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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
suplimente alimentare complementare sub forma de
capsule pentru atenuarea simptomelor neplacute ale
menopauzei si un procedeu de stabilire a bio-sigurantei
si eficacitatii biologice. Procedeul, conform inventie,
consta in amestecarea intr-un granulator a 24...27,5 g
frunze si flori de Trifoi rosu, uscate si macinate la
35...40°C, 9,50 g extract standardizat de Trifoi rosu cu
un continut de isoflavone de 8% si 18,75...26,50 g parte
aeriana de Salvie, uscata la 35...40°C, pana la 28 g
parte aeriana de Talpa Gastei, respectiv, 23,35 g conuri
de hamei, urmata de omogenizare, rezutand din granu-

lator o masa solida peste care se pulverizeaza 60...70 g
extract concentrat de Trifoi rogu sau 15...20 g extract
concentrat de Salvie, amestecul se usuca si se macina
pana la o granulatie de 200 pm cu omogenizare timp de
30 min, pulberea rezultatd se amesteca cu péana la
3,75 g drojdie de bere si cu excipienti uzuali de condi-
tionare pentru formule de zi/noapte, complementare,
avand continut de isoflavone in concentratie totala de
0,87% (formula de zi), respectiv, continut de polifenoli,
in concentratie totala de 0,199% (formula de noapte).
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SUPLIMENTE ALIMENTARE RECOMANDATE PENTRU ATENUAREA
SIMPTOMELOR NEPLACUTE ALE MENOPAUZEI, PROCEDEU DE OBTINERE $I
PROCEDEE DE STABILIRE A BIO-SIGURANTEI SI EFICACITATII BIOLOGICE

Prezenta inventie se refera la obtinerea a doud suplimente alimentare complementare, sub
forma de capsule, realizate in doud formule, una pentru administrare pe timp de zi si cealaltd
pentru administrare pe timp de noapte, cu rol in atenuarea simptomelor neplacute ale
menopauzei. Ambele preparate non-hormonale sunt destinate functiondrii optime a organismului
feminin, in toate cele patru etape ale menopauzei (perimenopauzd, premenopauzd, menopauzd,
postmenopauza) (1).

Produsele naturale care fac obiectul prezentei inventii au la baza extracte concentrate de
plante medicinale bogate in substante bioactive, minerale si vitamine, care ajuta la functionarea
normalad a organismului feminin pe tot parcursul zilei (24 ore) si oferd o alternativad naturala
comparativ cu terapia de substitutie hormonala.

Noutatea acestor produse, conform inventiei constd in principiile active din extractele
concentrate din plante medicinale, Trifoi rosu, Talpa gdstei, Salvie s1 Hamei, bogate in substante
biologic active din grupele principale de fitoestrogeni (izoflavone, flavone, lignani, stilbenoide,
comestani), cu actiune estrogenica rapida si eficientd maxima, fara efecte nedorite asupra

organismului femeii (2).

Menopauza este perioada din viaia fiecarei femei marcatd de disparifia ciclului
menstrual, un proces care apare din cauza reducerii secretiei hormonale ovariene, un fenomen
natural sau, uneori, indus prin procedee chirurgiale, chimioterapie, iradiere. in prezent, datorita
stresului si a altor factori de mediu, un procent de 1% din femei prezintd menopauza precoce si
prematurd (perioada de perimenopauzid) la varsta normald de reproducere. Varsta medie a
debutului perioadei de tranzitie la menopauza este de 47,5 ani si dureazi de obicei 4-S ani
(3, 4). De fapt, este o perioada analizata din ce in ce mai mult din punctul de vedere al
simptomelor si semnelor deficienfei estrogenice. Menopauza se poate intinde pana la 60 — 65 de
ani, dupa care urmeaza perioada de senescentd. De fapt, manifestirile menopauzei sunt
consecinta, atat a procesului de imbatranire, precum si a disfunctiei ovarelor, a suprarenalei
(adrenopauza), care se instaleaza treptat si, in raport cu particularitatile fiecirei persoane
determina intensitatea simptomatologiei si afectarile organice.

Estrogenul este un hormon steroid feminin, cu un rol esential pentru sistemul

reproducator, dar care regleaza si alte functii ale organismului, atit la femei, cat si la barbati. El
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este implicat in procesul de aparitie a caracteristicilor sexuale feminine la pubertate §i contribuie
la mentinerea sdnatitii organelor sexuale si la sdndtatea oaselor (8).

Atunci, cind femeile ajung la menopauza, productia de estrogen scade si se confruntéd cu
o serie de efecte neplacute, ca de exemplu: bufeuri, dureri de cap sau accentuarea migrenelor
daci sunt prezente si inainte de menopauza, pierderea elasticitatii i lubrefierii vaginale, scaderea
elasticitatii pielii, oboseald, modificari ale dispozitiei etc.

In ultimii ani, studiile stiintifice au demonstrat capacitatea fitoestrogenilor de a actiona ca
alternativi in terapia de substitufie hormonala pentru tratamentul osteoporozei si contracararea
efectelor neplacute ale menopauzei.

