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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
extract selectiv, standardizat de Epilobium hirsutum L.
cu activitate antitumorald in aplicare singulard, res-
pectiv, de potentare a activitatii antitumorale a 5-fluoro-
uracil pe linii celulare tumorale de melanom malign
murin B16F10. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele: extractia materialului vegetal constédnd din
partea aeriana de pufulitd cu flori mici (Epilobium
hirsutum L. herba) cu alcool etilic 70%, (v/v) in raport de
extractie 1:15, timp de 1 h, la reflux, separarea materia-

lului vegetal prin filtrare, dozarea continutului Tn poli-
fenoli totali (GAE) per ml extract, concentrarea solutiei
la presiune redusa péna la stadiul de extract uscat cu
reluare Tn etanol 40% (v/v), rezultdnd un extract selec-
tiv, standardizat lipsit de toxicitate, respectiv, citotoxi-
citate asupra celulelor normale, avand un continut in
polifenoli totali de 5 mg GAE/mI extract.
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EXTRACT SELECTIV DIN PARTEA AERIANA DE EPILOBIUM HIRSUTUM L. CU EFECT DE

POTENTARE A ACTIVITATII ANTITUMORALE A 5-FLUOROURACILULUI

Inventia se refera la un extract selectiv, standardizat din partea aeriand de pufulitd cu flori mici
(Epilobium hirsutum L. herba) cu activitate antitumorald si cu actiune de potenfare a activitatii
antitumorale a 5-fluorouracilului pe linia celulard tumorald de melanom malign murin B16F10.

Este cunoscut faptul cd desi in ultimile decade s-au inregistrat progrese in detectarea timpurie a
cancerului §i imbunititirea terapiei standard (chirurgie, terapie cu radiatii si chimioterapie) durata de
supravietuire dupd tratament este limitatd [1]. Incd de la introducerea ei in terapie chimioterapia a
prezentat o serie de dezavantaje esentiale care n-au fost rezolvate nici pand in prezent [1]; 1) toxicitatea
ridicata a tratamentului pentru celulele normale, 2) rezistenta la tratament, 3) incapacitatea eradicirii
complete a tumorilor [2,3]. Aceste dezavantaje au fost partial rezolvate prin introducerea in tratamentele
oncologice a terapiei combinate.

Este cunoscut faptul ca o imbunitatire considerabila a chimioterapiei s-a realizat in ultimii ani prin
introducerea in terapia standard a cancerului a tratamentelor cu combinatii de medicamente. Schimbarea
paradigmei de la terapia cu un singur medicament la terapia cu mai multe medicamente a fost posibild
datoritad cercetdrilor avansate efectuate in patofiziologia bolilor cronice §i grave care au demonstrat ci
aceste boli sunt multifactoriale si de aceea necesita tratamente care actioneazi pe mai multe cii, deci
necesitd tratamente combinate [4-7[. Este cunoscut faptul ci, carcinogeneza este un proces in mai multe
etape care prezintd deregldri in mai multe cidi de semnalizare celulard. De aceea utilizarea unor
medicamente care au ca {int o singuri cale de semnalizare este de multe ori ineficient. in ultimii ani in
tratamentu! standard al cancerului se utilizeaza o combinatie de doud sau mai multe medicamente ceea ce
a dus la o cresterea a eficientei tratamentului, deoarece prin f{intirea mai multor cdi de semnalizare

celulard simultan se obtine un efect aditiv sau sinergic si are loc si o micgorare a rezistentei la
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medicamente [8].

Desi utilizarea combinati a mai multor agenti antitumorali cu diferite mecanisme de actiune s-a
dovedit mai eficientd apare dezavantajul unei toxicititi marite. O modalitate de a depasi acest dezavantaj
este de a utiliza in tratamentele oncologice substante active de origine vegetalad sau extracte vegetale cu
activitate antitumorald in combinatie cu chimioterapicele standard. Studiile efectuate in ultimii ani atat in
vitro cat si in vivo au demonstrat cd numerosi metaboliti ai plantelor nu sunt numai agenti
chemopreventivi (nu numai ci reduc riscul de a dezvolta diverse tipuri de cancer), dar reprima
proliferarea celulelor tumorale, inhiba ciile de semnalizare ai factorilor de crestere, induc apoptoza,
inhibd angiogeneza, repriméi exprimarea proteinelor antiapoptotice, inhiba ciclooxigenaza-2, etc. [9, 10].

