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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
extract selectiv de frunze de Juglans Regia L (nuc), 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 nuc cu apa, timp de 1 h, la tempe-
ratura de reflux a amestecului, se separa masa vege-
tala prin filtrare, si se concentreaza larota vapor; in con-
tinuare la 1000 ml extract apos concentrat se adauga
400 ml alcool etilic 96%, suspensia se separa prin

filtrare la vid, extractul alcoolic se dozeaza in ceea ce
priveste continutul in polifenoli totali exprimati in acid
galic GAE per ml extract, dupa care se concentreaza la
reziduu, care se reia Tn alcool etilic 20%, rezultand un
extract standardizat avand un continut in polifenoli totali
exprimati in acid galic de 5 mg GAE/ml extract.
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Inventia se referd la un extract selectiv, standardizat de frunze de nuc (Juglans regia L. folium) cu
“vitate antitumorald §i cu actiune de potentare a activititii antitumorale a irinotecanului pe linia celulard
de neuroblastom uman SH-SYS5Y.

Este cunoscut faptul ci desgi in ultimile decade s-au inregistrat progrese in detectarea timpurie a
cancerului gi imbunititirea terapiei standard (chirurgie, terapie cu radiatii si chimioterapie) durata de

ravietuire dupd tratament este limitatd (1). inci 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 ricicatx
a tratamentului pentru celulele normale 2) rezistenta la tratament, 3) incapacitatea eradicérii complete a
tumorilor (2,3). Aceste dezavantaje au fost partial rezolvate prin introducerea in tratamentele oncologice a

w1 coinbinate.

Este cunoscut faptul ci o imbunététire 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 posibila

-~eritd 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 cai. der
necesitd tratamente combinate (4-7). Este cunoscut faptul ci, carcinogeneza este un proces in mai multe
etape care prezintd dereglari Tn mai multe c#i de semnalizare celulard. De aceea utilizarea unor

~iamente care au ca fintd o singurd cale de semnalizare este de multe ori ineficientd. In ultimii ani in

tratamentul standard al cancerului se utilizeazd o combinafie de 2 sau mai multe medicamente ceea ce »
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dus la o cresterea a eficientei tratamentului deoarece prin tintirea mai multor c8i de semnalizare celulard
simultan se obfine un efect aditiv sau sinergic si are loc si 0 micgorare a rezistentei la medicamente (8).

Desi utilizarea combinatd a mai multor agen{i antitumorali cu diferite mecanisme de acfiun. . ..
dovedit mai eficientd apare dezavantajul unei toxicititi marite. O modalitate de a depdsi acest dezavantaj
este de a utiliza in tratamentele oncologice substante active de origine vegetald sau extracte vegetale cu
activitate antitumorald in combinatie cu chimioterapicele standard. Studiile efectuate in ultimii ani atit in
vitro cat §i in vivo au demonstrat ci numerogi metaboliti ai plantelor nu sunt numei ..,
chemopreventivi (nu numai ci reduc riscul de a dezvolta diverse tipuri de cancer), dar reprimi
proliferarea celulelor tumorale, inhiba cdile de semnalizare ai factorilor de crestere, induc apoptoza,
inhibi angiogeneza, reprimé exprimarea proteinelor antiapoptotice, inhibi ciclooxigenaza-2, etc. (9,10).

in tratamentele bazate pe medicamente din plante se considerd ci eficienta utilizdrii lo. oo
datoreazi acfiunii sinergetice a mai multor constituenti in doze mici. Toxicitatea lor este redusd datoritd
dozelor mici in care actioneazd. Pornind de la aceste date a apdrut §i ideea combindrii in diverse
tratamente de produsi naturali cu medicamente de sintezi in speranfa gésirii unor combinatii sinergice cu
eficientizarea tratamentului §i cu toxicitate mai scazuti. In cazul cancerului in numeroasc luciai: s .
demonstrat efectul de potenfare a activitdfii agentilor chimioterapeutici prin combinarea cu diversi
compusi naturali (6).

