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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
produs pe bazéd de nanoparticule cu proprietati de
reducere a stresului oxidativ si de prevenire a formarii
placilor B-amiloidice extracelulare cerebrale caracte-
ristice unor afectiuni neurodegenerative. Procedeul,
conform inventiei, consta in etapele de: Tncapsulare a
ingredientului bioactiv curcumind Tn particule de silice
mezoporoasa sintetizate in situ printr-un procedeu
sol-gel in mediu apos, la temperatura de 40°C, in pre-
zenta de polioxietilensorbitan monooleat ca surfactant,
utilizand ca sursa de silice trietoxi(fenil) silan si (3-ami-
nopropiljtrietoxisilan, adaugare de nanoparticule (NP)

de Ag in sistemul sol-gel cu absorbtia acestora pe
suprafata particulelor de silice incércate cu curcuming,
grefarea lanturilor de PEG 750 la suprafata particulelor
de silice si mentinerea amestecului de reactie sub
agitare, la 40°C, timp de 12 h, rezultand particule func-
tionalizate de PEG-silice incarcate cu curcumina si NP
de Ag care actioneaza simultan ca vectori de transport
pentru ingredientul activ, precum si ca inhibitori al
fibrilarii B-amiloidice.
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Procedeu de obtinere a unui produs pe baza de nanoparticule cu efect sinergetic
asupra stresului oxidativ neuronal si asupra formarii fibrilelor -amiloidice pentru
tratamentul preventiv al bolii Alzheimer

Inventia constd Intr-un procedeu de obfinere a unui produs eficient si inovativ cu
proprietdti de inhibare a fibrildrii P-amiloidice, fenomen caracteristic unor afectiuni
neurodegenerative, ca de exemplu boala Alzheimer. Acest nou produs include ingrediente
bioactive cu efect asupra stresului oxidativ neuronal (curcumina) si fibrilarii beta-amiloidice
(nanoparticule de Ag cu forma triunghiulard) si un nanopurtitor de substantd bioactiva
(particule de silice functionalizate cu PEG si incédrcate cu curciumind) care poate actiona in
acelasi timp si ca inhibitor al fibrilarii beta-amiloidice.

Boala Alzheimer este una dintre cele mai frecvente boli ale creierului asociate cu varsta,
caracterizatd prin formarea de placi de B-amiloid extracelulare cerebrale si de neurofibrilari
intracelulare, care declanseaza o afectare a disfunctiei cognitive. Peptidele B-amiloidice (Ap),
cum ar fi AP42 sau AB40, provin din proteina precursor de amiloid (APP) si pot manifesta un
fenomen de agregare anormald, care se considerd ca joacd un rol important in procesul
patologic.

Bariera hematoencefalicd (BBB) actioneaza ca o protectie pentru sistemul nervos central
(SNC) impotriva posibilelor deteriorari datorate substantelor care provin din circulatia
sangelui. Dar, in acelasi timp, BBB limiteazd patrunderea medicamentelor in creier si este
unul dintre obstacolele clinice majore in calea tratamentului bolilor SNC. Pentru a penetra
aceastd barierd si pentru a elibera medicamente in matricea cerebralda au fost deja testate
diferite sisteme de livrare bazate pe nanotehnologie. Unii dintre candidatii binecunoscuti
pentru livrarea tintitd a medicamentelor in SNC sunt sistemele coloidale, bazate pe
nanoparticule (NPs). De asemenea, circulatia de lungd duratd in fluxul sanguin a NPs dupa
administrare este una dintre cele mai importante cerinte pentru sistemele de eliberare a
medicamentelor, deoarece sistemul reticuloendotelial (SRE) este un agent activ in
indepartarea acestora. Totusi, unele caracteristici ale NPs, cum ar fi dimensiunea si
functionalizarea suprafetei, le ajuta sd evite recunoasterea de citre SRE si s& reziste mai mult
timp in circulatia sanguind. Astfel, modificarea suprafetei NPs cu diferite molecule organice,
cum ar fi polietilenglicolii (PEG) constitue o strategie promitatoare pentru cresterea timpului
de injumatatire si persistentd in fluxul sanguin. Un strat extern de lanturi PEG hidrofile in
jurul suprafetei particulei camufleaz particulele contra recunoasterii de citre SRE si asigura
un timp mai lung de rezidenta in plasma.

