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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
complexe moleculare fito-fosfolipidice cu proprietati
antioxidante si anti-inflamatoare. Procedeul, conform
inventiei, consta n etapele: preparare si caracterizare
a extractului hidroalcoolic de ghimbir (Zingiber
Officinale), respectiv, a extractului hidroalcoolic de
macese (Rosa canina), combinarea extractelor in
rapoarte masice de 0,5:0,5, solubilizare in etanol
absolut, la 60° C, sub agitare magnetica pana la obtj-
nerea unei suspensii omogene, adaugarea sub
refluxare si agitare de fosfatidilcolind solubilizata Tn

etanol in raport masic cu cele doud extracte de
0,5:0,5:1 cu mentinerea in reactie timp de 2 h la 60°C,
evaporarea etanolului, hidratarea compusului si ajus-
tarea dimensiunii particulelor fito-fosfolipidice prin soni-
care, rezultand fitozomi ca formulari de extracte din
rizomi de ghimbir, respectiv, fructe de maces si fosfa-
tidilcoling, in raport masic de 0,5:0,5:1, care confera o
biodisponibilitate crescuta cu peste 150% a principiilor
active continute.
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FITOZOMI CU COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI DIN RIZOMI DE
GHIMBIR SI FRUCTE DE MACES CU BIODISPONIBILITATE
CRESCUTA SI PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se referi la un procedeu de obtinere a unor fitozomi care contin principii
active din extracte hidroalcoolice liofilizate din rizomi de ghimbir (Zingiber officinale) si fructe
de mices (Rosa canina), pe care i-am denumit FITOGINROSA, concepufi pentru a creste
biodisponibilitatea acestor compusi cu rol antioxidant si anti-inflamator si a diminua pierderile in
procesul de absorbtie a lor de-a lungul tractului digestiv. Formularea acestor principii active in
fitozomi permite administrarea lor pe cale orald si le asigurd cresterea proprietdtilor lor
antioxidante si anti-inflamatoare ceea ce confera aplicabilitate acestor preparate pentru tratamentul

a numeroase patologii care apar si se dezvoltd pe seama cresterii stresului oxidativ si a celui

inflamator. OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTII S| MARGI
Corere de brevet de Inventle

................................

Stadiul actual Data dspozit 18.-08- 2022 .....

.................................

Antioxidantii sunt compusi esentiali pentru buna functionare a organismului, fiind
responsabili in principal pentru contracararea speciilor reactive de oxigen (SRO) produse in exces
in organism si care sunt daunitoare celulelor si tesuturilor acestuia. in egala masurd, unele
substante antioxidante sunt vitale datoritd potentialul lor de a regla expresia genicd pentru
numeroase proteine. Preocuparea pentru gisirea de terapii antioxidante sau anti-inflamatoare
eficiente, cu efecte secundare minime, pentru prevenirea sau tratarea diferitelor patologii este in
continud crestere. Numeroase studii au ardtat cd antioxidantii existenti sunt ineficienti in tratarea
multor patologii, iar esecul lor se datoreazd partial utilizarii unor doze mari, nocive, de compusi
sau unor formulari care nu conferd stabilitate si biodisponibilitate crescutd compusilor activi
continuti. Astfel, s-a demonstrat faptul ca polifenolii naturali au proprietiti antioxidante si anti-
inflamatoare, insa asigurarea unei concentratii eficiente la nivelul organismului este limitatd de
stabilitatea acestor compusi si de capacitatea de absorbtie a lor de cétre tubul digestiv.

Produsul acestei inventii il constituie o noud generatie de fitozomi care contin un amestec
de substante biologic active din extracte hidroalcoolice liofilizate de rizomi de ghimbir (GINex) si
fructe de maces (ROSAex), denumiti FITOGINROSA, cu proprietdti anti-oxidante si anti-
inflamatoare crescute.

Rizomii de ghimbir prelucrati in diverse moduri sunt utilizati, in special in Asia si Orientul
Mijlociu, drept condimente, suplimente alimentare dar si in medicina traditionald. Au fost

identificati peste 400 de compusi diferifi in extractul hidroalcoolic de ghimbir, cei mai multi fiind
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gingeroli, shogaoli, polifenoli si flavonoide [Mohamed O.1. si colab., 2016]. Gingerolii, compusii
majoritari prezenti in rizomii de ghimbir, sunt renumiti pentru contributia lor beneficd pentru
sadnatatea si nutritia umana. Unele proprietiti medicinale ale ghimbirului, precum atenuarea gretei,
artritei si durerii, au fost asociate cu gingerolii. Atat gingerolii, cét si shogaolii prezinta o serie de
activitati biologice, variind de la activitatea antioxidantd, anti-inflamatoare si anti-apoptotica la
cea antimicrobiana, anticoagulantd, anticancerigena sau hipolipemianta. O atentie deosebita a fost
acordatd efectului antidiabetic al ghimbirului, fiind descris un mecanism de actiune al gingerolilor
care implicd receptorul tranzitoriu de potential tip canal cationic-V1 in cresterea absorbtiei de
glucoza in muschi si In inflamatie [Srinivasan K., 2017]. Includerea ghimbirului sau a extractelor
de ghimbir in formuldrile nutraceutice ar putea oferi o protectie valoroasd impotriva diabetului,
obezitdtii, a tulburdrilor cardiace si hepatice [Hosseinzadeh A. si colab., 2017; Mao Q.Q. si colab.,
2019]. Totodata, principiile active din ghimbir au fost descrise ca avand efecte benefice asupra
sistemului nervos si al celui respirator [Mao Q.Q. si colab., 2019]. Au fost descrise insa o serie de
efecte adverse ale ghimbirului, precum iritarea tractului digestiv, aritmii cardiace si sadngerari
datorate interactiunii cu molecule anticoagulante. Cele mai multe dintre aceste efecte survin
datorita utilizdrii unor supradoze in intentia de a creste efectele benefice ale ghimbirului [Zhu J. si
colab., 2018].

Fructele de maces sunt utilizate in medicina traditionald din intreaga lume pentru
tratamentul artritei reumatoide §i a osteoartritei, pentru ameliorarea durerii sau reducerea valorilor
plasmatice de glucozi si colesterol. Compusii biologic activi din méicese sunt vitamina C,
polifenoli, flavonoide, triterpenoide, fitosteroli si carotenoide si exercitd efecte analgezice,
antioxidante, anti-inflamatoare si osteoprotectoare [Chrubasik C. si colab., 2006]. Aceste principii
active actioneaza asupra diferitelor molecule-tinta in calea de semnalizarea a factorului NF-«B,
inhibdnd molecule pro-inflamatoare precum metaloproteazele matriceale si ciclooxigenaza-2,
scdzind productia de citokine si chemokine inflamatorii (factorului de necroza tumorald a - TNFa,
interleukina 1P - IL-1p, interleukina 6 — IL-6) si reducénd stresul oxidativ, care in continuare
supreseaza procese inflamatorii [Cheng B.C. si colab., 2016]. Interesul terapeutic pentru fructele
de maces a crescut in ultimii ani, acestea fiind evidentiate ca avind efecte benefice in tratamentul
unor boli precum hepatotoxicitate, disfunctii renale, afectiuni ale pielii, boli inflamatorii, artrite,
diabet, hiperlipidemie, obezitate sau cancer [Marmol I. si colab., 2017].

Fitozomii pot fi definiti drept complexe intre compusi fenolici naturali si fosfolipide.
Formarea acestor complexe poate fi deduséd din compararea spectrelor RMN ale complexelor cu
cele ale precursorilor puri, compusul (extractul) natural si fosfatidilcolina. Un astfel de complex
se obtine prin reactia dintre cantitdti stoechiometrice de fosfatidilcolind si un compus fenolic (din

extractul natural) Intr-un solvent convenabil. Pe baza datelor spectroscopice a fost demonstrat
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faptul ca principala interactiune fosfolipid-substrat se datoreazd formarii legaturilor de hidrogen
intre capul polar al fosfolipidelor (gruparea fosfat si amoniu) si compusii fenolici puri (din extracte
naturale). Cand sunt hidratati, fitozomii iau forme micelare forméandu-se structuri aseménétoare
lipozomilor. insa, in fitozomi, principiul activ este ancorat (legat) prin legaturi de hidrogen de
capul polar al substratului fosfolipidic, devenind astfel parte integrantd a membranei, spre
deosebire de lipozomi unde este doar incorporat in interiorul veziculelor.

