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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
nanosistem supramolecular de livrare tip ' drug delivery'
(DDS) a unor compusi bioactivi de tip flavonoide. Pro-
cedeul, conform inventiei, consta in etapele de dizol-
vare in 1 ml apa distilatd a 73 mg sulfobutileter B-ciclo-
dextrind (SBECD) respectiv, 96 mg sulfobutileter
B-ciclodextrina polimer (SBECDPolimer), dizolvarea a
0,75 mg derivat de calix[4]arene (OTX008) Tn 1 ml
solutie 7,3% SBECD, respectiv, 1 ml solutie 9,6%
SBECDPolimer, la o concentratie finala de 0,75 mg/ml,
rezultand solutii de 0,75 mg/ml OTX-SBECD, respectiv,
OTX-SBECDPolimer, incapsularea flavonoidului de tip
crising, prin adaugarea a 100 mg crisina in exces in
1 ml din fiecare dintre solutiile formate, cu agitare timp

de 72 h, la temperatura camerei in flacoane inchise, cu
incubare, centrifugare la 11000 rpm timp de 10 min,
indepértarea supernatantului si evaluarea primara a
gradului de solubilizare a crisinei in supernatant prin
metoda spectrofotometrica la 270 nm, colectarea
solutiilor clare de crisina in OTX-SBECD si OTX-
SBECDPolimer care sunt conservate si liofilizate
rezultdnd un nanosistem supramolecular SBECD-
OTX/flavonoid cu solubilitate in apd Tmbunatatitd a
flavonoidului, cresterea biodisponibilitatii, a eficientei de
livrare si terapeutice a acestuia.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Titlul inventiei: Nanosistem supramolecular “drug delivey” de livrare a flavonoidelor pe
bazi de derivat de calix[4]arene (OTX008) si sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD) si

pracedeu de abtinere

Domeniul tehnic la care se refera inventia:
Prezenta inventie se referd la obtinerea unui nou nanosistem supramolecular “drug

delivery” de livrare a flavonoidelor pe bazd de derivat de calix[4]arene (OTXOOS) si

terapeutice a acestora.

Stadiul tehnicii:

Pentru a avea activitate biologica, moleculele trebuie si fie capabile de a ajunge la locul
de actiune fara a-si pierde integritatea si de a putea traversa membrana lipofila. Compusii
bioactivi din plante au aplicare restrictionata ca produse farmaceutice deoarece au solubilitate
limitata in apa, biodisponibilitate slaba si pot fi usor modificati de factori de mediu precum
temperatura, pH-ul. Prin urmare, pentru a pastra integritatea structurald a moleculelor bioactive,
acestea trebuie protejate printr-o formulare care si aiba capacitatea de a le livra tintelor
fiziologice, fara pierderea oricarei bioactivitati a compusului livrat (Fang & Bhandari. 2010z
Munin & EdwardsLevy. 2011).

in industria farmaceutici, ciclodextrinele (CD) sunt folosite ca purtitori de
medicamente pentru a spori solubilitatea, stabilitatea si biodisponibilitatea moleculelor
bioactive (L ekama. Hirayama si lrie. 1998). CD-urile pot complexa un numar mare de
molecule, modificandu-le comportamentele chimice, fizice sau biologice (Arun et al.. 2008).
CD-urile provin din degradarea amidonului prin intermediul enzimelor si sunt oligozaharide
ciclice cu 6, 7 sau 8 reziduuri de glucoza legate printr-o legatura glicozidica (1-4) . Moleculele
CD au o forma trunchiata de con, cu 0 zona hidrofoba in interior §i a suprafata externa hidrofila.
Prin urmare, ele sunt capabile sa se formeze legaturi cu molecule slab solubile in apéd (cum ar
fi compusii polifenonici), imbunitatind solubilitatea moleculelor pe care le poartd (Buschmann

& Schollmeyer. 2002:Lofisson & Duchéne. 2007: Singh. Sharma si Banerjee. 2002).
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Pe langa imbunatatirea solubilizarii, CD-urile protejeaza molecule bioactive de efectele
secundare ale conditiilor de mediu (temperaturd, pH, lumina) si, prin urmare, le sporesc
termenul de valabilitate si reduc concentratiile de agent necesare pentru a obtine un efect
biologic (¢ .::fciiy, Sapuno, Luasdon &0 C oo, 20100 Fone & hardart, 2074), Mai mult, CD-
urile pot modifica comportamentul moleculelor incapsulate, in special prin modularea ratei de
livrare (adica intarzierea sau prelungirea acesteia) (:Aqii. Munagala, Tevabalan i Vadhanam,
20030 Cub & Centhowsha, 2008). Alte avantaje ale aplicarii CD-urilor ca §i carrier este
capacitatea acestora de a elimina efectele iritante sau toxicologice ale agentului activ, prin
inlocuirea unor excipienti, cum ar fi regulatorii de pH, agentii de solubilizare sau solventi
organici (Cal & Centkowska. 2008: Davis & Brewster. 2004; Marques. 2010: Valenta & Auner.
2004).

