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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
extract selectiv din partea aeriana de Geranium
Robertianum L. (naprasnic) cu efect de potentare a
activitatii antitumorale a irinotecanului pe linii celulare
tumorale. Procedeul conform inventiei consta in obfji-
nerea extractului vegetal constituit din partea aeriana a
naprasnicului, cu alcool etilic 70%, In raport de extractie
1:15, timp de 1 h la reflux, separarea materialului
vegetal prin filtrare, dozarea continutului de polifenoli

totali GAE per ml extract de naprasnic brut, urmata de
concentrarea solutjei la presiune redusa pana la stadiul
de extract uscat, care se reia cu etanol 40%, rezultand
un extract selectiv, standardizat de naprasnic, avand un
continut in polifenoli totali exprimat in acid galic de
5 mg GAE per ml extract.

Revendicari: 1
Figuri: 3

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit
dispozitiilor art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsa, retrasad sau considerata
ca fiind retrasa. Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinata de revendicdrile continute in cererea

publicatéa in conformitate cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 133940 A2



[k DE STAT PaNTAU INVERTH S ARG |
Cersre ds brevet de inventie

gNrO\ Aolg @0 F P

| Dot depozit .2 8. -08- 2018

AvIscanenysAnsar RN RuE

EXTRACT SELECTIV DIN PARTEA AERIANA DE GERANIUM ROBERTIANUM L. CU
EFECT DE POTENTARE A ACTIVITATII ANTITUMORALE A IRINOTECANULUL
AUTORI: Hlevea Cristina, Neagu Georgeta, Piviloiu Ramona Daniela, Pirva Lucia Cam o

Sha’at Fawzia

Inventia se referd la un extract selectiv, standardizat din partea aeriand de ndpraznic (Geranium
robertianum L. herba) cu activitate antitumorald si cu actiune de potenfare a activitatii antitumor>’
irinotecanului pe linia celulara tumoral& de neuroblastom SH-SY5Y.

Este cunoscut faptul cd degi in ultimile decade s-au inregistrat progrese in detectarea timpurie a
cancerului §i imbundtitirea terapiei standard (chirurgie, terapie cu radiatii si chimioterapie) durata de
supraviefuire dupa tratament este limitata (1). Inca de la introducerea ei in terapie chimictcr.
prezentat o serie de dezavantaje esentiale care n-au fost rezolvate nici pana in prezent(1); 1) toxicitatea
ridicatd a tratamentului pentru celulele normale, 2) rezistenta la tratament, 3) incapacitatea eradicrii
complete a tumorilor (2,3). Aceste dezavantaje au fost partial rezolvate prin introducerea in tratamentele
oncologice a terapiei combinate.

Este cunoscut faptul cd o imbunétitire considerabili 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
datoritd cercetdrilor avansate efectuate in patofiziologia bolilor cronice §i grave care au deriv .-« -
aceste boli sunt multifactoriale §i de aceea necesitd tratamente care actioneazd pe mai multe ci, deci
necesitd tratamente combinate (4-7). Este cunoscut faptul c3, carcinogeneza este un proces in mai muite
etape care prezintd deregldri in mai multe cdi de semnalizare celulard. De aceea utilizarea unor
medicamente care au ca tintd o singuri cale de semnalizare este de multe ori ineficienta. In ultimii 10 -

tratamentul standard al cancerului se utilizeazd o combinatie de 2 sau mai multe medicamente ceea ce a

20
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dus la o cregterea a eficientei tratamentului, deoarece prin tintirea mai muitor cii de semnalizare celular3

i se obtine un efect aditiv sau sinergic si are loc §i 0 micgorare a rezistentei la medicamente (8).

Desi utilizarea combinatd a mai multor agenti antitumorali cu diferite mecanisme de acfiune s-a
dovedit mai eficients apare dezavantajul unei toxicitafi mérite. O modalitate de a depiyi acest dezavantaj
este de a utiliza in tratarnentele oncologice substanfe active de origine vegetala sau extracte vegetale cu

"+ liale antitumorald in combinatie cu chimioterapicele standard. Studiile efectuate in ultimii ani atét in
vitro cét §i in vivo au demonstrat cd numerogi metaboliti ai plantelor nu sunt numai agenti
chemopreventivi (nu numai ci reduc riscul de a dezvolta diverse tipuri de cancer), dar reprimd
proliferarea celulelor tumorale, inhiba cdile de semnalizare ai factorilor de crestere, induc apoptoza,

- . angiogeneza, reprimd exprimarea proteinelor antiapoptotice, inhibi ciclooxigenaza-2, etc.(9, 10).