Curcumina este un medicament polifenolic cunoscut, care are un mare potential ca agent
terapeutic, insd prezintd dezavantajul unei biodisponibilitdti foarte scazute. Pana in prezent,
nanoparticulele de silice incarcate cu curcumind au fost utilizate in special pe tratamentul
cancerului, dar unele studii recente au ardtat cd acestea pot avea, de asemenea, potential
pentru tratamentul altor boli cronice si care pun viata in pericol, inclusiv Alzheimer, diabet,
infectii, precum si diferite boli de rinichi, hepatice sau cardiovasculare.

Este cunoscut din brevetul US9187397B2 faptul cd curcumina prezintd activitate
antiinflamatoare i este un puternic anti-oxidant i captator de radicali liberi. La soarecii
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transgenici care supraexprimd APP, curcumina a redus nivelurile de proteine oxidate si de
citokind inflamatorie IL 1 (Lim et al., (2001).J Neurosci 2,8370-8377), oferind astfel o
potentiald terapie impotriva activarii microgliale la pacientii cu boala Alzheimer.

De asemenea, este cunoscut din brevetul CN107296802B cid au fost obtinute
microcapsulele de tip silice poroasd hidrofobizatd, incarcate cu curcumind, cu activitate
antioxidantd, care imbunétitesc in mod eficient solubilitatea in apa si stabilitatea curcuminei.

Din brevetul US20210322580A1 este cunoscut ca nanopurtitori de silice hibridizata cu
nanoparticule superparamagnetice de oxid de fier (SPIONSs) si incércati cu curcumind prin
tehnica de adsorbtie forjatd sau la echilibru pot fi utilizati pentru livrarea simultand cétre o
tintd, in scop de diagnostic sau terapeutic, ca de exemplu, pentru imagistica prin rezonanta
magnetica sau pentru livrarea tintitd a curcuminei catre o celuld sau un tesut. Nanocombinatia
este functionalizata cu chitosan, acid poliacrilic, axid poliglicolic sau alt agent pentru a creste
biocompatibilitatea sa in vivo.

Brevetul ES2885052T3 se refera la obtinerea unei formulari de tip gel, constdnd dintr-un
gel, o nanoformulare de curcumind solubild in apd, o nanoformulare de extract etanolic de
Emblica Officinalis solubild in apd si o nanoformulare solubild in apd a unui extract etanolic
de Camellia Sinensis, in care gelul mentionat este Aloe vera sau silicagel. Formularea este
destinata prepardrii de plasturi transdermici pentru administrarea de fitofarmaceutice. Inventia
cuprinde potentiale proprietafi antiinflamatorii, antioxidante, antimicrobiene, anticancer si de
vindecare a ranilor. Mai mult, inventatorii considera inventia utild, de asemenea, pentru boala
Alzheimer si pentru scleroza multipla.

La randul sdu, brevetul WO 2014/147638 se referd la o matrice pentru imbunétitirea
vindecdrii rdnilor compusa dintr-un tesut hidrofil acoperit cu chitosan zwitterionic cu masa
moleculard mic3, pe de o parte, si particule de curcumind (in care nanoparticulele de
curcumind sunt produse prin ultrasonicare) si extract de tulsi, pe de alta parte.

