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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de determinarein vivo a
efectului protectiv a unui supliment funcfional sau
medicament la stresul oxidativ. Metoda, conform
inventiei, constd in etapele de pregétire a tulpinii
microbiene probiotice tintd - S. cerevisiae, obtinerea
biomasei viabile de drojdii, obtinerea solutiilor de
generare a radicalilor liberi, efectuarea testuluiin vivo,

determinarea punctului critic reprezentand valoarea de
echilibru a concentratiei de radicali liberi peste care
produsul testat nu are efect protectiv de pastrare a
viabilitatii tulpinii testate.
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Cu incepere de la data publicarii 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 respinsé, retrasa sau consideraté
ca fiind retrasé. Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinaté de revendicdrile continute in cererea

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

RO 134447 A0



Procedeu in vivo de determinare a efectului protectiv al unui nutraceutic la

stresul oxidativ

Cercetarea isi propune stabilirea unei concentratii critice specifice fiecirui produs testat in
prezenta stresului oxidativ. Procedeul presupune utilizarea drojdiei probiotice Saccharomyces
boulardii ca agent biologic in vivo de exprimare a rezistentei (sub forma unei concentratii critice)
caracteristicd produsului testat. Punctul (concentrafia) critic reprezintd intersectarea liniei
viabilitdtii cu cea mortalitétii §i exprima o stare de echilibru sub care viabilitatea tulpinii testate
este direct afectatd de actiunea oxidativa a peroxidului de hidrogen.

Generarea radicalilor liberi reprezintd un proces fiziologic normal, dar stresul oxidativ
apare atunci cdnd concentratia lor depdseste posibilititile fiziologice de neutralizare ale
organismelor. Radicalii liberi actioneazé ca molecule semnalizatoare, indeplinind o serie de functii
fiziologice esentiale. Cresterea proportiei de radicali liberi generati actioneazd asupra
membranelor celulare, prin inducerea peroxidarii lipidelor, dar si asupra materialului genetic
producand mutatii [1].

Procedeul inovativ se referd la introducerea unui noi modalitati practice de evaluare a
potentialului antioxidant al unor produse biofarmaceutice. Este o modalitate utila, usor de aplicat
la nivel de laborator, in faza de concepere si testare a unui produs. Astfel, domeniul de aplicare al
inventiei este cel biofarmaceutic, presupunand o evaluare in vivo a unui supliment functional sau
médicament ce actioneazi profilactic impotriva actiunii radicalilor liberi (boli degenerative).

Protocolul porneste de la metoda de testare a viabilitatii unor tulpini probiotice prezentate
de Kos si colab., 2000 [2] si stabilirea ratei de supravietuire la aplicarea unui stres oxidativ asupra
unei tulpini de drojdii [3]. Stabilirea punctului critic, la aplicarea unui stres oxidativ, creeaza un
model experimental de validare in vivo. Pentru obtinerea acestui punct critic (concentratie) s-au
utilizat cinci concentratii (0.001%, 0.005%, 0.01%, 0.02 si 0.03%). Daci testele de la care s-a
pornit utilizau o singura concentratie (un dezavantaj), actualul protocol prezintd un comportament
in vivo la aplicarea unor doze diferite ale stresului oxidativ.

Procedeul propus elimin utilizarea dozei unice si combind raspunsul microorganismului

cu prezenta unui protector (produs), ceea ce reprezinti o noutate gasta rezolva o problema
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tehnica limitativa a actualelor protocoale ce folosesc exclusiv doze unice de generare a stresului
oxidativ. Procedeul propus elimind o problema majora in caracterizarea biofarmaceuticd, aceea a
protectiei antioxidante a unui produs in momentul utilizarii in vivo. Astfel, se pot elimina o serie
de etape de validare preclinica ale unui medicament, putdnd avea o imagine a eficacitatii si rolului
unor produse noi cu rol profilactic. Utilizarea unui protocol bazat pe reactia unui organism eucariot
(drojdie probioticd) determina aspectul protectiv al polifenolilor (cel mai frecvent nutraceutic)
asupra toxicitatii induse prin aplicarea tratamentului cu peroxid de hidrogen. Chiar daca procedeul
propus se bazeazd pe pdstrarea viabilitdtii, se poate determina si reactia altor mecanisme
moleculare implicate in apararea la prezenta unor concentratii critice de radicali liberi. Astfel, acest
procedeu poate fi modelat, in functie de scopul cercetarilor efectuate. De exemplu, procedeul
experimental bazat pe drojdii poate fi utilizat la testarea protectiei oferite de polifenoli in
neurodegenerescenta.

