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[OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTIl §1 MARCH
Cerere de brevet de inventie

ao A

Descrierea inventiei Data depozit J.1.:c 0.

Titlul inventiei:
Extract de origine vegetald pentru tratamentul diabetului zaharat de tip II si metodd de
obtinere a acestuia. ‘

Domeniul tehnic la care se refera inventia:
Prezenta inventie se referd la un extract vegetal util in tratamentul diabetului zaharat de tip 11
si la metoda de obtinere a acestuia.

Stadiul tehnicii:

Diabetul zaharat reprezintd un grup de afectiuni care au in comun cresterea glicemiei
peste nivelurile normale(1). In principal, diabetul este clasificat in 2 mari tipuri:

a) diabetul de tip 1 (autoimun sau idiopatic) si

b) diabetul de tip 2 (cauzat de rezistenta la insulina, defecte ale secretiei de insulind sau
ambele) (1,2). La acestea se adauga alte doud grupuri, atipice:

a) alte forme de diabet, determinate de alte cauze (de ex. deficienfe genetice ale
functiondrii celulelor beta, deficiente genetice in actiunea insulinei, afectiuni ale
pancreasului exocrin, cum ar fi fibroza chistica, diabetul indus medicamentos ori
chimic — de exemplu in urma tratamentului anti-HIV/SIDA sau post-transplant) si

b) diabetul zaharat gestational (diabet diagnosticat in cursul sarcinii, care nu este in mod
clar diabet) (2,3).

Diferenta biologica intre primele doud tipuri, 1 si 2, constd in faptul ca primul este
consecinta unui defect genetic inevitabil, care modificd metabolismul organismului, pe cand
al doilea este cauzat de un defect metabolic, provocat de mediu sau in mod incongtient, chiar
de pacient, defect care declangeazid un defect genetic latent. Diferenfa psihologicd intre cele
doua tipuri consti in faptul ca la diabetul de tip 1, pacientul este constient de timpuriu ci are
o boald grava, in vreme ce in cazul celui de tip 2, pacientul constientizeaza adesea gravitatea
bolii abia cu ocazia primei crize (4). In cazul unora dintre pacienti, incadrarea intr-unul din
cele doua tipuri, 1 sau 2, este dificila si poate necesita perioade indelungate de timp pana la
clarificarea adevaratului diagnostic (3).

in ultimele decenii s-a inregistrat o crestere aproape explozivi a cazurilor de diabet de tip
2. In numai céteva decenii, numarul cazurilor de diabet la nivel mondial a crescut de la 30 de
milioane la 250 de milioane (cét erau incéd estimate intr-o carte publicata in anul 2008 (5)) si
apoi la peste 400 de milioane (in prezent; interval de incertitudine 340-536 milioane). in
cursul ultimilor 25 de ani, prevalenta diabetului s-a dublat in Statele Unite si a crescut de 3-5
ori in unele {ari asiatice (6).

S-a presupus ca aceasta crestere exploziva a prevalentei diabetului zaharat de tip 2 (DZ2)
in ultimele decenii este legatd de modificarile din alimentatie §i activitatea fizica, insd un rol
important le este recunoscut si influentelor ereditare, numeroase studii fiind efectuate in
vederea identificérii factorilor genetici care influenteazd susceptibilitatea organismului la
diabet si obezitate (7). Studiile observationale de tip cohortd au indicat ca respectarea
tiparelor alimentare ,,sénétoase tinde sd se asocieze cu un risc mai redus al DZ2, in timp ce
aderarea constanti la tipare alimentare ,,nesdnatoase se asociaza cun un risc crescut de DZ2
(8,9).

