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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui
complex al acizilor triterpenici cu ciclodextrine hidrofile,
cu proprietati biofarmaceutice optimizate. Procedeul
conform inventiei consta in sinteza intre acizii oleanolic
sau ursolic, cu structura triterpenica, si, respectiv, ciclo-
dextrine de sinteza, cu caracter hidrofil, in raport molar
acid triterpenic:ciclodextrina de 1:1 si 1:2, ca partener
de incluziune fiind utilizat un derivat de tip ester al

gamma-ciclodextrinei, prin patru metode de incluziune:
amestecarea mecanica, malaxarea, coprecipitarea si
aplicarea ultrasunetelor, din care rezultd un complex de
incluziune biocompatibil cu corpul uman, si biodegra-
dabil, cu particule de dimensiuni stabile, Tn domeniul
nano si micro, de aproximativ 100 nm.
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CU PROPRIETATI BIOFARMACEUTICE OPTIMIZATE

SUPORTUL FINANCIAR

Cercetarea care se afld la baza acestei inventii a avut ca suport financiar grantul de
cercetare PN II - Capacitdfi, CT-163/22.04.2013, Modul III - proiecte bilaterale Romania-
Ungaria, finantat de UEFISCDI pe baza contractului 674/22.04.2013.

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la un produs chimic de tip complex de incluziune, caracterizat prin
aceea cd sinteza sa are loc intre acizii oleanolic sau ursolic (acizi triterpenici) si ciclodextrine
semisintetice cu caracter hidrofil. Acizii triterpenici fac parte din clasa triterpenelor
pentaciclice, caracterizate printr-o solubilitate extrem de scizutd in api, ceea ce afecteazi
negativ proprietatile farmacocinetice ale substantelor active si, implicit, activitatea lor
biologica.

Sinteza complecsilor de incluziune s-a realizat prin implicarea a 4 metode, consacrate
in literatura de specialitate:

- amestecarea mecanici — acizii triterpenici s-au amestecat cu cantitatea
corespunzitoare de ciclodextring, in raport molar de 1:1 si respectiv 1:2 (acid triterpenic :
ciclodextrind), amestecarea ficAndu-se prin triturare pani la obtinerea unei pulberi omogene;

- malaxarea — acizii triterpenici s-au amestecat cu cantitatea corespunzitoare de
ciclodextrind, in raport molar de 1:1 si respectiv 1:2 (acid triterpenic : ciclodextring), procesul
continudnd cu triturarea in prezenta unei cantitifi suficiente de etanol 50% (v/v) pana la
evaporarea solventului, cu formarea unui produs de tip pasti. Amestecul s-a uscat la
temperatura camerei timp de 24 ore dupd care uscarea a continuat la etuvd (105°C), péni la
masd constanti;

- aplicarea ultrasunetelor - acizii triterpenici s-au amestecat cu cantitatea
corespunzitoare de ciclodextrind, in raport molar de 1:1 §i respectiv 1:2 (acid triterpenic :
ciclodextrind). Amestecul a fost completat cu o cantitate adecvatd de etanol 50% (v/v) si
supus timp de 1-2 ore actiunii ultrasunetelor. Produsul final a fost supus uscérii la etuva
(105°C), pana la masa constanti

- coprecipitarea — acizii triterpenici §i ciclodextrina (in raport molar de 1:1 si respectiv
1:2) se dizolva intr-un solvent organic polar (acetond, etanol). Solutfia organica rezultatd se
adaugd incet, prin picurarea, in apa distilatd, sub agitare continu3. Se realizeazd formarea
spontand a nanoparticulelor, sub forma unei solutii coloidale, care se evapord la presiune
redusd (rotavapor), pentru indepértarea solventului organic. Suspensia concentrati se usuca la
etuvi, la 105°C, pentru obtinerea produsului solid final.

Produsii obtinuti prin amestecare mecanicd au fost utilizafi ca referinte pentru
evidentierea rezultatelor optimizate ale celorlalte metode aplicate (malaxarea, aplicarea

ultrasunetelor, coprecipitarea).
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Analiza fizico-chimic a complecsilor rezultati a fost realizatd prin metode consacrate:
microscopia electronicd cu scanare, calorimetria cu scanare diferentiald, dizolvarea in vitro.
Evaluarea biologica a produsilor finali a constat in aplicarea unor teste in vitro si in vivo.

Morfologia particulelor produsilor solizi a fost evaluatd cu ajutorul unui microscop
electronic cu baleiaj (Hitachi 24008, 10 kV), folosind un aparat de acoperire in strat subtire
Bio-Rad SC502 la o presiune a aerului de 1,3-13 mPa.

Calorimetria cu scanare diferentiald s-a realizat cu un aparat Mettler Toledo DSC 821
tip Star, versiunea 6.0 (Mettler Inc., Schwerzenbach, Elvetia), aplicdnd o vitez3 de incilzire
de 5°C / min, sub o vitez# de curgere a gazului inert (argon) de 167 ml / min (10 1/ h). Masa
probei s-a situat intre 2-5 mg, iar analiza termici s-a desfisurat in intervalul de temperaturd
25-350°C.

Viteza de dizolvare in vitro a fost evaluatd prin utilizarea unui aparat Erweka tip DT
modificat, in 100 ml api distilatd; parametrii dizolvidrii: 37+2°C, 100 rpm. Pentru
determinarea concentratiei substantei active in apa distilati, s-au prelevat probe de 5 ml la
intervale de timp prestabilite, care au fost filtrate si analizate spectrofotometric, la 210 nm.

