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Inventia se referd la un extract vegetal de Cymbalaria
muralis, cu utilizare ca adjuvant in terapia afectiunilor
inflamatorii, si la un procedeu de obtinere a acestuia.
Extractul conform inventiei are un continut de polifenoli
totali exprimati in acid galic de 2,54...4,38 g%, si un
continut de flavonozide totale exprimate in quercetol de
0,39...0,69 g%. Procedeul conform inventiei consta in
extractia produsului vegetal la rece sau la cald, cu un
solvent amestec de alcool etilic si apa, sau alcool etilic

absolut, Tn raport cantitativ volum produs vege-
tal:solvent de 1:5...1:10, urmata de concentrarea la
evaporator rotativ, latemperatura de 40...50°C, uscarea
solutiei extractive concentrate, rezultdnd cu un ran-
dament de 22,34% un extract liofilizat care se con-
ditioneaza.

Revendicari: 3
Figuri: 2

Cu incepere de la data publicérii cererii de brevet, cererea asigura, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventie a fost respinsd, retrasd sau considerata ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinata de revendicdrile continute in cererea publicata in conformitate

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

RO 133250 A0



OFRCIUL DE STAT PENTRU INVENTY $1 MARCI
Cerere de brevet de invantie

Nr. ‘L"(&)LSOOMQ"
Data depozit ....0.....09:.208.. ,

EXTRACTE CU ACTIUNE ANTIINFLAMATOARE DIN CYMBALARIA
MURALIS. PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se referd la o serie de extracte naturale obtinute din specia
Cymbalaria muralis G.Gaertn., B.Mey. & Scherb., caracterizate calitativ si cantitativ, la
procedeul de obtinere si la proprietatile antioxidante si antiinflamatoare cu utilizare
terapeutica.

Compusii polifenolici prezintd un interes deosebit datoritd numeroaselor actiuni
farmacologice, printre care, proprietétile antioxidante si antiinflamatoare (Yeh si colab.,
Journal of food and drug analysis, 2017, 25(1), 84-92; De Beer si colab., South African
Journal of Enology and Viticulture,2017, 23(2), 48-61; Oliviero si colab.,
Anti - inflammatory effects of polyphenols in arthritis. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 2018, 98(5), 1653-1659). Speciile vegetale constituie surse bogate,
complexe, de multe ori neexplorate de constituenti cu potential antioxidant si
antiinflamator.

Cymbalaria muralis G.Gaertn., B.Mey. & Scherb. (Plantaginaceae) este o planta
salbaticd raspanditd in regiunile temperate din Emisfera Nordicd. Planta reprezintd o
resursd ieftind si cu o disponibilitate buna si este putin utilizatd in medicina traditionala
pentru actiunea antiinflamatoare, analgezica si sedativd (Gastaldo, Compendio della
Flora Officinale Italiana. Piccin V., Padova, Italia, 1987, p. 358). Cercetéri anterioare cu
privire la compozitia chimicd calitativd a speciei au evidentiat prezenta iridoidelor
antirrhinozida, linariozida si muraliozida (Kapoor si colab. Phytochemistry, 1974, 13(6),
1018-1019; Bianco §i colab., Phytochemistry, 1997, 44(8), 1515-1517), precum s§i a
flavonoidelor 7-glucozidate si 7-glucuronidele apigenolului, luteolinului §i chrisoeriolului
(Romussi gi colab. Phytother. Res, 1996, 10, $84-S885). Iridoidele, precum si agliconul
flavonic luteolin, prezintd actiune antiinflamatoare demonstratd la animaiele de laborator
(Ghisalberti, Phytomedicine, 1998, 5(2), 147-163; Dinda si colab., Chem pharm
bulletin, 2007, 55(2), 159-222; Dinda si colab., Chem pharm bulletin, 2007, 55(5), 689-
728; Ziyan si colab., Planta medica, 2007, 73(03), 221-226. Seelinger si colab., Planta
medica, 2008, 74(14), 1667-1677; ). Astfel, Cymbalaria muralis reprezinti o solutie



a 2018 00312 07/05/2018

optimd pentru prepararea unor produse de uz topic cu actiune antioxidantd si
antiinflamatoare, extractele obtinute in prezenta cerere de brevet prin procedeele descrise
nefiind mentionate in literaturd

Inventia de fata se refera la obtinerea de extracte vegetale din specia Cymbalaria
muralis si la evaluarea proprietatilor antioxidante si antiinflamatoare in vederea utilizarii
in terapie.

