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industria farmaceutica. ulterioara, spalarea reziduului obtinut cu o solutie de

Esenta inventiei constd in aceea cd procedeul de cloroform si acetond luate in raport de 1:1, filtrarea,
obtinere a Sa-furostan-3p,22,26-triol-3-[O-B-D- dupd care reziduul se spald pe filtru repetat cu
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la industria farmaceutica.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a So-furostan-3(,22,26-triol-3-[O-B-D-glucopirano-
zil(1—2)-p-D-glucopiranozil(1—4)-B-D-galactopiranozil ]-26-O-B-D-glucopiranozid  (pacoverinului)
0,05 g din seminte de tomate, prin extragerea lor cu etanol de 70%, uscarea extractului si
cromatografierea multipld (de 5 ori) in coloand cu silicagel. Fractiile ce contin tomatozida se
contopesc intre ele si se evapora raimanand sedimentul uscat [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd cromatografierea multipla pe coloana cu
silicagel este un proces indelungat, scump si laborios.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de procedee si
simplificarea procedeului de obtinere a substantei biologice active a a-furostan-3f3,22,26-triol-3-[O-
B-D-glucopiranozil(1—2)-B-D-glucopiranozil(1—4)-f-D-galactopiranozil]-26-O-B-D-glucopiranozid
(pacoverinului).

Rezultatul inventiei consta in extinderea arsenalului de procedee si simplificarea procedeului de
obtinere a substantei biologice active a a-furostan-3(3,22,26-triol-3-[O-f-D-glucopiranozil(1—2)-f-
D-glucopiranozil(1—4)-p-D-galactopiranozil]-26-O-B-D-glucopiranozid (pacoverinului).

Esenta inventiei constd in aceea cd metoda de obtinere a Sa-furostan-3f,22,26-triol-3-[O-f-D-
glucopiranozil(1—2)-f-D-glucopiranozil(1—4)-B-D-galactopiranozil]-26-O-B-D-glucopiranozid
(pacoverinului) include tratarea prin fierbere cu n-butanol a semintelor de tomate cu evaporarea lui
ulterioard, spalarea reziduului obtinut cu o solutie de cloroform si acetond luate in raport de 1:1,
filtrarea, dupd care reziduul se spala repetat pe filtru cu acetond si se usuci.

Exemplu de realizare a procedeului:

1 kg de seminte uscate de tomate se marunteste si se extrage prin fierbere cu n-butanol (3 litri) de
3 ori, cate 5 ore. Extractul butanolic se uneste cu fractia de tomatozida si se distileaza pana la uscat.

Reziduul se spald cu cloroform + acetond in proportie 1:1(200 ml), apoi numai cu acetond (50
ml), se filtreaza prin filtrul Shott si se usuca.

Produsul finit reprezintd 10,0 g sau 1% din greutatea uscatd a produsului vegetal initial. S-a
constatat cd cantitatea de tomatozida in pacoverinul obtinut este de 75%. Pacoverinul obtinut contine
ramdsite de glicozide spirostanolice, o substantd de tipul ligninei, glucozei si galactozei. Prezenta
ligninei in Pacoverin  s-a confirmat prin analiza spectrald in raze (UV), in diapazonul spectral de
240...400 nm a solutiilor alcoolice de pacoverin, tomatozida si lignind. Glucoza si galactoza s-au
identificat pe hartie cromatografica in prezenta martorilor de glucoza si galactoza.

Actiunea antivirald a Pacoverinului extrasd prin metoda elaboratd de noi a fost aplicatd in vitro
utilizdnd cultura de celule Hep-2, tulpina de Herpes simplex virus (HSV 1) si mostre de Pacoverin in
concentratie de 0,2; 0,1; 0,05 si 0,025%. Cultivarea celulelor, titrarea virusului, infectarea celulelor,
depistarea efectului citopatic si evaluarea actiunii antivirale s-a efectuat conform metodei traditionale.
Efectul citopatic cauzat de virus era evaluat ca pozitiv doar in cazul a nu mai putin de 50% de
monostrat celular supus degenerdrii specifice. Evaluarea efectului citoprotector (ECP) al virusului s-a
efectuat prin depistarea probelor martor, reiesind in special de la absenta oricdror schimbari
citomorfologice sau degenerative in monostratul de culturd Hep — 2 in prezenta si absenta
Pacoverinului in mediul de mentinere; prezenta virusului infectios in cultura de celule infectate cu
material viral nediluat si in dilutii de la 10" pand la 10, Cantitatea de virus in doze cu efect
citoprotector (ECPsp) s-a determinat prin metoda probitilor, folosind in acest scop tabele standard
speciale. Dupad diferenta in titrul virusilor reprodusi in absenta si prezenta pacoverinului in mediul de
mentinere s-a apreciat gradul de activitate a pacoverinului exprimat prin valoarea indicelui de