Este cunoscut faptul cd extractele in metanol, eter de petrol si hexan din frunze de nuc au efect
antiproliferativ pe o serie de linii celulare tumorale: liniile celulare umane de cancer de rinichi A-4vo si
769-P, linia celulard de cancer de colon Caco-2 (11), linia celulard umand de cancer de prostatad PC3
(12), linia celulari de carcinom scuamos oral uman (BHY), linia celulard de adenocarcinom de colon
(HT-29) si linia celulard de adenocarcinom mamar (MCF7) (13).

fn acest context, problema pe care o rezolvi inventia este ci extractul selectiv, standaruizat uc

Juglans regia conform inventiei, este netoxic si potenieazi activitatea antitumorald a irinotecanului pe
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linia celulard umani de neuroblastom SH-SYSY si poate fi astfel folosit pentru obfinerea unui nou agent
antitumoral, ce combind irinotecanul §i extractul de Juglans regia, cu activitate specifici supericr -~
irinotecanului si farmacotoxicologie aseminiitoare irinotecanului.

Extractul vegetal standardizat de Juglans regia, conform inventiei, constd in aceea cé se obtine prin
extractie cu api, la temperatura de reflux, timp de 1h, din frunze de nuc, dupi care se face filtrarea si
concentrarea extractului apos pand la un volum de 10 ori mai mic, dupa care la 1 volum extract -~
concentrat se adaugi 4 volume de alcool etilic 96% (v/v), si se filtreazi suspensia hidroalcoolic3 prin
filtru de porozitate medie, la vid obtindndu-se un extract selectiv hidroalcolic brut de nuc, pentru care se
face dozarea continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract, urmatd de concentrarea solufiei
rezultate la presiune redusd pand la stadiul de extract uscat, extract uscat care in final se reia cu sl '
etilic 20 % (v/v) astfel incat si se obtind 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 Juglans regia cu actiune de potentare a
activitatii antitumorale a irinotecanului, constd in aceea cd se supun extractiei 100 g de material -
constituit din frunze de nuc cu 1000 mL ap3, timp de 1 ori la temperatura de reflux a amestecului, dupi
care se separ de masa vegetala prin filtrare si se concentreazi pani la 100 mL la rotavapor. in continuare,
la 100 mL de extract apos concentrat se adaugd 400 mL de alcool etilic 96% (v/v), iar suspensia obtinuta
se separd prin filtrare la vid (filtru de porozitate medie). Cei 500 mL extract hidroalcoolic se dozea i °
ceea ce priveste continutul in polifenoli totali exprimati in acid galic (GAE) per mL extract, dupi care se
concentreazi la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic 20 % (v/v) astfel incit s& se obfind 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 Juglans regia conform inventiei sunt:

1. Are un continut bogat in polifenoli; studiile HPTLC asupra extractului selectiv in etanol 20% din

frunze de nuc au indicat un numar de cel putin patru derivati ai quercetinului, respectiv hiperozida (S3),
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izoquercitrin (S5), avicularin (86) si quercitrin (S7), doi derivati de apigenind, izovitexin (S4) si juglanin
{S8). precum si doi derivati ai acidului cafeic, acidul clorogenic (S1) si acidul neoclorogenic (S2) plus
acid protocatecuic (S9), in acord cu datele de literaturd pentru aceasti materie primi vegetald. - vezi
Figura 1. Acesti polifenoli, conform datelor de literaturs, au activitate antiproliferativd pe diferite linii
celulare si actioneazi pe mai multe cdii de semnalizare celulari (8).
" §n cazul extractului obtinut din Juglans regia L., indicele de viabilitate celular3 prezintd variatii mici in
functie de doza de expunere, extractul vegetal avind efect citoprotector la toate concentratiile utilizate re
celule umane de fibroblaste murine 3T3, deci nu este toxic pand la concentratii de cel putin 15 ori mai
mari decdt concentratia de 10 pg/ mL — concentratia activa pe celule tumorale de neuroblastom SH-SY5Y
- ve7i Figura 2.
3. Prezint3 activitatea antiproliferativd evidentiati pe celule umane de neuroblastom SH-SYSY- ve7i
Figura 3.
4, Are efect de mdrire a activitifii antiproliferative a irinotecanului evidentiat pe celule umane de
~anroblastom SH-SYSY - vezi Figura 3.