Solutia tehnicad propusa prin acest procedeu presupune activitati uzuale de laborator si
permite o cultivare in conditii de laborator. Nu implicd materii prime ddunatoare pentru mediu si
creste gradul de valorificare a unor molecule valoroase, provenite din surse naturale. De asemenea,
poate fi adaptat la diferite tulpini probiotice (specii diferite de bacterii si/sau drojdii), in scopul
determindrii unui tipar microbian al raspunsului biologic exercitat in vivo. Acest aspect constituie
un avantaj prin cresterea gradului de valorificare in vivo a unor molecule bioactive.

Etapele realizarii procedeului in vivo au urmitoarea succesiune, ce a plecat de la datele
publicate de Andrade si colab., 2011. Calcularea raportului de viabilitate (punctul critic) s-a
realizat pe baza cercetérilor lui Kos §i colab., 2 , si a brevetului 127731/2018:

1. Pregitirea tulpinii microbiene probiotice tintd — S. cerevisiae. Tulpina este pastratd in
glicerol 20% la -80°C. in conditii sterile, se realizeazi un inocul 1, pe mediu YPG lichid, pentru
revitalizarea culturii de drojdii. intr-un vas Erlenmeyer (100 mL), se prepara 70 mL YPG. Se
sterilizeazi la 115°C, timp de 20 de minute, in autoclav. Dupi ricire, se inoculeazi (in raport
de 1%, v/v) cu inocul 1 si se introduce intr-un agitator cu ricire. Se pastreazi 24 — 48 de ore,
la 30°C, 150 rpm, pentru obtinerea inoculului 2. Acesta va fi utilizat la obtinerea biomasei

necesare testelor in vivo.
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2. Obtinerea biomasei viabile de drojdii. Biomasa se realizeaza in flacoane Erlenmeyer, 500
mL, cu 300 mL mediu YPG steril. Se inoculeaza cu 1% inocul 2 si se dezvolta in conditii
similare. La final, biomasa se separa prin centrifugare (4.000 rpm, 10 minute). Se spala de doua
ori cu NaCl 0.9% steril. La final, biomasa se reia in NaCl 0.9% steril, astfel incit densitatea
optica la 600 nm sa fie cuprinsé intre 0.9 — 1.0.

3. Obtinerea solutiilor de generare a radicalilor liberi. Se realizeaza cinci concentratii de
peroxid de hidrogen - 0.001, 0.005, 0.01, 0.2, 0.3%. Se porneste de la o solutie stoc de 3%
H>0». Solutia se dilueaza cu apa distilata sterila.

4. Efectuarea testului in vivo. Amestecul de reactie se realizeaza intr-un tub Eppendorf steril,
volum 2 mL. Se adauga: 0.4 mL culturd de S. cerevisiae, 0.4 mL extract si 0.8 mL H>O»,
diferite concentratii. Amestecul se pastreaza la temperatura camerei, cu agitare intermitenta,
timp de o ord. La final, se realizeazd dilutii succesive si se determina viabilitatea prin
insamantare pe mediu YPG agarizat, intr-o placi Petri.

5. Determinarea punctului critic. Se calculeazi parametrii necesari pentru stabilirea punctului
critic, care este definit ca fiind concentratia (exprimaté ca si concentratie %) la care are loc
intersectia curbei viabilitafii cu cea a mortalitatii. Punctul critic, reprezinta astfel valoarea de
echilibru a concentratiei de radicali liberi peste care produsul testat nu va putea exercita un
efect protectiv de pastrare a viabilitatii unei tulpini testate.

Vt — viabilitatea totala - numar de celule in absenta sursei de radicali liberi;

Vpi..n— viabilitatea partiala la concentratia 1...n - numaér de celule la diferite concentratii de H>O».

