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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanoparticule pentru aplicatii biomedicale, ca matrice
pentru includerea si eliberarea de medicamente hidro-
solubile. Procedeul conforminventiei consta in prepara-
rea unei solutji slab acide de derivat de chitosan in care
se dizolva un agent tensioactiv uzual, care se emul-
sioneaza sub agitare energica intr-un volum de 4 ori
mai mare de toluen, in care se dizolva un alt agent

tensioactiv neionic, dupa care in emulsia rezultata se
introduc in picatura solutie apoasa de sulfat de sodiu si
aldehida glutarica, sub forma de extract in toluen, sub
agitare moderata, particulele rezultate fiind separate
prin centrifugare, si spalate repetat pentru indepartarea
reactantilor Tn exces, urmate de uscare.
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PROCEDEU DE PREPARARE A UNOR SUPORTURI POLIMERICE /
NANOPARTICULATE PE BAZA UNUI NOU DERIVAT DE CHITOSAN, PENTRU
INCLUDEREA S| ELIBERAREA DE MEDICAMENTE HIDROSOLUBILE

Inventia se refera la nanoparticule polimerice pe baza unui nou derivat de chitosan,
capabile de a include si elibera medicamente hidrosolubile, si la un procedeu de
obtinere a derivatului si nanoparticulelor.

Particulele sunt preparate utilizand un nou derivat de chitosan sintetizat prin
grefarea polizaharidului cu un oligomer de poli(etilen glicol) metacrilat, conform
reactiei Michael cu unele modificari [1].

Nanoparticulele sunt preparate prin metoda dublei reticulari —ionica si covalenta - in
emulsie inversa. [2].

Solutia in acid acetic a chitosanului grefat (1 %) este mai intli emulsionata in toluen
prin introducerea Tn picaturi, sub agitare puternica, asigurandu-i stabilitatea prin
utilizarea unui tensioactiv neionic, biocompatibil, respectiv Tween 80. Dupa un
interval de timp necesar maturarii si stabilizarii particulelor formate, se introduce, in
picaturi, sub agitare, solutia de reticulant covalent, respectiv aldehida glutarica
extrasa in toluen dintr-o solutie apoasa. Dupad terminarea reactiei particulele
formate, de dimensiuni submicronice, cu morfologie variabila in functie de valoarea
parametrilor procesului, sunt separate prin centrifugare, spalate repetat cu apa
distilata, acetona si hexan si uscate la temperatura camerei.

Nanoparticulele obtinute pot fi utilizate in numeroase aplicatii biomedicale, avand
capacitatea de a include si elibera controlat medicamente hidrosolubile pentru
tratarea a diferite afectiuni. Administrarea lor se poate face pe cale orala,
transdermal, ca instilatii in sacul conjunctival al ochiului, prin injectare intravenoasa
sau injectare in vitrosul gobului ocular, formulari sub forma de creme s.a.

Se cunosc nanoparticule pe baza de polimeri sintetici sau naturali, indeosebi
chitosan, obtinute prin metode variate, fizice sau chimice. Nanoparticule pe baza de
conjugat chitosan-Pluronic F127 incarcate cu albumina serica bovina si insulind au
condus la o permeabilitate crescutd a acestora prin piele, crescand eficienta
tratamentului unor leziuni cutanate [3]. Nanoparticule pe baza de chitosan incarcate
cu propionat de clobetasol administrate topic strabat prima bariera a stratum
corneum acumulandu-se in epiderma si determinand eliberarea prelungita a
medicamentului [4].

Nanoparticule pe baza de chitosan grefat cu poli(etilen glicol), obtinute prin gelifiere
ionotropa au dovedit o buna absorbtie a insulinei prin mucoasa nazala. [5]

Particule nanometrice pe baza de chitosan modificate in suprafatd cu poli(acid
lactic) au prezentat eficacitate la administrarea nazala a taxoidului tetanosului [6].
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Prin reticularea ionicd a chitosanului cu tripolifosfat s-au obtinut nanoparticule de
chitosan incarcate cu Levodopa care strabat mucoasa nazald, putand penetra final
bariera hematoencefalica si asigurand astfel transportul si eliberarea controlata a
medicamentului la tinta. [7].

