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69 EXTRACT SELECTIV DE FRUNZE DE FAGUS SYLVATICA L.
CU EFECT DE POTENTARE A ACTIVITATII ANTITUMORALE

A IRINOTECANULUI

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
extract selectiv de frunze deFagus sylvatica L. (fag), cu
efect de potentare a activitatii antitumorale a irinoteca-
nului pe linii celulare tumorale. Procedeul conform
inventiei consta in extractia materialului vegetal con-
stituit din frunze de fag cu ap4, timp de 1 h la tempera-
tura de reflux a amestecului, dupa care se separa masa
vegetala prin filtrare, si se concentreaza la rotavapor; in
continuare la 100 ml extract apos concentrat se adauga
400 ml alcool etilic 96%, suspensia se separa prin

filtrare la vid, extractul hidroalcoolic se dozeaza in ceea
ce priveste continutul in polifenoli totali exprimat in acid
galic GAE per ml de extract, dupa care se concentreaza
lareziduu, care se reia in alcool etilic 20%, rezultand un
extract standardizat cu un continut in polifenoli totali
exprimati in acid galic de 5 mg GAE/ml extract.
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EXTRACT SELECTIV DE FRUNZE DE FAGUS SYLVATICA L. CU EFECT DE POTENTARE A

ACTIVITATII ANTITUMORALE A IRINOTECANULUL

Inventia se referd la un extract selectiv, standardizat de frunze de fag ( Fagus sylvatica L. folium) cu
¢ vitale antitumorald si cu actiune de potentare a activitaii antitumorale a irinotecanului pe linia celulard
de neuroblastom uman SH-SYS5Y.

Este cunoscut faptul ci desi in ultimile decade s-au inregistrat progrese in detectarea timpurie a
cancerului §i imbunatagirea terapiei standard (chirurgie, terapie cu radiatii si chimioterapie) durata de
supravietuire dupd tratament este limitatd (1). Incd de la introducerea ei in terapie chimioterapia a
prezentat o serie de dezavantaje esentiale care n-au fost rezolvate nici in prezent(1); 1) toxicitatea ridicata
a tratamentului pentru celulele normale 2)rezistenfa la tratament, 3)incapacitatea eradicdrii complete a
tumorilor.(2,3). Aceste dezavantaje au fost partial rezolvate prin introducerea in tratamentele oncologice a

.. jpicl combinate.

Este cunoscut faptul ci o imbunititire considerabild a chimioterapiei s-a realizat in ultimii ani prin
introducerea in terapia standard a cancerului a tratamentelor cu combinatii de medicamente. Schimbarea
paradigmei de la terapia cu un singur medicament la terapia cu mai multe medicamente a fost posibild
uatoritd cercetdrilor avansate efectuate in patofiziologia bolilor cronice si grave care au demonstrat ci
aceste boli sunt multifactoriale i de aceea necesitd tratamente care actioneazi pe mai multe cdi, deci
necesitd tratamente combinate.(4-7) Este cunoscut faptul ci, carcinogeneza este un proces in mai multe
etape care prezintd deregliri in mai multe c#i de semnalizare celularid. De aceea utilizarea unor
.ucdivaiiente care au ca fintd o singuri cale de semnalizare este de multe ori ineficienta. In ultimii ani in
tratamentul standard al cancerului se utilizeazd o combinatie de 2 sau mai multe medicamente ceea ce a
dus la o cresterea a eficientei tratamentului deoarece prin {intirea mai multor c3i de semnalizare celulard

simultan se obtine un efect aditiv sau sinergic si are loc §i 0 micgorare a rezistentei la medicamente (8).
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Desi utilizarea combinatd a mai multor agenti antitumorali cu diferite mecanisme de actiune s-a
dovedit mai eficient3 apare dezavantajul unei toxicitafi marite. O modalitate de a dep#si acest dezavantaj
este de a utiliza in tratamentele oncologice substante active de origine vegetald sau extracte vegetale cu
activitate antitumoral3 in combinatie cu chimioterapicele standard. Studiile efectuate in ultimii ani atat in
vitro cat i In vivo au demonstrat ci numerosi metabolifi ai plantelor nu sunt numai agenti
chemopreventivi (nu numai ci reduc riscul de a dezvolta diverse tipuri de cancer) dar reprima proliferarea
celulelor tumorale, inhibd cdile de semnalizare ai factorilor de cregtere, induc apoptoza, inhibad
angiogeneza, reprima exprimarea proteinelor antiapoptotice, inhiba ciclooxigenaza-2, etc.(9,10)