De asemenea, fitoestrogenilor le sunt atribuite numeroase beneficii pentru sanatate: pe
langa reducerea simptomelor nepldcute ale menopauzei (bufeuri si osteoporozd), scdderea
riscului de boli cardiovasculare, sindromul metabolic, diabetul de tip 2, diferite tipuri de cancer
(cancer de san, cancer colorectal etc.). Raspunsul benefic al fitoestrogenilor pentru sinitatea
organismului femeii pare sa fie complex si depinde de o serie de factori, ca: varsta persoanei,
starea de sdnatate, tipul de fitoestrogeni folositi, concentratia si doza acestor fitoestrogeni,
prezenta sau absenta unei anumite bacterii la nivelul florei intestinale.

Pentru mentinerea sanatatii femeii, existd in prezent mai multe suplimente alimentare sau
preparate fitofarmaceutice destinate ameliordrii simptomelor neplicute ale menopauzei, fiind
prezentate sub diferite forme farmaceutice, cum ar fi: "Climenium day & night” — Zdrovit (28
comprimate +28 comprimate), ’Femovita forte” — Naturpharma (zi & noapte) (30 capsule+30
capsule), Menopauzd — Fares (60 comprimate), Menopausal Formula — Calivita International
(135 capsule), Menopauza Suport Flash Fighters — Puritan’s Pride Inc USA (100 comprimate),
Femovita (30 capsule), etc.

Avantajele celor doua formule ale produselor realizate conform inventiei sunt
proprietatile semnificative antioxidante, antiinflamatoare, antimicrobiene, antialergice, calmante
si de stimulare a cresterii imunitatii locale si generale ale organismului femeii.

Formulele realizate conform inventiei actioneaza sinergic, iar compusii bioactivi confera
0 actiune estrogenica, de reglare a balantei hormonale, de reducere a osteoporozei, menopauza
contribuind la pierderea densitatii osoase si incetarea ciclului menstrual din cauza scaderii
treptate si ireversibile a productiei de hormoni sexuali ovarieni (estrogenul si progesteronul),
principiile active fiind intr-o combinatie noua, neintalnita in literatura de specialitate (5,6).

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia este realizarea unor produse in care
asocierea materiilor prime din plante medicinale, sub forma de pulberi, cu extractul standardizat

de Trifoi rosu, cu continut in isoflavone 8%, duce la obtinerea a doud formule de suplimente
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alimentare, pentru zi si pentru noapte, cu rol in atenuarea simptomelor neplacute ale menopauzel,
precum bufeurile, transpiratiile nocturne, starea de oboseala, durerile de cap, etc.

Formulele produselor realizate conform inventiei pentru zi si noapte se bazeaza pe
extracte concentrate din plante, reprezentative prin continutul in diverse clase de fitoestrogeni
(izoflavone, flavone, lignani, stilbenoide, coumestani), substante care pot actiona ca estrogeni
naturali §i ajuta la inldturarea acelor simptome neplacute ale menopauzei (7).

Produsele conform inventiei cu rol de suplimente alimentare in atenuarea
simptomelor neplicute din perioada de menopauzd au in compozitic 4 specii de plante
medicinale obtinute din cultura proprie a companiei Hofigal Export Import SA si confin
grupele de fitoestrogeni necesare pentru ca organismul sa poata face fatd tuturor tulburérilor
cauzate de menopauzi, atit cele neuropsihice, precum: bufeuri, transpiratii, cefalee, ameteli,
insomnie, cat si cele neurovegetative, care includ: depresie, iritabilitate, anxietate si dificultati de
concentrare, pe tot parcursul zilei. In plus, substantele fitoestrogenice ajuti la reducerea
resorbtiei osoase si la cresterea densitatii osoase, sustin buna functionare a sistemului
cardiovascular si imunitar §i au un efect benefic asupra metabolismului lipidelor si asupra
elasticitatii pielii.

Astfel, produsele realizate conform inventiei, contin materii prime sub forma de pulbere,
din plante medicinale cu rol estrogenic, benefice in perioada menopauzei, si anume: flori §i
frunze de Trifoi rosu (Trifolium pratense L.), partea aeriand de Salvie (Salvia officinalis L.),
partea aeriand de Talpa gdstei (Leonurus cardiaca L.), conuri de Hamei (Humulus lupulus L.) si
excipientii admisi in industria farmaceutica, fiind conditionate sub forma de capsule.

Produsul pentru administrare pe timp de zi, realizat conform inventiei contine un
extract concentrat din frunze si flori de Trifoi rosu 60....70 g, pulbere din frunze si flori de Trifoi
rosu 20.....25 g, extract standardizat de Trifoi rosu (cu un continut de izoflavone 8%) 8...... 12 g,
pulbere din partea aeriana de Salvie 20......... 30 g, pulbere din partea aeriana de Talpa gastei
25........ 30 g si excipienti admisi in industria farmaceuticd, fiind conditionat sub forma de
capsule.

Produsul administrat pe timp de noapte, realizat conform inventiei contine un extract
concentrat din parte aeriana de Salvie 15....25 g, pulbere din partea aeriana de Salvie 15....20 g,
pulbere din flori i frunze de Trifoi rosu 25.....30 g, extract standardizat de Trifoi rosu (cu un
continut de izoflavone 8%), 8......... 12 g, pulbere din conuri de Hamei 15........ 25 g, pulbere de
drojdie de bere 3......... 5 g si excipienti admisi in industria farmaceutica, fiind conditionat sub

forma de capsule.
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1. Materialul vegetal uscat din frunzele si florile de Trifoi rosu (Trifolium
pratense L.), Familia Fabaceae

Trifoiul rosu (Trifolium pratense L.) este o plantd furajera si medicinala perend, cu o
tulpind ce poate atinge pand la un metro inaltime, fiind muchiatd si doar putin ramificata.
Frunzele sunt trifoliate, florile au culoarea rosie, violacee sau albastruie, grupate in capitule
ovale. Este considerati ca una din cele mai bogate surse de izoflavone, substante solubile in apa
care acfioneazi ca estrogeni. De aceea, trifoiul rosu este folosit ca remediu pentru bufeuri,
sindromul premenstrual, sdnitatea sénilor, benefic in reducerea colesterolului sanguin,
imbunititirea productiei de urina si a circulatiei sangelui, prevenirea osteoporozei, diminuarea
riscului de formare a cheagurilor de sange, a placii arteriale si a dezvoltarii hiperplaziei de
prostata benigna.

