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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unei
compozitii farmaceutice pe baza de extract gemoterapic
de Corylus avellana imbogatit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine destinat fibrozei hepatice in
diabetul zaharat. Procedeul, conform inventiei, consta
in etapele de: obtinere a extractului gemoterapic de
Corylus avellana din muguri de alun in stare proaspata
in solvent amestec de glicering-alcool etilic 96% vol
(1:1), prin extractia la rece, prin macerare, timp de 20

zile, la un raport 1:20 planta- solvent, formularea com-
plexelor de incluziune crisina-ciclodextrind, ameste-
carea extractului gemoterapic de alun cu nanocomplexe
de crisind/ciclodextrine si liofilizarea amestecului,
rezultand o compozitie fitoterapeutica avand proprietati
anti-fibrotice hepatice.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Titlul inventiei: Compozitie fitoterapeutici pe baza de extract gemoterapic de Corylus
avellana imbogitit cu nanocomplexe de crisini/ciclodextrine destinat fibrozei
hepatice in diabetul zaharat si metoda de obtinere a acesteia

Domeniul tehnic la care se referi inventia:

Prezenta inventie se referd la o noud compozitie fitoterapeutica pe baza de extract
gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine destinat
fibrozei hepatice in diabetul zaharat si metoda de obtinere a acesteia

Stadiul tehnicii:

Ciroza hepatica si diabetul zaharat (DZ) sunt doud boli cronice cu impact semnificativ asupra
calitatii vietii. DZ are o prevalentd globala estimata de aproximativ 9%, iar pana in 2030, la
nivel global 300-400 de milioane de oameni vor fi afectati [1], rezultand o incarcatura
economica §i sociala semnificativd [2, 3]. Scaderea tolerantei la glucoza este observati la
aproximativ 80% dintre pacientii cu cirozi, in timp ce 30-60% dintre pacientii cu ciroza
avansata dezvoltd diabet [4]. Dovezile cumulate ale rezultatelor cercetarilor efectuate pana in
prezent sugereaza ca diabetul [5], rezistenta la insulina [6, 7] si nivelul de glucoza din singe [§]
sunt asociate cu progresia fibrozei hepatice la pacientii cu boli hepatice cronice. Putine studii
au evidentiat impactul DZ de tip 2 asupra rezultatelor clinice ale cirozei. in mai multe analize
retrospective transversale ale pacientilor cu cirozd, DZ a conferit un risc mai mare de
complicatii [9, 10]. Mai mult, studiul Verona, care a inrolat > 7000 de indivizi cu DZ de tip 2,
a generat un risc de mortalitate pe 5 ani de 2,52 ori (IC 95%: 1,96-3,2) mai mare raportat la
riscul general populational [11].

Fibroza hepatica este un raspuns cicatricial reversibil la le21un11e hepatice i, in cele din urma,
duce la ciroza, asociatd cu formarea de noduli §i contractie de organ[12]. Formarea cicatricilor
fibroase este caracterizatd prin acumularea progresiva a unei matrici extracelulare modificate
calitativ (ECM) care este imbogatita excesiv in colagen fibrilar de tip I si I1I si este ascociata
cu scaderea remodeldrii matricei [13]. Acesta modificare a matricii este insotitd de o
angiogeneza alteratd, ducand in cele din urma la modificdri structurale severe caracteristice
cirozei hepatice.

Procesul de fibrogeneza este condus de o populatie celulara heterogena (celule asemanatoare
miofibroblastelor) care sunt implicate in patogeneza fibrozei hepatice: celule hepatice stelate,
fibroblaste portale, celule stem mezenchimale derivate din maduva osoasa, hepatocite si celule
epiteliale biliare, fibrocite. In timpul progresului fibrogenezei, celulele stelate hepatice (HSC),
care in stare normald sunt in repaus si stocheaza vit. A, se activeaza, urmata de eliberarea de
citokine §i chemokine, care induce transdiferentierea lor in celule aseminitoare
miofibroblastelor [13]. Acest pas este marcat de expresia crescutd a-SMA si procolagen-I,
ducand in final la o productie crescuta i acumulare de componente ale matricei extracelulare,
inclusiv colagen. Factorul de crestere transformator-B1 (TGF-B1) produs de celulele Kupffer,
celulele endoteliale si hepatocite a fost recunoscut ca un activator cheie al HSC in patogeneza
fibrozei hepatice si actioneaza prin activarea caii de semnalizare Smad [14].

in stare normala matricea poate fi degradata de o varietate de en21me dar in primul rand de
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hepatica, echilibrul TIMP-MMP este perturbat, iar TIMP-urile sunt supraexprimate,
contribuind la depunerea ECM si la dezvoltarea fibrozei [14]. Expresia §i secretia TIMP-1 este
strians legatd de activarea HSC, in ceea ce priveste numarul de celule activate §i fibrogeneza, si
rdméne la niveluri ridicate in timpul progresiei fibrozei. Expresia TIMP este, de asemenea,
reglatd de citokine gi factori de crestere. Legarea TIMP-urilor de MMP-urile active pare s
provoace depunerea ireversibila a ECM, ceea ce duce la fibroza. Mormone §i colab. [15] a
rezumat schematic conceptele cheie implicate in patogenia moleculara a fibrozei hepatice (Fig.