Principiile active din rizomii de ghimbir au ficut obiectul unor patente anterioare si anume:
(1) patentul european EP 2 598 156 B1 descrie o formuld care asociaza extracte lipofile de
Echinacea angustifolia si Zingiber officinale si care s-a dovedit a fi utila in reducerea inflamatiei
si a durerilor periferice si (2) patentul european EP 2 379 095 B1 descrie alte formulari ale
acelorasi extracte utile pentru prevenirea si tratamentul refluxului gastroesofagian.

Principiile active din fructele de méaces au fost incluse intr-o formulare care face obiectul
patentului EP 2 872 135 B1. Acesta se referd la un preparat care cuprinde coji de mécese uscate $i
mdcinate la o anumitd dimensiune si vitamina C adaugatd suplimentar si la un procedeu pentru
obginerea respectivului preparat. De asemenea, se refera la utilizarea preparatului pentru
mentinerea flexibilitdtii articulatiilor si la reducerea inflamatiei in special in cazul osteoartritei.
Inventatorii au identificat aceste ingrediente bioactive prin analize foarte complexe ca fiind
vitamina C, caroteni, flavonoide, acizi triterpenoici si galactolipide.

Avantajele prezentei inventii constau in obtinerea unor fitozomi, in care fosfatidilcolina
se combind cu principiile active vegetale, si anume: gingeroli si shogaoli extrasi din rizomii de
ghimbir si polifenoli si carotenoide extrase din fructele de méaces, rezultdnd un produs cu stabilitate
si biodisponibilitate crescute, cu proprietdfi antioxidante si anti-inflamatoare si care poate fi
administrat pe cale orala, fara a prezenta efecte adverse.

Prin utilizarea fitozomilor cu substante biologic active naturale obtinuti folosind procedeul
descris 1n aceastd inventie se poate interveni in tratamentul de preventie sau de reversie a
patologiilor care apar si evolueazi pe seama cresterii stresului oxidativ si a celui inflamator.

Utilizarea prezentei inventii ar contribui la reducerea costurilor de tratament pentru un
numar mare de patologii care includ boli metabolice si inflamatorii, precum si la cresterea sperantei
de viata si a perioadei active a oamenilor, cu consecinte pozitive pentru eficienta muncii si nivelul

de trai al populatiei.

Descrierea inventiei
Integritatea structurald si functionala a oricérei celule se mentine printr-un echilibru intre
nivelurile moleculelor pro si anti-oxidante. Perturbarea acestui echilibru genereaza o productie

excesivd de SRO care depageste apérarea antioxidantd si care genereazd produsi de oxidare ai
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acizilor nucleici, acizilor grasi si aminoacizilor. Astfel apare stresul oxidativ care declanseaza in
continuare stresul inflamator, ambele evenimente inducidnd leziuni celulare [Forrester S.J. si
colab., 2018; Pisoschi A.M. si colab., 2021]. Printre markerii circulanti de stres inflamator existenti
in vivo se numdard TNFa si IL-1B [Qu X. si colab., 2018; Ain Q.U. si colab., 2021]. Printre enzimele
antioxidante care contribuie la neutralizarea SRO si a produsilor de oxidare in vivo se numdra
superoxid dismutaza si paraoxonaza, iar nivelurile si activitatea acestor enzime constituie
indicatori importanti ai statusului oxidativ al sistemelor biologice [Hu C.T. si colab., 2021; Zhao
F. si colab., 2021].

Numeroase boli sunt induse si evolueaza pe seama cresterii stresului oxidativ si a celui
inflamator, precum bolile cardiovasculare, hepatosteatoza, diabetul, cancerul, artritele sau boala
inflamatorie intestinald [Vona R. si colab., 2019; Maloberti A. si colab., 2019]. Pentru tratarea
acestor afectiuni au fost dezvoltate o serie de tratamente, dar unele dintre acestea au esuat partial
sau total in ameliorarea acestor boli, iar altele, desi au inregistrat rezultate semnificative s-au
dovedit a avea efecte adverse (statinele, compusii chimioterapeutici, medicamentele
nonsteroidogene) [Neha K. si colab., 2019]. in prezent exista o continud preocupare pentru gisirea
de terapii eficiente, cu efecte secundare minime, pentru tratarea patologiilor determinate de
cresterea stresului oxidativ si a celui inflamator. Unele studii au aratat cd administrarea de
antioxidanti ca tratament complementar prezinta unele beneficii, insd terapiile cu antioxidanti nu
au dovedit un rezultat pozitiv clar in studiile clinice in cazul bolilor cardiovasculare sau al
cancerului [Azzi A., 2017]. Esecul terapiilor antioxidante existente se datoreaza partial utilizrii
unor formulari care nu conferd stabilitate in circulatie compusilor activi sau a unor doze mari,
nocive [Moyer M. W., 2013]. Antioxidantii sunt esentiali pentru contracararea SRO, dar in egala
masura pentru potentialul lor de reglare genica, fiind cunoscut faptul c& polifenolii, carotenoidele,
a-tocoferolul si flavonoidele sunt modulatori pentru numeroase gene care codificd receptori
celulari, enzime, factori de transcriere sau proteine cheie din caile de semnalizare [Azzi A., 2017].
Polifenolii sunt compusi cu potential antioxidant, insd biodisponibilitatea lor este foarte limitatd
datoritd modificdrilor enzimatice rapide pe care le suferd in vivo si care blocheazd grupdrile
hidroxil necesare pentru exercitarea proprietatilor antioxidante [Azzi A., 2017]. Efectele benefice
exercitate de compusii biologic activi extrasi din plante sunt in stransd legaturd cu stabilitatea si
biodisponibilitatea lor, precum si cu prezenta sau absenta efectelor adverse in raport de doza
administrata.

Existd produse disponibile comercial care pretind un continut considerabil de compusi
naturali, insd formularea lor sub formd de pudra, capsule sau extracte alcoolice nu le asigurd
stabilitate si o absorbtie eficientd in vivo, astfel diminudnd biodisponibilitatea compusilor si
determinand necesitatea administrarii unor doze mari pentru a atinge nivelul unei concentratii
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efective in vivo necesara obtinerii unor efecte benefice [Li J. si colab., 2015]. Insa utilizarea unor
doze mari este insotitd de aparitia efectelor adverse in cazul extractului de ghimbir [Zhu J. si colab.,
2018]. Existd disponibile comercial preparate pentru uz extern pe bazd de lipozomi care contin
compusi naturali. In cercetarea biomedicali si de laborator, lipozomi cu un continut in compusi
biologic activi sunt utilizagi in general pentru administrare invazivd, pe cale intra-venoasd
[Ghanbarzadeh B. si colab., 2016]. Complianta pacientilor la astfel de procedura invazivé in scop
de preventie sau chiar tratament este foarte scazut.

Fitozomii sunt complexe moleculare lipidice cu structura aseménatoare celulelor, care se
formeaza prin reactia intre compusi polifenolici selectati sau din extracte din plante §i gruparea
fosfat sau trimetil amoniu a fosfolipidelor, precum fosfatidilcolina, asigurdnd o protectie sporitd
principiilor active din extracte naturale. Formularea fitozomicd mareste absorbtia ingredientelor
active atunci cand sunt aplicate local pe piele si imbunatateste biodisponibilitatea sistemica atunci
cand este administrata oral. Exista diferente fizico-chimice importante intre lipozomi si fitozomi,
care conferd avantaje importante celor din urma: (i) fitozomii sunt mai stabili datorita legiturilor
de hidrogen formate intre fosfolipide si compusii fenolici, in timp ce in lipozomi polifenolii sunt
incorporati in partea centrala a acestora fara posibilitatea de interactie cu capul polar al
fosfolipidelor; (ii) ponderea fosfolipidelor in fitozomi este mai micd comparativ cu lipozomii, ceea
ce conferd o susceptibilitate foarte scazutd la oxidare [Li J. si colab., 2015]. Eficienta acestor
complexe In a transporta principiile active si a le proteja proprietétile antioxidante §i anti-
inflamatoare depinde de atingerea unui echilibru intre componentele acestor structuri care sd le
asigure stabilitatea in timp si eficienta terapeutica.