In tratamentele bazate pe medicamente din plante se considera ci eficienfa utilizarii lor se
datoreaza actiunii sinergetice a mai multor constituenti in doze mici.Toxicitatea lor este redus# datorita
dozelor mici In care actioneazi. Pornind de la aceste date a aparut si ideea combindrii in diverse
tratamente de produsi naturali cu medicamente de sintez3 in speranta gisirii unor combinatii sinergice cu
eficientizarea tratamentului §i cu toxicitate mai scazuti. In cazul cancerului in numeroase lucrari s-a
demonstrat efectul de potenfare a activititii agentilor chimioterapeutici prin combinarea cu diversi
compusi naturali.(6)

Este cunoscut faptul cd extractul metanolic de Fagus sylvatica L. folium are activitate
antiproliferativd pe o serie de linii celulare tumorale de cancer de colon LoVo uman, cancer de prostati
P(C3 si glioblastom U373.(11)

In acest context, problema pe care o rezolvd inventia este cd extractul selectiv, standardizat de Fagus
sylvatica conform inventiei, este netoxic si potenteazii activitatea antitumoral3 a irinotecanului pe linia
celulard umand de neuroblastom SH-SYSY si poate fi astfel folosit pentru obtinerea unui nou agent
antitnmoral, ce combind irinotecanul si extractul de Fagus sylvatica, cu activitate specifici superioar
irinotecanului si farmacotoxicologie aseminatoare irinotecanului.

Extractul vegetal standardizat de Fagus sylvatica, conform inventiei, constd in aceea c¢d se obfine
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prin extractie cu ap4, la temperatura de reflux, timp de 1h, din frunze de fag , dupi care se face filtrarea si
concentrarea extractului apos pand la un volum de 10 ori mai mic, dupd care la 1 volum extract apos,
concentrat se adaugd 4 volume de alcool etilic 96% v/v, §i se filtreazd suspensia hidroalcoolicd prin
filtru de porozitate medie, la vid obtindndu-se un extract selectiv hidroalcolic brut de fag, pentru care se
face dozarea continutului 1in polifenoli totali (GAE) per mL extract , urmatd de concentrarea solutiei
rezultate la presiune reduss pand la stadiul de extract uscat, extract uscat care in final se reia cu alcool
stiltic 20 %(v/v)  astfel incét sa se obfind un extract selectiv, standardizat cu un continut in polifenoli
totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.

Procedeul de obtinere a extractului vegetal standardizat de Fagus sylvatica cu actiune de potentare
a activitatii antitumorale a irinotecanului, consta in aceea ci se supun extractiei 100 g de material vegetal
wuiistituit din frunze de fag cu 1000 ml apd, timp de 1 ord la temperatura de reflux a amestecului , dup3
care se separd de masa vegetald prin filtrare §i se concentreazi pand la 100 ml la rotavapor. in
continuare, la 100 ml volum de extract apos concentrat se adaugi 400 ml de alcool etilic 96% (v/v),
iar suspensia obtinutd se separd prin filtrare la vid (filtru de porozitate medie). Cei 500 ml extract
“idroaleoolic  se dozeaza in ceea ce priveste continutul in polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE)
per mL extract, dup3 care se concentreazi la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic 20 %(v/v)
astfel Tncat s& se obtind un extract standardizat cu un continut in polifenoli totali exprimati in acid galic
de 5 mg GAE/mL extract.

Principalele caracteristici ale extractului vegetal de Fagus sylvatica conform inventiei sunt:
1. Are un continut bogat in polifenoli; studiile HPTLC asupra extractului selectiv in etanol 20% din
frunze de fag au indicat prezenta a cel putin 13 compusi polifenolici foarte activi, derivati ai acidului
clorogenic (sl, s3, s6, s9, s11), derivati ai apigeninei (s7, sl si s12), plus kempferol (s4), apigenin si
juercetin (spotul din regiunea de Front a cromatogramei) - vezi Figura 1. Acesti polifenoli, conform

datelor de literaturd, au activitate antiproliferativd pe diferite linii celulare i actioneazi pe mai multe cii
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de semnalizare celulari (8).
2. Este lipsit de toxicitate pani la o concentratie de 100 pg/mL pe celule de fibroblaste murine 3T3, adica
o concentratie de 10 ori mai mare decat concentratia activd de 10 pg/mL evidentiati pe celule umane de
neuroblastom SH-SY5Y - vezi Figura 2.
3.Prezintd activitatea antiproliferativd evidentiatd pe celule umane de neuroblastom SH-SY5Y- vezi
Figura 3.
4. Are efect de mirire a activitafii antiproliferative a irinotecanului evidentiat pe celule umane de
neuroblastom SH-SYS5Y - vezi Figura 3.

