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{57) Rezumat:

Inventia se referd la un produs fitoterapeutic destinat
optimizdrii functiilor ficatului si a cdilor biliare, si la un
procedeu pentru obtinerea acestuia. Produsul conform
inventiei este constituit din 4,5...5,0 parti extract de
catind rosie, 3...3,5 parti extract de fructe de armurariu,
2,5...3,0 parti extract de frunze de rozmarin si 85...90
parti pulbere de fructe de armurariu, partile fiind expri-
mate in greutate la 100 g produs, corespunzénd unui
continut de silimarina de 10 mg/unitate de condiitionare,
impreuna cu excipienti acceptabili pentru industria

farmaceutica. Procedeul conform inventiei constd din
amestecarea extractelor, dupa care amestecul rezultat
se pulverizeaza peste pulberea de fructe de armurariu
care a fost omogenizata cu excipientii de conditionare,
granulatele obtinute se usuca la o temperaturd de
35...40°C, se uniformizeaza si se conditioneaza in mod
uzual.

Revendicari: 3

i fnrepere de la data publicdrii cerenii de brevet, cerereq asigrd In mod provizoriy, solicitantulid, protectia comg@ritd potrivit dispositislor art 32
clin Legen nr 6471991, cu exceptio cozurilor in care ceraran de brevet de irvertie a jost respinsd, retrasd sau consideratd ca find retrasd. Infinderea protectiel
conferite de cererea de hrevet de Dvergie exte determinatd de revendicdrile corginute in cererea publicatd in confrmitate cu art 23 alin(1) - (3)

RO 127942 A2



OFICIUL DE STAT PENTAU INVENTH i MARCIE

Cerere de hre\/ﬁt alNs) ﬂnz & i p?
ol 004t
Data depozit ...... 17052[111 '

PRODUS NATURAL FlTOTERAPF UTIC DESTINAT OPTIMIZARII
FUNCTIHLOR FICATULUI SI ALE CAILOR BILIARE SI PROCEDEU DE

OBTINERE AL ACESTUIA

Prezenta inventie se refera la un produs natural fitoterapeutic, sub forma de
capsule sau comprimate, destinat optimizarii functiilor ficatului si ale cailor biliare,
precum si la procedeul de obtinere al acestuia.

Produsul natural care face obiectul prezentei inventii este o asociere de extracte sl
pulberi din plante, in care se folosesc extractele de fructe de armurariu (Cardui fructus),
de catina rosie ( Tamarixi herba) si de frunze de rozmarin (Rosmarini folium) alaturi de
pulbere de fructe de armurariu.

Folosit ca atare, produsul realizat conform inventiei protejeaza si activeaza
regenerarea celulei hepatice prin stimularea sintezei de proteine. Produsul este un mijloc
eficace in detoxifierea organismului prin stoparea depletiei glutationului (GSH) indusa
de alcool si alte substante hepatotoxice (produse de sinteza cu efecte secundare
hepatotoxice, metale grele, pesticide, substante anestezice, toxine, alergeni din mediul
ambiant).

Sunt cunoscute numeroase produse realizate pana in prezent pentru sanatatea
ficatului si a cailor biliare, atat produse farmaceutice obtinute prin sinteza chimica, cat
si produse naturale.

Dezavantajul acestor produse este acela ca diminueaza actiunea protectoare
fiziologica a mucusului gastric si determina iritatii gastrice, ceea ce duce la limitarea
duratei de administrare a acestora.

La realizarea produsului s-a avut in vedere o abordare complexa a problemet,
cunoscut fiind ca in mod normal, existd o unitate functionald hepatobiliara si corelatii
intre aparatul biliar si celelalte segmente ale tubului digestiv, intregul ansamblu
functionand sub influenta coordonatoare a sistemului nervos.

Problema pe care o rezolva inventia este realizarea unui produs destinat

optimizérii functiilor hepatobiliare, care, prin complexul fitochimic special realizat pe
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baza asocierii pulberii si a extractelor de plante mentionate, actionéazé simultan asupra
mecanismelor complexe de la nivelul ficatului si a aparatului biliar.

Sunt furnizate concomitent, in forme biocompatibile, o mare varietate de nutrienti
esentiali si substante fitoterapeutice capabile sa optimizeze functiile multiple ale
ficatului: metabolice (homeostazia proteica, glicemica, lipidica si a apeli, sinteza de
enzime, degradarea hormonilor), antitoxica, digestiva (biligeneza) si interventia sa in
homeostazia volemica, precum si sd conduca la cresterea rezistentei hepatocitului fata
de factorii nocivi.

Preparatul fitoterapeutic care face obiectul prezentei inventii este o asociere intre
extract de catind rosie (Tamarixi herba) in raport de combinare de 4,500 ... 5,000 parti,
extract de fructe de armurariu (Cardui fructus) in raport de combinare de 3,000 ... 3,500
parti, extract de {runze de rozmarin (Rosmarini folium) in raport de combinare de 2,500
.... 3,000 parti si pulbere de fructe de armurariu in raport de combinare de 85,000 ....
90,000 parti in greutate la 100 g produs, impreuna cu excipienti uzual utilizati in
industria farmaccutica.

Pulbereca vegetala si extractele utilizate pentru realizarea produsului conform
inventici sunt bine cunoscute si studiate de literatura de specialitate.

Astfel, fructele provenite de la armurariu, Silybum marianum, familia Asteraceae
contin silimarina (formata din flavonoidele silibina, silidianina, silicristind), betaina
hidroclorica, aminoacizi ( | — cisteina, glicina, acid | — glutamic, acidd — 1 -2 —
aminobutiric, d — | — leucina, tiramina), lipide (3 — 4%), polihidroxifenil cromone, acid
fumaric.