in tratamentele bazate pe medicamente din plante se considera ca eficienta utilizarii lor se datoreazi
actiunii sinergetice a mai multor constituenti in doze mici. Toxicitatea lor este redusd datoritd dozelor
mici in care actioneazi. Pornind de la aceste date a aparut i ideea combindrii in diverse tratamente de
produsi naturali cu medicamente de sintezd in speranta gésirii unor combinatii sinergice cu eficientizarea
tratamentului si cu toxicitate mai scazuta. in cazul cancerului in numeroase lucriri s-a demonstrat efectul
de potentare a activitatii agentilor chimioterapeutici prin combinarea cu diversi compusi naturali [6].

Este cunoscut faptul ci de Epilobium hirsutum L. herba are activitate antiproliferativd pe o serie de
linii celulare tumorale [11,12].

In acest context, problema pe care o rezolvd inventia este cd extractul selectiv, standardizat de
Epilobium hirsutum conform inventiei, este netoxic §i potenteazd activitatea antitumorald a
5-fluorouracilului pe linia celulard de melanom malign B16F10 i poate fi astfel folosit pentru obtinerea
unui noi agenti antitumorali, ce combind 5-fluorouracilul §i extractul de Epilobium hirsutum, cu
activitate specifici superioara S-fluorouracilului §i farmacotoxicologie aseminitoare
S-fluorouracilului.

Extractul vegetal de Epilobium hirsutum obtinut conform inventiei poate fi utilizat in prepararea unor
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produse dermatocosmetice (topice) cu potential de prevenire a modificarilor maligne la nivelul epidermei
la om.

Extractul vegetal standardizat de Epilobium hirsutum, conform inventiei, consta in aceea ci se obtine
prin extractia materiei prime vegetale, pufulitd cu flori mici, cu alcool etilic 70% (v/v), in raport de
extractie 1:15, timp de 1 oré, la reflux, dupa care pentru extractul de pufulita brut, obtinut dupa separarea
materialului vegetal prin filtrare, se face dozarea continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract,
urmati de concentrarea solutiei rezultate la presiune redusi pana la stadiul de extract uscat, extract uscat
care in final se reia cu etanol 40% (v/v) astfel incit sd se obtind un extract, selectiv, standardizat de
pufulitd, cu un continut in polifenoli totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.

Procedeul de obtinere a unui extract vegetal standardizat de Epilobium hirsutum, cu actiune de
potentare a activititii antitumorale a S-fluorouracilului, constd in aceea ci se supun extractiei 20g de
material vegetal uscat gi maruntit de herba de Epilobium hirsutum in 300 mL alcool etilic 70%(v/v), timp
de 1h, la reflux, dupa care se filtreaza prin filtru de porozitate medie obfindndu-se extractul de pufulitd
brut pentru care se face dozarea continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract, urmati de
concentrare la presiune redusé pana la stadiul de extract uscat, extract uscat care in final se reia cu etanol
40% (v/v) astfel incat sa se ob{ind un extract, selectiv, standardizat de pufulitd, cu un continut in polifenoli
totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract.

Principalele caracteristici ale extractului vegetal de Epilobium hirsutum conform inventiei sunt:

1. Are un continut bogat in polifenoli; studiile HPTLC asupra extractului selectiv in etanol 40% (v/v) din
herba de pufulita au indicat prezenta certd a acidului clorogenic (s2), a acidului galic (s7) plus cel putin
patru derivati ai miricetinului (s3, s4, s5 §i s6). - vezi Figura 1. Acesti polifenoli, conform datelor de
literaturd, au activitate antiproliferativd pe diferite linii celulare §i actioneazd pe mai multe cdi de
semnalizare celulara [8].

2. Este lipsit de toxicitate, concentratiile care au afectat celulele tumorale, nu manifesta citotoxicitate
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asupra celulelor normale, in conditiile experimentului de fati - vezi Figura 2.
3. Prezintd activitate antiproliferativd evidentiatd pe celule umane de melanom malign B16F10 - vezi
Figurile 3, 4si 5.
4. Are efect de mirire a activititii antiproliferative a 5-fluorouracilului evidentiat pe celule de melanom

malign B16F10 - vezi Figurile 3,4 i 5.

