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DESCRIEREA INVENTIEI CU TITLUL:
EXTRACT POLIFENOLIC DE UZ VETERINAR UTILIZAT CA
ADJUVANT iN CHIMIOTERAPIA ANTICANCEROASA (CHIMIOHELP)

Prezenta inventie se refera la un produs natural sub forma de sirop, cu proprietiti
puternic antioxidante, de uz veterinar, destinat animalelor bolnave de cancer supuse unui
tratament chimioterapic.

Produsul este constituit dintr-un concentrat polifenolic extras din: fructe de afin
(Vaccinium myrtillus), parti aeriene de sundtoare (Hypericum perforatum), fructe de cétina
(Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna) si parti aeriene de
rostopasca (Chelidonium majus), cu o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid
galic/100 ml (5 g GAE/100 ml) si un continut in sucroza de 40%. Extractia polifenolilor s-a
efectuat, dupa spélarea si uscarea menajata a plantelor, cu un solvent organic netoxic.

Preparatul prezintd activitate antioxidantd, reduce ftoxicitatea citostaticelor si
chimiorezistenta tumorilor. Aceste proprietdfi au fost testate in laboratoarele si clinica
Facultitii de Medicinad Veterinard Bucuresti.

Rezultatele obtinute indicd urmétoarele proprietati ale preparatului:

Activitatea antioxidantd

Studii in vitro. Extractul prezintd abilitatea de a anihila speciile reactive de oxigen
(radicalul hidroxil, anionul superoxid, peroxidul de hidrogen, oxigenul singlet, anionul
hipoclorit) si speciile reactive de azot (oxidul nitric); inhibd procesul de oxidare a acizilor
grasi polinesaturati; actioneaza ca chelator al ionilor metalelor tranzitionale, in special a
ionului Fe** considerat un generator de radicali hidroxil in reactia Fenton.

Studii in vivo. Experimentele efectuate pe sobolani au demonstrat ca la nivel hepatic,
acest extract imbunétiteste activitatea enzimelor antioxidante catalaza (CAT), glutation
peroxidaza (GPx), superoxid dismutaza (SOD), creste nivelul glutationului redus si scade
concentratia compusilor care reactioneazd cu acidul tiobarbituric (malondialdehida, MDA).
Experimentele efectuate pe animale de companie (cdini) au demonstrate ca preparatul creste
activitatea enzimelor antioxidante eritrocitare r-CAT, r-SOD si r- GPX si scade nivelul

malondialdehidei eritrocitare r-MDA.
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Reducerea toxicitatii citostaticelor. Cercetarile efectuate pe sobolani si animale de
companie (cdini) au demonstrat cd administrarea concomitentd a citostaticelor
(ciclofosfamida, ifosfamida, gemcitabind, vincristind, citozin-arabinozidd) cu preparatul
CHIMIOHELP a determinat ameliorarea nivelului parametrilor biochimici markeri ai citolizei
hepatice (alanil-aminotransferaza, aspartat-aminotransferaza, fosfataza alcalind) si cresterea
nivelului albuminei serice.

Reducerea chimiorezistentei tumorilor. Cercetdrile efectuate pe catele cu tumori
mamare au demonstrat cd administrarea extractului polifenolic obtinut din afin, sunitoare,
catind, paducel si rostopasca in paralel cu schema de administrare a chimioterapicelor a
determinat scdderea chimiorezistentei fatd de chimioterapicele administrate.

Stadiul actual al cunostintelor in domeniul reducerii chimiorezistentei tumorilor
sub actiunea polifenolilor extrasi din plante

Rezistenta tumorilor la actiunea citostaticelor constituie principala cauza a esecurilor
si ineficientei terapiei citostatice cu un chimioterapic sau concomitent fatd de mai multe
medicamente anticanceroase. Aceastd rezistenta, congenitald sau dobandita, este cunoscuta in
literatura de specialitate sub denumirea de rezistentd multidrog (Multi Drug Resistence -
MDR).

La ora actuald sunt cdutate strategii pentru evitarea, prevenirea sau depasirea instalarii
rezistentei multidrog. Dintre strategiile abordate mentionam prevenirea aparitiei in cursul
terapiei a MDR prin utilizarea mai multor citostatice alternativ si la doze maxim tolerate si
administrarea de substante adjuvante, inclusiv antioxidanti naturali.

Astfel, o strategie interesantd este utilizarea unor polifenoli din plante. Aceasta
strategie rezolva doud procese majore:

1. Anihilarea radicalilor liberi care apar in urma actiunii stresului oxidativ instituit de
starea psihicd, tratamentul medicamentos, procesele de multiplicare a celulelor maligne,
precum si din procesele celulare normale existente intr-un organism, dar si chelatarea ionilor
metalelor tranzitionale (actiune antioxidanta);

2. Modularea activitatii unor proteine si enzime implicate in procesele de transport si
metabolizare a citostaticelor.

La pacientii cu diferite forme de cancer s-a constata ca radicalii liberi rezultati in urma

diferitelor procese oxidative, ca si in urma actiunii chimioterapicelor anticanceroase, induc
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pacientilor, determindnd agravarea acesteia, sau, in cazul chimioterapiei, pot contribui la
instalarea rezistentei fatd de medicamentul administrat.

