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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
sisteme nanotransportor duale cu aplicatie in tratamen-
tul afectiunilorinflamatorii. Procedeul, conform inventiei,
consta Tn etapele de: formare a unei faze lipidice
contindnd un amestec de monostearat de gliceril:palmi-
tat de cetilulei de luminita noptii sau ulei de soia,
intr-un raport in greutate de 1:1:0,85, adaugarea in faza
lipidica a unui extract de yam salbatic (EYS), standar-
dizat Th 95% Diosgenina, care asigura un continut de
3,3...3 ,7% principiu bio-activ in sistemul transportor
lipidic nanostructurat (NLC) dual, formarea unei faze
apoase continand un amestec de surfactanti de tip
Tween20:Fosfatidilcolina: Poloxamer 188 intr-un raport
in greutate de 1:0,21:0,21, adaugarea in faza apoasa

a unui extract de lemn dulce (ELD) standardizat in 10%
Acid glicirizic, care asigura un continutde 3, 7...13, 2%
principiu bio-activ in sistemul NLC dual (NLC-EYS-
agitare, la temperatura camerei, urmata de liofilizare la
temperatura de -55°C, timp de 60 h, din care rezultad
sisteme nanotransportor duale care asigura o eliberare
sustinuta si constantd a celor doua principii active
precum si o amplificare a activitatii antioxidante si a
efectului antiinflamator.
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PROCEDEU DE INCAPSULARE DUALA A DOUA CATEGORII DE PRINCIPII
VEGETALE BIOACTIVE IN ACELASI SISTEM DE DISTRIBUTIE NANOSTRUCTURAT

I. DESCRIERE

Inventia prezenta se refera la un procedeu de co-incapsulare duala a principiilor
bio-active vegetale (extract de yam salbatic si extract de lemn dulce), in sisteme
nanotransportor lipidice preparate cu amestecuri de lipide biocompatibile (esteri de glicerol
si uleiuri vegetale) si surfactanti ce fac parte din categoria GRAS (Tween 20, fosfatidil
colina si poloxamer 188). Procedeul propus in prezenta inventie permite: (i) cuplarea, in
acelasi sistem lipidic nanostructurat, a doua categorii de principii active vegetale bioactive,
de natura lipofila si hidrofila (extract de yam salbatic — EYS, standardizat in 95%
Diosgenina si extract de lemn dulce — ELD, standardizat in 10% Acid glicirizic); (i)
obtinerea unor nanotransportori lipidici pe baza de ulei de luminita noptii si ulei de soia ce
prezinta o biocompatibilitate ridicata si lipsa unui efect citotoxic potential; (iii) cresterea
biodisponibilitati DSG si a ELD, dovedita prin teste in vitro de digestie; (iv) imbunatatirea
administrarii orale a extractelor vegetale, prin asigurarea unei eliberari sustinute si
constante a celor doua principii bioactive vegetale (EYS si ELD); (v) amplificarea activitatii
antioxidante si a efectului antiinflamator. Rezultatele complexe si efectele biologice
multiple demonstrate le confera acestor sisteme lipidice nanotransportor duale un potential
aplicativ in tratamentul afectiunilor inflamatorii dar si pentru cresterea calitatii vietii
populatiei feminine aflata in perioada menopauzala.

Administrarea orala este calea preferata pentru administrarea unui medicament,
datorita convenientei si usurintei de administrare, desi majoritatea medicamentelor au
solubilitate scazutda in apa, instabilitate chimica, absorbtie intestinala slaba, dar si
metabolizare extinsa. Asadar, exista o serie de factori care limiteaza eficienta
administrarilor orale, respectiv rata si gradul de absorbtie al medicamentelor, cei mai
reprezentativi fiind: stabilitatea si solubilitatea medicamentului in fluidele gastro-intestinale,
timpul de sedere in tractul gastro-intestinal, permeabilitatea membranei si metabolismul
presistemic. Majoritatea medicamentelor prezinta probleme de biodisponibilitate
(absorbtie intestinala) din cauza functiei de bariera a tractului gastro-intestinal si a
metabolismului primar. Deoarece viteza si amploarea absorbtiei sunt adesea contrelate de
rata de dizolvare a medicamentului in tractul gastro-intestinal, imbunatatirea
caracteristicilor de dizolvare a medicamentelor insolubile continua sa fie o sarcina majora
pentru oamenii de stiinta. ‘

Pana in prezent au fost adoptate mai multe strategii pentru imbunatatirea
comportamentului de dizolvare a medicamentelor insolubile, care includ: complexare,
derivatizarea medicamentelor, cresterea suprafetei de contact (prin micronizare sau
nanonizare), uscare prin pulverizare si microincapsulare etc. In diferite cercetari se
sugereaza ca biodisponibilitatea oralda a medicamentelor lipofile poate fi Tmbunatatita
atunci cand este administrata concomitent cu 0 masa bogata in grasimi. Acest concept a
facut sa se dezvolte diferitele formulari de sisteme de distributie coloidale, de natura
lipidica, ca mijloc de a imbunatati solubilizarea si permeabilitatea medicamentului de-a
lungul barierei gastro-intestinale. Dintre diferitele sisteme coloidale de eliberare a
(ex: biocompatibilitate, eliberare controlata a medicamentului, biodisponibilitate avansata,
posibilitatea de producere la scara larga etc.). Nanotransportorii lipidici sunt constituiti din
lipide biocompatibile si biodegradabile, fiind ideale pentru medicamentele lipofile si slab
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solubile, sporind astfel absorbtia lor orala. In plus, datoritd transportului limfatic,

metabolismul primar este redus, concomitant cu o crestere a biodisponibilitati. Un astfe! || A

de efect pare sa se datoreze drenarii nanoparticulelor lipidice direct in circulatia sistemica, ’
prin canalul toracic care ocoleste circulatia portala.

Aceste sisteme lipidice nanostructurate reprezinta o strategie promitatoare
pentru a depasi constrangerile mentionate, principalul scop urmarit fiind acela de a
imbunatati administrarea orala a medicamentelor conventionale (de sinteza) si, potrivit
ultimelor cercetari din domeniu, a compusilor bioactivi proveniti din diferite surse vegetale.
Marele interes in explorarea compusilor bioactivi din plante in scopuri terapeutice este in
continua crestere si va fi mai stimulat in viitor. Acest lucru se datoreaza in principal,
efectelor secundare ale medicamentelor de sinteza si provocarilor de toxicitate. Utilizarea
medicamentelor sintetice a starnit o ingrijorare mai mare din cauza costului ridicat al
acestora, precum si a unui numar considerabil de efecte secundare. Prin urmare,
explorarea unei terapii accesibile si usor disponibile, cu efecte secundare minime, este de
o importanta absoluta si indispensabila pentru gestionarea imbunatatita a unor boli cronice
care provoaca invaliditate la nivel mondial, in ciuda progreselor remarcabile realizate in
domeniul terapeuticii de-a lungul anilor. Ca o tendinta de crestere, World Health
Organisation a raportat faptul ca peste 80% din populatia mondiala se bazeaza pe
medicamente pe baza de plante (fitomedicina) pentru un anumit aspect al nevoilor lor
primare de ingrijire a sanatatii (Parama et al., 2020; Rachmawati et al., 2020).

In ciuda relevantei farmacologice a uleiurilor si a extractelor provenite din diferite
surse vegetale, potentialul terapeutic al multor principii active din plante este inca
insuficient explorat in domeniul nanotehnologie — sanatate. Avand in vedere tendintele
actuale la nivel mondial, utilizarea resurselor vegetale pentru furnizarea de principii
bioactive care sa manifeste multiple efecte terapeutice si efecte secundare diminuate sau
chiar inexistente, deschide noi perspective in domeniul biomedical.

in prezenta cercetare inovativa, am fost interesati de dezvoltarea si
demonstrarea eficientei terapeutice a unor nanosisteme lipidice pentru protectia,
transportul si distributia de principii bioactive vegetale (lipofile si hidrofile) pe cale orala.
Cele doua principii vegetale de natura lipofila si hidrofila, care vor fi cooptate in acelasi
sistem de distributie lipidic nanostructurat sunt: extractul de yam salbatic, standardizat in
95% Diosgenina, DSG (principiu vegetal de natura lipofila) si extractul de lemn dulce,
standardizat in 10% Acid glicirizic (principiu vegetal hidrofil). Scopul final este asociat cu
cresterea biodisponibilitatii principiilor active provenite din cele doua surse vegetale
(Diosgenin si Acid glicirizic), protejarea acestora Tmpotriva degradarii tractului gastro-
intestinal, cresterea solubilitatii lor orale (ceea ce permite o crestere a permeabilitatii
intestinale), evitarea metabolismului primar, concomitant cu obtinerea unor efecte
antiinflamatoare si antioxidante amplificate. Transportorii lipidici nanostructurati (NLC)
descrisi in actuala propunere de brevet sunt obtinuti in conformitate cu optimizarea unei
metode descrisa anterior, de acelasi grup de autori (RO 131955, 30.05.2019).

Diosgenina (DSG, 3B-hidroxi-5-spirosten) este o saponina steroida naturala (Fig.
1), derivata din plante, care se gaseste predominant in Yam-ul salbatic (Dioscorea villosa)
si in planta terapeutica denumita Fenugreek (Trigonella foenum greaceum). DSG este
cunoscuta pentru bioactivitatea sa, pentru proprietatile biocompatibile si netoxice si prin
urmare, in ultimii ani s-au efectuat multe studii pentru a explora potentialul acesteia pentru
0 mare varietate de afectiuni medicale.
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Fig. 1. Principii vegetale bio-active din extractele vegetale: a. Diosgenin din extractul de
yam salbatic/Discorea villosa; b. Acid glicirizic din extractul de lemn dulce/Glycyrrhiza
glabra

DSG prezinta o gama larga de activitati farmacologice puse in evidenta in
numeroase studii preclinice si clinice. Studiile efectuate au demonstrat ca DSG manifesta
efecte terapeutice in cazul mai multor tipuri de cancer (incluzand carcinomul mamar,
osteosarcomul, carcinomul de colon, leucemia si cancerul de prostata), rol protector in
bolile cardiovasculare (cum ar fi tromboza si ateroscleroza), amelioreaza diabetul si
hiperlipidemia, regleaza tulburarile neurodegenerative, creste proliferarea celulara in
modelele de piele umana si manifesta efecte accentuate in reglarea simptomelor
menopauzale. Efectele anticancerigen, protector cardiovascular, anti-diabetic,
neuroprotector, imunomodulator, estrogenic si de protectie a pielii, demonstrate prin
numeroase studii preclinice, sunt datorate unor fenomene precum inducerea apoptozei,
suprimarea transformarilor maligne, imbunatatirea functiei anticoagulante si inhibarea
agregarii trombocitelor, scaderea stresului oxidativ, prevenirea evenimentelor inflamatorii,
promovarea proliferarii celulare, reglarea raspunsul imun al celulelor T etc. in plus, DSG
imbunatateste statutul antioxidant si inhiba peroxidarea lipidelor. Este beneficd in
imbunatatirea functiei celulelor endoteliale, neurocitelor, celulelor miocardice, celulelor
musculare netede vasculare si celulelor epiteliale. Activitatea sa antiinflamatoare se
realizeaza prin inhibarea producerii de citokine pro-inflamatorii, enzime si molecule de
adeziune.

Aceste studii preclinice si mecanistice realizate pe Diosgenin ofera o baza reala si
ampla pentru valorificarea acestui produs natural bio-activ in farmacoterapia diferitelor boli.

In ciuda potentialului terapeutic vast al DSG, aplicarea clinica a diosgeninei in
terapiile mai sus mentionate este limitata din cauza unor caracteristici nedorite, cum ar
fi: profil farmacocinetic slab, solubilitate scazuta, lipofilicitate ridicata, timp de Tnjumatatire
relativ scurt, biodisponibilitate scazuta si instabilitate in diferite conditii fiziologice.
Rezultatele farmacocinetice au aratat ca biodisponibilitatea absolutd a DSG la sobolani
este de doar 6-7% (Liu et al., 2017, Okawara et al., 2014). Asadar, terapia orala cu DSG
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nu poate fi eficientd din cauza disponibilitatii scazute a DSG in circulatia sistemica (<7%),
care se datoreaza solubilitatii sale scazute si metabolismului primar extins. Din cauza
acestor deficiente, proiectarea unui sistem de distributie adecvat pentru DSG reprezinta
o problema majora.

