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12.2. DESCRIEREA BREVETULUI: PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI

EXTRACT TOTAL CONCENTRAT DE CATINA ROSIE (TAMARIX GALLICA) CU
ACTIVITATE ANTIMICROBIANA, ANTIVIRALA, IMUNOMODULATOARE SI
ANTIPROLIFERATIVA

Prezenta inventie se refera la obtinerea extractului total concentrat de Tamarix gallica
(catind rosie) (ETCTG) si demonstrarea efectului farmacologic antimicrobian, genotoxic,
antiviral si imunomodulator al acestuia.

Citina rosie (Tamarix gallica) este un arbust fructifer, originar din Asia Centrala,
riaspandit in toata Europa; in Romania, poate fi gésitin zone cu vegetatie diversd, montane,
salbatice, insorite, formand tufisuri si cranguri intinse.In general, speciile de Tamarix sunt
folosite in medicina traditionald ca astringente, aperitive, diaforetice si diuretice, pentru
tratarea leucodermei, afectiunilor splinei, bolilor oculare, cefaleei, febrei, oboselii,
pediculozei,artritei reumatoide, normalizarea efectelor stresului oxidativ in diabet (Rotaru si
colab., 2018).Plantele din genul Tamarix contin diverse componente chimice bioactive,
inclusiv polifenoli, flavonoide, taninuri si o serie de produsi volatile, cu activitate
antioxidantd si antimicrobiana fatd de tulpini bacteriene de Corynebacterium diphtheriae
si Proteus mirabilissi fungice de Aspergillus niger (Sultanova si colab., 2001; Al-Jaber,
Allehaib L, 2017).

De asemenea, un compus recent descoperit, tamaractam (1), precum si compusii cis-
N -feruloil-3-0-metildopamina (2) si trans-N-feruloil-3-O-metildopamina (3) au prezentat
capacitatea de a induce apoptoza sinoviocitelor asemanatoare fibloblastelor din artrita
reumatoida RA (RA-FLS)m prin cresterea nivelului de activare a caspazei-3/7 si cresterea
fractiei sub-G1(Yao si colab., 2017).

Extractele alcoolice de Tamarix sp. au demonstrat de asemenea potential antitumoral,
exercitdnd efecte citotoxicefatd de celulele tumorale A549, la diferite concentratii §i variante
de timp, in timp ce citotoxicitatea fata de fibroblastele normale a fost minimd (Mirzaaghaei si
colab., 2017).

Desi se cunoaste faptul ci efectele terapeutice ale extractelor totale sunt mult mai
intense §i benefice, datoritd actiunii sinergice a componentelor bioactive, pand in prezent,

extractele totale concentrate de Tamarix gallicanu fost investigate pentru a decripta
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mecanismele prin care actioneazd la nivel molecular si celular in cazul proprietitilor
antimicrobiene, antivirale, antitumorale si imunomodulatoare,

Problema pe care inventia actuald o rezolvi este rezistenta la medicamente, o tema comuni
in tratamentul bolilor infectioase si tumorale, datoriti mecanismelor comune de rezistents,
cum ar fi cele mediate de pompele de eflux. Bolile infectioase reprezintd o problema majora
de sinatate publicd la nivel mondial din cauza emergentei rapide a rezistentei la substantele
antimicrobiene si antivirale, amplificatid, in cazul infectiilor microbiene, de formarea
biofilmelor microbiene i de numadrul foarte limitat de noi agenti antimicrobieni [Anderson,
2006; Becker, 2006; Coastes, 2008; Boucher, 2009; O’Fallon, 2009; Devasahayam, 2010;
Rice, 2010; Coastes, 2011; European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
2005 - 2014]. Dimensiunea globald a fenomenului AR a generat o agendd europeand de
cercetare cu o viziune comund cu privire la modul de combatere a rezistentei antimicrobiene
(AR), unul dintre obiectivele Joint Programme Initiative on Antimicrobial Resistance
(JPIAMR) adoptate in decembrie 2013, fiind sustinerea intiativelor de dezvoltare de noi
strategii antiinfectioase (http://www _jpiamr.eu/activities/strategic-research-agenda/).
Numerosi compusi naturali de origine vegetal3 studiati cu precidere in ultimele doua decenii
au demonstrat un potential efect antimicrobian si antiviral [Solowey si colab., 2014].

