ROMANIA

(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $1 MARCI
Bucuresti

a1y RO 135570 A2
51) Int.Cl.
A61K 31/715 200600
A61K 33/242 1999

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: d 2020 00598
(22)  Data de depozit: 23/09/2020

(41) Data publicarii cererii:

30/03/2022 BOPI nr. 3/2022

(71) Solicitant:
* INSTITUTUL REGIONAL DE
GASTROENTEROLOGIE-HEPATOLOGIE
"PROF. DR. OCTAVIAN FODOR"
CLUJ-NAPOCA, STR. CONSTANTA NR. 5,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

(72) Inventatori:
+ TABARAN ALEXANDRU-FLAVIU,
STR.GRIGORE ANTIPA, NR.14, AP.5,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ MANEA CRISTIAN TUDOR,
STR.CAMPULUI, NR.242, AP.9,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ MOCAN TEODORA, STR. SITARILOR
NR. 55E, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;
+ MOCAN LUCIAN CONSTANTIN,
STR.SITARILOR, NR.55E, CASA 2,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

499 PROCEDEU DE OBTINERE A NANOPARTICULELOR
DE AUR-ARGINT FUNCTIONALIZATE CU MANNAN PENTRU
TERAPIA TINTITA A MACROFAGELOR DE TUBERCULOZA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
compus de tip nanoparticule de aliaj aur-agint functiona-
lizate cu mannan pentru aplicatii antibacteriene-anti-
tuberculoase. Procedeul, conform inventiei, consta in
aceea ca, in prima etapa se prepara nanoparticule de
aur-argint functionalizate cu mannan stabilizate initial cu
citrat, care este inlocuit apoi cu polietilenglicol, dupa
care se functionalizeazad prin legare covalenta cu
poliglucida mannan, nanoparticulele functionalizate se

supun unor etape succesive de centrifugare si redis-
persare prin ultrasonare in apa bidistilata pentru elimi-
narea produsilor de reactie secundari, rezultdnd un
compus de tip Au-AgNP cu efect de crestere a nivelului
de nanoparticule terapeutice in macrofage si de redu-
cere a riscului efectului toxic.
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Procedeu de Obtinere a Nanoparticulelor de Aur-Argint Functionalizate cu Mannan
Pentru Terapia Tintitd a Macrofagelor in Tuberculozi

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui produs cu aplicabilitate de tip
antibacterian-antituberculos.

Este cunoscut faptul ci aparitia extinsi a antibiorezistentei reprezinta principala cauza
a starii actuale epidemiologice a tuberculozei (TBC) si reconsiderarea recenti a acestei boli
infectioase istorice ca fiind re-emergent4 in mai multe zone ale globului [Maher si col. 2005;
Seung si col. 2015]. Conform unui raport recent al Organizatiei Mondiale a San#tatii (2015)
tuberculoza infecteaza mai mult de 2 miliarde de oameni (o treime din populatia globului) si
cauzeazi peste 1,5 milioane decese anual. La om tuberculoza este produsa de bacteriile din
complexul Mycobacterium tuberculosis (MtbC), in principal M. tuberculosis (Mtb) si mai rar
de infectiile cu M. bovis, M. africanum, M. caprae, M. canetti 51 M. microti [de Colombani si
col 2015; Richter si col. 2003]. MtbC sunt patogeni primari intracelulari (intramacrofagici in
principal), astfel o particularitate importanta a patogenezei tuberculozei de care trebuie sa tina
cont elaborarea terapiilor antituberculoase o reprezintd supravietuirea si multiplicarea
intracelulara (intramacrofagic3) a acestor bacterii. Acest lucru combinat cu peretele bacterian
gros, hidrofob (ceroas, bogat in acid micolic §i arabinogalactan) contribuie la ,sabotajul
fagocitar” prin blocarea maturarii fagozomilor initiali si al fuzionarii acestora cu lizozomii,
esecul sistemului imunitar de eliminare a focarului septic tuberculos, persistenta infectiei
micobacteriene pe termen lung si, in plus, diseminarea locala limfatica si posibil sistemici a
infectiei [Sakamoto si col 2012]. Astfel, terapiile antituberculoase trebuie sa asigure un nivel
local ridicat de substanta antibacteriand [Seung si col. 2015] care sa asigure 1n primul rand
inhibarea/liza bacteriana intracelulara.