Pentru a imbunatati eficacitatea si biodisponibilitatea diosgeninei s-au
intreprins numeroase abordari, inclusiv prepararea nanocristalelor-DSG (Liu et al., 2017),
nanoparticule-DSG polimerice, obtinute prin functionalizarea DSG cu acid hialuronic
(Quinones et al., 2017), sau prin conjugare cu polimeri hidrofili, de exemplu cu mPEG (Wei
et al,, 2018, Erdagi et al., 2019). Intensificarea biodisponibilitatii DSG a fost demonstrata si
in cazul nano-DSG, utilizand bistraturi de chitosan sau albumina (Pathak et al., 2018) sau
a cristalelor lichide cu complecsi de incluziune de tip b-ciclodextrine (Okawara et al.,
2014). Legarea compusilor naturali proveniti din diferite surse vegetale cu diferiti polimeri
(in general prin legaturi covalente) ofera oportunitati atat legate de dezvoltarea unor noi
formulari biocompatibile cu proprietati mai bune cat si de a spori eficacitatea substantei
bioactive distribuite (Erdagi et al., 2013). Polimerii naturali si sintetici au fost asociati cu
mai multi compusi biologic activi pentru a imbunatati permeabilitatea celulara, proprietatile
mucoadezive, precum si eliberarea controlata si tintita a medicamentului.

Asa cum s-a raportat in literatura, atdt complexele DSG-ciclodextrinag,
nanoparticulele polimerice cu DSG sau nanocristalele cu DSG au prezentat solubilitate
apoasa si o biodisponibilitate orala superioara in comparatie cu DSG. Cu toate acestea,
aceste metode au o serie de limitari: consuma mult timp, necesita o cantitate mare de
excipienti si au o capacitate redusa de incarcare a medicamentelor. Prin urmare, este
necesar sa se investigheze un sistem alternativ de distributie pentru DSG care sa-i
imbunatateasca biodisponibilitatea orald, oferind in acelasi timp o capacitate mare de
incarcare, o buna accesibilitate dar si usurinta de productie.

In literatura de specialitate, respectiv in cercetarea brevetelor, nu au fost gasite
studii referitoare la nanoformularea acestui principiu bioactiv vegetal, Diosgenina
(DSG), in matrici lipidice nanostructurate (NLC). In CN1857287 s-a prezentat
prepararea unor nanopulberi de DSG pentru tratarea bolilor vasculare cardiace si
cerebrale. Pentru preparare s-a folosit un material lipidic (ex: un amestec de unul sau mai
multe dintre urmatoarele lipide: lecitina din soia, cefalina, vitamina E, ulei de soia, acid
stearic, alcool stearilic, monostearat de gliceril, tristearat de gliceril), iar procedeul a
constat intr-o etapa intermediara de obtinere a nanoemulsiilor de DSG prin tehnica
omogenizarii la presiune inalta, urmata de liofilizare, cu obtinerea nanopulberilor de DSG.
Deasemenea prepararea nanoparticulelor polimerice de DSG, prin conjugarea DSG la
PEG, a fost brevetata in CN107137716A.

Extractul de lemn dulce (ELD) este unul dintre cele mai renumite medicamente pe
baza de plante din intreaga lume, intalnit in radacinile uscate ale unor specii de gliciriza
precum Glycyrrhiza uralensis Fisch., Glycyrrhiza inflata Bat. si Glycyrrhiza glabra L.
Studiile fitochimice au demonstrat ca lemnul dulce contine o varietate de compusi chimici,
cum ar fi glicozide flavonice, saponine triterpenoide si polizaharide (Wu et al., 2017).
Componentele chimice cunoscute ale Glycyrrhiza glabra includ: saponine (in principal
glicirizind, 13%), flavonoide (1,5%), cumarina, alcaloizi, polizaharide, sitosterol si
aminoacizi (Li et al., 2014).

Tn ultimii 50 de ani, activitatea biologica si terapeutica a extractului de lemn dulce a
fost investigata intens in Asia si Europa si s-a confirmat ca este netoxica (Selyutina et al.,
2019). Lemnul dulce este utilizat pe scara larga in medicina traditionala chineza. Extractul
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de lemn dulce este recunoscut in farmacopeea chineza pentru a trata diferite boli, cum ar
fi astmul, gastrita, hepatita si toxicoza. Notabil este si faptul ca Glycyrrhiza glabra poate
completa alte medicamente pentru a reduce toxicitatea si a creste eficacitatea (Li et al.,
2014).

Acidul glicirizic (GA) numit si glicirizina, este cel mai important ingredient
bioactiv din radacina de lemn dulce, fiind si principalul glicozid triterpenic din Glycyrrhiza
glabra. GA consta dintr-o moleculd de acid 18-g-gliciretinic si doua molecule de acid
glucuronic (acid 18-p-gliciretinic-3-O-g-D-glucuronopiranozil-(1—2)-beta-D-glucuronid).
Din punct de vedere chimic, GA este o molecula amfifila: partea hidrofila este reprezentata
de resturile de acid glucuronic, iar partea hidrofoba este restul de acid gliciretic.

GA poseda o gama larga de activitati farmacologice si biologice (antivirala,
antiinflamatorie, anticanceroasa, hepatoprotectoare etc.), fiind frecvent utilizat pentru
tratamentul leziunilor hepatice acute si cronice, hepatitei virale, steatozei hepatice, fibrozei
hepatice, hepatomului, miocarditei virale si a altor boli precum psoriazisul sau cancerul de
prostata (Li et al., 2014). GA cuplat cu acid gliciretinic si acid 18-beta-gliciretic a fost
dezvoltat in China sau Japonia ca medicament antiinflamator, antiviral si antialergic pentru
boli hepatice (Li et al., 2014).

GA imbunatateste efectul terapeutic al altor molecule medicamentoase (Selyutina
et al., 2019). Una dintre explicatiile diferitelor tipuri de activitate a GA, indiferent daca este
antivirala, antiinflamatorie, hepatoprotectoare sau anticanceroasa, este activitatea de
modificare a membranei. Modificarile permeabilitatii membranei, fluiditatii, formarii porilor si
modificarilor potentialului trans-membranar de catre GA au fost semnalate in cateva studii
recente (Selyutina et al., 2019).

Acidul glicirizic prezinta un grad ridicat de biocompatibilitate, fiind aprobat de SUA
Food and Drug Administration (FDA) ca indulcitor alimentar (Omar si colab., 2012); ca
atare, este utilizat deasemenea si in industria alimentara ca induicitor natural si agent
aromatizant (in bauturi, bomboane, produse de cofetarie etc.).

Biodisponibilitatea acidului glicirizic dupa administrarea orala este redus (L/
et al, 2014). Dupa ingestia de lemn-dulce, acidul glicirizic este supus proceselor
metabolice, fiind hidrolizat la acid gliciretic de catre enzimele microflorei intestinale
(Ploeger et al., 2001). Se pare ca efectele farmacologice ale GA sunt in esenta aceleasi cu
cele ale acidului gliciretinic rezultat (Li et al., 2014).

Referitor la valorificarea extractului de lemn dulce in domeniul nanotehnologiei,
aceasta a debutat doar in urma cu cativa ani. De exemplu, extractul etanolic din radacinile
Glycyrrhiza glabra a fost incorporat in lipozomi si hialurozomi pentru a dezvolta formulari
topice pentru protejarea pielii (Castangie et al., 2015). Au fost deasemenea publicate
cercetari in care s-au dezvoltat diferite sisteme nanotransportor polimerice (pe baza de
chitosan) pentru sporirea activitatii antiinflamatorii si cresterea solubilitatii in fluidele
biologice (Seema et al., 2018).

In literatura patentelor exista doar o inventie (CN104367483A) in care este
abordata incapsularea ELD in sisteme lipidice nanotransportor. Inventia prezinta
prepararea de NLC ce incapsuleaza extract de lemn dulce, utilizand omogenizarea la
presiune ridicata (10MPa). Problema tehnica rezolvata prin inventie: metoda de obtinere
care asigura o buna stabilitate, etape simple de preparare si o buna repetabilitate.
Nanotransportorul lipidic cu extract de lemn dulce este caracterizat prin aceea ca este
alcatuit din urmatoarele componente (in procente de greutate): 1-5% extract de lemn
dulce; 8-16% Emulgator; 15 ~ 25% material lipidic, iar restul este apa deionizata.
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Utilizarea uleiurilor vegetale pentru productia de NLC a fost semnalata intr-un
numar limitat de brevete, care includ si cercetari inovative ale prezentului grup de autori.
De exemplu, in RO130098, 29.11.2018 au fost dezvoltate sisteme NLC pe baza de ulei din
tarate de orez si ulei din samburi de zmeura ce incapsuleaza filtre solare (UV-A si UV-B),
cu dezvoltarea de formulari cosmetice cu proprietati antioxidante si fotoprotective. In
RO131547, 27.11.2020 si RO128703, 30.05.2018, au fost preparate sisteme lipidice
nanotransportor cu proprietati antioxidante si antitumorale, unde matricea lipidica a fost
formata din diferite tipuri de lipide solide in asociere cu uleiuri vegetale printre care uleiurile
din samburi de struguri si uleiul de amarant. In patententul US 2012/0128777A1 uleiul de
canepa a fost folosit cu scopul obtinerii unor micro- si nanoparticule lipidice care sa
conduca la acumularea la nivel dermic a particulelor solide. Alte sisteme de distributie de
tip NLCs ce incapsuelaza vitamina C, vitamina A si preparate cu ulei de soia au fost
brevetate in US 2013/0017239 A1. Compozitia unor nanocapsule lipidice pe baza de ulei
de oregano, cu proprietati antibacteriene, antifungice si antiparazitice a fost descrisa in US
2014/0045692A1.

NLC-extracte sau ingrediente active de origine vegetala

Desi sunt bine cunoscute beneficile ambelor entitati naturale, uleiuri vegetale si
extracte vegetale, exista totusi un deficit major in literatura de specialitate cu privire la
asocierea ambelor categorii de principii vegetale, in sistemele lipidice
nanotransportor. Doar un numar restrans de cercetari au fost raportate pentru a inlocui
total sau partial nano-incapsularea medicamentelor sintetice cu fitochimicale, cu scopul de
a imbunatati efectele terapeutice sau de a furniza proprietati biologice suplimentare.
Cateva exemple vor fi detaliate in cele ce urmeaza. De exemplu, problema tehnica
rezolvata in CN102871936A consta in utilizarea combinata a emulsiei mulitiple
(apa/ulei/apa) si a tehnologiei nanoparticulelor lipidice pentru a furniza un nanotransportor
lipidic incarcat cu extract de Rhodiola rosea. Pentru prepararea transportorilor
nanolipidici s-au folosit procente de greutate ale componentelor de: 0.5-3% extract de
Rhodiola; 20-30% solvent; 40-50% emulsifiant; 18-35% material lipidic. Uleiul vegetal
folosit in nanoformulare a fost ulei de macadamia si ulei de migdale dulci, iar materialul
lipidic solid, stearatul de gliceril si monoglicerida acidului lauric, individuale sau in amestec.

Avand in vedere diferitele probleme existente in stadiul tehnicii de preparare,
inventia CN105342866A furnizeaza o metoda de preparare a transportorilor lipidici
nanostructurati cu continut de extract de ceai verde. Formularea contine: extract de ceai
verde, lipide, emulgator, co-emulsifiant, stabilizator si apa deionizata, procentul de masa al
fiecarui component fiind de: 1-10% Extract de ceai verde, 5-30% Lipide, 5-30%
Emulsifiant, 1-10% Co-emulgator, 0,5-5% Stabilizator, apa deionizata (restul, pana la
100%). Un exemplu al inventiei cuprinde: transportor lipidic nanostructurat cu extract de
ceai verde constand din 1% extract de ceai verde, 26% amestec de triglicerida
caprilica/caprica + monoglicerida acetilata + butil octanol salicilat + butandiol; 17% alcool
lauric-23 + stearil eter -21 + hidroxistearat PEG-30 + polisorbat-80; 1% stearat-2-ol; 0,6%
butilat hidroxitoluen + EDTA. Asa cum s-a mentionat anterior, in CN104367483A extractul
de lemn dulce a fost incapsulat in sisteme lipidice nanotransportor, utilizand o metoda de
omogenizare la presiune ridicata. Componenta NLC a fost de: 1-5% extract de lemn dulce;
8-16% Emulgator; 15-25% material lipidic, iar restul este apa deionizata.