Trifoiul rosu este si o sursa de nutrienti valorosi, ca de exemplu calciu, crom, magneziu,
niacina, fosfor, potasiu, tiamina si vitamina C.

Exista dovezi stiintifice ci izoflavonele din frunzele si florile de trifoi rosu pot ajuta la
tratarea simptomelor premenopauzei $i menopauzei, precum bufeurile si transpiratiile nocturne,
la imbunatatirea densitatii minerale osoase si la scdderea riscului de osteoporozd si probleme
legate de inima, cum ar fi colesterolul crescut si hipertensiunea arteriala.

Izoflavonele majore gasite in trifoiul rosu includ genistein, daidzein, formononetin si
biochanin-A. 1zoflavonele au proprietati asemanatoare estrogenului datorita activérii receptorilor
de estrogen (9, 10).

Trifoiul rosu contine si tocoferol, o forma de vitamina E, care a fost asociat cu reducerea
riscului de atac de cord si de cancer (11-15).

Compozitie chimici: florile si frunzele de trifoi rosu, (7rifolium pratense L.) contin o
cantitate mare de saponozide triterpenice, flavonoide — (izoflavone cu actiune estrogenica), acizi
fenolici, acid salicilic, cumarine, fitosteroli, ulei volatil, proteine, albumind, grasimi, B-caroten,
celuloza, lecitind, vitaminele: A, E, C, B» si B3, substante minerale, etc.

Isoflavonele din florile si frunzele de trifoi rosu, (7rifolium pratense L.) au un efect
benefic si asupra sintezei colesterolului de tip HDL, daca este administrat atat femeilor aflate in
premenopauza cat si ale celor care au ajuns la menopauzia. De asemenea, prin faptul ca
echilibreaza nivelul de estrogen, hormon feminin care conferd protectie impotriva bolilor
cardiovasculare, trifoiul rosu este recomandat ca protector al inimii. Nivelul scdzut de estrogen
este asociat §i cu osteoporoza, afectiune care consta in scaderea densitdtii osoase dupa instalarea
menopauzei. La menopauza, nivelul de estrogeni, hormoni protectori ai tesutului osos este

sintetizat in cantitdti din ce in ce mai mici, in timp ce corticosteroizii, hormoni care cresc
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resorbtia 0soasa, se sintetizeaza in cantitati constante. Prin urmare, rata de pierdere a tesutului
0s0s este mai mare decat cea de consolidare si se ajunge la fragilitate osoasa. Solufia constd in
echilibrarea nivelului de estrogen, iar trifoiul rosu intervine prin aportul de isoflavone, adicd de
fitohormoni care au efect estrogenic in organism.

2. Materialul vegetal uscat din frunzele de Salvie (Salvia officinalis L.) Familiei
Lamiaceae

Salvia, cunoscutd si sub denumirea populara de jales sau salvia de gradind, este un
arbust din Familiei Lamiaceae. Tulpina prezinta o iniltime cuprinsa inre 25 si 80 cm, este
lignificata in portiunea inferioara. Frunzele sunt petiolate, opuse, pubescente, cu margine dintata.
Frunzele localizate in partea superioara prezinta dimensiuni reduse si forma sesila. Florile de
salvie prezintd o culoare alb-violacee si sunt dispuse in inflorescente. in scop terapeutic sunt
utilizate frunzele salviei (11-15).

Frunzele de salvie contribuie la reglarea problemelor hormonale, ajutand la diminuarea
bufeurilor §i a transpiratiei excesive in perioada premenopauzei si menopauzei, regleaza
activitatea glandelor endocrine, in special a glandei tiroide, a ovarelor, testiculelor si a
pancreasului.

Compozitia chimicd: frunzele de salvie contin ulei volatil (pana la 3%) format din: a-
tujona (10-60%), B-tujona (4-36%), camfor (5-20%), 1,8-cineol humulend, B-cariofilind si
viridiflorol. Derivatii acidului hidroxicinamic (circa 3,5%) sunt reprezentati de acidul rosmarinic
(pana la 3,3%), acidul melitric A, sagecumarina, acidul salvianolic K, acidul sagerinic.
Diterpenele fenolice includ: acidul carnosic care autooxidizeaza cu usurinta la carnosol (0,35%)
si se degradeaza in continuare la rosmanol, epirosmanol, 7-metoxi-rosmanol, galdosol.
Triterpenele includ: acid ursolic (pana la 3,5%), acid oleanolic (pana la 0,4%), a—amirina
(0,18%), B-amirind (0,10%). Mai sunt prezente flavonoide (1,1%): luteolina, derivati de
luteolind, apigenina, derivati de apigenind, polizaharide, al{i constituenti: acid p-hidroxibenzoic,

acid gentisic, acid siringic, alti acizi, B—sitosterol, stigmasterol (0,001%) (11-15).