Cele mai importante riscuri asociate diabetului zaharat de tip II sunt riscul de deces
prematur si riscul complicatiilor microvasculare si macrovasculare (10,11). Complicatiile
micro- i macrovasculare ale DZ2 (printre care boala coronariand, boala cerebrovasculari,
insuficienta cardiacd, boala vasculara periferica, boala renala cronica, retinopatia diabetica,
neuropatia vegetativa cardiovasculard) au un impact masiv asupra calititii vietii pacientilor
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respectivi, conducand la dizabilitati si decese premature (11). inca de la sfarsitul anilor 1970,
studiul Framingham a indicat c& riscul relativ de boald cardiovasculard pentru pacientii
diabetici este dublu sau chiar mai mare in comparatie cu pacientii fara diabet (12). Riscul de
deces asociat diabetului, complicatiile acestuia, precum i evolufia progresiva a retinopatiei
diabetice si deteriorarea acuitatii vizuale pot fi reduse prin controlul atent al tensiunii arteriale
la pacientii cu DZ2 (13), de aceea societitile profesionale oferd ghiduri dedicate privind
abordarea hipertensiunii la acest grup de pacienti (14,15).

Diabetul are un impact negativ considerabil asupra morbiditétii, mortalitatii si a
cheltuielilor de sinatate intr-o societate. Profilaxia, tratamentul si invaliditatea decurgind din
riscurile asociate DZ2 conduc la o povarad economica de dimensiuni considerabile la nivelul
societdtii (10,16). Diabetul influenteazd capacitatea de muncd a pacientilor afectati. S-a
observat ci rata de activitate in munca scade rapid la pacientii cu diabet in comparatie cu cei
fara diabet, acestia din urma avind o probabilitate semnificativ mai mare de dizabilitate,
pensionare sau deces. In Franta s-a estimat ca la pacientii cu varste intre 35 si 60 de ani,
fiecare participant pierde in mediu 1,1 ani din forfa de munca in comparatie cu un pacient
fara diabet (17).

Estimarile din tri occidentale (18-21) sau in curs de dezvoltare (22,23) dincolo de
variatiile de la tara la tard si in metodologia de estimare a costurilor sau a aspectelor
particulare analizate, converg in ideea cid diabetul este o boala foarte costisitoare la nivel
social.

Pentru abordarea terapeutica a hiperglicemiei din DZ2, trasatura centrald a afectiunii, care
traditional a facut principalul obiect al interventiilor terapeutice, Asociatia Americana pentru
Diabet (American Diabetes Association) si Asociatia Europeand pentru Studiul Diabetului
(European Association for the Study of Diabetes) au emis algoritmi de consens, exprimand o
pozitie comuni transatlantica inca din anul 2006, actualizati de-a lungul timpului, cel mai
recent in anii 2018 si 2019 (24,25). Prezentarea care urmeazi a tratamentului se bazeazi in
principal pe acest document de consens, care se bazeaza pe literatura publicata anterior; unde
este relevant, vom cita si alte articole stiintifice care au stat la baza recomandirilor din
documentul de consens.

Principalele doua tinte ale tratamentului pentru DZ2 constau in prevenirea sau intrzierea
complicatiilor si mentinerea calititii vietii pacientilor respectivi. Pentru aceasta documentul
de consens recomandd controlul glicemiei si abordarea terapeutici a factorilor de risc
cardiovascular, urmdrirea regulatd a pacientilor si o abordare centratd pe pacient care si-1
implice pe acesta in activititile de autoingrijire (25). Terapia antihiperglicemica in diabet are
ca tintd obtinerea unor valori ale HbA . considerate rezonabile (< 7,0% sau 53 mmol/mol) la
majoritatea pacientilor adulti cu o sperantd de viata de peste 10 ani, pentru a se putea obfine
beneficii microvasculare, dar aceste tinte trebuie individualizate in functie de particularitatile
pacientului (preferinte §i tinte ale acestuia, riscul de efecte adverse ale medicamentelor
utilizate, fragilitatea pacientului, comorbidititi) (25,26). Gestionarea stilului de viatd,
incluzand terapia nutritionald medicala, activitatea fizicd, pierderea in greutate, consilierea
pentru abandonarea fumatului si suportul psihologic sunt considerate aspecte de bazi ale
sigure §i, prin urmare, sunt recomandate ca o optiune de primi linie de la momentul
diagnosticului, precum §i alédturi de tratamentul medicamentos la acei pacienti care necesita i
medicatie pentru reducerea glicemiei sau care necesitd interventii de chirurgie metabolica
(25). Hiperglicemia pronuntati se asociazd cu simptomele tipice ale DZ2 (urinare frecventi,
sete, vedere incetosatd, fatigabilitate, infectii recidivante), iar ameliorarea acesteia nu doar
reduce simptomele, dar diminueazi si complicatiile pe termen lung ale bolii. Un bun control
al glicemiei asigurd reducerea substantiald si durabild a complicatiilor microvasculare, cea
mai mare reducere a riscului absolut provenind din imbunétatirea glicemiei, iar o reducere
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mai modesta din aducerea acesteia aproape de normal (25).