Avantajele inventiei
1. Extractul vegetal de Epilobium hirsutum, conform inventiei, are efect de marire a activitatii
antiproliferative a 5-fluorouracilului evidentiat pe liniile celulare de melanom malign murin B16F10.
2. Prin combinarea 5-fluorouracilului cu extractul de Epilobium hirsutum L. herba se poate obtine un nou
agent antitumoral cu activitate specifica superioard 5-fluorouracilului si cu activitate farmacotoxicologica
comparabild cu a 5-fluorouracilului.

Prezentam mai jos un exemplu de aplicare a procedeului de obtinere a extractului de Epilobium
hirsutum L. herba, conform inventiei.
Exemplu 1
20 g de material vegetal constituit din herba de pufulitd cu flori mici, Epilobium hirsutum L., uscata si
micinatd, se supun extractiei cu 300 ml alcool etilic 70% v/v, timp de o oré, la reflux, sub agitare continui.
Extractul hidroalcoolic brut obtinut se separd de masa vegetala prin filtrare la cald, prin filtru de hartie cu
porozitate medie, la presiune atmosferica si se analizeaza in ceea ce priveste continutul in polifenoli totali
exprimati ca acid galic (GAE). Se obtin 210 mL extract hidroalcoolic brut de 2,25 mg GAE/ml. Extractul
hidroalcoolic rezultat se concentreazi la rotavapor la stadiul de extract uscat, care se reia cu cu solutie
hidroalcoolica 40% (v/v) in asa fel incét si rezulte un extract final standardizat contindnd 5 mg GAE /mL.
(In exemplul 1 rezultd 210 x 2,25 : 5 = 94,5 mL extract final standardizat de 5 mg GAE/mL).

Extractul de pufuliti herba astfel obtinut a fost testat privind activitatea antiproliferativd, precum si
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efectul de potentare a activititii antiproliferative a S5-fluorouracilului pe linia celulare tumorald de

melanom malign murin B16F 10, prin metoda MTS (vezi Figura 3 ).
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1. _Activitatea de potentare a extractului selectiv, standardizat de Epilobium hirsutum L. herba,

REVENDICARI

caracterizat prin aceea cd se obtine prin extractia materiei prime vegetale, pufulitd cu flori mici,
cu alcool etilic 70% (v/v), in raport de extractie 1:15, timp de 1 ora, la reflux, dupa care pentru
extractul de pufuliti brut, obtinut dupa separarea materialului vegetal prin filtrare, se face dozarea
continutului in polifenoli totali (GAE) per mL extract, urmata de concentrarea solutiei rezultate la
presiune redusi pani la stadiul de extract uscat, extract uscat care in final se reia cu etanol 40%
(v/v) astfel incdt sa se obtind un extract, selectiv, standardizat de pufuliti, cu un continut in

polifenoli totali exprimati in acid galic de 5 mg GAE/mL extract, gsupra activitdtii antitumorale

a S-fluorouracilului, demonstratd pe linia celulard tumorald de melanom malign murin B16F10

si care poate fi astfel folosit in combinatie cu 5-fluorouracil pentru obtinerea unor noi agenti

antitumorali.
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Figura 1. Aspectul (HP)TLC al extractului alcoolic din herba de pufulita cu flori mici, Epilobium
hirsutum L. (T3-T4) comparativ cu substantele de referinta (T1, T2, T5).
Tracks: T1- acid clorogenic, T2— rutin, acid clorogenic, hiperozida,
apigenin-7-O-glucozida/cosmosiin, quercetin; TS- rutin, apiin, acid clorogenic, hiperozida, acid
rosmarinic, apigenina) au indicat prezenta certa a acidului clorogenic (s2), a acidului galic (s7) plus

cel putin patru derivati ai miricetinului (s3, s4, s5 si s6).

Efectul citotoxic al ES
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Fig.nr. 2. Rezultate obtinute la testul MTS de viabilitate clulari (linia celulara de fibroblaste

murine 3T3) in prezenta extractului de Epilobium hirsutum L. (ES)
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Fig. nr. 3. Efectul extractului obtinut din specia Epilobium hirsutum (ES) asupra proliferarii

celulare,testat in combinatie cu doza de S0pg 5-FU /mL
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Fig. nr. 4. Efectul extractului obfinut din specia Epilobium hirsutum (ES) asupra proliferarii

celulare,testat in combinatie cu doza de Spg 5S-FU /mL
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Fig. nr. 5. Efectul extractului obfinut din specia Epilobium hirsutum (ES) asupra

proliferarii celulare,testat in combinatie cu doza de 0.5pg 5-FU /mL
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