3. Materialul vegetal uscat, din partea aerianid de Talpa gastei (Leonurus
cardiaca L), Familia Laminaceae

Leonurus cardiaca L. (Talpa-géstei) este o planta erbacee, ale carei frunze imita conturul
labelor de gascéd de unde si denumirea ei populara. Este raspandita atat in Europa, cit si in Asia
Centrald si Asia de Sud. Talpa géstei era folosita incd din antichitate in tratarea afectiunilor
cardiace, in ameliorarea durerilor specifice femeilor si in afectiunile de la nivelul sistemului
nervos. Este o plantd medicinald, cunoscutd din cele mai vechi timpuri pentru efectele benefice

asupra inimii. In scop terapeutic se recolteaza partea aeriand a plantei din care se prepara
5
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numeroase remedii pentru buna functionare a muschiului inimii, fiind utilizatd in afectiuni
cardiovasculare, in tulburari ale somnului, menopauza, in tratarea anxietétii etc (11-15).

Materialul vegetal uscat, preparat fitoterapeutic din partea aeriand de Talpa gistei
(Leonurus cardiaca L.) are acfiune sedativa, calmanta asupra sistemului nervos central si
vegetativ, relaxanta a fenomenelor de somatizare in disfunctii neuro—vegetative respiratorii (crize
de astm, dispnee functionala), cardio—vasculare (palpitatii, tulburari de ritm, precordialgii, de
cauzi nervoasi), digestive (epigastralgii), tulburari de menopauza si tulburéri nevrotice diverse.
De asemenea, are actiune vasodilatatoare, hipotensiva, actiune relaxantd a musculaturii netede a
vaselor de singe, cardiotonica, antiaritmica, creste tonusul musculaturii uterului, are actiune
cicatrizanti, antiinflamatorie, antiseptica si este eficientd in insomnie (este de 3 ori mai puternicad
decat valeriana) (11-15).

Ca si compozitie chimica, partea aeriana de Talpa gastei contine alcaloizi (stahidrina,
leonurind, leonuridini, leonurinind), derivati flavonici (glicozide ale apigenolului, cvercetolului,
kemferolului), iridoide (ajugol, ajugozida), terpenoide (diterpenoide cu schelet labdanic,
leopersind E, izoleosibirina, leopersind F, acid ursolic, ulei volatil, rezine), genkwanina,
heterozide cardiotonice de tip bufadienolidic, taninuri catehice, heterozide fenolice (4-rutinozida
acidului cafeic), glicozide fenilpropanice (lavanduli-foliozida), acizi organici (acid citric, acid
malic), colind. Heterozidele cardiotonice sunt asemanatoare celor din Scillae bulbus dar nu au
actiunea cardiotonica la fel de bine exprimata. (11-15).

4. Materialul vegetal uscat obtinut din conurile de Hamei (Humulus lupulus L.)
Familia Cannabaceae

Cunoscut sub pseudonimul “aurul verde”, hameiul este o plantd perena, dioica, care
poate ajunge la o inaltime de 6-9 metri si poate trdi 12-20 de ani.

Humulus lupulus L.este o planta agatatoare, din Familia Cannabaceae, fiind originara
din China, iar in prezent este cunoscutd ca plantd spontana in Europa Centrald si cultivata pe
scard larga in regiunile temperate (11-15).

In scop terapeutic, materialul vegetal uscat din conurile de hamei — (Humulus lupulus
L.), folosit cel mai adesea in combinatie cu riadacina de valeriana, este indicat in tratamentul
starilor de nervozitate, tulburdrile de somn, gastropatiilor nervoase sau in menopauza.

Substantele estrogenice determind efecte anafrodisiace, conurile de hamei fiind
recomandate in nervozele sexuale la barbati. De asemenea, s-a demonstrat ca humuloni are o
activitate de inhibare a resorbtiei osoase, efect util in tratamentul ostoporozei.

Conurile de hamei contin principii amare rezinoase (15-30% in conurile femele si 50-
80% 1n perii glandulari) constituite din asa numitii a-acizi (humulona = acid a-lupulinic= acid
lupamaric, la care se adauga cohumulona, adhumulona, prehumulona §i posthumulona) si din B-
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acizi (lupulona = acid B-lupulinic, precum si adlupulona, posthumulona) cu o structura
acilfluoroglucidica. Derivatii prenilati ai 1-acilfluoroglucinolului (lupulona, humulona) confera
gustul amar caracteristic al hameiului.

In timpul depozitarii si al prelucrari chimice, aceste substanje amare (de altfel, compusi
foarte instabili), ca si alte structuri insofite, se izomerizeaza, formand izohumulona sau tricetone
cu ciclu pentagonal: humulinona si hulupona.

Prin antrenarea cu vapori de apa a conurilor de hamei se obtine un ulei volatil (0,3-1% in
planta; 1-3% in perii glandulari) alcatuit din peste 150 de compusi. Compusul sau principal este
humulenul (a-cariofilen), care alaturi de alte sescviterpene (farnesen, B-cariofilen) reprezinta
aproximativ 90% din totalul uleiului volatil (11-15). Principaliile amare rezionoase si uleiul sunt
cunoscute sub denumirea generica de lupulina.