Existd o varietate considerabila de medicamente antidiabetice orale, dar metformin (din
grupa biguanidelor), care reduce productia de glucoza la nivel hepatic si creste sensibilitatea
la insulina (diminueaza rezistenta insulinicd), riméane inca tratamentul de prima linie (27), iar
studii mai recente au sugerat ci efectele benefice asupra mortalititii i morbiditatii ar putea fi
independente de efectul asupra glicemiei (28). Metformina nu are efecte adverse asupra
greutdtii corporale si nici asupra sistemului cardiovascular, existd o indelungatd experientd
clinica (de exemplu, efectele cardiovasculare au fost investigate in 35 de studii clinice
controlate, incluzind peste 7000 de pacienti) si nu induce hipoglicemie. Nu este insé lipsita
de efecte adverse, inclusiv un risc ceva mai mare de hipoglicemie, §i prezintd un numér
considerabil de contriandicatii (29-31).

Derivatii de sulfonil uree (gliburid-glibenclamid, glipizid, gliclazid, glimepirid), sunt
cele mai vechi medicamente care stimuleazd secretia de insulind, sunt eficace, dar tind si
creascd greutatea corporald, prezintd risc de hipoglicemie, precum si o ratd de insuficienta
cardiacd mai mare decét a altor medicamente (25,32). Riscul de hipoglicemie pare sa fie mai
mic in cazul metilglinidelor, cunoscute si ca glinide (repaglinida, nateglinidd), care sunt si ele
secretagoge pentru insulind, dar ele necesitid administrare mai frecventa. Si glinidele tind sa
creascd greutatea corporald (25,33).

Tiazolidindionele (pioglitazona, rosiglitazona) activeazi factorul de transcriere cunoscut
sub denumirea de receptorul y activat de proliferatorul peroxizomilor (peroxisome
proliferator—activated receptor y, PPAR- y) (34) si par sd aibd efecte hipoglicemice mai
durabile decit metformina si sulfonilureele (25). Rosiglitazona nu mai este disponibilad in
prezent in UE, autorizatia de punere pe piatd fiind suspendatd in anul 2010 ca urmare a
suspiciunilor de crestere a riscurilor cardiovasculare (inclusiv infarct miocardic si insuficienta
cardiaca congestiva) (35,36). Pioglitazona pare si nu prezinte risc de hipoglicemie, dar exista
ingrijordri privind potentiala crestere a riscului de cancer al vezicii urinare (25,37), precum si
alte efecte tipice clasei (crestere in greutate, retentie de fluide, risc crescut de fracturi osoase)
(25).

Agonistii receptorului GLP-1 (exenatidd, liraglutida, lixisenatidd) actioneazd similar
GLP-1 din organism (stimuldnd secretia de insulind, suprimind secretia de glucagon si
reducdnd apetitul), insd au un timp de Injumétitire mult mai mare decét peptida endogena
(care are o duratd de existentd foarte micd) (38). Principalul avantaj este cd reduc greutatea
corporald, modest la majoritatea pacientilor, dar semnificativ la o parte dintre ei; in schimb,
greata si voma, in special la Inceputul tratamentului, le limiteaza utilizarea, persistdnd inca si
o ingrijorare referitoare la un posibil risc de pancreatitd (25). Administrarea parenterala
ridica probleme suplimentare, dar pacientii par sa prefere agonistii GLP-1 inhibitorilor orali
de DPP4 (39-41).