Datele din literatura de specialitate aratd ca nanoparticulele de argint (AgNPs) au un
efect antibacterian impotriva uni spectru larg de bacterii, incluzind atit bacteriile Gram
positive, cat si cele Gram negative sau micobacteriile [Morones si col. 2005; Varghese si col.
2009; Seth si col. 2011; Franci si col 2015; Dakal si col. 2016; Tabaran si col. 2020]. Efectul
antibacterian al AgNPs Tmpotriva Mtb este dovedit atat in vitro cét si in vivo 1n studii clinic
[Seth si col. 2011; Gmoshinski si col. 2016; Uraskulova si col. 2017; Zakharov si col. 2017;
Zakharov si col. 2019]. In plus fafi de efectul antibacterian dovedit, acesti nous paradigma in
terapia antituberculoasd utilizind AgNP reprezintd o alternativé atractivd si poate ajuta la
depagirea limitérilor actuale impuse de antibiorezistentd, datorita faptului cd probabilitatea ca

microorganismele sa dezvolte rezistenti la nanoparticulele de argint este limitata [Franci si col
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2015; Dakal si col. 2016]. Efectul antibacterian al AgNP se bazeaza pe interactiunea mai multor
mecanisme ce implica atdt actiunea directi a AgNP cit si actiunea ionilor de Ag (Ag")
eliberatie de particule, inducdnd n primul rand prin reactia cu grupérile sulfhidril (-SH): a)
acumularea si perturbarea polimerilor extracelulari ai biofilmului bacterian; b) aderarea AgNP
la suprafata bacteriilor §i fragmentarea membranei microbiene si a transportului
transmembranar (in principal al electrolitilor); c) internalizarea bacteriand a AgNP si
interactiunea cu organitele bacteriene, moleculele citosolice (aminoacizi liberi, peptide, si
enzime) si citoschelet bacterian, rezultdnd modificdri membranale mitocondriene, generarea
specii reactive de oxygen (ROS) si modificarea ADN-ului bacterian care determina in final
apoptoza / liza bacteriana [Franci si col 2015; Dakal si col. 2016; Tabéran si col. 2020].

Efectul toxic al AgNP se datoreazi in primul rdnd (ca si n cazul efectului antibacerian)
eliberdrii Ag" si inducerea de ROS care in contextual depasirii capacitétilor protective
antioxidative celulare induce mai multe efecte toxice precum inflamatia, autofagia, apoptoza,
necroza sau denaturarea ireversibildi a ADN-ul celular (urmat posibil de mutagenezd)
[Vazquez-Muiioz si col. 2017; Smith si col. 2018].

Insa datele din literatura de specialitate arati ci efectul toxic al AgNP este redus de
administrarea simultan3 a nanoparticulelor de Aur (AuNP), uzual sub forma de nanoparticule
aliaj Au-Ag (AuNP@AgNP) [Ting si col. 2010; Tiedemann si col. 2014; Naha si col 2016],
efectul toxic antagonist al AuNP fiind mediat cel putin in studiile in vivo ce utilizeaza Daphnia
magna, pe inhibarea biodisponibilitdfii Ag" [Ting si col. 2010]. AuNP poseda effect
antibacterian per se [Arshi si col. 2011; Bindhu, i col 2014;] si in plus, amplifica efectul
antibacterian al AgNP, inclusiv cel antimicobacterian impotriva M. bovis (tulpina vaccinala
BCG) [Zhou si col, 2012]. Acest efectul sinergic al Au-AgNP (AuNP@AgNP) este mediat de
diferite mecanisme antibacteriene, aceasti activitate interesanti fiind recent speculati de Singh
si colab. (2016) prin utilizarea acestei forme de aliaj metalic cu succes in terapia
antimicobacteriand. Prin observatiile lor, Au-AgNPs au prezentat o eficientd crescuta pentru a
inhiba micobacteriile, cu concentratiile minime de inhibitie (MIC) de pana la 0,32 pana la 1,05
pg / mL [Singh si colab. 2016].

Livrarea tintitd a particulelor terapeutice <’:2'1tre macrofage, poate fi realizatd prin
conjugarea acestora cu polizaharida mannan [Cui si col. 2003; Yu si col. 2010].. Aceasta
abordare ca terapie-tintitd asigura: 1) concentrarea substantei active in macrophage prin legarea
selectivd a mannanului cu receptorul selectiv (mannose R/ CD206), exprimat in mod abundent
pe suprafata macrofagelor si celulelor dendritice [Vu-Quang, si col. 2012; Tada si col. 2002;
Takada si col. 2014]; 2) prin efectul antioxidant [Krizkov4, si col. 2006; Liu si col. 2018]
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posibila reducere locali a stesului exidativ indus de AgNP; 3) stimularea activitdtii de apdrare

imund a macrofagelor [Takada si col. 2014].