Solutia pe care o propune prezenta inventie este demonstrarea experimentald in vitro si in
vivo a efectelor antimicrobiene, antivirale, genotoxice si imunomodulatoare ale ETCTG, ca
strategie adjuvantd pentru tratamentul infectiilor microbiene si virale, rezistente la tratamente
conventionale.

Avantajele inventiei:

- ETCTG este un produs natural cu activitdti biologice multiple, care poate fi utilizat
pentru dezvoltarea unei strategii comune in tratamentul infectiilor virale si microbiene,
rezistente la tratamente conventionale, care ar reduce semnificativ timpul si costurile
de introducere pe piata a unor noi medicamente;

- ETCTG prezintd un risc scdzut de selectare a mecanismelor de rezistentd, datoritd
compozitiei complexe in compusi bioactivi, ce prezintd mecanisme si tinte de actiune
diferite;

- ETCTG are activitatea imunomodulatoare, care poate potenta activitatea

antimicrobiana si antivirala a acestuia;
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- ETCTG are activitate antiproliferativa, demonstrand potential antitumoral;
- ETCTG este un produs natural, cu un statut relativ sigur si larg acceptat de citre

consumatori.

Se prezinta in continuare 6 exemple ale inventiei in legétura cu:

Fig 1. Schema procesului tehnologic de obtinere a ETCTG

Fig. 2. Imgine la microscopul inversat a monostratului de celulele Hep2 tratate cu ETCTG
1% (sus) 0.1% (jos) (marire 100x si 200x).

Fig. 3. Reprezentarea de tip dotplot a ciclului celular al celulelor Hep-2 tratate cu ETCTG.
Fig. 4. Reprezentarea grafica a valorilor CMI si CMEB ale extractuluid e cétina rosie fatd de
tulpinile microbiene testate.

Fig. 5. Inhibitia multiplicarii virale induse de ETCTG.

Fig. 6. Nivelul expresiei citokinelor proinflamatorii, anti-inflamatorii sau de diferentiere indus
de administrarea ETCTG la animale de laborator (soareci CD1) sau pe celule HT 29.

Fig. 7. Reprezentarea graficd a incidentei micronucleilor (%o) in extractele naturale studiate

raportat la controlul negative.

Se prezintd in continuare obtinerea extractului concentrat de citind rosie (ETCTG) si
demonstrarea activitdtii antimicrobiene, antivirale, imunomodulatoare si genotoxicitatii

acestuia.

EXEMPLUL NR. 1 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI EXTRACT TOTAL
CONCENTRAT DE CATINA ROSIE

Pentru obtinerea a 100 g de extract concentrat de rostopasca se folosesc pértile aeriene
ale plantei Tamarix gallica,. Frunzele se usuca natural, pe uscétor in strat subtire, la intuneric
si la temperatura camerei pentru ca masa vegetala si 1si pastreze culoarea.

Dupé uscare, produsul vegetal obtinut este maruntit cu ajutorul unui tocétor prevézut
cu cutite, apoi se cerne prin sita nr. 8 (0,08 mm), astfel incét suprafata de contact a plantei cu

solventul s3 fie c4t mai mare.
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Extractia principiilor active se realizeazi prin macerarea produsului vegetal Tamarix
gallica intr-un amestec alcool-apa.

Concret, se cintaresc 20 g de material vegetal, procesat prin uscare si maruntire si se
introduc in vasul de extractie de 250 mL, peste care se adaugd 80 g amestec alcool-api
purificata (70/30 v/v). Extractia prin macerare are loc timp de 7 zile, la temperatura camerei,
cu agitare de 3-4 ori pe zi timp de 10 minute. La sfarsitul etapei de macerare, tinctura obfinuté
este separati de masa vegetald reziduala prin filtrare, folosind hartie de filtru cu porozitate
medie. Apoi, extractul alcoolic obtinut este supus unui proces de concentrare pentru
indepértarea alcoolului si obtinerea unui produs cu un continut ridicat in polifenoli, cu
ajutorul unui rotavapor la presiune redusa (200 mbar si 60°C). Eliminarea alcoolului etilic din
extractul vegetal este in raport de 1:2, rezultdnd un lichid brun, in cantitate de 40-45 mL, cu
miros caracteristic si continut ridicat de principii active exprimate in polifenoli conform
tabelului 1.

