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(57) Rezumat:

Inventia se refera la nanoparticule polimerice pe baza
de polihidroxiheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihi-
droxinonanoat incarcate cu curcuma si la un procedeu
de obtinere a acestora, nanoparticulele fiind utilizate n
domeniul medicinei pentru inhibarea afectiunilor infla-
matorii. Nanoparticulele polimerice conform inventieiau
urmatorul continut exprimat in procente in greutate:
85...90% polihidroxiheptanoat, polihidroxioctanoat sau
polihidroxinonanoat, 9...14% curcuma si 1% pluronic
F127, nanoparticulele avand un diametru mediu de
238 nm, 274,6 nm si respectiv 308,3 nm, eficiente de
entrapare de 80...85%, polidispersitate < 0,3 si sunt
stabile cel putin 90 zile de la preparare la o temperatura
de 4°C. Procedeul de obtinere conform inventiei are
urmatoarele etape:

a) formarea unei faze organice constituita din
polihidroxiheptanoat, polihidroxioctanoat sau poli-
hidroxinonanoat si curcuma dizolvate Tn acetona,

intr-un raport greutate polimer: curcuma de 9:1, care
este supusa ulterior unei omogenizari prin agitare la
500 rot/min. timp de 20 min.,

b) formarea unei faze apoase constituita din
solutie de pluronic F127 de concentratie 3%,

c) formarea unei dispersii apoase polimerice
prin amestecarea sub agitare la 500 rot/min. a fazei
organice cu faza apoasa, dispersiile fiind mentinute sub
agitare timp de 48 h la 700 rot/min.,

d) supunerea dispersiilor la un proces de cen-
trifugare timp de 30 min. la 10000 rot/min. la tempe-
ratura de 4°C, pentru obtinerea nanoparticulelor poli-
merice Tn forma solida, urmata de redispersarea preci-
pitatului Tn apa distilatéd si supunerea acestuia unei
etape de liofilizare.
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ORICIUL BE STAT PENTRU INVENTH i upipc:'
Cerere de brevet de inventie

NANOPARTICULE POLIMERICE PE BAZA DE POLITHIDROXIHEPTANOAT,
POLIHIDROXIOCTANOAT, SAU POLIHIDROXINONAOAT INCARCATE CU
CURCUMINA SI PROCEDEU DE LABORATOR DE OBTINERE A ACESTORA

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat, polihidroxinonaoat incéircate cu curcumind care se adreseaz afectiunilor

inflamatorii §i la un procedeu de laborator de obtinere a acestora.

Este cunoscut cd curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)
-1,6-heptadiend-3,5-diond), numiti si diferuloylmethane, principalul polifenol natural gasit in
Curcuma longa (tumeric) si la alte specii Curcuma (fam. Zingiberaceae), prezinti proprietiti
antioxidante si antiinflamatorii. Conform cercetérilor in domeniu, curcumina are capacitatea
de a interactiona specific cu numeroase structuri implicate in procesul inflamator. Astfel,
curcumina moduleazd rdspunsul inflamator printr-un fenomen de reglare descendenti
(down-reglare) a activitdtii ciclooxigenazei-2 (COX-2), lipooxigenazei, si sintetazelor
oxidului nitric — izoforma inductibild (iNOS). De asemenea, prezinti capacitatea de a inhiba
productia citokinelor proinflamatorii, precum factorul de necrozi tumorald TNF-alfa,
interleukinele (IL) 1, 2, 6, 8 si 12, proteina care determind chemotaxia si activarea
monocitelor (MCP), si factorul inhibitor al migririi macrofagelor. Un alt mecanism
antiinflamator al curcuminei constd in down-reglarea enzimelor intracelulare de tip kinazi -
Janus si cele activate de mitogeni (Goel et al., Biochem Pharmacol 2008, 75:787-809;Abe et
al., Pharmacol Res 1999, 39:41-47). Un mecanism posibil de inhibare a COX-2 si iNOS de
citre curcumind este suprimarea activérii factorului nuclear kappa B (NF-kB). NF-xB, un
complex proteic de transcriptie a ADN-ului celulei eucariote, este implicat in reglarea
procesului inflamator, proliferare celulars, si tumorigeneza. Curcumina are rol in suprimarea
activarii NF-xB si a genelor proinflamatorii prin blocarea fosforildrii factorului inhibitor
I-kappa B (IxB). Suprimarea activirii NF-kB regleazi ulterior expresia COX-2 si iNOS prin
procesul de down-reglare, inhiband astfel procesul inflamator §i tumorigeneza (Surh et al.
Mutat Res 2001, 480-481:243- 268; Jobin et al., J Immunol 1999, 163:3474-3483). intr-un

