip excizie pentru unguentelor pe baza de produse apicole

ARIA RANII (mm”) | Aria de epitelizare |
LOTURI ZIUA 0 ZIUA 6 ZIUA 9 ZI1UA 12
1 Lot miere 64 20 4 1.5x2 mm
(8x8) (4x5) (2x2)
) Lot propolis 64 16 1.5 Ix1 mm
(8x8) (4x4) (1x1.5)
3 Lot laptisor de 64 25 9 2x2 mm
matca (8x8) (5x5) (3x3)
4 Lot apilarnil (86:8) ( SZXSS) (323) 2x2 mm
5 Lot total 64 18 2 1x1.2 mm
apiterapice (8x8) (4x4.5) (1x2)
< 64 45,5 40,8
6 Lot baza unguent (88) (6.5x7) (6x6.8) -
64 61,6 56,25
7 Lot netratat (88) (7.7x8) (7.5x7.5) |

Tabel 11. Valorile ratei de contractie a leziunii de tip excizie la ziua 6 si ziua 9

Loturi experimentale WCR (%) (media + deviatia
standard)
Ziua 6 Ziua 9
Lot martor 5,78 + 1,86 14,85 + 2,95
Lot baza unguent 26,74 £2,13* 33,79 £2,21*%
Lot miere 69,38+0,63 93,65+0,28
Lot propolis 73,06+1,36 97,97+0,16
Lot laptisor de matca 62,23+0,68 84,34+0,80
Lot apilarnil 63,93+2,26 84,69+0,68
Lot total apiterapice 72,50+0,36 96,54+0,18

*p=0,0001(lot unguent pe baza de apiterapic raportat la lot martor si lot baza unguent)

Tratamentul cu unguent cu fotal produse apicole prezinta efecte favorabile din a 6-a zi a

experimentului, in comparatie cu grupul tratat cu baza de unguent (72,50+0,36 versus
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26,74+1,23) si mai ales in comparatie cu grupul martorul negativ (netratat) (72,50+0,36 versus
5,78+1,79). In ziua a 9-a de tratament, rezultatele sunt in mod evident pozitive, pentru grupul cu
unguent total apiterapice, procentul de contractie a ranilor fiind de 96.54+0.18 versus
33,79£1,28 (contractia ranii pentru grupul tratat cu baza de unguent) sau fatd de 14,85+1.,7
pentru grupul netratat. In ziua a 12-a de tratament, procesul de reepitelizare a fost finalizat pentru

modelul de excizie a ranii, in ziua 21 epidermul reepitelizat fiind de 2 mm.

6.5. Rezultate de anatomie patologica
Rezultatele de anatomie patologica au fost analizate la zilele 1, 3, 6, 12 si 21 ale
experimentului. Datoritd spatiului limitat ne marginim sa prezentam rezultatele obtinute in prima
zi a experimentului si In ultima zi a acestuia (Tabelele 12 si 18).
Tabel 12. Rezultate histologice la ziua 1 de testare a unguentelor apiterapice

Ziua 1
Excizie Arsura termica

Fi M AN
J.'Q";’n’:g‘ﬁ:}f 4

DAl

ey ‘ y ‘_ -~ 5

4 i J., 2 ﬁ
/ Jé?{g“ : %
AL B )

) )

Limfocite, epiderm si derm, | Edem usor, limfocite perivascular, Colagenizare dermica
HEx200 HEx200 severa, HEx100

Cele trei modele, incizie, excizie si arsura termicd, prezintd aspecte similare in ceea ce
priveste numarul limfocitelor (1-2/hpf), fibroblastelor, 2-3/hpf pentru excizie si 3-4/hpf pentru
incizie si arsurd termicd, cu edem discret in derm. Fibroza este discretd in dermul superficial cu
usoard accentuare a membranei bazale (excizie), putin mai accentuatd in incizie si severd in
arsura termica. Edemul dermic este discret in cele trei modele. Epidermul contine 1-2 straturi in
excizie si incizie.

Pentru lotul tratat cu unguent pe baza de total apiterapice, in ziua 21 a experimentului,
se constatd colagenizare dermica si rare limfocite in jurul unor foliculi pilosi de aspect normal
pentru leziunea de tip incizie. Se observa rare limfocite in leziunea de tip excizie si colagenizare
pentru leziunea de tip arsura termicd. Unguentul ce include cele patru apiterapice testate,
respectiv miere, propolis, laptisor de matca si apilarnil, asigurd prezenta sinergica a principiilor

apiterapice cu efect cicatrizant si regenerator celular si tisular.
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Abrevierile utilizate n tabel au urmatoarele semnificatii: lot control negativ (GCN), lot

baza unguent (GBU); lot unguent cu miere (GTM); lot nguent cu propolis (GTP); lot unguent cu

apilarnil (GTA); lot tratat cu un unguent cu fotal produse apiterapice (GTA).

Tabel 18. Rezultate histologice la ziua 21 de testare a unguentelor apiterapice

Modele experimentale
Loturi Incizie Excizie Arsura termica
GCN :
f -
Edem : 1nﬁ1trat 1nﬂamator Inflamatie in stratul muscular, Limfocite in hipoderm,
_HEx100 detaliu cu polarizare, HEx200 HEx100
GBU T
Hipoderm cu infiltrat Infiltrat inflamator in hipoderm, Vas cu perete ingrosat,
1nﬂamator HExlOO detaliu cu polarizare HEx200 11mfoc1te prezente HEx200
Miere &/ s : i { g 3
GM
Derm cu discret edem,
HEX 100
Propolis
GP
Colagemzare dermlca Colagenizare dermica
1mportanta HEx100 importantd, HEx100
Apilarnil ! ;
GA
. L . i m. ; - :
Anexe cutanate, HEx100 Colagemzare dermica si 1nﬁ1trat
inflamator asociat, HEx100
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GTA
Total api

Folicul pilos, cu rare Rare limfocite, HEx100 Colagenizare dermica
limfocite, HEx100 importanta, HEx200

Datoritd complexitatii pricipiilor active, prezente in preparatul testat, timpul de vindecare
dupa folosirea unguentului apiterapic realizat este mai scurt decat cel prezentat in studiile
publicate (Hafezi, et al., 2010; Csupor et al., 2010; Akkol et al., 2011).

Ceea ce este nou 1n acest experiment a fost faptul ca nu s-a practicat excizarea zonei arse,
cum este prezentat modelul in studiile de literaturd, deoarece in acest fel am fi avut pentru
tratament tot o leziune de tip excizie. Mai mult, ideea a fost de a mentine tegumentul ars, ca un
pansament protector, realizdndu-se punctii bioptice perilezional. Edemul perilezional, evident
clinic in primele zile ale tratamentului, parea descurajant pentru noua idee de tratament. Insa s-au
intamplat doud lucruri imbucuratoare: in primul rand prin punctia bioptica s-a produs drenajul si,
in al doilea rand infiltrarea unguentului perilezional, unde dealtfel era nevoie de tratament.
Tesutul lezat prin arsurd a servit drept mediu protector dar a fost mentinut umed si hranit prin
aplicarea unguentelor de testare. Procesul de vindecare s-a produs perilezional conducand in cele
din urma la impingerea crustei de arsura pe masura evolutiei procesului de vindecare.

Este demonstrat ca aplicarea topica de miere conduce la eradicarea rapida a infectiilor
bacteriene, reduce utilizarea antibioticelor si de asemenea, reduce perioada de spitalizare,
scurtand perioada de vindecarea ranilor, rezultatul fiind o cicatrice minima, lucru observat la
pacientele cu infectii postoperatorii ale leziunilor rezultate in urma operatiilor de cezariand sau
histerectomii (Al-Waili si Saloom, 1999).

De asemenea a fost evidentiatd actiunea pozitiva a laptisorului de matcd aplicat local
asupra vitezei de cicatrizare a plagilor cauzate de arsuri si a ranilor superficiale, precum si in
tratamentul unor boli de piele (Piana, 1989), putem afirma ca laptisorul de matca, chiar daca este
mai mult utilizat in preparatele de Ingrijire corporald, acesta ar putea intra cu succes in noi
formulari ce vizeaza tratamentul leziunilor cutanate.

Un alt compus care a condus catre vindecarea nevicioasd a tesutului cutanat este CAPE
(esterul fenetilic al acidului cafeic) (Serarslan et al., 2007). Dezvoltarea rapida a epiteliului de

regenerare fost pusa in evidenta histopatologic.
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CAPITOLUL 7

CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR UNGUENTE FITOTERAPICE LA
NIVELUL TESUTULUI CUTANAT

7.1. Studiul histo-anatomic al materialelor vegetale

In vederea evaludrii calititii materialului vegetal recoltat, a fost realizat studiul histo-

anatomic pentru organele vegetale (tulpina, frunze sau fructe).

-

Figura 17. Frunza de Arctium lappa: sectiune transversala

7.2. Compozitia calitativa si cantitativa in polifenoli a extractului fitoterapic
Un numar mare de studii leagd efectul terapeutic al speciilor vegetale de continutul in polifenoli.

In cadrul prezentei cercetri, cantitatea de polifenoli totali determinata a variat intre 22,76 + 0,33 mg
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acid galic/g extract pentru Calendula officinalis s1 63,99 = 0,31 mg acid galic/g extract pentru

extractul de Achillea millefolium, dupa cum releva Figura 18.
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Figura 18. Continutul in polifenoli totali al extractelor vegetale

mg acid galic/g extract

(CO- Calendula officinalis, HR-Hippophaé rhamnoides, AL-Arctium lappa,
AM-Achillea millefolium, ET — total plante)
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Figura 19. Cromatograma HPLC a extractului de Arctium lappa (1- acid ferulic, 2-rutoside)
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Figura 20. Cromatograma HPLC a extractului de Achillea millefolium (1-rutoside, 2-quercitrin,
3-quercetin, 4-luteolin, 5-apigenin)
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Figura 21. Cromatograma HPLC a extractului de Calendula officinalis
(1-isoquercitrin, 2-rutoside)
Datele din literatura de specialitate mentioneaza valori diferite pentru continutul in

polifenoli al extractelor vegetale. Analiza calitativd si cantitativa a extractelor a fost efectuata
prin HPLC, cromatogramele obtinute evidentiind tipurile de polifenoli (Figurile 19 — 21), iar

Tabelele 20, 21 prezentand concentratiile acestora.

Tabel 19. Identificarea polifenolilor in extractele vegetale

Gentisic acid - *

Caffeic acid 0.74 1.63 1.74
Chlorogenic - * * 238.57 * 46.35
acid 339.06

p-coumaric - * -
acid

Ferulic acid * * 0.153

Hyperoside - * -

Isoquercitrin - * - 9.905
Rutoside * * 99.279 * * 1.599 * * 7.983
Quercitrin * * 1.487 - * -
Quercetin * * 0.394

Luteolin * * 7.796

Apigenin * * 3.226

* determinare UV
** determinare calitativa MS
Tabel 20. Concentratia sterolilor in extractele vegetale

Stigmasterol - 1,036 1,584
Beta-sitosterol 1,139 7,700 3,264

Campesterol 0,3121 0,116
Brassicasterol - 0,166 -
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Rezultatele obtinute indicd prezenta acidului cafeic, clorogenic si rutozidului in toate
probele analizate (Tabel 19). Extractul de coada soricelului se remarca prin identificarea a 7
polifenoli, acidul clorogenic fiind in cantitatea cea mai mare (238,57 pug/ml). Analiza flavonelor
polimetoxilate, a permis identificarea lor doar in extractul de Achillea millefolium, si anume:
acacetin (107,12 ng/ml), casticin (63,56 ng/mL) si hispidulin (877,78 ng/mL). Din analiza datelor
se observi ca sterolul dominant in cele trei extracte vegetale este beta-sitosterolul (tabel 20). in
extractul de Achillea millefolium au mai fost identificati si stigmasterolul, campesterolul si
brassicasterolul, in timp ce 1n extractul de Calendula officinalis s-au determinat cantitativ

stigmasterolul si campesterolul.

7.3. Studiul reologic al unguentelor fitoterapice.
In scopul obtinerii de informatii privind stabilitatea structurald si caracteristicile de

etalare, noile formulari au fost supuse testelor reologice (Figurile 22-25).