In figura 1 este reprezentatd schema procesului tehnologic de obtinere a extractului
concentrat de citind rosie.

EXEMPLUL 2. ANALIZA CANTITATIVA A CITOTOXICITATII EXTRACTULUI
TOTAL CONCENTRAT DE ROSTOPASCA

Pentru analiza cantitativd a toxicitdtii induse de ETCTG au fost utilizate linii celulare
aderente: Hep2 (dmerican Cell Type Collection [ATCC] CCL-23). Celulele aderente au fost
tripsinizate, numarate si insamantate in placi albe de 24 de godeuri (NUNC, SUA) la o
densitate de 1x10° de celule per godeu. Plicile au fost incubate in mediu Dulbecco modificat
(DMEM:F12) (Sigma, USA), suplimentat cu ser bovin fetal (SBF) 10% inactivat termic
(Sigma, USA), la 37 °C, in atmosfera umeda cu 5% CO, timp de 24 de ore. Linia celulari
THP1 a fost menginutd in mediu RPMI (Sigma, USA), suplimentat cu SBF 10% inactivat
termic (Sigma, USA), la 37 °C, in atmosferd umedi cu 5% COz Celulele au fost tratate cu
dilutii seriale binare de ETCTG (1l - 0,01%) si mentinute timp de 24 de ore la 37°C, in
atmosfera umeda cu 5% COa.

Pentru a detecta apoptoza timpurie se cuantificd externalizarea fosfatidil serinei in celulele

apoptotice utilizind Annexin V conjugati cu FITC, in timp ce apoptoza tirzie se cuantifica
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utilizdnd iodurd de propidium (PI). Astfel, la 24 de ore de tratament cu 0,01% si 0,05%
extract de cétina rosie, celulele se tripsinizeaza, se spald in tampon fosfat salin (TFS) si se
resuspenda in 200 pL tampon de legare pre-diluat, ajustindu-se la o densitate de 2-5 x 10°
celule/mL. Ulterior, suspensia celulara a fost marcata cu 5 pl. Annexin V: FITC, 10 minute la
intuneric la temperatura camerei, spalatd cu tampon de legare pre-diluat si coloratd cu 10 pL
solutie de iodura de propidiu din kit pentru evidentierea celulelor moarte.

La 24h de la tratament, celulele au fost vizualizate si fotografiate la microscop in contrast de
faza. Morfologia celulelor cu incluzii induse de tratamentul cu extract de catind in cultura
Hep-2 este reprezentata in Fig. 2.

Rezultatele prezentate in Fig. 2 ce indica efectul pro-apoptotic asupra celulelor Hep-2 sunt
confirmate prin experimentele de cuantificare a apoptozei celulelor Hep-2 tratate cu ETCTG

in concentratie de 0,1% (Fig. 3).

EXEMPLUL 3. DEMONSTRAREA EFICIENTEI ANTIMICROBIENE FATA DE
TULPINI STANDARD

Pentru evaluarea activitdtii antimicrobiene au fost utilizatetulpinile de referinta:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalisVan A 3091, Escherichia
coliATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida parapsilosis ATCC