Flavonoidele sunt compusi cu masa moleculard mica cu un nucleu flavan: doud inele
aromatice conectate printr-o punte de 3 atomi de carbon (C6 C3 C6) (Heim si colab.. 2002:
Manach si colab.. 2003). In plante, ele sunt utilizate ca raspuns la infectiile microbiene. Cu toate
acestea, la animale §i la oameni, flavonoidele protejeaza celulele impotriva daunelor cauzate de
ROS si, de asemenea, apara pielea de daune induse de radiatii (Carlotti et al.. 2010). Mai mult,
au capacitatea de a inhiba cresterea unei game largi de bacterii prin alterarea peretilor celulelor
bacteriene urmate de complexarea lor cu componentele proteice solubile extracelulare (Cowan.
1099) De asemenea, flavonoidele exercitd actiuni antivirale datorita potentialului lor favorabil
de oxidare (Orhan. Ozc | elik, Ozgen, & Ergun. 2010).

Bioactivititile si proprietatile flavonoidelor sunt critice si sunt alectate de mici
modificari ale structurilor chimice (Cowan, 1999: [.im & Koffas. 2010). Numarul de produse
farmaceutice disponibile in prezent bazate pe agenti polifenolici este enorm, iar relevanta sa
pentru economia globala este in continud crestere. Un numar mare de extracte de plante si
constituentii lor, deja folositi in industria alimentard au fost adaptate pentru a servi drept
ingrediente active majore atat produse cosmetice si de sanitate. Cu toate acestea, eficacitatea
acestor compusi activi se rasfinge asupra pastrarii stabilitatii, bioactivitatii si biodisponibilitatii
lor (Fang & Bhandari. 2010). Intr-adevar, solubilitatea limitata in apa, diferentele in cantitatile
de cxtract nccesarc pentru exercitarea unor efecte bioactive si oxidarea rapida a ccl putin unora
dintre acesti agenti, reprezinta unele dintre problemele detectabile in procesul de dezvoltare al
medicamentelor pe bazd de compusi polifenolici (Fang & Bhandari. 2010; Marques. 2010:
Munin & Edwards-Lévy. 2011). Prin urmare, au fost dezvoltate noi abordari pentru a depasi

aceste dezavantaje, iar incapsularea lor cu CD este una dintre abordarile viabile.
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Calixarenele sunt structuri macrociclice care pot fi utilizate cu succes ca sisteme drug-
delivery, datoritd cavitdtilor tridimensionale hidrofobe pe care le formeaza pentru a capta si
incapsula compusi biologic activi (Hussain si colab. 2017). Calixarenele si derivatii sai dezvoltd
complexe de incluziune cu diferite tipuri de medicamente, compusi bioactivi si vitamine pentru
eliberarea lor sustinutd/tintitd. Calixarenele si derivatii sdi sunt utilizati ca carrier pentru
medicamente  anticancerigene,  anticonvulsivante, antihipertensive,  antihelmentice,
antiinflamatoare, antimicrobiene si antipsihotice. Acestia sunt receptorii biocompatibili
importanti pentru a imbundtati solubilitatea, reactivitatea chimicd si pentru a reduce
citotoxicitatea medicamentelor slab solubile in chimia supramoleculard (Hussain si colab.
2017).

OTX00R este un compus pe bazi de calixarene si este considerat un inhibitor al proteinei
galectin-1 (Gal-1). Gal-1 joaca un rol intr-o varietate de functii celulare, inclusiv proliferarea,
migrarea §i adeziunea, cresterea celulelor, rdspunsurile imune, apoptoza, inflamatia,
interactiunea intercelularé si celula-matrice si carcinogeneza (Cousin si colab. 2016. Fajka-Boja
s1 colab. 2016. Sundblad si colab 2017). De asemenca OTX008 inhiba supraproductia Gal-1 in
conditii de hiperglicemie S-a constatat ci factorul de transcriptie AP4 a indus supraproductia
de Gal-1 sub hiperglicemie; OTX-008 blocheazi activarea Akt si previne acumularea Gal-1
(Kanda si colab. 2007), sugerand un rol nou ca inhibitor al Gal-1 ¢i o posibila tinta terapeutica
pentru tratarea fibrozei in complicatiile diabetului zaharat (Hermenean si colab. 2022).

