(19) OFICIUL DE STAT

PENTRU INVENTII S| MARCI
Bucuresti

ROMANIA

11 RO 134199 A2
1) Int.Cl.
A61K 47/34 (200601

(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: A 2018 00961
(22)  Data de depozit: 27/11/2018

(41) Data publicarii cererii:
30/06/2020 BOPI nr. 6/2020

(71) Solicitant:
+ DINUTA-FARM S.R.L., STR.PRINCIPALA
434/D, LOCALITATEA DUMITRA, BN, RO

(72) Inventatori:
+ CERBU CONSTANTIN GHEORGHE,
SAT PROIENI NR.37, BREZOI, VL, RO;
+ SPINU MARINA, STR. GH. DIMA 22,
BL. E3, AP. 7, CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

+ PALL EMOKE, STR. FORTARETEI NR. 3,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO;

* NICULAE MIHAELA, STR.AVRAM IANCU
NR.158D, BL.CORP 3, AP.7, FLORESTI, CJ,
RO;

+ ILASCA CIPRIAN, STR.MEHEDINT/
NR.66-68, BL.D2, SC.2, AP.75,
CLUJ-NAPOCA, CJ, RO

9 COMPOZITIE NANOCOMPUS PENTRU ADMINISTRARE
INTRAMAMARA LA VACI CU MAMITA

(57) Rezumat:

Inventia se refera la o compozitie de produs terapeutic
pentru administrare intramamara la vaci cu mamita.
Compozitia, conform inventiei, este constituita din
nanoparticule de acid poli(lactic-co-glicolic), PLGA in
care se incorporeaza un antibiotic de uz veterinar de tip

enrofloxacing, suspendate n 5...10% solutie sterila de
glicerina, astfel incat produsul sa aiba un continut de
antibiotic de 100...200 mg/doza terapeutica.
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DESCRIEREA INVENTIEI
COMPOZITIE NANOCOMPUS PENTRU ADMINISTRARE
INTRAMAMARA LA VACI CU MAMITA

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui produs compus din nanostructuri din PLGA
(poly(lactic-co-glycolic acid) + antibiotic de uz veterinar, suspendate solutie de glucoza 5...10%

pentru administrare intramamara la vaci.

Inflamatia glandei mamare (mamita/mastita) la vacile de lapte reprezinta patologia ce genereaza
cele mai inalte pierderi financiare in randul crescatorilor de bovine. Cu toate acestea, sanatatea
glandei mamare nu este importanta doar pentru fermier. Odata cu cresterea interesului
consumatorilor pentru lapte si produse din lapte, intreg lantul tehnologic are de suferit in mod
direct sau indirect ca urmare a mamitelor (Hogeveen et al., 2011). O parte dintre pierderile
economice sunt legate de costurile terapiei specifice (ex: cost antibiotice, administriri repetate,
costuri personal etc.). La nivel mondial, estimarile publicate privind pierderile economice
datorate mamitelor clinice sau subclinice variaza intre 61 si 97 de euro pe vaca, cu o medie de 78
euro pe vaca (Huijps et al., 2008; Hogeveen et al., 2011). Etiologia mamitelor cuprinde
numeroase specii bacteriene (E.coli, Steptococcus spp., Stapylococcus spp.), astfel incat terapia

primara consta in utilizarea antibioticelor pe cale intramamara.

fn trecut, antibiotice au fost folosite pe scara largi in practica agricol ca aditivi pentru hrana
animalelor si medicamente terapeutice pentru tratarea si prevenirea bolilor bacteriene(Kiimmerer

2009; Wei et al, 2012).

Din cauza riscurilor de mediu si legate de sdnatate, reprezentate de suprautilizarea antibioticelor
pentru prevenirea si tratamentul bolilor bacteriene, ele sunt acum riguros controlate in multe tari.
De exemplu, antibioticele au fost complet interzise ca promotori de crestere de citre Uniun

Europeana (UE) din 2006 (Boscher, et al., 2010) si Statele Unite ale A 2 BT
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and Drug Administration, FDA; 2003). Totusi, medicatia preventiva in hrani este practicata in
efectivele de animale in multe tari, in ciuda unui dezavantaj serios cum ar fi inducerea
fenomenului de antibioticorezistentd la consumatori sau acumularea de reziduri si selectia

tulpinilor rezistente (Fairbrother et al., 2005).

Utilizarea abuziva si necontrolata a antimicrobienelor in practica veterinara creste numarul de
bacterii rezistente. Aceste tulpini au capacitatea de a "comuta" de la animale la oameni si inapoi

(Palmieri et al., 2012;. Pantosti, 2012; Spinu et al., 2018).