Principiile active intervin eupeptic, tonic — amar, hepatoprotector, antihepatotoxic
sl curativ asupra ficatului.

Substantele active actioneaza la nivelul membranei celulei hepatice, impiedicand

distrugerea celulei si favorizand reconstructia celulei hepatice aflata in degradare.

Actiunea farmacodinamica este imprimata in special, de cele trei flavone

lignanice mentionate.

Silibina este foarte activa, atat preventiv cat si curativ.
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Testele pe culturi de hepatocite au demonstrat ca silibina stimuleaza sinteza
proteinelor si prin urmare, formarea de celule hepatice noi.

Actiunea silibinei si a substantelor inrudite cu ea este foarte importantd, deoarece
pe langa faptul c& asigura protectia membranei celulei hepatice, stimuleaza si refacerea
celulelor lezate.

Din punct de vedere farmacocinetic, absorbtia digestiva este de 35 — 45%,
excretia este predominant biliara (cam 80%) si 10% prin circuitul enterohepatic,
indeosebi pentru silibina. Circa 90% din silibina eliminata biliar este sub forma de
metaboliti.

Dupa absorbtia complexului silimarinic in intestin, acesta este eliminat de bila
sub forma chimica de glucoronat si sulfat. Prin aceasta, substantele active reintrd in
circulatia enterohepatica. Aceasta este explicatia specificitatii substantelor active din
planta in afectiunile hepatice.

Tot flavonoidele din complexul silimarinic au eficientd combinata de
antioxidanti, ele putand impiedica deteriorarile date de radicalii liberi produsi de
substantele toxice care ajung in ficat si actioneaza sinergic.

Silimarina este accea care are capacitatea unica de a incetini viteza de absorbtie a
substantelor toxice de catre ficat.

Crescand capacitatea de detoxifiere a ficatului, armurariul contribuie la
indepdrtarea toxinelor din sange.

Catina rosie, Tamarix ramosissima, familia Tamaricaceae contine agenti tanici
repartizati dupa cum urmeaza: 4,5% in radacini, 39% in tulpini, 8 - 9% in frunze, 4,1 —

9,09% 1n scoartd, 12,7% in tlori si 14,4% in fructe.
I'runzele mai contin de asemenea acid p-cumaric i cumarine.
Scoarta contine 0,16% cumarine, 1,64 % flavonoide si antociani. Florile contin

0,1% cumarine, 2,4% Navonoide reprezentate prin quercitina, kaempferol, isoquercitina,

tamarixetind si tamarixina.
Fructele contin 0,15% cumarine, [,64% [lavonoide, 2.3% antociani.

Crengutele verzi contin 0,19% cumarine si 1,66% flavonoide.
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De asemenea, in planta au [ost identificati cinci carbohidrati (glucoza, arabinoza,
xiloza, galactoza si zaharoza), doua [lavonoide (kaempferol si quercitind), sase acizi
fenolici (p-cumaric, galic, elagic, ferulic, sinapic, 3-hidroxi-5-metoxibenzoic), doua
cumarine (cumarina si umbeliferond), opt aminoacizi (triptofan, cisteina, treonina, acid

glutamic, metionind, asparagind, glutamina, arginina) si o glicozida a emodinei.

Datorita acestei compozitii complexe, planta este folosita in tratamentul icterului,

a bolilor de bila si de splina.

Rozmarinul, Rosmarinus officinalis, familia Lamiaceae, este un arbust a carui

faima” fitoterapeutica a tfost umbritd de larga utilizare ca aromatizant si condiment.
2%

Frunzele de rozmarin, Rosmarini folium, contin ulei volatil (0,5 - 9%) constituit
in principal din hidrocarburi terpenice, alcooli, cetone. Se mai intalnesc flavonoide
libere si flavonoide glexoxidate. Mai contin o serie de triterpene, o — si B — amirina, epi
— o — amirind, betulind, germanicol, acizi triterpenici, tanin, saponind, § — sitosterol,

colina, acid glicolic, acid gliceric, urme de acid nicotinic, vitamina C.

Principiile active din frunze au proprietdti coleretice, colagoge, antiseptice,

diuretice si antigonadotrope.

Stimuleaza secretia bilei si eliminarea ei in intestin, actioneaza asupra epiteliului

renal marind cantitatea de urina eliminatd, distrug microorganismelor.

Extractele de fructe de armurariu, de frunze de rozmarin si de catina rosie,
utilizate la realizarea produsului conform inventici, au fost preparate din plante uscate,
printr-o metoda ,.blanda” de extractic care nu afecteaza continutul in principii active ale
materiilor prime vegetale, astfel incat au un continut total de aproximativ 20 - 22%
substanta uscata.

Desi compozitia plantelor care intra in formula produsului este cunoscuta, la fel si
proprietdtile lor, utilizarea combinata intr-o forma farmaceutica bine dozata, a
extractelor de fructe de armurariu, de frunze de rozmarin, de catina rosie impreuna cu
pulbere prelucraté de fructe de armurariu, a dus la un preparat fitoterapeutic eficient

pentru scopul propus, {ara efecte secundare, usor de administrat.
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Problema tehnica propusa spre rezolvare de prezenta inventie consta in obtinerea
unui preparat de uz fitoterapeutic pentru optimizarea functiilor ficatului si ale céilor
biliare, conditionat sub forma de capsule sau comprimate, usor de administrat i fara
efecte secundare.

De altfel produsul realizat conform inventiei a fost testat farmacologic in ceea ce
priveste toxicitatea, teste care sunt prezentate in continuare.