In KR20190024397A inventatorii au dezvoltat NLC-Curcumin, capabili sa
imbunatateasca stabilitatea la caldura a Curcuminei, utilizand o metoda de emulsionare (la
temperaturi de 85-95°C) cuplata cu ultrasonarea. Conform inventiei, monooleatul de
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sorbitan si polisorbatul sunt folositi ca emulgatori, iar uleiul de soia si tristearatul de gliceril
sunt utilizati pentru formarea miezului lipidic. In varianta optimizata a prezentei inventii,
emulgatorul este continut intr-o cantitate de 15 pana la 80% in greutate, pe baza greutatii
totale a lipidei. Pe aceeasi linie stiintifica este incadrata si cercetarea din CN108309939A.
In acest caz extractul de Schisandra a constituit principiul bioactiv incapsulat in NLC, iar
metoda de preparare a inclus o emulsionare in topitura (50-90°C), urmata de o ultrasonare
(3-20 min). Poloxamer 188 a fost utilizat ca stabilizator iar amestecul de lipide a fost format
din monostearat de gliceril si trigliceride cu lant mediu.

in completare la inventiile referitoare la sistemele nanotransportor ce incapsuleaza
extractele vegetale, au fost investigate si patentate un numar in continua crestere de
cercetari in care diferite ingrediente active de origine naturala care se caracterizeaza prin
solubilitate scazuta in apa, degradare chimica si enzimatica usoara, biodisponibilitate
scazuta etc. au fost incapsulate in sisteme de tip transportori lipidici nanostructurati, NLC.
Exemple de cercetari brevetate asociate cu incapsularea ingredientelor naturale in sisteme
lipidice nanotransportor includ: silibinin-NLC (AU2015329609A1), Naringenin-NLC
(CN111228220A), Gambogenic-NLC (CN105596323A), Ferulic acid-NLC
(CN109602706A), Psoralen-NLC (CN104013600A), Silibin-NLC (CN101632638A),
Quercetin-NLC (CN104172184A).

In ceea ce priveste obtinerea transportorilor lipidici nanotranstructurati, acestia
pot fi preparati prin diferite metode, reprezentative fiind: metoda microemulsionarii,
ultrasonarea, omogenizarea cu grad inalt de forfecare (HSH), difuzia cu solvent si
omogenizarea la presiune ridicata (HPH), ultima fiind cea mai utilizata metoda pentru
producerea sistemelor NLC. In CN101658493A este descrisa prepararea de NLC ce
incapsuleaza Azitromicin, utilizand metoda omogenizarii la presiune ridicata, la o
temperatura cuprinsa intre 60-80°C, 3-5 cicluri de omogenizare si o presiune de 600-800
bar. Componentele NLC in formula optimizata (pe baza procentelor lor in greutate), sunt:
azitromicina 0,5%; emulgator 30%; material lipidic 5% iar restul este apa. Emulgatorul este
un amestec de stearat de polioxialchil si poloxamer. De preferinta, materialul lipidic este
selectat dintre urmatorii compusi: monostearat de gliceril, ulei de ricin, ulei de masline si
triacetat de glicerol. Tot o0 metoda de omogenizare la presiune a fost patentata si in
CN107349116A care se refera la incapsularea de ecrane solare UV-A si UV-B in NLC,
insa prin aplicarea unei presiuni mai ridicate (600-1200 bar) si a unui numar mai mare de
cicluri de omogenizare (5-12 cicluri), la o temperatura de 80°C. Procesul de obtinere a
inclus si o etapa de omogenizare cu grad inalt de forfecare (1 min. la 8000 rpm).
Emulsifiantii utilizati: cel putin unul dintre emulgatorii A165, Tween 80, Tween 20, lecitina
din soia si poloxamer 188. Lipidele solide din compozitia NLC au inclus: palmitat de cetil,
ceara de albine, stearate de gliceril si ceara carnauba, iar lipidul lichid a fost reprezentat
de un amestec de trigliceride cu lant mediu. O combinatie a omogenizarii cu grad inalt de
forfecare (HSH) si a omogenizarii la presiune ridicata (HPH) a fost prezentata in
CN111249185A pentru incapsularea ldebenonei in transportori nanolipidici. Pentru etapa
HSH, viteza de pre-emulsificare a fost de 5000-15000 rpm, iar timpul de preemulsificare
este de 3-10 min. Parametri etapei HPH au fost de 300-800 bari, iar numarul de cicluri de
4-8 ori. In ceea ce priveste formularea NLC furnizata de inventie, aceasta include: 1 pana
la 5% din Idebenon; 10-30% ulei de soia hawaiana, 5-15% ceara de palmier, 1-1,5%
Tween 80, Poloxamer 188 si lecitina. Procedeul de omogenizare la presiune ridicata a fost
folosit deasemenea in US 2016/0022550 A1 pentru obtinerea de nanotransportori lipidici
cu grad alimentar utilizati in distributia orala si parenterala a ingredientelor active lipofile
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sau amfifile si in WO 2011116963 A2 pentru sinteza de NLC cu ingrediente active
alimentare, cosmetice si farmaceutice.

Inventia WO2018002853A1 descrie activitatea bactericida specifica a NLC-urilor
fara niciun ingredient activ (NLC liber), obtinut din palmitostearat de gliceril (lipida solid),
triglicerida caprilica/caprica (lipida lichid) si polisorbat 60 (agent tensioactiv). NLC-urile au
fost produse utilizand tehnica de omogenizare la cald si ultrasonicare, parametri fiind:
12000 rpm, 20s si sonicare, timp de 5 min. In literatura patentelor sunt furnizate si alte
metode de obtinere a NLCs utilizand tehnici precum microemulsionarea (US
2010/0247619 A1; US 761 1733) si difuzia cu solventi (CN 103417481, US 20110038941
A1). De exemplu, tehnica microemulsionarii a fost brevetata in WO 2013105101 A1 si US
7611733 B2 pentru incapsularea unei game destul de largi de medicamente de natura
hidrofila si amfifila. Tot metoda microemulsionarii este abordata in EP 2037889 B1 pentru
sinteza de NLCs din amestec de gliceroli si acid behenic, utilizand drept surfactanti
fosfatidilcolina si taurocolat de sodiu.

Ca o sumarizare a informatiei prezente in literatura patentelor, se poate afirma ca
aceasta este foarte vasta, fiind detaliate diferite metode pentru obtinerea sistemelor NLC
incarcate cu diferite ingrediente active, sintetice sau de provenienta naturala, insa acestea
nu includ cercetari prin care sa se demonstreze adaptabilitatea nanotransportorilor lipidici
pentru co-incapsularea extractelor vegetale de polaritati diferite, lipofile si hidrofile. In
anumite studii aceste metode prezinta o serie de dezavantaje care le poate limita
aplicabilitatea la scala larga: necesita un consum mare de surfactanti si emulgatori (de
exemplu, in patentele in care se utilizeaza metoda omogenizarii la presiune ridicata/HPH,
procentele de emulgatori sunt foarte mari: 8-16% amestec de emulgatori in CN
104367483A, 30% emulgator in CN101658493A, sau se utilizeaza un numar mare de
cicluri de omogenizare, la presiuni mai ridicate — 5-12 cicluri, la 600-1200 bar in
CN107349116A sau 4-8 cicluri, la 800 bar in CN 111249185A, ceea ce poate conduce la
distrugerea proprietatilor biologice, dar si la un consum mare de energie). Tehnica
ultrasonarii prezinta si ea cateva limitari/deficiente care sunt asociate cu timpul prelungit
de ultrasonare (de exemplu 3-20 min. in CN108309939A, 5 min. in WO2018002853A1),
existand chiar riscul impurificarii cu metal provenit din sonda. Desi tehnica
microemulsionarii permite obtinerea unor nanoparticule lipidice de ordinul zecilor de nm,
prezinta dezavantajul utilizarii unor concentratii mari de surfactanti (in general >15%)
care pot ridica probleme majore in ceea ce priveste existenta unui risc ridicat de toxicitate.
In metoda difuziei cu solventi, emulsiile dezvoltate implica utilizarea solventilor organici
si a procentelor ridicate de emulsifianti (ex: in CN102871936A metoda implica un necesar
de 40-50% emulsifianti si 20-30% solvent; in CN105342866A formularea de NLC
optimizata contine 5-30% emulsifiant), ceea ce limiteaza utilzarea acestora in industriile
asociate sanatatii. Mai mult, aceste ultime doua metode sunt dificil de adaptat la scara
industriala.

Alte dezavantaje precum stabilitatea fizica si chimica scazuta (ex: aparitia
fenomenelor de agregare, oxidare etc.), dificultatea de obtinere a unor distributii relativ
inguste de dimensiune a particulelor lipidice, precum si eficienta de incapsulare scazuta a
principiilor active hidrofile, au ca rezultat direct scaderea calitatii formularii
farmaceutice/cosmetice si implicit a actiunii terapeutice a principilui activ incapsulat in
sistemele nanotransportor.
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Inventia propusa acopera ambele metodologii, procedurale si aplicative,
respectiv:

l. Procedeu de obtinere a unor sisteme lipidice nanotransportor capabile sa fie
gazde ideale pentru doua categorii de principii vegetale care cuprind clase de
compusi bioactivi din sfere diferite din punct de vedere chimic/structural (ex:
saponina steroida si glicozid triterpenic), si sa asigure repartizari preferentiale in
matricea sistemului nanotransportor (functie de afinitatea fata de miezul lipidic sau
invelisul de surfactanti);

. Strategie cu un potential terapeutic promitator prin realizarea unei combinatii
sinergice a mai multor principii bioactive de origine naturala, atat din punct de
vedere al inlocuirii dozelor ridicate de medicamente conventionale (de sinteza) cu
substante bio-active din surse vegetale, cat si pentru dezvoltarea unor formulari
orale avansate pentru imbunatatirea starii de sanatate a populatiei feminine aflate in
perioada menopauzala.

In literatura patentelor, singura cercetare care abordeaza incarcarea simultana a
doua principii active naturale (Epigallocatechin-3-gallate si Piperin) este prezentata in
inventia KR20170041407A. Inventia se refera la prepararea NLC utilizand monostearat
de glicerol, acid oleic, lecitina si Tween 80. Pentru preparare s-a folosit o0 omogenizare
primara, la 2800 pana la 3200 rpm timp de 3-10 min., urmata de ultrasonare (pana la 7
min., in conditii de timp de lucru de la 3-5s si timp de odihna de 1-3 s) si 0 omogenizarea
secundara (la o presiune de 550-650 MPa).

Referitor la abilitatea sistemelor nanostructurate lipidice de a incapsula si
substante de natura hidrofila, in ciuda afinitatii lor pentru compusi lipofili, aceasta a fost
semnalata in literatura patentelor intr-o singura inventie, US2020222507A1, in care este
prezentata incapsualrea cu success a unei proteine de natura hidrofila, respective
Exenatida (un derivat al Insulinei) in sisteme de tip NLC. Cooptarea simultana a doua
principii active (hidrofile si lipofile), unul de origine vegetala si unul de provenienta
sintetica a fost pentru prima data brevetata in patentele RO131547/27.11.2020 (co-
incapsularea unui medicament antitumoral/sintetic — Pemetrexed de sodiu impreuna cu un
antioxidant natural — Hesperidin in sisteme NLC preparate cu squalene si ulei de
amaranth) si RO 131955/30.05.2019; in ultima inventie un amestec de principii active
vegetale (extract de galbenele, cu continut ridicat de carotenoizi) este captat impreuna cu
un medicament sintetic — acid azelaic in sisteme lipidice nanotransportor preparate cu ulei
de macese si ulei de negrilica.

Ca atare, prezenta inventie are in vedere utilizarea unei metode combinate de
omogenizare cu grad inalt de forfecare (HSH) si la presiune ridicata (HPH) pentru
dezvoltarea unor sisteme lipidice nanotransportor ce contin cantitati semnificative de
ingrediente naturale provenite din uleiuri si extracte vegetale, ce prezinta avantajul de a fi
0 gazda eficienta pentru ambele categorii de principii active — atat lipofile (Diosgenina din
extractul de yam salbatic) cat si hidrofile (extractul de lemn dulce). Nanotransportorii lipidici
dezvoltati prezinta o buna biocompatibilitate, activitate antioxidanta semnificativa si un
efect anti-inflamator amplificat, ceea ce le confera acestora un potential aplicativ ridicat in
tratamentul afectiunilor inflamatorii.