22019 reprezentative pentru speciile de importantd epidemiologica. Evaluarea cantitativd a

activitdtii antimicrobiene in vederea determindrii concentratiei minime inhibitorii (CMI) s-a

realizat prin metoda microdilutiilor seriale binare (10 dilutii binare ale extractului testat) intr-
un volum de 90 ul de mediu Mueller Hinton lichid, folosindu-se placi cu 96 de godeuri.
Ulterior, godeurile au fost insdmantate cu cate 10 pl suspensie microbiand, cu densitate
105UFC/mL (unitati formatoare de colonii), realizatdi in ser fiziologic steril din culturi
proaspete de 24 ore. La fiecare testare sunt prevazute godeuri martor de sterilitate (control
negativ) si un martor de culturd microbiand (control pozitiv). Dupd incubarea placilor la
temperatura de 37°C timp de 24 ore, sunt analizate rezultatele obtinute prin examinare
macroscopici. In godeul martor de crestere, mediul trebuie sa fie tulbure ca urmare a cresterii
microbiene. Godeul martor de sterilitate nu a prezintat crestere microbiana vizibild, continutul

lichid rdménand clar, transparent. Concentratia de extract testat, corespunzitoare ultimului

ucuresti
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godeu n care nu se mai observa dezvoltarea culturii microbiene, a reprezentat valorea CMI
pentru proba respectiva de analizat, confirmati §i prin masurarea absorbantei la 620 nm. In
urma realizirii experimentului pentru stabilirea CMI, plicile cu 96 de godeuri au fost golite si
spalate de doua ori cu ser fiziologic steril, biofilmul format pe peretii godeurilor de plastic
este fixat timp de 5 minute cu metanol 70%, colorat cu solutie alcalind de cristal violet 1%
timp de 15 minute (solutia de colorare este indepartata prin spilare sub jet de apa de la robinet
si apoi, resuspendati in acid acetic 33% (prin barbotare), intensitatea suspensiei colorate fiind
evaluatd macroscopic, pentru a aprecia intensitatea coloratiei comparativ cu controlul pozitiv
si apoi s-a realizat absorbanta la 492nm. Concentratia de extract testat corespunzitoare
ultimului godeu in care nu s-a mai observat dezvoltarea biofilmului a reprezentatvaloarea

concentratiei minime de eradicare a biofilmului (CMEB) pentru proba respectiva de analizat.

ETCTG a prezentat o foarte bund activitate antimicrobiand fatd de celulele in suspensie ale
tuturor speciilor testate (cu concentratii ale ETCTG de 3,12-12,5%), remarcandu-se excelenta
activitate fatd de tulpinile de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis si Candida
parapsilosis, valorile CMI corespunzéand unor concentratii mici de ETCTG, respectiv de 3,12%.
De asemenea, ETCTG inhiba eficient capacitatea deaderare a celulelor microbiene, respectiv
formarea biofilmului, la concentratii foarte mici, cuprinse intre 1,56 si 6,25%.

Activitatea antibiofilm se manifesti in special fatd de tulpina de Enterococcus faecalis, valoarea
CMEB fiind doar de0,19%, de 16 ori mai mica decat valoarea CMI corespunzétoare, urmati de
Staphylococcus aureus si Pseudomonas aeruginosa pentru care valoarea CMEB a fost de
1,56% respectiv 6,25%, adicd de 2 ori mai mici si respectiv egald cu valorile CMI
corespunzitoare (Fig. 4).

Aceste rezultate sunt foarte promititoare, cunoscut fiind faptul ca celulele incluse in biofilm
sunt mult mai rezistente decat cele planctonice la actiunea agentilor antimicrobieni, valorile

CMEB fiind de pani la citeva sute de ori mai mari decét valorile CMI.

EXEMPLUL 4: DEMONSTRAREA EFECTULUI PROFILACTIC, ANTIVIRAL $I
VIRULICID

Pentru demonstrarea efectului profilactic fatd de infectia virald in placi de 96 godeuri se