In vederea stabilirii efectului hepatoprotector, s-au aplicat doua metode
experimentale: intoxicatia acuta si hepatectomia partiala la sobolan.

Intoxicatia acuta s-a efectuat utilizand tetraclorura de carbon, alcool alilic si
tioacetamida.

Actiunea de protejare a ficatului la sobolanii intoxicati a fost stabilita prin
urmarirea duratei somnului indus de tiopental, a variatiei activitatii transaminazelor
serice, a bilirubinei totale serice, prin determinarea proteinemiei si a ureei serice.

Efectul de regenerare hepatica dupa hepatectomie partiala s-a urmarit prin

cresterea ponderald a ficatului la 7, 14 si la 21 zile, precum si a greutatii corporale.

1. Activitatea hepatoprotectoare in intoxicatia acuti
Material si metoda
Pentru fiecare tip de intoxicare s-au folosit cate 6 loturi de cate 10 sobolani albi,
masculi, rasa Wistar, avand o greutate de 200 + [0 g.
Animalele aduse din crescatorie au fost tinute 2 zile pentru acomodare in
conditiile de laborator, pentru a se putea obisnui cu noul habitat si cu regimul de hrana.
Animalele au fost hrdnite de 2 ori pe zi si cu apa ,,ad libitum” din biberoane.

Experimentul respecta Directiva CE 86/609 si O.G.R. nr. 37/2002.

1.1. Actiunea hepatoprotectoare in intoxicatia acutd cu tetraclorura de
carbon (CCly)
Animalele, la 1 ord dupa administrarea produsului realizat conform inventiei, au

primit tetraclorurd de carbon, oral, in doza de 0,2 ml/kg corp. Operatia s-a efectuat timp

de 7 zile.



~c2011-00479- -
17 -05- 20 @

La 1 ora de la ultima administrare s-a determinat durata somnului indus de
tiopental administrat i.p., in doza de 50 mg/kg corp.

De asemenea, la fiecare lot de animale, s-a administrat tetraclorura de carbon in
amestec cu fiecare extract din componenta produsului realizat conform inventiel.

Animalele au fost apoi sacrificate, dupa anestezie cu cloroform, s-a colectat
sangele, iar pe serul separat s-au determinat parametrii biochimici.

Rezultate

Tratamentul cu preparatul realizat conform inventiei a protejat animalele de
agentul hepatotoxic prin scaderea semnificativa a somnului indus de tiopental cu
43,22%, cu 44,34% la administrare de extract de fructe de armurariu, cu 18,57% la
administrare de extract de [runze de rozmarin si cu 49,68% la administrare de extract de
catina rosie.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic prin testele ,,T — STUDENT” si
»ANOVA” si sunt prezentate in Tabelul nr. 1

Tabel 1

Durata somnul indus de tiopental la sobolani intoxicati cu tetraclorura de carbon

Nr. Produs testat Doza si Durata Efect % fata | T-STUDENT
crt. cale de somnului de martorii p/m
administrare indus de intoxicati cu
tiopental, CCly
minute
Lo Xz DS
0 S S 3 4 5
L. Martori - C1740+1s | - -
2. | Martori intoxicati cu CCly | 0.2 ml/kg corp. | 32.20 + 2.8 - 85.09 -
oral
3. CCly + preparat 10 ml/kg corp. 18.28 + 2.1 -43.22 0,04323
hepatoprotector oral
4. CCly + extract de fructe | 10 ml/kg corp. 17,92 £1.9 - 4434 0,02951
de armurariu oral
S. CCly + extract de frunze | 10 ml/kg corp. 2622125 - 18.57 0,04982
de rozmarin oral
6. CCly + extract de catina 10 ml/kg corp. 16,20+ 1.8 -49.68 0,04883
rosie ' oral
ANOVA F=10,9838
P=0,4182

X £ DS = media + deviatia standard
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Rezultate

in urma tratamentului cu produsul realizat conform inventiei la sobolanii
intoxicati cu tioacetamida, durata somnului indus de tiopental a scazut cu 36,2% pentru
preparatul realizat conform inventiei, cu 43,47% pentru extractul de fructe de armurariu,
cu 24,79% pentru extractul de frunze de rozmarin si cu 39,1% pentru extractul de catina

rosie (Tabel nr. 3).

Tabel 3
Durata somnului indus de tiopental la sobolani intoxicati tioacetamida
Nr. Produs testat Doza si Durata Efect % fata | T-STUDENT
ert. cale de somnului de martorii p/m
administrare indus de intoxicati cu
tiopental, CCl,
minute
X+ DS
0 1 2 3 4 | 5
I Martori - 1735+ 1.9 - B -
2. | Martori intoxicati cu 10 mg/kg corp. 30.05+ 3.8 +73.19 -
tioacetamida oral
3. Tioacetamida + preparat | 10 mg/kg corp. 19.17 + 1.8 -36.2 0,03982
hepatoprotector oral
4. | Tioacetamida + extract de | 10 ml/kg corp. 1699 + 1.9 -43.47 0,04051
tructe de armurariu oral -
5. | Tioacetamida + extract de | 10 ml/kg corp. 226+ 3.1 -24.79 0,03228
trunze de rozmarin oral
6. | Tioacetamida + extract de | 10 ml/kg corp. 183+ 2.1 -39.10 0,04121
cdtina rosle r oral
ANOVA F = 8,93251 i
3 S ~P=0,3398 ~
X £ DS = media + dcwatla standard

Pe serul recoltat de la sobolanii intoxicati cu tetraclorura de carbon, alcool alilic si

tioacetamida s-a efectuat determinarea parametrilor biochimici care pun in evidenta

activitatea hepatocitului

(3).

