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Inventia se refera la un extract polifenolic de uz veterinar, utilizat ca adjuvant in
chimioterapia anticanceroasa.

Din studiile in vitro prezentate in literatura de specialitate, se cunoaste faptul ca poli-
fenolii prezinta abilitatea de a anihila speciile reactive de oxigen (radicalul hidroxil, anionul
superoxid, peroxidul de hidrogen, oxigenul singlet, anionul hipoclorit) si speciile reactive de
azot (oxidul nitric), inhiba procesul de oxidare a acizilor grasi polinesaturati, actioneaza ca
si chelatori ai ionilor metalelor tranzitionale, in special ai ionului Fe**, considerat un generator
de radicali hidroxil in reactia Fenton.

Studiile in vivo, si anume, experimentele efectuate pe sobolani au demonstrat ca, la
nivel hepatic, polifenolii imbunatatesc activitatea enzimelor antioxidante catalaza (CAT),
glutation peroxidaza (GPx), superoxid dismutaza (SOD), cresc nivelul glutationului redus si
scad concentratia compusilor care reactioneaza cu acidul tiobarbituric (malondialdehida -
MDA).

Se cunoaste faptul ca rezistenta tumorilor la actiunea citostaticelor constituie princi-
pala cauza a esecurilor siineficientei terapiei citostatice cu un chimioterapic sau concomitent
fatd de mai multe medicamente anticanceroase. Aceastad rezistenta, congenitala sau
dobandita, este cunoscutain literatura de specialitate sub denumirea de rezistentd multidrog
(Multi Drug Resistence - MDR).

La ora actuald sunt cautate strategii pentru evitarea, prevenirea sau depasirea
instalarii rezistentei multidrog. Dintre strategiile abordate mentionam prevenirea aparitiei
MDR in cursul terapiei, prin utilizarea mai multor citostatice, alternativ si la doze maxim
tolerate, precum si administrarea de substante adjuvante, inclusiv antioxidanti naturali.

Astfel, se cunosc, din cererea de brevet US 2011/0136751 A1, compusi polifenolici
si utilizarea lor pentru tratamentul sau prevenirea cancerului la un subiect, precum si metode
pentru administrare a unei cantitati eficiente de compusi polifenolici. Dintre compusii
polifenolici mentionati fac parte petrostilbenul, rezveratrolul, catechina, acidul galic, acidul
cafeic, antocianina, quercetina si orice combinatie a acestora.

De asemenea, se cunoaste, din cererea de brevet WO 03057201 A2, o formulare de
nutrient farmaceutic si utilizarea acesteia pentru tratamentul cancerului, mai specific sunt
redate la formulari farmaceutice pe baza de polifenoli selectati din grupul care consta din
galat de epigalocatechina, galat de epicatechina si catechina.

Solutiile cunoscute din stadiul tehnicii prezinta dezavantajele de mai jos.

Datele din literatura de specialitate, referitoare la efectul polifenolilor asupra statusului
antioxidant al animalelor supuse chimioterapiei, asupra rezistentei multidrog, precum si
asupra reducerii toxicitatii chimioterapicelor, sunt insuficiente. Cercetatorii au studiat fie
caracterul antioxidant al unor extracte din plante, fie efectul rezistentei multidrog, fie toxi-
citatea chimioterapicelor citostatice. Cele 3 probleme majore aparute in terapia antican-
ceroasa nu au fost studiate in interactiune.

Problema tehnicé pe care o rezolva inventia constd in imbunatatirea statusului
antioxidant al animalelor supuse chimioterapiei, cu ajutorul unei compozitii fitoterapeutice cu
efect adjuvant.

Astfel, obiectivul inventiei consta in obtinerea si utilizarea unui produs natural,
constituit in principal din polifenoli, cu efect puternic antioxidant.

Acest produs prezintd doua actiuni majore:

1. Anihilarea radicalilor liberi care apar in urma actiunii stresului oxidativ, instituit de
starea psihica, tratamentul medicamentos, procesele de multiplicare a celulelor maligne,
precum si chelatarea ionilor metalelor tranzitionale (actiune antioxidanta).
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La pacientii cu diferite forme de cancer s-a constatat ca radicalii liberi rezultati in
urma diferitelor procese oxidative, ca i in urma actiunii chimioterapicelor anticanceroase,
induc stres oxidativ, care genereaza procese secundare, cum ar fimodificarea permeabilitatii
membranelor celulare. Aceste procese oxidative se repercuteaza asupra starii de sanatate
a pacientilor, determinand agravarea acesteia, sau, in cazul chimioterapiei, pot contribui la
instalarea rezistentei fatd de medicamentul administrat.