insém}ant@%i’g@\.
ET¢TGla o -concé

elule Hep2 per godeu. Dupa aderarea celulelor, acestea sunt tratate cu

g

care s-a dovedit a nu fi toxicd, de 0.1% in mediu de culturid

I
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DMEM:F12, imbogatit cu 10% ser fetal bovin. Experimentele se realizeazd cel putin in 3
replicate. La 24 h post tratament se indeparteazd mediul de culturd in care s-a inoculat
ETCTGde 0,1% si apoi, monostratul de celule este inoculat cu virus. Practic, pentru fiecare
virus se realizeazi dilutii zecimale incepand cu 107 si pana la 10, Cate 3 godeuri raman ca
martor de celule tratate cu ETCTG de 0,1%, neinoculate cu virus. Dilutiile seriale s-au realizat
in DMEM/F12 suplimentat cu 2% ser fetal bovin (SBF). De asemenea, in paralel este titrat
fiecare virus prin dilutii seriale zecimale intre 102 - 10®, iar ultimele 3 godeuri riméan ca
martor de celule fara tratament cu ETCTG de 0,1% sau cu virus. La o ord de la inocularea
virusului, acesta este indepartat si se inlocuieste cu mediu DMEM/F12 suplimentat cu 2%
FBS. Aparitia efectului citopatic este urmariti zilnic, timp de o sdptimana.

Pentru demonstrarea efectului antiviral in placi de 96 godeuri se insdmanteazad 7500 celule

Hep2 VSHE per godeu. Dupé aderarea celulelor, la 24 ore, acestea sunt inoculate in triplicate
cu virus in dilutii zecimale incepand cu 1072 si pana la 10 in DMEM/F12+2% FBS. Dupi 1h
se indepdrteazd inoculul viral si cate 3 replicate din fiecare dilutie de virus este tratatd cu
aceeasi concentratie de ETCTG de 0,1% (tratament la 1 ord post-infectie). Aparitia efectului
citopatic este urmdrita zilnic, timp de o s3ptimana.

Pentru _demonstrarea efectului virulicid se folosesc plicute de 96 de godeuri la care

monostratul de celule s-a obtinut prin insdmantarea a 75000 celule Hep2/godeu. Mixul de
incubare contine 90uL. ETCTG si 10uL virus din stoc. Mixul se incubeaza timp de 30 minute
minute la temperatura camerei. Practic, in aceastd etapd virusul este diluat de 10 ori,
obtindndu-se dilutia 10!, iar substanta este 90% din stoc. In continuare, se realizeaza dilugii
seriale zecimale in DMEM/F12 suplimentat 2% ser fetal bovin (FBS). Cu aceste dilutii este
inoculat monostratul celular, la 37°C, timp de o ora. Ulterior, inoculul este indepartat si se
adaugd mediu de intretinere (DMEM/F12 suplimentat cu 2% ser). Aparitia efectului citopatic
este urmdritd zilnic, timp de o sdptiméana.
Cuantificarea efectului citopatic indus de actiunea virusului se stabileste dupéd formula:

IgTCIDS50= logaritm neg. a celei mai mari concentratii de virus utilizat —

[(suma % a fiecirei dilutii de virus/100) — 0.5]

Cuantificarea inhibitiei virale indusa de actiunea ETCTG se stabileste dupé formula:

I = (IgTCIDS50 celule tratate cu ETCTG si inoculate cu virus) — (IgTCID50 celule

inoculate cu virus)
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ETCTG are activitate virulicidd, actionand mai ales asupra virusurilor herpetice HSV tip-1 si
tip-2 si de asemenea asupra adenovirusului (ADV-5), cu o reducere a multiplicdrii virale de
peste 4 log. Totusi, trebuie avut in vedere cd pentru a evita toxicitatea cumulativd, in acest
experiment au fost utilizate concentratii foarte mici pentru a evalua efectele profilactice si
antivirale, eficienta antivirald a ETCTG putind fi chiar mai ridicata la concentratii mai mari
(Fig. 5).