Inhibitorii de dipeptidil-peptidazd 4 (DPP-4) (sitagliptind, vildagliptind, saxagliptina,
linagliptind, alogliptind) cresc indirect efectul GLP-1, dar au avantajul administrarii pe cale
orald. Riscul de hipoglicemie este redus (ca si la agonistii GLP-1), dar eficacitatea este mai
degrabda modesti si nu reduc greutatea corporald (dar nici nu o cresc) (25,42). Exista astdzi
dovezi de calitate ridicata care aratd ca cel putin unii (dar nu toti) dintre inhibitorii DPP cresc
riscul de spitalizare asociat insuficientei cardiace (43).

Inhibitorii transportorului sodiu-glucozd 2 (SGLT2) (empagliflozin, dapagliflozin,
canagliflozin, sotagliflozin) cresc excretia urinard a glucozei, reducind astfel glicemia si
imbunétafind parametrii glicemici (44,45). Pe langi beneficiile directe legate de controlul
glicemiei, multiple studii clinice au demonstrat beneficii cardiovasculare si renale, precum si
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alte efecte benefice, de exemplu in steatoza hepatica non-alcoolica (44,45).

Inhibitorii de a-glucozidazd (acarboza, viglitol, voglibozd) si sechestrantii acizilor
biliari (colesevelam) sunt putin utilizati atdt in Europa, cat si in SUA, iar agonistul amilinei,
pramlintidd, este utilizat la pacientii tratati intens cu insulind, de reguld cu diabet zaharat de
tip 1; in SUA bromocriptina este utilizata si ca agent antihiperglicemic, desi mecanismul de
actiune si beneficiile exacte ale acesteia sunt neclare (25).

Deoarece deficientele functionale ale celulelor beta pancreatice tind sd se agraveze in
timp, la multi pacienti devine necesar tratamentul cu insuline. Chiar si in stadiile avansate ale
bolii, majoritatea pacienfilor mentin insd o secretie reziduala de insulina, astfel incat nu sunt
necesare scheme de tratament complexe ca la pacientii cu DZ1(25). Majoritatea pacientilor
pot fi tratati cu o insulind ,,bazala", asigurand o concentratie relativ constantd a insulinei in
cursul zilei si al noptii, care va inhiba formarea hepatica a glucozei intre mese si in cursul
somnului. Se pot utiliza insuline cu acfiune intermediard (NPH=neutral protamine
Haggedorn) sau cu actiune de lungéd duratd (insulind glargind, insulind detemir). Cele din
urma au un risc ceva mai redus de hipoglicemie nocturna si de crestere in greutate, dar sunt
mai scumpe. La unii pacienfi, din cauza reducerii treptate, tot mai accentuate a secretiei
endogene de insulind, va fi necesara administrarea unei insuline de scurtd duratid (analogi
insulinici — insulina lispro, insulind aspart, insulina glulisind), imediat Tnainte de masa, pentru
controlul mai bun al hiperglicemiei postprandiale (25).

Aceasta scurtd trecere in revistd a tratamentului diabetului evidentiazd marea varietate de
antidiabetice disponibile in terapie, si in acelasi timp limitele de eficacitate ale acestora,
precum si efectele adverse care adesea le fac inacceptabile pe termen lung. Din acest motiv,
identificarea de noi medicamente, cu un profil de sigurantd mai bun si eficacitate cel putin
comparabila celor actuale, rimane o preocupare constantd a cercetérilor stiintifice. Multiple
solutii terapeutice au fost propuse spre brevetare, atdt bazate pe o varietate de substante
chimice de sinteza, cit si extracte vegetale. Deoarece prezenta inventie se referd la un extract
vegetal, in cele ce urmeaza ne vom referi la brevetele anterioare bazate pe extracte vegetale
destinate tratamentului diabetului. O investigare computerizatd EspaceNet cu cuvintele cheie
»diabetes” si ,extract“ a returnat peste 100.000 de rezultate. O inventariere completd a
acestora ar fi pur si simplu imposibilad. Mentiondm ca o mare diversitate de specii vegetale,
din unitafi taxonomice foarte diferite au fost propuse anterior, de la diverse specii de ferigi
(46,47), la gimnosperme (48), dicotiledonate (49,50) sau monocotiledonate (51,52).