F125grd F225grd F3 25grd Fiargrd F237grd F337grd

- G StorageModulus 8- G Storage Modulus  —8- G Storage Modulus B G StorageModulus  —®- G Storage Modulus 8- G Storage Modulus

—— G" Loss Modulus —— G" Loss Modulus — G" Loss Modulus — G" Loss Modulus — G" Loss Modulus — G Loss Modulus
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B
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Figura 22. Teste de baleiaj de amplitudine pentru unguente fitoterapice la doud temperaturi: 25°C (a) si 37°C (b)

Stabilitatea structurala si gradul de fluidizare ale unguentelor la temperatura fiziologica (37
°C) au fost evidentiate cu ajutorul testelor reologice de temperatura care s-au realizat la o frecventa
constantd (o = 10 rad/s) si o amplitudine constantd in domeniul vascoelastic liniar. Testele
reologice de timp realizate la ambele temperaturi (25°C si 37°C), la o frecventd constantd (o = 10
rad/s) si amplitudine constantd 1n limita domeniului vascoelastic liniar, au evidentiat stabilitatea

structurala in timp a unguentelor analizate.
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Figura 23. Teste de baleiaj de frecventd pentru unguente fitoterapice la doud temperaturi: 25°C si 37°C
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Figura 24. Testereologice de temperatura
pentru unguentele fitoterapice

Figura 26. Curbele de curgere pentru unguentele
fitoterapice

Testele rotationale s-au realizat in domeniul vitezelor de forfecare de 0,001 + 100 s™.

Valorile mari ale vascozitatii la forfecare zero calculate cu modelul Carreau-Yasuda din curbele

de curgere evidentiaza, o data in plus, stabilitatea structurald a probelor analizate.
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Figura 25. Teste reologice de timp pentru unguentele fitoterapice la temperatura de 25°C (a) si 37°C (b)

7.4. Rezultatele clinice si macroscopice.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 26.
Tabel 26. Rezultate macroscopice ale testarii unguentului extract total plante

LOT 8 ziua 0

LOT 8 ziua 0 LOT 8 ziua 0

LOT 8 ziua 3

 LOT 8 ziua 3

LOTS zina2a
i\ LOT 8 ziua 2

LOT 8 ziua 9 ’L()T 8 ziua 9

LOT 8 riua 6
LOT 8 ziua 6

LOT S ziua 12

7.5. Perioada de reepitelizare
Reepitelizarea, pentru leziunea de tip excizie a fost observatd in ziua a 12-a de tratament

pentru toate unguentele testate, ceea ce reprezintd un rezultat superior comparativ cu lotul baza
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de unguent (ziua 18 a experimentului), sau cu grupul de control negativ (ziua 21) (Tabelul 27).
Aria de reepitelizare pentru unguentele utilizate fiind diferite, cel mai bun rezultat fiind
inregistrat pentru lotul tratat cu unguent pe baza de brusture (1x2 mm) si total fitoterapice (1x2
mm).

Abrevierile utilizate 1n tabel au urmatoarele semnificatii: lot I control negativ (CN), lot II
baza unguent (BU), lot III tratat cu unguent de Hippophaé rhamnoides (catind) (HR); lot IV
tratat cu unguent de Calendula officinale (galbenele) (CO); lot V tratat cu unguent de, Arctium
lappa (brusture) (AL); lot VI tratat cu unguent de Achillea millefolium (coada soricelului) (AM);
lot VII tratat cu unguent pe baza de extract total de plante (ET).

Aria leziunilor a fost masurata in zilele 0, 6 si 9. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 27

si sunt exprimate ca valoare medie + eroarea medie standard (SEM).

Tabel 27. Aria leziunii, aria de reepitelizare pentru leziunea de tip excizie a loturilor
tratate cu unguente pe baza de produse vegetale

Aria de
Aria rinii (mm?) reepitelizare
LOTURI (mm)
ZIUA 0 ZIUA 6 ZIUA 9 ZIUA 12
Lot HR 64 (8x8) 36 (6x6) 7.5(2.5x3) | 2x2.5
Lot CO 64 (8x8) 28 (4x7) 5 (2x2.5) 1.5x2
Lot AL 64 (8x8) 15 (3x5) 34(1.7x2) | 1x2 mm
Lot AM 64 (8x8) 32.5 (5x6.5) 7,5(2.5x3) | 2x3 mm
Lot ET 64 (8x8) 20.25 (4.5x4.5) 4 (1.8x2) 1x2 mm
Lot BU 64 (8x8) 45,5 (6,5x7) 40,8 (6x6,8) | -
Lot CN 64 (8x8) 61,6 (7,7x8) | 56,25 (7,5x7.5) | -

*p=0,0001(lot unguent pe baza de fitoterapic raportat la lot martor si lot bazd unguent)

7.6. Rata de contractie a plagilor (tratate cu unguente pe baza de produse vegetale)

Tabel 28. Contractia ranii pentru leziunea de tip excizie

LOTURI WCR (%? (media + deviatia stand.ard)
Ziua 6 Ziua 9
Lot HR 69,38+0,83 88,22+0,50
Lot CO 57,29 + 1,80* 92,70+ 0,47*
Lot AL 77,66+0,68 94,29+0,26
Lot AM 51,30+1,14 87,50+0,41
Lot ET 68,82+1,44 94,95+0,43
Lot BU 26,74 £ 2,13* 33,79 £2,21*
Lot CN 5,78 +£ 1,86 14,85 £ 2,95
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In final, lotul tratat cu total fitoterapice se situeaza pe primul loc in ceea ce priveste

contractia, ceea ce justifica afirmarea efectelor sinergice ale plantelor utilizate.

7.7. Rezultate de anatomie patologica

Tabelele 30 si 33 prezinta rezultatele analizei histologice.

Tabel 30. Rezultate histologice la ziua a 3-a de testare a unguentelor fitoterapice

Loturi

Modele experimentale

GCN

Excizie

e

GBU

GTC
Catina

e

Limfocite perivascular,
intramuscular, HEx20

GTG
Galbenele

T

Numeroase 1im0te, PMN,

Edem dermi

W

HE x100

GTB
Brusture

R o

Congestie vasculara si
limfocite, HEx200

Intrat iﬂamatr in
hipoderm, HEx200

perianexial, HEx200
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GTCS
Coada
soricelului

GT ETP

Infiltrat limfo

¥

o

citar

HEX100

Miozita, HEx200

Limfocite, HEx200

Tabel 33. Rezultate histologice la ziua 21 a testarii unguentelor fitoterapice

Loturi

Modele experimentale

Incizie

GCN

GBU

Excizie
|3

Arsuri termica

rsu
’ .
f o
‘

HEx200

HEx200

GTC
Catina

GTG
Galbenele

Wi LY | e
Muschi, HEx100

s

o

HEx100

olagenizar dermica, HEx100

Colagenizare dermica
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dermica, HEx200 importanta, HEx100
GTB VI Lo | " : s ok
Brusture
' su de granulatie matur, Tesut de granulatie matur, HE Tesut de granulatie matur,
HEx200 x100 HEx 100
Coada
soricelului
Colagenizare dermica, Colagenizare dermica, ExlOO ‘ Colagenizare dermicé
HEx100 HEx200
GTTP - = | R I | A
Total SRR ¢l B ; '
plante
Limfocite, HEx100 Colgeiar dercé, Hex 100 Colagenizare dermica,
HEx100

Studiile asupra efectului uleiului de catina atesta eficienta sa in tratamentul ranilor (Ito et
al., 2014). A fost observat efectul antiinflamator (Nand et al., 2012; Parente et al., 2012; Tanideh
et al., 2013), antiinfectios (Efstratoiu et al., 2012), colagenizant  (Naeini et al., 2012) a
unguentului de gilbenele (Faria ef al., 2011; Okuma ef al., 2015).

In ceea ce priveste lotul tratat cu unguent pe bazi de total extracte vegetale, in leziunea
de tip incizie, dermul e reprezentat de un tesut de granulatie matur ce prinde mai mult de 2/3 din
grosimea sa. In leziunea de tip excizie, 1/3 din grosimea dermului (derm superficial) este
reprezentat de tesut de granulatie matur. Dermul mijlociu (1/3), prezinta aspecte de colagenizare
iar derm profund (1/3) prezinta fibroza marcatd (+++). Hipodermul prezinta inflamatie minima,
congestie si este redus in dimensiune (atrofiat, retractat). Rezultatele evidentiate in experimentul
de tip arsurd termica sunt similare cu rezultatele evidentiate in leziunea de tip incizie. Epidermul

in cele trei modele este de aspect cvasinormal, cu zone rectilinii atrofice.
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CAPITOLUL 8

OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR UNGUENTE PE
BAZA DE POLIMERI CU ACTIVITATE BIOLOGICA LA NIVELUL TESUTULUI
CUTANAT

Unul dintre obiectivele tezei de doctorat l1-a constituit obtinerea de noi formulari, de
aceasta data doar pe bazd de polimeri naturali — proteine si polizaharide. Acestia au fost ulterior
utilizati si pentru obtinerea de hidrogeluri sau filme capabile sd includa principiile fito- si
apiterapice a caror eficacitate in tratarea unor afectiuni ale dermei constituie obiectul cercetarii in
prezenta lucrare.

8.1. Caracterizarea reologica a unguentelor cu polimeri

Din Figura 27 se pot trage concluzii privind stabilitatea structurala a probelor in domeniul
deformatiilor mici, la doud temperaturi. La temperatura de 25 °C probele prezintd o rigiditate
mare i structura este mai sensibila la deformatii. Cu crestere temperaturii, structura devine mai

flexibild, unguentele avand un aspect mai catifelat si o etalare mai buna pe piele.

P125grd P2 259rd P3 25grd P137grd P2 37grd P337grd
—m- G Storage Modulus -8~ G Storage Modulus -m G Storage Modulus -8 G Storage Modulus -m~ G Storage Modulus = G Storage Modulus
—A— G" Loss Modulus —4— G" Loss Modulus —A— G" Loss Modulus —4— G" Loss Modulus —4— G" Loss Modulus —4— G" Loss Modulus
5
10 105
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.
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3
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-
=
-
G" 1024
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=
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Figura 27. Teste de baleiaj de amplitudine pentru probele cu polimeri la temperatura de 25°C (a) si 37°C (b).

In cazul testelor de baleiaj de frecventd, se constatd ci valorile G’ sunt mai mari dect cele
G” pe intreg domeniul de frecvente studiat, deci probele analizate prezinta un comportament de tip
solid la ambele temperaturi (Figura 28).

Stabilitatea structurald si gradul de fluidizare ale unguentelor la temperatura fiziologica au
fost evidentiate cu ajutorul testelor reologice de temperatura care s-au realizat la frecventa si
amplitudine constante (Figura 29). Testele reologice de timp realizate la ambele temperaturi (25°C si
37°C), la frecventd si amplitudine, au evidentiat stabilitatea structurald in timp a unguentelor

analizate (Figura 30). In cazul curbelor de curgere, valorile mari ale véscozititii la forfecare zero
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calculate cu modelul Carreau-Yasuda din curbele de curgere (Figura 31) argumenteaza si ele

stabilitatea structurala a probelor analizate.

Evident, comparativ cu unguentele realizate doar pe baza de extracte fito- sau apiterapice,

vaorile modulilor in cazul celor pe bazad de polimeri sunt mai ridicate datorita aportului adus de

compusul macromolecular. Diferentele nu sunt insd foarte mari, cauzate si de proportia redusa de

polimer introdus in baza de unguent, comparativ cu cantitatile de extract.

P125grd P2 25grd P3 25grd

—*- G StorageModulus  —¥- G StorageModulus ~ —¥- G Storage Modulus

—— G' Loss Modulus —— G Loss Modulus —— G' Loss Modulus

P137grd P237grd P337grd
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—— G' Loss Modulus —— G' Loss Modulus —— G' Loss Modulus
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—

Figura 28. Teste de baleiaj de amplitudine pentru probele cu polimeri la temperaturile de 25°C si 37°C.
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Figura 29. Testele reologice de temperatura pentru
unguentele pe baza de polimeri

Figura 30. Testele reologice de timp pentru unguentele pe

baza de polimeri
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Figura 31. Curbele de curgere pentru unguentele pe baza de polimeri

8.2. Rezultatele clinice si macroscopice

Evaluarea macroscopica pentru leziunea de tip incizie, evidentiaza evolutia favorabild, aceasta
fiind vindecata practic complet din punct de vedere clinic in ziua a sasea de tratament. Pentru leziunea
de tip arsurd termica, Intre ziua a sasea $i ziua a noua, crusta de aparare lezionala suferd procesul de
debridare, etaland in ziua a 12-a un epiteliu nou format, subtire, fin, elastic, care urmeaza procesul de

maturizare pana la ziua 21 (Tabel 37).