Se calculeaza dupa formula:Vy = Z—I: x 100;

M;..n — mortalitatea (%) la diferite concentratii de H>O,. Se calculeazi dupa formula: My, = 100

~Vi.n

Pc — punctul critic — reprezinti intersectia dintre linia viabilitafii cu cea a mortalitatii. Cu cit este

mai redusd valoarea (%), cu atit potentialul antioxidant al unui produs (extract de exemplu) este

mai ridicat.
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Experiment 1.

S-a utilizat un extract hidroalcoolic din ceai verde — macinat fin (1% in etanol 50%),
recunoscut pentru un nivel ridicat de protectie antioxidantd. Extractul are un nivel total de fenoli
egal cu 162 pug/mL echivalent acid galic i 4.75 ug/mL echivalent quercitind, pentru cantitatea
totala de flavonoide. Extractul testat are o activitate de inhibare a radicalului DPPH de aproximativ

81.53%. Punctul critic fiind calculat la o concentratie medie de 0.013% H20O;.

Experiment 2.

S-a utilizat un extract hidroalcoolic din ceai verde — macinat grosier (1% in etanol 50%),
recunoscut pentru un nivel ridicat de protectie antioxidanta. Extractul are un nivel mediu de fenoli
egal cu 100 ug/mL echivalent acid galic si 4.6 pg/mL echivalent quercitind, pentru cantitatea totala
de‘ flavonoide. Extractul testat are o activitate de inhibare a radicalului DPPH de aproximativ
87.3%. Punctul critic fiind calculat la o concentratie medie de 0.02% H>O,.

Un astfel de procedeu nu este influentat de concentratia de solvent, etanolul 50%. Poate
exista o influentd a compozitiei in compusi bioactivi ai substratului. Celulele eucariote sunt mai
putin sensibile, la aceste extracte. Pot exista rezultate alterate, in cazul utilizérii bacteriilor, unde
trebuie luat in considerare efectul asupra viabilitatii. Acest aspect poate fi considerat a fi un punct
slab al metodei.

Procedeul propus spre brevetare are urmétoarele avantaje:

- Utilizeaza tulpini probiotice lipsite de patogenitate;

- Caracterizare in vivo in laborator a unui produs, fard a implica animale de laborator sau
subiecti umani;

- Foloseste celule eucariote, dar se poate adresa i unor tulpini procariote (de exemplu,
bacterii lactice) pentru dezvoltarea de produse probiotice inovative;

- Initierea unor studii interdisciplinare §i multidisciplinare ce vizeaza microbiota umana in

combaterea stresului oxidativ.
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Revendicare:

Procedeu de testare in vivo, bazat pe determinarea viabilitatii asupra drojdiei S. cerevisiae,
si care caracterizeazi capacitatea de protectie la actiunea radicalilor liberi generati prin actiunea
peroxidului de hidrogen.

Procedeul, conform revendicdrii 1, se caracterizeazd prin pregdtirea biomasei de S.
cerevisiae. Aceasta este obtinuta in conditii sterile si pastratd in NaCl 0.9%. Se realizeazi cinci
concentratii de peroxid de hidrogen - 0.001, 0.005, 0.01, 0.2, 0.3%. Se porneste de la o solutie stoc
de 3% H20,, iar dilutiile se realizeazi cu apa distilata sterild. Amestecul de reactie se realizeaza
intr-un tub Eppendorf steril, volum 2 mL si se adaugd: 0.4 mL cultura de S. cerevisiae, 0.4 mL
extract si 0.8 mL H20, diferite concentratii. Din amestecul pastrat la temperatura camerei, cu
agitare intermitentd, timp de o ord se realizeaza dilutii succesive si se determind viabilitatea prin
insdméantare pe mediu agarizat. Revendicarea 2 constd in determinarea punctului critic, prin
calcularea parametrilor necesari: Vt — viabilitatea totald - numar de celule in absenta sursei de

radicali liberi; Vpi.n — viabilitatea partiald la concentratia 1...n - numir de celule la diferite
concentratii de H2O:. Se calculeaza dupi formula: Vi _, = YV—I: %X 100; M, _n — mortalitatea (%) la

diferite concentratii de H,O>. Se calculeazi dupa formula: M;_, = 100 —~ V) _x.
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