Expunerea inventiei.

Prezenta inventie se referd la un proces de preparare §i caracterizarea a unui nou
nanosistem supramolecular “drug delivery” de livrare a flavonoidelor pe baza de derivat de
calix[4]arene (OTXO008) si sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD). cu scopul de imbunatatire
eficientei terapeutice a flavonoidelor.

Obtinerea acestei nanosistem supramolecular “drug delivery” de livrare a flavonoidelor
implica urmétoarele faze:
1.Obtinerea nanocomplexului supramolecular calix[4]arene (OTX008) si sulfobutylether-3-
cyclodextrin (SBECD) si 1incapsularea flavonoidului; evaluarea primard a solubilitatii
flavonodului prin metode spectrofotometrice
2. Evaluarea solubilitatii noului nanocomplex supramolecular SBECD-OTX/ flavonoid in
etape: analiza solublitatii de faza, masurarea distributiei marimii complexelor supramoleculare
prin metoda DLS (dynamic light scattering), determinarea solubilitatii flavonoidului

dependentd de pH
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3. Evaluarea citotoxicititii nanocomplexului supramolecular calix[4]arene (OTXO008) si
sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD) incércat cu flavonoid prin realizare de teste de
vigbilitate celulard (testul MTT)

Avantajele aplicarii inventici si exemple de aplicare a inventiei:
Noul drug delivery system (DDS) supramolecular proiectat la scard nanometrica pentru livrarea
de flavonoide utilizeaz3 atét calixarene (OTX008), cat si a ciclodextrine (SBECD). Proprietatea
comund a accstor molecule consta in abilitatea lor de a forma complcxe supramolccularc DDS.
Prin complexare, ele pot imbunatati solubilitatea si biodisponibilitatea flavonoidelor intr-o
masurd mult mai mare decat o pot realiza separat.
De asemenea, datoritd includerii OTX008 in complexul supramolecular, acesta fiind un
inhibitor al proteinei galectina-1, pot sd laigeascd sfera de aplicatii fannacologice, de ex. cu
activitate anti-inflamatoare, antitumorala, anti-fibrotica si de regenerare tisulara.

Expunerea detaliati a inventiei:

1.0btinerea nanocomplexului supramolecular calix|4]arene (OTX008) si sulfobutylether-

B-cvclodextrin (SBECD) pentru livrarea flavonoidelor

Materialele necesare:

Calixarene 0118 (OTX008)

Sulfobutylated B-cyclodextrin sodium salt (SBECD) (DS~4)

Sulfobutylated beta-cyclodextrin polymer (SBECDPolymer)

Chrysin (5,7-Dihydroxyflavone)

Protocol de lucru:

Pentru inceput, solutiile de 7.3 m/m% SBECD si 9.6 m/m% SBECDPolymer se realizeazi cu
utilizarea apei ultrapure produsa la un echipament Millipore Direct-Q SUV (Merck Millipore,
Burlington, MA, USA), prin dizolvarea a 73 mg SBECD in 1.00 ml apd si 96 mg
SBECDPolymer in 1.00 ml apa. Apoi, 0.75 mg OTX008 sunt dizolvate in 1.00 ml solutii 7.3
m/m% SBECD si 0.75 mg OTX008 in 1.00 ml 9.6 m/m% SBECDPolymer la o concentratie
finald de 0.75 mg/ml pentru a obtine solutii de 0.75 mg/ml OTX-SBECD si 0.75 mg/ml OTX-
SBECDPolymer.

100.0 mg Chrysin se adauga in exces la 1.00 ml solutie de OTX-SBECD si 1.00 ml solutie de
OTX-SBECDPolymer preparate dupa metoda descrisa anterior si agitate timp de 72 ore la
temperature camerei in flacoane inchise. Dupa incubare, probele sunt centrifugate la 11000 rpm
pentru 10 minute. Apoi, supernantantul se indeparteaza iar gradul de solubilizare al crisinei in

supernatant se determina prin metoda spectrofotometrica (Shimadzu UV-1900) 1a 270 nm.