studiu in care s-a folosit un model animal pentru inflamatii, curcumina a inhibat de asemenea

metabolismul acidului arahidonic si inflamatia pielii la soareci prin down-re lag d‘“éﬁb}'\;x
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ciclooxigenazei si lipooxigenazei (Huang et al.,, Cancer Res 1991, 51:813-819). Inhibarea
citokinelor inflamatorii prin curcumind se realizeazi printr-o serie de mecanisme. Studiile in
vitro indicd faptul ci substanta curcumind regleazi activarea anumitor factori de transcriptie,
cum ar fi activarea proteinei-1 (AP-1) si NF-xB in monocitele stimulate si macrofagele
alveolare, blocand astfel expresia genei citokinelor. Reglarea descendentd a proteinelor de
semnalizare intercelulard, cum ar fi protein kinaza C, poate fi un alt mod de actiune prin care

curcumina inhiba productia de citokine (Jurenka, Altern Med Rev 2009, 14(2):141-153).

Curcumina au fost aprobatd de citre Food and Drug Administration (FDA) ca
recunoscuti in general ca fiind sigurd” (GRAS). In plus, s-a demonstrat prin studii clinice ci
curcumina prezintd un profil bun de tolerants si siguranta, chiar i la doze mari, eg. 4000 -

8000 mg / zi (Basnet, Skalko-Basnet, Molecules. 2011, 16:4567-4598)

In ciuda beneficiilor sale, aplicatiile curcuminei in afectiunile inflamatorii sunt
metabolismului rapid §i elimindrii rapide.

fncapsularea curcuminei in nanoparticule polimerice este o alegere adecvati pentru a
creste aplicabilitatea curcuminei (Karthikeyan et al.,, Front. Pharmacol. 2020, 11:487).
Diversi polimeri naturali §i sintetici, cum ar fi: N-izopropilacrilamidd (NIPAAM), alcool
polivinilic (PVA), acid (polilactic-co-glicolic) (PLGA), N-vinil-2-pirolidond, fibroind de
maétase, amidon §i chitosan, au fost utilizati pentru prepararea nanoparticulelor polimerice
incircate cu curcumind (Shome et al., 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).

Din literatura de specialitate sunt prezentate urmdtoarele brevete privind
nanoformularea curcuminei: brevetul WO2010013224A2 mentioneazi o metodid de preparare
a nanoparticulelor pe bazi de chitosan pentru incapsularea curcuminei cu biodisponibilitate
imbunitatiti, observand o imbunitifire de 10 ori fati de curcumina neincapsulati; brevetul
W02009105278A2 descrie prepararea nanoparticulelor de chitosan incapsulate cu curcumind
prin metoda de gelificare ionotropa si livrarea in celule Sertoli §i brevetul US8535693B2
mentioneazd nanoparticule topice cu curcumind pentru tratamentul inflamatiei, pielii si

tulburirilor mucoasei.

Problema tehnicd propusd spre rezolvare de citre prezenta inventie constd in

obfinerea unor nanoparticulele polimericc pe bazi de polihidroxioheptanoat,

Egrm,
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polihidroxioctanoat, polihidroxinonaoat incércate cu curcumind care se adreseazi afectiunilor

inflamatorii, si la un procedeu de laborator de obtinere a acestora.

Procedeul de obtinere al nanoparticulelor polimerice pe bazid de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat, polihidroxinonaoat incircate cu curcumini

conform inventiei cuprinde:

i) formarea unei faze organice constituiti din polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat si curcumina dizolvate in acetond, intr-un raport
de greutate polimer: curcumina 9:1, care este supus# ulterior unei omogenizéri, agitare la
500 rpm timp de 20 min;

ii) formarea unei faze apoase contituitd din solutie apoasi de pluronic F127 3%;

iii) formarea unei dispersii apoase de nanoparticule polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incédrcate cu curcumind
prin conectarea fazei organice cu faza apoasi sub agitare la 500 rpm. Dispersia obtinuti se

tine sub agitare timp de 48 h la 700 rpm pentru evaporarea completi a solventului;

iv) obtinerea de nanoparticule polimerice pe baz# de polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu curcumind 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 continind substanti
activd libera. Precipitatul contindnd nanoparticule polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu curcumini

a fost redispersat in ap# distilatd si supus unei etape de liofilizare.