Pand in prezent nu au fost obtinuti fitozomi care sa contind principii active din rizomi de
ghimbir si mécese si nu a fost descrisd o metoda de obtinere a unor astfel de particule.

Procedeul descris in aceastd inventie permite obtinerea unor formule de fitozomi care
contin extracte hidroalcoolice liofilizate de ghimbir i mécese intr-un raport care confera stabilitate
acestor particule si care contin o cantitate maxima de principii active cu proprietati antioxidante si
anti-inflamatoare crescute fa{i de extractele hidroalcoolice de la care se pleaca in prepararea lor.

Fitozomii FITOGINROSA vor putea fi utilizati pentru prevenirea si tratarea diferitelor
patologii a caror evolutie este determinatd de prezenta unui stres oxidativ sau inflamator crescut,
fara a prezenta efecte secundare. Potentialul terapeutic al fitozomilor FITOGINROSA va putea fi
exploatat mai bine si datoritd modului de administrare orald, complianta persoanelor la risc sau a
pacientilor la mijloacele terapeutice neinvazive fiind mai mare comparativ cu cele invazive
(injectie intra-venoasa sau intra-musculard).

Formulele de fitozomi FITOGINROSA includ urmatoarele componente de bazi: GINex

liofilizat cu un continut minim de 40% polifenoli totali si 3% 6-gingerol, in proportie de 25-45%
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(procente masice), optim fiind de 25%, care va fi combinat cu ROSAex liofilizat cu un continut
minim de 5% polifenoli totali si 0,3% B-caroten, in proportie de 5-25%, optim fiind 25%, combinat
cu fosfatidilcolind in proportie optima de 50%. GINex si ROSAex in diferitele rapoarte masice
sunt solubilizate in etanol absolut, la 60°C, sub agitare magnetica, pana cénd se obtine o suspensie
omogend. Separat, se solubilizeazd fosfatidilcolind in etanol absolut si se adaugd incet, sub
refluxare si agitare peste extractele solubilizate si se lasi s reactioneze timp de 2 ore, la 60°C.
Dupa evaporarea etanolului, compusul rezultat de culoare portocalie este hidratat cu apa si se
sonicheaza timp de aproximativ 30 minute pe baia de apa pentru ajustarea dimensiunii particulelor,
pand cand se obtine o nanoemulsie.

Fitozomii FITOGINROSA obtinuti prin procedeul descris in prezenta inventie au fost
caracterizati din punct de vedere structural prin rezonantd magneticd nucleard (RMN) si din punct
de vedere al compozitiei fitochimice si a eficientei de incorporare a principiilor active prin
cromatografie de lichide de performanta ultra-inaltd (UHPLC). Masurarea dimensiunii particulelor
si a potentialului Zeta s-a realizat prin metoda de imprastiere dinamicd a luminii laser (DLS), iar
evaluarea morfologicd s-a realizat cu ajutorul microscopiei electronice de transmisie (TEM).
Totodatd, fitozomii au fost caracterizati din punct de vedere al proprietitilor antioxidante si anti-
inflamatoare exercitate in vitro i in vivo, au fost evaluati pentru biodisponibilitatea principiilor
active pe care le contin si le elibereaza in plasma si diferite organe la soarecisi‘au fost investigate
eventualele efecte citotoxice pe care le pot induce.

Prin utilizarea fitozomilor FITOGINROSA care contin principii active extrase din rizomii
de ghimbir si fructe de méaces obtinuti folosind procedeul descris in aceastd inventie se poate
interveni in scop preventiv sau terapeutic pentru diferite afectiuni care apar si evolueaza datorit

initierii i amplificdrii proceselor oxidative si inflamatorii.

Exemple:

In continuare sunt prezentate concret etapele prin care poate fi realizati inventia.

1. Prepararea si caracterizarea extractului hidroalcoolic de ghimbir

Am preparat extractul hidroalcoolic de ghimbir (GINex) printr-o metodd descrisd si
publicata anterior [Toma L. si colab., 2018, Carnuta M.G. si colab., 2018, Barbalata T. si colab.,
2019]. Astfel, rizomii de ghimbir (origine, China), curafati, méruntiti, uscati la 60°C si macinati
sub forméd de pudra (80 g) au fost supusi extractiei cu un amestec etanol-apa 8:2 (2000 mL) pe
baie de apd cu ultrasunete, timp de 60 de minute, la 65°C. Dupa filtrare, extractul hidroalcoolic a
fost concentrat sub presiune redusd, la 40°C si apoi liofilizat. S-au obtinut 27 g de pudra liofilizata

de culoare galben-maronie de GINex cu un randament de extractie de 33,8%. GINex au fost
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caracterizate din punct de vedere al continutului de polifenoli totali, flavonoide totale, [6]-gingerol,
[6]-shogaol si gingeroli totali.

Caracterizarea GINex liofilizat

Determinare polifenoli totali

Am utilizat metoda Folin-Ciocalteu [Nagendra chari KL si colab., 2013] cu unele modificari

[Carnuta M.G. si colab., 2018]. Protocolul de lucru este urmatorul: intr-un tub Eppendorf de 2 mL
am adaugat 0,2 mL proba (extract obtinut conform metodei de mai sus) si 1mL reactiv Folin-
Ciocalteu (diluat 1:10). Dupa 4 minute am addugat 0,8 mL Na;COs de concentratie 7,5% si am
incubat amestecul timp de 2 ore la intuneric. Pentru proba martor, fad de care se citeste proba de
interes, cei 0,2 mL de proba au fost inlocuiti cu 0,2 mL etanol 80%. Acidul galic a fost utilizat
drept standard pentru trasarea curbei de calibrare pe domeniul de concentratii 50-500 pg/mL,
utilizdndu-se acelasi volum ca 1n cazul probei si urménd acelasi protocol. Densitatea optica a
probelor a fost masurata la un spectrofotometru Infinite M200 PRO, TECAN, A=765 nm, in placa
cu 96 de godeuri. Am exprimat rezultatul in g Eq acid galic/100 g extract liofilizat (Tabel 1).

Determinare flavonoide totale
Pentru determinarea flavonoidelor totale am utilizat metoda Dowd [Adel S. si Prakash J.,
2010; Carnuta M.G. si colab., 2018]. Pe scurt, am amestecat volume egale de extract etanolic si
solutie AICI3 5% in etanol 80% intr-o placa cu 96 de godeuri. Proba martor, fatd de care se citeste
proba de interes, contine acelasi volum de extract etanolic si de etanol 80% fara AICl;. Dupd 10
minute se citeste absorbanta la A=420 nm cu ajutorul unui spectrofotometru Infinite M200 PRO,
TECAN. Pentru construirea curbei de calibrare am utilizat quercetina pe domeniul de concentratii
5-100 pg/mL. Rezultatul I-am exprimat in g Eq quercetind/100 g extract liofilizat (Tabel 1).
Separarea cromatograficd a componentelor din GINex a fost realizata cu ajutorul unui
sistem UHPLC (Agilent Technologies 1290 Infinity). Am utilizat o coloand Zorbax SB C18, 2.1
x 100 mm, 1.8 um (Agilent, USA), iar faza mobila a fost compusa din: (A) 0.1% acid formic si
(B) acetonitril cu acid formic 0.1%, cu un debit de 0,3 mL/min. Am lucrat intr-un gradient de elutie
dupd cum urmeazd: 0 min - 40% B, 1 min - 40% B, 9 min - 80% B, 10 min - 95% B, 13 min - 95%
B, 17 min - 40% B, 20 min - 40% B. Detectia a fost facutd la A=282 nm, temperatura coloanei
fiind de 50°C. Constituentul predominant prezent in ghimbir este [6]-gingerolul, iar 6-shogaolul
este generat prin deshidratarea [6]-gingerolului pe durata procesdrii/stocarii. Am trasat o curbd de
calibrare de 6-gingerol si 6-shogaol pe domeniul de concentratii 5-50 ug/mL, iar cromatogramele
pentru standarde si GINex sunt reprezentate in Figura 1.
Concentratiile de polifenoli totali, flavonoide totale, [6]-gingerol si [6]-shogaol in

preparatele de GINex liofilizate sunt prezentate in Tabelul 1.

