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Inventia se refera la o compozitie cu efect antiparazitar, antiviral, antimicotic, antibac-
terian, antitumoral, cu utilizare in domeniul zoo-veterinar.

Terpenele sunt compusi chimici larg raspanditi in natura, in principal in plante, fiind
constituenti ai uleiurilor esentiale. Exemple de terpene includ citral, pinen, nerol, beta-ionona,
geraniol, carvacrol, eugenol, carvon3, terpineol, anetol, camfor, mentol, limonen, nerolidol,
farnesol, fitol, caroten, scualena, timol, tocotrienol, alcool perilic, borneol, mircen, simen,
caren, terpenen si linalool. S-a descoperit ca terpenele inhiba cresterea celulelor
canceroase, descresc marimea tumorilor, scad nivelul de colesterol si au un efect biocid
asupra microorganismelor in vitro.

Owawunmi (Letters in Applied Microbiology, 1993, 9(3): 105-108) a aratat ca un
mediu de culturd cu mai mult de 0,01% citral reduce concentratia E. coli si, la 0,08%, se
obtine un efect bactericid.

US 5673 468 descrie o formulare de terpene bazata pe ulei de pin, utilizata ca dezin-
fectant sau antiseptic.

US 5 849 956 arata ca o terpena izolata din orez are activitate antimucegai.

US 5 939 050 descrie un produs antimicrobian pentru igiena orald, alcatuit dintr-un
amestec de doua sau trei terpene cu efect sinergetic.

S-a descoperit ca terpenele sunt agenti tumorali eficienti si netoxici, care au o
multitudine de mecanisme de actiune (Crowell, Crit. Rev. Onc. 1994, 5(1):1-22). Geraniolul,
tocotrienolul, alcoolul perilic, beta-iononele si d-limonen-ul suprima activitatea hepatica a
reductazei HMG-CoA, ca un prim pas de limitare a sintezei de colesterol, scazind nivelul de
colesterol in animale (Elson si colab, J. Nutr., 1994, 124; 607-614). d-limonen-ul $i gera-
niolul reduc tumorile mamare si suprima cresterea tumorilor transplantate (Yu si colab, J.
Agri. Food Chem., 1995, 43:2144-2147).

S-a descoperit, de asemenea, ca terpenele inhiba cresterea in vitro a bacteriilor gi
fungilor (Chaumont si colab, Ann. Pharm. Fr. 1992, 50(3); 156-166) si a unor paraziti
interni si externi (Hooser gi colab, J. Am. Vet. Med. Ass, 1986, 189:905-908).

Geraniolul inhiba cresterea bacteriilor Candida Albicans si Saccharomices Cerevisiae
(Bard si colab, Lipids, 1998, 23(6): 534-538).

Beta-ionona are activitate antifungica ce determina inhibarea germinarii sporilor
(Mikhlin si colab, Prikl. Biokhim, Microbiol, 1983, 19:795-803).

S-a demonstrat ca un produs ce contine 1% ulei de trandafir inhiba cregterea unor
bacterii (Pseudonomas, Staphylococus, E. coli si H. pylori).

Terpenele actioneaza impotriva microorganismelor in mai multe moduri:

- interfera cu bistratul fosfolipidic al membranei celulare;

- afecteaza sistemele enzimatice;

- distrug sau inactiveaza materialul genetic.

Exista, in acelasi timp, o serie de dezavantaje ale terpenelor, dintre care se pot
mentiona:

- terpenele sunt lichide, ceea ce poate determina dificultati in manipulare, facandu-le
neutilizabile pentru anumite scopuri;

- terpenele nu sunt miscibile cu apa si necesita utilizarea unor produse tensioactive
pentru a prepara emulsii apoase;

- terpenele sunt susceptibile la oxidare in emulsii apoase, ceea ce reprezinta o
problema la stocarea in timp indelungat.

RO 81439 se refera la un produs medicamentos folosit in tratamentul infestarilor cu
paraziti intestinali, constituit din 4 parti tinctura de propolis 30%, 3 parti Herba thymi, 2 parti



RO 126998 B1

Herba absithii, 3 parti Fructus anisi sau Fructus coriandri, conditionat, de preferinta, sub
forma de comprimate, prin procedee in sine cunoscute.

RO 98319 prezinta un extract apos vegetal, care este constituit din 15 parti herba
Thymi serpilli, 20 parti herba Origani, 10 parti flos Millefollii, 20 parti fructus Juniperi, 10 parti
fructus Foeniculli, 20 parti turiones Pini, 5 parti herba Hyssopi, partile fiind exprimate in
greutate.