Nanoparticulele polimerice pe bazd de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat
sau polihidroxinonaoat incircate cu curcumind care se adreseazi afectiunilor inflamatorii in
stare  solidd cuprind: 85-90%  polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau
polihidroxinonaoat, 9-14% cucumina si 1% pluronic F127, procentele fiind exprimate in
greutate.

Inventia prezintd urmétoarele avantaje:

- procedeul de incapsulare a curcuminei in astfel de matrici pe bazi de polimeri de
origine microbian de tipul polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat
se desfasoard preponderent in mediu apos, nu utilizeazi conditii de proces care si conduci la

denaturarea curcuminei si nu afecteazi integritatea structural3 a acesteia;

:(/
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- procedeul propus este simplu si eficient, implici etape distincte §i este usor de
reprodus

- nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat
sau polihidroxinonaoat incarcate cu curcumind obtinute prin procedeul propus pot fi utilizate

sub forma de dispersie apoasa sau sub form# de produs solid, pentru dezvoltatea unor forme

farmaceutice.

Procedeul de preparare a nanoparticulelor polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu curcumini

este prezentat mai jos:

Exemplu de realizare 1.

Obtinerea de NP_PHH@C. Se formeazi o fazi organici constituitdi din
polihidroxioheptanoat si 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.
Se formeazd o fazd apoasd constituitd din solutie de pluronic F127 3%. Se formeazi o
dispersie apoasd de nanoparticule polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat incircate cu
curcumind prin conectarea sub agitare la 500 rpm fazei organice cu faza apoasi. Dispersia 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 ap#, a curcuminei neincapsulate si
obfinerea de nanoparticule polimerice pe bazd de polihidroxioheptanoat in form# solids,
dispersia polimericd este supusi la un proces de centrifugare timp de 30 min la 10.000 rot/min
la temperatura de 4°C. Precipitatul contindnd nanoparticule polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat incércate cu curcumind (codificat: NP_PHH@C) a fost redispersat in

apa distilata si supus unei etape de liofilizare.

Exemplu de realizare 2.

Obtinerea de NP_PHO@C. Similar exemplului 2, cu deosebirea ci faza organici
este constituitd din polihidroxioctanoat §i curcumina (aflate in acelasi raport de greutate
precum cel descris in exemplul 1). Etapele ulterioare corespund celor descrise anterior, cu
obtinerea de nanoparticule polimerice pe bazi de polihidroxioctanoat incircate cu curcumina
in formd solida (codificat: NP_ PHO@C).
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Exemplu de realizare 3.

Obtinerea de NP_PHN@C. Similar exemplului 2, cu deosebirea ca faza organici
este constituitd din polihidroxinonaot si curcumina (aflate in acelasi raport de greutate precum
cel descris in exemplul 1). Etapele ulterioare corespund celor descrise anterior, cu obtinerea
de nanoparticule polimerice pe baza de polihidroxinonaot incércate cu curcumind in forma
solida (codificat: NP_PHN@C).

Polihidroxioheptanoatul, polihidroxioctanoatul sau polihidroxinonaoatul utilizati au
fost obtinuti prin fermentatie microbiana cu ajutorul tulpinii de Pseudomonas putida conform
brevetului RO 130766.

Caracterizarea nanoparticulelor polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat,

polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat inciircate cu curcumind

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

polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incdrcate cu curcumindi

Nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau
polihidroxinonaoat incircate cu curcumini prezinti o eficient de entrapare 80-85%. Eficienta
de entrapare a fost calculati ca raport intre cantitatea de curcumind inglobatd fin
nanoparticulele polimerice si cantitatea initiald de curcumind folositd pentru a prepara
nanoparticulele. Cantitatea de curcumind inglobatd in nanoparticulele polimerice a fost
determinati indirect ca diferentd dintre cantitatea initiali de curcumind folositd pentru a
prepara nanoparticulele si cantitatea de curcumin prezentsl in supernatant, prin spectrometrie
UV-VIS la lungimea de unda de 421 nm.