Principala limitare terapeutici a antibioticelor clasice utilizate in terapia
tuberculozie se datoreazi, dezvoltdrii antibiorezistentei pand la 20% din tulpinile de M.
tuberculosis. Acesti antibiorezistentd poate s aiba diferite grade de severitate sau extindere si
poate si fie manifestata fata de un singur anitibiotic (DR-Mtb), fatid de grupuri multiple de
antibiotice, cel putin rifampicina si izoniazida (MDR-Mtb) sau s& se manifeste fatd de
majoritatea madicamentelor antituberculoase utilizat ecurent in terapie in cazul tulpinilor
Extensiv-rezistente (XDR-Mtb). De exemplu, un studiu recent realizat pe aproape 2500 de
pacienti identifica prevalenta rezistentei la rifampicind la 23,4% din bolnavii de tuberculoza
[Adejumo si col. 2018]. Acest fenomen duce la invalidarea partiald a antimicrobienelor
antituberculoase majore utilizate in practica curenta a pactientilor infectati cu tulpini DR/MDR
sau XDR de Mtb [Seung si col. 2015]. Totodata, infectia cu tulpini rezistente de Mtb este
asociatd cu o ratd mare de mortalitate, pana la 55%, in comparatie cu mortalitatea in infectii cu
tulpini Mtb fara antibiorezistenta ce ating dor 4,5-17% [OMS 2007; Chung-Delgado si col
2015; Shin si col. 2006; Bernabé-Ortiz si col. 2008].

Principala limitare a utilizdrii per se a nanoparticulelor de Ag (AgNP) in
antibioterapia clinici se datoreazi: a) resorptiei si biodistributiei sistemice greoaie dupa
administrarile sistemice uzuale (datoritd greutitii modelculare mari si traversirii limitate a
barierelor anatomice) si astfel o concentratie terapeutica redusa in macrofagele (celulele cheie
pentru terapia antituberculoasd) din forarul septic; b) fereastrd terapeutici ingustd/indice
terapeutic redus datorita efectelor secundare toxice locale (dozele antibacteriene fiind apropiate
de cele la care se pot observa toxicitate reziduald) [Raman si col. 2012; Sarkar si col. 2015].

Solutiile cunoscute prezinti urmaitoarele dezavantaje: AgNP per se dupd o
administrare sistemicid produc o acumulare limitatd in macrofage (absorbtie limitatd si
biodistributie necontrolatd), indice terapeutic redus si toxicitate reziduala. Au-AgNP
(AuNP@AgNP) au o toxicitate mai redusa, si efect antibacterian ameliorat [Singh si colab.
2016], insa absorbtia si concentrarea in macrofage este redusd, iar biodistributia similard cu
AgNP [Shanmugasundaram, si col. 2017].

Problemele pe care le rezolva inventia:

1. Cresterea acumuldrii selective a nanoparticulelor terapeutice in macrofage.

2. Potentarea efectului antibacterian al AgNP.

3. Reducerea toxicititii coleterale reziduale.
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Inventia prezinti urmaitoarele avantaje: S-a demonstrat cd functionalizarea
nanoparticulelor cu mannan induce o acumulare selectivd a compusului Tn macrofage, datorita
tropismului deja demonstrat al mannanului pentru receptorul CD200 (mannan R) de la nivelul
membranei macrofagelor, produsul prezintind avantajul unei distributii optime in vederea
efectului antibacterian.

De asemenea adiugarea Au in aliaj amelioreazd efectul anctibacterian si reduce
toxicitarea AgNP.

Scopul inventiei este acela de a genera un nou tip de compus (nanoparticule de aliaj
aur-argint functionalizate cu poliglucida mannan) utilizabil pentru aplicatii antibacteriene si
care si prezinte avantajul cesterii nivelului de nanoparticule terapeutice in macrofage si
reducerea riscului efectului toxic.

Procedura conform inventiei consti din aceea cii nanoparticulele de aur sunt initial
sintetizate prin reducerea Au** la Au in prezenta citratului de sodiu. In urmatoarea etap3, se
efectueazi depunerea unor straturi successive Ag metalic prin reducerela ionilor de Ag* la Ag®
n prezenta acidului L-ascorbic si la un pH bazic.