Dintre brevetele anterioare direct relevante pentru prezenta inventie, le mentiondm pe cele
care se referd la compozitiile care confin indol-3-carbinol, izolat prin extractie si fractionare
din mai multe specii de crucifere sau de sintezd (53). Alt brevet descrie un extract bogat in
sulforafen, obtinut din semintele de Raphanus sativus si o compozitie pe baza acestuia,
pentru tratamentul diabetului, ca si al obezitatii si steatozei hepatice (54). In sfarsit, un altul
mentioneaza un decoct obtinut dintr-o serie lungé de specii vegetale (incluzand orez, ridichi,
dude, Prunella, Coptis, castane de apa, Angelica, Rehmannia si altele) (55). Daca primul s-a
limitat la indol-3-carbinol (53), un derivat natural care se géseste in speciile de crucifere,
ultimele doud se limiteaza la extracte din semintele speciei Raphanus sativus L.. Date din
literaturd mai mentioneaza utilizarea radacinilor (56, 57) sau a germenilor (eng. sprouts) de
Raphanus sativus L. pentru potentialul efect antidiabetic (58). Solutia pe care o propune
prezenta inventie nu se limiteaza la indol-3-carbinol, care este numai unul dintre constituentii
prezenti in speciile de Brassicaceae si nici la semintele sau riddicinile speciei Raphanus
sativus L., asa cum au facut-o brevetele mentionate mai sus. Ceea ce se propune in prezenta
inventie este utilizarea unui extract obtinut din frunzele speciei de Raphanus sativus L.
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Expunerea inventiei. Rezumat

Prezenta inventie se referd la un proces de preparare a unui extract vegetal din
frunzele speciei Raphanus sativus L., util in tratamentul diabetului zaharat de tip 2. Obtinerea
extractului implica urmatoarele etape:

a) Colectarea materialului vegetal;

b) Uscarea materialului vegetal in conditii controlate de temperatura si umiditate;

¢) Pulverizarea materialului vegetal uscat §i cernerea acestuia printr-o sitd cu
dimensiuni optime ale ochiurilor;

d) Extractia repetatd a materialului pulverizat cu un amestec etanol:apa in proportii
variind intre 30: 70 si 70:30 (de preferintd 50% v/v), la o temperatura de cca. 50
°C-70°C (de preferinta 70°C), timp de o jumitate de ord la fiecare etapa de
extractie;

e) Concentrarea solutiilor extractive obtinute la etapa d) la temperaturi mai mici de
70 °C prin metode cunoscute (de exemplu cu ajutorul unui evaporator rotativ);

f) Liofilizarea solutiei concentrate obtinute la etapa e) la temperaturi mai mici de -50
°C.

Extractul obtinut poate fi administrat sub formd de comprimate, capsule, pulberi,

supozitoare sau intr-o forma farmaceutica lichida.

Extractul obtinut este utilizat in tratamentul diabetului zaharat de tip 2.

Expunerea detaliatd a inventiei.

Descrierea detaliatd a prezentei inventii si exemplele furnizate aici sunt ilustrative,
deoarece variate modificari si ajustdri sunt posibile, acestea fiind usor evidente pentru o
persoand de specialitate in domeniu. Modurile de realizare prezentate in continuare sunt
ilustrative §i nu limiteazd descrierea invenfiei asa cum va fi prezentatd in continuare.
Extractul conform inventiei confine kaempferol, miricetol si acid clorogenic §i are un
continut de polifenoli totali de cel putin 35 mg/g echivalenti acid galic.

Obtinerea extractului conform inventiei presupune urméatoarele etape:

1. Materialul vegetal, reprezentat de frunzele speciei Raphanus sativus L., rdmas ca
deseu in urma comercializarii ridacinilor tuberizate, este purificat de corpurile
straine de planta producitoare si de impuritati.

2. Materialul vegetale se usucd in conditii adecvate de temperatura si umiditate, de
preferat la umbra (temperaturi mai mici de 35°, umiditate sub 65%).

3. Frunzele uscate sunt supuse pulverizirii prin méacinare si cernute printr-o sitd cu
dimensiunea ochiurilor de 250 pm.

4. Materialul vegetal se umecteazd cu un amestec etanol:apa (in proportii variind
intre 30: 70 si 70:30, de preferintd 50% v/v), utilizdnd un raport de 3:1 (v/m) intre
solventul utilizat la umectare si produsul vegetal pulverizat.

