MD 2789 G2 2005.06.30

AT O 0 DA
MD 2789 G2 2005.06.30

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

(12)

an 2789 13 G2
1) Int. CL7: A 61 K 35/64

BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2004 0188
(22) Data depozit: 2004.07.28

(45) Data publicarii hotirarii de
acordare a brevetului:
2005.06.30, BOPI nr. 6/2005

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: GHICAVAI Victor, MD; CIUHRII Mircea, RO; BACINSCHI Nicolae, MD; CIUHRII
Veaceslav, MD; GHICAVAI Vitalie, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"

DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Reprezentant: VOZIANU Maria, MD

(54) Preparat entomologic imunomodulator si antioxidant

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la medicind, si anume la
farmacologie.

Esenta inventiei constd in aceea ca preparatul
entomologic imunomodulator si antioxidant, obtinut
din pupe de insecte ordinul Lepidoptera, genul
Lymantria prin maruntirea lor pand la formarea
unei mase omogene, filtrarea acesteia si eliminarea

10

2
apei prin liofilizare, contine urmaitoarele ingredi-
ente: proteine — 208,0...214,0 mg/g, lipide — 121,5
mg/g, colesterol — 0,08 mg/g, trigliceride — 89,4
mg/g, amilaza — 13,5 Ul/g, lipazd — 110,0 mUl/g,
antioxidanti — 11,54 mg/g, aminoacizi esentiali i
semiesentiali — 554,8 mg/g.
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Descriere:

Inventia se referd la medicina, si anume la farmacologie.

Printre preparatele folosite in tratamentul si profilaxia afectiunilor hepatice, starilor imuno-
deficitare si reconvalescente putem mentiona: bronhomunalul (de origine bacteriand), echinaceea (de
origine vegetald), imunofanul (de origine organicd).

Echinaceea este un preparat de origine vegetald ce contine polizaharide, flavonoizi, acizi fenolici,
uleiuri volatile, alcamide. Polizaharidele cu masa moleculard de 35000 si 450000 stimuleaza
fagocitoza, iar cele cu masa moleculard de 75000 (arabinogalactane) induc sinteza interferonului si
altor imunomediatori in macrofage. Glicoproteinele stimuleazi transformarea limfocitelor B in celule
plasmatice si secretia interleucinei I in macrofage. Alcamidele inhiba ciclooxigenaza sau 5-lipo-
oxigenaza si au efect antiinflamator. Preparatele de echinacee sunt indicate in profilaxia §i tratamentul
bolilor inflamatorii ale cdilor respiratorii, tractului urinar, poliartritei, reumatismului articular (ca
adjuvant), starilor imunodeficitare in maladiile inflamatorii cronice recidivante de diferitd localizare,
precum si in profilaxia bolilor infectioase, surmenajul fizic si intelectual, stirile dupd antibiotico-
terapie, chimioterapie antitumorald, tratamentul imunosupresiv sau radioterapie. Preparatele din
echinacee sunt contraindicate in tuberculoza evolutivd, leucemie, colagenoze, bolile hematopoetice,
scleroza multipld, HIV, pacientii sub 12 ani, hipersensibilitate la preparat. Printre reactiile adverse se
pot mentiona reactiile alergice [1].

Dezavantajele preparatelor din echinacee sunt determinate de absenta actiunii hepatoprotectoare,
de dezintoxicare, antivirale, antioxidante, de stimulare a metabolismului §i de substitutie a compo-
nentilor biologic activi. Printre indicatiile echinaceei nu sunt specificate maladiile hepatice, inclusiv
de origine virala.

Bronhomunalul reprezintd un lizat de bacterii care provoacd de cele mai dese ori infectii ale
sistemului respirator (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumonie,
Klebsiella ozaenae, Staphilococcus aureus, Streptococcus viridans, Streptococcus pyogenes,
Branhamella catarrhalis). Stimuleaza rezistenta organismului prin intensificarea rdspunsului imun
celular §i humoral. Preparatul se indicd ca adjuvant in tratamentul bronsitelor acute si cronice,
tonsilitelor, faringitelor si laringitelor, rinitelor, sinusitelor si otitelor, infectiilor cailor respiratorii
rezistente la antibiotice, complicatiilor infectiilor virale ale sistemului respirator, indeosebi la copii si
bétrani. Bronhomunalul este contraindicat in caz de hipersensibilitate la preparat si cu precautie in
primele 3 luni de sarcind. Printre reactiile adverse se pot mentiona dureri in epigastru, greatd, voma,
diaree (in cazuri foarte rare) [2].