Studiile efectuate au demonstrat ca agentii antineoplazici induc, din cauza toxicitatii
lor, reducerea capacititii organismului de a anihila radicalii liberi si in consecinta favorizeazi
peroxidarea lipidica la nivelul acizilor grasi din membrana celulara. Procesele de peroxidare
la nivelul fosfolipidelor din constitutia citomembranelor se repercuteazéa asupra functiilor de
transport citotransmembranare, afectdnd permeabilitatea acestora.

Prezentarea solutiei tehnice a inventiei, cu evidentierea elementelor de creatie
stiintifica sau tehnica originale care rezolva problema mentionati

Datele din literatura de specialitate referitoare la efectul polifenolilor asupra statusului
antioxidant al animalelor supuse chimioterapiei precum si asupra rezistentei multitrog si
efectului de reducere a toxicitdtii chimioterapicelor sunt insuficiente §i contradictorii.
Suplimentar, cercetitorii au studiat fie caracterul antioxidant al unor extracte din plante, fie
efectul rezistentei multidrog, fie toxicitatea chimioterapicelor. Cele 3 probleme majore
aparute in terapia anticanceroasa nu au fost studiate in interactiune.

CHIMIOHELP este un produs netoxic obtinut din plante medicinale din flora
spontand a Romaniei, bogat in polifenoli cu activitate antioxidantd, cu efecte benefice asupra
statusului antioxidant al pacientilor supusi unor scheme de tratament cu medicamente
anticanceroase. Acest produs imbunititeste functia hepaticd si ajutd la scaderea rezistentei
multidrog a animalelor supuse chimioterapiei. Produsul CHIMIOHELP nu are efecte
secundare, este ieftin si poate fi comercializat cu usurintd prin intermediul farmaciilor
veterinare.

Problemele pe care le rezolvd inventia
CHIMIOHELP rezolva urmatoarele probleme:

- anihileazad speciile reactive de oxigen (ROS) si azot (RNS) puse 1n libertate sub
actiunea stresului provocat de boala neoplazica, dar si de medicamentele
antitumorale administrate (chimioterapice);

- 1mbunatateste activitatea enzimelor antioxidante care intervin in procesele de
anihilare ale ROS si RNS;

- mareste nivelul glutationului redus la nivel hepatic;

- reduce procesul de oxidare a lipidelor din membranele celulare imbunitétind

- exercitd efect hepatoprotector;
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- scade rezistenta multidrog fatd de chimioterapice imbunatatind in acest mod efectul
antitumoral al acestor produse terapeutice.
Forma de ambalare si livrare. Produsul va fi comercializat in sticle de culoare bruni
de 100, 500 si 1000 ml sub forma de sirop cu un continut de 40% sucroza.
Exemple de utilizare a produsului

o Exemplul nr. 1 - utilizarea CHIMIOHELP in schemele de tratament cu chimioterapice

la caini cu tumori mamare
Protocolul experimental care s-a aplicat in cazul citelelor cu tumori mamare surprinse
in stadiile de evolutie T, si T, este prezentat in tabelul nr. 1.
Tabelul nr. 1
Schema de tratament cu citostatice si CHIMIOHELP la cétele cu tumori mamare surprinse in

stadiile T si T>

Tratament cu chimioterapice si Tratament cu chimioterapice
Saptamana CHIMIOHELP
Chimioterapic CHIMIOHELP Chimioterapic CHIMIOHELP
(mg GAE/kg) (mg GAE/Kkg)
Ciclofosfamida - 50 Ciclofosfamidi - 50
mg/m*/zi 4 zile consecutiv mg/m?*/zi 4 zile consecutiv
1 Covinan (proligeston) — 1 5 mg/kg zilnic | Covinan (proligeston) — 1 -
ml (100 mg)/10 kg, o ml (100 mg)/10 kg, o
administrare in prima zi administrare Tn prima zi
2 Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
INTERVENTIE CHIRURGICALA (MASTECTOMIE)
3 Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
4 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauza -
5 Holoxan (ifosfamidi) - 200 5 mg/kg zilnic Holoxan (ifosfamida) - 200 )
mg/m’/zi 2 zile consecutiv gzlin mg/m®/zi 2 zile consecutizv
Gemcitabina - 200 mg/m” o - Gemcitabina - 200 mg/m° o
6 administrare ¢ Sme/kgzilnic | inistrare Y )
7 Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
8 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauza -
9 Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
10 Holoxan (ifosfamida) - 200 5 mg/kg zilnic Holoxan (ifosfamida) - 200 i
mg/m’/zi 2 zile consecutiv & mg/m%/zi 2 zile consecutizv
Gemcitabina - 200 mg/m” o - Gemcitabind - 200 mg/m” o
" administrare ¢ smehkgzinic | o 4ministrare ¢ i

Rezultate scontate
Imbundtdtirea statusului antioxidant sub influenta preparatului CHIMIOHELP
Administrarea preparatului polifenolic la cdini cu tumori mamare, tratati cu citostatice
si supusi mastectomiei (conform tabelului 1), a determinat crestereca valorilor enzimelor
antioxidante eritrocitare superoxid dismutaza (r-SOD), catalaza (r-CAT), glutation peroxidaza

(r-GPx), scaderea concentratiei malondialdehidei eritrocitare _
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CHIMIOHELP, activitatea enzimelor antioxidante eritrocitare (r-SOD, r-CAT, r-GPx) a
scazut, iar nivelul malondialdehidei a crescut. O scadere semnificativa a fost inregistrata si la
nivelul glutationului redus din eritrocite (Tabelul nr. 2). Aceste rezultate demonstreaza
scdderea nivelului procesului de oxidare a lipidelor la nivelul membranei eritrocitare si
imbunatatirea statusului antioxidant.