Cfsteen.
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Figura 1. Cromatograma UHPLC-DAD reprezentind monitorizarea la 282 nm a

standardelor de [6]-gingerol si [6]-shogaol (A) si a GINex (B); (1) [6]-gingerol si (2) [6]-shogaol.

Tabel 1. Continutul de polifenoli totali, flavonoide totale, [6]-gingerol si [6]-shogaol al
GINex liofilizate (exprimat in g/100 g GINex).

Nr. Component g/100 g GINex
Crt.

1 Polifenoli totali (eq. acid galic) 40,88+0,48

2 Flavonoide totale (eq. quercetina) 1,70+0,17

3 [6]-Gingerol (UHPLC) 3,30+0,38

4 [6]-Shogaol (UHPLC) 0,29+0,01

5 Gingeroli totali (UHPLC) 9,00+0,09

2. Prepararea si caracterizarea extractului hidroalcoolic de miacese (ROSAex)

Fructe de méces intregi, sectionate, uscate la 70°C, timp de 48 de ore si ulterior macinate
sub formd de pudrd (40 g) au fost supuse extractiei cu un amestec etanol-apa 9:1 (320 mL) la o
temperaturd de 50°C, sub agitare magneticd, timp de 6 ore. Amestecul rezultat a fost filtrat si apoi
concentrat la presiune redusd, la 40°C pana la evaporarea alcoolului, iar reziduul obtinut a fost
liofilizat. Am obtinut 9,2 g de pudra liofilizatda de ROSAex de culoare rosie. Randamentul de
extractie a fost de 23% .

Am caracterizat ROSAex din punct de vedere al continutului de carotenoide, polifenoli si
flavonoide. Continutul in carotenoide totale a fost determinat printr-o metodd UHPLC [Olives
Barba A.IL si colab., 2006]. Pentru extractia carotenoidelor am utilizat un amestec de extractie
compus din hexan/acetond/etanol in raport 50/25/25. Astfel, peste cca. 50 mg ROSAex liofilizat
am adaugat 0,5 mL amestec de extractie i am sonicat pe baia de apa timp de 20 minute. Amestecul

a fost apoi centrifugat la 10.000g, timp de 10 minute. Am transferat stratul organic intr-un alt tub
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si am reluat extractia cu 0,5 mL amestec in aceleasi conditii. Fazele organice reunite au fost
evaporate la sec in curent de azot. Am dizolvat apoi reziduul in 1 mL amestec de
tetrahidrofuran/acetonitril/metanol in raport de 15/30/55. Proba vortexatd si filtrata prin filtru de
0,2 pm, am injectat-o in sistemul UHPLC (Agilent Technologies 1290 Infinity). Separarea s-a
realizat pe o coloand Zorbax SB C18, 2.1 x 100 mm, 1.8 pm, cu ajutorul unei faze mobile compusa
din A - metanol 90% si B - acetonitril 10%, la un debit de 0,3 mL/min. Temperatura in coloana a
fost de 30°C, iar detectia s-a facut la A = 450 nm. Am lucrat in regim izocrat, timp de 45 minute.
Am trasat o curbd de calibrare pentru B-caroten pe domeniul de concentratii 1-40 pg/mL, iar
cromatogramele pentru standard si ROSAex sunt reprezentate in Figura 2. Rezultatele obtinute

sunt cuprinse in Tabelul 2.

B3 EEW N ..Jk - e e f %
|

] A
!

i I il

3 £ 1 a8 2 » X 2 I [ S SOOI

Figura 2. Cromatograma UHPLC-DAD a unui standard de B-caroten de concentratie 5

ug/ml (A) si a ROSAex liofilizate (B) cu detectie la 450 nm (carotenoide).

Pentru determinarea continutului de polifenoli totali si flavonoide totale am folosit metodele

utilizate pentru caracterizarea GINex, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2. Continutul de polifenoli, flavonoide si carotenoide al ROSAex liofilizate (g/100g).

Nr. crt. | Principiul activ g/100 g ROSAex
1 Polifenoli totali 5,42 + 0,09
2 Flavonoide totale 0,041 £ 0,005
3 Carotenoide totale (UHPLC) 0,342
4 B-caroten (UHPLC) 0,297

3. Prepararea fitozomilor cu GINex si ROSAex (FITOGINROSA)
Metoda de obtinere a fitozomilor care contin GINex si ROSAex, denumiti
FITOGINROSA, a fost optimizata pornind de la metodele existente in literaturda [Direito R. si

colab., 2019], pe baza determinarilor de stabilitate a acestor structuri si masurarea efectelor lor

Oftbecscen.
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antioxidante si anti-inflamatoare atdt in vitro cat si in vivo. FITOGINROSA au fost produsi prin
agitarea in conditii termice controlate a unui amestec de GINex, ROSAex si fosfatidilcolina (FC)
intr-un mediu nepolar, urmatd de rotaevaporare, hidratare si ajustarea dimensiunii particulelor prin

sonicare.

EXEMPLUL 1

FITOGINROSA in rapoarte masice GINex:ROSAex:FC —0,5:0,5:1.

Am dizolvat 500 mg de GINex (Figura 3A), S00 mg de ROSAex (Figura 3B) in 100 mL
etanol absolut la o temperaturd de 60°C, in balon cu refluxare si sub agitare magnetica pana cand
s-a obtinut o suspensie omogena. Separat, am solubilizat 1000 mg FC de soia in 25 mL etanol
absolut, pe care am adaugat-o incet, sub refluxare si agitare peste extractele solubilizate si care au
reactionat timp de 2 ore, la 60°C. Am evaporat etanolul sub presiune scdzuta cu ajutorul unui
rotaevaporator. A rezultat un compus cleios/uleios, translucid, de culoare portocalie pe care l-am
hidratat cu 40 mL apa si am ajustat dimensiunea particulelor prin sonicare pe baie de apad timp de
aproximativ 30 minute. Am caracterizat fitozomii din punct de vedere al dimensiunii,
polidispersitatii si al potentialului Zeta, verificand stabilitatea la 4°C timp de o luna. O parte din

fitozomi am liofilizat-o in vederea pastrarii pe termen mai lung (Figura 3C, D).

Figura 3. Aspectul preparatelor liofilizate de GINex (A) si ROSAex (B) folosite pentru obtinerea
FITOGINROSA - 0,5:0,5:1 (GINex:ROSAex:FC) (C, D); C - dupd rotaevaporare, D - dupa

liofilizare.

EXEMPLUL 2

FITOGINROSA 1n rapoarte masice GINex:ROSAex:FC - 0,75:0,25:1.

Am procedat la fel ca in Exemplul 1 cu mentiunea cd am cantarit 750 mg GINex, 250 mg
ROSAex s1 1000 mg FC.

EXEMPLUL 3
FITOGINROSA in rapoarte masice GINex:ROSAex:FC —-0,9:0,1:1.
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Am procedat la fel ca in Exemplul 1 cu mentiunea c& am céntarit 900 mg GINex, 100 mg

ROSAex si 1000 mg FC.

EXEMPLUL 4
FITOGIN - Am procedat la fel ca in Exemplul 1 cu mentiunea cd am céntérit 1000 mg

GINex si 1000 mg FC.

4. Caracterizarea FITOGINROSA

FITOGINROSA (FGR), preparat liofilizat, a fost caracterizat din punct de vedere al
compozitiei fitochimice prin tehnica UHPLC si din punct de vedere structural, prin tehnica
RMN. Astfel, am determinat concentratia de 6-gingerol si B-caroten din fiecare tip de preparat

utilizind metodele UHPLC descrise mai sus, iar rezultatele sunt cuprinse in Tabelul 3.

Tabel 3. Continutul de 6-gingerol si B-caroten in cele 4 tipuri de fitozomi.