Dezavantajele bronhomunalului constau in lipsa efectelor hepatoprotector, antioxidant, antiviral,
antiproliferativ, de stimulare a metabolismului si de substitutie a componentilor biologic activi.
Preparatul este indicat preponderent in afectiunile respiratorii, nu este indicat in afectiunile hepatice si
alte maladii.

Imunofanul este un hexapeptid cu proprietiti imunomodulatoare, de dezintoxicare si hepato-
protectoare. Inactiveazi radicalii liberi. In primele zile manifesti actiune de dezintoxicare determinati
de stimularea sistemului antioxidant, sinteza ceruloplasminei, lactoferinei. In afectiunile hepatice
toxice si infectioase previne citoliza, reduce activitatea transaminazelor si nivelul bilirubinei. In cea
de a doua faza a tratamentului (intre a 2-a...a 3-a si a 7-a...a 10-ca zi) se constatd stimularea fago-
citozei §i moartea bacteriilor §i virusurilor intracelulari. In aceastd perioadd se poate observa o
oarecare acutizare a focarelor de inflamatie cronicd. Mai tardiv (dupd a 7-a...a 10-ea zi) se manifesta
efectul imunomodulator, stimularea imunitétii humorale si celulare, cresterea producerii de anticorpi.
Imunofanul este indicat in profilaxia si tratamentul stirilor imunodeficitare de diferitd geneza.
Preparatul este contraindicat in sarcind complicatd cu Rezus-conflict [3].

Dezavantajele solutiilor apropiate sunt cauzate de absenta proprietatilor antioxidante, antivirale,
antiproliferative, de stimulare a metabolismului si de substitutie a unor componenti biologic activi,
care de rAnd cu actiunea imunomodulatoare sunt foarte importante §i necesare in tratamentul
patologiilor de diferitd geneza. Preparatele cunoscute sunt prescrise preponderent in afectiunile
sistemului respirator cu stiri de imunodeficientd. Componenta preparatelor determind o influentd
asupra anumitor verigi ale rdspunsului imun.

Problema pe care o solutioneazi inventia consta in elaborarea unui preparat imunomodulator cu
proprietiti noi, si anume antiproliferativa, hepatoprotectoare, antioxidanta, antivirald si de stimulare a
metabolismului.

Esenta inventiei constd in aceea ¢ preparatul entomologic imunomodulator i antioxidant, obtinut
din pupe de insecte ordinul Lepidoptera, genul Lymantria prin maruntirea lor pand la formarea unei
mase omogene, filtrarea acesteia si eliminarea apei prin liofilizare, contine urmatoarele ingrediente:
proteine — 208,0...214,0 mg/g, lipide — 121,5 mg/g, colesterol — 0,08 mg/g, trigliceride — 89,4 mg/g,
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amilaza — 13,5 Ul/g, lipazd — 110,0 mUl/g, antioxidanti — 11,54 mg/g, aminoacizi esentiali si
semiesentiali — 554,8 mg/g.

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unui preparat imunomodulator cu actiune
antiproliferativd, hepatoprotectoare, antioxidantd, antivirald i de stimulare a metabolismului.

Avantajele inventiei constau in aceea cd preparatul imunomodulator si antioxidant reprezintd o
lipoproteind obtinutd din pupele unor insecte din ordinul Lepidoptera, genul Lymantria, care prin
componenta sa bogatd (proteine, lipide, antioxidanti hidrosolubili, aminoacizi etc.) pe langa efectul
imunomodulator mai manifestd si actiune hepatoprotectoare, membranostabilizatoare, antiproli-
ferativa, antioxidantd, antivirald, de stimulare a metabolismului §i de substitutie a unor componenti
biologic activi.