Tabelul nr. 2
Activitatea superoxid dismutazei eritrocitare (r-SOD), catalazei eritrocitare (r-CAT), glutation

peroxidazei eritrocitare (r-GPx), concentratia malondialdehidei eritrocitare si a glutationului

redus (r-GSH)

Ciini cu tumori mamare tratati cu citostatice

si CHIMIOHELP
r-SOD | r-CAT r-GPx -MDA | ooy | rsOD | r-CAT X r-GSH
(UlgHb) | (U/mgHb) (E}/l’;'g“‘::,ﬁﬁl‘)) ("l'fl‘l‘:)'/ 2 | (mg/g Hb) | (U/g Hb) |(U/mg Hb) ‘”l’,g//:]'{“l‘:/'l‘l’:n‘}n ("}’;‘l‘::/ € | (mg/g HB
Control 125,3 | 400,2 39,3 0,31 35,1 125,3 | 400,2 39,3 0,31 35,1

ziua 0 (inainte

Ciini cu tumori mamare tratati cu citostatice

r-GPX r-MDA

99.5 | 378.2 30.9 0,47 21,4 88.5 | 380,2 27,1 0,55 21,1
de tratament)
siptdimdna2 | 994 | 3773 31,0 0,47 20,1 89.1 | 380,3 27.5 0,57 19,2
sdptdmina 6 | 101,3 | 387,1 319 0,41 19,7 89.1 | 380,2 27.1 0,46 19,1
sdptdmdna 7 | 101,2 | 3889 32,1 0,39 22,8 87.3 | 3725 26,7 0,48 17,8
séptaména 11 | 109.7 | 390.0 34.1 0,35 24,3 84.2 | 364,5 26,0 0,65 16,5

*Valorile prezentate sunt media a 5 determinari
Efectul hepatoprotector al preparatului CHIMIOHELP

Introducerea in schema de tratament a produsului CHIMIOHELP, conform tabelului
1, a determinat reducerea efectelor toxice ale citostaticelor la nivelul ficatului. Datorita
efectului hepatoprotector exercitat de produsul CHIMIOHELP, activitatea enzimelor serice
fosfataza alcalind (ALP), aspartat-aminotransferaza (AST), alanil-aminotransferaza (ALT) si
lactat-dehidrogenaza (LDH) a fost imbunitatitd. La cdinii care nu au beneficiat de
CHIMIOHELP, activitatea enzimelor serice menfionate a crescut, ceea ce demonstreazi
intensificarea procesului de citoliza la nivel hepatic (Tabelul nr. 3).

Astfel, se observa cé valorile activititii acestor enzime sunt crescute de 3-4 ori fati de
cele normale in cazul pacientilor cu tumori mamare tratati numai cu citostatice, spre deosebire
de pacientii cérora li s-au administrat pe langa citostatice si extracte polifenolice vegetale, la
care valorile activitdtii acestor enzime sunt peste limitele normale, ajungand doar pani la
dublul valorilor normale, si aceasta numai in unele cazuri. Aceste observatii indica faptul ca
polifenolii extrasi din plante, prin actiunea lor antioxidantd, reduc toxicitatea hepatica a

chimioterapicelor citostatice folosite in terapia cancerului mamar.
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— 0,5 mg/kg zilnic — 0,5 mg/kg zilnic
S Pauza 10 mg/kg zilnic | Pauza -
6 Pauza 10 mg/kg zilnic | Pauza -
Vincristina — 0,7 mg/m’ o Vincristina — 0,7 mg/m” o
administrare administrare
7 Cytosar (citozin- 10 mg/kg zilnic | Cytosar (citozin- -
arabinozida) — 100 mg/m’ arabinozida) — 100 mg/m’
o administrare o administrare
Vincristind — 0,7 mg/m” o i Vincristini — 0,7 mg/m” o
8 administrare 10 mgkg zilnic | 4 iistrare )
Vincristini — 0,7 mg/m” o Vincristina — 0,7 mg/m’ o
administrare administrare
9 Cytosar (citozin- 10 mg/kg zilnic | Cytosar (citozin- -
arabinozida) — 100 mg/m® arabinozida) — 100 mg/m’
o administrare o administrare

Rezultate scontate

Imbundtdtirea statusului antioxidant sub influenta preparatului CHIMIOHELP

Administrarea CHIMIOHELP concomitent cu chimioterapia, la un cdine cu limfom

celular de tip B a determinat, dupa 9 saptiaméani de tratament, cresterea usoard a activitatii

enzimelor antioxidante celulare r-SOD, r-CAT, r-GPx, scdderea nivelului malondialdehidei

eritrocitare (r-MDA) si cresterea nivelului glutationului redus (r-GSH). In cazul administrarii

numai a chimioterapicelor, nivelul enzimelor antioxidante a scazut puternic pe parcursul celor

9 saptdmani, iar procesul de peroxidare lipidicd la nivelul acizilor grasi polinesaturati s-a

intensificat (a crescut nivelul r-MDA). Administrarea chimioterapicelor s-a repercutat si

asupra nivelului r-GSH, la acest parametru fiind inregistrati o puternica scddere a

concentratiei (Tabelul nr. 5).