1).
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Figura 1: Concepte cheie implicate in activarea celulelor stelate hepatice §i patogeneza
fibrozei hepatice [15]

Prin urmare, strategiile terapeutice pentru a furniza agenti anti-fibrotici puterici care sa aiba
ca tintd citokine specifice sau alte biomolecule implicate in progresia fibrozei, capabile sa
previna, sa intarzie sau sa inverseze progresia fibrozei hepatice inainte de stadiul final al cirozei,
sunt o provocare.

Gemoterapia este o ramura a fitoterapiei care folosegste tesuturile biologice gasite in muguri,
imbogitite in vitamine, oligoelemente, minerale, acizi nucleici §i hormoni de crestere
comparativ alte tesuturi vegetale [2216]. In plus, gemoterapia contine i alte substante active
(cum ar fi giberelinele §i auxinele) care se pierd dacé o planta este lasata sa ajunga la o etapa
ulterioara a ciclului sdu de crestere inainte de recoltare [2317]. Tesutul embrionar proaspat este
prelevat primavara, in cea mai activa faza a ciclului de crestere, pentru a asigura cea mai mare
concentratie de substante biologic active. Preparatele gemoterapice sunt produse sub forma de
amestec glicero-alcoolice pentru a asigura intregul profil al tuturor ingredientelor bichimice
extrase §i concentrate. Alcoolul extrage toate principiile active ca alcaloizi, heterocite si
glicozide. Glicerina extrage toate uleiurile esentiale, fenolii §i flavonoidele.

Corylus avellana (alun comun) este cunoscut a fi bogat in minerale §i vitamine, inclusiv alfa-
tocoferol, acid ascorbic, folati, niacind, riboflavini, tiamind si vitamina K sub forma de
filochinona; acizii grasi §i aminoacizii includ alanina, arginina, acidul aspartic, acidul glutamic
si leucina [18, 19]. Uleiul contine acizi grasi saturati (7%), acizi gragi mono- (78%) si
polinesaturati (10%) si fitosteroli (0,1%) [20]. In ulei se gisesc acizi grasi oleic, linoleic,
linolenic, palmitoleic gi steric [18]. Acidul Caffeoylquinic, acidul caffeoyltartaric, acidul
coumaroyltartaric, miricetina, quercetina §i fenolii kaempferol se gisesc in frunzele de alun
[21]. Cercetari recente au aratat ca Corylus avellana este capabil sd produci paclitaxel [21] si
taxol [22] si exercita activitate antioxidanta si de captare a radicalilor [23-25]. Rezultatele unui
studiu clinic au ardtat cd suplimentarea dietei cu alune de padure 1 g/kg greutate corporald/zi a
redus lipoproteinele cu densitate mica gi colesterolul total §i a crescut lipoproteinele cu densitate
mare §i trigliceridele [26]. Pana in prezent, nici un articol stiintific sau un brevet de inventie
nu a raportat vreo activitate biologici a extractului gemoterapic Corylys gyeHaranti

& Nicoletti [16], in monografia gemoterapia, au mentionat beneficiul ge '
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Crisina (5,7-dihidroxiflavona) este componenta activa majord a mierii, propolisului §i multor
extracte din plante. Valoarea medicinala a crisinei a fost recunoscutd. Prezintd activitati
antiinflamatorii [27], anticancerigene [28], cardioprotectoare [29] si antioxidante [30].

Expunerea detaliata a inventiei:

1. Obtinerea extractului gemoterapic de Corylus avellana

1.1.Recoltarea materialului vegetal: Mugurii de Alun, Corylus avellana L. se recolteaza in
lunile februarie-martie, cdnd mugurele inca nu s-a deschis, dar este in stadiul de dezvoltare
maxima inainte de a se deschide.

1.2.Conservarea materialului vegetal: Masa vegetala se conserva in amestec glicerind — alcool
etilic 96 % vol. (1:1). 1 parte de material vegetal maruntit se amesteca cu 1 parte amestec
glicerind — alcool etilic 96 % vol. (1:1). Se omogenizeaza amestecul astfel ca materialul vegetal
sa fie In contact cit mai bun cu solventul. Acest amestec de material vegetal i solvent se poate
pastra la temperatura camerei maxim 6 luni de zile.

1.3.0Obtinerea maceratului glicerinic.