Preparatul reprezinta o pulbere find, de culoare galbend cu miros caracteristic, fara gust, partial
solubild in apd, acetond, acid formic.

Preparatul a fost obtinut din pupe de insecte conform unei tehnologii speciale ce include:
cresterea insectelor in laboratoarele entomologice pe medii artificiale §i naturale; miruntirea pupelor
péna la obtinerea unei mase omogene cu filtrarea ulterioard printr-o panzi de filtrare cu 200 de
orificii/cm?; eliminarea apei prin liofilizare (pentru obtinerea unei pulbere stabile).

S-a efectuat analiza spectrald a preparatului obtinut.

Continutul cantitativ al preparatului determinat prin metode chimico-analitice: proteine —
208...214 mg/g; lipide — 121,5 mg/g; colesterol — 0,08 mg/g; trigliceride — 89,4 mg/g; amilaza — 13,5
Ul/g; lipaza — 110,0 mUV/g; antioxidanti — 11,54 mg/g; aminoacizi esentiali si semiesentiali (fenila-
lanind, acid glutamic, asparagind, lizind, leucind, treonind, alanind, glicind, prolind, valind) — 554,8
mg/g.

Pentru cercetdrile clinice preparatul este propus sub forma de capsule a cate 150 mg de 2 ori pe zi
(dimineata si seara) cu 30...40 min inainte de masa timp de 3 luni per os.

Cercetdrile s-au efectuat in vitro (pe limfocite si neutrofile) si in vivo pe animale cu modele
experimentale de afectiuni hepatice.

Exemplul 1

Actiunea imunomodulatoare a preparatului a fost studiata in vitro prin pretratarea sangelui la
investigarea a 28 pacienti, si anume a fost examinata influenta preparatului asupra T si B-limfocitelor,
T-helperilor si T-supresorilor. Testirile au demonstrat cd preparatul manifestd un efect de imuno-
supresie prin diminuarea continutului procentual de T-limfocite (de la 56,0+0,86 la 34,1+2,89%,
P>0,05), B-limfocite (de la 31,94+1,29 la 26,4+1,73%, P<0,05) si T-helperi (de la 40,9+1,25 la
31,642,11%, P<0,05) si cresterea continutului procentual de T-supresori (de la 15,243,04 la
24,4%+2,09, P<0,05). Indicele de modulare constituie in cazul T-limfocitelor 0,62+0,05, B-
limfocitelor 0,84+0,95, T-helperilor (teofilinresiztente) 0,78+0,05 si al T-supresorilor (teofilinsen-
sibile) 1,66+0,14. Concomitent preparatul a majorat activitatea functionald a neutrofilelor de la
0,27+0,02 la 0,35+0,03 (P<0,05). Activitatea neutrofilelor era indeosebi stimulatd la pacientii cu
parametrii redusi (sub 0,25). In acest caz actvivitatea lor a fost majorati de la 0,19+0,01 pani la
0,34+0,04 comparativ cu parametrii peste 0,25 (de la 0,35+0,02 pana la 0,37+0,04, P>0,05).

Actiunea antioxidantd a preparatului este determinatd de prezenta compusilor antioxidanti hidro-
solubili care pot influenta inhibarea peroxidarii lipidelor, diminudnd astfel actiunea negativd a
factorilor nocivi exo- si endogeni asupra membranelor celulare.

Exemplul 2

in hepatita ischemicd, indusi prin administrarea fenilefrinei in doza sumari de 125 mg/kg la
sobolanii din grupa de control a fost depistatd o crestere semnificativd a transaminazelor la a 7-ea zi
care s-a mentinut aproximativ la acelasi nivel si la a 14-ea zi de modelare. La administrarea
concomitentd a preparatului propus in doza unicd de 500 mg/kg s-a constat o tendinta spre diminuarea
aspartataminotransferazei si alaninoaminotransferazei, indeosebi la a 14-ea zi de utilizare. La
animalele din grupa de control s-a depistat o crestere a gamaglutamiltransferazei la a 7-ea zi dupa
administrarea fenilefrinei. Nivelul enzimelor s-a micsorat semnificativ la utilizarea concomitents timp
de 7 zile a preparatului cercetat. Acesta nu influenteazd asupra hiperglicemiei induse de adreno-
mimetic §i manifestd o tendintd de diminuare a continutului ureei.