EXEMPLUL 5: EVALUAREA IN VITRO SI IN VIVO A ACTIVITATII
IMUNOMODULATORII

Pentru evaluarea in vitro, celulele HT-29 au fost insimantate la o concentratie de 1 x 10°
celule/godeu intr-o placd cu 24 de godeuri, iar monostratul celular a fost tratat cu ETCTG,
acid clorogenic, acid cafeic si quercetind la concentratii non-toxice. Dupa 24 de ore, ARN
total a fost extras folosind Trizol Reagent (Invitrogen, USA) conform protocolului
producitorului. ARN total (2 pg) a fost revers-transcris folosind kit-ul High Capacity cDNA
Reverse Transcription cu inhibitori pentru RN-aze (Applied Biosystems). O cantitate de 50 ng
cDNA a fost supus reactiei de real time PCR (QPCR) pentru expresia genelor IL6 si IL1b
folosind Tagman Gene Expression Assay conform indicatiilor producatorului (Applied
Biosystems). Real Time PCR s-a efectuat pe un sistem PCR de timp real ABI 7300 folosind
teste de expresie genetica pre-validatd Tagman® (Applied Biosystems). Ca si control endogen
s-a utilizat GAPDH uman. Fiecare experiment a fost efectuat de trei ori. Rezultatele au fost
analizate cu software-ul de studiu RQ (Applied Biosystems). Metoda AACT a fost utilizata
pentru a compara nivelurile relative de expresie. Se observd o crestere a expresiei genice a
proteinelor pro-inflamatorii in celulele HT29 dupa 24 ore de tratament (Fig. 6a).

Pentru evaluarea in vivo, ETCTG a fost administrat soarecilor albi CD1 prin gavaj, céte
200pnl/animal). Au fost realizate trei tratamente succesive la fiecare 48 ore. Ulterior, s-a
recoltat sange din inimd, iar nivelul citokinelor pro-/anti-inflamatorii a fost evaluat utilizind
Multi-Analyte ELISA Array (Qiagen) (Fig. 6b).

ETCTG induce expresia citokinei pro-inflamatorii IL1b in vivo. In vitro, ETCTG induce
expresia citokinelor proinflamatorii (IL1, IL6) si anti-inflamatorii sau de diferentiere (IL-2,

IL-4 5i I1-12), ceea ce demonstreazé efectul imunomodulator al ETCTG (Fig 6b).
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EXEMPLUL 6. EVALUAREA SI TESTAREA GENOTOXICITATII

Evaluarea s§i testarea genotoxicitifii s-a realizat prin testul de micronucleatie in
vitro(MNvit) (487 OEDC Guideline), recomandat ca un test de bazid pentru evaluarea si
caracterizarea capacitdtii genotoxice a agentilor chimici/farmaceutici. Acest test detecteaza
prezenta micronucleilor in citoplasma celulelor interfazice, indicandactivitatea clastogenica si
aneugenicd a a unor agenti chimici, in celule care au parcurs diviziunea celulara in timpul sau
dupd expunerea la substanta de testat, permtind evaluarea rapidi a frecventei leziunilor
cromozomale si a perturbarilor in desfasurarea ciclului celular produse de un agent chimic.

Pentru evaluarea genotoxicititii prin testul MNvit, singele periferic a fost recoltat de
la o persoand feminind, de varstd medie, sdnitoasd, care nu a fost expusd recent la agenti
genotoxici (substante chimice, radiatii ionizante, infectii bacteriene/virale). Sangele periferic a
fost recoltat pe anticoagulant (heparind) si transferat in mediu PB-MAX (GIBCO) suplimentat
cu fitohemaglutinind (agent mitogen), BSA, aminoacizi si antibiotic. Culturile au fost
incubate la 37°C, 5%COz. Fiecare probd, inclusiv controlul negativ, a fost realizatd in
duplicat. Dupd 48 de ore culturile de limfocite fost tratate extract de citind rosie:
concentratiile: 0,02% (concentratia A) si 0,1% (concentratia B).

Ulterior, culturile de limfocite sacrificate la 24 de ore dup# adaugarea extractelor timp
suficient pentru ca celulele sa treacd prin mai multe runde de diviziune celulari astfel incat, sa
se poati identifica potentialele leziuni ADN sub forma de micronuclei in celulele interfazice.
Sacrificarea s-a realizat prin hipotonizare in solutie de KCI 0,075M si fixarea celulelor in
solutie de methanol/acid acetic 3:1. Preparatele microscopice din suspensia celulard au fost
colorate Giemsa (Merck). Lamele microscopice au fost tratate in prealabil cu Tripsina-EDTA
10X. Analiza preparatelor microsopice s-a realizat la microscopul Olympus BX40 si analizate
cu ajutorul programului QuickPhotoMicro 2.3. Culturile de limfocite s-au realizat fara
cytochalasin B, fiind astfel necesard masurarea indicelui RICC (Relative Increase in Cell
Count) astfel incét, si se demonstreze faptul ca celulele din culturd au parcurs diviziunea
celulara (s-a evitat raspunsul fals pozitiv). Astfel, daci citotoxicitatea depaseste 60%, aparitia
micronucleilor este un efect secundar al citotoxicititii, astfel incdt nu poate fi evaluatd
incidenta micronucleilor ca urmare a genotoxicicititii substantei.