Il. Prezenta inventie rezolva problemele tehnice mentionate anterior, prin obtinerea
unor sisteme de nanotransportori lipidici pe baza de ulei de luminita noptii si ulei de soia,
ce prezinta principalul avantaj al co-incapsularii a doua tipuri de principii active de origine
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vegetala — Extract de yam salbatic (EYS, Dioscorea villosa), standardizat intr-o saponina

sterioda lipofila (95% Diosgenina) si extract de lemn dulce (ELD, Glycyrrhiza glabra L),

standardizat intr-un glicozid triterpenic hidrofil (10% Acid glicirizic). Procedeul de obtinere a

sistemelor nanotransportor, conform inventiei cuprinde:

a) formarea unei faze lipidice fara continut de extract vegetal (EYS), la o temperatura de
73 ... 75°C, ce contine un amestec de lipide solide si lichide, respectiv monostearat de
gliceril : palmitat de cetil : ulei vegetal (ulei de soia sau ulei de luminita noptii), intr-un
raport de greutate de 1 : 1 : 0.85, respectiv formarea unei faze lipidice cu continut de
extract vegetal/EYS, ce asigura o concentratie de 3.8% EYS in formularile solide de
NLC-individuale (incarcate cu principiul bio-activ vegetal lipofil — EYS), respectiv intre
3.3% ... 3.7% EYS, in sistemele de NLC-duale (ce contin EYS si ELD), dupa etapa de
liofilizare;

b) formarea unei faze apoase fara continut de extract vegetal (ELD), la o temperatura de
73 ... 75°C, ce contine un amestec de surfactanti de tip Tween 20 : Fosfatidilcolina :
Poloxamer 188 intr-un raport de greutate de 1 : 0.21 : 0.21, respectiv formarea unei
faze apoase cu continut de extract vegetal hidrofil/ELD, ce asigura o concentratie de
10.7 ... 13.8% ELD in formularile de NLC-individuale (incarcate cu principiul vegetal
hidrofil — ELD), respectiv intre 3.7 ... 13.2% ELD, in sistemele de NLC-duale (ce contin
EYS si ELD), dupa etapa de liofilizare;

c) formarea unei pre-emulsii lipidice prin contactarea sub agitare energica a celor doua
20 min;

d) obtinerea unor dispersii apoase de sisteme nanotransportor ce contin principii active
individuale (EYS sau ELD) respectiv ce co-incapsuleaza principii bio-active duale
(NLC-EYS-ELD), prin supunerea pre-emulsiei lipidice initial la un proces de
omogenizare cu grad inalt de forfecare (la 12000 rpm, timp de 1 min), urmat de un
proces de omogenizare la presiune ridicata (la 500 bar, timp de 196 sec) si ulterior
racire usoara la temperatura camerei, sub agitare magnetica;

e) obtinerea de formulari solide de nanotransportori lipidici incarcati cu un singur
extract vegetal (EYS sau ELD), respectiv NLC-duale, ce co-incapsuleaza EYS si
ELD, dupa o etapa de liofilizare a dispersiilor apoase de nanotransportori lipidicila la -
55°C timp de 60 h.

Formularile solide de NLC incarcati cu un singur extract vegetal (EYS sau ELD),
respectiv de NLC-duale (ce co-incapsuleaza EYS si ELD), contin:
a. 3.8% EYS in formularile solide de NLC-individuale (NLC-EYS) respectiv inte 3.3 ...
3.7% EYS in sistemele de NLC-duale (NLC-EYS-ELD);
b. 10.7 ... 13.8% ELD in formularile solide de NLC-individuale (NLC-ELD) respectiv
inte 3.7 ... 13.2% ELD in formularile de NLC-duale (NLC-EYS-ELD).

lll. Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

1) Procedeul descris in prezenta propunere de brevet constituie o metoda eficienta si
reproductibila pentru obtinerea unor sisteme nanotransportor ce prezinta abilitatea de a
fi gazda ideala pentru doua extracte vegetale bio-active, cu polaritati diferite, lipofile si
hidrofile.

2) Nanotransportorii lipidici preparati cu ULN si US prezita particularitati structurale unice,
favorabile pentru cooptarea eficienta atat a principiului vegetal lipofil (EYS, standardizat
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la 95% Diosgenin) cat si a amestecului vegetal hidrofil (ELD, standardizat la 10% acid
glicirizic), atat in miezul lipidic hidrofob cat si in invelisul exterior format de surfactanti.

3) Utilizarea celor doua uleiuri vegetale (ULN si US) in procedeul de obtinere a NLC poate
asigura un rol dublu:

a. participa la formarea unor miezuri lipidice in care sunt prezente diferite
nanocompartimente folosite drept “gazde ideale” pentru captarea unor
concentratii semnificative de principiu vegetal bioactiv, de natura hidrofoba (ex:
DSG din EYS);

b. vine cu proprietati biologice specifice (ex: antioxidante si antiinflamatoare), prin
virtutea compozitiei lor bogate in acizi grasi polinesaturati, ceea ce imprima un
important potential terapeutic de natura sa imbunatateasca sanatatea populatiei
feminine aflate in perioada menopauzala.

4) Procedeul de obtinere se desfasoara in mediu apos, nu utilizeaza conditii de proces
care sa conduca la denaturarea celor doua principii bio-active vegetale (EYS si ELD),
astfel integritatea structurala a EYS si ELD nu este afectata si implicit efectele biologice
ale celor doua principii bioactive se mentin la valori optime, chiar amplificate, dupa
procedeul de incapsulare in NLC.

5) Procedeul de obtinere se bazeaza pe folosirea unor materii prime biocompatibile,
concentratii minime de surfactanti si nu implica utilizarea unor substante agresive (ex:
solventi organici sau surfactanti ce pot manifesta un potential efect toxic asupra
organismului).

6) Procedeul propus este simplu si eficient, implica etape preparative distincte si usor de
reprodus, ce pot fi asigurate si la o transpunere de la scara de laborator, la scara pilot.

7) Metoda de omogenizare la presiune ridicata propusa in prezenta cerere de brevet
poate fi extinsa pentru obtinerea unor sisteme nanotransportor lipidice ce pot
deasemenea sa fie adaptate pentru co-incapsularea unei game largi de principii bio-
active de origine vegetala, atat de natura lipofila cat si hidrofila.

8) Prin procedeul propus se obtin nanotransportori lipidici cu continut variabil de principii
active de origine vegetala care prezinta proprietati antioxidante si anti-inflamatoare
amplificate (demonstrate prin metode specifice de testare in vitro), ce pot fi
conditionate/formulate ulterior sub forma de capsule gelatinoase pentru dezvoltarea de
suplimente alimentare ce manifesta multiple beneficii asupra sanatatii.

IV. Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se formeaza initial o pre-
emulsie lipidica prin contactarea sub agitare magnetica a doua faze, o faza lipidica ce
contine 10% amestec de lipide solide (MSG, PC) si uleiuri vegetale (ULN, US), cu sau fara
extract vegetal lipofil (EYS) si o faza apoasa ce contine 2,5% amestec de surfactanti
cu/fara extract vegetal hidrofil (ELD), la o temperatura de 73 ... 75°C; pre-emulisia lipidica
obtinuta este mentinuta la o temperatura de 73 ... 75°C, timp de 20 min, este supusa unei
etape de omogenizare cu grad inalt de forfecare la 12000 rpm, timp de 1 min, 70 ... 72 °C,
ulterior unei etape de omogenizare la presiune ridicata la 500 bar, timp de 196 sec, dupa
care este lasata sa se raceasca la temperatura camerei, sub agitare magnetica, etapa
care conduce la solidicarea nanotransportorilor lipidici dispersati in apa, iar prin liofilizare la
-55°C timp de 60h, se obtin formularile solide de NLC-libere si incarcate cu principii active
individuale (EYS sau ELD) sau principii active duale, lipofile si hidrofile (EYS si ELD).

Sumarizand, prin aceasta inventie au fost obtinuti:
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a. NLC liberi (NLC-ULN/US), fara continut de extracte vegetale, obtinuti prin
contactarea celor doua faze apoase si lipidice, si supunerea acestora unor
procese de omogenizare conform procedeului descris.

b. NLC incarcati cu unul sau mai multe principii active vegetale (NLC-EYS,
NLC-ELD, NLC-EYS-ELD), capabili sa incapsuleze si sa distribuie, atat extracte
vegetale lipofile (EYD) cat si extracte vegetale hidrofile (ELD), respectiv ambele
categorii de extracte, lipofile si hidrofile (EYS si ELD), obtinuti printr-un procedeu
similar cu cel aplicat pentru NLC-liberi.

Etapele de obtinere a NLC incarcati cu EYS/ELD, respectivamestec de EYS si ELD

constau din:

o formarea unei faze lipidice ce contine amestec de monostearat de gliceril : palmitat de
cetil : ulei de luminita noptii sau ulei de soia, intr-un raport de greutate de 1 : 1 : 0.85;

e adaugarea in faza lipidica a unor cantitati variabile de extract de natura lipofila (EYS)
ce asigura un continut de 3.8% EYS in formularile solide de NLC-individuale (NLC-
EYS), respectivde 3.3 ... 3.7% EYS in sistemele de NLC-duale (NLC-EYS-ELD);

o formarea unei faze apoase ce contine un amestec de surfactanti de tip Tween 20 :
Fosfatidilcolina : Poloxamer 188 intr-un raport de greutate de 1 : 0.21 : 0.21;

e adaugarea in faza apoasa a unor cantitati diferite de extract vegetal de natura hidrofila
(ELD), care conduce in final la un continut de 10.7 ... 13.8% ELD in formularile solide
de NLC-individuale (NLC-ELD), respectiv intre 3.7 ... 13.2% ELD in sistemele de NLC-
duale (NLC-EYS-ELD).

V. In continuare se dau patru exemple de realizare a procedeului conform inventiei,
in legatura cu tabelul si figurile care reprezinta:

Tabel 1. Compozitia formularilor nanotransportor libere, a NLC incarcate cu extract de
yam salbatc (EYD) sau extract de lemn dulce (ELD) si a NLC ce co-incapsuleaza ambele
tipuri de principii active vegetale (EYD si ELD)

Figura 1. Principii vegetale bio-active din extractele vegetale: a. Diosgenin din extractul de
yam salbatic/Discorea villosa; b. Acid glicirizic din extractul de lemn dulce/Glycyrrhiza
glabra

Figura 2. Variaiia dimensiunii si a indicelui de polidispersitate (Pdl) in functie de
concentratia si tipul de principiu vegetal incapsulat (extract de yam salbatic/EYS si extract
de lemn dulce/ELD)

Figura 3. Imaginile TEM ale: a. NLC-ULN-EYS-ELD si b. NLC-ULN-EYS-ELD

Figura 4. Variatia potentialului zeta in functie de concentratia de principiu activ incapsulat
(EYD si ELD) si de tipul de ulei vegetal utilizat la prepararea NLC

Figura 5. Curbele DSC ale nanotransportorilor lipidici ce incapsuleaza diferitele principii
active (EYS, ELD si EYS + ELD), preparati cu US, comparativ cu NLC fara principiu
activ/NLC-US

Figura 6. Curbele DSC ale nanotransportorilor lipidici ce incapsuleaza diferitele principii
active (EYS, ELD si EYS + ELD), preparati cu ULN, comparativ cu NLC fara principiu
activ/NLC-ULN

Figura 7. Valorile eficientei de incapsulare (EE) ale DSG (din extractul de yam salbatic,
EYS) si ale acidului glicirizic (din extractul de lemn dulce, ELD) incapsulate in NLC-
ULN/US
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Figura 8. Variatia capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS™ de catre sistemele NLC
incarcate cu un singur principiu activ vegetal (EYS sau ELD) versus NLC care co-
incapsuleaza doua principii bioactive vegetale (EYS si ELD)

Figura 9. Determinarea in vitro a activitatii antioxidante a NLC liberi si incarcati cu
concentratii variabile de extract de lemn dulce si extract de yam salbatic, comparativ cu
extractele native si uleiurile vegetale

Figura 10. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemelor nanotransportor individuale, de tip NLC-
EYS si NLC-ELD

Figura 11. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemului nanotransportor dual preparat cu ULN
(NLC-ULN-EYS-ELD)

Figura 12. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemului nanotransportor dual preparat cu US
(NLC-US-EYS-ELD)

Figura 13. Efectul sistemelor NLC-individuale si duale, NLC-US/ULN-EYS, NLC-EYS-
ELD, asupra viabilitatii celulelor normale HUVEC timp de 24h (A) si respectiv 48h (B)
Figura 14. Actiunea citotoxica vs. proliferativa indusa de sistemele NLC-ULN/US libere si
incarcate, NLC-ULN/US-EYS, NLC-ULN/US-EYS-ELD asupra celulelor normale HUVEC
Figura 15. Evaluarea prin tehnica ELISA a efectului tratamentelor cu sisteme
nanotransportor de tip NLC-EYS si NLC-EYS-ELD asupra eliberarii citokinelor TNF-a si IL-
6, de catre celulele normale HUVEC

Exemplul 1. Obtinerea de sisteme nanotransportor cu doua categorii de uleiuri
vegetale, ulei de luminita noptii si ulei de soia (NLC-ULN si NLC-US)

Se formeaza o faza lipidica prin topirea la o temperatura de 73 ... 75°C a unui amestec de
10% monostearat de gliceril, palmitat de cetil si ulei vegetal (ulei de soia sau ulei de
luminita) intr-un raport de greutate de 1 : 1 : 0.85. Formarea unei faze apoase la o
temperatura de 73 ... 75°C prin utilizarea a 2,5% amestec de surfactanti ce contine Tween
20 : Fosfatidilcolina : Poloxamer 188 intr-un raport de greutate de 1: 0.21 : 0.21. Formarea
unei pre-emulsii lipidice, prin contactarea celor doua faze lipidice si apoase, la o
temperatura de 73 ... 75°C, care se mentine la regim de temperaturad constant, timp de 20
min. Pre-emulsia rezultata se supune initial unei etape de omogenizare cu grad inalt de
forfecare, aplicand 12000 rpm timp de 1 minut, la o temperatura de 70 ... 72 °C si ulterior
unei etape de omogenizare la presiune ridicata la 500 bar, timp de 196 sec, la o
temperatura de 70 ... 72 °C. Nanodispersia calda rezultata este ldsatd sa se raceasca la
temperatura camerei, timp de 15 ... 20 min., in vederea solidificarii nanotransportorilor
lipidici in masa apoasa. Ulterior disperisia apoasa de nanotransportori lipidici este
congelata la -20°C timp de 24h si supusa unui proces de liofilizare la -55°C timp de 60h,
cu obtinerea formularilor solide de NLC-liberi (NLC-ULN, respectiv NLC-US).