Studiile efectuate au demonstrat ca agentii antineoplazici induc, din cauza toxicitatii
lor, reducerea capacitatii organismului de a anihila radicalii liberi si, in consecinta, favori-
zeaza peroxidarea lipidica la nivelul acizilor grasi din membranele celulare. Procesele de
peroxidare la nivelul fosfolipidelor din constitutia citomembranelor se repercuteaza asupra
functiilor de transport citotransmembranar, afectadnd permeabilitatea acestora.

2. Modularea activitatii unor proteine si enzime implicate in procesele de transport
si metabolizare a citostaticelor.

Inventia consta dintr-un extract polifenolic de uz veterinar, utilizat ca adjuvantin trata-
mentul cu chimioterapice citostatice la animale, care este constituit dintr-un concentrat poli-
fenolic extras dintr-un material vegetal constituit din fructe de afin (Vaccinium myrtillus),
fructe de catina (Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna), parti
aeriene de sunatoare (Hypericum perforatum) si parti aeriene de rostopasca (Chelidonium
majus), in raport masic 2:1:1:0,5:0,5, cu o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid
galic/100 ml si un continut de zaharoza de 40%.

Extractul polifenolic, conform inventiei, este conditionat ca un produs natural sub
forma de sirop, ce are un continut in polifenoli de 5 g echivalent acid galic (EAG)/100 ml.

Extractul polifenolic, conform inventiei, are urmatoarele avantaje:

- prezintd activitate antioxidantd (anihileaza radicalii liberi generati de boala
canceroasa si de chimioterapie) si regleaza activitatea enzimelor antioxidante;

- reduce toxicitatea citostaticelor;

- reduce chimiorezistenta tumorilor;

- are efect hepatoprotector,;

- nu interfera in linia metabolica a altor medicamente;

- este netoxic si nu are efecte adverse.

Forma aleasa de prezentare a preparatului, respectiv, sirop alcoolic, are ca avantaj
absorbtia eficienta la nivelul tubului digestiv a substantelor active continute, asigurand o bio-
disponibilitate crescuta a principiilor active asociate in acest produs, precum si administrarea
facila la animale, avand in vedere faptul ca preparatul este de uz veterinar.

Alegerea plantelor mentionate este sustinutd de datele existente in literatura de
specialitate. Astfel, se cunoaste faptul ca fructele de afin sunt bogate in polifenoli (flavonoide
si antociani) cu efect puternic antioxidant, care ofera protectie membranelor lipozomale con-
tra proceselor oxidative. Antocianii din fructele de afin au efect hipoglicemiant, cardioprotec-
tiv, neuroprotectiv, antiinflamator, genoprotectiv si anticancerigen. Studiile efectuate au
demonstrat ca polifenolii extrasi din fructe de catina au efect antioxidant puternic, antiinfla-
mator si antiproliferativ in cancerul de colon si ficat. Polifenolii extrasi din fructele de paducel
au efect antioxidant, hepatoprotectiv, gastroprotectiv, diuretic, radioprotectiv, imunostimula-
tor, anticancerigen si antidepresiv. Partile aeriene de sunatoare sunt bogate in flavonoide,
rutind, quercitind, kaempferol si hipericina. Acesti compusi polifenolici au activitate antioxi-
dantd, antidepresiva si anticancerigena. Partile aeriene de rostopasca au in continut
polifenoli i alcaloizi cu proprietati terapeutice. Apigenina, polifenol extras din rostopasca,
prezinta activitate anticancerigend, antioxidanta si moduleaza rezistenta multidrog.
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Produsul natural realizat conform inventiei nu interfera in linia metabolica a altor
medicamente, nu prezinta efecte secundare i nu creeaza reactii adverse. Doza recoman-
data este intre 5 si 10 mg EAG polifenoli/kg.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu de realizare a produsului

Materialul vegetal utilizat consta din fructe de arin (Vaccinium myrtillus), fructe de
catina (Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna), parti aeriene de
sunatoare (Hypericum perforatum) si parti aeriene de rostopasca (Chelidonium majus),
amestecate in proportie de 2:1:1:0,5:0,5 (m/m/m/m/m) - raport masic, in stare uscata si maci-
nata. Materialul vegetal se supune unei extractii prin agitare la reflux timp de 3 h, cu alcool
etilic 60%. Dupa réacire, solutia extractiva se separa prin filtrare la presiune normala. Dupa
obtinere, solutia extractiva este concentrata la presiune scazuta (150 mm col. Hg), pana la
evaporarea completd a etanolului. Reziduul obtinut se dizolva intr-o solutie de zaharoza
40%, preparata in etanol 60%, pana la o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid
galic (EAG)/100 ml.