Tabelul 5

Activitatea superoxid dismutazei eritrocitare (r-SOD, catalazei eritrocitare (r-CAT), glutation

peroxidazei eritrocitare (r-GPx), concentratia malondialdehidei eritrocitare si concentratia

glutationului redus (r-GSH)

Caine cu llmfomég;‘;:;(ﬁ;g:;t cu citostatice si Ciine cu limfom celular B tratat cu citostatice
r-GPx r-GPX r-MDA
({JZ?—[?») (Ur/n(igl-}-b) Ui ’;‘;‘l_‘;:j;:l‘i"gp“ (u;.?:/gﬁb) (r;g(/;gslll{b) ({J/ZOHI:)) (Ur/u(.:: l-ll-b) Ui ‘;’g"l‘{’:’i;:ﬁl?') H ("l“{‘l‘:;/g (u:g(l;gsl-l-llb)
Control 115,7 | 4082 37,6 0,28 32,1 127,1 | 3899 38,5 0,29 33,2
ziva 0

(inainte de 77,2 3452 29,8 0,55 19,2 88,5 | 355,7 22,9 0,64 27,4
tratament)

sdptdmana 2 75,2 345,1 28.7 0,56 19,3 87,1 345,8 21,2 0,64 26,4

sdptdmana 4 74,7 339,9 27,9 0,47 18,6 81,7 | 3399 20,9 0,71 26,4

sdptdména 8 74,2 389.9 28,2 0,47 18,7 80,3 330,7 20,9 0,79 22.9

mptéma‘ma 9 80,9 393,5 299 0,39 20,1 78,7 | 315,1 17,7 0,88 19,9
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La fel ca si in cazul cainilor cu tumori mamare, introducerea in schema de tratament a

produsului CHIMIOHELP aléturi de terapia citostatici a determinat reducerea efectelor toxice

ale citostaticelor la nivelul ficatului in cazul cdinelui cu limfom B celular. Datoritd efectului

hepatoprotector exercitat de produsul CHIMIOHELP, activitatea enzimelor serice fosfataza

alcalind (ALP), aspartat-aminotransferaza (AST), alanil-aminotransferaza (ALT) si lactat-

dehidrogenaza (LDH) a fost imbunatatita (tabelul nr. 6).

Tabelul nr. 6

Activitatea enzimelor markeri ai citolizei hepatice: fosfataza alcalina (ALP), aspartat

transaminaza (AST), alanil transaminaza (ALT) si lactat dehidrogenaza (LDH) la pacientii cu

limfom B celular

Ciine cu limfom celular B tratat cu Ciine cu limfom celular B tratat
citostatice si CHIMIOHELP cu citostatice

ALP AST ALT LDH ALP AST ALT LDH

uny un wnm | wmy | wmy | wmy | @wm | @
Control 90,5 224 28,5 153,9 90,5 22,4 28,5 153,9

ziua 0 (inainte de tratament) 146,2 27,3 295 | 321,4 | 1345 | 39,1 32,1 3014
sdptiména 2 159,2 39,1 35,6 384,3 | 200,5 60,5 40,8 389,3
sdptimana 4 198,2 46,2 72,1 467,3 | 2248 80,1 80,3 4992
sdptimana 8§ 2595 52,7 89,4 6214 | 250,6 91,9 97,3 732.9
sdptidména 9 2417 49,9 76,2 750,3 | 289,3 90,5 113,2 | 803,7

Asocierea CHIMIOHELP cu chimioterapia citostatica a condus la o ugoara crestere a

concentratiei albuminelor plasmatice insotitd de scidderea concentratiei gamma-globulinelor,

comparativ cu cainele tratat doar cu chimioterapice citostatice (tabelul nr. 7).