Exemplul 2. Obtinerea unor sisteme nanotransportor ce incapsuleaza un extract
vegetal de natura lipofila (NLC-EYS)

Similar exemplului 1, cu deosebirea ca se adauga in topitura lipidica o cantitate de extract
vegetal bioactiv ce asigura o concentratie de 0.5% extract de yam salbatic (EYS) in
formularea de dispersie apoasa (raportat la 100g dispersie apoasa), preparate cu ULN/US.
Topitura lipidica obtinuta se mentine la 73 ... 75°C timp de 5 min. pentru a se asigura o
incorporare uniforma a EYS. Etapele ulterioare corespund celor descrise in cadrul
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exemplului 1, cu obtinerea in final a unor sisteme solide de NLC pe baza de ulei de
luminita noptii sau ulei de soia ce incapsuleaza 3.8% EYS.

Exemplul 3. Obtinerea de sisteme nanotransportor ce incapsuleaza un extract
vegetal de natura hidrofila (NLC-ELD)

Similar exemplului 2, cu deosebirea ca in faza apoasa se introduce o cantitate variabila de
principii vegetale bioactive ce asigura o concentratie de 0.5 ... 2% extract de lemn dulce
(ELD) in cele 100g dispersie apoasa de NLC. Etapele ulterioare corespund celor descrise
anterior, cu obtinerea formularilor solide de NLC-ELD (dupa liofilizare) ce poate incapsula
si distribui cantitati variabile de ELD, cuprinse intre 10.7 ... 13.8% ELD.

Exemplul 4. Obtinerea unor sisteme nanotransportor duale, ce co-incapsuleaza
doua tipuri de extract vegetale, lipofile si hidrofile (NLC-EYS-ELD)

Similar exemplului 3, cu deosebirea ca in topitura lipidica se introduce o cantitate de
extract vegetal lipofil ce asigura o concentratie de 0.5% EYS in formularile de dispersie
apoasa, preparate cu ulei de luminita noptii sau cu ulei de soia, iar in faza apoasa se
introduce o cantitate de extract vegetal hidrofil ce asigura o concentratie de 0.5 ... 2% ELD
in formularile apoase de NLC. Etapele ulterioare corespund celor descrise anterior, cu
obtinerea in final a unor nanotransportori lipidici duali, ce co-incapsuleaza cantitati
variabile de principii bioactive vegetale (EYS si ELD), cuprinse intre 3.3 ... 3.7% EYS si
intre 3.7 ... 13.2% ELD in formularile solide de NLC-EYS-ELD (dupa liofilizare)

1. Determinarea dimensiunii sistemelor nanotransportor individuale (NLC-ELD/EYS)
si duale (NLC-ELD-EYS). Evaluarea diametrelor medii si a polidispersitatii prin
tehnic DLS si caracterizare morfologica (analiza TEM)

O prima etapa preliminara in caracterizarea sistemelor nanotransportor preparate
conform procedurii detaliate anterior a fost reprezentata de determinarea comparativa a
diametrelor medii a tuturor sistemelor NLC, care prezinta un singur extract vegetal
incorporat, NLC-individuale (NLC-EYS, NLC-ELD) si a celor care co-incapsuleaza ambele
principii vegetale, hidrofile si lipofile, NLC-duale (NLC-EYS-ELD). Codul sistemelor NLC
preparate cu cele doua uleiuri vegetale — ULN/US in amestec cu lipidele solide selectate —
MSG si PC precum si compozitia fiecarei formulari de NLC dezvoltate in prezenta
cercetare, sunt redate in Tabelul 1.

Tabel 1. Compozitia formularilor nanotransportor libere, a NLC incarcate cu extract de

yam salbatc (EYS) sau extract de lemn dulce (ELD) si a NLC ce co-incapsuleaza ambele
tipuri de principii active vegetale (EYS si ELD)
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Nr. Cod sistem lipidic nanotransportor | Lipide solide si uleiuri vegetale (g)
crt. EYS | ELD
MSG PC ULN usS (@) (9)
1 NLC-ULN 3.5 3.5 3.0 - - - }
2 | NLC-ULN-0.5% EYS 3.5 3.5 3.0 - 05 | -
3 | NLC-ULN-1.5% ELD 35 35 3.0 - - |15
4 | NLC-ULN-0.5% EYS-0.5% ELD 3.5 3.5 3.0 - 05 | 05
S5 | NLC-ULN-0.5 % EYS-1% ELD 3.5 3.5 3.0 - 05 | 1
6 | NLC-ULN-0.5% EYS-1.5% ELD 35 35 3.0 - 05 | 15
7 | NLC-ULN-0.5% EYS-2% ELD 35 35 3.0 - 05| 2
8 [NLC-US 35 3.5 _ 30 | - _
9 | NLC-US-0.5% EYS 3.5 35 - 30 | 05| -
10 | NLC-US-1.5% ELD 3.5 3.5 - 3.0 - 1.5
11 | NLC-US-0.5% EYS-0.5% ELD 3.5 3.5 - 30 | 05| 05
12 | NLC-US-0.5% EYS-1% ELD 35 3.5 - 30 | 05 | 1
13 | NLC-US-0.5% EYS-1.5% ELD 35 35 - 30 | 05| 15
14 | NLC-US-0.5% EYS-2% ELD 35 3.5 - 30 | 05| 2

Conform analizei dimensionale, bazate pe aplicarea metodei de imprastiere
dinamica a luminii (DLS), nanotransportorii lipidici obtinuti au prezentat dimensiuni < 200
nm, cu o distribuie relativ ingusta a populatiei particulelor lipidice si indici de
polidispersitate cuprinsi intre 0.17 si 0.37 (Fig. 2). NLC-urile sintetizate cu ULN au
prezentat o medie a diametrelor de 136.7 £ 1.8 nm, iar prin co-incapsularea celor doua
principii active, dimensiunea a variat intr-un domeniu destul de larg, intre 120 si 190 nm
(Fig. 4). Rezultate interesante s-au semnalat la cresterea cantitatii de extract de lemn
dulce incapsulat: cresterea continutului de ELD de la 0.5% la 2% a condus la obtinerea
unor nanotransportori cu diametere medii semnificativ mai mici (ex: pentru NLC-ULN-0.5%
EYS-0.5% ELD, Zave = 188.4 + 0.764 versus 122 + 0.7905 nm, pentru NLC-ULN-0.5%
EYS-2% ELD). Acest aspect poate fi corelat cu rolul de surfactant al acidului glicirizic si al
celorlate componente din extractul de lemn dulce, care completeza proprietatile
superficiale ale Tween 20 si ale fosfatidilcolinei. In completare, obtinerea unor indici de
polidispersitate <0.2 (ex: Pdl = 0.183 + 0.008 pentru NLC-0.5% EYS-1.5% ELD preparat
cu ULN si respectiv 0.225 + 0.029, pentru acelasi sistem, insa preparat cu US) intaresc
observatia obtinerii unor sisteme relativ monodisperse, cu o distributie ingusta de
dimensiune.

O analiza comparativa a celor doua categorii de NLC preparate cu US respectiv
ULN, arata diferente nesemnificative intre acestea, ambele uleiuri vegetale fiind pretabile
pentru obtinerea unor nanotransportori care sa prezinte caracteristici optime de co-
incapsulare a amestecurilor vegetale selectate in cercetare.

15



RO 135202 A0

200 0.4
180 0.35
160

L 0.3
140
120

"
(l
= o o o o o
o - o [} ro
ui un i
Pdl

40
20
0
1 1
(CJ (Co (Co (CO (CO
“So S o Se S
& & & Ko
o o 4 o
T s Jo 5
i3 Py ({O T «© //0
) (5]

HULN ®US @US @ULN

Fig. 2. Variatia dimensiunii si a indicelui de polidispersitate (Pdl) in functie de concentratia
si tipul de principiu vegetal incapsulat (extract de yam salbatic/EYS si extract de lemn
dulce/ELD)

In completarea analizei DLS, confirmari ulterioare ale diametrelor nanosferelor
lipidice incarcate cu EYS si ELD, precum si aspecte legate de morfologia si structura
acestora, au fost oferite de microscopia electronica de transmisie (TEM). Prin vizualizarea
sistemelor NLC in micrografiile cu contrast de faza ZC (Fig. 3), s-au observat diferite
aspecte morfologice, functie de tipul de ulei vegetal folosit la prepararea
nanotransportorilor lipidici. De exemplu, daca in cazul nanotranspororilor preparati cu
US/NLC-US-EYS-ELD s-a observat prezenta unor nanoparticule sferice cu diametre care
variaza de la 50 pana la 180 nm (Fig. 3a) si nu au fost decelate alte forme structurale
interne, in cazul NLC-ULN ce co-incapsuleaza EYS si ELD au putut fi usor observate
incluziuni nanosferice de dimensiuni foarte mici, < 5 nm (Fig. 3b). Aceste incluziuni de tipul
nanopicaturi uniform dispersate in miezul lipidic, vizualizate cu ajutorul micrografiei cu
contrast de faza ZC, pot fi atribuite existentei principiilor active vegetale captate in diferitele
nanocompartimente create de uleiul vegetal — US/ULN sau in imperfectiunile generate de
lanturile hidrocarbonate ale acizilor grasi din amestecul lipidic solid.
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Fig. 3. Imaginile TEM ale: a. NLC-ULN-EYS-ELD si b. NLC-ULN-EYS-ELD

2. Atribuirea stabilitatii fizice a NLC liberi si a celor incarcati cu principii active
vegetale

Evaluarea stabilitatii fizice a NLC s-a determinat prin masurarea potentialului
electrocinetic, pe baza mobilitatii electroforetice. Determinarea potentialului electrocinetic a
scos in evidenta obtinerea unor sisteme NLC ce prezinta o buna stabilitatate fizica, cu
valori cuprinse intre -39 mV si -56 mV pentru NLC preparate cu ulei de luminita noptii si de
-35mV si -48 mV pentru NLC preparate cu ulei de soia (Fig. 4). Valorile puternic
electronegative ale potentialului electrocinetic demonstreaza existenta unor fenomene de
repulsie intre particulele lipidice aflate in suspensie apoasa, favorabile pentru prevenirea
agregarii nanotransportorilor lipidici ce co-incapsuleaza cele doua principii active vegetale —
EYS si ELD.

Observatia de interes care se desprinde in urma evaluarii valorilor potentialului zeta
se refera la stabilitate mai buna/superioara a nanotransportorilor preparati cu ULN,
comparativ cu cei preparati cu US (Fig. 4). Deasemenea, este notabila si modificarea
semnificativa a valorilor potentialului electrocinetic, care are loc pe masura ce concentratia
de ELD creste: £ = -46 £ 0.586 mV (pentru 0.5% ELD in NLC preparat cu ULN) versus -39
+ 3.18 mV (pentru 1.5% ELD in NLC preparat cu ULN). Aceeasi tendinta a fost
determinata si in cazul NLC-US (ex: -48.7 + 1.14 mV versus -35 + 2.3 mV). Aceste
rezultate conduc la concluzia ca stabilitatea fizica a NLC preparate este influentata de %
de extract hidrofil incapsulat, care cel mai probabil ramane la exteriorul miezului lipidic/in
invelisul de surfactanti si participa activ la modificarea si redistribuirea sarcinilor de
suprafata.
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Fig. 4. Variaiia potentialului zeta in functie de concentratia de principiu activ incapsulat
(EYS si ELD) si de tipul de ulei vegetal utilizat la prepararea NLC

3. Evaluarea modificarilor structurale a transportorilor lipidici, dupa incapsularea si
co-incapsularea de principii active vegetale

Dezvoltarea formularilor de tip nanotransportori lipidici vizeaza in primul rand
obtinerea unor variatii relativ mici in dimensiunea particulelor si a valorilor potentialului
electrocinetic, dar si o stare cristalina sau amorfa a miezului lipidic adecvata pentru
eliberarea controlata/sustinuta a celor doua principii active (DSG si acid glicirizic) prezente
in concentratii variabile in cele 2 extracte vegetale — EYS si ELD, cooptate impreuna in
acelasi sitem lipidic nanotransportor. Prin urmare, este esential sa se demonstreze starea
solida a NLC preparate si sa se compare cu amestecul de lipide pure utilizate pentru
construirea matricei interne a nanotransportorului.

