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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei combinatii de extracte purificate
si concentrate din Geranium robertianum si Helleborus purpurascens, cu actiune citostatica,
ce pot fi utilizate ca materie prima in industria farmaceutica.

Cele doua specii de plante medicinale sunt cunoscute in fitoterapie ca avand pro-
prietati antioxidante, antiinflamatoare gi imunostimulatoare [Sonia Amarai, Lurdes Mira, J.
M. F. Nogueira, Alda Pereira da Silva, M. Helena Floréncio, (2009); “Plant extracts with
anti-inflammatory properties-A new approach for characterization of their bioactive
compounds and establishment of structure-antioxidant activity relationships”,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 17(5), 1876-1883; Biissing, A., Schweizer, K. (1998),
“Effects of a phytopreparation from Helleborus niger on immunocompetent cells in
vitro”, Journal of Ethnopharmacology 59(3), 139-146], iar cercetari recente au aratat ca
extractele de Geranium sp. si Helleborus sp. au actiuni antitumorale [Okuda T, Yoshida T,
Hatano T., (1992), “Pharmacologically active tannins isolated from medicinal plants”,
Basic Life Sci., 59, 539-69. Jesse P (2009), Praklische “Evaluation von Helleborus niger
in Zellkulturversuchen”, Der Merkurstab., 4, 308-314; Rosselli S, Maggio A, Bruno M,
Spadaro V, Formisano C, Irace C, Maffettone C, Mascolo N. (2009); “Furostanol
Saponins and Ecdysones with Cytotoxic Activity from Helleborus bocconei ssp.
intermedius”, Phytother, Res. 23, 1243-1249; P. Jesse, G. Mottke, J. Eberle, G. Henze,
A. Prokop (2008), “Helleborus niger as new cytostatic compound against lymphoma
and leukemiain childhood”, European Journal of Integrative Medicine, Vol. 1, Suppl. 1,
5-6 (DOI: 10.1016/j.eujim.2008.08.090)]. Comparativ cu metodele clasice de concentrare
a extractelor, prezenta inventie se refera la aplicarea unor tehnologii membranare perfor-
mante, care decurg la temperatura mediului ambiant (microfiltrare si ultrafiltrare), pentru obti-
nerea concentratelor purificate.

Tn cadrul procesului de prelucrare a extractelor vegetale, microfiltrarea se realizeaza
in scopul de a indeparta suspensiile si impuritatile grosiere cu dimensiuni mai mari decat
diametrul porilor membranei (circa 0,45 um), precum si pentru sterilizarea extractelor.
Ultrafiltrarea este aplicata in scopul concentrarii proteinelor, polizaharidelor, polifenolilor si
a compusilor flavonici cu mase moleculare mai mari de 1000 Da, din extractele de plante
medicinale studiate.

Tehnica ultrafiltrarii a mai fost aplicata separat, pentru plantele ce fac obiectul acestei
cereri de brevet fiind evidentiata activitatea antioxidanta a extractelor, nefiind testat efectul
amestecului de extracte [G. Paun-Roman, E. Neagu, G. L. Radu, (2010), “Membrane processes
for the purification and concentration of Helleborus purpurascens extracts and evaluation
of antioxidant activity”, Rev. Chim., 61, nr. 9, http:// www.revistadechimie.ro., E. Neagu,
G. Paun-Roman, G. L. Radu, Ghe. Nechifor, (2010), “Concentration of the bioactive
principles in Geranium robertianum extracts through membrane procedures
(ultrafiltration)”, vol. 15, nr. 1, Romanian Biotechnological Letters. G. Paun-Roman, E.
Neagu, A. Tache, G. L. Radu, V. Parvulescu, (2011), “Application of the nanofiltration
process for concentration of polyphenolic compounds from Geranium robertianum
and Salvia officinalis extracts”, Chem. Biochem. Eng. Q., 25(4),453-460].

Problema tehnica a inventiei consta in asigurarea unui tratament citostatic eficient
si cu toxicitate redusa.

Solutia la problema tehnica a inventiei consta in furnizarea unei combinatii de extracte
concentrate prin ultrafiltrare de H. purpurascens si G. robertianum in raport de 1:1 (raport de
volum), cu actiune citostatica, utilizata in tratamentul cancerului.
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Extractele din plantele singulare si extractul final (combinatie din cele doua extracte
obtinute prin procedeul descris) sunt caracterizate din punct de vedere al continutului Tn
compusii biologic activi cu efect citostatic (polifenoli, flavone, proteine) si al efectului citostatic
in vitro pe celule tumorale si normale.