Inventia CN102225919B dezviluie un analog de curcumind si o metodad de preparare a
acestuia, precum si aplicarea analogului in prepararea unui medicament rezistent la boala
Alzheimer. A fost observat ca analogul curcuminei are un efect evident de inhibare asupra
agregarii fibrilelor beta-amiloidice, are o capacitate puternicd de a reduce radicalii de oxigen
si, in acelasi timp, este capabil sa chelaze ionii metalici divalenti, cum ar fi ionii ferosi (Fe*")
sau ionii de cupru (Cu™).

in brevetul ES2427216T3 este prezentati o compozitie de curcuminoid care oferd o
biodisponibilitate oralda imbunatatitd, cuprinzind: un curcuminoid; un antioxidant; un vehicul
solubilizator in apd, acceptabil farmaceutic, care cuprinde: (a) micele lipidice in care
compozitia este furnizatd sub formad de microemulsie, nanoparticule solide sau micele
lipidice; sau (b) un ulei microincapsulat in care compozitia este furnizati ca un ulei
microincapsulat si in care compozifia este adecvatd pentru administrare orala.

De aemenea, brevetul US20180318217A1 include o compozitie pentru incarcarea
eficientd a curcuminei, cuprinzand: o cantitate dintr-un complex curcuminoid: lipozom
eficient pentru a incdrca curcumina in lipozom, in care curcuminoizii au intre 2 pani la 9
procente in greutate din compozitia totald si curcuminoizii sunt naturali sau sintetici.

Cheng si colab. [C.S. Cheng,T.P. Liu,F.C. Chien,C.Y. Mou ,S.W. Wu ,Y.P Chen,
“Codelivery of Plasmid and Curcumin with Mesoporous Silica Nanoparticles for
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Promoting Neurite Outgrowth”, ACS Appl. Mater. Interfaces 2019, 11(17), 15322-
15331] au raportat utilizarea unor nanoparticule de silice mezoporoasd incdrcate cu
curcumind, pentru terapia neurodegenerativi. Aceastd abordare a implicat co-livrarea
directionatd a curcuminei pentru a preveni daunele celulare cauzate de speciile reactive de
oxigen. Grupul a propus cid nanoparticulele modificate cu curcumind au capacitatea de a
incetini sau de a preveni tulburdrile neurologice precum Alzheimer, Parkinson etc. De
asemenea, Li si colab. [L. Hadisoewignyo, S. B. Hartono, A. Kresnamurti, I. Soeliono, Y.
Nataline, G.A. Prakoso, D.A.R. E. Aulia, “Evaluation of anti-inflammatory activity and
biocompatibility of curcumin loaded mesoporous silica nanoparticles as an oral drug
delivery system”, Advances in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology 2018,
9(3), 035007] au sintetizat nanoparticule de silice mezoporoasd (MSN) PEG-ilate in care au
incapsulat paclitaxel si curcumind. Experimentele de eliberare in vitro ale nanoparticulelor de
silice modificate cu curcumind §i paclitaxel au dezvaluit un efect citotoxic clar si persistent
impotriva celulelor cancerului mamar canin.

Inventia noastrd se referd la obtinerea unui produs nanoformulat original, pentru
prevenirea bolii Alzheimer, cu proprietdti de reducere a stresului oxidativ si de prevenire a
formarii placilor f-amiloidice, bazat pe particule de silice mezoporoasa functionalizate cu
PEGgs0 si incéarcate cu nanoparticule (NPs) de Ag si cu curcumina.

Problema tehnicd pe care o rezolvid inventia constd in realizarea unui procedeu de
obtinere a unui produs capabil sd prevind formarea de plici PB-amiloidice extracelulare
cerebrale prin impiedicarea agregdrii fibrilelor B-amiloidice. Noul produs isi propune si
prevind boala Alzheimer, folosind un nou nanosistem, bazat pe particule de PEG-silice
incdrcate cu Ag si curcumin, care, pe 1anga rolul esential de a preveni agregarea fibrillelor
—amiloidice, va avea, de asemenea, si proprietdti antioxidante si antiinflamatorii. In plus,
produsul protejeazd moleculele de curcumina, faciliteazd patrunderea lor in sistemul nervos
central prin penetrarea barieirei hemato-encefalice (BBB) si permite eliberarea graduald a
acestora.