79
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Solubilizarea crisinei se evalueaza de asemenea si in solutie de 7.3 m/m% SBECD si solutie de
9.6 m/m% SBEBCDPolymer fara OTX008 in aceleasi conditii de incubare si de determinare a
solubilitatii.

Solutiile clare de crisind iIn OTX-SBECD si OTX-SBECDPolymer sunt colectate de pe
supernatant i sunt conservate in probe de 0.25 ml congelate la —110 °C. Probele sunt apoi
liofilizate pentru a obtine un produs solid, utilizadnd un echipament de lifilizare ScanVac
CoolSafe (Labogene, Allered, Denmark). Ulterior produsele sunt mentinute la =20 °C pénd la
utilizare.

Rezultate: Crisina este practic insolubila in apd, dar solubilitatea sa poate fi imbunétatitd prin
dizolvarea in solutii de 7,3 m/m% SBECD si 9,6 m/m% SBECDPolymer cu sau fara 0,75 mg/ml
OTX008. Solubilizarca crisinci cstc semnificativ crescutd in prezenta OTX008 (p<0,0001),
comparativ cu ciclodextrina purd necombinatd (Desene/figuri — figura I).

2. Evaluarea solubilitatii nanocomplexului supramolecular calix[4]arene (OTX008) si
sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD)/flavonoid

2.1. Analiza solubilitatii de faza

Protocol de lucru: Solutiile 7,3 m/m% SBECD, 9,6 m/m% SBECDPolymer, OTX-SBECD si

OTX-SBECDPolymer sunt preparate si diluate cu apa ultrapurd in placi cu 96 godeuri. Se
adduga o cantitate in exces de flavonoid (crisind) in fiecare godeu, dupa care placa se sigileaza
cu sigilant pentru plici i se agitatd timp de 72 de ore la temperatura camerei. Probele sunt apoi
filtrate cu o placd de filtrare MultiScreen Solvinert cu 96 godeuri (dimensiunea porilor 0,45
um, PTFE, Merck Millipore Ltd. Tullagreen, Irlanda) utilizdnd un colector de vid MultiScreen
Resist (EMD Millipore Corporation, Burlington MA, SUA). Supematantele limpezi sunt
plasate pe o placd Greiner UV-Star® cu 96 de godeuri. Probele sunt masurate la 270 nm cu un
cititor de microplaci Thermo Fisher Multiskan Go (Thermo Fisher, Waltham, MA, SUA).
Rezultate: in studiul de solubilitate de faza, sunt utilizate dilutii seriale ale solutiilor SBECD,
SBECDPolymer, OTX-SBECD si OTX-SBECDPolymer pentru a solubiliza flavonoidul. A
existat o relatie liniard intre solubilitatea crisinei §i concentratiile de SBECD sau
SBECDPolymer, dar cu toate acestea OTX-SBECD si OTX-SBECDPolymer au aratat un
comportament diferit. Atdit OTX-SBECD, cét si OTX-SBECDPolymer au avut curbe neliniare,
declinate pozitiv, care aratd ca agregarea complecsilor a avut loc in solutie (Desene/figuri —
figura 2).

2.2. Masurarea distributiei marimii complexelor supramoleculare prin metoda DLS

Y
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Protocol de lucru: Distributia dimensionala a particulelor in solutie SBECD 7,3 m/m%, solutie

SBECDPolymer 9,6 m/m%, solutii OTX-SBECD si OTX-SBECDPolymer cu crisina

complexatd dupa testul de solubilitate de faza sau fara flavonoid, a fost determinatd cu Nano-
ZS Malvern Zetasizer (Malvern Instruments, Malvern, Marea Britanie).

Rezultate: La 7,3 m/m% , SBECD a prezentat molecule asociate in masuratorile DLS (351,8
nm). Interactiunea SBECD cu OTXO008 a putut fi detectata in cresterea dimensiunii la 1002 nm.
Marimea particulelor agregate a crescut dupa complexarea flavonoidului si raportul de agregate
a fost cel mai mare in SBECD+OTX-flavonoid. O tendinta similard a putut fi gésitd in cazul
SBECDPolymer, o cantitate mult mai mare de agregate putidnd fi detectate In prezenta OTX
(Desene/figuri — figura 3).