Studiul comporatmentului DSC al NLC-urilor incarcate cu diferitele principii active
selectate in cercetare s-a efectuat in paralel cu sistemele nanotransportor libere (fara
principiu activ incapsulat, NLC-US/ULN) si cu cele doua amestecuri fizice de lipide (PC +
MSG + US/ULN). Studiul celor doua amestecuri fizice ofera informatii despre influenta
uleiului asupra comportamentului de topire si schimbarea cristalinitatii, precum si despre
incluziunea uleiului n lipidele solide. Punctele de topire ale lipidelor prezente in cele doua
amestecuri fizice au aparut ca varfuri endoterme la aprox. 48°C, 55°C si respectiv 62°C.
Potrivit literaturii, MSG are un p.t. cuprins intre 57-65°C, iar PC se topeste la 55-56°C.
Dezvoltarea celor 3 varfuri endoterme in amestecurile fizice cumulate cu modificarile usor
sesizabile ale p.t. (in lipidele pure), sugereaza complexitatea matricei lipidice precum si
influenta acizilor grasi nesaturati din compozitia celor doua uleiuri vegetale, US/ULN.
Aceste varfuri endoterme din amestecurile fizice au fost regasite in lipidele aduse la scala
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nanometrica (in formularile de NLC), sub forma unui domeniu mai larg de topire, cuprins
intre 42 si 60°C. Largirea varfului este cauzatd de o structura mai complexa, mai
dezordonata si mai distorsionata a retelei. Aplatizarea degradarii temperaturii de debut
poate deasemenea indica faptul ca se atinge o solubilitate maxima a principiilor active
lipofile (EYS) in amestecul de lipide. Este cunoscut faptul ca pricipiile active de natura
lipofila au o solubilitate apreciabila in lipidele topite.

Endotermele minore aparute la temperaturi mai scazute (39-43°C) pof fi datorate
topirii domeniilor ulei vegetal (si/sau co-surfactant), urmate de endotermele majore
corespunzatoare topirii lipidelor majoritare din amestec.

Topirea lipidelor din NLC a avut loc la o temperatura usor mai scazuta comparativ
cu lipidele pure, datorita dimensiunilor mai mici ale particulelor. Rezultate similare ale
scaderii punctului de topire al lipidelor datorita miscorarii dimensiunilor, dupa aducerea la
scala nanometrica, sunt larg raportate in literatura de specialitate (Kumar et al, 2015).
Acest lucru poate fi explicat conform termodinamicii clasice, in care este de asteaptat ca
punctul de topire al solutiei solide sa scada datoritd entropiei crescute a amestecului
(Kumar et al., 2020). Deasemenea, raportul mai mare dintre suprafata specifica si volumul
particulelor cu o dimensiune mai mica, comparativ cu materialul brut (fenomen descris de
efectul Gibbs — Thompson), are ca rezultat o scadere a punctului de topire.
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Fig. 5. Curbele DSC ale nanotransportorilor lipidici ce incapsuleaza diferitele principii
active (EYS, ELD si EYS + ELD), preparati cu US, comparativ cu NLC fara principiu
activ/INLC-US
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Fig. 6. Curbele DSC ale nanotransportorilor lipidici ce incapsuleaza diferitele principii
active (EYS, ELD si EYS + ELD), preparati cu ULN, comparativ cu NLC fara principiu
activ/NLC-ULN

In ambele categorii de nanotransportori preparati cu ULN si US, incarcati cu EYS si
EYS + ELD, se observa o largire evidenta a domeniului de topire comparativ cu NLC-
US/ULN (liberi), ceea ce sugereaza o perturbare evidenta a retelei formata de amestecul
de lipide, ca urmare a acomodarii principiilor active de origine vegetala. Nu acelasi lucru se
observa pentru NLC-US/ULN ce incapsuleaza doar ELD, unde s-a evidentiat o alura
endoterma usor mai ascutita, fapt ce confirma o prezenta mai mare a ELD hidrofil in
invelisul de surfactanti, si implicit o perturbare nesemnificativa a miezului lipidic (Fig. 5 si
6). Cea mai accentuata aplatizare a endotermelor DSC a fost inregistrata in cazul
sistemelor duale care co-incapsuleaza ambele principii active — EYS si ELD.

4. Determinarea eficientei de incapsulare a principiilor active individuale, dar si a
celor duale captate in sistemele nanotransportor pe baza de US, respectiv ULN

Rezultatele cantitative obtinute in urma analizei de cromatografie de lichide la
presiune ridicata (HPLC), au pus in evidenta abilitatea remarcabila a NLC-US/ULN de a
capta ambele categorii de principii active ce prezinta polaritati diferite, respectiv afinitati
preferentiale pentru miezul lipidic lipofil (cazul extractului de yam salbatic, standardizat la

21



RO 135202 A0

95% DSG) sau pentru invelisul realizat de amestecul de surfactant si co-surfactanti (cazul
extractului de lemn dulce, standardizat la 10% acid glicirizic). Caracterul puternic hidrofil al
extractului de lemn dulce nu a constituit un impediment pentru captarea cu randamente
apropape maxime de incapsulare ale principalului component din ELD, respectiv ale
acidului glicirizic (ex: 96.5% + 0.57 ELD si 95.8% = 0.54 ELD, pentru sistemele NLC
preparate cu ULN, respectiv NLC-US ce au incapsulat o cantitate initiala de 2% extract de
lemn dulce). In schimb, in cazul probelor duale, care co-incapsuleaza ELD si EYS in
acelasi sistem nanotransportor, pe masura ce cantitatea de ELD teoretica incapsulata a
crescut de la 0.5 la 2%, eficienta de incapsulare a suferit usoare scaderi (Fig. 7), insa
acestea au ramas intr-un domeniu destul de ridicat, EE variind de la 87.6% la 85.4%
pentru sistemele nanotransportor preparate cu ulei de luminita noptii. Un comportament
similar a fost decelabil si pentru cele 3 sisteme de NLC preparate cu ulei de soia, EE fiind
cuprins in acest caz intre 83 si 89.5%.

In ceea ce priveste extractul de yam salbatic, se poate remarca afinitatea mai
ridicata a acesteia pentru amestecul lipidic format de cele doua lipide solide cu uleiul de
luminita noptii, comparativ cu amestecul ce contine uleiul de soia (ex: EEnLc.uinEYD =
89.5% * 2.55 versus EEnLc.useyp = 85.7% * 3.38). O explicatie potentiala in acest caz
poate fi atribuita solubilitati mai bune a DSG (din EYS) in ULN care prezinta un profil
lipidic bogat in acizi grasi nesaturati, cei mai abundenti fiind acidul linoleic (~74%), acidul
y-linolenic (9%) si acidul oleic (7%) (Montserrat-de la Paz et al, 2014). De regula,
solubilitatea unui ingredient activ/medicament este mai slaba in lipide solide, decat in
uleiuri si aceasta s-ar atribui in principal prezentei lantului hidrocarbonat lung din grasimile
solide. Datorita diferentelor structurale intre lipidele solide si cele lichide, moleculele
lipidice nu pot fi aranjate intr-o structura cristalina perfecta in timpul solidificarii. Astfel,
uniformitatea structurii cristaline in matricea lipidica a NLC este intrerupta. Ca atare,
prezenta imperfectiunilor in structura cristalina este direct responsabila de valorile ridicate
precum si de imbunatatirea eficientei de incapsulare.
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Fig. 7. Valorile eficientei de incapsulare (EE) ale DSG (din extractul de yam salbatic, EYS)
si ale acidului glicirizic (din extractul de lemn dulce, ELD) incapsulate in NLC-ULN/US
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Referitor la sistemele nanotransportor duale, care au cooptat cantitati variabile de
ELD si constante de EYS, s-a constatat o usoara diminuare a eficientei de incapsulare,
insa aceasta modificare poate fi considerata nesemnificativa, avand in vedere valorile
destul de mari ale eficientelor de incapsulare determinate, cuprinse intre 80.9 si 84% EYS,
respectiv intre 83.6 si 87.6% ELD (pentru sistemele preparate cu ULN, NLC-ULN-EYS-
ELD). Si sistemele NLC preparate cu US (cu o singura exceptie, pentru NLC ce au
incapsulat o cantitate initiala de 1.5% ELD si 0.5% EYS) au prezentat o buna capacitate
de a capta ambele categorii de principii vegetale, hidrofile si lipofile (EE% determinate
pentru EYS au variant intre 80 si 83.5% EYS, iar pentru ELD intre 81.2 si 89.5% ELD).

5. Determinarea in vitro a activitatii antioxidante a NLC ce co-incapsuleaza diferite
principii active vegetale

Pentru screening-ul activitatii antioxidante a NLC-extract lipofil (extract de yam
salbatic)-extract hidrofil (extract de lemn dulce), s-a utilizat metoda TEAC, aplicabila atat in
cazul antioxidantilor de natura lipofila cat si hidrofila. Prin aplicarea acestei metode se
determina capacitatea antioxidantilor de a elimina cationul radical stabil ABTS™ format in
urma reactiei dintre ABTS si persulfatul de potasiu. In figura 8 este prezentata capacitatea
de inhibare a radicalului ABTS™ de catre solutiile de NLC libere si incarcate cu extracte
vegetale individuale sau aflate in amestec (ELD si EYS), prin comparare cu activitatea de
eliminare a ABTS" manifestata de solutiile native de uleiuri vegetale (US/ULN) si extracte
vegetale (ELD, EYS). O evaluare a comportamentului sistemelor nano versus solutiile de
aceeasi concentratie de principii active vegetale arata o dependenta a activitatii
antioxidante de cantitatea de extract de lemn dulce si deasemenea o influentata a tipului
de ulei vegetal utilizat la sinteza nanotransportorilor lipidici. Astfel, s-a constatat o relatie
de proportionalitate directa intre %ELD incapsulat si capacitatea de inhibare a ABTS™:
pentru formularile de nanotransportori lipidici ce incapsuleaza 1.5% ELD si 2% ELD a fost
identificata o capacitate de captare a radicalului ABTS™ cuprinsa intre 60.2 si 64.2%
(pentru sistemele NLC preparate cu ULN) si intre 52.7-60.0% pentru sistemele NLC
preparate cu US.

Activitatea antioxidanta nativa a extractului de lemn dulce (14.5 + 36.5%) poate fi
explicata pe baza compozitiei chimice complexe a acestuia. Extractul de lemn dulce are in
compozitie in afara de acid glicirizic (prezent in ELD in cantitate de 10%), flavonoide si
izoflavonoide, cumarine si alti peste 40 de constituenti fenolici (Zhou si colab, 2019). Desi
acidul glicirizic prezinta proprietati antiradicalice extrem de slabe, in domeniu de
concentratie 0.1-100 uM (Beskina si colab, 2004), prezenta flavonelor si a celorlaltor
compusi fenolici din Glycyrrhiza glabra L sunt responsabile de aparitia proprietatilor
antioxidante; mai mult, incapsularea ELD in NLC a determinat o amplificare a capacitatii
antioxidante, datorita efectului de nanodimensiune.

Un aspect notabil se refera la o capacitate destul de scazuta a DSG din extractul
de yam salbatic de a anihila radicalii de viata lunga. Extractul nativ/EYS prezinta o
capacitate scazuta de captare a radicalului ABTS™ (~8.2%), iar prin incapsulare n
sistemul nanotransportor pe baza de ulei de luminita noptii capacitatea creste usor, insa se
mentine la valori modeste, de ~13,4%; aceasta capacitate moderata poate fi atribuita si
concentratiei de EYS incapsulat, de 77 ug/mL (corespunzatoare 0.5% EYS).

