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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un produs de tip nanogel poliure-
tanic utilizat ca transportor transmembranar de agenti
activi cu aplicabilitate in terapia genica a bolilor rare ale
pielii. Produsul, conform inventiei, s-a sintetizat intr-un
microreactor prevazut cu sistem de amestecare cu
turatie variabila folosind o fazd apoasa constand
dintr-un amestec (polietilenglicol cu M aproximativ 400,
poli(etilen-oxid) cu M aproximativ 1000000, mono-etilen
glicol si hexandiol), respectiv o faza organica constand

dintr-un amestec de izoforon-diizocianat si hexa-
metilen-diizocianat dizolvati in acetona, la temperatura
de reactie de 35°C, cu omogenizarea suspensiei finale
la 250...300 rpm, timp de 8 h. Produsul de reactie a fost
ulterior purificat, rezultdnd un gel poliuretanic, bio-
compatibil si biodegradabil, care nu prezinta iritabilitate
cutanata in teste ne-invazive pe soareci de laborator.
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Titlul_inventiei: NANOGEL POLIURETANIC CU APLICABILITATE IN TERAPIA
GENICA A BOLILOR RARE ALE PIELII

Inventia se referd la un produs de tip formulare farmaceuticd, cu administrare
cutanati, fiind utilizabil ca sistem de livrare pentru un complex de agenti activi format din
acid dezoxiribonucleic (ADN), dipropionat de betametazond si vitamina E.

Se cunoagte faptul ci, terapia genici este o tehnica ce conduce la modificarea genelor
unei persoane pentru a trata sau a vindeca o boald; terapiile genice pot functiona prin mai
multe mecanisme: inlocuirea unei gene ce cauzeazi boala cu o copie sinitoasd a genei
respective, inactivarea unei gene ce cauzeazd boala si care nu functioneazd corect,
introducerea unei gene noi sau modificate in organism pentru a ajuta la tratarea unei boli.

in bolile grave ale pielii se poate interveni prin insertie de ADN f{intit corespunzitor
pentru a evita moartea celulelor care functioneazd normal. Pe de alta parte, corticosteroizii
sunt substante medicamentoase ale céror mecanisme de actiune sunt vaste; ei prezinti efecte
(1) antiinflamatorii prin vasoconstrictie, inhibarea directd a fosfolipazei A2 si indirectd a
factorilor de transcriptie inflamatori (NFkb) scdzénd expresia genelor proinflamatorii, (2)
antimitotice §i (3) imunosupresoare prin inhibarea factorilor umorali, precum si suprimarea
maturdrii, diferentierii si proliferarii tuturor celulelor imune. Pe langa infectii, vezicule sau
leziuni deschise, anomaliile pielii sunt insotite frecvent de deshidratare, roseatd, umflaturi si
sensibilitate la expunere solari. Vitamina E este cunoscuti ca un suport al sistemului
imunitar, al functionarii celulelor, fiind un antioxidant ce combate efectele radicalilor liberi
si protejeazi pielea de radiafii UV. Tindnd cont de toate aceste aspecte si in plus de efectul
terapeutic si eventual sinergic al unui amestec de substante active, demonstrate in tratamente
dermatologice anterioare, administrarea tintitd folosind nanogeluri reprezinti cea mai
moderna posibilitate de tratament a bolilor rare ale pielii.

Cea mai studiatd cale de transfer de material genetic este reprezentati de vectorii
virali. WO2019175600A1 descrie asemenea sisteme, care confin o celuli secretoare a
vectorului viral i secvente de acid nucleic care codificd componenetle vectorului viral si o

nucleazd care are rolul de a sustine degradarea acidului nucleic rezidual. Se cunosc ca
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dezavantaje majore ale tuturor vectorilor virali utilizati in terapii genice: insertia aleatorie in
genomul gazdd care conduce la o activare oncogenicd sau la o inactivare a genei tumoral-
supresoare, titrurile scazute si inactivarea de citre complementul uman.

Transportorii de material genetic s-au dezvoltat mult 1n ultimele decenii.
JP3095248B2 descrie diferentele dintre vectorii virali si nevirali utilizati n tratamentul unor
boli rare si propune ca solutie de inserare a acizilor nucleici in interiorul celulei diversi
polimeri si copolimeri pe bazd de derivati de poli-amino-acizi, polietilen-glicol, respectiv
anhidridele unor acizi N-carboxilici cu mase moleculare intre 200 si 50000; solutia propusa
prezintd cateva limitari printre care se remarcd proportia materialului genetic in cadrul
ansamblului de livrare de 1:10 parti si interconectarea celor doud elemente (agent activ si
transportor) prin legéturi chimice covalente de tipul unor punti S-S. Dezavantajul evident al
acestor punti este eliberarea conditionatd a materialului genetic la receptorul siu fiind
cunoscut faptul ca desfacerea legiturilor covalente prezinta o cinetica net inferioard eliberarii
produsilor activi incapsulati fizic in interiorul unor transportori transmembranari.