Nanoparticule pe baza de chitosan tiolat au fost incarcate cu insulina prezentand o
buna disponibilitate la nivelul barierei intestinale. [8]

Se cunosc nanocapsule pe baza de complex polielectrolitic al chitosanului [9] sau al
trimetilchitosanului cu poli(acid glutamic), reticulate cu ftripolifosfat si sulfat de
magneziu [10] , incarcate cu insulind, care depasesc bariera stomacala eliberand
medicamentul la niivelul intestinului.

Nanoparticule autoagregate pe baza de chitosan hidrofobizat cu colesterol,
incarcate cu Cyclosporind au dovedit o buna biodisponibilitate la nivelul barierelor
oculare, respectiv in zona precorneala [11, 12]

Nanoparticule pe bazd de chitosan, chitosan tiolat si alginat au prezentat o
capacitate ridicata de eliberare tintitd a medicamentelor oftalmice la nivelul epiteliului
corneal, eliberarea fiind sustinuta timp de pana la 72 ore, functie de parametrii de
formulare a produsului [13].

Nanogeluri pe baza de chitosan si gelatina au fost obtinute printr-o metoda originala,
utilizdnd reticularea ionica si covalenta, prezentand mucoadezivitate ridicata la
nivelul corneei, si eliberare controlata a adrenalinei [14].

Pentru eliberarea acizilor nucleici la nivel ocular au fost realizate nanostructuri
hibride implicand chitosan, glicozaminoglican si acid hialuronic. Ele se bazeaza pe
capacitatea acidului hialuronic de a actiona ca ligand recunoscut de receptorii
epiteliului ocular, nanoparticulele actionand tintit [15]

O altd abordare o constituie obtinerea de nanoparticule pe baza de complex
chitosan-liposomi, acestea fiind capabile sa stréabata bariera corneala fara a produce
modificari ale acesteia, ceea ce le recomanda pentru incarcarea, transportul si
eliberarea de medicamente oftalmice [16]

Pentru depasirea barierei hemato-encefalice, s-au aovedit eficace nanoparticule pe
baza de chitosan obtinute prin gelifiere ionotropa cu anioni polivalenti [17]

Nanosfere de chitosan conjugat cu poli(etilen glicol), incarcate cu anticorp
monoclonal OX26 si cu peptida anticaspaza Z-DEVD-FMK sunt capabile sa
penetreze bariera hemato-encefalica patrunzand in creier. [18]

Nanoparticule incarcate cu peptide de sintezd administrabile pe cale nazal3,
capabile de a strabate bariera hematoencefalica ajungand le creier, au fost obtinute
din chitosan de masa moleculara coborata, grefat cu poli(etilen glcol), prin gelifiere
ionica [19]; nu s-au constatat efecte vizibile, toxice, legate de administrarea lor, la
nivel celular.

O abordare diferitd a constituit-o obtinerea de nanoparticule pe baza de chitosan
incarcate cu BSA/siRNA, prin complexare ionica cu sulfat de dextran [20]; ele
constituie o alternativa in tratarea unor boli ale creieiului (Alzheimer, Parkinson).
Strabaterea barierei hematoencefalice este posibila prin utilizarea de nanogeluri pe
baza de chitosan depolimerizat, grefat cu poli(etilen glicol); incarcate cu clorotoxin
ele asigura transportul si eliberarea la nivelul creierului a medicamentului, cu
eficacitate in tratarea unor tumori [21].
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Principalele dezavantaje ale nanoparticulelor preparate pe bazd de chitosan,
derivati de chitosan sau amestecuri ale sale cu alti polimeri naturali sau sintetici
sunt:

- chitosanul si derivatii sdi sunt solubili doar Tn mediu acid, cu pH<3, ceea ce implica
operatiuni suplmentare si complicate de purificare a particulelor obtinute;

- in multe metode de obtinere a nanoparticulelor se utilizeaza ca reticulant covalent
aldehida glutarica, compus cu toxicitate ridicatd ce nu il recomanda pentru
realizarea de particule cu aplicatii biomedicale;

- utilizarea in unele cazuri a metodei de gelifiere ionotropa cu reticulanti ionici
determina obtinerea de nanoparticule cu stabilitate mecanica redusa,

Problema tehnica pe care isi propune sa o rezolve inventia este obtinerea de
nanoparticule lipsite de toxicitate, sau cu toxicitate redusa plasata ca valoare in
domeniul ce le face utilizabile pentru aplicatii biomedicale conform scalei
Spearman/Karber, printr-un procedeu nou, usor de utilizat, care asigura
reproductibilitatea materialelor particulate obtinute.