Extractul din muguri de Alun se obtine conform Farmacopeei Franceze respectiv Farmacopeei
Europene, monografia 2.1.3, folosind ca si solvent amestec de glicerina — alcool etilic 96 % vol.
(1:1). Planta se prelucreaza in stare proaspatd, conservata in amestec de solvent. Din planta
miruntitd la o consistena de pasti se preleveazi proba pentru determinarea umidititii. In functie
de umiditate se calculeaza raportul de extractie, care este 1:20 partea uscata din planta — solvent.
Extractia se realizeaza la rece, prin macerare, timp de 20 zile, cu agitéri zilnice 2 x 10 minute.
Dupa 20 zile de agitare lichidul se decanteaza de pe masa de material vegetal, care ulterior se
supune presdrii la 350-400 atm, iar lichidul presat este amestecat cu lichidul decantat. Solutia
extractiva astfel obtinuta este extractul gemoterapic din muguri de Alun (CAG).

2. Obtinerea si caracterizarea nanocomplexelor de crisina/ciclodextrine

2.1.Prepararea complexelor crisini-ciclodextrine. Crisina a fost formulatd cu doud pB-
ciclodextrine diferite pentru a forma complexe de incluziune cu hidroxipropil- (HPBCD) si
ramdomly metilat (RAMEB) B-ciclodextrine la raporturi molare 1: 1.

2.2. Testul de solubilitate. Complexele au fost testate pentru solubilizare in apa. Complexele
au fost dizolvate in apa timp de 24 de ore si spectrele de absorbtie au fost inregistrate cu
spectrofotometru UV.

Tabelul 1. Valorile concentratiei si cresterea solubilitatii crisinei in apd prin complexarea
ciclodextrinei (n.d. — nedeterminat) (n = 3). CD: -ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil -
ciclodextrind, RAMEB: - ciclodextrind metilatd aleator (ramdomly) '

Crisina Crisina:RAMEB Crisina:HPBCD
in H,O
Raport molar - 1:1 1:1
complexe
Concentratia de 1,01 748 0,15 , 5,72 0,28
crisina (ug/ml)
Cresterea solubilitatii 1 7,41 5,22

2.3. Testul de solubilitate de fazd a fost efectuat prin addugarea unei cantjts
cunoscute dg

pulbere.de crisind. Au fost realizate concentrafii crescitoarg/ gés
YAMEBRIPBCD (5-80 mM). Tuburile<au fost:yortexate timp de 3
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pentru a obtine dispersii bine amestecate (temeratura camerei, intuneric). Dupa 72 de ore,
fiecare proba a fost centrifugati la 15.000 rpm timp de 10 minute.

Probele au fost preluate din supematantul clar, iar continutul de crisind al probelor a fost
analizat prin spectrofotometrie (Shimadzu UV-1900). Profilurile de solubilitate de fazi ale
crisinei au fost realizate de trasiand solubilitatea crisinei fata de concentratia ciclodextrinelor.
Constanta de stabilitate (Ks) ale complexelor crisind-CD au fost calculate din diagrame de
solubilitate de faza conform urmatoarei ecuatii:

stope

Ks o 7mm——
So( 1 ~ slope)

S0 — Solubilitatea crisinei in apa

Eficienta complexarii (CE) si raportul molar medicament:ciclodextrina (D: CD) au fost
calculate dupa cum urmeaza:

slope

1~ slopey

CE =~
D:CHD il L
cC RN T

Figura 1 prezinta proﬁlurile de solubilitate ale crisinei in prezenta RAMEB si HPBCD.

.....

Fiecare derivat de ciclodextrini a reu$1t sd imbunatateascd solubilitatea in apd a crisinei in
complexe de ciclodextrind, in mod dependent de concentratie.

>

RAMEB B HPBCD

O

0.5

el
»

0.4

o
IS

0.3

o
w

0.24

Chrymn concenuaton (mM)
o
[
s

014

]
=

Chryain concentration (mM)

T T T Y 1
0 20 40 &0 80 100
CD concenttabon (mM)

T T — —
20 40 60 ] 100
€O concentrabion (mM)

-]

Figura 1. Diagramele de solubilitate de faza ale crisinei cu (A) RAMEB, (B) HPBCD
Constantele de stabilitate (Ks) ale complexelor crisini-ciclodextrind au fost calculate din datele
de solubilitate de faza (tabelul 2).

Tabelul 2. Eficienta complexarii (CE), constantele de stabilitate (Ks) si raportul molar
medicament: ciclodextrind (D: CD) a complexelor crisind — ciclodextrini (n = 3).

Cyclodextrins Ks (M) CE D:CD
RAMEB 1200 0.0048 + 6.9 x 1075 1:209 +3
HPBCD 760 0.003+7 %1073 1:332+2

2.4. Microscopie electronica scanning (SEM)
Morfologia particulelor solide de ciclodextrine, crisind §i complexe crisina-ciclodextrind a fost
investigata prin SEM (Hitachi S-4300 CFE).

Morfologia crisinei pure si a complexelor de crisina-ciclodextrine au fost examinate prin SEM
(Figura 23). Crisina brutd a prezentat particule agregate cu diferite forme i cu un spectru larg
al d1mens1un11 partlculelor Partlculele HPBCD au prezentat o formd sferici, in timp ce

crising? "-ﬂ orisind-RAMEB au prezentat o morfolog1e complet diferita. Dup p\\/

de cgmpftexare lele ongmale de cxclodextnn 1
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crisind i ciclodextrine. Noua structurd formatd contribuie la o solubilitate mai mare si la
biodisponibilitatea imbunatatitd a crisinei (vezi Anexa Desene si Planse - Plansa 1).