Transpotorii cu lant molecular scurt (CN101173294B) prezintd o eficientd mare a
transfectiei; totusi capacitatea de inglobare a unor amestecuri de agenti activi, printre care
unii cu mase moleculare mari, ar trebui s fie imbunatagita.

Sistemele pe bazd de poliuretani s-au remarcat ca transportori de agenti terapeutici,
studiile evidentiind biocompatibilitatea lor, degradarea lor la compusi lipsiti de toxicitate
(US8975331B2), usurinta cu care pot fi sintetizai ca nano-structuri cu dimensiuni usor
modificabile prin schimbarea cantititii de extender de lant utilizat in sintez&, respectiv
usuringa cu care se poate regla viteza de eliberare a substantei incapsulate (RO128801) care
poate fi controlat3 prin schimbarea raportului poliesteri / polieteri utilizati in fazi apoasi de-a
lungul sintezei.

Problema tehnicd a inventiei constd in furnizarea unui produs utilizabil in transferul
transmembranar al unui amestec de ADN, dipropionat de betametazoni si vitamina E,
produsul necesitdnd o biodisponibilitate crescutd si o eficacitate farmaceuticid imbunitatita.
Aceastd problemd tehnicd s-a rezolvat prin sintetizarea de nano-structuri poliuretanice cu
toxicitate redusd prin eliminarea oriciirui agent auxiliar de sintezd §i care sunt capabile si

transfere amestecul respectiv de compusi activi.
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Sinteza transportorului transmembranar a cuprins ca materii prime doud componente
majore: o fazi apoasa (un amestec de polietilenglicol cu M=400, poli(etilen-oxid) cu
M=1.000.000, mono-etilen glicol si 1,6-hexandiol), respectiv o faza organicd (un amestec de
izoforon-diizocianat si hexametilen-diizocianat dizolvati in acetond). Sinteza produsului s-a
realizat conform Schema 1 fintr-un microreactor confectionat din sticld borosilicatd, cu
capacitatea de 200 mL, previzut cu un sistem de amestecare bazatd pe un agitator magnetic

cu turatie variabila si cu un sistem de reglare automata a temperaturii.

Schema 1. Formarea grupelor uretanice in sinteza produsului macromolecular

OCN NCO

HO/\/\/\OH +

]

o/\/\/\o)k}rjji H)ko/\/\/\a

Probele au fost caracterizate prin masuratori de pH, de mérime si stabilitate termica a
particulelor (Zetasizer si DSC), microscopie electronicd de baleiaj (SEM) si teste de
iritabilitate cutanati, folosind sonde profesionale Courage-Khazaka pe baza protocoalelor de
investigare descrise in brevetul de inventie RO128801. Capacitatea de traversare a
membranelor a fost testatd utilizind o celuld Franz si membrane sintetice de tip PVDF
Spectra/Por®, iar dezintegrarea in mediu fiziologic s-a evaluat prin utilizarea unui mediu
degradativ simulat descris in literaturd de Prof. Tadashi Kokubo (un mediu fluid cu

concentratii ionice aseménétoare plasmei umane, conform Tabel 1).

Tabel 1. Precursori ai mediului degradativ simulat
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Reactiv utilizat Ion / Cantitate totald (mmol/ dm?)
NacCl Na*/ 142.00
Cl-/ 147,80
KClI K*/5,00
MgCly Mg?* /1,50
CaCl, Ca?* /2,50
NaHCOs3 HCOs5 /4,20
KoHPO4 HPO4* / 1,00
NaxSO4 S0s% /0,50

Inventia prezinti urmitoarele avantaje:

1. Tratamentele cu geluri sunt proceduri neinvazive cu numeroase aplicatii in practica
dermatologica;

2. Nanogelul poliuretanic obtinut poate fi aplicat pe zone extinse;

3. Nanogelul poliuretanic obtinut nu manifesta o toxicitate sistemica;

4. Produsul obtinut nu prezint4 risc de interactiune cu alte medicamente.

Se dau in continuare doud exemple de realizare a nanogelului poliuretanic

Exemplul 1

Se prepard in regim discontinuu un gel folosind 65 mL solutie apoasa (amestec format
din 6... 7 parti polietilenglicol, 2 parti poli(etilen-oxid), 4 parti mono-etilen glicol, 2 parti 1,6-
hexandiol si 85 parti apa distilata, partile fiind exprimate in greutate, respectiv 35 mL solutie
organicd obtinutd prin omogenizarea a 6... 7 parti izoforon-diizocianat, 3 parti hexametilen-
diizocianat si 90 parti acetond (partile fiind exprimate in greutate) in conditii normale de
temperatura si presiune; ulterior, temperatura de reactie a fost de 35 °C, iar omogenizarea
suspensiei finale a fost mentinuta timp de 8 ore la 250-300 rpm pentru a asigura definitivarea
formérii grupelor uretanice de-a lungul lanturilor macromoleculare in absenta catalizatorilor
si / sau initiatorilor, promotorilor de crestere a lanturilor macromoleculare. Produsul a fost
spdlat in mod repetat cu un amestec format din 50 parti apd distilatd si 50 parti acetoni
(partile fiind exprimate in volum), dupa care s-a uscat la temperatura de 65 °C pentru aprox.

12 ore (pand la mas3 constantd). Produsul de reactie cu un pH de 6,86 unititi a fost supus
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unor analize fizico-structurale; prin microscopie electronicd de baleiaj (SEM) au fost
identificate structuri cu forme neregulate; comportamentul termic al produsului, evaluat prin
calorimetrie diferentials (DSC), a evidentiat o stabilitate deosebitd, nefiind observate procese
endo- si exo-terme in intervalul de temperaturd analizat (20-280 °C). Proba a fost supusi
analizelor cu aparatul Zetasizer al Cordouan Technol. (Franta) obtindndu-se urmitoarele
valori: dimensiunea medie a particulelor (92 + 8 nm), indice de polidispersie (PDI= 0,45), iar
potentialul Zeta (42,1 + 2,6 mV) indica o buna stabilitate impotriva tendintei de aglomerare a
suspensiei. Produsul a fost stabilizat prin suspendare folosind un formator de retea de tip
poliacrilic (Carbomer 940, concentratie finala 2%), care a fost hidratat cu apa distilata timp
de 24 ore; ulterior trietanolamina a fost utilizatd pentru neutralizare, rezultdnd un preparat cu
o buna aderentd tegumentard. Eventuale efecte secundare, cum ar fi iritabilitatea cutanatd a
preparatului final, au fost evaluate prin tehnici ne-invazive moderne folosind sondele
profesionale Courage-Khazaka (Germania) pe soareci de laborator din rasele CB17-scid si
Nu/Nu, Balb-c, cu vérsta cuprinsi intre 8-10 siptdimani. Rezultatele mésuritorilor de pierdere
de apd transdermicd (TEWA), ale nivelului de hidratare a stratului cornos si indicele de

eritem au indicat faptul cd preparatul final este sigur pentru administrare cutanata.

Exemplul 2

Se folosesc aceleasi conditii de reactie si mod de lucru prezentate la Exemplul 1, cu
deosebirea ci se adaugi in faza apoasd inaintea sintezei amestecul de compusi activi format
din 85... 90 parti ADN, 8 pérti dipropionat de betametazona si 2 parti vitamina E, partile fiind
exprimate in greutate. Produsul obtinut, cu un pH de 6,91 unititi, prezintd structuri similare,
neregulate, stabile intre 20-280 °C. Analiza Zetasizer a evidentiat o marime medie de 84 £ 11
nm), indice de polidispersie (PDI= 0,60), iar potentialul Zeta (35,8 + 3,2 mV). Nu au fost

constatate efecte secundare prin tehnicile ne-invazive folosind soareci de laborator.
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REVENDICARILE /é

Titlul_inventiei: NANOGEL POLIURETANIC CU APLICABILITATE N TERAPIA
GENICA A BOLILOR RARE ALE PIELII

1. Gel poliuretanic, biocompatibil si biodegradabil, cu utilizare in terapii genice,
pe bazi de nanostructuri cu dimensiunea de 84... 100 nm, realizat printr-o sintezd bazati pe o
reactie de poliaditie interfazald, perfectatd intr-un microreactor discontinuu la o temperatura
de 35 °C, iar omogenizarea suspensiei finale a fost mentinuta timp de 8 ore la 250-300 rpm.

2. Gel poliuretanic, biocompatibil si biodegradabil, conform revendicérii I,
caracterizat prin aceea ci structurile sale au dimensiunea de 73... 95 nm si contin un
amestec de agenti activi format din acid dezoxiribonucleic (ADN), dipropionat de

betametazona si vitamina E.
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