2. Evaluarea diametrelor medii §i a polidispersititii nanoparticulelor polimerice pe
bazd de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incdrcate cu

curcumind (analiza DLS).

Diametrele medii evaluate pe baza tehnicii DLS pentru nanoparticulele polimerice pe
bazd de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu
curcumind a fost de 238 nm, 274.6 nm si respectiv 308.3 nm. Distributia dimensiunii
nanoparticulelor polimerice pe bazd de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau
polihidroxinonaoat fincédrcate cu curcumind, reflectatd prin valoarea indicelui de

polidispersitate, a indicat existenfa unor populatii de particule destul de restrinse, aproape

monodisperse. Evaluarea diametrelor medii si a polidispersititii a fost realizati p_t\inj" LS
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utilizdnd analizorul de dimensiuni de particule submicronice Beckham Coulter N4 Plus
(domeniul de misurare al particulelor: 3 nm - 3 pm). Dispersiile polimerice au fost diluate
1:10 cu mediul de dispersie (ap3 bidistilat®) pentru evitarea difuziei multiple, iar m#suritorile
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 polihidroxioheptanoat,

polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incdrcate cu curcumind

Studiile de stabilitate au aritat cd nanoparticulele polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu curcumind
sunt stabile cel putin 90 de zile de la preparare la 4°C. Stabilitatea nanoparticulelor polimerice
pe bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incircate cu
curcumind a fost evaluati prin mentinerea probelor in conditii de temperaturi constanti (4°C)
si protejate de lumind si determinarea caracteristicilor acestora, respectiv a eficientei de
entrapare, diametrelor medii si a polidispersititi la intervale de timp bine determinate (30 zile,
60 zile, 90 zile). |

4. Eliberarea curcuminei din nanoparticulele polimerice pe bazd de

polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incdrcate cu curcumind

S-a observat o eliberare mai lentd a curcuminei din nanoparticulele polimerice pe
bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat in solutie 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
74 folosind metoda sacilor de dializd. Nanoparticulele polimerice pe bazi de
polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat incrcate cu curcumini au
fost dispersate in solutie apoasd de tampon fosfat pH 7,4 si introduse in saci de dializi cu
cut-off de 14000 D. Sacii de dializd au fost plasati in mediul receptor (100 mL de solutie
apoasd 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 ehberatﬁ;;v
s-a determinat spectrofotometric la maximul de absorbtie a curcuminei in solutie aﬁ¢a§§ d& |

HJ{,

tampon fosfat pH 7,4, utilizind spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-630. In vederea&éiugl
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mecanismului de cedare a curcuminei, profilele cinetice obtinute au fost fitate utilizind
expresiile matematice ale unor modele cinetice: modelul cinetic de ordinul zero, modelul

cinetic de ordinul fintdi, modelul Higuchi, modelul Korsmeyer-Peppas si modelul

Hixon-Crowell.
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REVENDICARI

1. Procedeul de obtinere a nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat, polihidroxinonaoat incircate cu curcumini caracterizat prin aceea ci

va cuprinde:

- formarea unei faze organice constituiti din polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat
sau polihidroxinonaoat i curcumind dizolvate in acetond, intr-un raport de greutate polimer:

curcumini 9:1, care este supus ulterior unei omogenizari, agitare la 500 rpm timp de 20 min;
- formarea unei faze apoase constituitd din solutie de pluronic F127 3%;

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

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

- obtinerea de nanoparticule polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat in forma solida prin supunerea dispersilor 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 si supus unei etape de liofilizare.

2. Nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat sau
polihidroxinonaoat incircate cu curcumind obtinute prin procedeul definit in revendicarea 1,
caracterizati prin aceea ci acestea contin: 8590 % polihidroxioheptanoat,
polihidroxioctanoat sau polihidroxinonaoat, 9-14% curcumind si 1% pluronic F127,
procentele fiind exprimate in greutate.

3. Nanoparticulele polimerice pe bazi de polihidroxioheptanoat, polihidroxioctanoat,
polihidroxinonaoat incarcate cu curcumind conform revendicirii 2, obtinute prin procedeul
definit in revendicarea 1, caracterizate prin aceea ci au eficiente de entrapare 80-85%, un
diametru medii de 238 nm, 274,6 nm si respectiv 308,3 nm, polidispersitate < 0,3 si sunt

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