Potentialul antitumoral in vitro maxim al citostaticelor standard, inregistrat in conditiile
duratei de 72 h a tratamentului, de 42,6% in cazul metotrexatului, de 76,9% in cazul
etopozidului si de 97,7% in cazul 5-fluorouracilului, ca etalon al eficientei antitumorale, ne
permite sa apreciem extractul concentrat mixt, obtinut din Geranium robertianum si Helleborus
purpurascens (raportde volum 1:1), care au indus un nivel maxim al efectului inhibitor asupra
dezvoltarii culturilor celulare HelLa de 89,6% la doza de 15 pg/ml - ca fiind potential agent
antineoplazic, cu posibila valorificare biomedicala veterinara sau chiar umana, consecutiv
trialurilor clinice.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se supune produsul vegetal (frunze
sau radacina), maruntit foarte fin, extractiei cu apa bidistilata, intr-un raport produs vegetal/
solvent de 6:100...10:100, la 25...30°C, urmata de filtrare, pentru separarea solutiei extrac-
tive. Extractul prefiltrat este supus microfiltrarii printr-o membrana cu pori de 0,22...1 um, iar
apoi microfiltratul este concentrat prin ultrafiltrare prin membrane cu cut-off cuprins in
intervalul 10000...50000 Da. Extractul final este caracterizat din punct de vedere al
continutului in compusii biologic activi cu efect citostatic (polifenoli, flavone, proteine), si al
efectului citostatic al extractelor concentrate pe linii de culturi celulare normale (celule renale
de maimuta = RM) si neoplazice umane (Hep-2p si Hela).

Procedeul de obtinere a extractelor purificate si concentrate la nivel pilot prezinta
urmatoarele faze tehnologice, si se realizeaza pe o instalatie care va avea in componenta
1 cartus de prefiltrare, 1 cartus de microfiltrare si 1 cartus de ultrafiltrare:

- prefiltrarea se realizeaza cu ajutorul unui cartus filtrant cu dimensiunea porilor de
50 ym sau 25 pm (in functie de gradul de incarcare in suspensii al solutiei, si de natura
materiei prime vegetale folosite);

- microfiltrarea se realizeaza cu ajutorul unui cartus filtrant, cu dimensiunea porilor
de 0,22...1 uym, la presiunea de 1,5...3 bar;

- ultrafiltrarea se realizeaza cu ajutorul unui cartus cu membrana hollow-fiber cu cut-off
de 10000...50000 Da, la presiunea de lucru de 3...5 bar, stabilita astfel incat debitul de
permeat sa fie de 100...200 I/h.

Procedeul conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- obtinerea unor extracte purificate si concentrate de calitate superioara, cu actiune
citostatica bine definita, corelata cu continutul in grupe de principii active extrase;

- pretul de cost al produsului final (extractul concentrat in compusi bioactivi) este mai
mic decat cel obtinut prin tehnologia clasica, ca urmare a eliminarii etapei de concentrare la
temperatura, care este mai costisitoare.

Procedeul este conceput astfel incat produsul fiecarei etape este trecut in cea urmatoare,
fara adaos de compusi chimici, iar produsul etapei finale este extractul purificat si concentrat
cu efect citostatic din Geranium robertianum si Helleborus purpurascens, un extract cu eficienta
ridicata si efecte secundare minime, care poate fi folosit ca adjuvant in terapia cancerului.

Se prezinta in continuare 2 exemple de realizare a unui extract purificat si concentrat
din Geranium robertianum si Helleborus purpurascens, cu efect citostatic prin procedeul
descris.

Exemplul 1

Se realizeaza extracte apoase prin macerare prin amestecul a 3...5 kg din fiecare
planta fin maruntita, cu ajutorul unei mori de macinare, cu 50 | apa distilata, la temperatura
de 24...30°C, timp de 8...10 h. Solutiile extractive se decanteaza, se filtreaza grosier si se
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introduc in vasul de alimentare al instalatiei pilot, unde extractele sunt prelucrate prin urma-
toarea succesiune de operatii: prefiltrare (prefiltru cu pori de 20 ym), microfiltrare (microfiltru
cu poride 1 um) si ultrafiltrare (cartus cu membrana hollow-fiber cu cut-off de 30000 Da). Extrac-
tul de Geranium robertianum purificat si concentrat are urmatoarele caracteristici:

- aspect: lichid concentrat de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 320...360 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 32...37 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 3...5 mg/ml.

Extractul de Helleborus purpurascens purificat si concentrat are urmatoarele caracteristici:

- aspect: lichid concentrat, de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 180...240 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 8...14 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 2,5...4 mg/ml.