RO 111149 B1 se refera la extracte biologic active, din plante, si procedeu de
obtinere a acestora. Procedeul de obtinere consté in realizarea unei extractii prin mentinerea
unei suspensii de seminte de plante din familia umbelifere, in apa sau solventi organici, de
tipul hidrocarburilor alifatice, fractii petroliere, alcooli, raportul seminte/solvent fiind de 1/3
pana la 1/4, intr-o baie generatoare de ultrasunete cu o frecventa cuprinsa intre 20 si
40 KHz, timp de 10...60 min, la temperatura ambianta si presiune atmosferica.

RO a 2006 00387 descrie un procedeu si instalatia de obtinere a unui unguent cu
extracte vegetale si unguent obtinut cu aceste extracte. Procedeul conform inventiei cuprinde
urmatoarele etape: deshidratarea masei vegetale; batozare, sitare si macinarea masei
vegetale uscate; prepararea extractelor vegetale prin macerare cu solvent sau prin
ultrasonare; concentrarea extractului vegetal in camp de ultrasunete; eventual, atomizarea
extractului concentrat; inglobarea extractului obtinut in colagen si cu colagen cu excipienti
uzuali.

Problema tehnica pe care urmareste sa o rezolve inventia consta in obtinerea unei
compozitii cu efect antiparazitar, antiviral, antimicotic, antibacterian si antitumoral.

Solutia tehnica va consta in aceea ca se asociaza intr-o compozitie urmatoarele
componente: frunze de Artemisia annua, frunze de Origanum vulgare si fructe de Pimpinela
anisum impreuna cu un antioxidant alcatuit din: acid citric, acid ascorbic, vitamina A, -
caroten, coenzima Q10 si acid lipoic.

Compozitia conform inventiei este alcatuita din: 10...40% Artemisia Annua folia,
10...40% Origanum Vulgare folia, 10...40% Pimpinella Anisum fructus $i 0,1...1% antioxidant,
procentele fiind exprimate in greutate.

Compozitia conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- este stabila la oxidare, fara apa sau agenti tensioactivi,

- asigura cinetica de eliberare a terpenelor in organismul uman si animal,

- continutul de terpene este responsabil de efectul antiparazitar, antiviral, antimicotic,
antibacterian, antitumoral.

Se prezinta in continuare 2 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Se realizeazd o compozitie cu efect antiparazitar, antiviral, antimicotic,
antibacterian, antitumoral, conform inventiei, alcatuita din:

- 40% Artemisia Annua (folie);

- 39% Origanum Vulgare (folie),

- 20% Pimpinella Anisum (fructe);

-1% acid ascorbic,
printr-un procedeu alcatuit din urmatoarele operatii:

- uscarea frunzelor de Artemisia Annua si Origanum Vulgare prin liofilizare;

- maruntirea elementelor compozitiei prin macinare si tratament cu ultrasunete, pentru
marirea digestibilitatii produsului;

- conditionarea produsului prin microcapsulare, in scopul limitérii proceselor oxidative.

Procedeul de obtinere a compozitiei este alcatuit din urmatoarele operatii:

- uscarea frunzelor de Artemisia Annua $i Origanum Vulgare, prin liofilizare sau prin
uscare la temperaturi cuprinse intre 20 si 60°C, sub vacuum 0,1...0,5 bari, timp de 1...24 h;
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- maruntirea elementelor compozitiei prin macinare si tratament cu ultrasunete, pentru
marirea digestibilitatii produsului;

- conditionarea produsului prin microcapsulare sau amestecare cu miere de albine,
in scopul limitarii proceselor oxidative.

Compozitia sub forma de capsule cu un continut de 0,1 g va fi denumita in continuare
Compozitia numarul 1.

Exemplul 2. Se realizeazd o compozitie cu efect antiparazitar, antiviral, antimicotic,
antibacterian, antitumoral, conform inventiei, alcatuita din:

- 33% Artemisia Annua (folie);

- 33% Origanum Vulgare (folie),

- 33% Pimpinella Anisum (fructe);

- 1% acid ascorbic,
printr-un procedeu conform inventiei, alcatuit din urmatoarele operatii:

- uscarea frunzelor de Artemisia Annua si Origanum Vulgare la temperaturi cuprinse
intre 35 si 40°C, sub vacuum 0,1 bari, timp de 5 h;

- maruntirea elementelor compozitiei prin macinare si tratament cu ultrasunete, pentru
marirea digestibilitatii produsului;

- conditionarea produsului prin microcapsulare, in scopul limitérii proceselor oxidative.

Compozitia sub forma de capsule cu un continut de 0,1 g va fi denumita in continuare
Compozitia numarul 2.