3. Obtinerea compozitiei fitoterapeutice pe baza de extract gemoterapic de Corylus
avellana imbogitit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine si evaluarea profilului
fitochimic al acestuia

3.1.Metodi de obtinere si de analizi pentru evaluarea continutului de polifenoli

Extractul de gemmoterapic de Coryllus avelana a fost amestecat atit cu complexe RAMEB-,
cit si cu HPBCD-crisina si a fost supus liofilizdrii. S-au testat diferite rapoarte de extract-
complex pentru stabilizarea amestecului prin liofilizare. Cantitatea exces de ciclodextrini a fost,
de asemenea, testata pentru stabilizare.

Analiza LC/MS se realizeazi cu un sistem cromatografic Shimadzu Nexera I LC/MS - 8045
(Kyoto, Japan), care este un system UHPLC echipat cu pompa cuaternard si un spectrometru
de masa cu cvadrupoli si ionizare prin pulverizare electronica (ESI).

Seprarea se realizeaza pe o coloand Luna C18 cu faza inversd (150 mm x 4.6 mm x 3 ["m, 100
A), de la Phenomenex (Torrance, CA, USA). Temperatura de operare a coloanei trebuie s fie
de 40°C.

Pentru separarea a cat mai multi polifenoli se foloseste un gradient de fazd mobila (tabel 1),
folosind methanol (Merck, Darmstadt, Germania), apa ultrapurificata preparatd cu un sistem
Simplicity Ultra Pure Water Purification System (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) si acid
formic, ca si modificator organic (Merck, Darmstadt, Germania). Solventii folositi au fost de
puritate LC/MS. Faza mobila trebuie sa fie trecutd prin coloana cromatografica cu o viteza de
0,5 ml/min, iar timpul total de analizd a fost de 35 minute.

Tabel 3
Timp, min Metanol Apa acid formic 2 % in apa
ultrapurificati ultrapurificata
0.00 5 90 5
3.00 15 70 15
6.00 15 70 15
9.00 21 58 21
B 13.00 21 58 21
18.00 30 41 29
22.00 30 41 29
26.00 50 0 50
29.00 50 0 50
29.01 5 90 5
35.00 5 90 5

Detectia componentelor se realizeaza cu un spectrometru de masa cu cvadrupoli avand sursa de
ioni cu electrospray (ESI). Pentru monitorizarea reactiilor multiple (MRM), pentru detectarea
cu sensibilitate maxima, se foloseste atait modul negativ cat si modul pozitiv de detectare.
Temperatura interfetei a fost de 300°C, gazul de uscare a fost azotul la 35 psi, 10 /min, iar
potentialul de capilar a fost setat la +3000 V.

Ca si standarde se folosesc polifenolii din tabelul 5. In cazul fiecirui standard, la fiecare

concentratie s-au injectat cate 1 [7]l. [dentificarea s-a realizat prin compararea timpilor de

retentie, a spectrelor de masa respectiv a tranzitiilor principale din aceste spectre a substa
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Extractele de Corylus avellana MG si cele imbogidtite cu crizind pe ciclodextrind s-au diluat cu
metanol, identic cu cel folosit la analiza LC/MS, in raport 1 la 10. Solutiile diluate s-au trecut
prin microfilter de 0,45 Um (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).