2.3. Determinarea solubilitiitii flavonoidului dependenti de pH

Protocol de lucru:

Solutiile SBECD 7,3 m/m% sunt preparate in tampon acetat de sodiu - acid acetic cu diferite
valort ale pH-ului (pH= 3,65; 5,75; 7,45; 9,95) si plasate intr-o placd cu 96 godeuri. Favonoidul
se adauga in exces n godeuri, apoi placa este sigilata, iar solubilitatea crisinei este determinati
asa cum este descrisd anterior.
pH-ul solutiilor de 7,3 m/m% SBECD si O'T’X-SBECD este stabilit la 8,64 si 3,65 cu solutie de
acetat de sodiu 0,2 M si respectiv HC1 0,1 M si testul de solubilizare a crisinei este efectuat asa
cum & a descris mai sus.
Rezultate: Cresterea pH-ului in prezenta a 7,3 m/m% SBECD a crescut usor solubilitatea
flavonoidului.
pH-ul solutiei SBECD de 7,3 m/m% a fost 6,23. Cresterea pH-ului solufiei SBECD cu acetat
de sodiu a crescut usor solubilitatea flavonoidului, in timp ce acidificarea solutiei OTX-SBECD
a scazut semnificativ solubilitatea crisinei, similar cu valoarea masurata in solutia SBECD. Cu
toate acestea, in prezenta OTX plus SBECD sau SBECDPolymer, in conditii alcaline,
solubilitatea flavonoidului a crescut semnificativ. Solutiile de OTX-SBECD si OTX-SBECDP
au avut valori pH = 9,36 si respectiv 9,14 in apa purificatd (Desene/figuri —figura 4).

in concluzie, imbunatatirea solubilitétii crisinei cu SBECD este usor dependentd de pH.
Atat OTX 008, cat si pH alcalin sunt necesare pentru imbunétatirea semnificativa a solubilitatii
cu SBECD / SBECDPolymer. Se formeaza complexele ternare de flavonoid crisina, OTX008
s1 SBECD /SBECDPolymer, care s-au reflectat in cresterea in dimensiune a asociatiilor
moleculare. In cazul crisinei, interactiunile moleculare ale OTX008 + SBECD / SBECD

Polymer sunt necesare pentru imbunétatirea solubilitatii.
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3. Evaluarea citotoxicitdtii nanocomplexului supramolecular calixj4]arene (OTX008) si Zé)

sutfohutviether-B-cyelodextrin (SBECD) Mncdreat cu flavenoid

Protocol de lucru:

Realizarea culturilor celulare H9¢2
Celulele cardiace embrionare de sobolan H9c2 (2-1) (ECACC, United Kingdom) sunt cultivate
in mediu modificat in Dulbecco, ce contine 5.5 mM d-glucoza si suplimentat cu 10% ser fetal
bovin inactivat (FBS), 1% L-Glutamin3 (L-Glu) and 1% solutie penicilind/streptomicina (P/S), la
37°Cin atmosfera de 5% CO..
Testul MTT
Celulele H9c2 sunt cultivate la o densitate de 1 x 10° per godeu in placi de 96 godeuri In mediu
cu continut normal de glucoza (5.5 mM d-glucoza). Apoi, celulele sunt expuse la 27.5 mM
mannitol (control osmotic) pentru 48 h in mediu fara FBS. Celulele sunt expuse apoi 6 zile in
NG fara FBS la urmatoarele produse:

- flavonoid (ex.crisind) 0.399 mg/ml (CHR), dizolvat in NaCl;

- sulfobutylether-B-cyclodextrind 7.3 m/m% (SBECD), dizolvat in NaCl;

- sulfobutylether-p-cyclodextrin polymer 9,6 m/m% (SBECDP), dizolvat in NaCl;

- SBECD+0.095 mg/ml CHR (SBECD+CHR), dizolvat in NaCl;

- SBECDP+0.0836 mg/ml CHR (SBECDP+CHR), dizolvat in NaCl;

- DMSO 2.5% ca si vehicul pentru OTX008;

- OTX008 (0.75-1.25-2.50 pM);

- OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD (2/a), dizolvat in NaCl;

- OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD polymer (2/b), dizolvat in NaCl;

- OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD-CHR (0.324 mg/ml) (2/a + CHR), dizolvat in NaCl;

- OTX(2.5-1.25-0.75 pM)-SBECD-CHR (0.399 mg/ml) (2/b + CHR), dizolvat in NaCl.
La finalul perioadei de expunere, se adaugd solutia MTT (1:10 in mediu de cultura, 300
ul/godeu) addugat fiecarui godeu, si apoi se incubeazé pentru 4 h la 37°, dupa care solutia se
indeparteaza. Fiecare godeu se spala timp de 20 min cu isopropanol-HCl 0.2 N. Densitatea
optica (OD) se masoara la 570 nm utilizdnd un spectrofotometru cititor in placi 96 godeuri
(iMark, Bio-Rad Laboratories).
Rezultate
Viabilitatea celulelor H9¢2 nu a scdzut prin expunerea la flavonoidul crisind (CHR), SBECD,