Avantajele inventiei
1. Extractul vegetal de Juglans regia, conform inventiei, are efect de mérire a activitatii antiproliferative a
irinotecanului evidentiat pe linia celulard umani de neuroblastom SH-SYS5Y.
® Prin combinarea irinotecanului cu extractul de Juglans regia L. folium se poate obtine un nou agent
antitumoral cu activitate specifica superioard irinotecanului gi toxicitate comparabild cu a irinotecanului.

Prezentdm mai jos un exemplu de aplicare a procedeului de obtinere a extractului de Juglans regia L
folium, conform inventiei.
T.emplul
100 g de material vegetal constituit din frunze de nuc, se supun extractiei cu 1000 mL ap4, timp de 1 nr3

la temperatura de reflux a amestecului, dupd care se separi de masa vegetald prin filtrare §i se

s
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concentreaza pani la 100 mL la rotavapor. In continuare, la 100 mL volum de extract apos conceuiiai s
adaugi 400 ml de alcool etilic 96% (v/v), iar suspensia obtinut se separd prin filtrare la vid (filtru de
.wzitate medie). Cei 500 mL extract hidroalcoolic se dozeaz in ceea ce priveste continutul in polifenoli
totali exprimati in acid galic (GAE) per mL extract, rezultind o concentratie de 1,66 mg GAE/mL, dupa
care se concentreazi la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic 20 % (v/v) astfel incat s& sc¢ olpna w..
extract standardizat cu un continut in polifenoli totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.
_.: 500 ml extract de concentratie 1,66 mg GAE/mL se obtin 500 x 1,66 : 5 = 166 mL extract selectiv,
standardizat de nuc continand 5 mg GAE/mL in solutie hidroalcoolicd 20%.
Extractul de frunze de nuc astfel obtinut a fost testat privind activitatea antiproliferativa, piccuu
privind efectul de potentare al activitétii antiproliferative a irinotecanului pe linia celulard umand de

.~wublasiom SH-SYSY, prin metoda RTCA (vezi Figura 3).
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REVENDICARI

Activitatea de potentare a extractului selectiv, standardizat de Juglans regia L. folium,

caracterizat prin aceea c# se obtine prin extractia materiei prime vegetale, frunze de nuc, in ap3,
in raport de 1:10, 1 ord la temperatura de reflux a amestecului de extractie, urmatj de filtrarea si
concentrarea extractului apos pana la un volum de 10 ori mai mic. In continuare, la un (1) vol
de extract apos concentrat se adaugi 4 volume de alcool etilic 96% (v/v), iar suspensia obtinutj
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
concentreaza la reziduu, iar reziduul se reia in alcool etilic 20 %(v/v) astfel Incét sa se ohtin
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-SY5Y, si care poate fi astfel folosit in combinatie cu irinotecanul pentru

obtinerea unor noi agenti antitumorali.
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Figura 1. Aspectul (HP)TLC al extractului alcoolic din frunze de nuc, Juglans regia i.. (14-1>)
comparativ cu substantele de referinta (T1, T2, T3).
tvacks: T1- rutin, hiperozida, acid protocatechuic; T2- rutin, acid clorogenic, hiperozida,

luteolin-7-glucozida, vitexin, acid cafeic; T3~ rutin, acid clorogenic acid, cosmosiin, kaempferol
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Fig.nr. 2. Rezultate obtinute la testul MTS de viabilitate celular# (linia celulard norw.:i:”

fibroblaste murine 3T3) in prezenta extractului de Juglans regia L. (E2)
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Fig.nr. 3. Activitatea antiproliferativii pe durata de 72h pentru celule SH-SY5Y incubate cu extract
JG (Juglans regia) 10 pg/mL, irinotecan 10 pg/mL i mixul irinotecan 10 pg/mL - extract vegetal 10
pg/mL.
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