Nr. g/100 g Exemplu 1 Exemplu 2 Exemplu 3 Exemplu 4
ert. FGR 0,5:0,5:1 | FGR 0,75:0,25:1 | FGR 0,9:0,1:1 | FITOGIN 1:1
1 6-gingerol 0,500 0,844 1,020 1,140
2 B-caroten 0,074 0.03 0,010 -

Spectrele RMN au fost inregistrate in cloroform deuterat (CDCIls), in tuburi de 5 mm de
calitate Wilmad 507 la concentratii de aproximativ 50 mg/mL pentru FC, GINex si fitozomi
(FITOGIN, FITOGINROSA), si la concentratic de 13 mg/mL pentru ROSAex (datoritd
solubilititii mici) pe un spectrometru de tipul Bruker Avance Neo 400. Spectrele 'H-RMN au fost
inregistrate la frecventa de 400,13 MHz, pe o fereastra spectrala de 38 ppm, cu 128 scanari, timp
de achizitie 4 s, timp de relaxare de 1 s, cu un puls de 30°. Spectrele *'P-RMN au fost inregistrate
la frecventa de 161,97 MHz, pe o fereastra spectrald de 400 ppm, cu 128 scandri, timp de achizitie
0,5 s, timp de relaxare de 2 s, puls de 30° si decuplare de hidrogen tip WALTZ16.

Spectrul *'P-RMN al FC prezinti un semnal la deplasarea chimici §=-0,90 ppm. Efectul
de ecranare este proportional cu cantitatea de ROSAex in fitozomii micsti GINex:ROSAex:FC.
Astfel, deplasarea chimica este de -1,05 in FITOGIN si -1,14, -1,21, -1,26, si -1,60 ppm, pentru
rapoartele masice GINex:ROSAex:FC de 0,9:0,1:1, 0,75:0,25:1 si respectiv 0,5:0,5:1. Spectrele
inregistrate pentru fiecare preparat sunt prezentate in Figura 4. Ecranarea atomului de fosfor din
FC este cu atat mai pronuntatd cu cét sarcina negativa de la atomul de oxigen legat de fosfor este
mai localizatad. Astfel, fitozomii cu continut mare de ROSAex realizeazi o izolare mai eficienta a

grupei P-O si implicit o inglobare mai eficientd a FC in fitozom, iar fitozomii cu contjnut mai mic

ho-
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de ROSAex permit o expunere mai mare a grupei P-O" si implicit a electronilor neparticipanti cétre
grupdri mai electropozitive din molecule vecine. Acest lucru poate fi explicat prin legarea cu atat
mai puternica a grupei trimetilamoniu (Me3;N™) in fitozomi cu cét cantitatea de ROSAex este mai
mare, fapt care lasd grupa fosfat (P-O) mai ecranatd de elecronii neparticipanti. Spectrele
inregistrate pentru fiecare preparat sunt prezentate in Figura 4.

Din punct de vedere al caracteristicilor fizice (dimensiune, distribuia dimensiunii,
potential Zeta), al eficientei la incércare (%, UHPLC) si morfologic prin microscopie de transmisie
electronicd (TEM), analiza se face pe compusul reconstituit in apa ultrapurd in raport 1:10

(fitozomi:apa) si sonicare timp de 30 minute pe baie de apa.

E 8
A 8 B g C 7 D 3 E T
[ [
08 1o 18 s 10 s 10 1.8 1o 15 10 s 20
FOSFATIDILCOLINA FITOGIN FITOGINROSA FITOGINROSA FITOGINROSA
0.9:0,1:1 0,75:0,25:1 0,5:0,5:1

Figura 4. Spectrul 3'P-RMN al fosfatidilcolinei (A), FITOGIN (B), FITOGINROSA cu
rapoarte masice 0,9:0,1:1 (C), 0,75:0,25:1 (D) si respectiv 0,5:0,5:1 (E).

Am caracterizat fitozomii din punct de vedere al dimensiunii particulelor si al
potentialului Zeta cu ajutorul unui dispozitiv Zetasiser Nano ZS (ZEN 3600) (Malverne
Instruments, Marea Britanie). Dimensiunea si distributia dimensiunii fitozomilor au fost
determinate folosind metoda DLS. Probele au fost diluate 1 uL la 2 mL cu apa ultrapura, astfel
incat sd avem o intensitate optima a imprastierii. Au fost masurate intensitétile luminii impragtiate
la un unghi de 173° cu ajutorul unei metode standard de operare. Diametrul hidrodinamic mediu
al fitozomilor a fost 1n jur de 1100-1300 nm, avand un indice de polidispersie mare, fiind cuprins
intre 0,3 si 0,8, ca urmare a prezentei mai multor populatii care au dimensiuni cuprinse intre 100nm

pénd la 2000 nm. In aceeasi cuvetd de masurare, dupd determinarea dimensiunii, am introdus un
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electrod (ZEN1002) pentru determinarea potentialului Zeta(C). Acesta a fost mésurat folosind
dispersia luminii electroforetice (ELS). Am efectuat S mésurdtori consecutive la S V cu o intarziere
de 300 secunde intre masurdtori. Rezultatele au fost analizate folosind software-ul Zetasiser
Software 7.12 (Malvern Instruments). Fitozomii sunt incéarcati negativ, intre -16 si -22 mV, ceea
ce indicd o buna stabilitate (Tabel 4 si Figura 5B). Fitozomii FITOGINROSA prezintd mai multe
populatii de particule, dimensiunea acestora crescand pe masurd ce creste concentratia de
ROSAex, In acord cu miografiile TEM prezentate in Figura 6. Astfel, particulele de
FITOGINROSA 0,9:0,1:1 prezinta o dimensiune medie de ~190nm, FITOGINROSA 0,75:0,25:1
~ 380nm, iar FITOGINROSA 0,5:0,5:1 prezinta o dimensiune medie de ~1180 nm (Figura SA).

A FGR FGR FGR
B FITOGIN  09:0,1:1  075:025:1  0,5:0,5:1
1600 0
E
< o
= 1200 é -5
g 3
g 00 & 10
£ =
‘:6 E _15
= L
g 400 E
: wn W 2
0 _
FITOGIN  FGR FGR FGR
0,9:0,1:1 0,75:0,25:1 0,5:0,5:1 -25

Figura 5. Reprezentarea graficad a dimensiunii (A) si a potentialului Zeta (B) pentru
particulele lipidice de FITOGINROSA in cele trei formulari comparativ cu FITOGIN si
fosfatidilcolina (FC).

Pentru a determina Eficienta de incarcare (EI, %) In fitozomi, am separat 6-gingerolul si
B-carotenul liber de nanoemulsie prin centrifugare utilizand o membrana filtrantd Amicon Ultra
100 Kda la 14000g, timp de 30 minute. Am determinat apoi 6-gingerolul si 3-carotenul din filtrat
prin UHPLC conform metodelor descrise mai sus. Eficienta de incércare (El, %) a fost calculatd
utilizand formula:

El (%) = (6-gingerol total - 6-gingerol liber (in filtrat) / 6-gingerol total x100

Similar am procedat si pentru determinarea EI (%) a [-carotenului. Procentele de
incorporare pentru 6-gingerol (83%) si B-caroten (94%) sunt foarte ridicate si dovedesc eficienta
mare la Incarcare a fitozomilor pentru principiile active din GINex si ROSAex (Tabel 4).

Stabilitatea in timp a FITOGINROSA a fost verificatd pe preparate sub forma de
nanoemulsie, pastrate la 4°C. Timp de 30 de zile de la preparare, nanoemulsia de FITOGINROSA

a fost stabila si nu am observat o separare de faze a componentelor, iar rezultatele sunt prezentate

in Tabelul 4.
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Tabel 4. Valorile obtinute pentru dimensiunea particulelor, indexul de polidispersie (PDI),
potentialul Zeta, continutul de B-caroten si 6-gingerol si eficienta lor de incapsulare si stabilitatea

in timp a nanoemulsiei de FITOGINROSA cu GINex:ROSAex:FC in raport masic de 0,5:0,5:1.