Tabel 37. Rezultate macroscopice ale leziunilor tratate cu amestec de polimeri

b

LOT 17 ziva 0 LOT 17 za 0

LOT 17 ziua 0 y ] BET o : LOT 17 %iua 1

O 74 - .
LOT 17 ziua 2 LOT172iwa2 il LOT 17 ziua 3

= LOT 17 ziua 12
LOT 17 ziua 12
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8.3. Rata de contractie a plagilor

Aria leziunilor a fost masurata in zilele 1, 6 si 9. Rezultatele semnificative sunt prezentate
in tabelul 38 si sunt exprimate ca valoarea medie + eroarea medie standard (SEM). Tabelul 39
prezinta rezultate privind rata de contractie a leziunii de tip excizie.

Tabel 38. Aria leziunii de tip excizie la ziua a 6-a si a 9-a a experimentului de testare a
unguentelor pe baza de extracte vegetale

ARIA RANII (mm?)
LOTURI ZIUA 0 ZI1UA 6 Z1UA 9 ZI1UA 12
1 Lot netratat 64 (8x8) oL o2 neepitelizat
2 Lot baza 45,5 40,8 oy
— 64 (8x8) (6x6.8) neepitelizat
3 Lot colagen 6 Epiderm reepitelizat (aria
S, S de reepitelizare 2x2 mm)
4 : 36 4 Epiderm reepitelizat
Lot chitosan 64 (8x8) ) (2x2) ekt Dl i)
22,5 . oy
5 Lot albus de ’ 2 Epiderm reepitelizat
ou liofilizat S, RIS (1x2) (aria 1x1 mm)
6 Lot total 64 8x8) 25 6 Epiderm reepitelizat
polimeri (5x5) (2x2,7) | (ariade 1x1 mm)
Tabel 39. Evaluarea ratei de contractie a leziunii de tip excizie
Loturi experimentale WCR (%) (media + deviatia
standard)
Ziua 6 Ziua 9
Lot martor 5,78 £ 1,86 14,85 + 2,95
Lot baza unguent 26,74 £2,13* 33,79 £2,21*
Lot colagen 40,00+0,94 89,53+0,68
Lot chitosan 44,69+0,83 93,43+0,33
Lot albus de ou liofilizat 64,06+0,45 97,14+0,14
Lot total polimeri 60,42+0,52 91,46+0,45

In ziua a 9-a de tratament, rezultatele sunt in mod evident pozitive, pentru grupul cu
unguent pe bazd de albus de ou liofilizat procentul de contractie a ranilor fiind de 97,14+0.14
versus 33,79+1,28 (contractia rdnii pentru grupul tratat cu baza de unguent) sau fatd de
14,85+1,7 pentru grupul netratat. In ziua a 12-a de tratament, procesul de reepitelizare a fost
finalizat pentru modelul de excizie a ranii.

8.5.Rezultate de anatomie patologica

Includerea polimerilor naturali in unguentele de testare s-a bazat pe ideia ca raspunsul
mediilor biologice (respectiv tesuturile vii: rani, plagi, sau diverse stadii de interventii

chirurgicale pe diverse tesuturi si organe) la contactul acestora cu materialele colagenice se
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concretizeaza prin diverse fenomene specifice: hemostazd, raspuns imunologic si proliferare
celulard asa cum este prezentat si in literatura de specialitate. Tabelele 41 si 44 prezinta
rezultatele histologice obtinute dupa a doua si a 21-a zi de testare a unguentelor, momente
considerate relevante pentru evolutia vindecarii.

Matricile de colagen stimuleaza producerea de colagen de neoformatie de catre celule (in
cadrul testelor pe culturi de celule), proprietate neintalnitd la biomaterialele sintetice. Acest fapt
se datoreazd domeniilor sale de legare a integrinelor, care favorizeaza atasarea celulelor din
culturd, fenomen necesar pentru cresterea, diferentierea si activitatea metabolica a celulelor.
Proprietatea hemostatica si capacitatea de a genera un tesut nousunt printre cele mai importante
proprietati biologice ale materialelor colagenice (Ochi et al., 2002; Wang et al., 2006)

Abrevierile utilizate in tabel au urmatoarele semnificatii: lot control negativ (GCN), lot
baza unguent (GBU), lot tratat cu un unguent de testare pe baza de colagen (GTCo), lot tratat cu
unguent de testare pe baza de chitosan (GTCh), lot tratat cu unguent de testare pe baza de albus
de ou liofilizat (GTA), lot tratat cu unguent de testare pe baza de total polimeri (GTP).

Tabel 41. Rezultate histologice dupd a doua zi de testare a unguentelor pe baza de polimeri
Modele experimentale

Loturi Incizie v Exclzle _ Arsura termica
GCN : e _ — e

Important infiltrat inflamator, - Ulcra‘gieepiderm cu depozit Colagenizare dermica
HEx200 lucocitar, HEx200 severa HExlOO _

GBU

Infiltrat inflamator in stratul Colagenizare dermica
muscular HEx4OO severd, HEx100 -

GTCo

Infiltrat inflamator in Infiltrat inflamator in hlpoderm Colagenizare dermica
hipoderm, HEx200 HEx200 severd, HEx100
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GTCh

L1mf001‘te in hypoderm $1 Limfocite, HEx200 Limfocite in hipoderm,
perivascular HEx200 HEx200

Tabel 44. Rezultate histologice dupa a 21-a zi de testare a unguentelor polimerice

Modele experimentale
Loturi Incizie Excizie Arsura termica
GCN
Edem, HEx100 Inflamatie in muschiul striat, Infiltrat inflamator, HEx100
GBU
Edem, HEx100 Infiltrat inflamator in hipoderm,
detahu HEx200
GTA
Colagenizare dermica, Tesut de granulatie matur, Colagemzare derrmca |
HEx100 colagenizare dermicd, HEx100 importantda HEx100
GTP , :
Colagenizare dermica Usoara colagenizare dermica, Colagenizare dermica
important, HEx100 HEx100 importantd, HEx100
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In organismul uman, chitosanul este degradat, conducand la produsi de degradare (Patil et
al., 2000) care sunt capabili sd stimuleze macrofagele, sd influenteze pozitiv sedimentarea
colagenului si, in consecinta, sa accelereze procesul de tratarea a ranilor (Zhang si Neau, 2001;
Thierry et al., 2005).

In cazul prezentului studiu s-a observat o colagenizare normald ca urmare a utilizarii
chitosanului care a fost inclus in baza de unguent, ceea ce a condus la o cicatrizare de tip
restitutio ad integrum. Este cunoscut ca un nivel prea ridicat de colagen poate compromite
rezultatul final al injuriei. Mecanismele responsabile pentru aceasta actiune pot include
proliferarea keratinocitelor, care are ca rezultat desprinderea de corneocite (Baumann et al.,
2005) si pot fi, de asemenea, asociate cu formarea de colagen nou in dermul superior (Gilchrest,
1997), ceea ce reprezinta un real avantaj, mai ales, post-injurie dermica. Moleculele de chitosan
pot induce o migrare a celulelor inflamatorii si fibroblastilor, stimuland producerea de citokine si
vindecarea ranii. Mai mult, este demonstrat ca vindecarea ranilor cu ajutorul chitosanului
stimuleaza nu numai migrarea si proliferarea fibroblastilor, ci si productia de colagen de tip I1I
(Ueno et al., 1999). Fibroblastii stimulati de moleculele de chitosan secreta interleukina-8 (IL-8),
care este un factor angiogenic si chemotactic al ambelor tipuri de celule (endoteliale si
epidermice), care produc fibrozarea si epitelizarea (Ishihara ef al., 2002).

In ceea ce priveste unguentul ce insumeazi polimerii de testare, s-a observat si in
prezentul studiu, in prima zi, cand s-au realizat modelele experimentale, pentru leziunile de tip
incizie si excizie, o capacitate de hemostaza crescutd, pentru ca mai apoi sa intervind favorabil n
procesele de regenerare, remarcandu-se tesut de granulatie, iar in final un epiteliu nou format,
tanar, in curs de maturare care este elastic si farda urme de vindecare vicioasa, ceea ce este
realmente remarcabil si de luat Tn seama.

In cazul prezentului studiu s-a utilizat amestecarea colagenului cu chitosanul si albusul de
ou liofilizat. Albusul de ou liofilizat este folosit In medicina populard in caz de leziuni, si mai
ales in cele de tip arsurd termicd, in stare proaspatd, prin aplicare directd, acesta formand o
peliculd protectoare, proteica, la suprafata leziunii. Preparatul polimeric obtinut in cadrul
prezentului studiu, contine compusi, citati in literatura de specialitate, de a fi biocompatibili cu
organismul uman. Dealtfel rezultatele obtinute in prezentul experiment, utilizdnd testarea unor
unguente ce au presupus inglobarea amestecului de polimeri in baza de unguent, atat din punct
de vedere clinic, cét si prin analizarea probelor histologice releva un efect terapeutic superior in

ceea ce priveste regenerarea tesutului cutanat.
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CAPITOLUL 9

OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR UNGUENTE PE
BAZA DE AMESTECURI DE POLIMERI NATURALI SI PRINCIPII APITERAPICE SI
FITOTERAPICE LA NIVELUL UNOR LEZIUNI A TESUTULUI CUTANAT

Primele tipuri de unguente raportate in prezenta teza sunt pe baza fie numai de principii
biologic active (extracte fito- sau apiterapice) fie doar pe bazd de polimeri naturali. Urmatorul
stadiu al cercetdrii a vizat, firesc, utilizarea simultana in baza de unguent a tuturor componentilor
cu activitate biologicd — respectiv extracte si polimeri — fiind de dorit/asteptat un efect sinergetic,
proprietati struturale si de etalare superioare.

9.1. Caracterizarea reologica a unguentelor cu amestecuri de extracte si de polimeri

Au fost efectuate si an acest caz ambele tipuri de teste reologice - oscilatorii si
rotationale. Reproductibilitatea rezultatelor s-a verificat prin efectuarea testelor reologice in
triplicat pentru fiecare unguent analizat.

Din Figura 24 se poate constata stabilitatea structurald a probelor in domeniul
deformatiilor mici la ambele temperaturi. Cu crestere temperaturii, formularile sunt mai usor de
etalat pe piele, au un aspect mai catifelat, efect al faptului cstructura devine mai flexibila.

In cazul testului de baleiaj de frecventd, valorile G* sunt mai mari decat cele G” pe intreg
domeniul de frecvente studiat, deci probele analizate prezintd un comportament de tip solid la
ambele temperaturi (Figura 25). Modulii dinamici sunt aproape paraleli si variaza foarte putin cu
frecventa ceea ce sugereazd existenta unei retele tridimensionale stabile datoratd unor
interactiuni. La temperatura fiziologica, valorile celor doi moduli dinamici scad ceea ce

sugereaza cd proba este mai moale, mai catifelatd si se aplica mai usor pe piele.

Am 25grd —a~ G" Loss Modulus

t

10 T T T T
0.001 0.01 0.1 1 10 % 100

Strain y —_—
Figura 32 Teste de baleiaj de amplitudine pentru probele cu amestec de polimeri si principii api/fitoterapice la
temperatura de 25°C si 37°C .
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Figura 33. Teste de baleiaj de frecventa pentru probele cu amestec de polimeri si principii api/fitoterapice la
temperaturile de 25°C si 37°C .

Stabilitatea structurald si gradul de fluidizare ale unguentelor la temperatura fiziologica
au fost evidentiate cu ajutorul testelor reologice de temperatura care s-au realizat la frecventa si
amplitudine constante (Figura 26). In cazul curbelor de curgere, valorile mari ale vascozitatii la
forfecare zero calculate cu modelul Carreau-Yasuda din curbele de curgere (Figura 27)
evidentiaza stabilitatea structurala a probelor analizate. Se mai constatd, de asemenea, dupa cum
era de asteptat, cd valorile modulilor pentru aceste formulari se plaseazd intre cele ale
unguentelor doar cu extracte fito- si apiterapice si cele caracteristice formularilor pe bazd doar de

polimeri naturali.
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Figura 34. Testele reologice de temperaturd pentru Figura 35. Curbele de curgere pentru unguentele cu
unguentele cu amestec de polimeri si principii amestec de polimeri si principii api/fitoterapice
api/fitoterapice

9.2. Rezultatele clinice si macroscopice
Evaluarea leziunilor tratate cu formularile complexe realizate (amestec de extracte si

polimeri) s-a facut din punct de vedere macroscopic, anatomo-patologic si histologic. Tabelele
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45-48 prezintd imagini care permit evaluarea macroscopica a diferitelor tipuri de leziuni induse,
dupa diferite durate ale tratamentului.

Tabel 45. Evaluarea macroscopica a leziunilor tratate cu unguent pe baza de produse apicole si
extracte vegetale (GT-AP)

i
LOT 18 ziua 0 LOT 18 ziua 0

T 18 zi LOT 18 7iua 3
., LOT 18 ziua 3 LOT 18 ziua 3
rina

LOT 18 ziua 2

LOT 18 ziua 6

LO']“l'ﬂ_ziun 6 -

LOT 18 ziua 21

LOT 18 ziun 12

Tabel 46. Evaluarea macroscopica a leziunilor tratate cu unguent pe baza de apiterapice-polimeri
(GT-APo.)