Este necesara dezvoltarea unor noi sisteme de livrare pentru antibiotice, care sa abordeze aceste
preocupari. Scopul este de a scadea rezistenta antimicrobiana si de a creste eficacitatea acestora

(Lloyd, 2007). Un astfel de sistem de livrare sunt nanoparticule.

Nanoparticulele sunt materiale de nano-scald, cu proprietati noi. In ultimii ani, aceste materialele
au aparut ca elemente cheie cu diverse aplicatii in medicina, de la agenti de contrast in imagistica
medicala pana la livrarea de gene. Nanoparticulele au o serie de proprietiti cum ar fi reactivitate

chimica, absorbtia de energie si mobilitate care le separd de materiale brute (Murthy, 2007).

PLGA este unul dintre polimerii biodegradabili folositi cu succes in sinteza nanoparticulelor din
cauza unor proprietdti, cum ar fi: (1) biodegradabilitate si biocompatibilitate, (2), aprobare la
nivel european si american pentru utilizarea in cadul unor sisteme de eliberare a medicamentelor
cu administrare parenterald, si (3) formulari bine descrise si metode de productie adaptate

diferitelor tipuri de medicamente (Danhier et al., 2012).

In general, un sistem de livrare de tip nano a unor molecule active sporeste biodisponibilitatea la
un anumit nivel pe o anumita perioada de timp, odata reducerea toxicitatii medicamentului si

imbunatatirea indicelui terapeutic (Goldberg et al., 2007).

Brevetul US20180104347 vizeaza otinerea unor nanostructuri din PLGA incércate cu

cloramfenicol, in vederea utilizarii acestora la nivel ocular si impotriva infectiilor vaginale.

Brevetul W02008054042 descrie pe larg metoda de obtinere a nanostructurilor din PLGA

incércate cu ciprofloxacind (antibiotic din clasa quinolonelor).
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Brevetul US20180092854 descrie o metoda de obtinere a unor microsfere din PLGA, incéarcate
cu diverse molecule, intre care o serie de antibiotice: tetracicline, rifampicina, claritromicina si
eritromicina. Cu toate acestea, sectorul veterinar este precizat de o manierd generala, se specifica
multiple metode si cdi de administrare a microsferelor, dar nu cea intramamarad. Mai mult, autorii
brevetului se referad la microsfere, care au o dimensiune mult mai mare decat cea a

nanoparticulelor.

in cadrul aplicatiei nr. IN201737005078 este decris un procedeu de incorporare a unor
antioxidanti in nanostructuri din PLGA pentru administrare la nivel ocular. Aceasa cerere de
brevet deschide noi oportunitati cu privire la utilizarea topica a nanostructurilor pentru combarea

unor patologii.

Brevetul US20120052041 face referire la procedee diverse de imbunatétire a capacititii de
incarcare a nanostructurilor. Cu toate acestea, nu prezinta informatii cu privire la PLGA si

antibiotice de uz veterinar in vederea administrarii intramamare la vaci cu mamita.

Brevetul JP2011111429 face referire la obtinerea unor nanostructuri din PLGA incércate cu
diverse molecule care pot trece printr-un filtru in vederea steriliziri. In cadrul acestei inventii nu
sunt facute referiri la antibiotice, astfel de nanostructuri (PLGA+ antibiotic) avind avantajul de a

contine un agent antimicrobian.

Brevetul W0O2010091187 descrie o0 metoda de obtinere a nanostructurilor din PLGA in care
capacitatea de incarcare a substantei active este crescuta. In cadrul acestui brevet, autorii

urmdresc ingobarea unor molecule active in terapia cancerului.

Asadar, toate solutiile tehnice descrise naterior urmaresc in principal folosirea PLGA in vederea

inglobarii si a eliberarii controlate a diferite molecule.

Ori inventia de fata se refera la administrarea intramamra la vacile cu mamite a unor
nanostructuri din PLGA si antibiotic (ex: enrofloxacind) dupa liofilizare, odata cu resuspensia

acestora intr-o solutie de glicerina 5...10%.

Scopul inventei este de a realiza un produs inovativ compus din nanostructuri din PLGA

+antibiotic (ex. enrofloxacind) + glicerina 5...10% eficient din punct de vgdere
0
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glandei mamare la bovine. Rolul acestui produs este acela de a contribui la eficientizarea terapiei
locale, la reducerea costurilor prin reducerea numérului de administrari si prin reducerea

fenomenului de antibioticorezistenta, printr-o eficientd crescuti fata de antibioticul clasic.

