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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a nano-
particulelor polimerice pe baza de acetat de pullulan
incarcate cu curcumina utilizate pentru aplicatii farma-
ceutice. Procedeul conforminventiei consta in formarea
unei dispersii apoase polimerice prin conectarea sub
agitare la 500 rot/min. a unei faze organice constituita
din acetat de pullulan si curcumind, dizolvate in acetona
intr-un raport de greutate acetat de pullulan: curcumina
de 9:1, supusa ulterior unei omogenizari prin agitare la
500 rot/min. timp de 20 min, cu o faza apoasa consti-
tuitd din solutie de pluronic F 127 1%, dispersia

rezultata fiind mentinuta sub agitare timp de 48 ore la
700 rot/min., apoi este supusa unui proces de centri-
fugare timp de 30 min la 10000 rot/min. la o tempera-
tura de 4°C, iar precipitatul este redispersat in apa dis-
tilatd si supus unei etape de liofilizare, rezultand
nanoparticule polimerice pe baza de acetat de pullulan
incarcate cu curcumina cu urmatorul continut exprimat
in procente in greutate: 90...93% acetat de pullulan,
9,7...11,7% curcumina si 0,3% pluronic F127.
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NANOPARTICULE POLIMERICE ANTIOXIDANTE PE BAZA DE ACETAT DE
PULLULAN INCARCATE CU CURCUMINA $I PROCEDEU DE LABORATOR DE
OBTINERE A ACESTORA

i O STAT PENTRU INVENTH $1 MAS7.
Cersgre _p)e b/r)evet de inventie
DESCRIEREA INVENTIEI ool e 59y

...................... RS

Inventia se referd la un procedeu de laborator de obtinere a nanoparticulelor
polimerice antioxidante pe bazi de acetat de pullulan inc#ircate cu curcumind pentru aplicatii

farmaceutice.

Este cunoscut cd curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)
-1,6-heptadiens-3,5-diond), principalul polifenol natural gisit in Curcuma longa (tumeric), o
specie vegetald perend aparfindnd familiei Zingiberaceae, are proprietdti anti-oxidante,
antiinflamatoare si antidiabetice (He et al, Molecules 2015, 20(5):9183-213; Jurenka, Altern
Med Rev 2009, 14(2):141-153). in plus, curcumina a fost aprobati de citre Food and Drug
Administration (FDA) ca ,recunoscutd in general ca fiind sigurd” (GRAS) si s-a demonstrat
prin studii clinice ci curcumina prezintd un profil bun de tolerant3 si siguranti, chiar si la
doze mari, eg. 4000-8000 mg/zi (Basnet si Skalko-Basnet, Molecules 2011, 16:4567—4598).
in ciuda beneficiilor sale, aplicatiile curcuminei in industria farmaceutici sunt limitate
datoritd biodisponibilititii reduse, din cauza in primul rind a absorbtiei slabe, metabolismului
rapid si elimindrii rapide. Pand 1n prezent, multe cercetari au aritat fezabilitatea utilizirii unei
abordiri bazate pe nanoformulare pentru imbunitifirea aplicabilititii curcuminei
(Karthikeyan et al., Front. Pharmacol 2020, 11:487). Au fost descrise cercetiri care implicd
utilizarea lipozomilor, conjugatelor, ciclodextrinelor, micelelor, dendrimeri, nanoparticule
polimerice (Ghalandarlaki et al. BioMed. Res. Int. 2014, 394264.; Naksuriya si colab.,
Biomaterials 2014, 35: 3365-3383; Yallapu et al., AAPS Journal. 2015, 17, 1341-1356).

Diversi polimeri naturali si sintetici, cum ar fi: N-izopropilacrilamidd (NIPAAM),
alcool polivinilic (PVA), acid (polilactic-co-glicolic) (PLGA), N-vinil-2-pirolidond, fibroina
de mitase, amidon si chitosan, au fost utilizafi pentru prepararea nanoparticulelor polimerice
incércate cu curcumind (Shome, J Pharm Pharmacol. 2016; 68(12):1481-1500; Chang et al.,
Int J Oncol. 2013; 43(4):1141-50; Chaurasia et al., Drug Dev. Ind. Pharm. 2016, 42:
694-700; Xie et al. Int. J. Nanomed. 2017, 12: 7751).
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Din literatura de specialitate sunt prezentate urmitoarele brevete privind
nanoformularea curcuminei: brevetul W02010013224A2 mentioneaz3 o metodd de preparare
a nanoparticulelor pe bazd de chitosan pentru incapsularea curcuminei cu biodisponibilitate
imbunitititd, observand o imbunititire de 10 ori fatd de curcumina neincapsulati; brevetul
W02009105278A2 descrie prepararea nanoparticulelor de chitosan fncapsulate cu curcumini
prin metoda de gelificare ionotropd si livrarea in celule Sertoli §i brevetul US8535693B2
mentioneazi nanoparticule topice cu curcumind pentru tratamentul inflamatiei, pielii §i

tulburirilor mucoasei.