Tabelul nr. 7

Profilul electroforetic al proteinelor plasmatice la ciinele diagnosticat cu limfom B celular i

tratat cu chimioterapice si CHIMIOHELP si la céinele tratat numai cu chimioterapice

Ciine tratat cu citostatice si mix Caine tratat cu citostatice ]
CHIMIOPROTECT 4 u citostatic
. 1- 2- B- - . 1- 2- 3 .
Alb;mme glo:uline glo:uline globuline globyuline Alb:)l/mme glo:uline glozuline globuline globuline
° % Y% % % ° % % % %
Control
(animal 68,5 4,1 8,8 9.1 9,5 68,5 4,1 8,8 9,1 9,5
5dndtos)
dua 0 (inainte] 404 | 6.2 12,1 9.2 321 | g3 5.8 119 9.5 30,57
¢ tratament)
saptaména2 | 3773 8,2 12,3 9,5 33,7 35,1 9,9 11,8 9,7 33,5
sdptamédna4 | 35,2 8,7 11,9 9,3 34,9 29,7 9,9 10,6 10,1 39,7
siptaména 8 | 37,8 9.5 9.6 9,0 34,1 30,2 9,2 10,0 9,9 40,7
saptimana9 | 40,0 8,9 9,9 8,1 33,1 29.4 9,5 10,2 9.4 41,5
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Reducerea rezistentei multidrog sub influenta preparatului CHIMIOHELP

Evaluarea eficientei tratamentului la cdinii cu limfom B celular a fost apreciatd prin
variatia proteinei Bence-Jones si a proteinei M.

Proteina Bence Jones, reprezentatd de lanturi usoare ale imunoglobulinelor este
biosintetizata in celulele neoplazice. Aceasta proteind este prezenta in sangele pacientilor cu
mielom, dar §i in urina lor datoritd filtrarii renale deficitare §i are masa moleculard cuprinsa
intre 22 — 24 kDa. Proteina Bence Jones a fost detectatd in urina cainilor cu mielom multiplu
pe tot parcursul efectudrii tratamentului, insa analiza electroforetica efectuata in acrilamida in
conditii denaturante a relevat prezenta in cantitate mare a acestei proteine in sangele céinilor
cu mielom multiplu inainte de tratament si in cantitate mult mai mica in sangele cdinilor cu
mielom multiplu tratati cu citostatice §i cu citostatice asociate cu extract polifenolic. Cel mai
mic spot pentru proteina Bence-Jones a fost observat in serul provenit de la cdinele cu mielom
tratat cu citostatice si mix polifenolic. Aceste rezultate demonstreaza eficienta tratamentului
chimioterapic citostatic asociat cu mixul polifenolic.

In literatura de specialitate, proteina M este descrisi ca fiind o proteini care apare doar
in tumorile de tip limfom B celular (mielom multiplu). In privinta proteinei M, scaderea
concentratiei gamma-globulinelor poate fi atribuitd scadderii concentratiei proteinei M in
sangele pacientului diagnosticat cu mielom multiplu tratat cu citostatice si extract polifenolic

(tabelul nr. 7).
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REVENDICARE

1. Produs constituit dintr-un concentrat polifenolic extras din fructe de afin
(Vaccinium myrtillus), parti aeriene de sunatoare (Hypericum perforatum), fructe de cétind
(Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna) si péarti aeriene de
rostopascd (Chelidonium majus), cu o concentratie in polifenoli de 1...20 g echivalent acid
galic/100 ml (g GAE/100ml) si un continut in sucroza de 10... 40%, caracterizat prin aceea ca

poate fi utilizat ca adjuvant in tratamentul cu citostatice (chimioterapie) la animale.

Director proiect, 10
Prof. univ. Dr. Maria Crivineanu
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DESCRIEREA INVENTIEI CU TITLUL:
EXTRACT POLIFENOLIC DE UZ VETERINAR UTILIZAT CA
ADJUVANT IN CHIMIOTERAPIA ANTICANCEROASA (CHIMIOHELP)

Inventia se referd la un produs natural sub forma de extract polifenolic obtinut din
plante, cu proprietdti puternic antioxidante, utilizat ca adjuvant in chimioterapia

anticanceroasa la animale.

Stadiul tehnicii

Stadiul actual al cunostintelor referitor la activitatea antioxidantd a polifenolilor

Studii in vitro. Se cunoaste faptul ci polifenolii: prezinta abilitatea de a anihila speciile
reactive de oxigen (radicalul hidroxil, anionul superoxid, peroxidul de hidrogen, oxigenul
singlet, anionul hipoclorit) si speciile reactive de azot (oxidul nitr.c), inhiba procesul de
oxidare a acizilor grasi polinesaturati, actioneazd ca chelatori ai ionilor metalelor
tranzitionale, in special ai ionului Fe*", considerat un generator de raclicali hidroxil in reactia
Fenton.

Studii in vivo. Experimentele efectuate pe sobolani au demonstrat ca, la nivel hepatic,
polifenolii imbunatitesc activitatea enzimelor antioxidante catalaza (CAT), glutation
peroxidaza (GPx), superoxid dismutaza (SOD), cresc nivelul glutationului redus si scad
concentratia compusilor care reactioneaza cu acidul tiobarbituric (malcndialdehida - MDA).

Stadiul actual al cunogstintelor in domeniul reducerii chimiorezistentei tumorilor

Se cunoaste faptul cd rezistenta tumorilor la actiunea citostaticelor constituie
principala cauza a esecurilor si ineficientei terapiei citostatice cu un chimioterapic sau
concomitent fatd de mai multe medicamente anticanceroase. Aceastd rezistentd, congenitald
sau dobandita, este cunoscutd in literatura de specialitate sub denumirea de rezistentd
multidrog (Multi Drug Resistence - MDR).

