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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
forme farmaceutice orale pe baza de structuri nanoli-
pidice care incapsuleaza diosgenina, extrasa din Yam
Salbatic si glicirizina, extrasa din Lemn Dulce cu aplica-
bilitate pentru imbunatatirea starii de sanatate a femeii
aflatd la menopauza. Procedeul, conform inventiei,
consta in etapele: obtinerea unui produs intermediar de
tip transportori lipidici nanostructurati (NLC) dintr-un
amestec de faza lipidica si fazé apoasa in care sunt
dizolvate extractul de Yam salbatic ca principiu vegetal
lipofil si extractul de Lemn Dulce ca principiu vegetal
hidrofil, prin omogenizarea in trepte a fazelor sub
agitare magnetica, timp de 20 min la o temperatura de
70...73°C, omogenizare cu grad Tnalt de forfecare, la
4000 rpm, timp de 1..5 min si omogenizarea la

presiune Tnalta de 500...1000 bar timp de 5...10 min,
urmata de liofilizare, rezultédnd o formulare solida de
NLC avénd dimensiuni cuprinse intre 140 si 190 nm,
continand 3,33% extract din radacina de Yam Salbatic
standardizat la 95% diosgend, 13,33% extract din
radacina de Lemn Dulce standardizat la 10% glicirizina,
16,67% faza apoasé si 66,67% amestec lipidic, omo-
genizare uscatéd a NLC cu ingrediente farmaceutice,
comprimare sau incapsulare din care rezulta un produs
sub forma de capsule sau comprimate continand
92,94% masic NLC care incapsuleaza si distribuie
simultan cele doua principii active vegetale aduse la
dimensiuni nano.
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FLUX TEHNOLOGIC DE OBTINERE A UNEI FORME FARMACEUTICE ORALE PE BAZA
DE STRUCTURI NANOLIPIDICE CE INGLOBEAZA PRINCIPII ACTIVE VEGETALE ,/|

DESCRIERE

Scopul prezentei inventii este de a stabili un flux tehnologic de productie
bine controlat si reproductibil, in vederea obtinerii unei forme farmaceutice orale
sub forma de comprimat pe baza de structuri nanolipidice ce inglobeaza principii
active vegetale.

Componentele active ale plantelor si-au manifestat activitatile farmacologice
impotriva multor boli de-a lungul timpului, dar datorita proprietatilor lor fizico-chimice,
acestea au adesea probleme de solubilitate, permeabilitate si biodisponibilitate
scazuta. Preocuparea de a obtine o biodisponibilitate crescuta prin reducerea
dimensiunii principiilor active la dimensiunea nano a fost in atentia cercetatorilor de
multi ani. Prin urmare, au fost formulati transportorii lipidici nanostructurati (NLC
— nanostructured lipid carriers), ca noi sisteme de distributie a medicamentelor.
Datorita stabilitatii lor fizico-chimice, biocompatibilitatii, biodegradabilitatii si eliberarii
controlate a substantelor medicamentoase/ ingredientelor active, acestia au primit o
atentie sporita in ultimii ani.

Transportorii lipidici nanostructurati (NLC) sunt obtinuti prin procedeul de
omogenizare la presiune inalta a unor emulsii lipidice (amestec de faza lipidica si
apoasa), urmat de un proces de liofilizare. Acestia au ca ingrediente principale lipide
fiziologice si biocompatibile (solide si lichide), agenti tensioactivi si co-surfactanti,
putand de asemenea incapsula o varietate de structuri farmacologic active.

Aceste sisteme inglobeaza extracte vegetale standardizate si au aspectul unei
pulberi uleioase, astfel necesita utilizarea unor excipienti care, prin proprietatile lor,
sa absoarba uleiul din NLC-uri si sa le converteasca in pulbere, asigurand astfel
atribute tehnologice favorabile prelucrarii acestora in forme farmaceutice solide.