Flavonoidele prezente in conurile de hamei sunt mono- si diglucozide ale kemferolului si
cvercetolului (rutozida, astragalina, cvercitrina), calcone isoprenilate (xantohumol) si o
flavanona isoprenilata (isoxantohumol). Totodata, conurile de hamei mai confin taninuri (2-4%),

cantitati mici de acizi fenolici (ferulic, clorogenic), aminoacizi, substanfe estrogenice, etc.

5. Drojdia de bere este o ciuperca microscopica unicelulara, saprofita, care se inmulteste

prin inmugurire si apartine familiei Saccharomitaceae.
Drojdia este de doua feluri: cea folosita la panificatie - care se prezintd sub forma unor levuri
(drojdii) active mai ales intre 15 s1 20°C si drojdia folosita la fabricarea berii, care se prezinta sub
forma unor levuri (drojdii) active indeosebi la 5 - 6°C. Aceste levuri, mai mult sau mai putin
dezvoltate, conin elemente nutritive de exceptie.

Cele mai bune rezultate in aplicafii terapeutice se obfin, insa, cu drojdia folosita la
fabricarea berii, care se comporta ca o adevarata uzina de medicamente.

De altfel, drojdia de bere produce aproape intreaga gama de aminoacizi esentiali,
vitamine mai ales din grupul complexului B, dar si vitaminele D, H, E, enzime, saruri minerale
cu continut ridicat de potasiu, fier, calciu, magneziu, fosfor (2%), lipide (5-10%), zaharuri,
gluten si anumite oligoelemente indispensabile vietii (seleniu, crom).

Trebuie subliniat c&, drojdia de bere este un supliment alimentar care poate sa acopere
carentele de vitamine ale complexului B, deoarece reprezinta o sursa foarte bogata a acestora,
unele dintre ele fiind indispensabile pentru buna functionare a oricarui organ sau sistem din
organismul uman.

Drojdia de bere are proprietati: vitaminizante, antianemice, antidiabetice, remineralizante,

antimicrobiene, depurative, calmante.
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Datoritd acestor proprietati, drojdia de bere poate fi recomandata in oboseala fizica si
psihicd, in stiri de agitatie §i iritabilitate, in intoxicatii alimentare, diabet, ficat gras, este un bun
fortifiant al sistemului nervos, iar in anotimpul rece mentine organismul in formd maxima.

Cateva exemple privind importanta consumului de drojdie de bere:

» scade nivelul colesterolului ,,rau”(LDL) si combate hipertensiunea arteriala, doi dintre
factorii majori in aparitia bolilor de inima;

= este benefica persoanelor anemice §i celor cu probleme de asimilare ale mineralelor, in
special, magneziu si calciu;

= favorizeaza reglarea tulburirilor de coagulare si alte boli ale sangelui;

= are o influentd pozitiva 1n riceli si alte boli infectioase, iar prin aportul ridicat de
vitamine si minerale (in special seleniu) se intdreste imunitatea §i se scurteazd perioada de
convalescentd; hepatitele virale A, B, C sunt si ele tinute bine sub control cu ajutorul unui
tratament similar (studii efectuate timp indelungat - de peste 20 ani, de doctorul german A.
Schrauzer);

= are efect revigorant asupra sistemului nervos, combiétand starile depresive si tulburérile

psihice, precum gi ameliorarea unor afectiuni grave Parkinson si boala Alzheimer.

Pregitirea extractelor vegetale concentrate

Produsele realizate conform inventiei au efect complementar, administrarea lor acoperind
24 de ore.

Formula de zi contine un extract apos concentrat, obtinut din frunze si flori de Trifoi rosu,
extract ce a fost analizat prin HPLC pentru a se determina concentratia de izoflavone.

Procesul de extractie al compusilor bioactivi din frunzele si florile de Trifoi rosu
presupune obtinerea extractului apos, realizat la reflux in raport planta : solvent - 1:10. Acesta
este concentrat la rotavapor, cu obtinerea unui procent de substanta uscatd de aproximativ 20% -
25%. Extractul concentrat de Trifoi rosu a fost realizat in vederea cuantificérii, printr-o metoda
cromatografica (HPLC) a compusilor fitoestrogenici din clasa izoflavonelor: Daidzein,
Genistein, Formononetin si Biochanin A, prezenti si in extractul standardizat de Trifoi rosu.

Extractul standardizat de trifoi rosu, cu continut de izoflavone 8%, s-a inglobat in
proportie de 10% in formulele de zi si de noapte pentru a suplimenta continutul necesar de
izoflavone fitoestrogenice, cu rol in atenuarea simptomelor neplacute ale menopauzei.

Procesul de extractie al compusilor bioactivi din partea aeriana de Salvie presupune
obtinerea extractului apos realizat la reflux, pentru conceperea formulei de produs destinat pe
timp de noapte. Extractul apos din partea aeriana de Salvie se realizeazi in raport planta : solvent

- 1:10 si este concentrat apoi la rotavapor, cu obtinerea unui procent de substantid uscatd de
8

bl



RO 137749 A2

aproximativ 15% - 20%. Extractul concentrat de Salvie a fost realizat in vederea cuantificarii,
printr-o metodd cromatografica (HPLC) a compusilor fitoestrogenici si a celor cu efect
antioxidant.