Tabel 4

Standardul si Intervalul de Ecuatia curbei de Factorul | Limita de Limita de
originea sa concentratii calibrare de detectie, cuantificare,
mg/mi corelatie Ug/ml Ug/ml
Acid clorogenic 0.13-1.30 Area = 0.9997 5.00 8.00
(Phytolab, 2*10**conc[mg/ml] -
Vestenbergsgreuth, 269699
Germania)
Acid galic 0.107-1.070 Area = 0.9999 1.90 2.80
(Phytolab, 8*10%*conc[mg/ml]
Vestenbergsgreuth, -37131
Germania)
Acid salicilic (Merck, 0.16 - 1.60 Area = 0.9997 1.50 2.00
Darmstadt, Germania) 4*107*conc[mg/ml]
+ 44120
Apigenind (Phytolab, 0.10-0.98 Area = 0.9999 0.20 0.30
Vestenbergsgreuth, 2*10**conc[mg/ml]
Germania) + 15916
Catechina (Merck, | 0.101 —1.010 Area = 0.9984 1.00 2.00
Darmstadt, Germania) 5*10%conc[mg/ml]
— 1706
Crizina (Merck, 0.10-1.00 Area= 0.9997 3.00 5.00
Darmstadt, Germania) 1*10**conc[mg/ml]
— 82818
Cvercetind (Phytolab, 0.09-091 Area = 0.9964 0.80 1.10
Vestenbergsgreuth, 5%107*conc[mg/ml]
Germania) — 9556
Hiperozida (Phytolab, | 0.012 - 0.107 Area = 0.9986 0.60 0.90
Vestenbergsgreuth, 4*10%* conc[mg/ml]
Germania) — 567182
Luteolin-7-0- 0.07-0.70 Area= 0.9990 3.00 4.00
glucozida (Phytolab, 1*10°*conc[mg/ml]
Vestenbergsgreuth, -700317
Germania)
Naringenina 0.16—1.60 Area = 0.9999 0.60 0.90
(Phytolab, 3*10%*conc[mg/ml]
Vestenbergsgreuth, — 43443
Germania)
Rutozidda  (Phytolab, 0.17-1.70 Area = 0.9996 4.00 6.00
Vestenbergsgreuth, 2*10%**conc[mg/ml]
Germania) - 191937
Tabel 5
Standardul Timp de m/z, §i tranzitia MRM Alte tranzitii
retentie, min principald
Acid clorogenic 12.0 353.0>191.0 Negativ
Acid galic 7.0 168.9>125.0 Negativ
Acid salicilic 235 137.0>93.0 Negativ 137.0>75.0
137.0>65.0
Apigenini 28.2 269.0>117.0 Negativ
Catechind 10.3 289.0>202.9 Negativ
Crizini 29.7 253.0>143:0.. Negativ 253.0>119.0 3
e 253.0>107,0 %
Cvercetind, < ¢; #. : ., 257 . 300.9>181.0" |5 Negativ 300.9>121.05° [
Hiperozid& % ™ . 20.3 ; 46%1>3000 . |}  Negativ

A

463.1>301/0°
T




RO 136022 A0

Luteolin-7-0-glucozidi 19.9 447.0>284.9 Negativ

Naringenini 26.3 271.0>119.0 Negativ 271.0>107.0

Rutozida 20.3 609.0>300.0 Negativ 609.0>301.0
609.0>271.0

Codificarea probelor:

EGMA_02.2019 = Corylus avellana MG seria din februarie 2019

EGMA_03.2019 = Corylus avellana MG seria din martie 2019

EGMA_01.2020 = Corylus avellana MG seria din ianuarie 2020

EGMA_02.2020 = Corylus avellana MG seria din februarie 2020

CA_RAMEB CHR_PEG = Corylus avellana MG + RAMEB + CHR-RAMEB complex +
Polietilen-glicol

CA_HPBCD CHR PEG = Corylus avellana MG + HPBCD + CHR-HPBCD complex +
Polietilen-glicol

CA_RAMEBRB CHR = Corylus avellana MG + RAMEB + CHR-RAMEB complex
CA_HPBCD_CHR = Corylus avellana MG + HPBCD + CHR-HPBCD complex

in Plansele 2, 3 si 4a si 4b sunt prezentate cromatogramele LC/MS, spectrele de masi si curbele
de calibrare obtinute pentru standarde (vezi Anexa Desene si Planse - Plansa 2-4).

in Plansele 5 — 12 sunt prezentate cromatogramele LC/MS ale probelor studiate (vezi Anexa
Desene si Planse - Plansa 5-12).

In Plansele 13 — 20 spectrele de masa ale polifenolilor identificati si cuantificati (vezi Anexa
Desene si Planse - Plansa 13-20).

Rezultatele datelor determindrilor cantitative sunt prezentate in Tabelul 6.

Proba (mg/ml)

® ®

Q Q
:« x > S &‘| &‘, § §
S S S S &= & ) S
N N & N g 5 ! !
Standard g g S Sy o :. S S
I R
Y Y Ny Ny &y QO [
| ‘tl 5 O

S S

Acid 0,360 0,360 0,430 0,340 0,041 0,021 0,064 0,016

clorogenic | £0,0111 | £0,0178 | £0,0354 | +£0,0327 | £0,0041 | £0,0042 | £0,0045 | +0,0041
Acid galic 0,080 0,070 0,070 0,080
+0,0054 | +0,0082 | +0,0082 | +0,0082

Acid salicilic 0,040 0,070 0,060 0,011
+0,0111 | +0,0082 | +0,0082 +0,0026
Apigenina 0,003 0,002

£0,0005 | +0,0005
Catechini 0,160 0,100 0,190 0,130 0,016 0,014 0,025
+0,0227 | +0,0041 | £0,0327 | +0,0205 | £0,0033 | £0,0041 | +0,0073
Crizina 0,100 0,090 0,090 0,090 5,775 5273 5,830 5,948
£0,0041 | £0,0041 | +0,0041 | £0,0041 | +0,1310 | £0,1219 | +0,0942 | +0,2796
Cvercetina 0,020 0,080 0,110 0,070
+0,0037 | +0,0094 | £0,0178 | +0,0082
Hiperozida 2,000 2,000 2,270 2,030 0,295 0,145

£0,0653 | +0,0653 | £0,0425 | £0,0525 | +0,0525 | +0,0262
Luteolin-7- 0,070 0,070 0,070 0,070 0,007 0,007