1.4. Determinarea activitatii transaminazelor serice

Determinarea activitatii transaminazelor serice s-a efectuat prin metoda Cormay

Activitatea transaminazelor serice la sobolanii intoxicati cu tetraclorura de carbon

si tratate cu produsul realizat conform inventiei si cu extractele luate in lucru a fost

diminuata semnificativ din punct de vedere statistic (p < 0,05).
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Astfel activitatea AST (aspartat - aminotransferaza) a scazut cu 58,65% in urma
tratamentului cu produsul realizat conform inventiei, fatd de animalele intoxicate, cu
59,34% la administrare de extract de fructe de armurariu, cu 37,73% la administrare de
extract de frunze de rozmarin si cu 52,98% la administrare de extract de catina rosie
(Tabel nr. 4).

Activitatea ALT (alanil — aminotransferaza) a scazut, comparativ cu martorii
intoxicati cu tetraclorurd de carbon, cu 56,01% pentru produsul realizat conform
inventiel, cu 56,78% la administrare de extract de fructe de armurariu, cu 37,85% la
administrare de extract de frunze de rozmarin si cu 52,3% la administrare de extract de
catina rosie (Tabel nr. 4).

Tabel 4

Activitatea transaminazelor serice la sobolani intoxicati cu tetraclorura de carbon

Nr. | Produs testat AST (u/l) ALT (u/l)
ert. X +DS Efect, % t-student, X+ DS rm t-student,
F ~ p/m p/m
0 1 2 3 4 5 6 7
] Martori 180+ | - - 40,5+ 5.9 e -
e Bses o ]
2, Martori 291 + +61.66 ) 914+89 | +125.67 -
intoxicati cu 30.1
CCly
3. | CCly + preparat | 1203 + | - 58.65 0.04932 | 402 +52 - 56.01 0,03985
hepatoprotector 15.6
4. | CCly+extract | 1183+ | -5934 0.039215 | 395+45 | -56.78 0,02831
de fructe de 143
armurariu |
5. | CCly+extract | 1812+ -37.73 0.04681 | 568+ 7.2 -37.85 0,04532
de frunze de 203
rozmarin |
6. | CCly+extract | 1368+ | -52.98 0.04963 | 43.59+5.6
de célinél})ye 14.8 ]
ANOVA F=17,1393 ) F = 6,7253
P = 0,4981 ] F = 0,4957

X £ DS = media * deviatia standard

Activitatea transaminazelor serice la sobolanii intoxicati cu alcool alilic si tratate

cu preparatul realizat conform inventiei a scazut cu 42,2% pentru AST si cu 50,21%

pentru ALT.
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Pentru sobolanii tratati cu extract de fructe de armurariu, AST a scazut cu 40,11%
si ALT cu 38,33%, iar la cei tratati cu extract de catina rosie a scazut activitatea AST cu
39,65% si a ALT cu 41,07% (Tabel nr. 5). Valorile sunt semnificative din punct de
vedere statistic (p < 0,05).

6f

Tabel 5
Activitatea transaminazelor serice la sobolani intoxicati cu alcool alilic
Nr. | Produs testat AST (u/l) ALT (u/l)
ert. X + DS Efect, % t-student, X DS Efect,% t-student,
p/m p/m
0 1 2 3 4 5 6 7
1. Martori 175 + - - 3933 £ - -
14.5 422
2. Martori 2872 + +164.41 - 78.98+9.3 +108.81 -
intoxicati cu 292
| alcool alilic | -
3. Alcool alilic + 166 -422 0,03852 | 502173 - 36.42 0,03951
preparat 19.3
hepatoprotector
4. Alcool alilic + 172 -40.11 0,04859 48.7£5.5 - 38.33 0,02685
extract de fructe 18.6
de armurariu
5. Alcool alilic + 199.8 + - 30.64 0,02567 593+7.1 -24091 0,0248872
extract de frunze 228
| de rozmarin e
6. Alcool alilic + 1733 % -39.65 0,03378 | 46.54 £ 6.7 -41.07 0,03172
extract de catind 19.55
rosie
ANOVA F = 69,554 F = 38,369
P = 0,4958 F=0,41873

X + DS = media * deviatia standard

Activitatea transaminazelor serice la sobolanii intoxicati cu tioacetamida si tratati
cu produsul realizat conform inventiei a prezentat o scadere a AST de 53,36% si a ALT
de 42,69%.

Tratamentul cu extract de fructe de armurariu a scazut activitatea AST cu 46,94%

sta ALT cu 44,95%.

Extractul de catina rosie a scazut activitatea AST cu 39,53% sia ALT cu 41,25%.

Scaderile sunt semnificative din punct de vedere statistic (p < 0,05) (Tabel nr. 6).
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Tabel 6

Activitatea transaminazelor serice la sobolani intoxicati cu tioacetamida

Nr. | Produs testat AST (u/l) ALT (u/l)
ert. i‘iuliéﬁiil??é‘ét,u Y Wt:?sﬂtiuidént, X+ DS Efect,% t-student,
- p/m . ~ p/m
0 i 2 3 4 5 6 7
. Martori 175.38 - - 37.49 £ - -
+ 194 - 4,12
2. Martori 302.15 1 72.28 - 7031 £ 8.5 + 87.54 -
intoxicati cu +295
tioacetamida
3. | Tioacetamida + | 1409 + - 53.36 0,03571 4029 +5.3 -42.69 0,04715
preparat 15.8
hepatoprotector
4. | Tioacetamida + | 1603+ | -46.94 0,02713 | 38.7+5.4 - 4495 0,03713
extract de fructe 184
de armurariu
5. | Tioacetamida + | 2202 + -27.72 0,05138 499+ 6.8 -29.02 0,04358
extract de frunze 36.6
de rozmarin
6. | Tioacetamida 4 | 182.7 + - 39.53 0,04415 413+59 -41.25 0,02613
extract de c¢atina 209
rosie
ANOVA IF= 78,421 F =150,321
P =0,5139 F=10,6813

X * DS = media + deviatia standard

Cresterea marcata a activitatii transaminazelor serice la sobolanii intoxicati

constituie o dovada certa a unei leziuni la nivelul hepatocitului cu permeabilizarea

membranei celulare si deversarea enzimelor in sange.