Stabilitate | Z-average PDI Zeta- B-caroten 6-gingerol Eficienta la Eficienta la
4°C (nm) potential (ug/mL) (ug/mL) incarcare incarcare
(mV) 6-gingerol B-caroten
(%) (%)
T0 1328 £ 123 | 0.775£0,058 | -16,6 6,0 15,1 £1,6 934+43 833+34 943 +4.5
T7 zile 1143 £ 113 | 0,345£0,068 | -18,9+35,7 134£1,2 93,6 +3,7 -
TIS zile 1187 +213 | 0,609+0,093 | -226+738 12,7+0,7 929+2,5 -
T30 zile 1243+ 243 | 0,869 +0,107 | -19,8+6,3 11,9+£09 90,6 £2,4 -

Am realizat caracterizarea morfologica a fitozomilor prin tehnica TEM. Procedeul a
presupus depunerea unei picdturi din probad pe o retea de cupru acoperitd cu carbon timp de 1
minut. Excesul de solutie a fost indepartat folosind o hartie de filtru, apoi esantionul a fost

Investigat folosind un microscop electronic cu transmisie HT7700 (Hitachi) care functioneaza la

100 kV 1n modul de contrast ridicat, iar imaginile obtinute sunt prezentate in Figura 6.

Rl (:; £
FITOGINROSA
0,5:0,5:1

FITOGINROSA
0,75:0.25:1

FOSTATIDILCOLINA FITOGINROSA

1:1 0.9:0,1:1

Figura 6. Micrografii TEM prezentand in detaliu morfologia celor 3 formulari de
FITOGINROSA comparativ cu fosfatidilcolina si FITOGIN; A, D si E — bara de scara 200 nm, B

si C — bara de scara 500 nm.

Din miogratiile TEM de mai sus se poate observa ca particulele lipidice de FC sunt sferice
si polidisperse, iar cele de FITOGIN sunt alungite si cu un grad mare de polidispersitate. Acelasi
lucru se observd si In cazul FITOGINROSA. Particulele lipidice cresc pe mdsurd ce creste
ponderea de ROSAex in compozitia fitozomilor. In FITOGINROSA 0,5:0,5:1 se vede foarte clar
ca existd tendinta de agregare.

Scopul acestui patent este de obtinere a unor fitozomi in care continutul de GINex si
ROSAex sa fie cat mai mare in condifiile asigurarii stabilitdtii acestor structuri pe termen cat mai
lung, cu mentinerea proprietdtilor antioxidante si anti-inflamatoare. FITOGINROSA au fost
pastrate In forma liofilizatd pana la testarea proprietitilor lor antioxidante si anti-inflamatoare in

: S 9
Vilro S1 in vivo.
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S. Selectarea formularii si concentratiei optime de FITOGINROSA in functie de
proprietitile antioxidante si anti-inflamatoare determinate in vitro

Celule enterocite din linia Caco?2 si celule endoteliale (CE) din linia EAhy.926 (ATCC,
Manassas, VA, SUA) au fost utilizate pentru a selecta formularea si concentratia optima de
FITOGINROSA, in functie de efectele antioxidante si anti-inflamatoare ale fitozomilor.

Celulele enterocite confluente au fost pre-incubate timp de 6 ore cu mediul de cultura
contindnd FITOGINROSA, apoi am adaugat TNFa (20 ng/mL) in mediu pentru inca 18 ore. TNFa
a fost folosit pentru a induce in celule stres oxidativ si inflamator [Toma L. si colab., 2018].
Celulele au fost incubate cu FITOGINROSA 1in cele trei formulari (rapoarte masice)
GINex:ROSAex:FC 0,9:0,1:1, 0,75:0,25:1 si 0,5:0,5:1. Au fost testate patru concentratii din
fiecare formulare exprimate in echivalent 6-gingerol: 5, 10, 20 si 40 pM. In paralel, am folosit
drept control celule incubate doar cu TNFa (TNFa) sau celule incubate cu TNFa s1 FC (FC) 1n
concentratie echivalentd celei din FITOGINROSA. Dupéa 24 ore de la incubare, celulele enterocite
au fost prelucrate pentru evaluarea expresiei genice a unor proteine indicatori ai statusului
antioxidant (paraoxonaza 2 — PON2, superoxid dismutaza 2 — SOD?2) si inflamator (IL-1§). Pentru
masurarea expresiei genice am izolat ARN total din celule folosind reactivul TRIzol (Life
Technologies). Am revers-transcris 1-2 pg din ARN-ul obtinut folosind enzima MultiScribe
Reverse Transcriptase (Life Technologies), conform cu recomandarile producdtorilor. Am
amplificat ADN-ul complementar obtinut, folosind SyBr Select Master Mix (Life Technologies,
Carlsbad, CA, SUA) si primeri specifici pentru genele SOD2, PON2, IL.-1§ si B-actina (gena de
referintd). Pentru amplificare am folosit sistemul ViiA7 Real-Time PCR (Applied Biosystems,
CA, SUA). Cuantificarea relativa a produsilor de amplificare s-a facut raportat la celulele incubate
doar cu TNFa carora le-am atribuit valoarea 1. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul ca
formularea FITOGINROSA 0,5:0,5:1, in concentragie de 10 si 20 uM echivalent 6-gingerol a
stimulat cel mai bine expresia genicd a enzimelor antioxidante SOD2 si PON2 si concentratia de
20 uM a inhibat cel mai mult expresia genica a moleculei pro-inflamatorii [L.- 1 3, marcate in chenar

in graficele din Figura 7.
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Figura 7. Efectul antioxidant si anti-inflamator al FITOGINROSA in diferite rapoarte
masice GINex:ROSAex:FC (0,9:0,1:1, 0,75:0,25:1 si 0,5:0,5:1) si la diferite concentratii
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echivalent 6-gingerol (5, 10, 20 si 40 pM) asupra enterocitelor activate cu TNFa. Expresia genica
pentru SOD2 (A), PON2 (B) si IL-1B (C) este reprezentatd comparativ cu celule expuse la TNFa
sau la TNFa + fosfatidilcolina (FC). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 pentru TNFa+
FITOGINROSA vs. TNFa.

Expresia genicd a enzimei antioxidante SOD2 creste semnificativ si in cazul celulelor
Caco2 expuse la FITOGINROSA cu raport masic 0,75:0,25:1-10 uM, dar mai putin comparativ
cu FITOGINROSA 0,5:0,5:1-20 uM, iar FITOGINROSA cu raportul 0,9:0,1:1 nu a prezentat efect
antioxidant, sugerdnd ca extractul de micese in concentratic mai mare este benefic deoarece
sustine proprietatile antioxidante ale extractului de ghimbir. Expresia genicd a moleculei pro-
inflamatorii IL-1p a scdzut si in cazul celulelor Caco2 incubate cu FITOGINROSA 0,75:0,25:1-
20 uM si 0,9:0,1:1-20 uM, insa mult mai putin comparativ cu FITOGINROSA 0,5:0,5:1-20 uM
(Figura 7). Pe baza acestor rezultate, am folosit mai departe in experimente, FITOGINROSA in
raport masic 0,5:0,5:1.

6. Biodisponibilitatea principiilor active din FITOGINROSA

Pentru a determina biodisponibilitatea principiilor active din FITOGINROSA comparativ
cu cea a amestecului de extracte hidroalcoolice GINex+ROSAex in cantitdti echivalente, am
efectuat un experiment de farmacocinetica in care am utilizat un lot de soareci din linia C57Bl/6J,
masculi, cu varsta de 15-20 sdptamani si greutatea corporala de 26,65 + 2,3 g. Animalele au primit
prin gavaj un volum maxim de 200 pL. FITOGINROSA (formularea 0,5:0,5:1) reconstituit din
pudra liofilizatd sau GINex+ROSAex, in concentratie de 9,2 mg 6-gingerol/’kg corp. Dupa
administrarea preparatelor, la intervale de timp de 15, 30, 45, 60 si 120 minute, animalele au fost
anesteziate cu supradoza de ketamind/xylazina si a fost prelevat prin punctie cardiacd un volum de
500-700 uL de sange pe EDTA (ca anticoagulant). Probele de sdnge au fost mentinute pe gheatd
pand la centrifugare si obtinerea plasmei, care a fost pastratd la -80°C pand la cuantificarea
nivelului de 6-gingerol liber dupa o metoda descrisa anterior de Kim M.G. si colab. (2012). Pentru
fiecare interval de timp am utilizat un numar de 3 animale. Rezultatele au arétat o crestere de 2-3
ori a concentratiei de 6-gingerol liber in plasma animalelor care au primit FITOGINROSA
comparativ cu cele care au primit GINex+ROSAex pe intervalul de timp 15 - 120 minute (Figura
8). Aceste date dovedesc faptul cd formularea principiilor active din extractele hidroalcoolice
GINex si ROSAex in fitozomi asigurd o absorbiie crescutd a acestora in circulatie si 0 mentinere

a acestui nivel in plasma pe durata a minim doua ore.
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Figura 8. Concentratia de 6-gingerol liber in plasma soarecilor C57BI/6J care au primit
FITOGINROSA (FGR) comparativ cu cei care au primit GINex+ROSAex (Extract), la 15, 30, 45,
60 si 120 minute de la momentul gavajului. Rezultatele sunt prezentate ca medie + SEM; *p<0,05

s1 **¥p<0,01 FGR comparativ cu GINex+ROSAex.