Problema tehnicd propusd spre rezolvare de citre prezenta inventie constd in
obtinerea unor nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan incircate cu

curcumin cu aplicatii farmaceutice, i la un procedeu de laborator de obtinere a acestora.

Procedeul de obtinere a nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan

incéircate cu curcumind conform inventiei cuprinde:

i) formarea unei faze organice contituiti din acetat de pullulan §i curcumini
dizolvate in acetond, intr-un raport de greutate polimer: curcumina 9:1, care este supusi

ulterior unei omogenizari, agitare la 500 rpm timp de 20 min;
ii) formarea unei faze apoase contituiti din solutie apoasd de pluronic F127 1%;

ili) formarea unei dispersii apoase de nanoparticule polimerice pe bazi de acetat de
pullulan inc#rcate cu curcumind prin conectarea fazei organice cu faza apoasd sub agitare la
500 rpm. Dispersia obtinuti se fine sub agitare timp de 48 h la 700 rpm pentru evaporarea

completd a solventului;

iv) obtinerea de nanoparticule polimerice pe bazi de acetat de pullulan in forma
solidd prin supunerea dispersiei la un proces de centrifugare timp de 30 min la 10.000
rot/min la temperatura de 4°C pentru separarea nanoparticulelor din mediul apos con{inind
substantd activd liberd. Precipitatul confindnd nanoparticule polimerice pe baz# de acetat de
pullulan inc#rcate cu curcumina a fost redispersat in apd distilatd si supus unei etape de

liofilizare.

Nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan incircate cu curcumini care
se adreseazd afectiunilor inflamatorii in stare solidi cuprind: 90-93% acetat de pullulan,

9,7-11,7 % curcumina §i 0,3 % pluronic F127, procentele fiind exprimate in greutate.

Inventia prezintd urmitoarele avantaje:

F
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- asigurd incapsulare a curcuminei in particule de dimensiune nanometrica, folosind
acetatul de pullulan, polimer de origine microbiand, §i surfactant in concentratii minime (<
0,3%);

- procedeul de incapsulare a curcuminei in astfel de matrici pe bazi de polimeri de
origine microbiani de tipul pullulanului se desfigoard preponderent in mediu apos, nu
utilizeazi condifii de proces care si conduci la denaturarea curcuminei §i nu afecteazi

integritatea structurals a acesteia;

- procedeul propus este simplu si eficient, implica etape distincte gi este ugor de

reprodus

- nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan incircate cu curcumini
obtinute prin procedeul propus pot fi utilizate sub forma de dispersie apoas3 sau sub forma de

produs solid, pentru dezvoltatea unor forme farmaceutice.

Procedeul de preparare a nanoparticulelor polimerice pe bazi de acetat de pullulan

incircate cu curcumin este prezentat mai jos:

Exemplu de realizare 1. Se formeazi o fazd organic3 constituiti din acetat de
pullulan si curcumin dizolvate in acetond, intr-un raport de greutate polimer: curcumina 9:1,
care este supusd ulterior unei omogenizari, agitare la 500 rpm timp de 20 min. Se formeazi o
fazd apoasd contituitd din solutie de pluronic F127 3%. Faza organica se adaugi in pic#turd
peste faza apoasdi, sub agitare la 500 rpm, formdndu-se o dispersic de nanoparticule
polimerice pe bazd de acetat de pullulan incarcate cu curcumini. Dispersia rezultati se tine
sub agitare timp de 48 h la 700 rpm pentru evaporarea completd a solventului. Datoritd
difuziei spontane rapide a solutiei de polimer cu curcumina in faza apoasi, nanoparticulele se
formeaza instantaneu. Pentru eliminarea excesului de ap3, a curcuminei neincapsulate i
obtinerea de nanoparticule polimerice pe bazi de acetat de pullulan in forma solida, dispersia
polimericd este supusd unui proces de centrifugare timp de 30 min la 10.000 rot/min la
temperatura de 4°C. Precipitatul confindnd nanoparticule polimerice pe bazi de acetat de
pullulan incdrcate cu curcumina a fost redispersat in apa distilatd §i supus unei etape de