Problema pe care o rezolva inventia este nu doar asigurarea unei eliberari controlate a unui
antibiotic la nivel intramamar, ci si cresterea biodisponibilitatii si a remanentei in urma
mulsorilor, prin resuspensia acestora intr-o solutie sterild de glicerina 5...10%. Tratamentele
intramamare clasice presupun administrarea de produse ce contin diverse combinatii de
antibiotice, fara eliberare controlati a substantei/substantelor active. Toate acestea, combinate cu
beneficiile utilizarii unor nanostructuri, conduc la o eficientd sporité a tratamentului antiinfectios,

avand in vedere pierderile economice directe si indirecte datoritd mamitelor la vacile de lapte.

Compozitia nonocompusului pentru administrare intramamara la vaci cu mamita aduce un
beneficiu semnificativ sectorului zootehnic si medical veterinar si se consitue ca un produs nou,

inovativ, avand in compozitie in principal PLGA, antibiotic si solutie de glicerina 5...10%.

Procedeul de obtinere a suspensiei cu nanostructuri pentru uz intramamar completeaza solutiile
tehnice mentionate anterior, prin faptul cé pe langa procedeele clasice de obtinere a
nanostructurlor din PLGA si antibiotice (conform Astete si Sabliov, 2006) existd urmatoarele

inbunatatiri si adaptari pentru obtinerea unui produs nou:

- .se uitilizeaza antibiotice de uz veterinar
- nanoparticulele liofilizate se resuspenda in solutie de glicerina 5...10%

- produsul este destinat administrarii intramamare (dozaj, mod de administrare)
Prin aplicarea inventiei se ob{in urmétoarele avantaje:

- datoritd eliberarii controlate, produsul trebuie administrat o singura data (in functie de
efectul terapeutic, in cazul in care in urma examenului clinic medicul veterinar considera
necesar, produsul poate fi administrat de mai multe ori);

- difuzibilitatea la nivelul glandei mamare este crescuta datoritd inglobdrii antibioticelor in

nanostructuri;

- remanenta produsului la nivelul glandei mamare in urma mulsorilg, 2
. o . C %
resuspensia nanostructurilor in solutia de glicerina 5...10%;
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- Nanoparticulele cresc biodiponibilitatea antibioticului, eficienta acestuia si contribuie in
mod direct la scdderea fenomenului de antibioticorezistenta;

- Nanoparticulele scad citotoxicitatea antibioticului;

- Procesul de inginerie se poate adapta astfel incat eliberarea antibioticului sa fie facuta
intr-o anumita unitate de timp, in functie de antibiotic, remanenta acestuia in lapte si
microorganismele responsabile de mamité;

- Produsul poate fi administrat intramamar si la femelele altor specii de animale domestice

sau salbatice;
In continuare se da un exemplu de realizare al inventiei.
Exemplu de realizare a invenftiei:

Antibioticul se incorporeaza in nanoparticle din PLGA folosind tehnica W/O sau W/O/W asa
cum este descrisd de citre Astete si Sabliov (2006), in functie de caracterul mai mult sau mai
putin hidrofob al acesteia. Faza organicé se formeaza prin dizolvarea a 500 mg de PLGA si 50
mg antibiotic intr-o cantitate de Y (ml) solvent, cu agitare usoara timp de 30 min, la temperatura
de 22 °C. Faza apoasa se formeaza utilizand 2000 mg alcool polivinilic (PVA) in 100 ml de apa
nanopurd. Solutia se agita la 86 ° C pana cand se dizolvd PVA-ul. Apoi, se amestecad 64 ml de
PVA cu 6,4 ml acetat de etil. Faza apoasa trebuie sonicata timp de 15 minute intr-o baie de
gheata la temperatura de 4 °C, la o amplitudine de 40%, in timp ce faza organica trebuie

adaugata picatura cu picatura. Solventul se evapora sub vid cu ajutorul unui rotavapor.

Dupa sinteza, nanoparticulele se purifica prin ultracentrifugare (ex: 30 min la 30.000 rpm).
Nanostructurile recuperate se resuspenda in apa nanopura (volumul de apa se calculeazi in
functie de concentratia finala a substantei active ce se doreste a fi obtinuta), se adauga un agent

de crioprotectie (ex. trehaloza pana la 1g), se congeleaza si se liofilizeaza.

Nanoparticulele liofilizate sunt resuspendate 1n solutie sterila de glicerina 5...10%, iar amestecul
se introduce in seringi pentru administrare intramamara. Resuspensia se face in asa fel incat
agentul antibacterian si contind doza terapeutica necesara (ex: enrofloxacind 100-200 mg/doZza).
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REVENDICARI

1. Suspendarea nanoparticulelor (incarcate cu antibiotice de uz veterinar) in solutie de glicerina

5...10% in vederea utilizarii intramamare la femelele speciilor de animale domestice si sélbatice,
dupa caz.

2. Administrarea intramamara de nanostructuri incércate cu diverse substante active, altele decat

antibiotice (ex. antiinflamatoare), suspendate in solutie de glicerini 5...10%.
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