Artemisia Annua este in mod curent singura sursa comerciala de artemisinina, o
sesquiterpena lactona ce are efecte impotriva malariei si cancerului. Exista efecte sinergetice
importante intre flavonoide (continute in Origanum Vulgare si Pimpinella Anisum) si
artemisinina, fapt demonstrat de prezenta inventie.

Origanum Vulgare este o specie de planta nativa in Europa, in special in zona
mediteraneana, si este caracterizata printr-un puternic efect antioxidant, datorat continutului
ridicat de acizi fenolici i flavonoide. Tesuturile plantei (frunze, flori, tulpind) au activitate
anticeptica si antimicrobiala puternica, datorata principalilor constituenti ce includ: carvacrol,
timol, germe-terpinen si para-cimen. Acesti compusi au activitate antifungica si distrug agentii
patogeni din sol ai plantelor.

Pimpinella Anisum este o specie de planta nativa in estul regiunii mediteraneene si
inAsia de Sud-Vest. Componentele principale ale fructelor de Pimpinella Anisum sunt: trans-
anetol; gama-himahalen; trans-pseudo-izoeugenil-2-metilbutirat;, p-anisaldehida si estragol.
Extractele din Pimpinella Anisum au efect antibacterian sau bactericid (in functie de
concentratie) impotriva bacterillor Staphylococus Aureus, Streptococus pyogenes,
Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae.

Ca antioxidanti utilizati in compozitia conform inventiei se pot utiliza acid citric, acid
ascorbic, vitamina A si B-carotenul, coenzima Q-10 si acidul lipoic.

TESTARI CLINICE

1. Efectul coccidiostatic. Compozitia numarul 1 a fost testatd asupra sporularii si
infectivitatii cu oochisti de Eimeria.

Coccidioza este cauzata de un protozoar ce cauzeaza pierderi economice importante
in industria de crestere a puilor fie din cauza mortalitatii, fie din cauza pierderilor in greutate.

Experimentele au fost efectuate in doud faze. In prima faza a fost testat efectul
compozitiei nr. 1 asupra sporularii, viabilitatii si structurii populatiei protozoarului Eimeria,
utilizdnd concentratii de 4%, 2%, 1%, 0,2% si 0,1% din compozitia nr. 1. S-au utilizat ca
martor suspensii mixte de oochisti Eimeria mitis, Eimeria Acervulina $i Eimeria necatrix in
2,5% bicromat de potasiu si 0,5% Tween 80%, tinuti in mediul de culturé 24 h.

4
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Dupa 24, 48, 72 si 96 h s-au examinat microscopic 5 ml suspensie pentru fiecare
dilutie. S-au inregistrat trasaturile morfologice ca, de exemplu, oochisti nesporulati, oochisti
sporulati si oochisti distrugi. Structura populatiei parazite este determinata dupa 96 h.

in a doua faza, experimentul s-a facut pe pui inoculati cu oochisti, evaluandu-se
numarul de leziuni cecale. Rezultatele sunt prezentate in tabelele 1, 2, 3 si 4.

Tabelul 1
Procentul oochigtilor sporulati la diferite concentratii ale compozitiei numérul 1,
comparativ cu proba martor (2,5 % solutie de bicromat de potasiu
$i 0,5% solutie Tween 80)

ore K,Cr,O, Tween 4% 2% 1% 0,2% 0,1%
80 Compo- Compo- Compo- Compo- Compo-
zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1
24 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5
48 0,5 1 0 0,2 1 1,1 1,2
72 70 71 55 66 70 60 56
96 78 79 74 71 64 69 75
Tabelul 2

Procentul oochistilor distrugi la diferite concentratii ale Compozifiei numarul 1, comparativ
cu proba martor (2,5% solutie de bicromat de potasiu
$i 0,5% solutie Tween 80)

ore | K,Cr,0O, Tween 4% 2% 1% 0,2% 0,1%
80 Compo- Compo- Compo- Compo- Compo-
zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1
24 0 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 3 5 5
72 6 8 16 9 8 16 13
96 15 12 22 24 33 21 20
Tabelul 3

Distributia populatiei Eimeria (%) la diferite concentratii ale Compozitiei numaérul 1,
comparativ cu proba martor (2,5 % solutie de bicromat de potasiu
$i 0,5% solutie Tween 80)

K,Cr,O, | Tween 4% 2% 1% 0,2% 0,1%
80 Compo- Compo- Compo- Compo- | Compo-
zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1
E.mitis 27 26 56 31 23 6 17
E.acervulina 61 37 44 50 45 61 50
E.necatrix 37 37 0 18 32 33 33
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Tabelul 4
Numarul leziunilor cecale la pui inoculati cu oochisti tratafi cu Compozitia numarul 1
comparativ cu martor (2,5% solutie de bicromat de potasiu
$i 0,5% solutie Tween 80)