Se prezinta in continuare un exemplu de utilizare a produsului.
Exemplu de utilizare a produsului
Utilizarea produsului natural din extract polifenolic, conform inventiei, este realizata
in schemele de tratament cu chimioterapice la caini cu tumori mamare.
Testari farmaco-clinice. Protocolul experimental care s-a aplicatin cazul catelelor cu
tumori mamare surprinse in stadiile de evolutie T, si T, este prezentat in tabelul 1.

Tabelul 1

Schema de tratament cu citostatice si extract polifenolic, conform inventiei,
la cétele cu tumori mamare surprinse in stadiile T1 si T2

Sapta- Tratament cu chimioterapice si extract Tratament cu chimioterapice
mana polifenolic conform inventiei
Chimioterapic extract Chimioterapic extract
polifenolic polifenolic
conform conform
inventiei (mg inventiei (mg
EAG/kg) EAG/kg)
1 Ciclofosfamida - 50 5 mg/kg Ciclofosfamida - 50 -
mg/m?/zi, 4 zile zilnic mg/m?/zi, 4 zile
consecutiv Covinan consecutiv Covinan
(proligeston) - 1 ml (100 (proligeston) - 1 ml (100
mg)/10 kg, o mg)/10 kg, o
administrare in prima zi administrare in prima zi
2 Pauza 5 mg/kg Pauza -
zilnic
Interventie chirurgicald (mastectomie)
3 Pauza 5 mg/kg Pauza -
zilnic
4 Pauza 5 mg/kg Pauza -
zilnic
5 Holoxan (ifosfamidé) - 5 mg/kg Holoxan (ifosfamidé) - -
200 mg/m?/zi, 2 zile zilnic 200 mg/m?/zi, 2 zile
consecutiv consecutiv
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Tabelul 1 (continuare)

Sapta- Tratament cu chimioterapice si extract Tratament cu chimioterapice
mana polifenolic conform inventiei
Chimioterapic extract polifenolic Chimioterapic extract
conform inventiei (mg polifenolic
EAG/kQ) conform
inventiei (mg
EAG/kg)

6 Gemcitabina - 5 mg/kg zilnic Gemcitabina - -

200 mg/m? o 200 mg/m? o

administrare administrare
7 Pauza 5 mg/kg zilnic Pauza -
8 Pauza 5 mg/kg zilnic Pauza -
9 Pauza 5 mg/kg zilnic Pauza -
10 Holoxan 5 mg/kg zilnic Holoxan (ifosfamida) - -

(ifosfamida) - 200 200 mg/m?zi, 2 zile
mg/m?/zi, 2 zile consecutiv
consecutiv

11 Gemcitabina - 5 mg/kg zilnic Gemcitabina - -

200 mg/m? o 200 mg/m? o

administrare administrare

Imbunétatirea statusului antioxidant sub influenta produsului natural pe bazd de
extract polifenolic conform inventiei

Administrarea preparatului polifenolic la caini cu tumori mamare, tratati cu citostatice
si supusi mastectomiei (conform tabelului 1), a determinat cregterea valorilor enzimelor anti-
oxidante eritrocitare superoxid dismutaza (r-SOD), catalaza (r-CAT), glutation peroxidaza (r-
GPx), scaderea concentratiei malondialdehidei eritrocitare (-MDA) si cresterea concentratiei
glutationului redus (r-GSH). La cainii care nu au beneficiat de preparatul pe baza de extract
polifenolic, conform inventiei, activitatea enzimelor antioxidante eritrocitare (r-SOD, r-CAT,
r-GPx) a scazut, iar nivelul malondialdehidei a crescut. O scadere semnificativa a fost inre-
gistrata si la nivelul glutationului redus din eritrocite (tabelul 2). Aceste rezultate demon-
streaza scaderea nivelului procesului de oxidare a lipidelor la nivelul membranei eritrocitare,
si imbunatatirea statusului antioxidant la animalele la care s-a administrat extractul poli-
fenolic.
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Tabelul 2
Activitatea superoxid dismutazei eritrocitare (r-SOD), catalazei eritrocitare (r-CAT),
glutation peroxidazei eritrocitare (r-GPx), concentratia malondialdehidei
eritrocitare si a glutationului redus (r-GSH)

Caini cu tumori mamare, tratati cu Caini cu tumori mamare, tratati cu
citostatice si extract polifenolic conform citostatice

inventiei

r- r- r- r- r- r- r- r- r- r-

SOD | CAT GPx | MDA GSH SOD | CAT GPx MDA GSH
(U/g (Ul (Ufg | (umol/ | (mg/g | (U/g (Ulg (Ul (Mmol/ | (mg/g
Hb) Hb) Hb) g Hb) Hb) Hb) Hb) Hb) g Hb) Hb