Evaluarea in vitro a activititii antiproliferative s-a realizat prin aplicarea testului MTT,
introdus in 1983 de cdtre Mossman et al. In cadrul acestui procedeu, sarea de tetrazoliu este
redusi sub actiunea enzimelor mitocondriale si convertitd intr-un produs violet (formazan)
solubil, care poate fi determinat cantitativ prin spectrofotometric la 570 nm. Astfel, se
determind procentul de celule viabile rimase in urma aplicirii substantelor testate.

Pentru evaluarea biologica in vivo s-au utilizat modele tumorale obtinute la animale de
experientd (soareci C57BL/6J si atimici Balb/c) prin aplicarea de xenogrefe. Xenogrefele au
fost inoculate subcutanat sau in vena cozii; linia tumorald B16 s-a utilizat pentru obtinerea
melanomului la soarecele CS57BL/6J, iar linia de melanom uman A375 s-a utilizat ca
xenogrefa la soarecii atimici BALB/c (3,0-5,0-10° celule). Animalele au fost sacrificate la o
dimensiune a tumorii de aproximativ 1 cm.

Dezavantajele unor produse utilizate ca transportori transmembranari ai triterpenelor
pentaciclice constau in:

1. Posibilitatea redusd de obtinere a unor particule de dimensiuni prestabilite si stabile;

2. Folosirea unor cantititi mari de substante tensioactive, in general amestecuri;

3. Obtinerea unor nanoparticule greu biodegradabile, care prezintid o tendinti de
acumulare in organism, cu producerea in consecin{i a unor efecte toxice;

4. Obtinerea unor particule pe bazi de compusi organici cu caracter aromatic, cu
potential mutagen / cancerigen demonstrat.

Inventia prezintd urmitoarele avantaje:

1. Complecsii de incluziune sintetizati se caracterizeaza prin absenta substantelor
tensioactive precum si a altor aditivi sau promotori de sintezd, ceea ce conduce la un cost
redus de fabricatie i de asemenea la absenta unui impact negativ asupra macroorganismului
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2. Produsii de sintezd sunt biocompatibili cu organismul uman si biodegradabili
(ciclodextrinele fiind produsi de degradare partiali a amidonului iar acizii grasi sunt
componente ale produselor alimentare), prezentind o degradare la compusi netoxici;

3. Dimensiunea produsilor obtinuti se plaseaza intre domeniul nano si micro (cca. 100
nm).

Inventia este ilustratd de urmatoarele exemple de realizare:
Exemplul 1

Se prepard complecsi pe bazid de miristoat de gama-ciclodextrina (MGC) si acid
oleanolic prin dizolvarea acestora in raport molar de 1:1, la 25°C, intr-un solvent organic
(etanol); solutia organicid rezultatd se adaugd sub agitare continud, prin picurare, in apd
distilatd. Se constatd formarea spontand a nanoparticulelor, iar suspensia coloidald obtinuti se
evapord la presiune redusd (rotavapor), pentru indepértarea solventului organic. Suspensia
concentratd obtinutd se usuca la etuvi, la 105°C, pan3 la mas3 constanti.

Prin microscopie electronica de baleiaj s-a observat formarea unor particule amorfe, cu
forme neregulate. Analiza termic, realizata prin calorimetria cu scanare diferentiald, a permis
observarea modificdrilor retelei cristaline ale complecsilor testati; disparitia pic-urilor
caracteristice substantei active a fost asociatd in general procesului de amorfizare a substantei
analizate sau realizarii fenomenului de incluziune in cavitatea ciclodextrinei; ambele
fenomene pot avea loc simultan. Evaluarea citotoxicitdtii, atdt in vitro cét si in vivo, nu a
indicat valori specifice unor compusi cu toxicitate semnificativa.

Exemplul 2

Se prepari complecsi in conditiile din exemplul 1 de realizare a inventiei cu
deosebirea ca raportul molar utilizat este 1:2.

Microscopia electronicd, degradarea termicd si testele de toxicitate au furnizat
rezultate similare exemplului 1 de realizare a inventiei.

Exemplul 3

Se prepardi complecsi in conditiile din exemplul 1 de realizare a inventiei cu
deosebirea cd substanta activd este acidul ursolic, raportul molar acid ursolic : ciclodextrind
fiind de 1:1.

Microscopia electronicl, degradarea termicd si testele de toxicitate au furnizat
rezultate similare exemplului 1 de realizare a inventiei.
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Exemplul 4

Se prepard complecsi in conditiile din exemplul 1 de realizare a inventiei cu
deosebirea ci substanta activd este acidul ursolic, raportul molar acid ursolic : ciclodextrind
fiind de 1:2.

Microscopia electronicd, degradarea termicd si testele de toxicitate au furnizat
rezultate similare exemplului 1 de realizare a inventiei.




A-2015--00295-
29 -0 b

REVENDICARI

1. Complecsi de incluziune ciclodextrine-acizi triterpenici, obtinuti ca amestec
mecanic, produsi prin malaxare, produsi prin metoda aplicarii ultrasunetelor, respectiv produsi
prin coprecipitare, stiind ci ciclodextrina utilizatd a fost miristoatul de gama-ciclodextrind, iar
triterpenele pentaciclice: acidul oleanolic.

2. Complecsi de incluziune ciclodextrine-acizi triterpenici, obtinuti ca amestec
mecanic, produsi prin malaxare, produsi prin metoda aplicarii ultrasunetelor, respectiv produsi
prin coprecipitare, stiind ci ciclodextrina utilizati a fost miristoatul de gama-ciclodextrind, iar
triterpenele pentaciclice: acidul ursolic.
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