LOT 20 ziua 1

LOT 20 ziua 2 LOT 20 ziua 3

LOT 20 ziua 2 ] LOT 20 ziua 3 LOT 20 ziua 3

LOT 20 ziua 2
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|
|
f 20 ziua 6

¢
LOT 20 ziua 12 lt

LOT 20 zius 12

Tabel 47. Evaluarea macroscopica a leziunilor tratate cu unguent pe baza de extracte vegetale si
polimeri naturali (GT-PPo)

LOT 19 #iua 0

LOT 19 ziua 3 b b \ LOT 19 ziua 3

LOT 19 zius 2 1

LOT 19 ziua 21

LOT 19 ziua 12
LOT 19 ziua 12

Tabel 48. Evaluarea macroscopica a leziunilor epidermice pentru grupul cu unguent pe baza de
produse apicole, extracte vegetale si polimeri naturali (GT-APPo)

LOT 21 ziua 3

LOT 21 ziua 3

LOT 21 ziua 3
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LOT 21 ziua 9

LOT 21 ziua 12

|.or‘:\u‘g-n

Noile unguentele de testare, care contin produse apicole, extracte vegetale si polimeri
naturali si-au dovedit eficacitatea. Vindecarea completd a avut loc dupd sase zile de tratament, in
cazul modelului experimental de tip incizie, iar dupa noua zile in cazul modelelor de excizie si in
leziunea produsi de arsura termica (tabelele 45-48). In prima zi de tratament in cazul utilizarii
unguentelor de testare, continand produse apiterapice, extracte vegetale si polimeri naturali s-a
observat efectul asupra hemostazei. Mecanismul hemostazei induse de catre colagen face obiectul
a numeroase studii stiintifice din domeniul medical. Plachetele adera intr-o prima faza la suprafata
gelului colagenic. In a doua faza, acestea se desorb si se implica intr-un proces de agregare, iar in a
treia fazd, se activeazad reactia trombinei asupra fibrinogenului, care se finalizeaza cu aparitia
trombusului plachetar (Antiszko ef al., 1995).

Chitosanul, utilizat in unguentele de testare prezinta, asa cum este citat si in literatura de
specialitate, proprietati hemostatice (Huang si Fu, 2010; Dai et al., 2011; Li et al, 2012;
Busilacchi et al., 2013), promovand agregarea eritrocitard. Activarea cascadei de coagulare este un
factor important in leziunile acute, profunde, cand sangerarea excesiva poate pune viata in pericol
(Paul si Sharma, 2004). Aceste proprietati au dus la utilizarea chitosanului in unguentele pentru
imbunatatirea procesului de vindecare a rdnilor sau mai exact, a accelerarii vindecarii ranilor
(Murakami et al., 2010; Yang et al., 2010; Kumar et al., 2012; Baxter et al., 2013; Zhang et al.,
2013).

9.3. Rata de contractie a ranii

Nu sunt schimbari importante in ceea ce priveste contractia ranii in primele trei zile de
tratament, acestea fiinnd zile 1n care au avut loc procesele inflamatorii) (Tabel 49).

Proliferarea celulara incepe dupd 3 zile, iar reducerea semnificativd a ariei ranii (p
<0,001) a fost obtinuta la 6 si 9 zile dupa tratament. S-a observat ca tratamentul cu unguentul pe
baza de produse apicole, extracte vegetale si polimeri naturali, prezintd cele mai bune efecte,

acesta Inregistrand cea mai buna ratd de contractie a leziunilor din ziua a 6-a a experimentului. In
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ziua a 9-a de tratament, rezultatele sunt in mod evident pozitive, pentru grupul cu unguent pe
baza de produse apicole, extracte vegetale si polimeri naturali. In ziua a 12-a de tratament,
procesul de reepitelizare a fost finalizat pentru modelul de excizie a ranii pentru loturile tratate
cu unguente de testare. Aceasta perioada a fost Inregistratd pentru toate unguentele testate.
(tabele 49, 50).

Abrevierile utilizate in tabel au urmatoarele semnificatii: lot control negativ (GN); lot
baza unguent (GBU), lot tratat cu un unguent pe baza de produse apiterapice-extract plante (GT-
AP); lot tratat cu un unguent pe baza de extracte de plante — polimeri naturali (GT-PPo); lot tratat
cu un unguent pe bazd de produse apiterapice — polimeri naturali (GT-APo); lot tratat cu un

unguent de testare pe baza de produse apiterapice-fitoterapice-polimeri naturali (GT-APPo).

Tabel 49. Aria leziunii de tip excizie pentru loturile tratate cu unguente pe baza de
amestecuri apiterapice, fitoterapice si polimerice

ARIA RANII (mm®)

LOTURI ZIUA 0 ZIUA 6 ZIUA 9
1 Lot bazi unguent | 64 (8x8) 45,5 (6,5x7) 40,8 (6x6,8)
2 | Lot netratat 64 (8x8) 61,6 (7,7x8) 56,25 (7,5x7,5)
3 | Lot GT-AP 64 (8x8) 7,5 (2,5x3) 1,56 (1.2x1.3)
4 | Lot GT-PPo 64 (8x8) 19,5 (3x3.5) 2 (3x3)
5 | Lot GT-APo 64 (8x8) 9 (3x3) 1,5 (1x1,5)
6 | Lot GT-APPo 64 (8x8) 5 (2x2,5) 1(1x1)

Efectele sinergice 1n ceea ce priveste vindecarea leziunii de tip excizie se pot observa in
prezentul studiu, pentru lotul GT-APPo care in ziua a 9-a de tratament prezintd o arie a leziunii
de numai 1x1 mm. Loturile tratate cu unguente in care au fost incluse produsele apicole, se afla
pe primele trei locuri in ierarhia vindecarii, acestea aducand un aport important asupra vindecarii
ranii (Tabel 50).

Tabel 50. Contractia ranii de tip excizie tratatd cu unguente pe baza de apiterapice, fitoterapice si

polimeri naturali

Loturi experimentale WCR (%) (media + deviatia standard)
Ziua 6 Ziua 9

Lot martor 5,78 + 1,86 14,85 £ 2,95

Lot baza unguent 26,74 +2,13* 33,79 +£2,21*
Lot GT-AP 89,33+0,60 97,82+0,13

Lot GT- PPo 84,06+0,47 96,61+0,30

Lot GT-APo 86,25+0,31 97,50+0,09

Lot 21 GT-APPo 91,35+0,83 98,17+0,15

9.4. Rezultate de anatomie patologica.
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La fel ca in cazutile precedent discutate, au fost selectate ca fiind semnificative din punct
de vedere al rezultatelor histopatologice cele obtinute dupa ziua 3 (Tabel 53) si 21 (Tabel 55) de
tratament.

Tabelul 53. Rezultate histologice in a 3-a zi de testare a unguentelor pe baza de amestecuri
apiterapice, fitoterapice si polimeri naturali

Modele experimentale
Loturi Incizie ' Excizie - Arsura termlca
GCN NS
Abces in stratul coos, Ulceratie, HEx200 Abces 1n stratul cornos,
acantoza epiderm, HEx100 ___HEx100
GBU : '
Degenerescenta Vacuolara ] Inﬁtrat inflamator Abces in stratul cornos,
spongloza HEx20 hipodermic, HEx200 HEx100
GT-AP ]
H1poderm cu 1nﬁ1trat Infiltrat inflamator limfocitar, | Fibroza ce incastreaza fibrele
inflamator, HEx200 , HEx200 musculare striate, HEx100
GT-PPo W ‘
Important infiltrat 1nﬂamat0r Infiltrat mﬂamator HEx200 Abces in stratul cornos,
dermo—hlpoderrmc HEx100 . i HEx100
GT-APo 4 W '
b DR sl s B . -
Infiltrat inflamator, HEx100 Abces cornos, vacuolizare, Congestie si hemoragie,
HEx200 HEx200
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GT-APPo

. [E,

)

Inﬁltat inflamator, HE2O

™

Infiltrat inflamator, HEx200

Important infiltrat inflamator,
HEx 200

In ziua 21 pentru loturile tratate cu unguentele de testare se observa in toate cele trei
tipuri de leziuni cutanate, colagenizare dermica pentru loturile GT-PPo si GT-APPo, observata
deasemenea si pentru lotul GT-APo in leziunile de tip incizie si excizie. Pentru lotul GT-AP se
observa o colagenizare dermica importantd in leziunea de tip incizie si arsurd termica, iar pentru
excizie, pe langa aceasta colagenizare, se observa si prezenta unui discret edem dermic. Pentru
lotul GT-APo, in excizie este observatd colagenizare dermica dar cu evidentierea de folicul pilos
cu atrofierea glandelor sebacee (Tabel 55).

Tabelul 55. Rezultate histologice in ziua 21 de testare a unguentelor pe baza de amestecuri
apiterapice, fitoterapice si polimeri naturali

Modele experimentale
Loturi Incizie Excizie Arsura termica
GCN e o
! : 4 = 2
Infiltrat inflamator, HEx 100 Ulceratie, important infiltrat Infiltrat inflamator
interstitial, HEx100
GBU B _ N7 e
Reactie de corp strdin la Important infiltrat inflamator, Congestielgi edém, HEx100
__ keratina 200 HEx200
GT-AP ) Ny
s .‘ ;. 2 J _-‘\\',‘ -
S '%'q';‘ »i ; AR, '.::-:\‘é
Colagenizare importanta a Colagenizare dermica, usor Colagenizare importanta a
dermului, HEx100 edem al dermului, HEx100 dermului, HEx100
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GT-PPo

Gl 44N Lt L\ o LY -

Colanizare dermié, HEx 100 Colagenizare dermica,

HEx100 HEx100
GT-APo e 1 o :
AP e ——
Colagenizare dermica, Colagenizare dermicd, , HEx100 | Colagenizare dermica, HEx
HEx100 ) 100
GT-APPo e

y]

g 5

Colagenizare dermica, HEx100 Colagenizare dermicd, HEx100 Colgniadeica, HEx100

Pentru loturile martor in leziunea de tip incizie se evidentiaza infiltrat inflamator, acesta
interesdnd hipodermul si stratul muscular (GCN), iar pentru GBU, se remarcd si prezenta
fibrozei in hipoderm, pe langd aceasta evidentiandu-se si reactie gigantocelulara de corp strain.
In leziunea de tip excizie, se remarci pentru ambele loturi un important infiltrat inflamator, iar
pentr GCN si prezenta aspectelor de ulceratie. Pentru leziunea de tip arsurd se evidentiaza
infiltrat inflamator ce intereseaza si planul muscular (GCN), congestie si edem (GBU) (tabel 55).

Se poate remarca ca unguentele de testare au contribuit la normalizarea histoarhitecturii
tesutului cutanat, ceea ce confirma studiile deja publicate. Studiile au aratat faptul ca chitosanul
stimuleazad proliferarea celulara si histoarhitectura tisulara (Jayakumar ef al., 2011) si datorita
capacitatii de a imbunatati faza de remodelare a matricei extracelulare, poate fi incorporat in
formulari pentru tratarea ranilor (Leonida et al., 2011). Dupa injurie, aplicarea de pansamente pe
baza de polimeri naturali a fost propusa pentru a stimula mediul celular original si al matricei
extracelulare (Sell ef al., 2010). Un studiu sugereaza faptul ca chitosanul si nanoparticulele sale
faciliteazd matricea extracelulard in faza remodelarii vindecarii leziunii (Leonida et al., 2011).
Factorul principal in accelerarea procesului de vindecare a leziunii poate fi atribuit prezentei N-

acetil-d-glucozaminei (Choi et al., 2001).
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Utilizarea glucozei la nivelul pielii, apreciatd prin moleculele de glucoza marcate
radioactiv, este de 0,2 pmol/min/mg de piele umana (derm si epiderm), valoare comparabila cu a
tesutului muscular activ in vitro (Freinkel, 2001). Peste jumatate din glucoza utilizata in piele are
loc la nivelul epidermului. Utilizarea glucozei in epiderm este mai crescutd in stratul bazal decat
in celelalte straturi, fiind in functie de activitatea metabolica din fiecare strat (Alecu, 2006). De
asemenea utilizarea laptisorului de matca pentru obtinerea unguentelor de testare se bazeaza pe
actiunea estrogenilor asupra pielii: mentinerea troficitatii prin cresterea grosimii pielii, cresterea
vascularizatiei, cresterea cantitatii si calitatii colagenului, actiunea de reglare a ciclului foliculilor
pilosi si a glandelor sebacee (Cowley et al., 1997).