Cele doua formule de zi si de noapte contin extracte apoase concentrate la rotavapor din
Trifoi rosu si Salvie. Aceste extracte vor fi inglobate in amestecul granulat ce contine suportul
format din plante medicinale si totodata o cantitate de 10% de extract standardizat de Trifoi rosu,
cu un continut de 8% Isoflavone. Aceasta cantitate de extract standardizat se adauga pentru a
suplimenta continutul de izoflavone prezente in extractul concentrat si in materialul vegetal.
Aceste cantitdti de extract standardizat si extracte concentrate au fost alese in urma cuantificarii
printr-o metoda cromatografica (HPLC) a compusilor fitoestrogenici de interes (Daidzein,
Genistein, Formononetin si Biochanin A), la lungimea de unda A=255 nm si a polifenolilor la
lungimea de unda A=320nm. Valorile obtinute in urma acestor analize, din cromatogramele
extractelor vor f1 prezentate in continuare.

Prin cromatografia de lichide de inaltd performanta (HPLC) s-au evidentiat si cuantificat
compusii bioactivi de interes din clasa Izoflavonelor. Astfel, in extractul din trifoi rosu frunze si
flori, cat si din extractul standardizat de trifoi rosu, cu continut de isoflavone 8%, s-au pus in
evidenta cantitati mari de isoflavone fitoestrogenice: Daidzein, Genistein, Formononetin si
Biochanin A (16-22). Aceste extracte se dovedesc a fi valoroase in mod special prin continutul
de fitoestrogeni, indentificati prin analiza cromatografica, compusii activi de interes din clasa
[soflavonelor.

Cromatograma. Trifoi rosu din frunzele si florile din cultura proprie Hofigal
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Cromatograma obtinuta prin dozarea extractului metanolic din frunzele si florile de Trifoi

rosu prin determinarea izoflavonelor, la lungimea de unda A=255 nm

Pentru analiza cromatografica HPLC a fost adaptatd din literatura o metoda pentru
determinarea isoflavonelor, la lungimea de unda A=255 nm. Aceasta metoda a fost realizatd in

urma unei extractii metanolice din frunzele si florile de trifoi rosu fiind pusi in evidenta urmatorii
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compusi activi: Daidzein, Genistein, Formononetin si Biochanin A, avand o concentratie totala

de 0.13%.

Cromatograma. Extract apos de Trifoi rosu concentrat la rotavapor

0C 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 86 70 75 €0 86 90 95 100 105 110

Tiré;g[mn%tu
Cromatograma obtinuta prin dozarea extractului apos concentrat la rotavapor din
frunzele si florile de Trifoi rosu prin determinarea izoflavonelor,
la lungimea de unda A=255 nm

Pentru analiza cromatografica HPLC, obtinutd in urma analizdrii extractiei In metanol

80% din extractul apos concentrat la rotavapor, se observa identificarea compusilor bioactivi de

interes: Daidzein, Genistein, Formononetin si Biochanin A, fiind detectati la lungimea de unda

A=255 nm. In cromatograma extractului apos din frunzele si florile de Trifoi rosu, se ragasesc cei

patru compusi principali de interes din clasa isoflavonelor, acestia insumand o concentratie totald

de 0,44g%.

mAU

Cromatograma extractului standardizat de Trifoi rosu, cu izoflavone 8%.
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Cromatograma obtinuta prin dozarea extractului standardizat 8% de Trifoi rosu prin

determinarea izoflavonelor, la lungimea de unda A=255 nm
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Prin analiza cromatografica la lungimea de unda 255 nm, realizata in urma extractiel
metanolice din extractul standardizat de trifoi rosu, cu isoflavone 8%, se regdsesc cei patru
compusi principali de interes din clasa izoflavonelor, acestia insumédnd o concentratie totald de

7,4%.

Cromatograma formula destinat pe timp de zi pe suport de extract apos de Trifoi rosu
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Cromatograma obtinuta prin dozarea formulei de de zi pe suport de extract apos
concentrat la rotavapor de Trifoi rosu prin determinarea izoflavonelor, la lungimea de
unda A=255 nm
Prin analiza cromatografica la lungimea de unda 255 nm, realizatd in urma extractiei

metanolice din produsul destinat pe timp de zi, se regasesc cei patru compusi principali de

interes din clasa izoflavonelor, acestia insumand o concentratie totala de 0,87%.

Cromatograma formulei de noapte pe suport de extract apos de Salvie
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Cromatograma obtinuta prin dozarea formulei bioprodusului destinat pe timp de noapte
pe suport de extract apos concentrat la rotavaporator de Salvie prin determinarea

polifenolilor, la lungimea de unda A=320nm

Prin analiza cromatografica la lungimea de unda A=320nm, realizata in urma extractiei

metanolice din bioprodusul destinat pe timp de noapte, se regasesc cei trei compusi principali de

interes din clasa polifenolilor, acestia insuménd o concentratie totala de 0,199%.
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Extractele concentrate la rotavapor, obtinute in prima etapa sunt pulverizate peste
amestecul de materiale vegetale folosite ca suport pentru obtinerea formulelor de zi si noapte, iar
in cea de a doua etapid obtindndu-se in acelasi timp o omogenizare uniformd si uscarea
formulelor in conditii optime. Dupa ce amestecurile granulate ale formulelor au fost uscate in
conditii optime, se adauga excipientii de conditionare, in cantitafile necesare conform retetei si se
omogenizeaza timp de 20 — 30 min.