Expunerea inventiei:

Inventia se refera la procedeul de obtinere al unui produs nanoformulat, cu capacitatea de
a preveni aparitia bolii Alzheimer, care include ingrediente bioactive cu efect asupra stresului
oxidativ neuronal (curcumind) si fibrildrii beta-amiloidice (nanoparticule de Ag cu forma
triunghiulard) si un vector de transport al substantei bioactive (particule de silice
functionalizate cu PEGysy si incédrcate cu curciumind), care poate actiona in acelasi timp si ca
inhibitor al fibrilarii beta-amiloidice.

Pentru realizarea acestui produs, a fost selectatd o formulare hibrida, bazatd pe
incapsularea curcuminei in particule de silice sintetizate in situ printr-un procedeu sol-gel in
mediu apos, la temperatura de 40°C. In cadrul acestei sinteze s-a utilizat Tween 80
(polioxietilensorbitan monooleat) ca surfactant, iar butanolul a avut rol de co-surfactant.
Precursorul de silice din care s-au sintetizat particulele in care a fost incapsulatd curcumina a
fost trietoxi(fenil)silanul (PhTES). Alaturi de PhTES a mai fost addugat in amestecul sol-gel
un co-precursor de silice, (3-aminopropil)trietoxisilan (APTES), care, pe de o parte participa
la reactia sol-gel impreund cu PhTES, iar pe de alti parte asigurd un pH bazic in amestecul de
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reactie, fard a mai fi necesard addugarea de hidroxid de amoniu (NH4;OH). Raportul
gravimetric PA'TES/APTES a fost de 5/1. Particulele de silice incdrcate cu curcumind au fost
functionalizate ulterior cu PEGysy si incdrcate cu NPs de Ag cu morfologie speciald
(nanoparticule triunghiulare, disponibile comercial - NanoXact Silver Nanoplates — PVP (A
660 nm; diametrul 40 nm), producédtor NanoComposix). Pentru a se putea cupla covalent la
suprafata particulelor de silice, PEGs¢ a fost in prealabil modificat, fiind conectat covalent,
prin formarea unei punti uretanice, cu un alt co-precursor de silice, prevazut cu functiuni
isocianat, (3-isocyanatopropyl)triethoxysilane (NCOTEOS), la un raport molar de 1/1.
Legaturile covalente uretanice s-au format intre gruparile hidroxil de la PEGysy si grupérile
izocianat de la NCOTEOS, rezultand un derivat silanic, notat PEGy5(-Si. Acest nou compus a
fost utilizat pentru a putea grefa, prin intermediul reactiilor de hidrolizi si condensare care au
loc in timpul sintezei sol-gel, lanturile de PEG la suprafata particulelor de silice incércate cu
curcumina. La finalul sintezei, particulele rezultate au fost spilate prin dializa.

Vectorii de transport de tip silice mezoporoasd au fost utilizati pentru a incapsula
curcumina cu scopul de a-i creste solubilitatea, permeabilitatea prin membrana
hematoencefalicd si biodisponibilitatea prin impiedicarea rearanjdrii si formdrii de auto-
ansamble moleculare.