O-glucozidd | +0,0056 | +0,0082 | +0,0082 | 20.0082{.£0,0005 | +0,0008 |
Naringenini 0,020 0,020 0,020 17 °0,03¢. | < 0,003 ¥~
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0,580 0,600 0,570 0,580 0,082 0,044 0,145
+0,0535 | +0,0455 | £0,0785 | +0,0838 | +0,0049 | +0,0056 | +0,0241

4. Testarea in vitro a proprietitilor antifibrotice ale compozitiei fitoterapeutice pe bazi de
extract gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine

Evaluarea in vitro a activitdtii anti-fibrotice a complexelor extract gemoterapic de alun -
crisin/RAMEB si extract gemoterapic de alun -crisinA/HPBCD, prin analiza expresiei
markerului pro-fibrotic TGF-B1, atat la nivel genic, cat si proteic. A fost analizatd expresia
markerului fibrotic TGF-B1 in celule hepatice stelate (HSC) din linia celulara LX2. In HSC
latente, expresia TGF-B1 a fost redusa la nivel proteic (Fig 1a) si genic (Fig 1b), Insa in urma
activarii prin stimulare cu TGF-B1, expresia acestui marker a fost crescutd (Fig 1B).
Tratamentul cu ambele complexele investigate, CAG-CHR/Cyclo, a redus semnificativ
expresia TGF-B1 fatad de controlul activat, ceea ce indica eficienta complexelor de a inhiba calea
de semnalizare TGF-B1/SMAD si implicit, activarea HSC. Complexul CAG-CHR/RAMERB s-
a dovedit a fi mai eficient decat CAG-CHR/HPBCD 1n a induce reversia celulelor HSC activate
citre o stare de latentd. Rezultatele au fost confirmate si la nivelul expresiei genice TGF-B1. In
urma administrarii celor doud tipuri de complexe, nivelul expresiei a fost statistic semnificativ
redusd fatd de controlul activat, cu un nivel de semnificatie statisticdA mai mare in cazul
complexului cu RAMEB (p<0.01) fatd de HPBCD (p<0.05). (Plansa 21).

5. Testarea in vivo a proprietatilor antifibrotice ale compozitiei fitoterapeutice pe baza de
extract gemoterapic _de Corylus _avellana _imbogitit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine un continut de crisina

Protocolul experimental a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetdrii din Universitatea de
Vest Vasile Goldis (152/02.10.2019). _

Pentru experiment au fost utilizati soareci masculi CD1 din biobaza Universitatii de Vest Vasile
Goldis din Arad. Soarecii au fost injectati, ip, cu o singurd doza de streptozotocina (STZ; 65
mg-kg-1 greutate corporald), solubilizatd in tampon citrat (50 mM, pH 4,5) pentru a induce
diabetul zaharat. Nivelurile de glucoza din sange au fost masurate dupa 4 ore de inanitie,
folosind un glucometru. Dupa administrarea STZ, soarecii cu un nivel de glucoza din sange mai
mare de 2,5 g-1-1 timp de doud sdptdmani consecutive au fost considerati soareci cu diabet de
tip 2 si inclusi in studiu. Animalele cu diabet confirmat au fost tratati intraperitoneal (ip) cu
CCls dizolvat in ulei de masline (20% v/v, 2 ml/kg), de doud ori pe sdptaimana, timp de 7
sdptdmani, si sacrificati la saptezeci $i doud de ore dupa ultima injectie pentru confirmarea
fibrozei hepatice (Lotul 2). Rezolutia spontana a fibrozei hepatice a fost investigata la animalele
diabetice tratate cu CCls dupa doud sdptamani de recuperare (Lotul 3). Pentru a evalua efectul
antifibrotic al produsului combinat extract gemmoterapic Coryllus avelana-nanocomplex
CHR/cyclo, tratamentul a inceput la sfarsitul celor 7 saptamani de tratament cu CCly, utilizand
administrarea prin gavaj zilnic timp de 14 zile consecutive a urmatoarelor: extract gemoterapic
Coryllus avelana-crisina/ciclodextrine (CAG-CHR/Cyclo - Lotul 4), extract gemmoterapic
Coryllus avelana (CAG - Lotul 5), nanocomplex de crisind/ciclodextrind (CHR/Cyclo - Lotul
6) si crisind purd (CHR - Lotul 7). Toate produsele contin 100 mg/kg de crisina. Soarecii
apartinand lotului 1 (martor -a.sanatos, b.diabetic), 2 (soareci fibrotici) si 3 (rezolutia de novo
a fibrozei) li s-au administrat vehiculele grupelor tratate. Animalele au fost sacrificate la 24 de
ore sub anestezie dupa ultima dozd administrata (loturile 1, 3,4, 5, 6, 7).