Concomitent se efectueazd carboxilarea mannanului in vederea cupldrii ulterioare a
acestuia pe suprafata nanoparticulelor bimetalice de tip Au-Ag. O solutie apoasd de mannan
(15 — 30 mg/mL.) este pusd in reactie cu un volum egal de NalO4 ( 0.1- 0.3 mg/mL) timp de 1
h, la intuneric si sub agitatare continua. Apoi, se adauga o solutie de etilenglicol (concentratia
in volumul total de reactie este de aproximativ 26p.g/mL.) reactia este lasata sd continue 30 min
in aceleasi conditii (intuneric/40°C). Mai departe, solutia de mannan din etapa precenti este
pusa in reactie, sub agitare continud, cu o solutie de NaClO4 5SM si dupé 30 minute se adauga
1.5mL H20:. pH-ul solutiei este monitorizat in permanenta si ajustat la 5 cu ajutorul unei solutii
de NaOH 0.1M. Nanoparticulele de Au-Ag obtinute in etapa anterioard sunt functionalizate cu
mannan carboxilat, prin co-incubarea acestora timp de 2 h sub agitare.

Nanoparticulele bimetalice de aur-argint astfel functionalizate se supun unor etape
successive de centrifugare si redispersare prin ultrasonare in H20 bidist. in vederea nlaturrii
produsilor de reactie secundari. Acest nou tip de nanostructura obtinuti prezinti aplicabilitate
antimicrobiand impotriva infectiilor generate de M. tuberculosis.

Mentiondm cd nu am identificat in literaturd cercetari dedicate sintezei sau efectelor
nanostructurii propuse.

Se di in continuare un exemplu de realizare conform inventiei:

In prima etapa se obtin nanoparticule de Au folosind o metoda Turchevich modificata.

Pe scurt: 18.7mg HAuCls sunt dizolvate in 95mL H2O dist. si solutia este adusa la 100°C sub
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agitare continua. Apoi se adaugi 5SmL citrat de sodiu 0.5% si reactia este lasata la perfectare
timp de 15min. sub agitare continui la 100°C. Astfel se obtin nanoparticule de Au stabilizate
cu citrat (“AuNP seeds”).

(13~
1

In urmatoarea etap3 nanoparticulele de Au sintetizate anterior sunt “invelite” cu Ag
metallic (AuNP@AgNP). Anume: la SOmL solutie AuNP seeds, obtinutd Tn prima etap3, se
adaugd 300puL solutie acid L-ascorbic 100mM, 75pL solutie AgNO3 100mM si 375uL solutie
NaOH 100mM si reactia este lasatd la perfectare 30min., sub agitare la temperatura camerei.
Apoi, se adaugd din nou 210pL acid L-ascorbic 100mM, 55uL AgNOs3 100mM si 265uL
NaOH 100mM si reactia este lasati la perfectare 30min., sub agitare la temperatura camerei.
In continuare, s-a adiugat 120uL acid L-ascorbic 100mM, 35uL AgNO3 100mM si 150uL
NaOH 100mM si reactia a fost lasatd la perfectare 30min., sub agitare la temperatura camerei,
obtinandu-se nanoparticle de Au “Invelite” cu Ag (AUNP@AgNP).

Pentru cuplarea mannanului pe suprafata nanoparticulelor de tip Au-AgNP, se
realizeazd in prima fazi carboxilarea mannanului. Pe scurt, 400mg mannan se dizolva in 16mL
H20 dist. si solutia este agitatd cu ajutorul unui agitator orbital timp de 5 minute. Apoi se
adaugd 16mL sol. NalOs (0.2mg/mL) si se continud etapa de agitare timp de 1h la intuneric si
40°C. Se adaugi 2 mL sol. etilenglicol (0.9mg/mL) si reactia este lasati si continue 30 min. in
aceleasi conditii (intuneric/40°C). Apoi, 10 mL solutie mannan din etapa precenti sunt pusi in
reactie, sub agitare continua cu 1.5mL NaClO4 5M si dupa 30 minute se adauga 1.5mL H>Oa.
pH-ul solutiei este monitorizat in permanenta si ajustat la 5 cu ajutorul unei solutii de NaOH
0.1M. Nanoparticulele de Au-Ag obtinute in etapa anterioara sunt functionalizate cu mannan
carboxilat, prin co-incubarea acestora timp de 2 h sub agitare. Asftel 10 mL solutie de mannan
sunt pusi in reactie cu SmL solutie AUNP@AgNP, iar solutia rezultatd este supusa unei etape
de sonicare cu ajutorul unui sonicator in proba (3x10sec), apoi este lasata la perfectare timp de
2h sub agitare continua. Nanoparticulelé Au-Ag functionalizate cu mannan au fost caracterizate
din punct de vedere fizico-chimic. Ele prezinti o forma rotundi sau ovoida, sunt netede, au o
dimensiune medie de 6,36 -50 nm (2 populatii dimensionale) si un raport Au : Ag de pana la
75 :35.