Solutia problemei tehnice consta in obtinerea unor nanoparticule cu dimensiuni
reglabile prin ajustarea parametrilor procesului de realizare, cu toxicitate minima si
stabilitate mecanica ridicata, utilizand procedeul dublei reticulari in emulsie inversa a
unui nou derivat de chitosan caracterizat prin solubilitate ridicata in mediu slab acid
al carui pH poate varia intre 4 si 6,5 si folosind ca reticulant intr-o prima etapa a unui
polianion (sulfat de sodiu sau tripolifosfat) ce determina participarea la reactie a
aproximativ 80% dintre grupele aminice ale polizaharidului si permite obtinerea de
nanoparticule sferice, a caror stabilitate mecanica este asigurata printr-o reticulare
suplimentara covalentd cu aldehida glutarica ce determina reticularea restului de
20% grupari aminice, si care prin cantitatea sa redusa imprima valori ale toxicitatii
nanoparticulelor in limitele ce permit utilizarea produsului in aplicatii biomedicale, iar
prin caracterul lor de gel permit incarcarea prin difuzie a unor cantitati mari de
medicamente hidrosolubile selectate in functie de afectiunea ce se doreste a fi
tratata.

Principalele avantaje ale inventiei propuse sunt:

- utilizarea unui nou derivat de chitosan realizat prin grefarea pe lantul
polizaharidului a metacrilatului de poli(etilen glicol), si care prezinta solubilitate
ridicata in mediu slab acid (4< pH <6,5) ccea ce simplifica operatiunile ulterioare de
purificare a nanoparticulelor

- utilizarea metodei dublei reticulari in emulsie inversa, constand intr-o prima etapa
de reticulare ionica folosind polianioni lipsiti de toxicitate - care prin reglarea
parametrilor procesului de obtinere permite realizarea de nanoparticule cu diferite
morfologii (diametru, polidispersitate dimensionala, porozitate, grad de umflare in
apa),- urmata de o etapa de reticulare covalenta cu o cantitate minima de aldehida
glutarica ce nu determind cresterea toxicitati produsului format peste limita

admisibild pentru aplicatii biomedicale dar creste stabilitatea mecanicad a
nanoparticulelor
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- posibilitatea reglarii morfologiei particulelor prin jocul parametrilor procesului de
obtinere, inclusiv prin alegerea judicioasa a raportului celor doua faze nemiscibile
care formeaza emulsia

- obtinerea de nanoparticule cu morfologii diferite ce pot fi utilizate ca matrici pentru
includerea de medicamente hidrosolubile destinate tratarii unei game variate de
afectiuni (ale dermei, oftamice, tumori s.a.) datoritd posibilitati de administrare pe
diferite cai (transdermal, injectii intravenoase, intramusculare sau intravitreale,
instilatii, unguente, aerosoli s.a.)

- modelarea cineticii de eliberare a medicamentului in sensul asigurarii unei eliberari
controlate/sustinute, pe o perioada mai mare de timp.

Conform inventiei, obtinerea nanoparticulelor implica urmatoarele etape, descrise in
exemplul de mai jos:

1. obtinerea noului derivat de chitosan constand in grefarea pe lantul polizaharidic a
unui oligomer de metacrilat de poli(etien glicol), prin reactia de aditie Michael a
grupelor aminice din chitosan la dubla legatura a metacrilatului. O cantitate de
chitosan (1 g) se dizolva complet, sub usoara incalzire si agitare, in 100 ml solutie
acid acetic de diferite valori ale pH-ului (4-6,5). La solutia obtinuta se adauga, in
picaturi, sub agitare energica metacrilatul de poli(etien glicol) asigurédndu-se final un
raport al grupelor aminice si oligomerului de (NHz/oligomer) de 2 (mol/mol). Reactia
de grefare are loc la T=40 °C, sub barbotare cu azot timp de 24 h. La final, solutia
rezultatd este introdusa in acetona, in portii mici, sub agitare, pentru precipitarea
derivatului de chitosan. Dupa separare prin filtrare, derivatul este spalat succesiv
(4,5 ori) cu un amestec de metanol/acetona si care mai apoi se usuca la etuva de
vid (24 ore, 30° C). In final se obtine un produs de culoare usor maronie.

