(19) OFICIUL DE STAT

PENTRU INVENTII S| MARCI
Bucuresti

(12)

(21)  Nr.cerere: A 2017 00677

(22)  Data de depozit: 18/09/2017

ROMANIA

an RO 133129 A2
1) Int.CI.
A671K 36/18 (200601

CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(41) Data publicarii cererii:

29/03/2019 BOPI nr. 3/2019

(71) Solicitant:

* UNIVERSITATEA "BABES-BOLYAI" -
INSTITUTUL DE CERCETARI IN CHIMIE

"RALUCA RIPAN",

STR.MIHAIL KOGALNICEANU NR.1,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

« UNIVERSTATEA DE MEDICINA Sl
FARMACIE "IULIU HATIEGANU" DIN

CLUJ-NAPOCA, STR.EMIL ISAC NR.13,

CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
»+ MOLDOVAN MARIOARA,
STR. VIILE NADASEL NR. 52,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ OPREAN RADU, STR.FANTANELE,
NR.57, AP.88, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SAPLONTAI-POP ANIELA CRISTINA,
STR.PADURII NR.4, AP.2, CLUJ-NAPOCA,
CJ, RO;

* PRODAN DOINA,

STR. PROFESOR CIORTEANR. 5, SC, 2,
AP, 44, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SAROSI LIANA CODRUTA,

STR. GURGHIU NR. 4, AP. 25,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ SILAGHI DUMITRESCU LAURA,

STR. FLORILOR NR. 101,

COMUNA FLORESTI, CJ, RO;

+ CUC STANCA, STR. /IOAN RUS NR. 1024,
SC. 1, AP. 11, FLORESTI, CJ, RO;

+ AGAPESCU CAMELIA,

STR. ION AGARBICEANU NR. 15, PARTER,
SECTOR 3, BUCURESTI, B, RO

(54)

ANTIAGREGANTE PLACHETARE NATURISTE, PE BAZA
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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o formulare solida, sub forma
incapsulata, cu efect antiagregant plachetar, utilizata in
preventia primara cardiovasculara. Formularea conform

stearat

inventiei este constituita, in procente masice, din

85...93% extract de Allium cepa L, soiul alb, stabilizat

de zinc, stearat de magneziu

carboximetilceluloza.

Revendicari: 2

cu 7...15% excipienti uzuali alesi dintre dioxid de siliciu,

si

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).
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DESCRIEREA INVENTIEI

Obiectivul actualului brevet il constituie obtinerea unei formulari solide, liofilizate, sub
forma incapsulatd, pe bazd de extract de Allium cepa L., cu efect antiagrenat plachetar
demonstrat, utilizat in preventia primara cardiovasculara.

In paralel cu dezvoltarea vertiginoasi a industriei de medicamente si preocuparea continui pentru

optimizarea calitatii acestora (stabilitate cat mai mare, biodisponibilitate ridicatd, scdderea riscului
aparitiei de reactii adverse si interactiuni medicamentoase), se dezvolta si industria produselor naturiste.
O importantd deosebiti este acbrdaté incd din timpuri strdvechi terapiei naturiste, principalele avantaje
fiind disponibilitatea imediata, complianta ridicata din partea organismului si mai ales incidenta redusa a
reactiilor adverse, toxice si alergice, comparativ cu produsele farmaceutice de sintezi. Dezavantajul major
este datorat diferentei in cantitatea de substanti activd de interes, functie de diverse variabile: soi,
momentul plantarii si al recoltarii, conditii de depozitare, tipul extractiei.

Desi antiagregantele plachetare de sinteza se situeazi printre cele mai utilizate medicamente de
catre specialistul cardiolog, existd numeroase studii care atestd un efect similar, exercitat si de extracte
obtinute din diverse soiuri apartinand familiei Alliaceae (Allium cepa, Allium sativum, Allium
ampeloprasum); acestea confin compusi organosulfurici, cu efect de inhibifie a agregarii plachetare,
formati prin liza S-alk(en)il-L-cistein-sulfoxidului sub actiunea enzimei specifice, aliinaza [1].

Mecanismul molecular de actiune antiagreganta al Alliaceaelor este partial elucidat, asumandu-se
efectului asupra metabolismului acidului arahidonic, cu impact asupra inhibarii formarii de tromboxan A»
si leucotriene, compusi cu efecte vasoconstrictoare §i protrombotice.