liofilizare.
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Caracterizarea nanoparticulelor polimerice pe bazi de acetat de pullulan

inciircate cu curcumini

1. Evaluarea eficientei de entrapare a nanoparticulelor polimerice pe bazd de

acetat de pullulan incdrcate cu curcumind

Nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan incdrcate cu curcumind
prezintd o eficientd de entrapare de 87.46%. Eficienta de entrapare a fost calculatd ca raport
intre cantitatea de curcumini inglobatd in nanoparticulele polimerice §i cantitatea initiald de
curcuming folositd pentru a prepara nanoparticulele. Cantitatea de curcumind inglobatd in
nanoparticulele polimerice a fost determinati indirect ca diferenti dintre cantitatea inifiald de
curcumind folositd pentru a prepara nanoparticulele si cantitatea de curcumind prezenti in

supernatant, prin spectrometrie UV-VIS la lungimea de undi de 421 nm.

2. Evaluarea diametrelor medii §i a polidispersitdtii nanoparticulelor polimerice pe

bazd de acetat de pullulan incdrcate cu curcumind

Diametrul mediu si indicele de polidispersitate a nanoparticulelor polimerice pe bazi
de acetat de pullulan inciircate cu curcumini, evaluate pe baza tehnicii de difuzie dinamic3 a
luminii (DLS), a fost de 259 nm si respectiv 0,215. Distributia dimensiunii nanoparticulelor
polimerice pe bazi de acetat de pullulan inc#rcate cu curcumini, reflectati prin valoarea
indicelui de polidispersitate, a indicat existenta unor populatii de particule destul de restranse,
aproape monodisperse. Evaluarea diametrelor medii i a polidispersititii a fost realizati prin
DLS utilizand analizorul de dimensiuni de particule submicronice Beckham Coulter N4 Plus
(domeniul de masurare al particulelor: 3 nm - 3 um). Dispersia polimerica a fost diluati 1:10
cu mediul de dispersie (ap3 bidistilati) pentru evitarea difuziei multiple, iar masuritorile s-au
efectuat la temperatura camerei (indicele de refractie al mediului de dispersie: 1,332;

vascozitatea mediului de dispersie: 0,871 cP; pozitia detectorului: 90°).

3. Stabilitatea nanoparticulelor polimerice pe bazd de acetat de pullulan incdrcate

cu curcumind

Studiile de stabilitate au aritat ci nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de
pullulan incircate cu curcumind sunt stabile cel putin 90 de zile de la preparare la 4°C.
Stabilitatea nanoparticulelor polimerice pe bazi de acetat de pullulan incircate cu curcumini

a fost evaluat3 prin mentinerea probelor in conditii de temperaturd constanti (4°C) si protejate

de lumina si determinarea caracteristicilor acestora, respectiv a eficientei de entrapgre,

~
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diametrelor medii i a polidispersititi la intervale de timp bine determinate (30 zile, 60 zile,
90 zile).

4. Eliberarea curcuminei din nanoparticulele polimerice pe bazd de acetat de

pullulan incdrcate cu curcumind

S-a observat o eliberare mai lentd a curcuminei din nanoparticulele polimerice pe
bazid de acetat de pullulan in solufie apoasd de tampon fosfat pH 7,4 comparativ cu
solubilizarea curcuminei libere in aceleasi conditii. Modelul Korsmeyer Peppas a descris cel
mai bine eliberarea curcuminei din nanoparticulele polimerice (coeficient de corelare R? >
0,9). Studiile de eliberare a curcuminei din nanoparticule si solubilizarea curcuminei s-au
realizat in solutie apoasi de tampon fosfat pH 7,4 folosind metoda sacilor de dializa.
Nanoparticulele polimerice pe bazd de acetat de pullulan incircate cu curcumini au fost
dispersate in solutie apoasd de tampon fosfat pH 7,4 si introduse in saci de dializ cu cut-off
de 14000 D. Sacii de dializa au fost plasati in mediul receptor (100 mL de solutie apoas# de
tampon fosfat pH 7,4). La anumite intervale de timp au fost extrase probe, inlocuindu-se
imediat volumul prelevat cu lichid proaspit. Cantitatea de curcumini eliberati s-a determinat
spectrofotometric la maximul de absorbtie a curcuminei in solufie apoasi de tampon fosfat pH
7,4, utilizand spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-630. in vederea elucidarii mecanismului de
cedare a curcuminei, profilele cinetice obtinute au fost fitate utilizand expresiile matematice
ale unor modele cinetice: modelul cinetic de ordinul zero, modelul cinetic de ordinul intai,

modelul Higuchi, modelul Korsmeyer-Peppas i modelul Hixon-Crowell.