Sobolanii intoxicati si tratati cu preparatul realizat conform inventiei si cu

solutiile extractive care intra in constitutia acestuia au fost protejati, fapt demonstrat

prin valorile mult mai scdzute ale activitatii transaminazelor serice.

1.5. Determinarea bilirubinei serice

Determinarea bilirubinei totale serice la sobolanii intoxicati cu tetraclorura de

carbon, alcool alilic si tioacetamida si tratati cu preparatul realizat conform inventiei si

cu solutiile extractive luate in studiu s-a efectuat prin metoda Jendrassik (3).

Evaluarea statisticd a rezultatelor s-a facut prin testele T — STUDENT si

ANOVA.
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Valoarea bilirubinei serice la sobolanii intoxicati cu tetraclorurad de carbon si

tratati cu preparatul realizat conform inventiei a scazut cu 47,12%, cu 40,22% la

tratament cu extract de fructe de armurariu si cu 43,67% la tratament cu extract de

catina rosie. Scaderi ceva mai mici, dar semnificative din punct de vedere statistic (p <

0,05) s-au inregistrat dupa tratamentul cu extract de frunze de rozmarin (Tabel nr. 7).

Tabel 7

Valoarea bilirubinei serice la sobolani intoxicati cu tetraclorura de carbon

Nr. | Produs testat Doza si cale de Bilirubina serica, mg/dl
ert.| | administrare |
X+ DS Efect, % t-student, p/m
0 1 2 3 4 5
1. Martori - 0.35+0.08 - -
2. Martori 0.2 ml/kg corp. oral 0.87 0,12 + 48 -
intoxicati cu
CCl,
3. CCly + 10 ml/kg corp. oral 0.46 + 0,06 -47.12 0,02354
preparat
hepatoprotector
4. | CCl, + extract 10 ml/kg corp. oral 0.52 +0.08 - 40,22 0,03951
de fructe de
armurariu |
5. | CCly+ extract 10 ml/kg corp. oral 0.63 +0.09 -27.58 0,04498
de frunze de
rozmarin
6. | CCl, + extract 10 ml/kg corp. oral 0.49 £ 0,07 -43.67 0,04813
de catina rosie
ANOVA F=10,7132
P=3,0121E-5

X + DS = media *+ deviatia standard

Sobolanil intoxicati cu alcool alilic si tratati cu preparatul realizat conform

inventiei au prezentat o scadere a bilirubinei serice cu 44,64%, cel tratati cu extract de

fructe de armurariu, o scadere de 51,78% si cei tratati cu extract de citini rosie de

47,32% (Tabel nr. 8).

Valorile sunt semnificative din punct de vedere statistic (p < 0,05).
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Tabel 8
Valoarea bilirubinei serice la sobolani intoxicati cu alcool alilic
Nr. | Produs testat Doza si cale de Bilirubina serica, mg/dl
crt. administrare
X + DS Efect, % t-student, p/m
0 1 2 3 4 5
1. Martori - 0.43+£0.08 - -
2. Martori 0.2 ml/kg corp. oral 1.12+0.93 +61.6 -
intoxicati
alcool alilic B
3. | Alcool alilic + 10 ml/kg corp. oral 0.62 +0.089 - 44 .64 0,03158
preparat
hepatoprotector
4. | Alcool alilic + 10 ml/kg corp. oral 0.54 £ 0.09 -51.78 0,04319
extract de
fructe de
armurariu N o
5. | Alcool alilic + 10 ml/kg corp. oral 0.74 £ 0.11 -3392 0,02987
extract de
frunze de
rozmarin
6. Alcool alilic + 10 ml/kg corp. oral 0.59 + 0.087 -47.32 0,02113
extract de
cdtina rosie - L -
ANOVA F=2,0323
P=63482E -5

X = DS = media + deviatia standard

Sobolanii intoxicati cu tioacetamida si tratati cu preparatul realizat conform

inventiei au prezentat o scadere a bilirubinei serice de 44,79%, cei tratati cu extract de

fructe de armurariu o scadere de 47,91%, iar cei tratati cu extract de catina rosie de

41,66%. La administrarea de extract de frunze de rozmarin s-a prezentat o scadere a

valorii bilirubinei serice ceva mai scazute, de 29,16%.

Valorile sunt semnificative din punct de vedere statistic (p < 0,05) (Tabel nr. 9).

Tabel 9

Valoarea bilirubinei serice la sobolani intoxicati cu tioacetamida
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Nr. | Produs testat Doza si cale de Bilirubina serica, mg/dl
crt. administrare
X + DS Efect, % t-student, p/m
0 1 2 3 4 5
l. Martori - 0.49 £ 0.07 - -
. 2. | Martori 10 mg/kg corp. oral 0.96 + 1.05 +95.91 -
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intoxicati cu

tioacetamidd .