La ora actuald sunt cdutate strategii pentru evitarea, prevenirea sau depéasirea instalarii
rezistenteli multidrog. Dintre strategiile abordate mentionam prevenirea aparitieic MDR in
cursul terapiei prin utilizarea mai multor citostatice, alternativ si la doze maxim tolerate,

precum si administrarea de substante adjuvante, inclusiv antioxidanti naturali.
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Solutiile cunoscute din stadiul tehnicii prezinta urmatoarele dezavantaje:

Datele din literatura de specialitate referitoare la efectul polifenolilor asupra statusului
antioxidant al animalelor supuse chimioterapiei, asupra rezistentei multitrog, precum si asupra
reducerii toxicitatii chimioterapicelor sunt insuficiente. Cercetatorii au studiat fie caracterul
antioxidant al unor extracte din plante, fie efectul rezistentei multidrog, fie toxicitatea
chimioterapicelor citostatice. Cele 3 probleme majore apérute in terapia anticanceroasi nu au

fost studiate in interactiune.

Problema tehnicd pe care o rezolvi inventia constd in imbunatétirea statusului
antioxidant al animalelor supuse chimioterapiei, cu ajutorul unei compozitii fitoterapeutice cu
efect adjuvant.

Astfel, obiectivul inventiei constd in obtinerea si utilizarea unui produs natural,
constituit in principal din polifenoli, cu efect puternic antioxidant.

Acest produs prezintd doua actiuni majore:

1. Anihilarea radicalilor liberi care apar in urma actiunii stresului oxidativ instituit de
starea psihicd, tratamentul medicamentos, procesele de multiplicare a celulelor maligne,
precum si chelatarea ionilor metalelor tranzitionale (actiune antioxidanta).

La pacientii cu diferite forme de cancer s-a constata ca radicalii liberi rezultati In urma
diferitelor procese oxidative, ca si In urma actiunii chimioterapicelor anticanceroase, induc
stres oxidativ, care genereazd procese secundare cum ar fi modificarea permeabilitatii
membranelor celulare. Aceste procese oxidative se repercuteaza asupra starii de sindtate a
pacientilor, determinand agravarea acesteia, sau, in cazul chimioterapiei, pot contribui la
instalarea rezistentei fatd de medicamentul administrat.

Studiile efectuate au demonstrat ca agentii antineoplazici induc, din cauza toxicitatii
lor, reducerea capacitatii organismului de a anihila radicalii liberi si in consecintd favorizeaza
peroxidarea lipidica la nivelul acizilor grasi din membranele celulare. Procesele de peroxidare
la nivelul fosfolipidelor din constitutia citomembranelor se repercuteazi asupra functiilor de
transport citotransmembranar, afectdnd permeabilitatea acestora.

2. Modularea activititii unor proteine si enzime implicate in procesele de transport si

metabolizare a citostaticelor.

Expunerea inventiei
Inventia constd dintr-un produs natural sub forma de sirop, care are un continut in

polifenoli de 5 g echivalent acid galic (EAG)/100 ml, polifenolii fiind extrasi din fructe de
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afin (Vaccinium myrtillus), fructe de catind (Hippophae rhamnoides), fructe de paducel
(Crataegus monogyna), parti aeriene de sunatoare (Hypericum perforatum) si pirti aeriene de
rostopascd (Chelidonium majus), acesti polifenoli fiind ulterior dizolvati iIntr-o solutie
etanolicd de zaharoza de concentratie 40%.

Produsul natural, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- prezintd activitate antioxidantd (anihileazd radicalii liberi generati de boala

canceroasa si de chimioterapie) si regleaza activitatea enzimelor antioxidante;

- reduce toxicitatea citostaticelor;

- reduce chimiorezistenta tumorilor;

- are efect hepatoprotector;

- nuinterfera in linia metabolici a altor medicamente;

- este netoxic si nu are efecte adverse.

Forma de prezentare a preparatului aleasa, respectiv sirop alcoolic, are ca avantaj
absorbtia eficientd la nivelul tubului digestiv a substantelor active continute, asigurdnd o
biodisponibilitate crescutd a principiilor active asociate in acest produs, precum si
administrarea facila la animale, avand in vedere faptul ca preparatul este de uz veterinar.

Alegerea plantelor mentionate este sustinutd de datele existente in literatura de
specialitate. Astfel, se cunoaste faptul ca fructele de afin sunt bogate in polifenoli (flavonoide
si antociani) cu efect puternic antioxidant, care oferd protectie membranelor lipozomale
contra proceselor oxidative. Antocianii din fructele de afin au efect hipoglicemiant,
cardioprotectiv, neuroprotectiv, antiinflamator, genoprotectiv si anticancerigen. Studiile
efectuate au demonstrat ca polifenolii extrasi din fructe de catind au efect antioxidant
puternic, antiinflamator si antiproliferativ in cancerul de colon si ficat. Polifenolii extrasi din
fructele de paducel au efect antioxidant, hepatoprotectiv, gastroprotectiv, diuretic,
radioprotectiv, imunostimulator, anticancerigen si antidepresiv. Partile aeriene de sunatoare
sunt bogate in flavonoide, rutind, quercitind, kaempferol si hipericind. Acesti compusi
polifenolici au activitate antioxidanta, antidepresiva si anticancerigend. Partile aeriene de
rostopasca contin polifenoli si alcaloizi cu proprietéti terapeutice. Apigenina, polifenol extras
din rostopascd, prezintd activitate anticancerigend, antioxidantd si moduleaza rezistenta
multidrog.