Activitatea antivirald a pacoverinului obtinut prin metoda propusd de noi a fost apreciatd si in
vivo, utilizind soareci albi cu greutatea de 18...20 g, solutie de ,, Pacoverin” preparatd in ser
fiziologic in concentratie de 0,1% si lipsitd de efect cito- si fitotoxic. Totodatd s-a utilizat si suspensie
de virus, preparatd din creierul soarecilor albi pieriti in urma inocularilor cu herpes virus (HSV) 1 in
dilutii de 1:1,6; 1:2,5; 1:4,0; 1:6,5; 1:10,0; 1:100,0; 1:1000,0; 10000,0 si 100000,0 in ser fiziologic.
Infectarea animalelor cu amestec de virus + ser fiziologic si virus + ,,Pacoverin”, supravegherea lor in
scopul determindrii si evaludrii titrului virusului herpetic in prezenta si absenta pacoverinului a fost
efectuatd conform metodelor traditionale. Dterminarea valorii dozei letale (DLsg) a fost efectuatd dupa
metoda (Rida-Mencea).
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Tabelul 1
Determinarea si evaluarea activitatii antivirale a pacoverinului
prin metoda revendicata
Substantele biologice examinate Titrul virusului herpetic Indicele de
exprimat in: neutralizare a
activitatii infectioase
a virusului herpetic
Variante Amestec LgECPs0/m) LgDLso/0,03m1 In vitro Invivo
1. HSV 1+ser 52402 -
fiziologic (in vitro) 39 )
2. HSV 1+ser 2.0=02 - ’
Pacoverin (in vitro)
3. HSV 1+ser fiziologic (in | - 4,0
Vitro) ) 3]
4. HSV 1+ser Pacoverin (in | - 0,9 ’
Vitro)

Gradul activitatii antivirale in vivo de asemenea a fost exprimat prin valoarea indicelui de
neutralizare a activititii infectioase a HSV 1 (tab.1). In urma suprapunerii datelor privind activitatea
pacoverinului, obtinute prin metoda revendicatd cu indicii analogici de referintd, unde Pacoverinul a
fost extras prin metoda traditionald, nu a fost depistatd o diferenta statisticd veridicd intre acesti indici
(tab. 2).

Tabelul 2

Activitatea antivirald comparativa a pacoverinului obtinut prin diferite procedee tehnologice

Substantele biologice examinate | Indicele de neutralizare a activitdtii infectioase a virusului
herpetic HSV 1, exprimatin g
In vitro In vivo

Tomatozida extrasd prin metoda | 3,14 3,00

traditionald

Tomatozida extrasd prin metoda | 3,20 3,10

revendicatd

P >0,5 >0,5

Actiunea interferonogend a pacoverinului obtinut prin metoda modificatd a fost apreciatd si
evaluatd pe soareci albi cu masa de 18...20 g. Au fost utilizate 2 loturi de animale: lotul experimental
s1 lotul martor (cate 25 animale in lot). Animalele din lotul experimental, zilnic, pe parcursul a 15 zile
au primit per os cate 1,0 mg (0,1ml) Pacoverin, iar din lotul martor — cite 1,0 mg Placebo. La
intervale de 1, 3, 5, 10 si 15 zile de la grupul de animale (in numir de 5) din loturile experimental si
martor a fost colectat singe pentru depistarea si evaluarea interferonului in ser si capacitatea
leucocitelor de a induce a si y interferoni in vitro. In calitate de virus indicator a fost utilizat virusul
stomatitei (VSV) — 100 UCPso0imi. Ca unitate de activitate a interferonului a fost fixatd valoarea
inversd a dilutiei maxime care inhiba destructia monostratului celular inoculat cu VSV in proportie de
50%. In calitate de produs antiviral de referinti s-a folosit interferonul uman leucocitar in titru 1x10°
Ul/fiold. Actiunea interferonogend a pacoverinului obtinut prin metoda modificati, propusd de noi
este reprezentatd in tabelul 3.
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Tabelul 3

Statutul interferogen la animalele de laborator dupa administrarea per os a pacoverinului
Loturile studiate Tipul de Titrul interferonului Ul/ml (zile)

interferon 1 3 5 10 15
Lotul Sumar in ser 128 256 512 512 512
experimental a 64 128 128 256 256
(nr.=25) v 32 64 128 128 128
Lotul martor | Sumar in ser 4 4 4 4 4
(nr.=25) o 16 32 32 32 32

Y 16 16 16 16 16

Datele prezentate in tabel confirma faptul cd Pacoverinul obtinut prin noua variantd poseda o
actiune interferonogend semnificativd, confirmata prin sporirea inductiei de o si y interferonul de
4...8 ori comparativ cu indicii analogici din lotul martor. Comparand rezultatele nominalizate cu
datele analogice obtinute in experientele precedente [1.3], constatdm absenta unei diferente statistice
autentice intre capacitatea diferitor variante de Pacoverin obtinut prin diferite procedee tehnologice la
capitolul actiune interferonogend.

Tabelul 4
Actiunea interferonogenica comparativa a pacoverinului obtinutd prin diferite procedee
tehnologice
Loturle studiate Tipul de inter- | Pacoverin obtinut prin metoda:
feron si concen- | Traditionald revendicati P
tratia lui
Lotul experimental | Sumar in ser 512 512 >0,5
o 256 256 >0,5
Y 128 128 >(0,5
Lotul martor Sumar in ser >8 4 >0,5
a 32 32 >0,5
Y 16 16 >0,5

Extrapoland rezultatele activittii antivirale (in vitro, in vivo) si interferonogene a pacoverinului
extras prin metoda revendicata fatd de datele precedente putem conchide, c& Pacoverinul obtinut prin
metoda propusd poate fi de asemenea utilizat cu succes in fabricarea remediilor medicamentoase,
utilizate ulterior in profilaxia si tratamentul infectiilor virale, in special a hepatitelor de geneza virala,
infectiei cu herpes, gripei, paragripei etc.
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(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a So-furostan-3f3,22,26-triol-3-[O-p-D-glucopiranozil(1—2)-p-D-gluco-
piranozil(1—4)-p-D-galactopiranozil]-26-O-B-D-glucopiranozid (pacoverinului) care include tratarea
prin fierbere cu n-butanol a semintelor de tomate cu evaporarea lui ulterioara, spilarea reziduului
obtinut cu o solutie de cloroform si acetond luate in raport de 1:1, filtrarea, dupa care reziduul se spala
repetat pe filtru cu acetond si se usucd.
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1. MD 385 C2 1996.01.31
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