Obiectul inventiei constd intr-un procedeu de obtinere a extractelor vegetale de
Cymbalaria muralis caracterizate calitativ si cantitativ, la verificarea reproductibilitatii
procesului §i evaluarea capacitatii antioxidante in vitro si de scaddere a inflamatiei la
modelul experimental pe sobolan.

Extractele conform inventiei sunt reprezentate de extracte vegetale liofiliozate, cu
un continut de polifenoli totali exprimati in acid galic de 2,54 - 4,38 g% si un continut de
flavonozide totale exprimate in quercetol de 0,39 - 0,69 g%. Procedeul conform inventiei
presupune extractia la rece sau la cald cu amestec de alcool etilic si apd in diverse
proporiii sau alcool etilic absolut, in raport cantitativ volum material vegetal:solvent de
1:5...1:10, urmatd de concentrarea la evaporator rotativ la 40 - 50°C si uscarea prin
liofilizare. Extractia la rece se realizeaza in flacoane de sticla cu ajutorul unui mixer la
temperatura camerei cu agitare intermitents timp de 6 h si urmata de un repaus de 2 zile.
Extractia la cald se realizeazd la un aparat Soxhlet timp de 48 h sau la reflux intr-o

instalatie de refluxare cu refrigerent ascendent timp de 60 min.

procesului de obtinere s-au efecuat amprentele extractelor liofilizate prin cromatografie in
strat subtire (CSS), spectrometrie infrarosu (IR) si UV/VIS. Verificarea reproductibilitatii

procesului de obtinere s-a realizat pe cate trei sarje din fiecare extract.

Avantajele aplicarii inventiei sunt:
- valorificarea speciei vegetale Cymbalaria muralis;
- obtinerea extractelor vegetale se face utilizdnd solventi netoxici pentru om si
nepoluanti;

- extractele vegetale sunt obtinute printr-un procedeu cu un randament bun de extractie

a principiilor active;

o/
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- extractele obtinute prezintd proprieta{i antioxidante si antiinflamatoare;

Descrierea pe scurt a desenelor:

-Figura 1 prezintd evolufia procentuald fad de initial a procesului inflamator pentru lotul
martor (1-dex), lotul diclofenac (2-dex), lotul care a primit extract apos de Cymbalaria
muralis (3-dex) si lotul care a primit extract hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (4-dex)
in modelul de inducere a inflamatiei cu dextran.

-Figura 2 prezintd evolutia procentuala fad de initial a procesului inflamator pentru lotul
martor (1-cao), lotul diclofenac (2-cao), lotul care a primit extract apos de Cymbalaria
muralis (3-cao) si lotul care a primit extract hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (4-cao)

in modelul de inducere a inflamatiei cu caolin.

In continuare inventia este ilustrata prin dous exemple nelimitative de realizare.
EXEMPLUL 1

Descrierea etapelor de obtinere a extractului apos de Cymbalaria muralis:

Etapa I. Prelucrarea materiei prime (produsul vegetal)

Materialul vegetal constituit din partea aeriana cu riddicini adventive a plantei recoltatd in
timpul infloririi si fructificirii se supune sortdrii, uscarii la umbra la temperatura camerei
si apoi unei noi sortdri. Materia rezultatd denumita in continuare produs vegetal, contine
mai putin de 0,5% impuritdti provenite din alte specii vegetale si mai putin de 1,5%
impuritati provenite din aceeasi plantd. Uscarea se continud la etuva péana la o umiditate
de maxim 10%. 50 g produs vegetal se cantdresc, se maruntesc §i se trec prin sita de 2
mm;

Etapa II. Extractia principiilor active

Produsul vegetal se aduce intr-un balon cu fund rotund si se umecteaza cu aproximativ 50
mL apa bidistilata. In balon se adaugd 500 mL apa bidistilata peste produsul vegetal
umectat si se monteaza la o instalatie prevazutd cu refrigerent ascendent. Se refluxeaza
timp de 60 min. Dup4 refluxare, solutia extractiva se filtreazi la presiune normala si apoi
la presiune redusi. Procedeul de refluxare se repetd de 2 ori.