Produsul natural realizat conform inventiei nu interferd in linia metabolica a altor
medicamente, nu prezintd efecte secundare si nu creeaza reactii adverse. Doza recomandata

este intre 5 si 10 mg EAG polifenoli/kg.
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Se prezintd in continuare un mod de realizare a inventiei.

Materialul vegetal utilizat constd din fructe de afin (Vaccinium myrtillus), fructe de
catind (Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna), parti aeriene de
sundtoare (Hypericum perforatum) si parti aerienc de rostopascd (Chelidonium majus)
amestecate in proportie de 2: 1: 1: 0,5: 0,5 (m/m’m/m/m), in stare uscati si macinata.
Materialul vegetal se supune unei extractii prin agitare la reflux timp de 3 h, cu alcool etilic
60%. Dupa racire, solutia extractiva se separd prin filtrare la presiune normald. Dupa obtinere,
solutia extractivd este concentratd la presiune scazutz (150 mm col. Hg) pand la evaporarea
completa a etanolului. Reziduul obtinut se dizolva intr-o solutie de zaharoza 40% preparaté in

etanol 60%, pana la o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid galic (EAG)/100 ml.

Se prezintd in continuare un exemplu de utilizare a produsului.

Utilizarea produsului natural CHIMIOHFLP in schemele de tratament cu
chimioterapice la cdini cu tumori mamare

Testiri farmaco-clinice. Protocolul experimental care s-a aplicat in cazul cételelor cu

tumori mamare surprinse in stadiile de evolutie T, si T, este prezentat in tabelul nr. 1.

Tabelul nr. 1
Schema de tratament cu citostatice si CHIMIOHELP a cétele cu tumori mamare surprinse in

stadiile T, si T

Tratament cu chimioterapice si Tratament cu chimioterapice
Saptamana CHIMIOHELP
Chimioterapic CHIMIOHELP Chimioterapic CHIMIOHELP
(mg EAG/kg) (mg EAG/kg)
Ciclofosfamida - 50 Ciclofosfamida - 50
mg/m*/zi 4 zile consecutiv mg/m*/zi 4 zile consecutiv
1 Covinan (proligeston) — | 5 mg/kg zilnic | Covinan (proligeston) — 1 -
ml (100 mg)/10 kg, o ml (100 mg)/10 kg, o
administrare in prima zi administrare in prima zi
2 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauza -
INTERVENTIE CHIRURGICALA (MASTECTOMIE)
3 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauza -
5 Holoxan (ifosfamida) - 200 5 mg/kg zilnic Holoxan (ifosfamida) - 200 )
mg/m*/zi 2 zile consecutiv & mg/m°/zi 2 zile consecutiv
6 Gem.ci.tabiné - 200 mg/m” o 5 mg/kg zilnic Gem.ci.tabina - 200 mg/m’ o )
administrare administrare
7 Pauzi 5 mg/kg zilnic | Pauza -
8 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauza -
9 Pauza 5 mg/kg zilnic | Pauzi -
10 H010)<7an (ifosfamida) - 200 5 mg/kg zilnic Holoxan (ifosfamida) - 200 )
mg/m*/zi 2 zile consecutiv mg/m’/zi 2 zile consecutiv
1 Gem.ci'tabiné - 200 mg/m” o 5 mg/kg zilnic Gem'ci.tabiné - 200 mg/m” o )
administrare administrare
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o Imbundtdtirea statusului antioxidant sub influenta produsului natural CHIMIOHELP
Administrarea preparatului polifenolic la cdini cu tumori mamare, tratati cu citostatice

si supusi mastectomiei (conform tabelului 1), a determinat cresterea valorilor enzimelor
antioxidante eritrocitare superoxid dismutaza (r-SOD), catalaza (r-CAT), glutation peroxidaza
(r-GPx), scaderea concentratiei malondialdehidei eritrocitare (r-MDA) si cresterea
concentratiei glutationului redus (r-GSH). La cdinii care nu au beneficiat de preparatul
CHIMIOHELP, activitatea enzimelor antioxidante eritrocitare (r-SOD, r-CAT, r-GPx) a
scazut, iar nivelul malondialdehidei a crescut. O scadere semnificativa a fost inregistrata si la
nivelul glutationului redus din eritrocite (tabelul nr. 2). Aceste rezultate demonstreaza
scdderea nivelului procesului de oxidare a lipidelor la nivelul membranei eritrocitare si

imbunatitirea statusului antioxidant la animalele la care s-a administrat extractul polifenolic.