5. Materialului vegetal astfel umectat se extrage de trei ori cu un amestec etanol:apa
in proportii variind intre 30: 70 si 70:30 (de preferinta 50% v/v), la o temperatura
de cca. 50 °C-70°C (de preferintda 70°C), in raport produs vegetal: solvent de 1:10
(m/v), timp de o jumatate de ora la fiecare etapa de extractie, agitind din cand in
cind;

6. Solutiile extractive se filtreazd, se reunesc §i se concentreazd prin metode
cunoscute la temperaturi mai mici sau egale cu 70 °C, de exemplu cu ajutorul unui
evaporator rotativ.

7. Solutia concentrata se supune apoi liofilizarii la temperaturi mai mici de (-)50 °C,
cdnd se obfine un extract care se prezintd sub formad de pulbere higroscopica,
amorfd, de culoare verde inchis.

i



RO 134742 A0

Extractul uscat astfel obfinut poate fi procesat pentru obtinerea de medicamente sau
suplimente alimentare, utilizdnd excipienti adecvati. Exemple de excipienti adecvati sunt:
lactoza, celuloza microcristalind si derivatii de celulozi, maltodextrinele, talcul, siliciul
colloidal, polietilen-glicolul si derivatii acestuia.

Avantaje.

Inventia oferd o solutie pentru obtinerea unui extract de origine vegetala dintr-un
produs agricol secundar (frunzele de ridiche, Raphanus sativus L), util in tratamentul
diabetului zaharat de tip 2. Specia este o planti alimentara, utilizatd (in Europa cel putin, dar
si in alte regiuni ale lumii) in principal pentru radécinile sale tuberizate si nu pentru frunze
(57). De cele mai multe ori, frunzele sunt un produs secundar care se aruncd; prezenta
inventie propune cel mai important avantaj al inventiei, deoarece utilizdnd un produs
secundar/deseu, aplicarea ei este eficientd din punctul de vedere al costurilor. Procesul de
obtinere a extractului este simplu, durata de extractie nu este indelungata, se utilizeaza un
solvent larg utilizat in domeniu si relativ ieftin. In plus, este un extract obtinut dintr-o plant
lipsitad de toxicitate, avand un profil de siguranta avantajos, confirmat de studiile non-clinice

(v. infra).

In continuare se prezinti exemple de realizare a inventiei:

Exemplu 1. Frunzele de Raphanus sativus L., rimase ca produs secundar de la
pregitirea pentru comercializare a radacinilor tuberizate, se purificd de corpurile striine de
planta producétoare si de impuritafi, apoi se usucé la temperaturi mai mici de 35° i umiditate
sub 65%. Frunzele uscate se pulverizeazd prin mécinare, iar din pulberea obfinutd prin
cernerea cu o sitd cu dimensiunea ochiurilor de 250 um se cantaresc 10 g. Aceasta cantitate
se umecteaza cu 30 ml etanol 50% (v/v), se lasd 5 minute in contact si apoi se adaugé inca
100 ml de solvent si se extrage de trei ori, timp de o jumatate de ord la fiecare etapd de
extractie, la o temperaturd de 70 °C, agitidnd din cand in cand. Solutiile obtinute se reunesc si
se concentreazi cu ajutorul unui evaporator rotativ la 70 °C, iar solutia apoaséd concentratd
rezultatd se supune liofilizirii la -53 °C. Se obtin 2,33 g de extract cu miros slab caracteristic,
aspect de pulbere higroscopicd, amorfa §i culoare verde inchis (randamentul de extractie
23,3%). Extractul contine kaempferol, miricetol si acid clorogenic si are un continut de
polifenoli totali (mg echivalenti acid galic/g extract) de 47,24 + 0,8374 (media + deviatia
standard).