Etapa IIl. Concentrarea solutiei extractive

]
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Concentrarea s-a efectuat la un evaporator rotativ Ingos RVO 004, sub vid, la temperatura
de 50°C, pana la obtinerea unei suspensii apoase cu un volum de aproximativ 1/10 ori mai
mic decét volumul initial.

Etapa 1V. Uscarea prin liofilizare a suspensiei apoase concentrate

Uscarea solutiei extractive concentrata a fost relizata prin liofilizarea acesteia la un aparat
ScanVac Coolsafe, la o temperatura de liofilizare de -55°C timp de 48 h.

Randamentul de obtinere a extractului liofilizat a fost de 22,34 % cu un continut de 0,46 -
0,59 g% flavonozide totale exprimate in quercetol si 3,88 - 4,38 g% polifenoli totali
exprimati in acid galic.

Etapa V. Conditionarea extractelor uscate

Extractul obtinut a fost conditionat in flacoane din sticla bruna cu dop din PVC, bine

inchisa, la intuneric §i conservat la temperatura camerei.

EXEMPLUL 2

Descrierea etapelor de obtinere a extractului hidroalcoolic de Cymbalaria muralis:

Etapa 1. Prelucrarea materiei prime (produsul vegetal)

Materialul vegetal constituit din partea aeriand cu radécini adventive a plantei recoltata in
timpul infloririi si fructificarii se supune sortarii, uscarii la umbra la temperatura camerei
si apoi unei noi sortari. Materia rezultatd denumita in continuare produs vegetal, contine
mai putin de 0,5% impuritéﬁ provenite din alte specii vegetale si mai putin de 1,5%
impuritd{i provenite din aceeasi plantd. Uscarea se continud la etuva pand la o umiditate
de maxim 10%. 50 g produs vegetal se cantiresc, se maruntesc si se trec prin sita de 2
mm,;

Etapa II. Extractia principiilor active

Produsul vegetal se aduce intr-un balon cu fund rotund §i se umecteaza cu aproximativ 50
mL alcool etilic 50% (v/v). In balon se adauga 500 mL alcool etilic 50% (v/v) peste
produsul vegetal umectat si se monteaza la o instalatie prevazutd cu refrigerent ascendent.
Se refluxeaza timp de 60 min. Dupa refluxare, solutia extractiva se filtreazd la presiune
normala si apoi la presiune redusa. Procedeul de refluxare se repeta de 2 ori.

Etapa III. Concentrarea solutiei extractive

Nz
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Concentrarea s-a efectuat la un evaporator rotativ Ingos RVO 004, sub vid, la temperatura
de 40°C, pana la obtinerea unei suspensii apoase cu un volum de aproximativ 1/10 ori mai
mic decét volumul initial.

Etapa IV. Uscarea prin liofilizare a suspensiei apoase concentrate

Uscarea solutiei extractive concentrata a fost relizata prin liofilizarea acesteia la un aparat
ScanVac Coolsafe, la o temperaturd de liofilizare de -55°C timp de 48 h.

Randamentul de obtinere a extractului liofilizat a fost de 26,06 % cu un continut de 0,39 -
0,51 g% flavonozide totale exprimate in quercetol si 3,06 - 3,66 g% polifenoli totali
exprimati in acid galic.

Etapa V. Conditionarea extractelor uscate

Extractul obtinut a fost conditionat in flacoane din sticld bruna cu dop din PVC, bine

inchisa, la intuneric §i conservat la temperatura camerei.

.....

.....

S-au folosit placute de silicagel depus pe aluminiu Merck F60 254; faza mobila utilizatd
pentru identificarea agliconilor flavonici a fost toluen:acetat de etil:acid formic (5:3:1).
Achizitia spectrelor si a densitogramelor s-a facut cu ajutorul unui aparat CAMAG TLC
Scanner 3.