5. Stabilirea viabilititii celulare a nanoparticulelor polimerice pe bazi de acetat de

pullulan incdrcate cu curcumind

Experimentele de viabilitate celulari au fost derulate pe linia celulard de fibroblaste
murine L.929 (ATCC CRL-6364). Realizarea culturile celulare a avut loc in mediu complet de
cultura Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) ajustat cu 10% ser fetal cabalin, 1% ser
fetal bovin, solutie penicilind/streptomicind/neomicini in 0,9% NaCl (10.000 pg/mL/10.000
U/mL). La atingerea unei confluente de 75% (aproximativ 48 de ore de cultivare), culturile au
fost recoltate prin tratament cu tripsinAi — EDTA (2 mL/flacon) pentru desprinderea

monostratului de celule, dupd care s-a neutralizat tripsina cu ser fetal bovin (2 mL/flacon), iar

celulele au fost omogenizate prin pipetare usoard. Suspensia de celule a fost apoi recoltati in

7
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de 10 minute. Celulele au fost apoi resuspendate in mediu de culturd si au fost ajustate la 106
celule/mL. S-au inoculat plici cu 96 de godeuri, la o densitate de 8.000 celule / godeu. Dupa
24 de ore, s-a inlocuit mediul de culturd cu mediu proaspat (180 uL/godeu). in continuare
celulele au fost incubate in prezenta nanoparticulelor polimerice pe baizd de acetat de
pullulan incdrcate cu curcumind, timp de 24 de ore la 37°C in atmosferd cu 5% COq, la
concentratii de 100, 50, 25, 10 si 5 pg/mL mediu, dup3 care a fost determinati viabilitatea
celulard printr-o metodd colorimetrici cu ajutorul Kkitului CellTiter 96® AQueous
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Dupi cele 24 de ore de expunere
la concentratiile de substante de mai sus, s-a procedat la inlocuirea mediului cu cite 100
microL reactiv MTS, diluat 1:10 cu mediu proaspit. Celulele s-au incubat timp de 3 ore la
intuneric n incubator cu 5% COx, apoi s-au misurat densititile optice la 490 nm. Densititile
optice s-au inregistrat §i s-au raportat la valorile probelor de control, considerate a fi valorile
maxime ale viabilititilor celulare. in urma experimentelor desfisurate pe linia de fibroblaste
murine 1929, nanoparticulele polimerice pe bazd de acetat de pullulan incdrcate cu

curcumind au o citotoxicitate foarte slabi si se pot utiliza firs riscuri.
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REVENDICARI

1. Procedeul de obtinere a nanoparticulele polimerice pe bazd de acetat de pullulan
inciircate cu curcumind caracterizat prin aceea cd va cuprinde:

- formarea unei faze organice contituiti din acetat de pullulan §i curcumind dizolvate in
acetond, intr-un raport de greutate polimer: curcumind 9:1, care este supusd ulterior unei
omogeniziri, agitare la 500 rpm timp de 20 min;

- formarea unei faze apoase contituitd din solutie de pluronic F127 1%;

- formarea unei dispersii apoase polimerice prin conectarea sub agitare la 500 rpm a fazei

organice cu faza apoasa, dispersiile fiind mentinute sub agitare timp de 48 h la 700 rpm:

- obtinerea de nanoparticule polimerice pe bazi de acetat de pullulan in forma solida prin
supunerea dispersiei la un proces de centrifugare timp de 30 min la 10.000 rot/min la

temperatura de 4°C, iar precipitatul este redispersat in ap3 distilatd §i supus unei etape de

liofilizare.

2. Nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan inc#ircate cu curcumind
obtinute prin procedeul definit in revendicarea 1, caracterizati prin aceea ci acestea contin:
90-93% acetat de pullulan, 9,7-11,7 % curcumina si 0,3 % pluronic F127, procentele fiind

exprimate in greutate.

3. Nanoparticulele polimerice pe bazi de acetat de pullulan inc#ircate cu curcumini
conform revendicarii 2, obtinute prin procedeul definit in revendicarea 1, caracterizate prin
aceea cii au eficiente de entrapare 87,46%, un diametru mediu de 259 nm si respectiv 0,215

polidispersitate si sunt stabile cel putin 90 de zile de la preparare la 4°C.

e



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