K,Cr,0O, | Tween 4% 2% 1% 0,2% 0,1%
80 Compo- Compo- | Compo- | Compo- Compo-
zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1 zitia 1
Duodenum 2 4 1 4 3,5 1,5 15
Jejunum 15 1,5 0 0,5 0,5 0 0,5
Caecum 15 15 5 1,5 0 0 1,5
Media 1,67 2,33 5 200 133 5 117

in concluzie, compozitia numarul 1 are efect antiparazitar asupra oochistilor Eimeria,
concentratia optima fiind de 1%.

2. Efectul fungicid al compozitiei nr. 1 gsi compozitiei nr. 2 a fost determinat prin
evaluarea "concentratiei minime de inhibare" - MIC impotriva unor microorganisme patogene.

Studiul a utilizat doua perioade de incubare pentru a distinge intre efectul static de
inhibare a cresterii microorganismelor patogene si efectul fungicid (de distrugere a
microorganismelor).

Efectul a fost studiat pe Saccharomices Cerevisiae si Celletotrichum Graminicola,
prin realizarea unor culturi incubate timp de 12 h la 30°C, si examinarea microscopica a
lamelelor. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 5.

Tabelul 5
Valorile concentratiei minime de inhibare (ug/ml) pentru compozitia nr. 1
§i compozitia nr. 2 asupra microorganismelor
Saccharomices Cerevisiae gi Celletotrichum Graminicola

Saccharomices Cerevisiae Celletotrichum Graminicola

MIC MIC fungicid MIC MIC fungicid
Compozitia nr. 1 50 150 70 180
Compozitia nr. 2 80 170 90 210

Se observa cum compozitia nr. 1 si compozitia nr. 2 au efect fungicid apreciabil asupra
microorganismelor patogene Saccharomices Cerevisiae si Celletotrichum Graminicola.

3. Efectul antitumoral al compozitiei numarul 1 si compozitiei numarul 2 au fost testate
dupa cum urmeaza:

- cultura celulelor.

Aufost utilizate celule cancerigene umane MCF-7 de la Colectia Europeané de Culturi
Celulare (ECACC, Salisbury, Marea Britanie).

Toate celulele au fost crescute intr-un mediu esential minim cu sare Earle, serum fetal,
vitamine, piruvat de sodiu si aminoacizi, intr-o atmosfera umeda, la 37°C, in 5% bioxid de
carbon.
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Determinarea dozei maxime tolerate MTD in vitro este definitd ca cea mai mare
concentratie care nu induce inhibarea cregterii celulelor canceroase. Celulele canceroase
au fost incubate 48 h la 37°C inainte de tratament.

Efectul compozitiei numarul 1 si al compozitiei numarul 2 asupra proliferarii celulelor
canceroase a fost determinat prin testul de reducere resazurin (RRT). Rezultatele sunt
prezentate in tabelul 6.

Tabelul 6
Efectul compozitiei numarul 1 gi al compozitiei numarul 2
asupra celulelor canceroase in vitro
Martor Compozitia nr. 1 Compozitia nr. 2
Celule canceroase distruse 0 60% 50%

Supravietuirea celulelor canceroase a fost evaluatd dupa primirea unor doze
crescatoare din compozitia numarul 1 si compozitia numarul 2, intre 10 si 1000 pg.

S-a demonstrat cum compozitiile 1 $i 2 nu au efect toxic in vitro la doze mai mici de
1000 pg.

Determinarea dozei maxime tolerate in vivo este definitd ca fiind cea mai mare
concentratie care nu este toxica pentru pacient (cobai sau om).

Compozitia numarul 1 si compozitia numarul 2 au fost administrate la soareci
masculi, prin studii in vivo.

Compozitia numarul 1, administrata in cantitate de 500 mg/kg/zi timp de 6 luni, a
determinat cresterea ratei de supravietuire cu 30%. Compozitia numarul 2, administrata in
cantitate de 500 mg/kg/zi timp de 6 luni, a determinat cresterea ratei de supravietuire cu 25%.

Toxicitatea compozitiilor 1 si 2, in vivo, a fost studiata pe soareci, fiind administrate
oral intre 250 si 7500 mg/kg.

Rezultatele au aratat ca administrarea compozitiilor 1 si 2 nu este toxica la doze mai
mici de 7500 mg/kg.