Dupa ce amestecul granulat a fost omogenizat, se uniformizeaza dimensiunea particulelor
rezultate prin site de inox conform specificatiilor de lucru. Amestecul granulat al produsului se
supune apoi unei analize riguroase pentru a se stabili daca formula este corespunzitoare calitativ

si apoi se supune incapsularii, blisterizarii i ambalarii.

Evidentierea bio-sigurantei si a eficacititii biologice (activitatea estrogenicd) a
produselor conform inventiei s-a realizat prin studii in vitro la Institutul National de
Cercetare-Dezvoltare in Domeniul Patologiei si Stiintelor Biomedicale “Victor Babes”.

Experimentele de viabilitatea celulara, proliferare i stabilirea potentialului citotoxic al
extractelor de plante serarate si a formulelor de zi si de noapte s-au realizat pe linia celulara
umana de glandd mamara normald, imortalizata, standardizatd (ATCC MCF-12A). Cresterea si
propagarea culturii de celule MCF-12A s-a realizat conform instructiunilor ATCC.
Viabilitatea/proliferarea celulard a fost evaluatd prin testul MTS (standard ISO 10993).
Experimentele au fost repetate de trei ori, s-a lucrat de fiecare data cu probele si controalele in
triplicat, iar timpii de tratament au fost 48 si 72 de ore. Extractele din plante, atit cele realizate in
apa, cat si cele hidroalcoolice nu au prezentat citoxicitate pe intervalul de concentratii de 0,1-
3,33 mg/ml, respectiv 0,1-1,0 mg/ml, pentru ambii timpi de tratament testati. Celulele tratate au
avut o viabilitate celulard de 80-100% raportata la viabilitatea celulelor control, netratate.

Formulele de zi §i de noapte ale suplimentului alimentar au fost testate prin aceeasi
metoda, si nu au prezentat citotoxicitate pe intervalul de concentratie de 0,1-3,33 mg/ml, la 48 si
72 de ore de tratament, viabilitatea celulelor fiind cuprinsa intre 85-100%, raportata la celulele
control, netratate.

Formulele de zi i de noapte au efect de stimulare a proliferarea celulelor umane, normale
de glandda mamara. Din monitorizarea in timp real a proliferarii celulelor ATCC-MCFI2A,
folosind platforma xCELLigence, se observa stimularea proliferarii celulelor tratate cu formula

de zi, sau cu formula de noapte, la o concentratie de 1,0 mg/ml (figura 1).

12
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Figura 1. Curba de proliferare a celulelor normale de glanda mamara (MCF-12A) la tratamentul

cu formulele de zi si de noapte

Formulele de zi si de noapte prezinta activitate estrogenica

Formulele de zi si de noapte au fost testate in vitro, pentru evaluarea efectului estrogenic
folosind ca metoda evaluarea proliferarii celulelor de adenocarcinom de san (ATCC-MCFEF7)
tratate cu solutiile de formule de zi si de noapte la diferite concentratii non-toxice, in prezenta
sau 1n absenta unui inhibitor al receptorilor estrogen (ICI 182,780), metoda descrisa de Soto si
colaboratorii (23).

Ambele formule, de zi de noapte, au prezentat activitate estrogenicd pe intervalul de
concentratii de 0,1-1,0 mg/ml, fiind capabile sa stimuleze proliferarea celulelor MCF-7 in
absenta inhibitorului de receptori de estrogen (figura 2). In prezenta compusului ICI 182,780
care se leagd la receptorii de estrogen ERa si ERp, formulele de zi si de noapte nu mai pot
interactiona cu receptorii de estrogen si nu mai pot stimula proliferarea celulard. Prin acesta
testare s-a pus in evidenta efectul estrogenic pe care formulele de zi si de noapte, testate, il au pe

celulele MCF-7, care exprima ambii receptori de estrogen ERa si ERP.
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Figura 2. Efectul tratamentului cu formulele de zi si de noapte in absenta si in prezenta

inhibitorului estrogenic ICI182,780, asupra proliferdrii celulelor MCF-7

Se dau in continuare exemple de aplicare a inventiei.

Exemplul 1

Formula de administrat pe timp de zi

Intr-un granulator se introduc 24,00 g frunze si flori de Trifoi rosu, uscate si macinate in
conditii menajate la 35 — 40°C, 9,50 g extract standardizat de Trifoi rosu cu un continut de
isoflavone de 8%, 26,50 g parte aeriana de Salvie, uscata si macinata in conditii menajate la 35 —
40°C si 28,00 g parte aeriana de Talpa géstei. Acest amestec se omogenizeaza si se foloseste ca
suport pentru extractul lichid concentrat.

Se realizeaza extractul apos din frunze si flori de Trifoi rosu.

Aproximativ 100 g de frunze si flori de Trifoi rosu, uscate si macinate se cantdresc intr-
un balon cu fund plat peste care se adaugda 900 mL apa. Se refluxeaza timp de 30 minute. Se lasa
la decantat si ricit pana la o temperatura de 20-25°C, se filtreaza extractul prin hartie de filtru
Whatman. Se méasoara cu un cilindru gradat cantitatea de lichid obtinuta, aproximativ 600 — 700
mL. Extractul se concentreaza la evaporatorul rotativ, sub vid, la o temperatura de 50°C, timp de
2-4 ore, pand cand se obtine o masa de extract concentrat de aproximativ 60 - 70 g.

Extractul concentrat se pulverizeaza peste masa solida obtinutd anterior la granulator.
Plantele umectate se introduc intr-un uscitor, la temperatura de 35-40°C, timp de 3-4 ore.