Modul de lucru

Pentru obtinerea produsului cu aplicabilitate in previnirea bolii Alzheimer s-a procedat
astfel:
Pasul 1: Sinteza particulelor de silice s-a realizat printr-un procedeu sol-gel in mediu apos, la
temperatura de 40 °C, care permite conservarea proprietdfilor bioactive ale curcuminei.
incapsularea curcuminei s-a realizat in-situ, principiul activ fiind prezent in sistem in timpul
sintezei retelei de SiO,. Pentru inceput, a fost preparatd o solutie de surfactant Tween 80 in
apd distilatd, sub agitare magneticd, la temperatura de 40 °C. Sinteza s-a desfasurat in
interiorul unui vas Erlenmeyer prevéazut cu dop, introdus intr-o baie de apa, incalzita la 40°C.
A fost addugatd apoi o cantitate de butanol (pentru o mai bund emulsifiere) si solutia de
curcumind solubilizatd in dimetil sulfoxid (DMSO). Amestecul rezultat a fost mentinut sub
agitare magneticd si la temperatura de 40 °C timp de ~ 2 minute.
Pasul 2: Peste amestecul obtinut la pasul 1, a fost addugat in picatura, cu ajutorul unei palnii
de picurare, precursorul de silice PATES. Amestecul format a fost 1asat sub agitare magnetica
si la temperatura de 40 °C timp de 1h, pentru ca reactiile sol-gel sa incepi si particulele de
silice s& inceapa s se formeze in interiorul micelelor de surfactant.
Pasul 3: In cadrul acestui pas a fost adiugat co-precursorul de silice APTES. La adiugarea
acestuia, sub actiunea mediului bazic, culoarea portocaliu intens a amestecului din vas a virat
citre rogu intens. Insa in scurt timp, intensitatea culorii a inceput si scadd, pe masurd ce
curcumina era captata in interiorul particulelor de silice care continuau sa creascd. Amestecul
astfel format a fost mentinut sub agitare magnetica si la temperatura de 40 °C inca 1h.
Pasul 4: Peste particulele de silice incarcate cu curcumina a fost adaugata apoi o dispersie de
NPs de Ag (concentratia de Ag 1n dispersie a fost de 29.6 mg/Kg; nanoparticule triunghiulare,
disponibile comercial - NanoXact Silver Nanoplates — PVP (A 660 nm; diametrul 40 nm),
producétor NanoComposix). A fost continuatd agitarea magnetica si amestecul a fost mentinut
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in continuare la 40 °C pentru inci 30 de minute. In prezenta acestei dispersii de NPs de Ag,
aspectul probelor s-a modificat de la crem-galbui la verzui. Cu ajutorul analizei TEM a putut
fi pus in evidentd sistemul de NPs de silice incarcate cu curcumini (neacoperite cu PEG), pe
suprafata cdrora s-au atasat NPs plate de Ag de forma triunghiulara.

Pasul 5: in vederea grefarii de lanturi de PEG pe suprafata particulelor de silice incircate cu
curcumind si cu NPs de Ag a fost addugat apoi peste amestecul de reactie un derivat de silice,
notat de noi PEGysg — Si si preparat in aceeasi zi prin reactionarea poli(etilenglicol metil eter)
cu masa moleculara MW 750 (PEGg7so) cu (3-isocianatopropil) triethoxisilan (NCOTEOS), la
un raport molar de 1/1, in prezentd de catalizator 1,4-diazabiciclo 2.2.2 octan (DABCO), la
~70 °C, timp de 3h. Dupd addugarea tuturor reactantilor, proba a fost mentinuta timp de 12 de
ore sub agitare magnetici, la temperatura de 40°C.

Pasul 6: in cele din urma, particulele de silice rezultate au fost spalate prin dializare timp de 3
zile.

Aparatura: Pentru omogenizarea probelor s-a folosit un agitator mecanic STIRRER DLS
(VELP Scientifica). Baia de apa a fost incélzita la 40 °C pe o plitda AREX 6 Heating Magnetic
Stirrer (VELP Scientifica), prevdzutd cu un termoregulator VTF Digital Thermoregulator
(VELP Scientifica). Dispersia rezultatd dupd sintezd a fost dializatdi cu ajutorul unei
membrane de dializd Spectra/Por 1 Dialysis Membrane Standard RC Tubing- MWCO: 6-8
kD, cu urmatoarele caracteristici: ldtime membrana plata: 40 mm; diametru: 25,5 mm; volum/
lungime: 5,1 mL/cm.

Metode analitice de caracterizare a materiilor prime, intermediare i finite

Pentru a studia structura, dimensiunea si aspectele morfologice ale nanopurtatorilor de
curcumind de tip silice mesoporoasa, au fost efectuate urmétoarele analize: spectrometrie in
infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR), spectrometrie cu raze X cu dispersie energeticd
(Energy-Dispersive X-ray analysis — EDX), analizd dimensionala prin impréastierea dinamicd
a luminii (Dynamic Light Scattering - DLS), potential zeta (Laser Doppler Velocimetry —
LDV) si analizd morfologica prin microscopie electronica cu transmisie (TEM).