Extractul astfel obfinut nu a prezentat toxicitate asupra crustaceului Artemia salina,
iar la testul pe Daphnia magna s-a observat o letalitate de 36% la concentratia de 1000 mg/L,
ceea ce indica un nivel redus de toxicitate. De asemenea s-a evaluat toxicitatea pe soareci de
laborator, utilizdnd metoda ,,claselor de toxicitate acutd” descrisd in ghidul OECD 423/1996
(59). Conform acestui ghid, extractul s-a incadrat in categoria 5 (DLs¢ > 5000 mg/kg, p.o), in
conformitate cu datele din Sistemul Global de Armonizare [Global Harmonised System
(GHS) - ENV/IM/MONO(2001)6, 2001].

Evaluarea eficacititii s-a realizat intr-un experiment la sobolani albi, masculi, susa
Wistar, proveniti de la biobaza Universitatii de Medicind si Farmacie “Carol Davila”
Bucuresti. Temperatura si umiditatea in inciperea unde s-a efectuat cercetarea au fost de 21 -
24°C, respectiv 40 — 60%. Sursa de lumina a fost artificiald, cu un ciclu de 12 h lumind gi 12
h intuneric. Animalele au fost plasate in custi de plexiglas cu acces la hrani si apa ad libitum.

Materiale

> Aloxan monohidrat (Sigma Aldrich, SUA ). Aloxanul a fost dizolvat in apa
distilata pentru preparate injectabile (Zentiva, Roméania) pentru a obtine o
solutie de 13%.

» Metformin clorhidrat (Merck, Germania), solutie apoasa 1%

1t
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» Extract uscat din frunze de Raphanus sativus (RAPH), suspensie apoasd 5%
» Glucometru si teste CodeFree (SD Biosensor, Republica Coreea)

Metoda

Unei colectivitati de sobolani i-a fost indus diabetul aloxanic prin administrarea unei doze
de 130 mg/kg corp i.p. Anterior administrarii animalele au fost tinute la post de hrand timp de
24 h. Dupa 48 h a fost determinati glicemia prin punctionarea venelor cozii. Au fost selectate
50 de animale diabetice (glicemie > 200 mg/ dl sange).

Au fost alcatuite 4 loturi, fiecare a 8 - 9 animale, care au fost tratate astfel:

» Lot M — apa distilatd 10 ml/kg corp, p.o.

» Lot MET — metformin 100 mg/kg corp, sol. 1%, p.o.

» Lot RAPH - extract uscat din frunze de Raphanus sativus, 500 mg/ kg corp, susp 5%,

p.o.
» Lot AMA - extract uscat de Amaranthus rethroflexus, 500 mg/kg corp, susp 5%, p.o.

Administrérile s-au facut o data pe zi, pe parcursul a 13 zile. Determinarea glicemiei s-a
facut in initial (ziva 1), inainte de prima administrare, si apoi in zilele 4, 7, 10 si 13, la 2 ore
de la administrare.

Comparatia efectului hipoglicemiant al extractelor sus mentionate s-a ficut fata de un
lot martor normoglicemic, un lot martor hiperglicemic/ diabetic si fatd de un lot tratat cu o
substantd de referintd: metformin.

Calculul statistic s-a realizat utilizind GraphPad Prism v. 5.0. (GraphPad Software,
SUA).

Are loc o scddere a glicemiilor la administrarea extractului de interes, pe toatd durata
experimentului. Astfel, glicemia scade cu 39,85 % la ziua 4; 16,09 % la ziua 7; 41,42 % la
ziva 10 si 26,43 % la ziva 13. Aceasta scidere a fost semnificativa statistic in zilele a patra, a
zecea §i a treisprezecea (fig. 1-4).
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Revendiciri

1. Extract obtinut prin uscarea si maécinarea frunzelor de Raphanus sativus L.,
extractia repetatd a acestora de trei ori, cate 30 de minute, cu un amestec de apa-
etanol in proportii cuprinse intre 30:70 si 70:30, de preferintd 50:50 (v/v), in raport
produs vegetal:solvent de 1:10, concentrare la temperatura si presiune scazuta si
liofilizare la temperaturi mai mici de (-)50 °C, caracterizat printr-un continut de
polifenoli totali de cel putin 35 mg/g echivalenti acid galic, in principal
kaempferol, miricetol si acid clorogenic.

2. Extract conform revendicadrii 1 utilizat pentru tratamentul diabetului zaharat de
tip 2.
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