Avantajele inventiei
1. Extractul vegetal de Fagus sylvatica, conform inventiei, are efect de mirire a activitaii
antiproliferative a irinotecanului evidentiat pe linia celulard umana de neuroblastom SH-SYSY.
2. Prin combinarea irinotecanului cu extractul de Fagus sylvatica L. folium se poate obtine un nou agent
antitumoral cu activitate specifici superioard irinotecanului §i cu activitate farmacotoxicologica
comparabili cu a irinotecanului.

Prezentim mai jos un exemplu de aplicare a procedeului de obtinere a extractului de Fagus sylvatica
L folium, conform inventiei.
Exemplu 1
100 g de material vegetal constituit din frunze de fag, se supun extractiei cu 1000 ml ap4, timp de | or, la
temperatura de reflux a amesteculuip, dupd care se separd de masa vegetald prin filtrare §i se
concentreazi pani la 100 mL la rotavapor. in continuare, la 100 ml volum de extract apos concentrat
se adaugd 400 mL de alcool etilic 96% (v/v), iar suspensia obtinutd se separi prin filtrare la vid (filtru de
porozitate medie). Cei 500 ml extract hidroalcoolic se dozeazi in ceea ce priveste continutul in
polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) per mL extract, rezultind o concentratie de 1,29 mg

GAE/ml, dupi care se concentreazi la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic 20 %(v/v) astfel
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incat sd se obfind un extract standardizat cu un conginut in polifenoli totali exprimati in acid galic de 5
mg GAE/mL extract. Din 500 ml extract de concentratie 1,29 mg GAE/ml se obtin 500x 1,29 : § =
129 ml extract selectiv, standardizat de fag confindnd 5 mg GAE/ml in solutie hidroalcoolicd 20%.

Extractul de frunze de fag astfel obtinut a fost testat privind activitatea antiproliferativa precum si privind
efectul de potentare al  activititii antiproliferative a irinotecanului pe linia celulard umand de

neuroblastom SH-SYS5Y, prin metoda RTCA (fig.3)
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REVENDICARI

1. Activitatea de potentare a extractului selectiv, standardizat de Fagus sylvatica L. folium, caracterizat

prin aceea cd se obtine prin extractia materiei prime vegetale, frunze de fag, in ap4, in raport de 1:10, 1
ora la temperatura de reflux a amestecului de extractie, urmata de filtrarea gi concentrarea extractului apos
pani la un volum de 10 ori mai mic. In continuare, la un (1) volum de extract apos concentrat se adaugi
4 volume de alcool etilic 96% (v/v), iar suspensia obfinutd se separd prin filtrare la vid (filtru de
porozitate medie). Filtratul se dozeazi in ceea ce priveste continutul in polifenoli totali exprimati in acid
galic (GAE) per mL extract, dupd care se concentreazi la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic
20 %(v/v) astfel incét si se obtind un extract standardizat cu un continut in polifenoli totali exprimati in

acid galic de 5 mg GAE/mL extract, asupra activitdtii antitumorale a irinotecanului, demonstratd pe

linia_celulard tumorald de neuroblastom SH-SYSY, si care poate fi astfel folosit Tn combinatie cu

irinotecanul pentru objinerea unor noi agenti antitumorali.
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Tigura 1. Aspectul (HP)TLC al extractului alcoolic din frunze de fag, Fagus sylvatica L. (T6-T7)
comparativ cu substantele de referinta (TS5, T8).
Tracks : TS— rutin, acid clorogenic, apigenin-7-O-apiozilglucozida/apiin, hiperozida, apigenin; T8—

rutin, vitexin-2”-O-rhamnoside, luteolin-7-O-glucoside, quercitrin, quercetin

(‘-‘-—’)
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Fig.nr. 2. Rezultate obtinute la testul MTS de viabilitatea celulara (linia celulara

normala de fibroblaste murine 3T3) in prezenta extractului de Fagus silvatica L. (E3)
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Fig.nr. 3. Activitatea antiproliferativd pe durata de 72h pentru celule SH-SY5Y incubate cu extract
FG (Fagus sylvatica) 10 pg/mL, irinotecan 10 pg/mL si mixul irinotecan 10 pg/mL - extract vegetal
10 pg/mL.
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