In general, un pansament eficient al leziunilor mentine un mediu umed al patului ranii,
fara a risca deshidratarea sau acumularea de exudat; permeabilitatea suficientd pentru gaze si
procesele reparatorii care necesita oxigen; un nivel ridicat al capacitatii de absorbtie al fluidului
pentru a elimina exudatele excesive care contin nutrienti pentru bacteriile de la nivelul ranii; o
bund barierd impotriva patrunderii microorganismelor care pot cauza infectii; activitate
antibacteriand pentru a suprima dezvoltarea bacteriilor sub pansament; absenta oricaror efecte

citotoxice, ceea ce unguentele testate in prezentul studiu au dovedit cu succes.
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CAPITOLUL 10

OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR HIDROGELURI PE
BAZA DE POLIMERI NATURALI CA SUPORT PENTRU INCLUDEREA DE
PRINCIPII FITO- SI APITERAPICE CU APLICATII LA NIVELUL TESUTULUI
CUTANAT
Hidrogelurile sunt materiale cu structura tridimensionald, care atunci cand sunt obtinute
din biopolimeri pot fi utilizate ca suporturi pentru includerea de diverse principii biologic active
cu potential in tratarea a numetoase afectiuni, inclusiv leziuni ale pielii. Numerosi polimeri de
origine naturald (polizaharide, proiteine) pot fi utilizati in scopul realizarii de hidrogeluri cu
caracteristici de retinere a apei si principiilor biologic active foarte diverse, reglabile prin jocul
parametrilor reactiei de sinteza a lor. In studiul nostru am optat pentru doi polimeri — chitosanul
si gelatina -, amandoi biocompatibili. Chitosanul este binecunoscut pentru activitatea sa
biologicd; gelatina, derivat al colagenului din care se obtine prin reactii bine controlate de
hidroliza, preia, desigur, si calitatile precursorului din care provine, inclusiv cele biologice.
Ambii polimeri prezintd grupari functionale reactive in conditii moderate, astfel incat prin
alegerea judicioasa a agentului de reticulare pot genera usor structuri tridimensionale.
Reticulantii folositi la obtinerea hidrogelurilor, prin formarea de legaturi covalente cu polimerii
utilizati, sunt adeseori toxici, necesitand purificare avansatd. Colectivul condus de prof. Popa a
elaborat o metoda de reticulare capabila sd reduca in mare masurd cantitatea de reactant
covalent, diminuand riscurile de toxicitate a hidrogelurilor obtinute. Pornind de la ideea cd unii
polimeri posedd grupe functionale ionice, a fost elaboratd o tehnica de reticulare a acestora
utilizand anioni polifunctionali (sulfat, tripolifosfat). Intrucat, insi, stabilitatea mecanici a
gelurilor astfel obtinute nu este foarte ridicata, s-a optat pentru utilizarea In paralel cu
reticulantul ionic, a unor cantitdti reduse de reticulant covalent (aldehida glutaricd) care are efect
ranforsant asupra structurii.

Procedeul, purtand numele de dubla reticulare a fost folosit pentru obtinerea hidrogelurilor

utilizate In prezenta lucrare pentru includerea de extracte fito- si apiterapice.

10.1. Caracterizarea hidrogelurilor
In general, reactia de reticulare covalenti a celor doi polimeri are loc la grupele aminice
libere datoritd reactivitatii mari a acestori grupe functionale cu respectarea grupelor de hidroxil,

fiind favorizata si de mediul acid in care se desfasoara.
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10.1.1. Analiza structurala prin pectroscopie FTIR

Spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR) a confirmat faptul ca are loc
reticularea covalenta dintre grupele functionale amino ale celor doi polimeri si grupele carbonil
ale glutaradehidei. Grupele aminice nou formate absorb intr-o regiune destinata unor altor grupe
functionale prezente in ambii polimeri, de aceea a fost realizatd o deconvolutie a spectrului in
regiunea 1500-1800 cm™'. Banda de absorbtie specific pentru amine a fost gasitd la 1668 cm™
(Socrates, 2004). Banda de absorbtie la 1709 cm™ este atribuitd gruparilor -C=0, sugerand ¢i nu
toate moleculele de agent de reticulare participd in reactia cu aceste grupari carbonil. Reticularea
ionicd a ionilor de amoniu din cei doi polimeri a fost confirmatd prin banda de absorbtie
atribuitd —SO4~ (~ 617cm™). In hidrogel au fost incluse principii active provenite din extractele
fito- si apiterapice. Informatiile furnizate de datele spectrale IR au permis formularea unei
structuri schematic prezentatd in Figura 36; in ochiurile retelei este figurat schematic produsul

activ.

Active principle
+ O=CH-{CH;);-CH=0

det HV mag | s rac mode | WD
GSED | 19.46 kV |2 000 x ESEM | 9.6 mm

Figura 36. Structura schematicd a sistemului Figura 37. Morfologia hidrogelului evidentiata prin

hidrogel polimeric-principiu activ miscroscopie electronica de baleiaj

10.1.2. Morfologia hidrogelului
Morfologia hidrogelului a fost evidentiata prin microscopia electronica de baleiaj (Figura
37). Suprafata hidrogelului prezintd o structura omogena si poroasa, porii fiind formati de
distantele dintre fibrilelor din structura hidrogelului.
10.3. Evaluarea vindecarii leziunilor utilizind hidrogeluri polimerice.
Utilizarea sistemului hidrogel-principiu activ se face prin aplicarea directa a acestuia pe

leziunea indusa. Evaluarea capacitatii de vindecare s-a facut prin metodele utilizate n cazurile
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anterioare pentru unguente. Fiind in contact direct cu rana, fluxul de fluide provenind din
aceasta patrunde in structura poroasa a materialului de unde preia principiile active readucandu-

le in zona afectata.

10.2.1. Rata de contractie a leziunii
Contractia ranii este una din cele mai puternice forte mecanice din corpul uman,
mecanismele biologice exacte ale acestui proces fiind inca un subiect controversat. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 57. Reducerea semnificativa a ariei leziunii a fost inregistrata in ziua 7
de tratament. In a 10-a zi de tratament, procesul de reepitelizare a fost complet pentru lotul tratat
cu film obtinut din hidrogel-propolis 20%-extracte vegetale. Leziunea a fost inchisd 100% in a
10-a zi de tratament cu hidrogel-propolis 20 %-extract vegetal, comparativ cu lotul netratat care

a avut nevoie de 21 de zile pentru vindecare.

Tabel 57. Rata de contractie a leziunii pentru loturile tratate cu hidrogeluri pe baza de

polimeri naturali continand incluse principii apiterapice si fitoterapice

Loturi experimentale Tratament WCR_ziua 7
Lot F1 Sistem chitosan-gelatina 40.00£0.93
Lot F2 Sistem chitosan-gelatind -10 % propolis 73.06+1.36
Lot F3 Sistem chitosan-gelatind -20 % propolis 84.05+0.47

. . ] < A0 .
Lot F4 Sistem chitosan-gelatind -20 % propolis 89 3340 60
extract vegetal
Lot Propolis Propolis 69.37+0.62
Lot control negativ  Netratat 5.78+1.79

*p =0.0001, in comparatie cu lotul control negativ (netratat)

10.2.2. Rezultate de anatomie patologica

Congestia vasculard minima sau moderata este prezenta si detaliatd in (Tabelul 58). Vasele
capilare mici i mijlocii prezintad pereti integri si de calibru usor marit. Fragmentele musculare
atagate fragmentelor cutanate nu prezintd modificdri. Anexele cutanate: foliculii pilosi densi, in
medie 2-3 foliculi/camp de 40x (pentru loturile tratate cu hidrogel 3 si propolis) sau 4-5
foliculi/camp de 40x (pentru loturile tratate cu hidrogel 1, hidrogel 2) prezinta zonal hiperplazia

glandelor sebacee.
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Tabel 58. Rezultate de analiza histologica pentru loturile tratate cu hidrogeluri pe baza de
polimeri si principii apiterapice si fitoterapice

Lot microscopie microscopie microscopie

Lot martor §
’ ¥ . AS ' : / =
Capilare si elemente Capilare congestive si elemente | Edem in dermul superficial.
inflamatorii in derm, 00. | inflamatorii in derm, HEx200. HEx200.
Lot aplicatie P YR M '
film 1 (F1) '
Discret em indermul
_superficial, HEx200.
Lot aplicatic | Tl 5
film 2 (F2)
Detaliu, vase mici in derm Detaliu epiderm integru
superficial, edem al dermului, superficial, edem al dermului, HEx100.
HEx200. glande sebacee detaliu. Epiderm
regenerat, HEx100.
Lot aplicatie —
film 3 (F3)

Edem dermic, degenerescenta Detaiu, epiderm integ Detaliu, epiderm rectiliniu,
vacuolara in epiderm, HEx400. | par si glande sebacee, Sz x100. |accentuarea membranei bazale,
Sz x200.
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Detaliu, epiderm rectiliniu, Detaliu, epiderm regenerat,

Detaliu, fire de par transversal,

regenerat, edem al dermului, HEx200. HEx200.
orizontalizarea fibrelor de
colagen, HEx200. ‘
Lot testare T - 23 -
film 4 (F4) p
Detaliu, epiderm integru si derm | Detaliu, fir de par longitudinal Detaliu, epiderm rectiliniu,
cu edem, Sz x100. cu enexe. Epiderm regenerat fibre de colagen usor
integru, Sz x100. orizontalizate, HEx200.
Lot testare : vy . / '
propolis \
X [
% 1
capil.are si elemente inflamatorii epiderm regenerat recent, glande sebacee, epiderm
in derm, HEx200. rectiliniu, derm cu edem, regenerat, HEx200.
HEx200.
10.3 Discutii

Efectele favorabile asupra vitezei de contractie a ranii comparativ cu alte studii citate n

literatura, putem sa le atribuim eliberarii treptate a substantelor cu efect terapeutic din propolis,

lucru ce face ca acestea sd actioneze un timp mai indelungat la nivelul leziunii si sd penetreze

rana mai bine decit utilizarea unguentelor unde substanta este eliberati rapid. in plus, chiar

materialul polimeric natural exercita efecte terapeutice asupra leziunii cutanate.

Chitosanul sub forma de hidrogel produce hemostaza, oprind complet sangerarea si

accelerand efectul vindecarii ranii (Loke ef al., 2000). Moleculele de chitosan induc o migrare a

celulelor inflamatorii si fibroblastilor, stimuland producerea de citokine si vindecarea ranii. Mai

mult, Ueno si colaboratorii (1999) au aratat ca vindecarea ranii la cdini cu ajutorul chitosanului

stimuleaza nu numai migrarea si proliferarea fibroblastilor, ci si productia de colagen de tip II1.
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De asemenea, includerea agentilor antimicrobieni in materialele polimerice pentru
vindecarea ranilor este o strategie experimentald testatd, care s-a dovedit eficientd (Pranoto et
al., 2005). Noi am inclus, ca element de noutate, agenti antimicrobieni naturali, reprezentati de
extractul hidroalcoolic de propolis, extract hidroalcoolic de sunatoare si ceapa.

Este confirmata, de asemenea, eficienta unguentului de propolis pentru tratamentul
arsurilor tesutului cutanat si pentru promovarea debridarii leziunii si a producerii fibrelor de
colagen. Producerea colagenului este un fapt confirmat si prezenta cercetare, in care s-a testat
eficienta unor materiale noi, reprezentate de hidrogeluri din polimer natural si extracte naturale,
respectiv propolis in doud concentratii si un hidrogel propolis-extract hidroalcoolic vegetal
obtinut din amestecul a 7 plante, asupra leziunilor de tip excizie circulard. Rezultatele
hidrogelului in care a fost incorporatd o cantitate mai mare de propolis s-au dovedit a fi
superioare din punct de vedere clinic si, de asemenea, din punct de vedere al colagenizarii, stiut
fiind cad un dezechilibru in sinteza colagenului sau absenta acestuia poate compromite rezultatul
final (Coelho ef al., 2002). Intr-un studiu asupra animalelor de laborator, utilizarea unguentului
de propolis a condus la vindecarea mai rapida a leziunilor decat tratamentul conventional cu
argint sulfadiazind (Gregory et al., 2008). De asemenea, a fost raportatd posibilitatea tratarii
leziunilor de tip arsura cu propolis in studiile clinice (Fearnley, 2001). Interesant este faptul ca,
in cazul includerii propolisului in hidrogelurile de polimer, s-a obtinut o colagenizare favorabila
procesului de regenerare si cicatrizare, spre deosebire de utilizarea simpla a propolisului, acest
lucru putand fi explicat prin eliberarea treptatd a substantelor terapeutice ale propolisului din
reteaua hidrogelului polimeric. De alfel, in studiile noastre anterioare am gasit ca utilizarea
propolisului asupra eritemului cutanat induce o activitate de hipercolagenizare (Andritoiu ef al.,
2012, Andritoiu si Popa, 2014), in timp ce utilizarea propolisului in leziuni deschise cu pierdere
de substanta nu induce o astfel de activitate. Aceste observatii ne conduc catre ideea ca
propolisul actioneaza diferit asupra stimularii procesului de colagenizare, dependent de tipul
leziunii. Astfel, propolisul stimuleaza procesul de colagenizare marcantd in leziunile fara
pierderea solutiei de continuitate si o colagenizare normala, in sensul procesului de vindecare,
atunci cand propolisul este utilizat asupra leziunilor cu pierderea solutiei de continuitate sau
piedere de substanta, asa cum este cazul prezentului studiu.