Evaluarea comparativa a % de inhibare a ABTS™ in cazul celor doua sisteme
individulale si duale NLC-1.5% ELD (62.5%) si NLC-0.5% EYS-1.5% ELD (54%) poate
sugera o «ingradire« a reactiei compusilor antioxidanti din ELD cu radicalii liberi, respectiv
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0 scadere a abilitatii de a transfera (prin ruperea homolitica a legaturii O-H) un atom de
hidrogen (din structurile polifenolice prezente in ELD), radicalilor liberi de tip ABTS prezenti
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Fig. 8. Variatia capacitatii de inhibitie a radicalului ABTS™ de catre sistemele NLC
incarcate cu un singur principiu activ vegetal (EYS sau ELD) versus NLC care co-
incapsuleaza doua principii bioactive vegetale (EYS si ELD)

In ciuda proprietatilor modeste ale EYS, rezultate foarte bune au fost obtinute in
cazul sistemelor duale care au cooptat concentratii mari de ELD (1.5% si 2%) si 0.5%
EYS. Cuplarea celor doua principii bio-active in acelasi sistem lipidic nanotransportor si
aducerea la scara nanometrica, a condus in mod evident la o amplificare a acestei
proprietati. Amplificarea evidenta s-a produs in cazul NLC preparat cu ULN care ce co-
incapsuleaza 0.5% EYS si 2% ELD, pentru care s-a determinat o capacitate de inhibare a
radicalului ABTS™ de 63.4% (Fig. 8). Acest comportament poate fi explicat prin avantajele
pe care le prezinta acizii grasi omega din componenta uleiului de luminita noptii, cuplate cu
cele ale extractului de lemn duice si nu in ultimul rand prin captarea ambelor principii
active de origine vegetala in acelasi sistem nanotransportor.

Pentru testarea in vitro a capacitafii de captare a radicalilor de viata scurta ai
oxigenului, de catre antioxidantii prezenti in sistemele NLC, in completare la metoda
TEAC s-a folosit analiza chemiluminescentei, utilizatda pentru evaluarea in special a
capacitatii de stingere a speciilor reactive de oxigen (ROS) derivate din peroxid de
hidrogen. Astfel, au fost analizate diferite solutii etanolice de ulei vegetal (ULN/US), solutii
de extract de lemn dulce (ELD) si extract de yam salbatic (EYS), in aceeasi concentratie
prezenta in NLC-urile ce incapsuleaza ELD sau EYS, respectiv in cele duale (NLC-EYS-
ELD). In scop comparativ au fost evaluate si sistemele de NLC-ULN/US libere, in ideea de
a urmari influnta celor doua uleiuri asupra eficientei de a capta radicalii liberi oxigenati.

O prima referinta importanta care reiese din compararea rezultatelor asupra
sistemelor evaluate in cercetare este faptul ca, atat extractul de yam salbatic cat si
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extractul de lemn dulce prezinta eficienta impotriva radicalilor liberi oxigenati generati in
sistemul de chemiluminescenta, comparativ cu situatia prezentata anterior (al radicalilor de
viata lunga, ABTS™).

Desi incapsularea doar a extractului de yam salbatic in NLC-ULN/US nu produce un
efect antioxidant semnificativ, NLC-urile in care a fost incapsulat 0.5% EYS (respectiv
3.85% EYS in formularile liofilizate) prezinta o capacitate de captare a radicalilor ROS
cuprinsa intre 54.7 si 56.3%, totusi asocierea EYS cu ELD conduce la rezultate net
superioare (Fig. 9). Diferente evidente ale procentelor de captare a radicalilor liberi au fost
inregistrate intre NLC-US/ULN liberi si NLC-EYS (57 + 59%) versus NLC-ELD si NLC-
EYS-ELD (91 + 96%, cu o singura exceptie, semnalata doar in cazul NLC ce co-
incapsuleaza cantitati minime de 0.5% ELD si 0.5% EYS). In acest caz, tipul de ulei
vegetal nu a influentat abilitatea NLC de a capta radicalii ROS. Aceasta activitate
antioxidanta amplificata, manifestata asupra ROS din sistemul chemiluminescent, poate fi
asociata cu:

e efectul sinergic produs de structurile complexe ale principalilor compusi bioactivi

din cele doua extracte, ELD si EYS, dar si de compozitia bogata in acizii grasi a
uleiurilor vegetale;

o efectul de nanodimensiune obtinut prin cooptarea ambelor extracte lipofile si

hidrofile in acelasi sistem de distributie, nanostructuri care conduc la
generarea/crearea mai multor centri de reactie pentru captarea radicalilor liberi.
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Fig. 9. Determinarea in vitro a activitatii antioxidante a NLC liberi si incarcati cu
concentratii variabile de extract de lemn dulce si extract de yam salbatic, comparativ cu
extractele native si uleiurile vegetale (metoda chemiluminescentei)
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6. Teste in vitro de evaluare a eliberarii controlate a EYS si ELD din sistemele
lipidice nanotransportor
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Dispersiile apoase de NLC-individual ce incapsuleaza EYS sau ELD, respectiv
sistemele NLC-duale au fost supuse studiilor in vitro de eliberare, utilizand metoda sacilor
de dializa (folosind un mediu extern/receptor de tipul etanol:apa = 70:30, la temperatura
controlata de 37°C). Metoda a implicat recoltarea din mediul receptor, la anumite intervale
de timp (cuprinse intre 1 si 24h) a 1 mL de proba si respectiv completarea cu acelasi
volum de amestec receptor. Cantitatea eliberata de acid glicirizic (din ELD) si DSG (din
EYS) a fost determinata cantitativ prin metoda cromatografica, HPLC.

In cazul sistemelor NLC-individuale, eliberarea extractului de lemn dulce (ELD)
din cele doua tipuri de nanotransportori lipidici (preparati cu ulei de luminita noptii si ulei de
soia) este identica (Fig. 10), nefiind influentata de tipul de ulei vegetal (US sau ULN). Asa
cum poate fi observat in fig. 10, in prima ora a studiului de eliberare s-a determinat ~19%
acid glicirizic pentru ambele sisteme NLC-ULN/US-2% ELD, iar o eliberare totala a ELD
produs dupa 5h (Fig. 10). O potentiala explicatie pentru acest comportament poate fi
asociata cu repartizarea preferentiala a acidului glicirizic (din ELD) la suprafata NLC unde,
datorita caracterului sau puternic hidrofil formeaza legaturi salbe (legaturi de hidrogen) cu
surfactantii ce invelesc miezul lipidic.
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Fig. 10. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemelor nanotransportor individuale, de tip NLC-
EYS si NLC-ELD

Asa cum era de asteptat, un comportament de eliberare diferit I-a manifestat
extractul de yam salbatic (standardizat la 95% DSG) incapsulat in sistemele
nanotransportor preparate cu ULN/US. Desi mediul receptor a favorizat eliberarea intr-un
timp relativ rapid a ambelor componente bioactive, totusi in cazul EYS s-a decelat o
comportare usor diferita, in sensul ca in primele 5h ale studiului de eliberare, EYS a fost
eliberat in proportie de 50%, comparativ cu 100% ELD (detectat pentru sistemele NLC-
US/ULN-ELD). In prima ora s-a constatatat o eliberare de 4.3% EYS pentru sistemul NLC-
US-EYS si de 5.2% in cazul sistemului NLC-ULN-EYS, ambele fiind incarcate cu o
cantitate initiala de 0.5% EYS. Eliberarea mai lenta a EYS din NLC-ULN/US este direct
influentata de captarea EYS in nanocompaertimentele din miezul nanosferelor lipidice (asa
cum a putut fi vizualizat din micrografile TEM). lesirea din aceste nanopicaturi si
parcurgerea retelelor complexe formate de lanturile hidrocarbonate din structura lipidelor,
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a facut ca rata de dizolvare in acest caz sa fie semnificativ diminuata si implicit DSG sa
manifeste o eliberare mai lenta. De asemenea, caracter lipofii al DSG din EYS si
solubilitatea scazuta in mediul receptor reprezinta deasemenea factori determinati in
comportamentul eliberarii sale din NLC.

Asa cum era de asteptat, un comportament de eliberare diferit I-a manifestat
extractul de yam salbatic (standardizat la 95% DSG) incapsulat in sistemele
nanotransportor preparate cu ULN/US. Desi mediul receptor a favorizat eliberarea intr-un
timp relativ rapid a ambelor componente bioactive, totusi in cazul EYS s-a decelat o
comportare usor diferita, in sensul ca in primele 5h ale studiului de eliberare, EYS a fost
eliberat in proportie de 50%, comparativ cu 100% ELD (detectat pentru sistemele NLC-
US/ULN-ELD). In prima ora s-a constatatat o eliberare de 4.3% EYS pentru sistemul NLC-
US-EYS si de 5.2% in cazul sistemului NLC-ULN-EYS, ambele fiind incarcate cu o
cantitate initiala de 0.5% EYS. Eliberarea mai lenta a EYS din NLC-ULN/US este direct
influentata de captarea EYS in nanocompaertimentele din miezul nanosferelor lipidice (asa
cum a putut fi vizualizat din micrografile TEM). lesirea din aceste nanopicaturi si
parcurgerea retelelor complexe formate de lanturile hidrocarbonate din structura lipidelor,
a facut ca rata de dizolvare in acest caz sa fie semnificativ diminuata si implicit DSG sa
manifeste o eliberare mai lenta. De asemenea, caracter lipofii al DSG din EYS si
solubilitatea scazuta Tn mediul receptor reprezinta deasemenea factori determinati in
comportamentul eliberarii sale din NLC.
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Fig. 11. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemului nanotransportor dual preparat cu ULN
(NLC-ULN-EYS-ELD)
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Este demn de remarcat faptul ca, in cazul sistemelor NLC-duale se constata o
eliberare mai lenta a ambilor componenti bioactivi lipofili si hidrofili, mai accentuata in cazul
extractului hidrofil/ELD, comparativ cu sistemele NLC incarcate doar cu unul dintre cele
doua extracte vegetale. De exemplu, sistemele nanotransportor individuale au eliberat ~
81% ELD dupa 4h de experimente, in timp ce din NLC-duale s-a eliberat 39% ELD (in
NLC-US-EYS-ELD, Fig. 12), respectiv 61% (in NLC-ULN-EYS-ELD, Fig. 11).

Alura eliberarii componentei lipofile este similara in cazul ambelor sisteme
preparate cu ULN/US, dupa 4h de eliberare fiind determinate cantitati relativ egale de DSG
in mediul receptor, de ~30% DSG. Aceasta uniformizare de eliberare a DSG poate fi
atribuita miezului lipidc format din lipidele solide cu cele 2 uleiuri vegetale. In schimb,
eliberarea ELD din sistemele NLC fost intarziata semnificativ in cazul NLC-US (Fig. 11)
comparativ cu NLC-ULN (Fig. 12).
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Fig. 12. Profilul de eliberare a DSG (din extractul de yam salbatic) si a acidului glicirizic
(din extractul de lemn dulce), in cazul sistemului nanotransportor dual preparat cu US
(NLC-US-EYS-ELD)

7. Evaluarea in vitro a profilului toxicologic

Evaluarea caracterului citotoxic al sistemelor NLC s-a realizat int-o prima etapa prin
metoda colorimetrica cu MTS. Aceasta metoda spectrofotometrica este frecvent utilizata
pentru determinarea numarului celulelor viabile in teste de proliferare sau citotoxicitate.
Pentru fiecare tip celular exista o relatie lineara intre numarul de celule si absorbanta, ceea
ce permite determinarea cu exactitate a proliferarii celulare. Pentru evaluarea caracterului
citotoxic/proliferativ al sistemelor nanotransportor studiate, culturile de celule normale
HUVEC au fost tratate cu concentratii scalare de NLC (intre 200 si 3.125 pg/ml) si
incubate in continuare la 37°C si 5% CO,, in atmosfera umeda, timp de 24h.
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Rezultatele studiului de citotoxicitate arata ca viabilitatea celulelor endoteliale
HUVEC este influentata de concentratiile sistemelor de NLC, aceasta fiind semnificativ
afectata atunci cand celulele sunt supuse concentratiilor mai mari de 100 ug/ml NLC (Fig.
13). Pentru celelalte concentratii, cuprinse intre 3.125 si 50 mg/mL, viabilitatea celulara
determinata s-a mentinut la valori >65% (cu cateva exceptii), ceea ce indica o citotoxicitate
foarte scazuta (aflata in limita metodei), indusa de tratamentul cu sistemele NLC-US/ULN-
EYS-ELD, timp de 24h (Fig. 13A). Conform rezultatelor obtinute, cele mai eficiente sisteme
nanotransportor sunt sistemele NLC-duale preparate cu ulei de soia, pentru care in urma
unui tratament cu 50 ug/ml valoarea viabilitatii celulare a fost de 81.9% pentru NLC-US-
EYS-ELD. In cazul sistemeleor preparate cu ULN, un tratament cu concentratii de 50
mg/ml a condus la o viabilitate a celulelor HUVEC usor mai moderata (79.7% pentru NLC-
ULN-EYS-ELD).
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Fig. 13. Efectul sistemelor NLC-individuale si duale, NLC-US/ULN-EYS, NLC-EYS-ELD,
asupra viabilitatii celulelor normale HUVEC timp de 24h (A) si respectiv 48h (B)
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Un tratament prelungit asupra celulelor endoteliale HUVEC, realizat pe o perioada
de 48h, a condus la o contrabalansare a viabilitatii celulare comparativ cu rezultatele
obtinute dupa 24h de tratament (Fig. 13 A si B). Astfel, la un tratament de 48h, s-a
constatat aparitia unor fenomene de refacere/proliferare celulara, in acest caz
determinandu-se valori ale viabilitatii celulelor endoteliale >85%, in domeniul de
concentratii 50-25 ng/ml (Fig. 13B).