Analiza hlstologlca a ficatului lotului martor a indicat o arhltectura lobulara normala cu vena

Rutozida

centrolobulard si cordoane de hepatocite radiare, fard o proliferare a tesutului gefimmdtiva;

intralobular (Plansa22-V1a) si o usoard dilatare a capilarelor sinusoide (Plansa 22 Vi’b?"
Probele de ficat din lotul CCls au prezentat, modlﬁcaﬁsevere ale morfologiei, evide e de@g@

de colggerb formarea de pseudolobuli gi mﬁltrarea de cglule inflamatorii in zon¢lg Thtersyftfﬁm /
he icweqﬂéh‘\enea se observa numeroase hepatoclt&u steatozad micro- $i ma r-veg{g@%ﬂﬁg
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si congestia capilarelor sinusoide (Plansa 22-V2). Se remarcd prezenta ,hepatocitelor
spumoase” (foamy) perivenulare hipertrofiate cu acumulare masivdi de grasime
microveziculard. Dupa doud sdptimani de recuperare de novo, in lipsa unui tratament de
recuperare, se observd prezenta semnificativd a tesutului fibros §i a pseudo-lobulilor,
acompaniate de infiltrate de celule inflamatorii, comparativ cu grupul CCls (Fig.8-V3).
Hepatocitele hipertrofiate cu citoplasma spumoasé sunt prezente. In cazul grupului de soareci
tratati timp de 2 sdptiméni cu extract gemmoterapic Coryllus avelana (Plansa 22-V5),
nanocomplex de crisind/ciclodextrina (Plansa 22-V6), dupa instalarea fibrozei, ariile fibrotice
au fost reduse (insulare), comparativ cu cele inregistrate in cazul grupului CCls. Infiltrate
inflamatorii in ariile perivasculare se pastreaza si de asemenea si congestia sinusoidelor.
Microsteatoza hepatica este prezentd la aceste loturi. $oarecii cdrora li s-a administrat extract
gemoterapic Coryllus avelana-crisina/ciclodextrine au prezentat o histo-arhitectura apropiata
de cea a martorului si peste grupul V1b — control diabetic (Plansa 22-V4). Cea mai slaba
recuperare structurald s-a inregistrat pentru soarecii carora li s-a administrat doar crisind pura
(Plansa 22-V7). Formarea septelor fibrotice perilobulare si pseudolobulilor a fost confirmata
in coloratie tricromicd pentru lotul V2 (Plansa 23-V2) si in egald masura la lotul de reversie de
novo a fibrozei (Fig.9-V3). Colagen insular se mai evidentiaza la administrarea CHR pur (fig.9-
V7), mai putin la CHR/Cyclo (Plansa 23-V4), a CAG (Plansa 23-V5) unde septele sunt
intrerupte iar colagenul apare mai mult pericentrolobular, si sporadic la grupul tratat cu CAG-
CHR/Cyclo, comparabil cu martorii sanatos si diabetic (Plansa-V6).
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REVENDICARI

Procedeu de obtinere a unei noi compozitii fitoterapeutice pe bazd de extract
gemoterapic de Corylus avellana Tmbogitit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine,
caracterizat prin aceea ci este constitutit din urmatoarele faze:
a. Obtinerea extractului gemoterapic de Corylus avellana include recoltarea si
conservarea materialului vegetal, obtinerea maceratului glicerinic
b. Obtinerea s§i caracterizarea nanocomplexelor de crisind/ciclodextrine include
prepararea compexelor crisind/ciclodextrine si testul de solubilitate
c. Obtinerea compozitiei fitoterapeutice pe baza de extract gemoterapic de Corylus
avellana imbogitit cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine si evaluarea profilului
fitochimic al acestuia prin analizd LC/MS pentru determinarea profilului polifenolic
Procedeu, conform revendicarii nr.1, caracterizat prin aceea ca solubilitatea crisinei
in apd prin complexarea cu ciclodextrine, la un raport molar de 1:1, a crescut de 7,41ori
in cazul complexelor crisini/RAMEB, respectiv de 5,22 in cazul complexelor
crisini/HPBCD
Procedeu, conform revendicdrii nr.1, caracterizat prin aceea c¢ad preparatul
gemoterapic de Corylus avellana se obtine folosind ca si solvent amestec de glicerina —
alcool etilic 96 % vol. (1:1) din muguri de alun in stare proaspata. Extractia se realizeaza
la rece, prin macerare, timp de 20 zile, la un raport de 1:20 planta-solvent.
Procedeu, conform revendicdrii nr.1, caracterizat prin aceea ca noua compozitie
fitoterapeutica pe bazd de extract gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu
nanocomplexe de crisind/ciclodextrine obtinut prin liofilizare se analizeaza 1n ceea ce
priveste continutul chimic cantitativ de polifenoli prin analizd LC/MS, rezultind un
continut de crisind de 5,830 +0,0942 pentru compozitia cu crisind/RAMEB, respectiv
5,948 £0,2796 pentru compozitia cu crisind/ HPBCD, comparativ cu 0,100 £0,004 in
extractul gemoterapic de Corylus avellana
Procedeu de testare in vitro a activititii anti-fibrotice a noii compozitii fitoterapeutice
pe bazi de extract gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine pe celule hepatice stelate (HSC) din linia celulara LX2,
caracterizat prin aceea ca expresia genicd si proteicd a markerului pro-fibrotic TGF-
Bl a fost statistic semnificativ redusa fatd de controlul activat, cu un nivel de
semnificatie statisticdi mai mare in cazul complexului cu RAMEB (p<0.01) fatd de
HPBCD (p<0.05).
Procedeu de testare in vitro a activitdtii anti-fibrotice a noii compozitii fitoterapeutice
pe bazd de extract gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu nanocomplexe de
crisind/ciclodextrine, caracterizat prin aceea ca aspectul histologic al ficatului la
soarecii cu fibrozad hepaticd indusd experimental (septe fibroas si pseudolobuli,
,»hepatocitelor spumoase” foamy perivenulare hipertrofiate cu acumulare masiva de
grisime microveziculard), a fost semnificativ Tmbundtétit dupa tratamentul oral cu
compozitii fitoterapeutice pe bazi de extract gemoterapic de Corylus avellana imbogatit
cu nanocomplexe de crisind/ciclodextrine