La interval de 60 si 120 minute de la administrarea prin gavaj a FITOGINROSA sau
GINex+ROSAex, animalele anesteziate cu supradoza de ketamind/xylazind au fost supuse
procedurii de laparatomie pentru prelevarea de organe in vederea determinarii concentratiei de 6-
gingerol liber In tesuturile respective. Astfel, animalele au fost supuse perfuzarii cu solutie salind
(ser fiziologic) pentru spdlarea vasculaturii, urmata de prelevarea stomacului, pancreasului,
ficatului, splinei, rinichiului, cordului si plamanului. Imediat dupd prelevare, organele au fost
sectionate in piese mici $i inghetate rapid in azot lichid, apoi pastrate la -80°C péanéa la analiza
ulterioara. Pentru determinarea concentratiei de 6-gingerol liber in tesuturile prelevate, ~ 200 mg
tesut a fost omogenizat in solufie salind (ser fiziologic) prin maruntire si sonicare pe gheatd, urmata
de extractia in acetonitril, dupa precipitarea proteinelor, concentrare in curent de azot, dizolvarea
reziduului in etanol 80% si cuantificare UHPLC. Am utilizat drept standard intern 500 ng de
nonivamide [Kim M.G. si colab., 2012]. Am raportat continutul de 6-gingerol liber (ng) la
cantitatea de tesut exprimatd in grame. Cuantificarea continutului de 6-gingerol liber in organele
prelevate a evidentiat faptul cd administrarea principiilor active ale GINex si ROSAex sub forma
de fitozomi a condus la scdderea de ~ 3 ori a concentratiei acestora la nivelul stomacului, ceea ce
sugereazd o absorbtie mai bund la nivelul tubului digestiv comparativ cu administrarea lor sub

forméd de extract hidroalcoolic (Figura 9A).
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Figura 9. Concentratia de 6-gingerol liber in stomac (A), ticat (B) si rinichi (C) de la
soareci CS7BI/6J care au primit FITOGINROSA (FGR) comparativ cu cei care au primit
GINex+ROSAex (Extracte), la o ora si doud ore de la gavaj. Rezultatele sunt prezentate ca medie

+ SEM, *p<0,05 s1 **p<0,01 FGR la o ord comparativ cu GINex+ROSAex la o oré.

In cord, splina si pancreas nivelul de 6-gingerol liber a fost sub limita de detectie a metodei
folosite. La animalele care au primit FITOGINROSA am determinat dupa o ord de la administrare
o concentratie de 6-gingerol liber crescutd cu 50% la nivelul ficatului si de ~ 3 ori mai mare in
rinichi, comparativ cu animalele care au primit extractul hidroalcoolic (Figura 9B si 9C). Aceste
rezultate care evidentiazd nivelul crescut de principii active la nivel tisular sugereazd o actiune
anti-oxidantd si anti-inflamatoare prelungitd a extractelor in unele organe, in urma administrarii

lor sub forma de fitozomi.

7. Proprietatile antioxidante si anti-inflamatoare exercitate de FITOGINROSA in
Vivo

Pentru a evalua in vivo potentialul antioxidant si anti-inflamator al FITOGINROSA cu
formula selectata la Capitolul 6 (GINex:ROSAex:FC - 0,5:0,5:1), am administrat preparatul la
soareci CS7BI/6] carora le-am indus ulterior inflamatie sistemicd prin administrarea de
lipopolizaharide (LLPS) intra-peritoneal (i.p.) in doza sub-letald de 0,2 mg LPS/kg corp [Fuior EV
si colab., 2020]. Anterior administrarii LPS, animalele au primit prin gavaj, timp de 7 zile, 100 pnL
de FITOGINROSA 1in concentratie de 4.5 mg 6-gingerol/kg corp (n=8), GINex+ROSAex in
cantitate echivalenta celei existente in FITOGINROSA (n=7), FC in concentratie echivalenta celei
existente in FITOGINROSA (n=7) sau apa (n=6). Toate animalele au primit apoi LPS prin
injectare 1.p. si au fost mentinute cu acces liber la hrana si apa timp de 16-18 ore. Dupa acest
interval de timp, animalele au fost anesteziate cu supradoza de ketamind/xylazind. Un volum de
500-600 pl. de sdnge a fost recoltat prin punctie cardiacd si procesat pentru obtinerea serului.
Probele de ser au fost pastrate la -80°C pana la efectuarea determinarilor de interes.

Activitatea enzimei antioxidante paraoxonaza 1 (PONI1) a fost mdsuratd in ser drept

capacitatea acesteia de a hidroliza substratul paraoxon folosind o metodd descrisda anterior
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[Rosenberg O. si colab., 2005]. Nivelurile serice de TNFa au fost determinate cu ajutorul unui kit
ELISA Mouse TNF-a DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN, SUA).

Tratamentul cu FITOGINROSA anterior inducerii inflamatiei sistemice cu LPS la soareci
C57BI/6] a avut ca efect mentinerea unui nivel semnificativ crescut (30%) al activitdgii enzimel
antioxidante PON1 comparativ cu grupul de animale care a primit apd, FC sau combinafia celor
doua extracte hidroalcoolice (Figura 10A). Pentru a evalua proprietétile anti-inflamatoare ale
preparatului FITOGINROSA am determinat nivelurile serice de TNFa si rezultatele evidentiazad o
reducere cu 35% a nivelului acestui factor pro-inflamator la soarecii care au primit

FITOGINROSA comparativ cu cei care au primit mix-ul de extracte hidroalcoolice (Figura 10B).

A B
3000 s
= 2500 ; i 4
S
2000 =
5 g
&~ 1500 =
g s 2
= 1000 E
>
T 500 1
-t
0 0
Control  Apa FC Extracte FGR Control  Apa ¥C Extracte FGR

Figura 10. Tratarea soarecilor C57B1/6] cu FITOGINROSA (FGR) inainte de inducerea
inflamatiei sistemice cu lipopolizaharide a contribuit la mentinerea unui nivel normal al activitatii
enzimei antioxidante paraoxonaza | (PON1) (A) si la scaderea factorului de necroza tumorald alfa
(TNFo) (B). Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SEM, *p<0,05, **p<0,01, FGR versus

extractele hidroalcoolice.

6. Viabilitatea celulelor enterocite tratate cu FITOGINROSA

Intru-cat rezultatele au aratat ca FITOGINROSA in raport masic 0,5:0,5:1 si concentrafie
20 uM echivalent 6-gingerol este varianta optima pentru obtinerea de efecte antioxidante si anti-
inflamatoare In enterocite, am ales sa verificim efectul acestei doze asupra viabilitatii celulare.
Am insdméntat celulele enterocite Caco?2 la o densitate de 200.000/mL si le-am crescut in mediu
MEM (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) suplimentat cu 10% ser fetal bovin, L-
glutamind si un amestec de aminoacizi ne-esentiali. Celulele Caco2 au fost expuse la
FITOGINROSA 20 uM sau mix de extracte hidroalcoolice GINex:ROSAex (0,5:0,5) 20 uM
echivalent 6-gingerol. In paralel, am folosit drept control celule incubate cu FC sau etanol in
concentratii echivalente celor din FITOGINROSA, respectiv din mix-ul de extracte hidroalcoolice.