0,200 g extract (exemplul 1, 2) din fiecare sarja se suspendd in 10 mL apa bidistilata si se
adaugs 10 mL HCI 2M. Amestecul se mentine la fierbere timp de 30 min, apoi se extrage
fractiunea de agliconi cu eter etilic §i se concentreazd la 1 mL. Substantele de referinta

aplicate: chrisind, miricetol, quercetol, kaempferol, luteolin, apigenol, umbeliferona, acid

cafeic, fisetind, 5-hidroxiflavona.

In cele trei sarje s-au identificat:

- luteolin (Rf= 0,55) si apigenol (Rf= 0,72); spectrele UV corespund;

- toate spoturile corespund intre sarje (aceleasi valori Rf si spectre UV/VIS);
Verificarea reproductibilitdtii procesului de obtinere prin spectrometrie in IR.

Spectrele IR s-au achizitionat in faza solida folosind un spectrofotometru JASCO FT/IR-
4200 prevéazut cu un accesoriu ATR PRO450-S cu opticd de diamant, lucrand in tehnica

de reflexie totala atenuati (4TR) in intervalul spectral de 400 + 4000 cm™!, la o rezolutie

3Y
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de 4 cm™'. Analiza IR a sarjelor extractelor indicd o compozitie chimica similara pentru 3

sarje de extract demonstratd prin grupdrile functionale comune, cu o regiune de amprent

caracteristici extractului.

Standardizarea in principii active

Analiza principiilor active antioxidante - flavonozide totale exprimate in g de quercetol s-
a efectuat prin metoda spectrofotometricd cantitativa cu AICl3 si polifenoli totali
exprimati in g de acid galic s-a efectuat prin metoda spectrofotometrica cantitativd Folin
Ciocalteu.

0,020 g extract (exemplul 1, 2) din fiecare sarja se dizolva in 10 mL etanol 96%. Solutiile
se centrifugheazd la 6000 rpm (Centurion C2) si se foloseste supernatantul. Volume
corespunzitoare de supernatant se folosesc pentru determinarea flavonozidelor totale la
430 nm conform procedeului descris in literatura de specialitate (Olaru OT si colab.,
Oncol Lett. 2015; 10(3):1323-1332).

0,020 g extract (exemplul 1, 2) din fiecare sarji se dizolvd in 10 mL etanol 96%. Solutiile
se centrifugheaza la 6000 rpm (Centurion C2) si se foloseste supernatantul. Volume
corespunzitoare de supernatant se folosesc pentru determinarea polifenolilor totali la 750
nm conform procedeului descris in literatura de specialitate (Olaru OT si colab., Oncol
Lett. 2015; 10(3):1323-1332).

Extractul standardizat apos (exemplul 1) prezintd un confinut de 0,46 - 0,59 g%
flavonozide totale exprimate in quercetol si 3,88 - 4,38 g% polifenoli totali exprimati in
acid galic si extractul standardizat hidroalcoolic (exemplul 2) prezinta un continut de 0,39

- 0,51 g% flavonozide totale exprimate in quercetol si 3,06 - 3,66 g% polifenoli totali

exprimati in acid galic.

Evaluarea proprietdtilor antioxidante

S-a folosit metoda cu difenil-1-pirenilfosfina (DPPP) utilizind un model de
lipozomi unilamelari DMPC+Chol (Margina si colab.,, Gen. Physiol. Biophys,
2012 31(1), 47-55). Lipozomii DMPC+Chol au fost preparafi prin metoda sonicarii,
filmul lipidic fiind constituit din fosfatidilcolina (PC) si colesterol (Chol). Au fost
obtinute doud tipuri de lipozomi — lipozomi cu fosfatidilcolind si lipozomi cu

fosfatidilcolina si 33% colesterol.  Ulterior, lipozomii au fost incubati timp de 10

>
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minute cu extractele vegetale in concentratii corespunzitoare a 5 pM, 10 pM si respectiv
20 puM acid galic. A urmat incubarea in raport de 1:1000 cu DPPP, sonda ce
interactioneaza cu lipidele, si care in prezenta hidroperoxizilor lipidici (in acest caz,
peroxid de cumen) se oxideaza cu formare de DPPP-oxid — substanta fluorescenta.