Astfel, in prezenta inventie se stabilesc etapele de proces tehnologic si
fluxul de productie de obtinere a unei forme farmaceutice solide (comprimat) ce
contine stucturi nanolipidice caracterizate prin faptul ca incapsuleaza si distribuie
simultan dou& categorii de ingrediente active de origine vegetald, si anume
diosgenina - extrasa din Yam Salbatic, respectiv glicirizina - extrasa din Lemn
dulce.
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Diosgenina

Diosgenina ((25R)-Spirost-5-en-3beta-ol) este o sapogenina steroidica bine-
cunoscuta care provine din hidroliza saponinei dioscina si care poate fi obtinuta din
mai multe plante, si anume din speciile Dioscorea, Trigonella, Costus si Smilax.
Aceasta este utilizatd Tn medicina traditionala impotriva unor varietati de afectiuni
medicale si a fost supusa nenumarator studii care au explorat potentialul bioactiv al
acesteia.

Prezinta efecte anticancer, de protectie cardiovasculara, antidiabet,
neuroprotectoare, imunomodulatoare, estrogenice si de protectie a pielii, in principal
prin inducerea apoptozei, suprimarea transformarii maligne, scaderea stresului
oxidativ, prevenirea evenimentelor inflamatorii, promovarea diferentierii/proliferarii
celulare si reglarea celulelor T. raspunsul imun etc. Interfereaza cu caile de moarte
celulard si cu regulatorii acestora pentru a induce apoptoza. in plus, diosgenina
imbunatateste statutul antioxidant si inhiba peroxidarea lipidelor. Activitatea sa
antiinflamatoare este prin inhibarea prodiJctiei de citokine proinflamatorii, enzime si
molecule de adeziune. in plus, diosgenina conduce la cresterea/diferentierea
celulara prin cascada receptorului de estrogen (ER) si factorul transcriptional PPARYy.
Diosgenina actioneaza ca un mimetic de estrogen datorita similaritatii sale structurale
cu estradiolul, forma activa a estrogenului din organism. Datorita activitatii sale
estrogenice, este adesea folosit ca precursor pentru producerea de noretindrona si
progesteron si ca supliment alimentar in terapia de substitutie hormonala pentru a
imbunatati simptomele menopauzei.

Studii recente au indicat ca diosgenina poate proteja impotriva pierderii osoase, si
anume, in modelele experimentale de senescenta, menopauza si osteoporoza
indusa de acid retinoic.

Principalele limitari terapeutice ale diosgeninei sunt reprezentate de
biodisponibilitatea sa scazuta; prin urmare, se acorda un accent deosebit productiei
de nanoformulari pentru a imbunatati biodisponibilitatea compusului si caracteristicile
farmacocinetice pentru a-I dezvolta intr-un posibil medicament. Potentialul acestei
substante chimice, analogii sdi sau combinatiile acestei molecule cu altele a fost
demonstrat anterior; cu toate acestea, sistemele purtatoare, cum ar fi
nanoparticulele, trebuie dezvoltate pentru a guverna diosgenina in locatia in care

functioneaza, sporind eficacitatea si scazand efectele negative.
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Glicirizina

Glicirizina, frecvent cunoscuta si sub denumirea de acid glicirizic, este o saponina
triterpenica ce se regdseste in radacina speciei vegetale Glycyrrhiza glabra (Lemn-
dulce). Lemnul dulce a fost considerat o plantd medicinald mii de ani. Compusul este
de 30-50 de ori mai dulce comparativ cu zaharoza. Este o glicozida triterpenica cu
potentiale activitati imunomodulatoare, antiinflamatorii, hepato- si neuro-protectoare
si antineoplazice.

Glicirizina moduleaza anumite enzime implicate in inflamatie si stres oxidativ si
regleaza in jos anumiti mediatori proinflamatori, protejand astfel impotriva daunelor
induse de inflamatie si specii reactive de oxigen (ROS). Glicirizina poate suprima, de
asemenea, cresterea celulelor tumorale susceptibile.

S-a demonstrat ca G. glabra poate stimula productia de interferon endogen. Prin
studii in vitro cu celule uman de hepatom, Crance si colab. a aratat ca glicirizina a
inhibat penetrarea virusului hepatitei A probabil prin modificarea fluiditatii membranei
celulare.130 Tn plus, s-a demonstrat ci glicirizina scade eliberarea de AST prin
inhibarea activarii fosfolipazei A2, precum si prin prevenirea modificarilor
permeabilitati membranei hepatocitelor. De asemenea, s-a descoperit ca glicirizina
suprima productia de antigen de suprafata al hepatitei B (HBsAg).