Ceea ce aduce in plus studiul nostru este formularea hidrogelului prin incorporarea
propolisului in el, cu obtinerea unor rezultate bune din punct de vedere al contractiei ranii si al
timpului de vindecare. Un al doilea element de noutate consta in incorporarea propolisului intr-

un hidrogel polimeric §i testarea acestuia asupra leziunilor realizate prin excizie chirurgicala.
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Rezultatele bune le putem atribui atat noului material alcatuit dintr-un polimer natural, eliberarii
treptate si constate a principiilor active din propolis, cat si caracteristicilor specifice ale
produsului apicol utilizat care provine dintr-o zona subcarpatica nepoluata.

In ceea ce priveste contractia ranii, rezultatele studiului nostru arati ci includerea
extractului de propolis in materialul polimeric (loturile F2 si F3) determind o mai buna
contractie a ranii comparativ cu hidrogelul din chitosan-gelatind. De asemenea, evaluand cele
doua hidrogeluri in care s-a incorporat propolis, se observa ca cel ce are o mai mare cantitate de
propolis determind o contractie mai accentuata fata de cel ce are iIn compozitie doar 10%
propolis, fapt explicat prin cresterea capacitatii de colagenizarea a propolisului direct
proportional cu concentratia acestuia la nivelul leziunii, cu stimularea fortelor tensoare la nivel
dermic, ceea ce conduce la inchiderea leziunii mai rapid. Includerea extractului vegetal pare sa
actioneze sinergic, suportiv 1n activitatea propolisului.

In ceea ce priveste numirul de limfocite in teritoriul prelevat pentru examenul
anatomopatologic, in cAdmp microscopic cu obiectiv de 40, se observa faptul cd preparatele
obtinute de la loturile tratate cu hidrogelurile F1 si F2 prezinta cel mai mare numar de limfocite,
in corelatie direct proportionald cu vasele de regenerale (angiogeneza) la nivelul situsului
lezional, ceea ce demonstreaza refacerea structurii arhitecturale a tesutului cutanat. Preparatele
obtinute de la loturile tratate cu propolis, respectiv hidrogelul cu chitosan-gelatina-propolis 20%
determind prezenta unui numadr egal de limfocite, mai mic decat pentru loturile tratate cu
hidrogelurile cu chitosan-gelatind, respectiv chitosan-gelatind-propolis 10%, acest fapt aratand
ca, probabil, propolisul in cantitate mai mare eliberat la locul injuriei determind o activitate
inflamatorie mai scazuta (hidrogel 3).

De asemenea, se remarcd o cantitate crescuta a fibroblastelor pentru lotul martor, lot la
care cicatricea rezultata este mai pregnantd decat la celelalte loturi tratate cu hidrogeluri. La lotul
hidrogel 1, hidrogel 3 si propolis s-a observat microscopic un numadr aproximativ similar de
fibroblaste. S-a ridicat intrebarea de ce numarul de fibroblaste este diferit pentru loturile aflate in
studiu. Stiut este faptul ca, dupa faza inflamatorie caracterizata prin migrarea secventiald a
leucocitelor la nivelul plagii, urmeaza faza fibroblastica. In timpul acestei faze se sintetizeazi
fibrele proteice de colagen, cand rezistenta si integritatea pligii sunt asigurate nu numai de
cantitatea sintetizata, ci si de legaturile incrucisate dintre fibre si depunerile de colagen si alte
proteine ale matricei extracelulare. Faza fibroblastica este caracterizatd prin deplasarea
macrofagelor la nivelul leziunii, urmata de atragerea fibroblastelor care repara ulterior leziunea

prin producerea matricei de tesut conjunctiv (Cohen si Diegelman, 1992). Evaluarea numarului
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de fibroblaste, cu numarul crescut de fibroblaste gasit la lotul martor, ne conduce cu gandul ca
lotul martor se afla intr-o perioadd de vindecare in urma loturilor tratate. Bazat pe acest
rationament, putem spune ca loturile tratate cu hidrogel care are in compozitie o mai mare
cantitate de propolis sau tratate cu propolis ca atare, se gasesc intr-o perioada de vindecare mai
avansata.

Avand 1n vedere ca traumatismele si arsurile sunt responsabile pentru incapacitatea de
muncd mai multi ani decat in cancer, boli cardiovasculare sau accidente vasculare la un loc
(Warden si Heimbach, 2005), rezultd de aici importanta cercetdrilor efectuate, ingrijirea
leziunilor cutanate fiind realmente una dintre preocuparile de prim ordin ale cercetarii si practicii
clinice. Mai mult, rezultatele pozitive obtinute din punct de vedere clinic §i microscopic, in
profunzimile structurale ale arhitecturii tesutului cutanat, cu refacerea celulara, alaturi de
rezultatele contractiei plagilor, recomandad utilizarea hidrogelurilor obtinute in tratamentul
leziunilor cu pierdere de substanta. S-a observat ca cele 4 hidrogeluri preparate, pe langa buna
aderentd la suprafata leziunii, exercitd si un efect hemostatic, efect observat in prima zi a
producerii leziunii.

Un alt element de noutate este adus de obtinerea unui hidrogel cu aplicatie dermica,
preparat prin Incorporarea unui amestec de extracte hidroalcoolice din 7 produse vegetale
(Plantaginis folium, Hippophaé fructus, Allii cepae bulbus, Calendulae flos, Bardanae folium,
Hyperici herba, Millefolii herba), in combinatie cu tinctura de propolis 20%, in baza de
chitosan-gelatind. Am utilizat extractele hidroalcoolice i nu extractele uleioase din 2 motive:
datorita gradului mare de solubilitate a uleiurilor esentiale si a compusilor fenolici in apa si
alcool si datoritd necesitatii includerii acestor extracte in hidrogeluri. Este posibil ca utilizarea
pentru obtinerea acestui hidrogel a extractului hidroalcolic de propolis in cantitate de 20% si a
extractului vegetal fitoterapic intr-o proportie similara, prin aportul crescut de principii active,
sinergice, cu eliberare treptata sa asigure procesul reparator eficient.

Desi nu face obiectul prezentului studiu, care doreste sa evalueze eficienta unor
hidrogeluri pe baza de chitosan-gelatina, propolis si extracte vegetale, remarcam efectul pe care
acestea 1l au asupra foliculului pilos. Observam ca in cazul utilizarii tincturii de propolis sau a
hidrogelului cu tinctura de propolis 20%, foliculii pilosi sunt, in medie, de 2-3 pe camp in
obiectiv de 40. Este de remarcat ca, in cazul utilizarii hidrogelului 1 (hidrogel chitosan-gelatind)
st a hidrogelului 2 (hidrogel chitosan-gelatind-propolis 10%) sunt observati 4-5 foliculi pe camp

in obiectiv de 40. Interesant este de discutat si corelat aceastd informatie cu alte rezultate
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obtinute de noi asupra cercetdrilor efectelor produselor apiterapice asupra dermului (Andritoiu et

al.,2011a, Andritoiu et al., 2011b; Andritoiu et al., 2012).
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CAPITOLUL 11
OBTINEREA, CARACTERIZAREA SI TESTAREA UNOR FILME DE TIP
COMPLEX INTERPOLIMERIC CA SUPORT PENTRU INCLUDEREA DE PRICIPII
FITO- SI APITERAPICE CU APLICATII LA NIVELUL TESUTULUI CUTANAT

Un alt tip de suport polimeric sintetizat cu scopul de a-l utiliza pentru includerea
principiilor fito- si apiterapice l-a constituit filmele de tip complex interpolimeric. Ele au fost
obtinute din doud amestecuri de polimeri naturali : gelan-carboximetil celuloza, complexate final
cu chitosan, respectiv gelen-carageenan, complexate final cu chitosan. Principiul obtinerii lor
este simplu: au mai fost obtinute doua tipuri de filme simple, pe bazd de Gel, respectiv Ch —
necomplexate, pornind de la 30 ml solutie polimeri, cu concentratia de 1%. Solutia a fost supusa
evapordrii lente timp de 2 zile, dupa care filmul a putut fi desprins cu usurinta din vasul Petri si
s-a pastrat pentru analiza ulterioare.

Se obtine mai intai filmul pe baza de polizaharide anionice, care apoi este imersat in
solutia de polizaharid cationic — chitosanul. Prin interactia ionilor de semn contrar de pe catena
celor doud categorii de polizaharide se obtine final un material, tot sub forma de film, de tip
complex interpolimeric.

Dintre cele doud categorii de filme polimerice sintetizate, cel pe baza de gelan-
carageenan complexat cu chitosan nu a prezentat stabilitate mecanicd satisfacatoare,
dezintegrandu-se in etapa de incdrcare cu extractele fito- si apiterapice. In consecintd, cercetarile
ulterioare au fost realizate doar pe filmul din amestec de gelan si carboximetil celuloza
complexat ulterior cu chitosan.

Dupa incarcarea filmelor cu principiile biologic active din extracte (extracte fito- si
apiterapice) s-a procedat la evaluare cineticii de eliberare a acestora in vitro. Incircarea filmelor
cu principii active (extracte fito- si apiterapice) se face din faza de obtinere a filmului pe baza de
polizaharide anionice. Au fost utilizate pentru incarcare doua tipuri de solutii continand
principiul active, si anume: tinctura de propolis (solutie alcoolicd — etanol) de propolis contindnd
mai multe principii active, din care majoritar este acidul p-cumaric, a carui concentratie initiala
determinatd prin HPLC este de 1.516,119 ng/ml; extractde brusture, solutie alcoolicd (etanol)
continand dominant acid clorogenic ca principiu activ, in concentratie de 339,06 pg/ml
(determinata prin HPLC). Si in acest caz, anterior utilizarii, extractul a fost concentrat prin
evaporare lentd a alcoolului la o temperaturd moderata (30°C) pani la reducerea volumuli la V4
din cel initial In aceste conditii, concentratia acidului clorogenic in extract a devenit 1.356,24

pug/ml.
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11.1. Studiul cinetic al eliberarii unor principii active din filmele de tip complex

polielectrolitic pe baza de gelan-carboximetil celuloza si chitosan.

Dupa cum s-a precizat in capitolele anterioare, tinctura de propolis contine o multitudine
de principii biologic active, cu rol terapeutic 1n tratarea mai multor afectiuni printre care si cele
ale dermei. In compozitia sa, acidul p-cumaric (APC) apare in cea mai mare proportie, analiza
prin HPLC a tincturii de propolis utilizatd in experimentele noastre confirmand acest lucru.

Structura APC — derivat p-hidroxilic al acidului cinamic - ilustrata in Figura 29.

H

Figura 39. Structura chimica a acidului p-cumaric Figura 40. Structura chimica a acidului

clorogenic.

Fiind un compus din categoria fenolilor, APC poseda proprietati antioxidante reducand
astfel riscul de aparitie a cancerului la stomac (Fergurson et al., 2005) prin reducerea formarii de
nitrozamine carcinogene (Kikugawa et al., 1983). Totodata, APC din mierea de albine si-a
demonstrat in vitro activitatea sa anti-inflamatorie.

Extractul de brusture contine, de asemenea, numerosi compusi cu actiune biologica
importantd, unul dintre acestia, care se regaseste in cantitdti importante, fiind acidul clorogenic —
ACG. ACG este un compus chimic natural, din clasa derivatilor fenolici - respectiv esterul
acidului cafeic -, structura sa fiind prezentata in Figura 30.

ACG este un important intermediar biosintetic, avand si importanta actiune antioxidanta
si antiinflamatorie.