Inainte de a efectua misuritori ale dimensiunii particulelor (diametrele medii
hidrodinamice) si ale potentialului zeta, probele au fost diluate dupa cum urmeaza: 0,4 ml de
proba au fost introduse intr-un balon cotat de 25 ml, care a fost completat pan la semn cu apa
distilatd. Probele diluate au fost omogenizate prin ultrasonicare timp de 2 minute la 40°C,
folosind o baie cu ultrasunete Bandelin Sonorex Digitec. Méasuratorile au fost efectuate
folosind un instrument Zetasizer Nano ZS 3600 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, U K).
Rezultatele au fost exprimate ca o medie a 6 masurdtori succesive. Spectrele FTIR au fost
realizate cu ajutorul unui echipament Tensor 37 Bruker (Bruker Instrument, Woodstock, NY,
USA), in modul transmitantd, pe pastile de bromura de potasiu. Parametrii de analiza sunt: 40
scanari cu o rezolutie de 4 cm™ in domeniul lungimii de unda 4000-600 cm™'. Pentru analiza
FT-IR, probele au fost preparate astfel: cite 3 picaturi din fiecare dispersie dializatd au fost
addugate peste cate 1g de bromura de potasiu. Esantioanele de bromurd impregnate cu diferite
probe au fost uscate intr-o etuvd de vid RAYPA model EV-50, cu capacitatea de 50 litri
(Vacuum Drying Oven RAYPA EV-50, RAYPA, Barcelona, Spain), timp de 24 h la
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temperatura de 40°C. Dupa uscare, bromura impreganta cu proba a fost transformatd in pastild
transparentd prin presare intr-o matritd Specac cu diametrtul de 13 mm s$i cu capacitatea
maxima de incarcare de 10 tone, (Specac, Orpington, Marea Britanie), cu ajutorul unei prese
hidraulice manuale pentru FT-IR Specac (Specac, Orpington, Marea Britanie), cu capacitatea
maximi de incidrcare de 15 tone. Imaginile TEM au fost inregistrate cu un microscop
electronic cu transmisie, model Tecnai G* F20 TWIN Cryo-TEM (FEI Company, USA), la o
tensiune de accelerare de 200 kV, iar parametrii de lucru utilizati au fost urmétorii: 10 uL din
suspensia initiala au fost depusi si uscati pe grile de carbon cu 200 de ochiuri (formvar grids)
de la Ted Pella Inc. (USA). Spectrele EDX au fost obtinute folosind un detector X-MaxN 80T
(Oxford Instruments, Marea Britanie).

Procedeul prin care se asigura obtinerea produsului produs nanoformulat original, cu
proprietdti de reducere a stresului oxidativ si de prevenire a formarii placilor B-amiloidice,
bazat pe particule functionalizate de PEG - silice, incarcate cu NPs de Ag si cu curcuminai.,
constd in urmaitoarele etape experimentale:

1. Emulsionarea curcuminei solubilizate in DMSO — Etapa constd in traparea eficientd a
curcuminei solubilizate in DMSO in micelele formate de surfactant (Tween 80) si de co-
surfactant (butanol).

2. Inceputul formdrii in situ a particulelor de silice capabile si trapeze curcumina — Etapa
constd In autoasamblarea moleculelor de precursor de silice (PhTES) in jurul micelelor de
surfactant care contin curcumina si in inceputul formarii retelei hibride de silice in urma
reactiilor sol-gel.

3. Formarea particulelor de silice incircate cu curcumini — In aceasta etapi s-a avut in
vedere formarea vectorilor de silice mezoporoasd care contin curcumina in urma reactiilor
sol-gel desfasurate in mediu apos la pH bazic (pH ~8-9), care au loc Intre precursorul PhTES
si co-precursorul de silice APTES.