Extractul purificat si concentrat mixt, obtinut din cele 2 plante medicinale, Tn raport
de 1:1 (volume egale din cele 2 extracte concentrate), are urmatoarele caracteristici:

- aspect: lichid concentrat, de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 200...250 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 16...25 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 3...4 mg/ml.

Extractele concentrate, obtinute prin procedeul descris, prezinta un efect citostatic
in vitro semnificativ, materializat prin inhibarea dezvoltarii culturilor celulare neoplazice HeLa
si Hep-2p in valori de peste 85%, in timp ce impactul acestor extracte este nesemnificativ
din punct de vedere al evaluarii citostatice asupra culturilor de celule normale. Acest aspect
demonstreaza ca tinta preferentiala a acestor produse este localizata preponderent la nivelul
celulelor tumorale.

Exemplul 2

Se realizeaza extracte hidroalcoolice prin macerarea amestecului a 3...5 kg din
fiecare planta fin maruntita, cu ajutorul unei mori de macinare, cu 50 | alcool etilic 50%, la
temperatura de 24...30°C, timp de 7...8 zile. Solutiile extractive se decanteaza, se filtreaza
grosier si se introduc in vasul de alimentare al instalatiei pilot, unde extractele sunt prelucrate
prin urmatoarea succesiune de operatii: prefiltrare (prefiltru cu pori de 20 ym), microfiltrare
(microfiltru cu pori de 1 ym) si ultrafiltrare (cartus cu membrana hollow-fiber cu cut-off de
30000 Da). Extractul de Geranium robertianum purificat si concentrat are urmatoarele
caracteristici:

- aspect: lichid concentrat de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 600...650 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 80...90 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 2...3 mg/ml.

Extractul de Helleborus purpurascens purificat si concentrat are urmatoarele caracteristici:

- aspect: lichid concentrat de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 400...550 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 52...60 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 1,6...2,7 mg/ml.

Extractul purificat si concentrat mixt obtinut din cele 2 plante medicinale in raport de
1:1 (volume egale din cele 2 extracte concentrate) are urmatoarele caracteristici:

- aspect: lichid concentrat de culoare brun inchisa;

- polifenoli: 500...600 mg/I (exprimati in acid galic);

- flavone: 70...80 mg/l (exprimate in quercetin);

- proteine: 2...2,5 mg/ml.
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Extractele concentrate obtinute prin procedeul descris prezinta un efect citostatic in
vitro semnificativ, materializat prin inhibarea dezvoltarii culturilor celulare neoplazice HelLa
si Hep-2p in valoare de peste 86%, in timp ce impactul acestor extracte este nesemnificativ
din punct de vedere al evaluarii citostatice asupra culturilor de celule normale.

Extractele concentrate, obtinute prin procedeul descris in exemplul 1, au fost anali-
zate atat din punct de vedere al compozitiei chimice (prin metode spectrofotometrice gi
HPLC), cat si din punct de vedere al efectului farmacodinamic antitumoral in vitro.

Prescreeningul in vitro, pe culturi de celule neoplazice Hela si Hep-2p, a demonstrat
reproductibilitatea efectului farmacodinamic antitumoral, confirmand proprietatea citostatica
atat a extractului apos purificat gi concentrat mixt, obtinut din Geranium robertianum si
Helleborus purpurascensinraportde 1:1, cat sia extractelor apoase purificate si concentrate
singulare, aceasta fiind exprimata de intensitatea crescuta a impactului inhibitor asupra
proteinosintezei celulare (fig. 1), proliferarii celulare si asupra dezvoltarii culturilor de celule
tumorale, prezentate in fig. 1, 2 si 3 atasate.

Tratamentul asociat cu amestecul 1:1, tot in doza de 15 pg/ml, se caracterizeaza
printr-o eficientd maxima de perturbare a biosintezei proteice celulare, superioara poten-
tialelor citostatice ale tratamentelor singulare corespunzatoare.

Pentru acelasi interval (72 h), potentialul inhibitor al dezvoltarii culturilor este, pentru
extractul apos concentrat de Geranium robertianum, de 72,3% al celulelor HelLa, respectiv,
70,1% al celulelor Hep-2p, pentru extractul apos concentrat de Helleborus purpurascens este
de 83,2% al celulelor HeLa, respectiv, 77,6% al celulelor Hep-2p, si, respectiv, pentru extractul
purificat si concentrat mixt, obtinut din cele 2 plante in raport de 1:1, s-au obtinut inhibitii de
89,6% ale dezvoltarii celulelor tumorale HelLa, respectiv, 86,8% ale celulelor Hep-2p.