Evaluarea s-a facut prin inregistrarea in cineticA a spectrelor de emisie
fluorescentd intre 360 nm si 410 nm, A excitajie = 351 nm (spectrofluorimetru Perkin
Elmer LS50B) comparativ cu standardul pozitiv acid galic in concentratii de 5 pM, 10
uM si respectiv 20 uM.

Rezuitatele sunt inscrise in tabelul 1 si dovedesc proprietafile antioxidante ale

extractelor. Astfel, cel mai puternic efect antioxidant a fost inregistrat la extractul in

alcool etilic 50%.

Tabelul 1 Proprietdfile antioxidante ale extractelor asupra peroxiddrii lipozomale.

Conce Peroxidare lipozomald
Nr, Proba ntratie %
crt, (nM/ Peroxi
mL) 60 s 120 s 180 s 240 s 300 s dare
Lipozomi T
1, DMPC+
Chol - 44,04 81,58 | 117,96 | 148,77 | 175,38 | 298,22
, 5 uM 106,91 | 121,19 | 143,36 166 | 186,21 | 74,17
2, :;‘i‘: 10 pM_ 77,25 | 104,02] 130,84 153,85 | 172,77 | 123,65
20 uM_ 55,93 99,51 133,3| 158,73 | 181,49 | 224,49
4 uM 12479 | 13462 | 151,06 | 166,94 | 181,34] 4531
3, premplil Mo [ 9892 1229 14745] 171,18 ] 190,34 | 92,41
20 uM_ 84,97 | 12753 167,29 | 199,28 | 226,74 | 166,84
4 M 104,53 | 116,82 | 128,86 | 137,59 | 14414 | 37,89
4, JemPl Moum | 107,85 | 11904 | 131,59 | 142,02 | 149,38 | 3850
20uM | 142,94 16588 | 189,19 2089 | 22563 | 57,84

Evaluarea proprietdyilor antiinflamatoare

Pentru evaluarea proprietétilor antiinflamatoare a extractelor uscate obtinute din
partea aeriand de Cymbalaria muralis, s-a utilizat metoda pletismoterica de evaluare a
edemului labei de sobolan, indus cu 2 agenti inflamatori (dextran si caolin) (Olar R et. al,
JTAC 2017, 127(1):685-696). Acestia produc inflamatie dupa administrare intraplantara
prin mecanisme distincte. Dextranului produce un edem de tip osmotic, format prin

cresterea permeabilitdtii vasculare locale sub actiunea histaminei §i a serotoninei (Bezerra

J
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si colab., J Ethnopharmacol. 2017, 202:234-240), iar caolinului creste kininele §i in
special bradikinina (Kumakura si colab., J Pharmacol Exp Ther, 1987, 243(3): 1067-
1073).
Materiale §i metodd
Solutii i reactivi:
- solutie dextran 0,6% (Dextran 6000, Sigma Aldrich, Germania);
- suspensie caolin 10% (Caolin, Health Chemicals Co., Ltd. (China));
- solutie uretan 13% (Uretan, Sigma Aldrich, Germania);
- extract apos uscat de Cymbalaria muralis (exemplul 1);
- extract hidroalcoolic uscat de Cymbalaria muralis (exemplul 2);
- solutie apoasi diclofenac 1% (Diclofenac Sodic, Sigma Aldrich, Germania)
Aparatura:
- Pletismometru : Ugo Basile Plethysmometer Cat. No. 7140
Specificatii ale aparatului: cuve cu apa: 3,5 cm pentru sobolani. Rezolutia aparatului: 0,01
mL.

Animale: Pentru experiment au fost folositi 56 de sobolani masculi, susa Wistar,
cu greutatea 324+20g. Animalele aduse din crescétorie au fost ldsate timp de 3 zile sa se
obishuiascd cu noul habitat. Hrana (griunte pentru soareci si sobolani, Institutui
Cantacuzino, Bucuresti) a fost administratd ad libitum. Apa a fost administrata ad libitum,
din biberoane. Animalele au fost tinute la post alimentar 4 ore inainte de administrarea
tratamentelor. Animalele au fost finute in conditii de umiditate si temperaturd
monitorizate cu un termohigrometru. Valorile inregistrate au fost cuprinse intre 35-45%

pentru umiditate §i 20°C-22°C pentru temperaturd. Experimentul s-a desfasurat in

conformitate cu normele bioetice in vigoare.