4. Adsorbtia nanoparticulelor de Ag la suprafata nanoparticulelor de silice incdrcate cu
curcuming — in urma adaugarii dispersiei de NPs de Ag cu forma triunghiulard, acestea s-au
adsorbit complet pe suprafata particuleor de silice.

S. Grefarea lanturilor de PEG la suprafata particuleor de silice incircate cu curcumina si
cu NPs de Ag — Derivatul de silice PEGs9 —Si proapét preparat a fost adiugat in sistemul sol-
gel, facilitand cuplarea covalentd a lanturilor de PEGyso prevézute cu grupari trieetoxi-silan la
reteaua de silice din care este constituitd matricea in care a fost incapsulatd curcumina.

6. Spdlarea particulelor de silice prin dializare — Vectorii de transport rezultati, de tip silice,
au fost purificati prin dializare in scopul indepartarii surfactantilor.

Avantajele utilizarii metodei conform inventiei constau in:

- Dezvoltarea unui nou nanotransportor (vector de transport) capabil sa penetreze bariera
hematoencefalici si care faciliteazi livrarea medicamentelor;

- Dezvoltarea unui nou tip de nanoformulare pentru medicamente precum curcumina;

- Produsul obtinut prezintd bune proprietdti antiinflamatoare, cu efecte secundare foarte
scazute.
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- Metoda de preparare este simpld si convenabild, cu surse de materie primd usor
accesibile si cost redus, iar biodisponibilitatea curcuminei este imbunatatita.

In continuare este prezentat un exemplu de realizare a inventiei, cu referire la schema 1 si
la figura 1, ce reprezinta:

- figura 1 - modul de obtinere a particulelor de silice incércate cu curcumind si cu
nanoparticule de Ag si functionalizate la suprafata cu PEGys.

- figura 2 — imaginile TEM ale particulelor de silice incércate cu curcumind si cu
nanoparticule de Ag

Exemplu: In vederea prepararii produsului, un amestec format din 1.1 g de Tween 80
dispersate in 50 mL de api distilatd, 3 mL de butanol si 250 uL de solutie de curcumind in
DMSO cu concentratia de 50 mg/mL, a fost supus agitarii magnetice la temperatura de 40°C
timp de ~5 minute. Apoi, au fost adaugati 250 uL precursor de silice PhTES, iar amestecul
rezultat a fost agitat incd o ord. Dupa aceea, au fost adaugati S0 ul. de APTES. A fost
continuaté incad 1h agitarea magnetica, cu mentinerea temperaturii amestecului la 40 °C. Apoi
a fost addugat 1 mL din dispersia de nanoparticule de Ag (cag = 29.6 mg/Kg) si s-a continuat
agitarea la temperatura de 40°C timp de 30 de minute. La final, in vederea functionalizirii cu
PEG»sp a suprafetei particulelor de silice incarcate cu curcumind, au fost adugati 1.2 mL de
derivat silianic PEG7s9 — Si, proaspit sintetizat. Dupa addugarea tuturor reactantilor, proba a
fost mentinutd timp de 12 de ore sub agitare magnetica, la temperatura de 40°C. Pentru
dializarea nanoformuldrii finale, in membrana tubulard de dializa au fost introdusi 12 mL de
probd sub formd de dispersie apoasd (asa cum a rezultat din sintezi), peste care au fost
adadugati aproximativ 12 mL de apa distilatd. Tubul incércat si sigilat a fost introdus intr-un
vas Berzelius care continea 2L de apa distilatd. Proba a fost lasatd la dializat sub o ugoara
agitare magnetica timp de 3 zile, apa schimbéndu-se la fiecare 24 de ore.

Analizele DLS au ardtat ca dimensiunile particulelor de silice incdrcate cu curcumin au
dimensiunile cuprinse in intervalul 350-520 nm. Imaginile TEM, masurdtorile valorilor
potentialului zeta si analizele spectrometrice FT-IR au confirmat realizarea cu succes a unui
nanosistem destinat prevenirii fibrilarii beta-amiloidice, bazat pe particule de silice incarcate
cu curcumind §i cu nanoparticule de Ag.