in hepatita toxics, indusid prin administrarea paracetamolului in dozi unici de 500 mg/kg, s-a
constat o crestere importanta a nivelului AsAT si AIAT atat dupd 7 zile, cat si dupa 14 zile de la
injerarea toxicului. Utilizarea concomitentd a preparatului cercetat a contribuit la diminuarea
continutului transaminazelor, indeosebi dupa 14 zile, care atinge practic nivelul acestora la sobolanii
intacti. Desi activitatea lactatdehidrogenazei nu suferd modificdri semnificative in hepatita
experimentald in termenii studiati, preparatul dat contribuie la micsorarea nivelului LDH dupi 14 zile
de utilizare. La animalele cu hepatitd toxica s-a depistat o majorare a nivelului proteinelor totale si o
tendintd spre hiperglicemie si hipercolesterolemie. Preparatul cercetat diminueaza continutul
proteinelor totale atat la a 7-ea zi, cét si la a 14 zi de utilizare §i normalizeaza nivelul glucozei si
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colesterolului, indeosebi dupd a 7-ea zi. In acelasi timp la a 14-ea zi nivelul glucozei s-a majorat in
comparatie cu lotul de control.

Rezultatele obtinute ne permit s considerdm cé preparatul studiat nu preintdmpind perturbérile
provocate de hepatotoxic (paracetamol), dar contribuie la o ameliorare mai rapidd a dereglarilor
survenite in hepatita toxica experimentald.

Pentru modelarea hepatitelor experimentale au fost folositi sobolani masculi cu masa de
160...220 g, crescuti in vivariul USMF "Nicolae Testemitanu". Animalele erau selectate cu o zi
inainte de inceputul experimentelor si dupd 2...3 zile de adaptare erau repartizate in celule separate.
Preparatele erau amestecate in bolul alimentar. Animalele erau supravegheate pand ingerau bolul.

Fractiile obtinute dupa filtrarea suspensiei in diversi gradienti de zahar au fost folosite in procesul
studiului chimic si in analiza spectrald a componentei preparatului.

In calitate de produs farmaceutic pentru cercetirile preclinice si clinice s-a folosit preparatul,
contindnd toate substantele biologic active din pupele insectelor, obtinut sub formd de pulbere, care
apoi era folosita la prepararea capsulelor.

Rezultatele experimentelor au demonstrat o actiune imunomodulatoare §i o eficacitate a
preparatului in hepatitele experimentale, indeosebi de origine toxica.

Se recomanda a se pistra la loc uscat, rece si ferit de lumina.

Preparatul este un produs biologic activ cu o compozitie variatd obtinut printr-o biotehnologie
speciald in conditii artificiale.

Preparatul obtinut contine o cantitate mare de antioxidanti hidrosolubili, o gama variatd de
aminoacizi esentiali §i semisentiali, enzime, lipide, proteine.

Proprietatile stabilite si compozitia permit de a considera ci preparatul poate fi utilizat in
tratamentul si profilaxia stirilor imunodeficitare si de reconvalescentd, afectiunilor hepatice.

(57) Revendicare:

Preparat entomologic imunomodulator si antioxidant, obtinut din pupe de insecte ordinul
Lepidoptera, genul Lymantria prin miruntirea lor pand la formarea unei mase omogene, filtrarea
acesteia si eliminarea apei prin liofilizare, care contine urmitoarele ingrediente: proteine —
208,0...214,0 mg/g, lipide — 121,5 mg/g, colesterol — 0,08 mg/g, trigliceride — 89,4 mg/g, amilazi —
13,5 Ul/g, lipazd — 110,0 mUl/g, antioxidanti — 11,54 mg/g, aminoacizi esentiali si semiesentiali —
554,8 mg/g.
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