e
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DESENE EXPLICATIVE/ PLANSE

Plansa 1. Imagini SEM - Crisina pura (A), HPBCD (B), RAMEB (C), complex crisina-
HPBCD (D) si complex crisina-RAMEB (E)
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Plansa 3. Spectrele de masa ale standardelor
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Plansa 4a. Curbele de calibrare ale substantelor standard

Plansa 4b. Curbele de calibrare ale substantelor standard
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Plansa 5. Cromatogramele LC/MS ale EGMA_02.2019
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Plansa 6. Cromatogramele LC/MS ale EGMA_03.2019
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Plansa 7. Cromatogramele LC/MS ale EGMA_01.2020
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Plansa 8. Cromatogramele LC/MS ale EGMA_02.2020
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Plansa 9. Cromatogramele LC/MS ale CA_RAMEB_CHR_PEG
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Plansa 10. Cromatogramele LC/MS ale CA_HPBCD_CHR_PEG
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Plansa 11. Cromatogramele LC/MS ale CA_ RAMEB_CHR
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Plansa 12. Cromatogramele LC/MS ale CA_HPBCD_CHR
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Plansa 13. Spectrele de masa ale componentelor identificate din EGMA_02.2019
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Plansa 14. Spectrele de masa ale componentelor identificate din EGMA_03.2019
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Plansa 15. Spectrele de masa ale componentelor identificate din EGMA_01.2020
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Plansa 16. Spectrele de masa ale componentelor identificate din EGMA_02.2020
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Plansa 17. Spectrele de masi ale componentelor identificate din

CA_RAMEB_CHR_PEG
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Plansa 18. Spectrele de masa ale componentelor identificate din
CA_HPBCD _CHR PEG
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Plansa 19. Spectrele de masi ale componentelor identificate din CA_RAMEB_CHR
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Plansa 20. Spectrele de masa ale componentelor identificate din CA_ HPBCD_CHR
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Plansa 21. Imagini de microscopie de fluorescenta obtinute cu obiectivul de 20x care
evidentiaza prezenta TGF-B1 marcatd cu anticorp cuplat cu Alexa Fluor 488 (verde) si nucleii
cu DAPI (albastru) in: A) HSC — celule hepatice stelate latente; B) aHSC — celule hepatice
stelate activate induse cu TGF-B1; C) aHSC + H — celule hepatice stelate activate tratate cu
complexul CAG-CHR/HPBCD 40uM; D) aHSC + R~ celule hepatice stelate activate tratate cu
complexul CAG-CHR/RAMEB 40uM. Bara 50 um; b) Nivelu! expresiei relative a tgf-#1 in
HSC. Semnificatie statistica: * p<0.05, ** p<0.01.
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Plansa 22. Evaluarea histologicd a activitatii anti-fibrotice in vivo a compozitiei
fitoterapeutice pe bazid de extract gemoterapic de Corylus avellana imbogitit cu
nanocomplexe de crisinid/ciclodextrine

Legenda: Vla- control sanatos; V1b-control diabetic; V2-fibroza; V3-reversia fibrozei; V4-
CAG-CHR/Cyclo; V5- CAG; V6- CHR/Cyclo; V7- CHR; 1 — hepatocite spumoase
hipertrofiate; 2 — infitrat inflamator; VC- vena centrolobulara. Col. H&E, 20 pm
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Plansa 23. Evidentierea proliferarii de colagen la loturile experimentale in col. tricromica
Van Gieson.

Legenda: Vla- control sanatos; V1b-control diabetic; V2-fibroza; V3-reversia fibrozei; V4-
CAG-CHR/Cyclo; V5- CAG; V6- CHR/Cyclo; V7- CHR; 1 — hepatocite spumoase
hipertrofiate; 2 — infitrat inflamator; VC- vena centrolobulard. 200 pm




	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims
	Drawings