2. Se prepara un volum de 50 ml solutie derivat de chitosan grefat cu metacrilat de
poli(etien glicol) (diferite cantitati) dizolvat in acid acetic (pH=5), in care se dizolva un
surfactant neionic (Tween 80) in proportie de 2% fata de cantitatea de polimer.
Solutia se emulsioneaza prin adaugare in picaturi (timp de 15 minute), sub agitare
energica (ultraturax — 5000+15000 rot/min) in 200 ml toluen ce contine o cantitate
adecvata de surfactant Span 80 (2% fata de polimer). Dupa emulsificare incepe sa
se introduca in picaturi solutia de reticulant ionic (NasP304, ¢=5%, care asigura
participarea la reticulare a 80% dintre grupele aminice libere ale derivatului de
chitosan), continudnd agitarea timp de inca 15 minute (5.000 rot/min) pentru a
obtine o emulsie stabila. Aceasta se transvazeaza intr-un reactor echipat cu agitator
mecanic (500 rot/min) in care se continua procesul de reticulare ionica inca 30
minute la temperatura camerei. La terminarea acestei perioade, se introduce in
reactor un volum de extract de aldehida glutarica in toluen (¢ = 1.12 mg/mL), care
asigura reticularea restului de 20% grupari aminice libere, pentru a realiza
reticularea covalenta timp de 60 minute. Dupa terminarea reactiei (120 min) emulsia
se sparge prin centrifugare la 5000 rot/min timp de 30 minute permitand separarea
nanoparticulelor. Acestea sunt spalate 4-5 cicluri repetate, succesiv cu apa distilata,
acetona, n-hexan pentru indepartarea componentilor nereactionati, uscarea
nanoparticulelor realizandu-se in n-hexan la temperatura camerei.
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REVENDICARI

1.

2.

3.

Nanoparticule cu morfologie variabila realizata prin varierea parametrilor
procesului de obtinere, pe baza de un nou derivat de chitosan grefat cu
metacrilat de poli(etien glicol) caracterizate prin aceea ca: se obtin prin
dubla reticulare — ionica si covalenta — in emulsie inversa care permite
realizarea de entitdti sferice de dimensiuni nanometrice cu caracter de
hidrogel, capabile sa includa prin difuzie o gama variatd de medicamente
hidrosolubile, putand fi administrate pe diferite cai functie de natura afectiunii
ce urmeaza a fi tratata.

Procedeu de preparare a unui nou derivat de chitosan prin grefarea la
grupele aminice ale chitosanului a metacrilatului de poli(etien glicol),
caracterizat prin aceea ca prezinta o solubilitate ridicata in medii mai slab
acide decat chitosanul de plecare, ceea ce usureaza procesul de purificare a
nanoparticulelor btinute

Procedeu de preparare a unor nanoparticule pe baza de chitosan grefat cu
metacrilat de poli(etien glicol), caracterizat prin aceea ca implica prepararea
unei solutii slab acide de derivat de chitosan in care se dizolva un agent
tensioactiv (Tween 80), care se emulsioneaza sub agitare energica intr-un
volum de 4 ori mai mare de toluen in care se dizolva un alt tensioactiv neionic
(Span 80), in emulsia obtinuta introducandu-se in picaturi solutia apoasa de
reticulant ionic (sulfat de sodiu) si apoi aldehida glutarica sub forma unui
extract in toluen, sub agitare moderata (mecanica), particulele obtinute fiind
separate prin centrifugare si spalate repetat pentru indepartarea reactantilor
in exces si uscate in final.
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