Aplicatii pe subiecti umani sau animale. Produsul prezentat nu a fost ncé testat pe
animale sau subiecti umani, fiind incai in faza de testare prealabild in vitro a citotoxicitatii,

urmand ca intr-o etapa ulterioari si se experimenteze efectele in vivo ale acestuia.
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Revendicarile inventiei

Prin prezenta inventie se revendicd procedeul de obtinere a nanostructurilor
functionalizate de tip Au-Ag cuplate cu mannan cu aplicabilitate de tip antimicrobian,
caracterizat prin aceea cd, in scopul de a genera un nou tip de compus utilizabil pentru aplicatii
antibacteriene/antituberculoase care si prezinte si avantajul unei acumulsri intracelulare
(intramacrofagice) crescute si efect toxic redus.

in prima etapi se obtin nanoparticule de Au folosind o metoda Turchevich modificata.
Pe scurt: 18.7mg HAuCls sunt dizolvate in 95mL H20 dist. si solutia este adusi la 100 °C sub
agitare continui. Apoi se adaugd 5 mL citrat de sodiu 0.5% si reactia este lasata la perfectare
timp de 15min. sub agitare continua la 100 °C. Astfel se obtin nanoparticule de Au stabilizate
cu citrat (AuNP seeds). In urmitoarea etapa nanoparticulele de Au sintetizate anterior sunt
“invelite”, succesiv, cu Ag metallic (AuNP@AgNP). Anume: la 50mL solutie AuNP seeds,
obtinuta in prima etapa, se adauga 300uL solutie acid L-ascorbic 100mM, 75uL solutie AgNO3
100mM si 375pL solutie NaOH 100mM si reactia este lasata la perfectare 30min., sub agitare
la temperatura camerei. Apoi, se adauga din nou 210pL acid L-ascorbic 100mM, 55uL AgNO3
100mM si 265uL NaOH 100mM si reactia este ldsatd la perfectare 30min., sub agitare la
temperatura camerei. In continuare, s-a adiugat 120pL acid L-ascorbic 100mM, 35uL. AgNO3
100mM si 150pL NaOH 100mM si reactia a fost lasata la perfectare 30min., sub agitare la
temperatura camerei, obfinandu-se nanoparticle de Au “invelite” cu Ag (AuNP@AgNP).

Pentru cuplarea mannanului pe suprafata nanoparticulelor de tip AuUNP@AgNP, se
realizeaza n prima faza carboxilarea mannanului. Pe scurt, 400mg mannan se dizolva in 16mL
H20 dist. si solutia este agitatd cu ajutorul unui agitator orbital timp de 5 minute. Apoi se
adaugd 16mL sol. NalO4 (0.2mg/mL) si se continu etapa de agitare timp de 1h la intuneric si
40°C. Se adaugi 2mL sol. etilenglicol (0.9mg/mL) si reactia este lisata si continue 30min. in
aceleasi conditii (intuneric/40°C). Apoi, 10mL solutie mannan din etapa precenta sunt pusi in
reactie, sub agitare continua cu 1.5mL NaClO4 5M si dupa 30 minute se adaugd 1.5mL H20x.
pH-ul solutiei este monitorizat in permanenti si ajustat la 5 cu ajutorul unei solutii de NaOH
0.1M. Nanoparticulele de Au-Ag (AuNP@AgNP) obtinute in etapa anterioard sunt
functionalizate cu mannan carboxilat., prin co-incubarea acestora timp de 2 h sub agitare.
Asftel 10mL solutie de mannan sunt pusi in reactie cu SmL solutie Au-AgNP, iar solufia
rezultatd este supusd unei etape de sonicare cu ajutorul unui sonicator iin proba (3x10sec), apoi

este l3satd la perfectare timp de 2h sub agitare continui. Nanoparticulele Au-Ag functionalizate
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cu mannan au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic. Ele prezint4 o form3 rotunda
sau ovoida, sunt netede, au o dimensiune medie de 6,36 -50 nm (2 populatii dimensionale) si

un raport Au : Ag de pand la 75 : 35.
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