SBECDP, SBECD+CHR, SBECDP+CHR, DMSO or M. Mai mult, toate dozele de OTX pur testate
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(2.5-1.25-0.75 HM) sau in combinatie cu SBECD/SBECDPolymer sau
SBECD/SBECDPolymer+CHR nu au redus viabilitatea celulara in conditii normale
(Desene/figuri — figura 5).
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REVENDICARI

Procedeu de obtinere a unui nanosistem supramolecular “drug delivery” de livrare a
flavonoidelor pe bazd de derivat de calix[4]arene (OTXO008) si sulfobutylether-f-
cyclodextrin (SBECD), caracterizat prin aceea ci este constitutit din urmétoarele faze
care cresc solubilitatea in apa a nanosistemului:
- 0,75 mg/ml SBECD, respectiv SBECD Polymer pot fi utilizai ca solubilizanti
pentru solubilizarea in apé a 0,75 mg/ml OTX008, care in stare purd este insolubil;
- In solutii de 7,3 m/m% SBECD sau 9,6 m/m% SBECDPolymer si 0,75 mg/ml
OTXO008, solubilitatea flavonoidului (ex.crisind) creste semnificativ (p<0,0001),
comparaliv cu ciclodextrind necombinat3;
Procedeu, conform revendicdrii nr.1, caracterizat prin aceea ci solubilitatea
nanosistemului supramolecular “drug delivery” de livrare a flavonoidelor pe baza de
derivat de calix[4]arene (OTX008) si sulfobutylether-p-cyclodextrin (SBECD) depinde
de un pH alcalin, necesar pentru imbunititirea semnificativa a solubilitdtii cu SBECD /
SBECDPolymer (pH = 9,36 si respectiv 9,14 in apa purificat)
Procedeu, conform revendicérii nr.l, caracterizat prin aceea cia nanocomplexele
ternare de flavonoid, OTX008 si SBECD /SBECDPolymer, care s-au reflectat in
cresterea in dimensiune a asociatiilor moleculare, sunt necesare pentru imbundtatirea
solubilitétii flavonoidului.
Procedeu, conform revendicdrii nr.1, caracterizat prin aceea cd nanocomplexele
supramoleculare de flavonoid (ex.crisind), SBECD/SBECDP si OTX nu au redus

viabilitatea celulelor H9¢2 in conditii normale (testul MTT), nefiind citotoxice in vitro.
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DESENE EXPLICATIVE/ FIGURI
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Figura 1. Solubilizarea flavonoidului (crisina) in complexe supramoleculare de OTX-
SBECD, comparativ cu formularea separata in SBECD sau OTX
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Figura 2. Rezultatele analizei “phase solubility” pentru evaluarea nanocomplexelor
supramoleculare flavonoid-OTX- SBECD
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Figura 3. Masurarea distributiei marimii complexelor supramoleculare de SBEDC-OTX
si flavonoid prin metoda DLS (dynamic light scattering)
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Figura 4. Determinarea solubilitatii flavonoidului crisina dependenti de pH
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Figura 5. Citotoxicitatea nanocomplexului supramolecular calix[4]arene (OTX008) si
sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBECD) incarcat cu flavonoid (testul de viabilitate
celulara MTT pe celule H9¢2 raportat prin % celule viabile + SD). NG = 5.5 mM D-glucose;
CHR = chrysin 0.399 mg/ml; SBECD = sulfobutylether-B-cyclodextrin 7.3 m/m%; SBECDP =
sulfobutylether-B-cyclodextrin polymer 9,6 m/m%; SBECD+CHR = SBECD+0.095 mg/mi CHR;
SBECDP+CHR = SBECDP+0.0836 mg/ml CHR; DMSO = dimethyl sulfoxide 2.5%; M = mannitol
27.5 mM; OTX = OTX008 (2.5-1.25-0.75 uM); 2/a = OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD; 2/b =
OTX(2.5-1.25-0.75 pM)-SBECD; 2/a + CHR = OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD-CHR {0.324
mg/ml); 2/b + CHR = OTX(2.5-1.25-0.75 uM)-SBECD-CHR (0.399 mg/ml). :
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