Efectul FITOGINROSA asupra viabilitatii celulare a fost evaluat folosind metoda XTT (Sigma
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Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) sau kit-ul CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane
Integrity Assay (Promega, Madison, USA). Metoda XTT este o metoda sensibila folositd pentru
determinarea viabilitatii celulare si se bazeazd pe masurarea activitatii dehidrogenazelor
mitocondriale din celulele vii care reduc sarea de tetrazoliu XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) determinidnd formarea formazanului solubil in
apa, detectabil spectrofotometric. Kit-ul CytoTox-ONE foloseste o metoda fluorimetrica rapida
pentru estimarea numdrului de celule vii prin determinarea intracelulard a nivelurilor de lactat
dehidrogenaza (LDH). Rezultatele obtinute prin ambele metode arata ca FITOGINROSA 1n raport
masic 0,5:0,5:1 si concentratie 20 uM echivalent 6-gingerol nu prezintd efecte toxice aupra
celulelor, spre deosebire de mix-ul de extracte hidroalcoolice care induce o scadere semnificativa

a viabilitafii celulare (Figura 11A si 11B).
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Figura 11. Viabilitatea celulelor enterocite dupa incubarea cu FITOGINROSA (FGR)
prezentata comparativ cu expunerea celulelor la fosfatidilcolina (FC), mix-ul de extracte hidro-
alcoolice sau etanol si masuratd prin metoda XTT (A), activitatea lactat dehidrogenazei (B) si
nivelul de ATP intracelular (C). **p<0,01, ***p<0,001 pentru FGR versus Extracte. (D) Imagini
reprezentative de microscopie optica care evidentiaza densitatea celulara in functie de expunerea

la mediu control, etanol, mix de extracte hidroalcoolice, FC sau FGR.

in paralel am evaluat statusul energetic al enterocitelor prin mésurarea nivelurilor
intracelulare de ATP folosind kit-ul bioluminescent ViaLight Assay (Lonza, Rockland, ME,
USA). Dacd viabilitatea celulelor expuse la FITOGINROSA se mentine la nivelul celulelor
control, masurarea statusul energetic al enterocitelor incubate cu FITOGINROSA demonstreaza
efectul benefic al preparatului prin cresterea nivelului intracelular de ATP comparativ cu celulele
expuse la extracte hidroalcoolice, dar si fatd de celulele control (Figura 11C). Rezultatele arata ca
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formularea extractelor hidroalcoolice in fitozomi are efect protector pentru celulele enterocite,

reducand efectul lor citotoxic.

7. Evaluarea toxicitatii FITOGINROSA in vivo

Pentru a evalua gradul de toxicitate al FITOGINROSA in vivo am masurat activitatea
alaninaminotransferazei (ALT) si nivelul de creatinind in plasma soarecilor C57BL/6J care au
primit tratament cu FITOGINROSA, amestec de extracte hidroalcoolice, FC sau apd administrat
prin gavaj timp de 7 zile, apoi au fost injectati cu agentul pro-inflamator (LPS). Activitatea crescuta
in plasmd a ALT este un indicator al toxicitatii exercitate de un compus asupra {esutului hepatic,
1ar concentratia crescutd de creatinina semnaleaza afectarea functiei {esutului renal [Schumann G
si colab., 2002; Junge W si colab., 2004]. Pentru masurarea activitdt{ii ALT am utilizat o metoda
care se bazeazd pe oxidarea NADH (kit Dialab, Neudorf, Austria), iar pentru cuantificarea
nivelului de creatinind am folosit metoda Jaffé (kit Dialab, Neudorf, Austria). Masuratorile au
aratat ca activitatea ALT in plasmé s-a dublat ca urmare a actiunii LPS in cazul administrarii de
FC sau extracte hidroalcoolice, comparativ cu animalele Control. Administrarea prin gavaj a
FITOGINROSA a mentinut valoarea activitdtii ALT la nivel normal, similar grupului Control
(Figura 12A). Rezultate asemandtoare am obtinut si in cazul creatininei a cdrei concentratie
plasmatica a crescut de 2,5 ori ca urmare a actiunii LPS la soarecii tratati cu FC sau amestecul de
GINex si ROSAex. Administrarea in prealabil a FITOGINROSA a determinat reducerea cu 35%

a nivelului plasmatic al creatininei comparativ cu extractele hidroalcoolice (Figura 12B).
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Figura 12. Tratarea soarecilor C57B1/6J cu FITOGINROSA (FGR) inainte de inducerea
inflamatiei cu LPS a redus nivelurile plasmatice de ALT (A) si creatinind (B) comparativ cu
soarecii care au primit tfosfatidilcolina (FC), amestecul de extracte hidroalcoolice sau apa.

Rezultatele sunt prezentate ca medie £ SEM, *p<0,05, **p<0,01, FGR versus extractele

hidroalcoolice.
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Revendiciri:

1. Complexe moleculare fito-fosfolipidice, denumite fitozomi FITOGINROSA, formate prin reactia
dintre compusi polifenolici din extracte din plante §i gruparea fosfat sau trimetil amoniu a
fosfatidilcolinei, caracterizate prin aceea cd sunt constituite din 25% (procente masice) extract
hidroalcoolic din rizomi de ghimbir liofilizat (GINex), 25% (procente masice) extract hidroalcoolic
din fructe de méces liofilizat (ROSAex) si fosfatidilcolina in proportie optima de 50%, ce pot fi
administrate pe cale orald, prezinta biodisponibilitate crescuta si au rol antioxidant si anti-inflamator.
2. Procedeu de obtinere a fitozomilor FITOGINROSA conform revendicarii 1 caracterizat prin
aceea cii, extractul hidroalcoolic din rizomi de ghimbir liofilizat se combind cu extractul
hidroalcoolic din fructe de méces liofilizat in rapoarte masice 0,5:0,5, apoi sunt solubilizate in etanol
absolut, la 60°C, sub agitare magnetica, pana cand se obtine o suspensie omogend peste care se
adaugd incet, sub refluxare si agitare fosfatidilcolina in raport masic cu cele doua extracte de
0,5:0,5:1, solubilizata in etanol absolut si se lasa sa reactioneze timp de 2 ore, la 60°C, iar dupa
evaporarea etanolului, compusul rezultat de culoare portocalie este hidratat cu apd si timp de
aproximativ 30 minute se sonicheaza pe baia de apa pentru ajustarea dimensiunii particulelor, pana
cand se obtine o nanoemulsie care este apoi liofilizata.

3. Fitozomi FITOGINROSA conform revendicarilor 1-2 caracterizati prin aceea ci, in celulele
enterocite activate cu TNFa ca moleculd initiatoare a stresului oxidativ si inflamator a indus cresterea
cu 60-90% a expresiei genice a enzimelor antioxidante superoxid dismutaza 2 si paraoxonaza 2 si a
determinat scaderea cu 50% a expresiei genice a moleculei pro-inflamatorii interleukina 1P,
comparativ cu TNFa, proprietiti antioxidante si anti-inflamatoare care au fost demonstrate si in vivo,
la soareci cu inflamatie sistemica generatd de lipopolizaharide la care administrarea fitozomilor au
indus o crestere cu 30% a activitafii paraoxonazei 1 si o scadere cu 35% a TNFa in plasma.

4. Fitozomi FITOGINROSA conform revendicarilor 1-3 caracterizati prin aceea ci prezinta o
biodisponibilitate crescutd de 2-3 ori a principiilor active in plasma soarecilor pe intervalul de timp
15 — 120 minute de la administrare si cu 50% la nivelul ficatului si rinichilor, in paralel cu scaderea
cu 60% a concentrafiei acestora la nivelul stomacului, ceea ce sugereaza o absorbtie mai buna la
nivelul tubului digestiv.

5. Fitozomi FITOGINROSA conform revendicarilor 1-4 caracterizati prin aceea ci administrafi
in doza terapeutica de 4.5 mg 6-gingerol/kg corp, timp de 7 zile, la soareci cu inflamatie sistemica
indusa de lipopolizaharide nu au avut efecte toxice, dimpotriva, au indus o scidere cu 25% a
concentratiei plasmatice de creatinina si cu 60% a activitdtii alaninaminotransferazei, ceea ce indica
la nivelul celulelor enterocite, masuratd ca metabolizare a XTT, nivel al activitatii

lactatdehidrogenazei sau al ATP intracelular.
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