In tratamentele bazate pe medicamente din plante se considera ci eficiena utilizdrii lor se datoreaza
actiunii sinergetice a mai multor constituenti in doze mici. Toxicitatea lor este redusi datoritd dozelor
mici in care actioneazi. Pornind de la aceste date a aparut si ideea combindrii in diverse tratamente de

»usi naturali cu medicamente de sintez3 in speranta gasirii unor combinatii sinergice cu eficientizarea
tratamentului §i cu toxicitate mai scizuta. In cazul cancerului in numeroase lucréri s-a demonstrat efectul
de potentare a activitaii agentilor chimioterapeutici prin combinarea cu diversi compusi naturali (6).

Este cunoscut faptul c& de Geranium robertianum L. herba are activitate antiproliferativi pe o serie

. il celulare tumorale (11,12).

In acest context, problema pe care o rezolvd inventia este ci extractul selectiv, standardizat de
Geranium robertianum conform inventiei, este netoxic §i potenteazi activitatea antitumorald a
irinotecanului pe linia celulard umand de neuroblastom SH-SY5Y si poate fi astfel folosit pentru obtinerea
-aui 10l agenti antitumorali, ce combind irinotecanul §i extractul de Geranium robertianum, cu activitate
specificii superioari irinotecanului §i farmacotoxicologie asemiinitoare irinotecanului.

Extractul vegetal standardizat de Geranium robertianum, conform inventiei, consta in aceea ci se
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obtine prin extractia materiei prime vegetale, napraznic, cu alcool etilic 70% (v/v), in raport de extractie
1:15, timp de 1 ord, la reflux, dupd care pentru extractul de ndpraznic brut, obtinut dupa separarea
wateriaiului vegetal prin filtrare, se face dozarea continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract,
urmat3 de concentrarea solutiei rezultate la presiune redus3 pana la stadiul de extract uscat, extract uscat
care in final se reia cu etanol 40% (v/v) astfel incét s3 se obfind un extract, selectiv, standardizat de
ndpraznic, cu un confinut in polifenoli totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.

Procedeul de obtinere a unui extract vegetal standardizat de Geranium robertianum, cu actiune de
potentare a activitatii antitumorale a irinotecanului, const in aceea c se supun extractiei 20g de material
vegetal uscat $i maruntit de herba de Geranium robertianum in 300 mL alcool etilic 70%(v/v), timp de 1h,
la reflux, dupd care se filtreazi prin filtru de porozitate medie obtinindu-se extractul dendpraznic brut
pentru care se face dozarea continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract, urmati de concentrare
la presiune redus3 pan3 la stadiul de extract uscat, extract uscat care in final se reia cu etanol 40%(v/v)
astfel Incit s3 se obfind un extract, selectiv, standardizat de n#praznic, cu un continut in polifenoli
totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.

Principalele caracteristici ale extractului vegetal de Geranium robertianum conform inventiei
sunt:
1.Are un continut bogat in polifenoli; studiile HPTLC asupra extractului selectiv in etanol 40% (v/v) din
herba de niipraznic au indicat prezenta certd a acizilor galic, ferulic, elagic, cafeic §i clorogenic, plus
derivati de quercetin (rutin) si kaempferol alaturi de homoeriodictiol, o flavanond metilata in pozitia 3* a
nucleului fenil - vezi Figura 1. Acesti polifenoli, conform datelor de literaturi, au activitate
antiproliferativa pe diferite linii celulare si actioneaza pe mai multe cdi de semnalizare celulari (8).

2. Este lipsit de toxicitate pand la o concentratie de 100 pug/mL pe celule de fibroblaste murine 3T3, adica
o concentratie de 10 ori mai mare decat concentratia activd de 10 pg/mL evidentiat3 pe celule umane de

neuroblastom SH-SYS5Y - vezi Figura 2.
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3.Prezint3 activitate antiproliferativd evidentiatd pe celule umane de neuroblastom SH-SYSY - vezi
Figura 3.