Tabelul nr. 2
Activitatea superoxid dismutazei eritrocitare (r-SOD), catalazei eritrocitare (r-CAT), glutation

peroxidazei eritrocitare (r-GPx), concentratia malondialdehidei eritrocitare si a glutationului

redus (r-GSH)

Caini cu tumori mamare tratati cu citostatice Ciini cu tumori mamare tratati cu citostatice
si CHIMIOHELP §

r-SOD | r-CAT r-GPx "MI:;* r-GSH | r-SOD | r-CAT r-GPx r-MDA r-GSH

(U/igHb) | (UigHb) | (U/g Hb) ("]'_','I‘)’) 2 | (mg/gHb) | (U/igHb) | (U/igHb) | (U/igHb) | (umolig Hb) | (mg/g Hb
Control 125,3 | 400,2 39,3 0,31 3,51 125.3 | 4002 39,3 0,31 3,51
Z(;“a O(nainte| g9 5 | 375 | 309 | 047 | 2,14 | 885 | 3802 | 271 0,55 2,11

e tratament)

sdptimina2 | 994 | 3773 31,0 0,47 2,01 89.1 380,3 27.5 0,57 1,92
sdptaiména 6 | 101,3 | 387,1 31.9 0,41 1,97 89.1 380,2 27.1 0,46 1,91
saptaména 7 | 101,2 | 388,9 32,1 0,39 2,28 873 | 372,5 26,7 0,48 1,78
saptamana 11 | 109.7 | 390.0 34.1 0,35 2,43 842 | 364,5 26,0 0,65 1,65

*Valorile prezentate sunt media a 5 determindri

o Efectul hepatoprotector al produsului natural CHIMIOHELP
Introducerea in schema de tratament a produsului CHIMIOHELP, conform tabelului
1, a determinat reducerea efectelor toxice ale citostaticelor la nivelul ficatului. Datorita
efectului hepatoprotector exercitat de produsul CHIMIOHELP, activitatea enzimelor serice
fosfataza alcalina (ALP), aspartat-aminotransferaza (AST), alanil-aminotransferaza (ALT) si
lactat-dehidrogenaza (LDH) a fost imbunatititd. La cdinii care nu au beneficiat de
CHIMIOHELP, activitatea enzimelor serice mentionate a crescut, ceeca ce demonstreaza

intensificarea procesului de citoliza la nivel hepatic (tabelul nr. 3).
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Astfel, se observa cd valorile activitatii acestor enzime sunt crescute de 3-4 ori fata de
cele normale in cazul pacientilor cu tumori mamare tratati numai cu citostatice, spre deosebire
de pacientii cdrora li s-au administrat pe langa citostarice si extracte polifenolice vegetale, la
care valorile activitifii acestor enzime sunt peste limitele normale, ajungind doar pani la
dublul valorilor normale, si aceasta numai in cazul anumitor parametri. Aceste observatii
indica faptul cé polifenolii extrasi din plante, prin actiunea lor antioxidanta, reduc toxicitatea

hepatica a chimioterapicelor citostatice.

Tabelul nr. 3
Activitatea enzimelor markeri ai citolizei hepatice: fosfataza alcalind (ALP), aspartat
transaminaza (AST), alanil transaminaza (ALT) si lactat dehidrogenaza (LDH) la pacientii cu

tumori mamare

Ciini cu tumori mamare tratati Ciini cu tumori mamare
cu citostatice si CHIMIOHELP tratati cu citostatice
ALP AST ALT LDH ALP AST ALT LDH
(uny (um wn | wm | wm | wm | w@wn | wn
Control 88,5 21,0 27,9 | 1483 | 88,5 21,0 27,9 | 1483
ziua 0 (inainte de tratament) 93,2 24,2 34,2 | 238,5 96,9 29.6 427 2652
sdptdména 2 107,2 28,9 475 | 2452 | 1156 | 392 61,3 297,6
sdptidmana 6 142,6 34,5 76,5 | 2942 | 137,5 | 532 96,2 3247
sdptdména 7 140,2 40,1 90,7 | 3072 | 1792 | 654 120,5 | 370,5
séptdmaéna 11 1354 41,2 72,5 | 320,5 | 210,2 | 95,6 131,2 | 440,7

*Valorile prezentate sunt media & 5 determinari

e Reducerea rezistentei multidrog sub influenta produsului natural CHIMIOHELP
Ca rezultat important obtinut consecutiv strategiei terapeutice abordate, s-a evidentiat
clinic o regresie a tumorii, respectiv o remisiune clinica din stadiul T4 sau T3 in stadiul T; sau
T;. Dupa tratamentul cu citostatice asociate cu mix polifenolic, intr-unul din cazuri tumora a
involuat din stadiul T4N,;M; in stadiul T,N;M,, analizele de singe punidnd in evidentd o

usoard remisiune a constantelor hematologice si a enzimelor studiate.
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REVENDICARE

1. Produs utilizat ca adjuvant in tratamentul cu chimioterapice citostatice la animale,
caracterizat prin aceea cd este constituit dintr-un concentrat polifenolic extras dintr-un
material vegetal constituit din fructe de afin (Vaccinium myrtillus), fructe de catina
(Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna), parti aeriene de sunatoare
(Hypericum perforatum) si parti aeriene de rostopasca (Chelidonium majus) in raport masic 2:
1: 1: 0,5: 0,5, cu o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid galic/100 ml si un continut

de zaharoza de 40%.
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