Aceastd lucrare a fost realizatd cu sprijinul Ministerul Cercetdrii, Inovdrii §i
Digitalizarii din Romdnia, CNCS/CCCDI — UEFISCDI, in cadrul programului PNCDI 1],
prin proiectul cu nr. PN-III-P2-2.1-PED-2019-4657, contract nr. 318 PED/2020 (Material
avansat pe bazd de nanoparticule cu efect sinergetic asupra stresului oxidativ neuronal §i
asupra formdrii fibrilelor beta-amiloidice pentru tratamentul preventiv al bolii Alzheimer
«NANONERVES»).
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Procedeu de obtinere a unui produs pe bazi de nanoparticule cu efect sinergetic
asupra stresului oxidativ neuronal si asupra formarii fibrilelor -amiloidice pentru
tratamentul preventiv al bolii Alzheimer

Revendicari

1. Procedeu de obtinere al unui produs nanoformulat cu capacitatea de a preveni aparitia bolii
Alzheimer, care include ingrediente bioactive cu efect asupra stresului oxidativ neuronal
(curcumind) si fibrildrii beta-amiloidice (nanoparticule de Ag cu forma triunghiulara) si un
vector de transport al substantei bioactive (particule de silice functionalizate cu PEGysg si
incércate cu curciumind) care poate actiona in acelasi timp si ca inhibitor al fibrilarii beta-
amiloidice, caracterizat prin aceea ca implica urmétoarele etape:

- (1) Emulsionarea curcuminei solubilizate in DMSO si agitarea amestecului de reactie
la temperatura de 40 °C, timp de ~ 2 minute;

- (2) Adaugarea PhTES, inceputul formarii in situ a particulelor de silice capabile s&
trapeze curcumina §i mentinerea amestecului de reactie sub agitare, la temperatura de 40 °C,
timp de 1h;

- (3) Adaugarea APTES, formarea particulelor de silice incércate cu curcumini si
mentinerea amestecului de reactie sub agitare, la temperatura de 40 °C, timp de 1h;

- (4) Adsorbtia nanoparticulelor de Ag la suprafata nanoparticulelor de silice incéarcate
cu curcumind si mentinerea amestecului de reactie sub agitare, la temperatura de 40 °C, timp
de 30 de minute;

- (5) Grefarea lanturilor de PEGys la suprafata particuleor de silice incércate cu
curcumind si cu NPs de Ag, prin intermediul unui derivat silanic (INCOTEOS) functionalizat
cu PEGy5 si mentinerea amestecului de reactie sub agitare, la temperatura de 40 °C, timp de
12h;

- (6) Purificarea prin dializare a vectorilor de transport obtinuti.

2. Procedeu de obtinere al unui produs nanoformulat cu capacitatea de a preveni aparitia bolii
Alzheimer conform revendicirii 1, caracterizat prin aceea ci formularea este bazatd pe
incapsularea curcuminei in particule de silice mezoporoasd sintetizate in situ printr-un
procedeu sol-gel in mediu apos, in prezenta surfactantului Tween 80, si utilizand ca sursd de
silice PhTES si APTES.

3. Procedeu de obtinere al unui produs nanoformulat cu capacitatea de a preveni aparitia bolii
Alzheimer conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ci particulele obtinute, utilizate
ca vectori de transport, au diametrele hidrodinamice medii cuprinse in intervalul 350-530 nm,
nanoparticulele de Ag adaugate in sistemul sol-gel au fost complet adsorbite pe suprafata
particuleleor de silice incarcate cu curcumina, iar lanturile de PEGys au fost cuplate covalent
la suprafata particulelor de silice.
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Figura 1. Modul de obtinere a particulelor de silice Incércate cu curcuming si cu
nanoparticule de Ag si functionalizate la suprafata cu PEGysg

Figura 2. Imaginile TEM ale particulelor de silice incédrcate cu curcumind si cu nanoparticule

de Ag
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