4.Are efect de mdrire a activitdfii antiproliferative a irinotecanului evidentiat pe celule umane de
neuroblastom SH-SYSY - vezi Figura 3

Avantajele inventiei

1. Extractul vegetal de Geranium robertianum, conform inventiei, are efect de mdrire a activitiii
antiproliferative a irinotecanului evidentiat pe linia celulard de neuroblastom uman SH-SYSY 2. Prin
combinarea irinotecanului cu extractul de Geranium robertianum L. herba se poate obfine un nou agent
antitumoral cu activitate specificd superioar# irinotecanului §i cu activitate farmacotoxicologici
comparabild cu a irinotecanului.

Prezentdm mai jos un exemplu de aplicare a procedeului de obtinere a extractului de Geranium
robertianum L. herba, conform inventiei.

Exemplu 1

20 g de material vegetal constituit din herba de n3praznic, Geranium robertianum L., uscat $i micinat, se
supun extractiei cu 300 ml alcool etilic 70% (v/v), timp de o or4, la reflux, sub agitare continud. Extract"!
hidroalcoolic brut obtinut se separd de masa vegetala prin filtrare la cald, prin filtru de hartie cu porozitate
medie, la presiune atmosferici gi se analizeazd in ceea ce priveste continutul in polifenoli totali exprimati
ca acid galic (GAE). Se obtin 250 mL extract hidroalcoolic brut de 2,37 mg GAE/mL. Extractul
hidroalcoolic rezultat se concentreazi la rotavapor la stadiul de extract uscat, care se reia cu cu solntie
hidroalcoolic 40% (v/v) in aga fel incét si rezulte un extract final standardizat contindnd 5 mg GAE /mL.
(In exemplul 1 rezult 250 x 2,37 : 5 = 118,5 mL extract final standardizat de 5 mg GAE/mL).

Extractul de ndpraznic herba astfel obtinut a fost testat privind activitatea antiproliferativa, precum si

efectul de potentare a activitdtii antiproliferative a irinotecanului pe linia celulari tumorald d-

neuroblastom SH-SYSY prin metoda RTCA (vezi Figura 3).
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REVENDICARI

1. Activitatea de_potentare a _extractului selectiv, standardizat de Geranium robertianum L. herba,

caracterizat prin aceea ci se obfine prin extracfia materiei prime vegetale, nipraznic, cu alcool etilic 7"
(v/v), in raport de extractie 1:15, timp de 1 ord, la reflux, dupi care pentru extractul de n3praznic brut,
+.nur dupd separarea materialului vegetal prin filtrare, se face dozarea confinutului in polifenoli totali
(GAE) per mL extract, urmatd de concentrarea solutiei rezultate la presiune redusi pand la stadiul de
extract uscat, extract uscat care in final se reia cu etanol 40% (v/v) astfel incit si se obting .-
selectiv, standardizat de ndpraznic, cu un continut in polifenoli totali exprimati in acid galic de 5 mg

. mb extract, asupra activitdtii antitumorale a irinotecanului, demonstratd _pe liniia celulard

tumorald de neuroblastom SH-SY5Y si care poate fi astfel folosit in combinatie cu irinotecanul pentru

obtinerea unor noi agenti antitumorali.
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TI T2 T3 T4 T5

Figura 1. Aspectul (HP)TLC al extractului alcoolic de herba de niipraznic (Geranium robertianum
L.) (T2-T3) comparativ cu substantele de referinti (T1, T4, T5).
Tracks ; T1 — rutin, acid cafeic, acid galic; T4— rutin, vitexin, acid protocatechuic,

apigenina ; T5- hiperozida, apiin, acid rozmarinic, kempferol

Efectul citotoxic al E4

D.0. 490 nm

0 ug 150 pg 100 pg 50 g 5 Mg
Concentratii aplicate / mL

Fig.nr. 2. Rezultate obtinute la testul MTS de viabilitate celulari (linia celulara de

fibroblaste murine 3T3) in prezenta extractului de Geranium robertianum L. (E4)
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Controi_Mediu

1.64| ——GE 10 ug/ml

Irinotecan 10 pg/mi

—— GE 10 pg/ml + Irinotecan 10 pug/mi
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Fig.nr. 3. Activitatea antiproliferativii pe durata de 72h pentru celule SH-SYSY incubate cu esiy ...
GE (Geranium robertianum) 10 pg/mL, irinotecan 10 pg/mL si mixul irinotecan 10 pg/mL - extract

vegetal 10 pg/mL.
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