S-a constatat ca in timpul sectiondrii bulbului de Allium cepa, sulfoxizii de S-alk(en)il-L-
cisteind sunt metabolizati sub actiunea aliinazelor generand compusi tiosulfinati [2]. Acestia sunt
responsabili pe de o parte de aroma specifici a cepei, dar si de o parte semnificativd din
activitatea antiplachetara [2-4]. Chiar dacd, calea de transformare a compusilor organosulfurici
din Allium cepa a fost partial elucidatd, mecanismul prin care acesti compusi inhiba agregarea
plachetara este actualmente necunoscut [5].

Transformarea compusilor organosulfurici din Allium cepa are loc pornind de la SO4*
pani la obtinerea compusilor tiosulfinati [4, 6]. In acest context, atentia anumitor studii [8] a fost
indreptata spre standardizarea conditiillor de extractie, inainte de testarea agregometricd a
activitatii antiplachetare. In timpul unui studiu pilot, cercetitorii au notat ci activitatea

antiplachetara creste daca extractul de Allium cepa este pastrat la temperatura camerei o perioada
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de timp [9]. Extractul proaspit preparat, care este pastrat mai putin de 2 minute la temperatura
camerei duce dimpotriva, la un rdspuns pro-agregant asupra plasmei sanguine umane. Aceastd
observatie sugereazi prezenta unor compusi pro-agreganti in extractul de Allium cepa, prealabil
formdrii tiosulfinatilor [9]. Extractul tisular proaspit contine mitocondrii intacte si rupte, ceea ce
denota prezenta ADP-ului (si ATP-ului), element important in activarea plachetelor [10].

Efectele in vitro ale extractului de Allium cepa au fost examinate urmarindu-se
metabolismul acidului arahidonic (AA) din plachetele sanguine. Se stie extractul de Allium cepa
este responsabil de activitatea de inhibitie a agregérii plachetare indusd de acidul arahidonic sau
de ADP. In anul 2004 s-a demonstrat pentru prima datd prezenta unui compus inhibitor al
sintezei tromboxanului, prezent in cantitate semnificativa intr-un produs alimentar foarte utilizat,
incercandu-se purificarea acestuia prin cromatografie pe strat subtire (TLC) [11].

S-a demonstrat ca acest extract induce modificéri importante in procesul de formare al
metabolitilor acidului arahidonic: sinteza tromboxanului B, (TxB2) a fost aproape complet
suprimatd, fard o scddere semnificativa a formarii hidroxiacizilor grasi totali [11].

Extractul pare sd reducid deasemenea si formarea TxA> si a produsilor rezultati pe calea
lipooxigenazei din acidul arahidonic exogen; cu toate c¢d nu inhibd §i incorporarea AA in
fosfolipidele plachetare, extractul exercitd in schimb un efect inhibitor asupra metabolifilor AA,
actionand la un pas dupd eliberarea acestuia. La concentratii ale extractului care determind
inhibarea formarii AA (inductor al agregérii plachetare), s-a observat doar o inhibare partiala a
agregdrii in prezenta ADP-ului si epinefrinei. Rezultatele sugereaza cd efectul antiagregant
plachetar al extractului de Allium cepa este mediat de efectele sale inhibitorii asupra
metabolizarii acidului arachidonic, cu inhibarea formarii de TxA; [3].

La ora actuald nu exista preocupdri de cercetare in tard in domeniul obtinerii extractelor
de Allium cepa cu continut de compusi tiosulfinati, folositi pentru efectul antiagregant plachetar.
Marea majoritate a cercetdrilor intreprinse pe plan national abordeaza studii legate de comparatia
intre diferite antiagregante de sintezd §i mai putin studii comparative cu produsele naturiste. O
altd utilitate este largirea seriei produselor naturiste cu proprietdti antiagregante care ar putea fi

comercializate prin standardizarea obtinerii extractului de Allium cepa si stabilizarea acestuia cu diversi

excipienti.
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Testele efectuate initial in cadrul cercetarii noastre [12-13] identifica prin studii ex vivo extractul
din soiul alb de A/lium cepa ca avind efectul antiagregant plachetar cel mai important, cu un continut
ridicat de compusi tiosulfinati.

Ulterior am obtinut extractul solid din soiul mentionat, stabilizat cu excipienti, liofilizat si
am procedat la caracterizarea acestuia prin studii chimico-analitice. in etapa urmitoare am
considerat absolut necesard testarea efectului formuldrilor obtinute asupra viabilitdtii celulare, prin
utilizarea testelor in vitro, pentru a identifica formularea cu efectul citotoxic minim.