Evaluarea citotoxicitatii vs. proliferarea celulelor normale HUVEC prin analiza
celulara in timp real

In scopul compararii in timp real a capacitatii proliferative vs. citotoxice a sistemelor
NLC-libere si incarcate cu cele doua principii active vegetale (EYS si ELD) asupra celulelor
HUVEC, s-a efectuat testul RTCA. Aceasta analiza permite masurarea in orice moment a
indexului celular, precum si indicarea pentru orice timp de tratament a concentratiei
compusilor care determina o viabilitate/citotoxicitate de 50% (IC50). Rezultatele obtinute
prin RTCA pe celulele endoteliale HUVEC confirma datele obtinute prin tehnica
colorimetrica MTS. In urma evaluarii citotoxicitatii celulelor endoteliale HUVEC, tratate cu
concentratii diferite de NLC, de la 400 ug/ml pana la 25 ug/ml, se poate observa o
siguranta de utilizare a NLC la concentratii cuprinse intre 25 si 100 ug/ml, asociata unor
viabilitati celulare crescute (comparabile cu cele ale martorului celular netratat/control,
reprezentat prin curba rosie, Fig. 14)

In schimb, la concentratii mari, de 400 si 200 ug/ml, viabilitatea celulara scade
semnificativ, indicand aparitia la aceste concentratii a unui efect citotoxic manifestat de
sistemele NLC. Interesant de notat este faptul ca prin cresterea timpilor de tratament, cu
cateva exceptii, se ajunge la valori comparabile cu cele ale celulelor netratate, ceea ce
indica o lipsa a efectelor citotoxice, pe acel domeniu de concentratie (Fig. 14).
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CTRL ------ 400 ug/ml --—--- 200 ug/ml -—---- CTRL ------ 400 pg/ml ------ 200 pg/ml ------
100 pg/ml 50 ug/ml 25 ug/ml ---—- 100 pg/ml 50 ug/ml 25 pg/ml —----

NLC-US-EYS NLC-US-EYS-ELD
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100 pg/ml ------ 50 ug/ml ------ 25 ug/ml | 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml ------ ’

Fig. 14. Actiunea citotoxica vs. proliferativa indusa de sistemele NLC-ULN/US libere si
incarcate, NLC-ULN/US-EYS, NLC-ULN/US-EYS-ELD asupra celulelor normale HUVEC

Ca urmare a rezultatelor obtinute prin analizele MTS si RTCA, pentru testele de
evaluare in vifro a activitatii anti-inflamatoare s-au ales concentratiile de 50 si 100 pg/ml
NLC.

8. Atribuirea in vitro a proprietatilor anti-inflamatorii

Rezultatele in vifro obtinute in urma analizei ELISA, care evalueaza expresia
citokinelor pro-inflamatorii TNF-a si IL-6, dupa tratarea celulelor normale HUVEC cu
sistemele NLC-libere si cu continut de EYS, respectiv amestec de EYS si ELD, a
evidentiat aparitia unui efect puternic antiinflamator, efect care a fost dependent atat de
doza de NLC aplicata, cat si de tipul de ulei vegetal folosit la prepararea
nanotransportorilor lipidici. Prin tratarea celulelor HUVEC cu sistemele NLC, productia de
citokine pro-inflamatorii TNF-alpha si IL-6 a fost semnificativ inhibata (Fig. 15).

Din punct de vedere al dozei aplicate la tratamentul celulelor endoteliale, s-a
constatat faptul ca tratamentele cu 200 pg/ml NLC au dus la o scadere a nivelurilor
markerilor inflamatori TNF-a si IL-6, respectiv la un grad de inhibare mai scazut,
comparativ cu doza de 50 pg/ml, unde a fost inregistrata o crestere semnificativa a % de
inhibare a ambelor categorii de citokine proinflamatorii eliberate in urma tratamentului.
Aceasta contracarare mai eficienta a dozei mai mici de NLC, respectiv de 50 ug/ml,
comparativ cu tratamentul cu o concentratie mai mare, 200 ug/ml, poate fi corelata si
explicata pe baza rezultatelor anterioare ale analizelor MTS si RTCA care au demonstrat o
scadere a viabilitatii celulare la concentratii de 200 pug/ml. Acest efect conduce implicit la
denaturarea si moartea unor celule, care au ca rezultat direct o scadere a % de inhibare a
citokinelor TNF-a si IL-6.

Prin compararea efectului anti-inflamator al NLC asupra eliberarii citokinei TNF-a
versus nivelul interleukinei 6 (IL-6), s-a detectat o diferenta semnificativa intre procentele
de IL-6 si TNF- a, mult mai eficienta fiind inhibarea eliberarii TNF-a (valori de peste 70%)
in cazul NLC incarcate cu principii vegetale. Aceste rezultate pot fi asociate si cu actiunea
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agentului oxidant (H,O,) aplicat asupra celulelor HUVEC. Actiunea H;O, a determinat o
eliberare mai mare de TNF-alpha fata de celulele netratate, in comparatie cu IL-6.

Trebuie remarcat faptul ca sistemele nanotransportor libere, NLC-US/ULN pentru
care s-a analizat actiunea antiinflamatoare in scop comparativ, au prezentat ele insele o
buna abilitate de a inhiba eliberarea citokinelor pro-inflamatorii. Astfel, la concentratii de 50
ug/ml, % de inhibare a IL-6 a fost >50% pentru ambele categorii de NLC, iar in cazul
inhibarii citokinei TNF-a, aceasta inhibare a depasit 85% (Fig. 15). Aceste rezuiltate
sugeraza impactul evident al uleiului de luminita noptii (ULN) si al uleiului de soia (US)
asupra actiunii antiinflamatoare detectate.
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Fig. 15. Evaluarea prin tehnica ELISA a efectului tratamentelor cu sisteme nanotransportor
de tip NLC-EYS si NLC-EYS-ELD asupra eliberarii citokinelor TNF-a si IL-6, de catre
celulele normale HUVEC

O privire comparativa a NLC-ULN libere versus NLC-ULN-EYS-ELD arata o
amplificare usoara a actiunii antiinflamatoare in cazul ultimului sistem nanotransportor (ex:
pentru NLC-ULN s-a detectat o inhibare a IL-6 de 53.9% versus 62% in cazul NLC-ULN-
EYS-ELD). In cazul TNF-a s-a determinat un grad de inhibare mai pronuntat al NLC, de
89.8% pentru NLC-ULN versus 96.9% pentru NLC-ULN-EYS-ELD (Fig. 15).

NLC preparate cu US au asigurat o inhibare comparabila a IL-6 si TNF-a: pentru
NLC-US s-a detectat o inhibare a IL-6 de 52.8% versus 62.5% in NLC-US-EYS-ELD.
Pentru inhibarea TNF-a procentul de inhibare a fost de 90.6% (NLC-US) versus 97.9%
(NLC-US-EYS-ELD, Fig. 15).
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REVENDICARI

ulei de soia, care prezinta avantajul de a co-incapsula si distribui simultan doua categorii

de principii active vegetale, lipofile si hidrofile, caracterizat prin aceea ca, cuprinde:

a. formarea unei pre-emulsii lipidice libere si incarcate cu amestecuri de principii
active vegetale (EYS sau ELD, respectiv EYS si ELD) obtinute prin contactarea,
sub agitare magnetica, a unei faze lipidice si a unei faze apoase, la o
temperatura de 73...75°C, si mentinere la temperatura constanta, timp de 20
min;
de forfecare (12 000 rpm, timp de 1 min, la o temperatura de 70 ... 72 °C) si
ulterior la un proces de omogenizare la presiune ridicata (la 500 bar, timp de
196 sec, temperatura de 70 ... 72 °C);

c. obtinerea unor dispersii apoase de NLC liberi si incarcati cu cele doua categorii
de principii bio-active vegetale, prin racire usoara a nanoemulsiilor, sub agitare
magnetica, la temperatura camerei;

d. obtinerea de formulari solide de NLC prin supunerea dispersiilor apoase de
nanotransportori lipidici liberi si incarcati cu EYS/ELD, respectiv EYS si ELD la
un proces de liofilizare, la -55°C timp de 60h.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, faza lipidica este
formata la o temperaturd de 73 ... 75°C dintr-un amestec de lipide solide si lichide,
respectiv monostearat de gliceril : palmitat de cetil : ulei de luminita noptii sau ulei de
soia, intr-un raportde 1 : 1 : 0.85.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, faza apoasa este
formatd la o temperaturad de 73 ... 75°C dintr-un amestec de surfactanti ce contine
Tween 20 : Fosfatidilcolina : Poloxamer 188 intr-un raport de greutate de 1 : 0.21 :
0.21.

4. Procedeu conform revendicarii 2, caracterizat prin aceea ca, in faza lipidica se
adauga o cantitate de 0.5g extract lipofil de yam salbatic (in 100g dispersie apoasa de
NLCs).

5. Procedeu conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca, in faza apoasa se
adauga o cantitate de 0,5 ... 2g extract hidrofil de lemn dulce (in 100g dispersie apoasa
de NLC).

6. Procedeu conform revendicarilor 2 si 3, caracterizat prin aceea ca, pre-emulsia
lipidica contine 10% amestec de lipide solide si uleiuri vegetale si 2,5% amestec de
surfactanti.

7. NLC in stare solida, incarcati cu EYS sau ELD, respectiv amestec de EYS si ELD,
obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6, caracterizati prin aceea ca
acestia contin:

a. 10.7 ... 13.8% ELD in formularile de NLC-individuale (NLC-ELD), procentele fiind
exprimate in greutate.

b. 3.8% EYS in formularile de NLC-individuale (NLC-EYS), procentele fiind
exprimate in greutate.

c. 3.3 ...37% EYS ssi 3.7 .. 13.2% ELD in formularile de NLC-duale (NLC-EYS-
ELD), procentele fiind exprimate in greutate.
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NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6
caracterizati prin aceea ca sunt de forma sferica si au diametre medii cuprinse intre
50 si 200 nm.

. NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6

caracterizati prin aceea ca prezinta valori ale potentialului electrocinetic ce variaza
intre -38.6 + -56.4 mV, determinate pentru NLC-individuale (NLC-EYS/ELD) si intre -35
+-48,7 mV, determinate pentru NLC-duale (NLC-EYS-ELD).

NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6
caracterizati prin aceea ca prezinta valori ale eficientei de incapsulare cuprinse intre
95.8 + 96.5% ELD si intre 85.8 + 89.5% EYS, pentru cazul sistemelor NLC-individuale
(NLC-EYS/ELD), respectiv cuprinse intre 83 + 89.5% ELD si intre 70 + 83.9% EYS,
pentru cazul sistemelor NLC-duale (NLC-EYS-ELD).

NLC conform revendicarii 7 obfinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6,
caracterizati prin aceea ca manifesta o activitate puternica de a capta radicalii de
viata scurta ai oxigenului (ROS), generati intr-un sistem de chemiluminescenta, cu
valori cuprinse intre 81 + 95% de a capta ROS pentru NLC-duali preparati cu US,
respectiv de 84 + 96% de a capta ROS pentru NLC-duali preparati cu ULN.

NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6
caracterizati prin aceea ca prezinta o capacitate ridicata de inhibare a radicalilor
cationici de viata lunga (ABTS™) de citre sistemele NLC incarcate cu cele doua
principii bioactive vegetal (EYS si ELD), care ating procente de 65%.

NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6,
caracterizati prin aceea ca acestia nu prezinta un efect citotoxic la un tratament al
celulelor endoteliale HUVEC, pe un interval de concentratii cuprins intre 50 si 3.125
ug/mi, viabilitatea celulara fiind >80%.

14.NLC conform revendicarii 7 obtinuti prin procedeul definit in revendicarile de la 1 la 6,

caracterizati prin aceea ca un tratament cu 50 ug/mL NLC conduce la aparitia unui
efect anti-inflamator (pentru NLC preparate cu US % de inhibare a citokinelor pro-
inflamatorii, IL-6 si TNF-a, a fost de: 62.5% pentru citokina IL-6 si de 97.9% pentru
citokina TNF-a).
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DESENE

Fig. 1. Principii vegetale bio-active din extractele vegetale: a. Diosgenin din extractul de
yam salbatic/Discorea villosa; b. Acid glicirizic din extractul de lemn dulce/Glycyrrhiza
glabra
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