Tioacetamida + | 10 ml/kg corporal | 0.53 + 0.09 - 4497 0,031121
preparat
hepatoprotector | |

(9]

4. | Tioacetamida | 10 ml/kg corp oral 0.5+ 0.08 -4791 0,049133
extract de
fructe de
armurariu

5. | Tioacetamida + 10 ml/kg corp oral 0.68 £1.04 -29.16 0,049933
extract de

frunze de |
rozmarin | |

6. | Tioacetamida + 10 ml/kg corp oral 0.56 £ 0.09 -41.66 ] 0,02011
extract de |
catind rogie

ANOVA F=8,5876
_P=41593E-6

N —

X + DS = media + devia}ia standard

1.6. Determinarea actiunii proteosintetice

Material si metoda

Ca animale de experienta s-au folosit sobolani albi, masculi, rasa Wistar, in
greutate de 210 £ 10 g. Animalele clinic s@natoase au fost distribuite prin metoda
randomizarii in loturi de cate 10 pentru fiecare tip de determinare.

Un lot a primit preparatul realizat conform inventiei in doza de 10 ml/kg corp,
oral, dintr-o solutie de concentratie 5%, iar dupa o ora, sobolanii au fost tratati cu
tetraclorurd de carbon, in doza orala de 0,2 ml/kg corp. Tratamentul a continuat 14 zile.
Martorii intoxicati au primit doar agentul toxic. Un alt lot a constituit lotul de referinta
care a primit o cantitate echivalentd de solutie 0,9% cloruré de sodiu.

Sobolanii au fost apoi sacrificati, iar in serul separat s-au determinat proteinele
totale, fractiunile proteice, ureea serica si activitatea colinesterazei serice.

1.6.1. Determinarea proteinelor totale serice

Proteinele totale serice si fractiunile proteice au fost determinate prin

electroforeza capilara cu aparatul Beckman CZE 2000.
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Rezultate

In urma determindrilor efectuate se constatd o scadere marcanti intre proteinemia
lotului de referinta (7,6 g/dl) si proteinemia loturilor care au fost intoxicate cu
tetraclorura de carbon (5,4 g/dl) si cu alcool alilic (5,5 g/dl).

Scaderea proteinemiei la sobolanii intoxicati se asociaza cu scaderea
albuminemiei. Astfel, la sobolanii intoxicati cu tetraclorura de carbon, albuminemia a
scazut cu 69,26%, iar la cei intoxicati cu alcool alilic, cu 71,26%.

Scaderea albuminelor serice la sobolanii intoxicati se coreleaza cu cresterea
valorii globulinelor serice, ceea ce sugereaza existenta unei leziuni hepatice ca urmare a
expunerii la agenti toxicl.

Dupa administrarea preparatului realizat conform inventiei se constatd o crestere
a valorii proteinelor totale cu 26,29% si a albuminelor serice cu 169,7% in intoxicatia
cu tetraclorurd de carbon si o crestere a proteinemiei cu 30,9% si a albuminemiei cu
190,75% in intoxicatia cu alcool alilic. Fractiunile globulinice revin la valorile
aproximativ initiale dupa 14 zile de tratament cu preparatul obtinut conform inventiei
(Tabel nr. 10).

Evaluarea rezultatelor s-a efectuat prin testul T — STUDENT si ANOVA (8, 9) si
demonstreaza ca datele sunt semnificativ statistice (p < 0,05).

Tabel 10

Proteinograma la sobolani intoxicati si tratati cu preparatul hepatoprotector

Loturi Proteine totale, g/dl Albumine, Globuline, %
experimentale X £DS Yo
X + DS
1 1
a (1 5) asz oy
I X+DS | X+DS | X+DS | X=DS
I 2 13 | 4 5 6
Martori 7.6+0.8 J 602+73 [91+13 ] 97+15 | 104+ |106+1.8
Ser fiziologic 2,1
Intoxicaticu | E% | 54+0.89* | 18.5+22% | 223+ 19.7 + 213+ | 181+
cCly | % 3.0% 2.4% 2.8* 2,1%
-28.94 -69.26 |+ 14505 | +103.09 | + 1048 | +70.75
CCly + E% | 6.28+0098% | 499+57* | 13.6+ 125 + 12,7 + 113+
preparat | - 2.3% 1.4%* 1,6* 1,9%
 hepatoprotector | | 42629 | +169.7 | -39.01 | -36.54 | -4037 | -37.56
P (ANOVA) 0,1624 02578 | 0,1135 | 0,1528 | 0,3989 | 02137 |
Intoxicati cu 5.5+ 0.7 173+ 259+ 20.8 + 18.1 + 17.9 +
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1.6.2. Determinarea ureei serice

17 -05- 201
0 1 2 3 4 5 6

alcool alilic 2.3% 3.3%* 3.0% 2.6% 2.5%
E% -27.63 S7126 |+ 184.61 | 14443 | +7403 | +68.86

 Alcoolalilic+ | E% | 72+0.98% | 503+64* @ 158+ | 126+ 112+ 10,1 +
preparat 1,9% 1.5% 1,7% 1,55%
hepatoprotector +30.9 +190.75 - 38.99 -39.42 - 38.12 - 43,57
P (ANOVA) 0,1328 0,2558 0,16391 | 02383 | 0,1734 | 0,1552

n<0,05 E%=efect% X+ DS = media + deviatia standard J

Determinarea ureei serice s-a facut prin metoda enzimatica cu ureazd (3).

Rezultate

Scaderea ureei serice cu 42,6% la sobolanii intoxicati cu tetraclorura de carbon

fatd de martorii tratati cu ser fiziologic, denotd o reducere a capacitatii de sinteza a

ficatului agresat de catre agentii hepatotoxici. Cresterea ureei serice cu 61,04% dupa 14

zile de tratament cu preparatul realizat conform inventiei, demonstreaza imbunatatirea

capacitatii de sinteza a ficatului (Tabel nr. 11).