Compozitiile 1 si 2 au efect antitumoral, omorand celulele cancerigene umane MCF-7,
fapt demonstrat de studiile in vitro si in vivo, fiind, practic, lipsite de toxicitate.

4. Efectul virucid al compozitiei numarul 1 a fost demonstrat prin studii in vitro si in vivo.

In vitro, efectul virucid al compozitiei numarul 1 a fost demonstrat prin testul TCID50
(Tissue Culture Infections Dose 50).

Pretratamentul cu 10 si 50 pg din compozitia numarul 1 ucide aproximativ 1000 TCID50
de virus SIV H1N1, iar post-tratamentul cu 10 pg din compozitia nr. 1 ucide aproximativ
10°TCID50 din virusul HIN1. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 7.

Efectul virucid in vitro al compozitiei nr. 1 (virus H1N1; titrul initial al virusului: 27(;?;%/53’/ ’
Tratament | Concentratia Dilutiile virusului
compozifiel 1| e diluat 1:10 1:100 1:1000
Pretratament martor > 260 60-80 80-150 130
10 ug > 260 10 negativ negativ
50 ug > 260 5 negativ negativ
Post- martor 30 20 30 > 260
tratament 10 ug negativ negativ negativ negativ
50 ug negativ negativ negativ negativ

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

RO 126998 B1

Evaluarea antivirala in vivo a compozitiei numarul 1 impotriva virusului gripei porcine
H1N1 a fost facuté in scopul determinarii sigurantei, eficacitatii si dozei optime la porci
infectati cu virusul H1N1.

Testele au fost facute pe 48 de purcelusi de 3 saptdmani, care au fost aclimatizati in
6 camere diferite, cate 8 in camera, intr-o unitate izolata. In timpul izolarii au fost colectate
probe de sange pentru a determina absenta anticorpilor maternali la virusul H1N1.

in ziua a 8-a purcelusii din anumite grupe sunt inoculati cu virusul H1N1.

Animalele au fost grupate astfel:

Grupa 1. Infectati si tratati in ziua 1: purcelusii infectati in ziua O, urmate de
administrarea compozitiei nr. 1 (5000 mg/kg) cu o zi inainte de infectarea cu virus H1N1.

Grupa 2. Infectati si tratati la o zi dupa infectarea cu virus H1N1.

Grupa 3. Infectati si tratati la doua zile dupa infectarea cu virus H1N1.

Grupa 4. Infectati si netratati.

Grupa 5. Neinfectati si tratati.

Grupa 6. Control (netratati si neinoculati).

Purcelusii din grupele 1-4 au fost sedati si virusul H1IN1 a fost administrat intra-
traheal, in concentratie de 2 ml/l/purcelus. Doi purcelusi din fiecare dintre cele 6 grupe vor
fi eutanasiati la 3, 7, 10 si 14 zile dupa infectare, dupéa care sunt supusi examinarii post-
mortem (necropsie), pentru a evalua leziunile pulmonare si inflamatia. Semnele clinice
(letargie, curgere nazala si dispnee) au fost monitorizate 14 zile. Temperatura rectala a fost
masurata zilnic, de lainoculare panain ziua a 14-a. Au fost colectate probe de sange pentru
a verifica astfel concentratia de anticorpi la virusul H1N1. Purceii au fost cantariti in zilele a
3-a, a 7-a, 10-a si a 14-a, pentru a determina pierderea sau castigarea in greutate. in tabelul
nr. 8 este data cresterea ratei de supravietuire pentru purceii din grupele 1, 2, 3, 5, 6
comparativ cu grupa 4.

Tabelul 8
Efectul virucid al compozitiei numérul 1, exprimat prin cregterea ratei de supravietuire (%)
pentru purcelusii din grupele 1, 2, 3, 5, 6 compatrativ cu grupa 4 (0%)

grupa1 | grupa2 | grupa3 | grupa 5 | grupa 6

Cresterea ratei de supravietuire 75% 62,5% 50% 100% 87,5%
(%) comparativ cu grupa 4 (0%)

Compozitia nr. 1 are, deci, efecte virucide asupra virusului porcin H1N1, demonstrat
prin studii in vitro $i in vivo.
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Revendicari

1. Compozitie cu efect antiparazitar, antiviral, antimicotic, antibacterian, antitumoral,
caracterizata prin aceea ca este alcatuita din: 10...40% Artemisia Annua folia, 10...40%
Origanum Vulgare folia, 10...40% Pimpinella Anisum fructus si 0,1...1% antioxidant,
procentele fiind exprimate in greutate.

2. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca antioxidantul
poate fi acid citric, acid ascorbic, vitamina A, B-carotenul, coenzima Q-10 si acidul lipoic.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 71/2016
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