Protocolul de lucru:

Animalele au fost impartite in 8 loturi a cite 7 animale, care au primit urmétoarele
tratamente:
Lotul 1-dex: apd distilat4, prin gavaj, 1 mL/100g corp, p.o.
Lotul 2-dex: diclofenac, 100 mg/kg, solutie 1%, p.o.

Lotul 3-dex: extract uscat apos de Cymbalaria muralis (exemplul 1), 100 mg/kg corp,

suspensie 1%, p.o.

5
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Lotul 4-dex: extract uscat hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (exemplul 2), 100 mg/kg
corp, suspensie 1%, p.o.
Lotul 1-cao: apd distilat3, prin gavaj, 1 mL/100 g corp, p.o.
Lotul 2-cao: diclofenac, 100 mg/kg, solutie 1%, p.o.
Lotul 3-cao: extract uscat apos de Cymbalaria muralis (exemplul 1), 100 mg/kg corp,
suspensie 1%, p.o.
Lotul 4-cao: extract uscat hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (exemplul 2), 100 mg/kg
corp, suspensie 1%, p.o.
Dupa administrarea substantelor animalele au fost anesteziate cu uretan 1,3 g/kg corp,
administrat i.p.
Dupa instalarea anesteziei generale, s-a determinat volumul initial al labei sobolanilor, cu
ajutorul pletismometrului.
Inflamatia a fost indusd, prin administrarea intraplantard de 0,2 mL agent inflamator,
dupd cum urmeaza:
- dextran pentru loturile 1-4 dex (0,2 mL dextran sol. 0,6%)
- caolin pentru loturile 1-4 cao (0,2 mL caolin susp. 10%)
Dupd administrarea agentului inflamator s-a urmarit evolutia edemului la 1, 2, 3, 4, si 5
ore

Calculul statistic: Rezultale sunt exprimate ca Medie + Deviatie Standard
(M=DS). Calculul statistic s-a realizat utilizdnd programele Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corp., SUA) si GraphPad Prism v. 5.0. (GraphPad Software, SUA). Stabilirea
normalitdtii s-a facut utilizand testul Kolmogorov-Smirnov:
- Daca distributia rezultatelor a fost normala s-a trecut la pasul urmator;
- Dacd distributia rezutatelor nu a fost normal s-a aplicat testul de excludere al valorilor
extreme prevazut de Farmacopeea Romand Ed. X (FRX). Dupi realizarea excluderilor
matematice s-a repetat verificarea distributiei normale cu ajutorul, testului Kolmogorov-
Smirnov.

Pentru interpretarea statistici a setului de date rezultat in urma verificarii
normalitatii, s-au aplicat teste parametrice: t-student, pentru comparatiile fatd de initial si
ANOVA pentru comparatiile fatid de lotul martor si cel de referintd. Rezultaele testelor

statistice de discriminare aplicate prezinta un interval de incredere de 90%.
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Evolutia inflamatiei s-a calculat procentual (%) conform literaturii.

Rezultate

in tabele 1 si 2 sunt prezentate rezulatatele determindrilor pletismometrice si interpretarea

statisticd a rezultatelor de valorile initiale, inainte de administrarea agentului inflamator,

pentru dextran i respectiv caolin.

Tabelul 2. Rezultatele determindrilor pletismometrice §i interpretarea

rezultatelor de valorile initiale, inainte de administrarea dextranului

1,27+0,06

1,79+0,14

1,77+0,15

1,81+0,15

1,87+0,14

07/05/2018

statisticd a

1,76+0,15

Testt, p

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

Testt, p

1,28+0,07

1,78+0,13

1,79+0,17

1,80£0,16

1,80+0,13

1,86+0,17

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

1,25+0,06

1,64+0,15

1,64+0,15

1,67+0,15

1,71+£0,19

1,72+0,17

Testt, p

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

p<0,05

Tabelul 3. Rezultatele determindrilor pletismometrice si interpretarea statisticd a

rezultatelor de valorile inifiale, inainte de administrarea caolinului

Testt, p

1,63£0,08 | 1,65£0,15 | 1,67£0.11 | 1,72£0,09 | 1,670.18
p<0,05 | p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05
1,2320,08 | 1,55£0,07 | 1,540,10 | 1,5320,17 | 1,55%0,16 | 1,6720.18
p<0.05 | p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05
1,26£0,10 | 1,47£0,11 | 1,4620,10 | 1,4920,12 | 1592011 | 1,6020.14
p<0,05 | p<0,05 |p<0,05 |p<0,05 |p<0,05
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Evolutia comparativd a procesului inflamator este redatd in figura 1, pentru dextran,
respectiv si 2 pentru caolin.