14
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Dupi uscare, amestecul se macina pana la o granulatie semifina, de 200 pm (60 mesh) si
se omogenizeaza timp de 30 de minute. Dupa terminarea timpului de omogenizare i uscare a
amestecului rezultat, acesta se completeazd cu excipienti de conditionare, 0,75 g acetat de
tocoferol (conservant) si 0,75 g carbonat de calciu (antiaglomerant).

Amestecul final granulat si omogenizat se incapsuleaza, se blisterizeaza si se ambaleaza.

Exemplul 2

Formula de administrat pe timp de noapte

Intr-un granulator se introduc plantele uscate si macinate in conditii menajate la 35 —
40°C, si anume: 18,75 g parte aeriana de Salvie, 27,50 g frunze si flori de Trifoi rosu, 9,50 g
extract standardizat de Trifoi rosu, cu un continut de isoflavone de 8%, 23,25 g conuri de Hamei,
uscate si madcinate de asemenea, in conditii menajate la 35 — 40°C. Acest amestec se
omogenizeaza si se foloseste ca suport pentru extractul lichid concentrat.

Se realizeaza extractul apos din partile aeriene de Salvie.

Aproximativ 100 g parti aeriene de Salvie, uscate si macinate se cantaresc intr-un balon
cu fund plat peste care se adaugid 900 mL apa. Se refluxeaza timp de 30 minute. Se lasa la
decantat si racit pana la o temperaturad de 20-25°C, se filtreaza extractul prin hartie de filtru
Whatman. Se maésoara cu un cilindru gradat cantitatea de lichid obtinuta, aprox. 600 — 700 ml.
Extractul se concentreaza la evaporatorul rotativ, sub vid, la o temperatura de 50°C, timp de 2-4
ore, pana cind se obtine 0 masa de extract concentrat de aproximativ 60 - 70 g.

Extractul concentrat se pulverizeazd peste masa solidd obtinutd anterior la granulator.
Plantele umectate se introduc intr-un uscator, la temperatura de 35-40°C, timp de 3-4 ore.

Dupa uscare, amestecul se macina pana la o granulatie semifina, de 200 pm (60 mesh) si
se omogenizeaza timp de 30 de minute. Dupa terminarea timpului de omogenizare si uscare a
amestecului rezultat, acesta se completeaza cu 3,75 g drojdie de bere si excipienti de
conditionare 1,50 g stearat de magneziu (antiaglomerant).

Amestecul final granulat si omogenizat se incapsuleaza, se blisterizeaza si se ambaleaza.
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REVENDICARI

1. Produs pentru administrare pe timp de zi, pe baza de plante cu rol estrogenic si benefic
in perioada menopauzei, caracterizat prin aceea cd, este constituit din: extract concentrat din
frunze si flori de Trifoi rosu 60....70 g, pulbere din frunze si flori de Trifoi rosu 20.....25 g,
extract standardizat de Trifoi rosu (cu un continut de izoflavone 8%) 8§...... 12 g, pulbere din
partea aeriana de Salvie 20......... 30 g, pulbere din partea aeriand de Talpa gastei 25........ 30g
si excipienti admisi in industria farmaceutica, fiind conditionat sub forma de capsule.

2. Produs pentru administrare pe timp de noapte, pe bazad de plante cu rol estrogenic si
benefic in perioada menopauzei, caracterizat prin aceea cd, este constituit din: extract
concentrat din parte aeriand de Salvie 15....25 g, pulbere din partea aeriand de Salvie 15....20 g,
pulbere din flori si frunze de Trifoi rosu 25.....30 g, extract standardizat de Trifoi rosu (cu un
continut de izoflavone 8%) 8......... 12 g, pulbere din conuri de Hamei 15........25 g, pulbere de
drojdie de bere 3....5 g si excipienti admisi in industria farmaceuticd, fiind conditionat sub forma
de capsule.

3. Procedeu de preparare a produsului definit in revendicarea 1, caracterizat prin aceea
cd, peste plantele uscate si macinate, respectiv frunze si flori de Trifoi rosu, parte aeriand de
Salvie, parte aeriand de Talpa gastei si extract standardizat de Trifoi rosu, se pulverizeaza extract
concentrat de Trifoi rosu iar amestecul obtinut se usuca si se omogenizeaza iar pulberea rezultata
se amesteca cu acetat de tocoferol si carbonat de calciu si se conditioneaza sub forma de capsule.

4. Procedeu de preparare a produsului definit in revendicarea 2, caracterizat prin aceea
cd, peste plantele uscate si macinate, respectiv parte aeriand de Salvie, frunze si flori de Trifoi
rosu, conuri de Hamei si extract standardizat de Trifoi rosu, se pulverizeaza extract concentrat de
Salvie iar amestecul obtinut se usuca si se omogenizeaza iar pulberea rezultatd se amestecd cu
drojdie de bere si stearat de magneziu si se conditioneaza sub forma de capsule.

5. Procedeu de stabilire a sigurantei produsilor definiti la revendicarile 1 si 2, caracterizat
prin aceea cd, evalueaza prin metode in vitro bio-siguranta produsilor.

6. Procedeu de stabilire a eficacitatii biologice a produsilor definiti la revendicarile 1 si 2,

caracterizat prin aceea cd, evalueaza activitatea estrogenica a produsilor.
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