In cercetarile noastre am realizat doud formulari sub forma de filme polimerice de tip
complex polielectrolitic pe bazd de polizaharide ionice, In care am inclus tinctura de propolis,
respectiv extractul de brusture, urmarind capacitatea acestor sisteme de a elibera APC, respectiv

ACG in vitro in conditii care simuleaza aplicarea dermica a acestora.
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11.1.1. Cinetica eliberarii in vitro a acidului p-cumaric.

Dupa cum s-a precizat in protocolul privind obtinerea filmelor de tip complex
polielectrolitic incarcate cu tincturd de propolis, la componentele initiale polimerice ale filmului
s-au adaugat 2 ml tinctura de propolis concentrata (6064,76 pg/ml APC), astfel incat cantitatea
totald de APC introdusa, si care se regaseste final in masa filmului a fost de 12.129,52 ug APC

Suprafata filmului de polimer incarcat cu APC obtinut dupa 2 zile de evaporare lenta a
apei si urmelor de alcool etilic, cu aspect absolut omogen, este de 78,5 cm’. Pentru studiul
eliberarii s-a decupat din acest film (din zona centrala, presupusa a fi cea mai omogend) un patrat
cu latura de 1 cm, deci cu suprafata de 1 cm?, care s-a plasat apoi pe membrana biologica (piele
de gaina special tratatd), Intre cele doud comparticmente ale celulei Franz.

Cantitatea de ACP din filmul analizat :

78,5 CM% oo, 12.129,5 pg APC

1,0 em? oo, 154,5 ug APC

Cantitatea totala de APC ce se poate elibera este, deci, de 154,5 pg.

Volumul total al rezervorului colector (inferior) al celulei Franz este de 4,723 em’.

La intervale de timp diferite au fost prelevate volume de 25 pl solutie continind APC
eliberat, trecut prin membrand. Acest volum a fost diluat la 3 ml (cu apd distilatd) si solutia
rezultatd a fost analizatda din punct de vedere al valorii absorbantei, la lungimea de unda de 327
nm Absorbanta determinata a permis stabilirea concentratiei APC din cei 3 ml, pe baza curbei de
etalonare prezentata la capitolul 5 dedicat materialelor si metodelor.

Pe baza ecuatiei curbei de etalonare, cunoscand absorbanta s-a calculat valoarea
concentratiei solutiei de APC analizatd (ng/ml). Amplificand cu 3, s-a stabilit cantitatea de APC
din volumul de solutie rezultat din cei 25 pl de solutie prelevatd din rezervorul colector al celulet
Franz, diluata la 3 ml. Deoarece volumul total al rezervorului colector al celulei este de 4,723 ml,
prin amplificarea valorii rezultatd anterior cu 189 (raportul dintre 4,723/0,025) a rezultat
cantitatea totala de APC eliberata, care a traversat membrana bilogicd si s-a acumulat in
rezervorul celulei Franz. Rezultatele obtinute sunt sumarizate in Tabelul 60.

Experimentul a incetat dupd 36 ore, cand s-a ajuns practic la eliberarea totala a APC din

film (154,5 ng). Reprezentarea grafica a curbei de eliberare este redata in Figura 41.
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Tabelul 60. Rezultatele experimentale privind eliberarea APC incapsulat din tinctura de

propolis 1n filme de tip complex polielectrolitic

Durata | Absorbanta | Concentratia APC | Cantitatea de APC | mapc tota1 €liberat
(h) in cei 3 ml din cei 3 ml din film (in cei
analizati, capc analizati (provenind 4,723 ml)
(ng/ml) din cei 25 pl (ng)
prelevati), mapc
(1g)
1 0,002 0,0068 0,0204 4,536
2 0,005 0,0169 0,0507 9,583
3 0,026 0,0880 0,264 49,896
4 0,030 0,1015 0,3045 57,55
5 0,036 0,1218 0,3654 69,061
6 0,045 0,1523 0,4569 83,3541
7 0,056 0,1895 0,5685 107,447
8 0,061 0,2064 0,6912 130,637
9 0,070 0,2369 0,7107 134,322
24 0,077 0,2606 0,7818 147,760
36 0,0807 0,2734 0,8201 154,01

Analizand alura curbei de eliberare se poate constata prezenta a trei segmente. Primul
dintre acestea, pana la durata de 2 ore, indica o acumulare lentd a APC in rezervorul colector al
dispozitivului Franz. Efectul este datorat, probabil, faptului cd penetrarea membranei biologice
de catre apa din rezervorul inferior al celulei catre filmul incércat cu ACP, precum si invers, cand

fluidul incarcat cu ACP revine in rezervorul inferior, este necesara a perioada mai indelungata de

timp.
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Figura 41. Curba cinetica de eliberare in vitro a APC din filmele de tip
complex interpolimeric.
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Dupa ce membrana a fost traversatd in cele doud sensuri de primele volume de fluid, se
instaleaza un regim stationar, difuzia medicamentui in ambele sensuri realizandu-se cu aceeasi
viteza, evident mai ridicata decat in stadiile initiale. Este interesant faptul ca pe acest segment al
curbei de eliberare se instaleaza, practic, o cinetica de ordin “zero”, ideald pentru sistemele cu
eliberare controlatd la care se doreste instaurarea unei viteze constante a procesului. Dupa 9 ore,
cand ACP s-a eliberat in proportie de 87% procesul de eliberare, devine mai lent si evolueaza
din nou conform unei cinetici de ordin “’zero” pana la eliberarea practic totald a ACP incapsulat.

Se impune remarcat, in concluzie, faptul ca eliberarea ACP din formularea realizata, in
conditii care simuleaza procesul in vivo dureaza peste 36 ore, ceea ce sugereaza cd sisteme de
acest tip, aplicate pe locul leziunii cutanate, pot elibera cel putin o zi si jumatate principiul activ,
fara a necesita aplicare mai frecventd, deci conceptul care a stat la baza acestei cercetari se

confirma.

11.1.2. Cinetica eliberarii in vitro a acidului acidului clorogenic

In protocolul privind obtinerea filmelor de tip complex polielectrolitic incarcate cu
extract de brusture, s-a precizat ca la componentele initiale polimerice ale filmului s-au adaugat 2
ml extract de brusture concentrat (1.356,24 ng/ml ACQG), astfel incat cantitatea totala de ACG
introdusa, si care se regdseste final in masa filmului a fost de 2.712.48 pg ACG.

Urménd acelasi rationament ca in cazul ACP, rezulti c¢i in filmul cu suprafata de 1 cm’
analizat, se gaseste o cantitate de 34,64 ng ACG.

Studiul procesului de eliberare s-a facut conform aceluiasi protocol experimental ca in

cazul ACP, rezultatele obtinute fiind sumarizat in Tabelul 61.

Curba de eliberare construitd pe baza acestor rezultate este ilustratd in Figura 42 ?

Analizand curba cinetica de eliberare, se poate observa o alurd asemdnatoare celei
obtinute in cazul ACP. Primul segment al curbei are insd o pantd mult mai mare, fiind practic
continuat de segmentul de pana la 9 ore.

Se poate afirma ca procesul de eliberare a ACG pe o durata de 9 ore decurge practic dupa
o cinetica bine controlata, de ordin “zero”, fiind eliberat un procent de 46,5% din compusul

imobilizat in film.
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Tabelul 61. Rezultatele experimentale privind eliberarea ACG incapsulat din extractul de
brusture 1n filme de tip complex polielectrolitic

Durata | Absorbanta Concentratia Cantitatea de MACG total
(h) ACGincei3ml | ACG din cei 3 ml eliberat din
analizati, capc analizati film (in cei
(Mg/ml) (provenind din cei | 4,723 ml)
25 ul prelevati), (ng)
mace (L)
1 0,002 0,0023 0,006818 1,2886
2 0,003 0,0034 0,0102 1,9330
3 0,005 0,00568 0,0170 3,2216
4 0,007 0,0079 0,0239 4,510
5 0,011 0,0125 0,0375 7,0875
6 0,014 0,0159 0,0477 9,0205
7 0,019 0,0216 0,0648 12,2420
8 0,021 0,0239 0,0716 13,5307
9 0,025 0,0284 0,0852 16,108
24 0,033 0,0375 0,1125 21,2625
36 0,040 0,04545 0,1364 25,7727
48 0,046 0,0523 0,1568 29,6386
35 -

mACG, ng

0 10 20 30 40 50 60
Timp (h)

Fig. 42. Curba cinetica de eliberare in vitro a ACG din filmele de tip
complex interpolimeric.
Procesul continuad tot cu viteza constantd, dar mai redusd de aceasta data, pana la durata
de 48 ore cand a fost intrerupt, datoritd degradarii accentuate a membranei biologice. Eficienta

de eliberare a ACG dupa 48 ore este de 85,5%.
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Explicatia eliberdrii cu eficientd mai coboratd a ACG comparativ cu APC, este legata,
probabil, de solubilitatea mai coboratd a primului in apa bidistilatd, datd fiind molecula sa mai
mare si prezenta celor doi radicali hidrocarbonati, determinand o hidrofobicitate mai ridicata.
Insa dimensiunea mai mare a moleculei de ACG poate determina o difuzie mai lenta a
compusului prin reteaua densa a filmului de hidrogel.

Se poate 1nsa afirma ca si in cazul ACG putem vorbi de un proces de eliberare a
principiului activ sustinut, cu o cineticd bine controlatd, si cu certitudine in conditii in vivo
procesul poate continua peste durata de 48 ore, pana la eliberarea totala a ACG.

Acizii hidroxicinamici (cafeic, ferulic si p-cumaric) prezinta activitati biologice si
farmacologice, care includ activitatea antioxidantd. Acidul p-cumaric (4-hidroxicinnamic acid)
(3-[4-hidroxiphenil]-2-propenoic acid) este derivat din aminoacizi aromatici si serveste ca
precursor pentru biosinteza multor metaboliti secundari, cum ar fi polifenoli, flavonoide (Santos
et al., 2011; Rodriguez et al., 2015). Acidul p-cumaric este un derivat hidroxil al acidului
cinamic si poate fi gasit intr-o mare varietate de alimente, cum ar fi alune, boabe de orz, fasole
bleumarin, rosii, morcovi, usturoi si miere. De asemenea, este prezent in vin si otet in cantitati
semnificative (Mao et al., 2013; Quinde-Axtell et al., 2006). Este unul dintre compusii fenolici
care se consuma zilnic de catre majoritatea populatiei la nivel mondial, prin aportul lor dietetic
de rutind. Cercetarile demonstreaza ca acidul p-cumaric si derivatii sai poseda un spectru larg de
activitdfi biologice, cum ar fi: antioxidante si antumorale (Peng ef al., 2015), efect
antimelanogenic (Song et al., 2011), protector dermic UVB (Seok si Boo, 2014).

Acidul clorogenic (acid 3-O-cafeoilquinic) este compus din acidul chinic si acid cafeic
(Qi et al., 2011). Acidul clorogenic (GCA) este un antioxidant polifenolic distribuit pe scara
larga in fructe precum mere, pere, fructe de padure, prune si legume, cum ar fi cartofi dulci,
salata verde, spanac, boabe de cafea, ceai (Zhenga si Clifford, 2008).

Inhibd recrutarea de neutrofile, astfel ca poate fi util pentru tratamentul proceselor
inflamatorii care prezinta infiltrat inflamator celular si edem (Venkatesha et al., 2011) inhiba
afluxul de leucocite (Zhang et al., 2010), fiind un potential compus analgezic antiinflamator (EI-
Medany et al., 2013).

Similar cu alti compusi fenolici, acidul clorogenic protejeaza plantele Tmpotriva
diversilor agenti stresori din mediu. Acidul clorogenic are numeroase izoforme (Farah et al.,
2008). Prezinta activitate farmacologica: antimicrobiana (Qi et al., 2011), antiinflamatoare (Shin

et al., 2015), antioxidantd (Nallamuthu et al., 2015), radioprotectiva (Cinkilic et al., 2013).
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CONCLUZII GENERALE
CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE PE CARE LE DESCHIDE STUDIUL

Concluzii privind testarea unguentelor pe baza de produse apiterapice

Unguentul apiterapic pe baza de propolis, miere, laptisor de matca si apilarnil, prezinta efect
cicatrizant si reepitelizant asupra leziunilor cu pierderea solutiei de continuitate (model
experimental de tip incizie), asupra leziunilor cutanate cu pierdere de substantd (modelului
experimental de tip excizie cutanatd) si a leziunilor termice de tip arsura (model experimental de
tip arsurd).