Efectul antiagregant plachetar al formularii prezentate in actualul brevet a fost demonstrat printr-
un studiu clinic, prospectiv, prin care am urmdrit cuantificarea efectului antiagregant plachetar al
formularii pe baza de extract de Allium cepa; studiul a fost unul comparativ, care a vizat comparatia
efectului antiagregant plachetar cu agentul antiplachetar de sinteza corespunzitor (cu acelasi mecanism de
actiune).

Se dau in continuare ciateva exemple nelimitative de realizare a inventiei.

Exemplul 1. S-a utilizat soiul de Allium cepa - alb de Ungaria cultivat pe sol din regiunea
Maramures; s-a obtinut extractul lichid de Allium cepa prin procesul de triturare, centrifugare si
recuperare supernatant. S-a obtinut proba lichida finald prin incorporarea excipientilor: 92.25% extract de
Allium cepa, 3.14% dioxid de siliciu, 4.61% stearat de zinc. Aceasta este supusa ulterior procesului de de
inghetare (-20°C) si liofilizare, cu obtinerea probei finale, care va fi pastratd la exicator pand la
incapsulare.

Sterilizarea formulérii/pulberii se face din start prin procesul de liofilizare. Aceasta este
incapsulatd cu ajutorul unui dispozitiv de incapsulare manual, procedeu care are loc sub lampa
UV, pentru a asigura o incapsulare in conditii sterile. Se utilizeazi capsule vegetale 100%,
compuse din celulozd, dimensiunea "00". Capsulele se pastreazd in recipiente din material

plastic, inchise ermetic.

Figura 1. Capsulele obtinute.
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Exemplul 2. Din acelasi soi de Allium cepa, se obtine identic ca la exemplul 1, proba
lichida finala prin incorporarea excipientilor: 91.51% extract de Allium cepa, 2.65% dioxid de siliciu,
8.84% carboximetilceluloza. Aceasta este supusa ulterior procesului de de inghetare (-20°C) si liofilizare,
cu obtinerea probei finale, care va fi pastratd la exicator pand la incapsulare. Pentru procesul de

incapsulare, pastrare si depozitare se procedeaza identic cu cele de la exemplul 1.

Exemplul 3. Din acelasi soi de Allium cepa, se obtine identic ca la exemplul 1, proba
lichida finald prin incorporarea excipientilor: 85.11% extract de Allium cepa, 3.19% dioxid de siliciu,
8.51% stearat de zinc, 3.19% gelatina. Aceasta este supusa ulterior procesului de de inghetare (-20°C) si
liofilizare, cu obtinerea probei finale, care va fi pastrata la exicator pana la incapsulare.

Pentru procesul de incapsulare, pastrare si depozitare se procedeaza identic cu exemplul I.

Exemplul 4. Din acelasi soi de 4/lium cepa, se obtine identic ca la exemplul 1, proba
lichida finala prin incorporarea excipientilor: 92.26 % extract de Allium cepa, 3.14% dioxid de siliciu,
4.6% stearat de magneziu. Aceasta este supusd ulterior procesului de de inghetare (-20°C) si liofilizare,
cu obtinerea probei finale, care va fi pastrata la exicator pana la incapsulare.

Pentru procesul de incapsulare, pastrare si depozitare se procedeaza identic cu exemplul 1.

Exemplul 5. Din acelasi soi de 4l/lium cepa, se obtine identic ca la exemplul 1, proba
lichida finald prin incorporarea excipientilor: 87 % extract de Allium cepa, 7.31% dioxid de siliciu, 2.93%
stearat de magneziu, 2.75% gelatina. Aceasta este supusd ulterior procesului de de inghetare (-20°C) si
liofilizare, cu obtinerea probei finale, care va fi pastrata la exicator pana la incapsulare.

Pentru procesul de incapsulare, pastrare si depozitare se procedeaza identic cu exemplul 1.
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REVENDICARI

1. Formulare incapsulata pe bazi de extract de Allium cepa L., destinata in preventia primara a
patologiei cardiovasculare tromboembolice. Formularea prezentatd are efect antiagregant
plachetar demonstrat. Compozitia acestei formuldri include extract de Allium cepa L., soiul alb,

cu efectul antiagregant plachetar cel mai ridicat stabilizat cu excipienti.

2. Compozitia formuldrii cu efect antiagregant plachetar, conform actualului brevet, include
extract de Allium cepa L., soiul alb (85-93%) stabilizat cu excipienti: dioxid de siliciu, stearat de

zinc, stearat de magneziu, carboximetilceluloza (7-15%).
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