Rezultatele experimentale au evidentiat:

o administrarea agentilor inflamatori a produs cresterea in volum a labei de sobolan
pentru toate loturile luate in lucru, la 5 ore dupa administrarea acestora, volumul
labelor de sobolan nerevenind la valorile initiale.

¢ toate rezultatele obtinute au avut o distributie Gaussiana normala conform testului
D'Agostino & Pearson, dupa excluderile ficute conform FRX.

e pentru toate loturile luate in lucru, cresterile procentuale ale volumului labei de
sobolan au fost semnificative statistic, atunci cand au fost comparate cu volumul
initial (test t, p<0.05).

o substanta de referint, diclofenac, a redus edemul labei indus att de dextran cét si
de caolin, comparativ cu lotul martor (ANOVA, p <0,05).

e in modelul de inflamatie indus de dextran, extractul apos prezintd efect
antiinflamator atunci cdnd este comparat cu lotul martor si lotul de referintd
(ANOVA, p <0,05).

¢ in modelul de inflamatie indus de caolin, ambele extracte prezintd efect
antiinflamator comparativ cu lotul martor (ANOVA, p < 0,05), efectul fiind mai

mare decét lotul de referintd doar pentru extractul apos (ANOVA, p < 0,05).

In concluzie, ambele extracte, apos si hidroetanolic de Cymbalaria muralis (100
mg/kge) prezintd proprietdti antiinflamatoare, dupd administrarea orald, la sobolan.
Pentru extractul apos efectul este mai mare decit cel observat pentru substanta de

referintd, diclofenac (100 mg/kgce).

11
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REVENDICARI
1. Extracte vegetale obtinute din Cymbalaria muralis si standardizate in flavonoide totale
si polifenoli totali caracterizate prin aceea cd acestea contin luteolin si apigenol si cuprind
2,54 - 4,38 g% polifenoli totali exprimati in acid galic si 0,39 - 0,69 g% flavonozide
totale exprimate in quercetol.
2. Procedeul de obtinere pentru extractele din Cymbalaria muralis care cuprinde
urmatoarele etape:
- obtinerea si caracterizarea materiei prime (produsul vegetal);
- extractia principiilor active: extractia la rece cu agitare intermitentd timp de 6 h
urmatd de un repaus de 2 zile la temperatura camerei i extractia la cald prin
metoda Soxhlet timp de 48 h sau la reflux timp de 60 min cu amestec de alcool
etilic si apd in diverse proportii sau alcool etilic absolut la un raport material
vegetal:solvent 1:5...1:10;
- concentrarea solutiilor extractive la evaporator rotativ, la temperaturd scdzuta
(40-50°C);
- uscarea extractelor prin liofilizare.
3. Extractele vegetale obtinute conform revendicarilor 1 si 2 pentru utilizare ca adjuvant

in terapia afectiunilor inflamatorii.

12
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Figura 1. Evolutia procentuald fatd de initial a procesului inflamator pentru lotul martor
(1-dex), lotul diclofenac (2-dex), lotul care a primit extract apos de Cymbalaria muralis

(3-dex) si lotul care a primit extract hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (4-dex) in

modelul de inducere a inflamatiei cu dextran.
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Figura 2. Evolutia procentuald fatd de initial a procesului inflamator pentru lotul martor
(1-cao), lotul diclofenac (2-cao), lotul care a primit extract apos de Cymbalaria muralis

(3-cao) i lotul care a primit extract hidroalcoolic de Cymbalaria muralis (4-cao) in

1-cao
2-cao
3-cao
4-cao

modelul de inducere a inflamatiei cu caolin.
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