Analiza comparativa a valorilor obtinute ale acestui indice de evaluare a efectului
antitumoral in vitro, exprimat prin potentialul de inhibare a dezvoltarii culturilor celulare
tumorale Hela si Hep-2p, a evidentiat superioritatea amestecului purificat gi concentrat mixt,
obtinut din cele 2 plante in raport de 1:1.

Comparativ cu rezultatele obtinute pe culturile de celule tumorale, reactivitatea
culturilor de celule normale la actiunea extractelor purificate si concentrate prezentate este
una moderata (fig. 4 atasata), ceea ce demonstreaza ca tinta preferentiala a acestor produse
este localizata preponderent la nivelul celulelor tumorale.

Alte doua criterii impuse de programele de prescreening de referinta, destinate
selectarii potentialilor agenti citostatici in vitro, urmarite au fost:

- demonstrarea existentei unei relatii doza-efect, care sa permitd optimizarea
eficientei prin manipularea dozelor de tratament;

- estimarea eficientei noului produs in functie de potentialul antitumoral in vitro al unor
citostatice standard de uz clinic.

Efectul diferitelor doze (ug/ml) ale extractelor apoase purificate si concentrate,
singulare, si al extractului mixt obtinut prin combinatia celor 2 extracte de plante (raport 1:1),
obtinute prin procedeul descris in cererea de brevet, asupra dezvoltarii culturilor de celule
tumorale Hela, comparativ cu evolutia culturilor martor corespunzatoare la 72 h, sunt
prezentate in fig. 5 atasata.

Cresterea dozei de tratament in vitro a extractului concentrat induce asupra culturilor
de celule canceroase HelLa amplificarea impactului proteinosintezoinhibitor, accentuarea
inhibarii dezvoltarii culturilor celulare in decursul evolutiei de 72 h a culturilor, confirmand
potentialul antitumoral in vitro al dozei stabilite de noi ca fiind citostatic activa (15 ug/ml). Se
observa o potentare a eficientei antitumorale a amestecului obtinut din cele doua extracte
concentrate de baza, care poate fi explicata prin actiunea sinergica a compusilor polifenolici
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concentrati Tn extractele obtinute prin procedeul descris (acizi fenolici: acid cafeic, acid
cumaric, acid elagic, acid galic, acid ferulic, respectiv, flavonoide: rutin, kaemferol, luteolin
si quercetin), la care se adauga efectul bufadienolidelor din extractul purificat si concentrat
de Helleborus purpurascens, precum si al altor compusi de natura proteica, glucidica etc.

Un alt criteriu urmarit a fost estimarea eficientei extractelor concentrate, obtinute in
functie de potentialul antitumoral in vitro al unor oncochimioterapeutice (citostatice) standard
de uz clinic. Reactivitatea procesului de proliferare a celulelor neoplazice Hela la actiunea
extractelor luate Tn studiu, investigata prin citometrie in flux continuu (fig. 6), a fost demon-
strata prin potentialul perturbator al apoptozei celulare si proliferarii celulare, care este supe-
rior tuturor citostaticelor standard luate in studiu, ceea ce dovedeste o eficienta antitumorala
semnificativa a extractelor purificate si concentrate, si, in special, a extractului concentrat
mixt, obtinut din Geranium robertianum si Helleborus purpurascens (raport 1:1).

Rezultatele analizei comparative a extractelor concentrate cu citostatice standard de
uz clinic (etopozid, metotraxat si 5-fluorouracil) sunt prezentate sintetic in fig. 7 atasata docu-
mentului.

Potentialul antitumoral in vitro maxim al citostaticelor standard, inregistrat in conditiile
duratei de 72 h a tratamentului, de 42,6%, in cazul metotraxatului, de 76,9%, in cazul
etopozidului, si de 97,7%, Tn cazul 5-fluorouracilului, ca etalon al eficientei antitumorale, ne
permite sa apreciem extractul concentrat mixt, obtinut din Geranium robertianum si
Helleborus purpurascens (raport 1:1), care au indus un nivel maxim al efectului inhibitor
asupra dezvoltarii culturilor celulare HelLa de 89,6% la doza de 15 pyg/ml - ca fiind potential
agent antineoplazic cu posibila valorificare biomedicala veterinara sau chiar umana,
consecutiv trialurilor clinice.
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Revendicari 1
1. Combinatie de extracte concentrate prin ultrafiltrare de H. purpurascens si G. 3
robertianum in raport de 1:1 in volum.
2. Combinatie de extracte conform revendicarii 1, pentru utilizare in tratamentul 5
cancerului.
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