Evaluarea macroscopica a leziunilor epidermice pentru lotul tratat cu unguent total apiterapice
(care a presupus inglobarea celor 4 produse apicole, respectiv propolis, miere, apilarnil si laptisor
de matcd), a demonstrat eficacitatea tratamentului cu noul unguent care contine produse apicole.
Vindecarea completa a avut loc dupa sase zile de tratament, in cazul modelului experimental de
tip incizie, cu reusirea vizualizarii liniei fine de cicatrizare numai detectdnd in prealabil zona
cicatrizata de prelevare bioptica. Debridarea crustei s-a produs in cazul modelelor experimentale
de tip excizie si arsura termicd, dupa 9 zile de tratament, cu vindecarea completa la 12 zile de
tratament, timpul necesar pentru reepitelizare a tesutului cutanat fiind mult mai scurt decat in alte
studii.

Leziunile cutanate cu pierdere de substantd, pentru loturile tratate cu unguentele pe baza de
produse apicole, au evoluat cu o cicatrice matura, supla, pliabila. Lotul netratat a prezentat o
cicatrice rigida, hipertroficad. De asemenea, vascularizatia, prin procesul de angiogeneza pus in
evidentd de examenul anatomo-patologic, a fost reluata, rezultatul final functional si, de
asemenea, si estetic fiind satisfacator.

Preparatele apiterapice prezintda bune rezultate cicatrizante important, sustinute clinic si
histologic, asupra leziunilor cutanate de tip incizie (fara fir de suturd), excizie cutanata si a
leziunilor termice de tip arsura si, care in plus prezinta un timp de vindecare redus, sunt cele care
s-au bazat pe incorporarea in baza de unguent a mierii si a propolisului.

Preparatul utilizat, asigura prezenta sinergicd a principiilor apiterapice cu efect cicatrizant si
regenerator celular si tisular; contin principii active cu proprietati bactericide, antimicrobiene,
antifungice, antiinflamatoare; contin principii active cu efect antioxidant; contin compusi cu
actiune tonifianta, biostimulatoare si care asigura elasticitatea si flexibilitatea tesutului cutanat.
Utilizarea apilarnilului asupra leziunilor dermice reprezintd un alt nou si valoros element de

originalitate, In literatura de specialitate, internationald, nefiind raportata vreo lucrare in acest
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

sens. Rezultatele obtinute in cadrul prezentului studiu, In ceea ce priveste contractia ranii, a
epitelizarii si a colagenizdrii normale a tesutului cutanat sunt considerabile.

Unguentul pe baza de propolis prezinta cel mai bun rezultat in ceea ce priveste contractia ranii in
ziua a 9-a a experimentului, iar in ziua a 12-a a experimentului cel mai bun rezultat im ceea ce
priveste aria de epitelizare a leziunii de tip excizie.

Din punct de vedere reologic, unguentele apiterapice formulate au demonstrat o bund capacitate
de etalare la nivelul pielii dar si o buna stabilitate structurala.

Concluzii privind testarea unguentelor pe baza de produse fitoterapice

Unguentul fitoterapic care a inclus extractul total de plante (Plantaginis folium, Hippophaé
fructus, Allii cepae bulbus, Calendulae flos, Bardanae folium, Hyperici herba, Millefolii herba) a
avut efect cicatrizant §i reepitelizant asupra leziunilor de tip incizie, excizie si arsurd termica.
Leziunile cutanate cu pierdere de substantd au evoluat cu o cicatrice maturd, supla, pliabila.
Lotul netratat a prezentat o cicatrice rigidd, hipertrofica. De asemenea, vascularizatia, prin
procesul de angiogenezd pus in evidentd de examenul anatomo-patologic, a fost reluata,
rezultatul final functional si, de asemenea, si estetic fiind satisfacator.

In leziunile de tip incizie si excizie, pentru lotul tratat cu bazi de unguent, ce a presupus
amestecul de lanolina si vaselina farmaceutica in parti egale, se constata numeroase celule
gigante de corp strdin (la resturile de keratini rezultate in urma ulceratiei ulceratiei). In excizie,
in plus se remarca prezenta de limfocite si congestie vasculara

Un efect favorabil, similar cu unguentul total fitoterapice a prezentat si unguentul pe baza de
brusture (Arctium lappa), atat in ceea ce priveste contractia ranii cat si a rezultatelor histologice
favorabile.

De asemene lotul tratat cu unguent pe bazd de galbenele prezintd efecte favorabile, mai evidente
incepand cu ziua a sasea de tratament, acesta situdndu-se pe locul al treilea in ceea ce priveste
procesul de vindecare.

Un lucru de semnalat, mai ales pentru preparatele cosmetice este faptul ca lotul tratat cu
unguentul pe baza de brusture (Arctium lappa), cu certe efecte terapeutice in ceea ce priveste
vindecarea leziunilor pielii, a prezentat rarirea firelor de par, ceea ce-l poate face util in cremele
de corp ce au ca efect stoparea cresterii firelor de par nedorite.

Din punct de vedere reologic, unguentele fitoterapice formulate au demonstrat o buna capacitate

de etalare la nivelul pielii dar si o buna stabilitate structurala.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

Ceea ce aduce nou acest studiu este utilizarea in premiera a extractului hidroalcoolic si uleios de
brusture si de coada soricelului, utilizate asupra leziunilor cutanate. Un alt element de
originalitate este utilizarea sinergica a efectului unor extracte vegetale.

Concluzii privind testarea unguentelor pe baza de polimeri naturali

Unguentul polimeric pe baza de colagen a avut efect cicatrizant si reepitelizant asupra
urmatoarelor tipuri de leziuni: de tip incizie — cu pierderea solutiei de continuitate, leziuni cu
pierdere de substantd — excizie si leziunilor termice de tip arsura.

Includerea chitosanului intr-o baza de unguent s-a dovedit eficientd in tratarea leziunilor, acesta
manifestand efecte de regenerare normald a tesutului cutanat, prin stoparea efectelor de
degenerescenta vacuolard, exocitoza si paracheratoza. De asemenea prezinta efect antiinflamator
si rezultate favorabile asupra colagenizarii si maturizarii tesutului de granulatie.

Unguentul polimeric a avut efect cicatrizant §i reepitelizant asupra urmatoarelor tipuri de leziuni:
de tip incizie — cu pierderea solutiei de continuitate, leziuni cu pierdere de substanta — excizie si
leziunilor termice de tip arsura.

Unguentul polimeric formulat a prezentat ca actiune farmacologica, efect cicatrizant pentru
leziuni de tip incizie, leziuni cu pierdere tegumentara si arsuri termice, formarea unui film
protector; hemostaza asupra tesuturilor vii, rani, plagi, proliferare celulard prin proprietatea de a
genera un tesut nou.

Din punct de vedere reologic, unguentele polimerice au demonstrat o mai buna buna stabilitate
structurala, decat cele pe baza de poroduse apiterapice si fitoterapice.

Concluzii privind testarea unguentelor pe baza de principii apiterapice, fitoterapice si

polimeri

22.

23.

24.

25.

Unguentul de testare pe baza de produse apiterapice, fitoterapice si polimeri naturali a obtinut
rezultate foarte bune in ceea ce priveste contractia ranii incd din ziua a 6-a de tratament.

Pentru toate unguentele de testare, ce contin compusi cu efect terapeutic, la ziua a 9-a contractia
ranii era finalizata.

Cele mai bune rezultate atdt in ceea ce priveste contractia cat si aria de cicatrizare au fost
obtinute de unguentul ce a presupus includerea produselor apicole, extractelor vegetale si a
polimerilor naturali.

In ziua a 9-a, pentru incizie si in ziua a 12-a pentru excizie si arsurd termica, procesul de
reepitelizare a fost terminat, cu etalarea unui epiteliu nou format, fara urme de cicatrice pentru

toate tipurile de leziuni.
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26.

Din punct de vedere reologic unguentele care au inclus toate cele trei componentele au
demonstrat o buna etalare la nivelul pielii si ceea ce este de remarcat este faptul ca se mentine

buna stabilitate determinata de polimerii naturali inclusi.

Concluzii privind reologia unguentelor

27.

Succesul formuldrii unui produs pe piatd depinde de performantele utilizarii acestuia. O
formulare corectd a ingredientelor permite produsului sa curgd usor din recipient (pragul de
tensiune 1), care s nu permitd sedimentarea particulelor solide in timpul depozitarii, sa aiba o
stabilitate bunad (vascozitatea la forfecare zero) si o buna capacitate de etalare (comportament
pseudoplastic). Aceste caracteristici determind formarea unui film uniform pe suprafata pielii cu
aplicatii in medicind si in eliberarea controlatd de medicamente. Pe baza informatiilor obtinute
din testele reologice efectuate se poate realizamonitorizarea calitafii si se poate prezice
comportamentul produsului.

Concluzii privind testarea unor hidrogeluri polimerice incircate cu extracte fito- si

apiterapice

28.

29.

30.

Cele patru filme, din material polimeric, polimer-propolis in doud procente diferite si polimer-
propolis-extracte vegetale au avut efect favorabil asupra procesului de contractie, cicatrizare si
reepitelizare, obtinandu-se rezultate foarte bune asupra procesului de colagenizare in cazul
filmelor in care s-a incorporat propolis, rezultate bune pentru filmele din polimer natural in ceea
ce priveste lipsa edemului. Toate cele patru filme au dovedit o buna toleranta cutanata.

Ceea ce este cel mai important este faptul cd leziunile cutanate cu pierdere de substantd au
evoluat cu o cicatrice matura, supld, pliabila. Lotul netratat a prezentat o cicatrice rigida,
hipertrofica. De asemenea, vascularizatia, prin procesul de angiogeneza pusa in evidenta de
examenul anatomo-patologic, a fost reluata, rezultatul final functional si, de asemenea, si estetic
fiind satisfacator.

Pansamentele utilizate sub forma de filme, 1n cazul leziunilor obtinute prin excizie cutanatd au
produs hemostaza, au absorbit exudatul si au facilitat refacerea epidermului. Filmele utilizate au
inlocuit functia tesutului excizat, protejand rana de pierderile de proteine si de fluide si prevenind
invazia bacteriana.

Concluzii privind testarea unor filme polimerice de tip complex polielectrolitic incarcate cu

extracte fito- si apiterapice

31.

Rezultatele obtinute confirmd ipoteza de plecare, respectiv faptul ca incarcarea de principii
active din extracte de tipul tincturii de propolis, respectiv extractului de brusture, Si prin

extrapolare Si din alte extracte alcoolice din produse naturale, in filme polimerice pe bazd de
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polizaharide — recunoscute ca fiind biocompatibile Si fara a genera produSi tocixi prin
biodegradare -, poate constitui o alternativa viabila la obtinerea de sisteme de eliberare

controlatd/sustinuta de principii active cu aplicatii in tratarea afectiunilor dermice.

32. Filmele polimerice obtinute si testate asupra leziunilor cutanate au manifestat un efect bun
asupra cicatrizdrii i a formarii unui nou epiteliu aflat in curs de maturizare. Notabil filmul 1,
care presupune existenta principiilor apiterapice determind o buna colagenizare.

33. Noile unguentele utilizate au demonstrat un cert efect biologic evaluat atat clinic cat si din punct

de vedere histologic, insa noile materiale de tip hidrogel si filme polimerice au demonstrat o mai

buna eficientd, eficienta care este determinata de eliberarea controlata a principiilor active.

Perspective pe care le deschide teza de doctorat
1. Obtinerea si testarea unor noi filme
O prima varianta ar consta in reticularea covalentd a amestecului de chitosan si colagen cu
aldehida glutarica (20% din grupele aminice), urmatd de cea ionicd cu sulfat de sodiu sau
tripolifosfat de sodiu.
A doua varianta ar consta 1n coreticularea covalentd a amestecului de chitosan, colagen si
albumind, in prezenta unui activator de reactie (carbodiimida). Similar se vor obtine filmele
incarcate cu principii active-care se vor introduce de la inceput in solutia de polimeri supusa
reticuldrii.
2. Obtinerea de noi particule—suport pentru incapsularea de principii fito- si apiterapice
Obtinerea de particule de gelan, respectiv de complex polielectrolitic gelan-chitosan printr-un
proces de extrudere a solutiilor de polimeri intr-o baie de coagulare ce contine diferifi
policationi (Ca”", Mg®") care vor produce reticularea ionica.
3. Includerea extractelor vegetale si a produselor apicole in particulele optime din punct de
vedere al caracteristicilor fizice si morfologice. Se pot aplica doud tehnici de includere a
extractelor apifitoterapice in particulele polimerice. Prima metoda se refera la includerea lor
direct in procesul de obtinere a particulelor. 4 doua metoda ar putea consta in obtinerea
prealabild a particulelor, dupd care acestea se incarcd cu principiile active prin difuzie, forta
motrice fiind determinata de gradientul de concentratie

4. Testarea in vivo a noilor sisteme polimer-principii fito/apiterapice pe animale de experienta
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