In cazul intoxicatiei cu alcool alilic, valoarea ureei serice scade cu 36,79% iar

dupa tratamentul cu preparatul realizat conform inventiei, aceasta creste cu 52,29%

(Tabel nr. 11).

Rezultatele sunt semnificative din punct de vedere statistic (p < 0,05).

Tabel 11

Valoarea ureei serice la sobolanii intoxicati si tratati cu preparat hepatoprotector

Produs testat Dozi si cale de Bilirubina serica, mg/dl
administrare X + DS Efect, % T - STUDENT p
0 | . 2 3 4
Martori - 284 £ 3.1 - -
Ser fiziologic )
Intoxicaticu | 02mlkgcorp. |  163+25 426 -
CCly oral
CCly + preparat 10 ml/kg corp. 26.25+£3.7 + 61,04 0,04113
hepatoprotector oral
P (ANOVA) |0,04315
Intoxicati cu 0.1 ml/kg corp. 1795+2.6 - 36.79 0,02197
alcool alilic oral
Alcool alilic + 10 ml/kg corp. 2745+39 +52.29 0,03856
preparat oral
hepatoprotector
P (ANOVA) |0,03698
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X £ DS = media + deviatia standard

1.7. Determinarea regenerarii hepatice dupa hepatectomie partiala la
sobolan

Material si metoda

S-au utilizat 2 loturi de cate 30 sobolani albi, masculi, rasa Wistar, in greutate de
190 + 10 g, tinuti in conditii standard de laborator. Animalele aduse din crescétorie au
fost tinute 2 zile pentru acomodare in conditiile de laborator, pentru a se putea obisnui
cu noul habitat si cu regimul de hrana. Animalele au fost hranite de 2 ori pe zi si cu apa
,»ad libitum” din biberoane.

Experimentul respectd Directiva CLE 86/609 si O.G.R. nr. 37/2002.

Pentru hepatectomia partiala s-a practicat deschiderea cavitatii abdominale, s-a
pus in evidentd lobul central hepatic, pe sub care se trece un fir de catgut 00. Prin
legarea lui se inchid principalele vase si apoi se sectioneaza o parte din lob. Se
indepéarteaza cu un foarfece fin restul de tesut si se taie catgutul. Se trece apoi la
inchiderea peretelui abdominal si a tegumentului. Dupa 4 ore de la operatie se incepe
tratamentul cu preparatul obtinut conform inventiei diluat 5%, in doza de 10 ml/kg corp,
administrat oral.

Dupa 7, 14 si 21 zile, din fiecare lot se sacrifica cate 10 sobolani, de la care se
recolteaza sangele si se extirpa ficatul.

Fragmentele de ficat extirpat prin hepatectomie sunt cantarite si raportate la
greutatea corporala a sobolanului respectiv, sunt uscate la etuva la 65 - 70°C dupa care li
se determina lipidele hepatice.

Ficatul regenerat extirpat dupé sacrificarea sobolanilor este cantarit si raportat la
greutatea sobolanului.

Procentul de regenerare hepaticé se calculeaza cu formula:

Regenerare hepatica, %, (g ficat total la sacrificare — g ficat rezidual)/g ficat
extirpat initial x 100,

Rezultate

Dupa hepatectomie si tratamentul sobolanilor cu preparatul realizat conform

inventiei, se observa cresteri ponderale ale ficatului la 7, 14 si 21 zile fata de martorii
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netratati (Tabel nr. 12). Cresterea cea mai mare, de 25,31%, are loc dupé 21 de zile de

tratament cu preparatul realizat conform inventiei. Valorile sunt semnificative din punct

de vedere statistic (p < 0,05).

Cresterea ponderala a ficatului dupa hepatectomie

(\2011-00479- -
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Tabel 12

\Y)

Durata Martori operati Tratament cu Efect, % T - STUDENT p
tratamentului si netratati preparat
X DS hepatoprotector
X DS
| 0 1 2 3 4
[nitial 4.7915 £ 0,98 - - -
La 7 zile 5.3421 £ 0.87 5, 8958 +0.97 +10.36 0,03811
La 14 zile 59116+ 1.21 6.7654 + 0.78 + 14,44 0,02993
La2l zile 64158 £095 | 8.0526+1.17 | +25.31 0,04023 }
ANOVA F=14,2158
P=23581E-5

X £ DS = media * deviatia standard

1.8. Determinarea greutatii corporale dupa hepatectomie

Greutatea corporald medie a sobolanilor de referinta, cu hepatectomie a scazut in

primele 7 zile de la 194,4 g la 132,2 g. Sobolanii cu hepatectomie si tratati cu preparatul

realizat conform inventiei au prezentat cresteri ponderale cu valori cuprinse intre

6,055% si 11,86% (Tabel nr. 13). Valorile sunt semnificative din punct de vedere

statistic (p < 0,05).

Tabel 13
Modificarea greutitii corporale la sobolani cu hepatectomie
Durata | Martori operati Tratament cu Efect, % T - STUDENT p
tratamentului si netratati preparat
Xt DS hepatoprotector
R X + DS
I 1 2 3 4
Initial 1984+2023 | - - -
La 7 zile 1932 +21.42 204,9 + 22.56 +6.055 - 0,04315 ﬂ
% La 14 zile 202.3 +24.71 2213 £26.7 + 9,39 0,02573
La 21 zile 206.5 +21.38 229.6 £ 30.4 + 11,86 0,03138
[ ANOVA F = 23,1583
P =0,1348 B

X + DS = media + deviatia standard
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1.9. Determinarea lipidelor hepatice dupa hepatectomie
Determinarea lipidelor hepatice s-a efectuat pe portiunile de ficat extirpat, dupa
uscare $i cantarire, prin metoda gravimetrica (3).
[n urma determindrilor efectuate se constati o scidere a lipidelor hepatice cu
27,86% pentru preparatul realizat conform inventiei dupa 21 de zile de tratament (Tabel

nr. 14).