Rezultate: conform indicelui RICC a fost calculatd citotoxicitatea pentru fiecare

concentratie. Citotoxicitatea ETCTG la concentratiile selectate s-a incadrat in limitele de
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admisibilitate pentru o analizd de acuratete a genotoxicititii, putdndu-se evalua incidenta
micronucleilor. In cazul ETCTG s-a constat sciderea incidentei micronucleilor sub limita
controlului negativ, concomitent cu sciderea proliferdrii celulare, probabil ca urmare a

inhibarii diviziunii celulare.

12.3. REVENDICARE
1. Procedeu de obtinere a extractului total de catind rosie (Tamarix gallicum) caracterizat
prin aceea cd tinctura de cétina rotie. este concentratd la rotavapor la presiune redusa
(200 mbar si 60°C) obtinandu-se 40 - 45 ml de extract concentrat cu un continut
ridicat in polifenoli.
2. Produs obtinut conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea cd prezintd activitate
antiinfectioasd, imunomodulatorie si antiproliferativd, conform experimentelor din

descriere.
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Tabel 1: Concentratia in polifenoli (exprimata %)

30/10/2018 é

Extract

Continut polifenoli
exprimati in acid

Continut flavone
exprimate in rutin,

Continut taninuri
exprimate in

cafeic, Yomin Yomin pirogalol %min
Tinctura cétina rogie 8,92 5,72 15,24
Extract concentrat c#tind 11,14 7,15 19,04
rosie
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admisibilitate pentru o analizd de acuratete a genotgxicititii, putdndu-se evalua incidenta -
micronucleilor. in cazul ETCTG s-a constat sciderea incidentei micronucleilor sub limita
controlului negativ, concomitent cu scddepéa proliferdrii celulare, probabil ca urmare a

inhibérii diviziunii celulare.

12.3. REVENDICARE
1. Procedeu de obtinere a extractului total de citini rosie (Tamarix gallicum) caracterizat
prin aceea ci tinctura de c#tina rotie. este concentratd la rotavapor la presiune redusi
(200 mbar si 60°C) obtindndu-se 40 - 45 ml de extract concentrat cu un continut
ridicat in polifenoli.
2. Produs obtinut conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea cd prezintd activitate

antiinfectioasd, imunomodulatorie §i antiproliferativd, conform experimentelor din

descriere.
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SCHEMA PROCESULUI TEHNOLOGIC DE OBTINERE A EXTRACTULUI
CONCENTRAT DE CATINA ROSIE

Cantérire materii prime

v
Extractie prin macerare

Filtrare

A 4

Concentrare rotavapor

v

Analiza extractului concentrat

Depozitare

Fig. 1. Schema procesului tehnologic de obtinere a extractului concentrat de catina rosie.
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Fig. 2. Imgine la microscopul inversat a monostratului de celulele Hep2 tratate cu ETCTG

1% (sus) 0.1% (jos) (mdrire 100x si 200x).
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Fig. 3. Reprezentarea de tip dotplot a ciclului celular al celulelor Hep-2 tratate cu ETCTG.
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Fig. 4. Reprezentarea grafica a valorilor CMI1 si CMEB ale ETCTG fata de tulpinile

microbiene testate.
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Fig. 5. Inhibitia multiplicérii virale induse de ETCTG.
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Fig. 6. Nivelul expresiei citokinelor proinflamatorii, anti-inflamatorii sau de diferentiere indus

de administrarea ETCTG pe celule HT 29 (a) si la animale de laborator (soareci CD1) (b).
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Fig. 7. Reprezentarea grafica a incidentei micronucleilor (%o) in prezenta concentratiilor de

ETCTG studiate, raportata la controlul negativ.
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