Control 125,3 | 400,2 | 39,3 | 0,31 3,51 125,3 | 400,2 | 39,3 0,31 3,51

ziua 0 (fnainte | 99,5 378,2 | 30,9 | 0,47 2,14 88,5 3802 | 271 0,55 2,11
de tratament)

saptamana 2 99,4 377,3 | 31,0 | 0,47 2,01 89,1 380,3 | 27,5 0,57 1,92

saptamana 6 101,3 | 3871 | 31,9 | 0,41 1,97 89,1 3802 | 271 0,46 1,91

saptamana 7 101,2 | 3889 | 32,1 | 0,39 2,28 87,3 372,5 | 26,7 0,48 1,78

saptamana 11 109,7 | 390,0 | 34,1 | 0,35 2,43 84,2 364,5 | 26,0 0,65 1,65
*Valorile prezentate sunt media a 5 determinari

Efectul hepatoprotector al produsului natural pe baza de extract polifenolic conform
inventiei

Introducerea in schema de tratament a produsului pe baza de extract polifenolic con-
form inventiei, conform tabelului 1, a determinat reducerea efectelor toxice ale citostaticelor
la nivelul ficatului. Datorita efectului hepatoprotector exercitat de produsul extract polifenolic
conform inventiei, activitatea enzimelor serice fosfataza alcalina (ALP), aspartat-aminotrans-
feraza (AST), alanil-aminotransferaza (ALT) si lactat-dehidrogenaza (LDH) a fost imbunata-
titd. La céinii care nu au beneficiat de extract polifenolic conform inventiei, activitatea
enzimelor serice mentionate a crescut, ceea ce demonstreaza intensificarea procesului de
citoliza la nivel hepatic (tabelul 3).

Astfel, se observa ca valorile activitatii acestor enzime sunt crescute de 3...4 ori fata
de cele normale, in cazul pacientilor cu tumori mamare tratati numai cu citostatice, spre
deosebire de pacientii carora li s-au administrat, pe langa citostatice, si extracte polifenolice
vegetale, la care valorile activitatii acestor enzime sunt peste limitele normale, ajungand doar
pana la dublul valorilor normale, si aceasta numai in cazul anumitor parametri. Aceste
observatii indica faptul ca polifenolii extrasi din plante, prin actiunea lor antioxidanta, reduc
toxicitatea hepatica a chimioterapicelor citostatice.
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Tabelul 3

Activitatea enzimelor markeri ai citolizei hepatice: fosfataza alcalind (ALP), aspartat
transaminaza (AST), alanil transaminaza (ALT) si lactat dehidrogenaza (LDH)
la pacientii cu tumori mamare

Caini cu tumori mamare, tratati cu Caini cu tumori mamare, tratati cu
citostatice si extract polifenolic citostatice
conform inventiei

ALP AST ALT LDH ALP AST ALT LDH
un un un un un un un un
Control 88,5 21,0 27,9 148,3 88,5 21,0 27,9 148,3
ziua 0 (inainte de 93,2 24,2 34,2 238,5 96,9 29,6 42,7 265,2

tratament)
saptamana 2 107,2 28,9 47,5 2452 115,6 39,2 61,3 297,6
saptdmana 6 142,6 34,5 76,5 2942 137,5 53,2 96,2 324,7
saptamana 7 140,2 40,1 90,7 307,2 179,2 65,4 120,5 | 370,5
saptamana 11 1354 41,2 72,5 320,5 | 210,2 95,6 131,2 | 440,7

*Valorile prezentate sunt media a 5 determinari

Reducerea rezistentei multidrog sub influenta produsului natural extract polifenolic

conform inventiei

Carezultatimportant obtinut consecutiv strategiei terapeutice abordate, s-a evidentiat
clinic o regresie a tumorii, respectiv, o remisiune clinica din stadiul T, sau T, in stadiul T, sau
T,. Dupa tratamentul cu citostatice asociate cu mix polifenolic, intr-unul dintre cazuri tumora
a involuat din stadiul T,N,M, in stadiul T,N,M,, analizele de sange punand in evidenta o
usoara remisiune a constantelor hematologice si a enzimelor studiate.
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Revendicare

Extract polifenolic de uz veterinar, utilizat ca adjuvant in tratamentul cu chimioterapice
citostatice la animale, caracterizat prin aceea ca este constituit dintr-un concentrat polife-
nolic extras dintr-un material vegetal constituit din fructe de afin (Vaccinium myrtillus), fructe
de catina (Hippophae rhamnoides), fructe de paducel (Crataegus monogyna), parti aeriene
de sunatoare (Hypericum perforatum) si parti aeriene de rostopasca (Chelidonium majus),
in raport masic 2:1:1:0,5:0,5, cu o concentratie in polifenoli de 5 g echivalent acid
galic/100 ml, si un continut de zaharoza de 40%.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
sub comanda nr. 526/2016
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