ST

Tabel 14
Variatia lipidelor hepatice (mg%) la sobolani cu hepatectomie
Durata Martori operati Tratament cu Efect, % T -STUDENT p
tratamentului si netratati preparat
X +DS hepatoprotector
X = DS
0 1 2 3 4
Initial 273132 - - -
La 7 zile 285+29 20.1 + 3.1 +2.1 NS
La 14 zile 21523 1845+ 1.7 -14.18 0,04116
La2l zile 20619 14.80 1.6 -27.83 0,03986

X = DS = media * deviatia standard NS = nesemnificativ statistic (p > 0,05)

CONCLUZII

Produsul realizat conform inventiei luat in studiu si constituentii lui prezinta efect
hepatoprotector demonstrat prin protejarea animalelor fata de agentii hepatotoxici
ducand la scaderea somnului indus de tiopental, diminueaza activitatea transaminazelor
serice, prezintd activitate proteosinteticd si favorizeaza regenerarea hepatica.

Preparatul fitoterapeutic obtinut conform prezentei inventii consta in aceea cé este
constituit din extract de catina rosie (Tamarixi herba) in raport de combinare de 4,500
... 5,000 parti, extract de fructe de armurariu (Cardui fructus) in raport de combinare de
3,000 ... 3,500 parti, extract de frunze de rozmarin (Rosmarini folium) in raport de
combinare de 2,500 .... 3,000 parti si pulbere de fructe de armurariu in raport de
combinare de 85,000 .... 90,000 parti in greutate la 100 g produs, impreuna cu excipienti
uzual utilizati in industria farmaceutica.

Produsul realizat conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje: contribuie la

restabilirea functiilor hepatice dereglate si la cresterea rezistentei hepatocitului fata de
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factori nocivi, este benefic in suplimentarea nutritionald pentru protejarea ficatului in
perioadele de suprasolicitare fizica si intelectuala, este usor de administrat, lipsit de
efecte secundare.
Produsul farmaceutic fitoterapeutic cu compozitia revendicata nu este cunoscut in
literatura de specialitate.

Procedeul de obtinere produsului, conform inventiei, consta in aceea ca, intr-un
granulator in sine cunoscut, prevazut cu sistem de incalzire — racire si de agitare, se
introduc materiile prime - principiile active (pulberea de fructe de armurariu si
extractele de fructe de armurariu, de frunze de rozmarin, de catina rosie) si excipientii
de granulare - se omogenizeaza si se granuleaza. Granulatele umede obtinute se usuca la
temperatura de 35 - 40°C, se uniformizeaza, se lubrifiaza cu excipientii de lubrifiere,
dupa care se comprima pe ponson corespunzator, pentru obtinerea de comprimate sau se
incapsuleaza pentru obtinerea de capsule.

Tehnologia de preparare a produsului fitoterapeutic realizat conform inventiei
permite pastrarea stabilitatii tuturor compusilor bioactivi din formula, iar utilizarea
excipientilor de granulare larg uzitati in industria farmaceutica asigura
biodisponibilitatea produsului.

Se da mal jos un exemplu pentru realizarea produsului:

Exemplul 1:

intr-un granulator in sine cunoscut, cu o capacitate de aproximativ 70,0 litri,
prevazut cu sistem de incélzire — racire si agitare, se introduc pulberea de fructe de
armurariu, respectiv 4,8 kg.

Extractele de fructe de armurariu, 0,18 kg, de frunze de rozmarin, 0,16 kg si de

catind rosie, 0,25 kg se omogenizeaza timp de 15 — 30 minute, dupa care se introduc
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prin pulverizare, peste pulberea de fructe de armurariu. Granulatele obtinute se usuci la

temperatura de 35 - 40°C, se uniformizeaza, se lubrifiazad cu excipientii de lubrifiere se

comprimé pe ponson adecvat pentru obtinerea de comprimate sau se incapsuleaza

pentru obtinerea de capsule.
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REVENDICARI

1. Preparat natural fitoterapeutic destinat optimizarii functiilor ficatului si ale
cailor biliare, sub forma de comprimate sau capsule, caracterizat prin aceea ca, este
constituit din 4,500 ... 5,000 parti extract de catina rosie, 3,000 ... 3,500 parti extract de
fructe de armurariu, 2,500 ... 3,000 parti extract de frunze de rozmarin si 85,000 ...
90,000 parti pulbere de fructe de armurariu, partile fiind exprimate in greutate pe 100 g
produs, impreuna cu excipienti acceptabili pentru industria farmaceutica.

2. Produs natural fitoterapeutic conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca,
foloseste extractul de fructe de armurariu, de frunze de rozmarin si de catina rosie cu o
compozitie n substante bioactive adecvate scopului propus, toate fixate de suport de
pulbere de fructe de armurariu, ceea ce conduce la un continut de silimarina exprimata
ca silibind de minimum 10 mg/comprimat sau capsula.

3. Procedeu de preparare a produsului conform revendicarilor 1 si 2, caracterizat
prin aceea ca, se amesteca separat extractele de fructe de armurariu, de frunze de
rozmarin si de cétind rosie, obtinute la temperaturi mai mici de 40°C, dupa care se
pulverizeaza peste pulberea de fructe de armurariu omogenizatéd cu excipientii de
conditionare, astfel incat se obtine un produs cu o stabilitate si biodisponibiliate

corespunzatoare, fard a se distruge sistemele enzimatice.
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