Lemnul dulce ar putea fi considerat o terapie adjuvantd a hirsutismului si a
sindromului ovarului polichistic. in timpul menopauzei, scaderea nivelului de estrogen
duce la simptome incomode, cum ar fi bufeurile. in mai multe studii, femeile aflate la
menopauza care au primit suplimente de lemn dulce au raportat o reducere a
severitatii sau a duratei bufeurilor.

Un studiu (Nader Tanideh et al, 2022) a concluzionat ca extractul
hidroalcoolic de radacina de Lemn dulce datoritd continutului mare de fitoestrogeni
cu structuri chimice similare cu estradiolul, imbunatateste in mod semnificativ
parametrii biochimici, precum si markerii stereologici si histopatologici ai tesuturilor
uterine la sobolani cu ovariectomie, astfel incat ar putea fi un potential agent pentru
prevenire si/sau tratament ca terapie de substitutie hormonala la femeile sanatoase
de varsta mijlocie si/sau in varsta.

W
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Procesului_tehnologic de obtinere a unei forme farmaceutice solide

comprimat) ce contine transportori lipidici nanostructurati ce incapsuleaza

principii active vegetale

Procesul tehnologic presupune 4 ETAPE PRINCIPALE:

1. Etapa 1 — Obtinerea unei forme nano a principiului activ (NLC) benefic in
terapia menopauzald, utilizdnd ingrediente si excipienti ce respecta
standardele de siguranta farmaceutica

2. Etapa 2 - Controlul produsului intermediar (NLC)

3. Etapa 3 - Utilizarea NLC-ului ca produs intermediar in obtinerea unei forme
farmaceutice finale, cu administrare orala, sub forma de comprimat

4, Etapa 4 - Controlul produsului finit

1. Etapa 1 — obtinerea NLC - presupune:
- utilizarea mai multor tipuri de structuri uleioase care sa inglobeze moleculele

principiului activ diosgenina si sa permita ulterior formarea structurii nano

- formarea unei emulsii in care diosgenina e dizolvata in faza grasa, iar acidul
glicirizic din lemnul dulce e dizolvat in faza apoasa

- stabilizarea emulsiei

- liofilizarea

Fazele fluxului tehnologic pentru aceasta etapa sunt:

1.1. Cantarirea primara si secundara (de control a cantaririi primare) a
ingredientelor necesare pentru obtinerea NLC ca produs intermediar (faza lipidica:
MSG, Palmitat de cetil, Ulei de Luminita Noptii; faza apoasa: Tween 20, Poloxamer
188, Fosfatidilcolind, apa distilata; extract de plante: Yam Salbatic, Lemn Dulce;
trehaloza)

1.2. Obtinerea celor 2 solutii, faza lipidica si faza apoasa prin incalzirea si
omogenizare continua pe baie de apa (5-20 min, temp de 70-73°C).

Extractul de Lemn Dulce se dizolva in faza apoasa (principiu vegetal hidrofil), in
vreme ce extractul de Yam Salbatic se va solubiliza in cloroform ca mai apoi sa fie
dizolvat in faza lipidica (principiu vegetal lipofil)

1.3. Omogenizarea fazei lipidice cu faza apoasa sub agitare continua timp de 20
minute si la o temperatura potrivita (70-73°C), astfel incat amestecul sd nu se

i
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solidifice.

1.4. Omogenizarea HSH (High Share Homogenization) a amestecului obtinut,
pentru a ajuta “spargerea” picaturilor de emulsie prin forfecare (1-5 minute, 4000

rpm).

1.5. Omogenizarea HPH (High Pressure Homogenization) la presiunea de 500 -
1.000 bari pentru 5-10 minute, pentru a se obtine o dimensiune scazuta a particulelor

si o distributie uniforma a acestora (emulsie nanolipidica).

1.6. Racirea emulsiei la temperatura camerei (sub agitare magnetica)

2. Etapa 2 - Controlul produsului intermediar (NLC)

Caracterizarea a 3 probe de emulsie nanolipidica ce presupune:

. Masurarea dimensiunii particulelor (metoda DLS - Dynamic light scattering)

« Masurarea indicelui de polidispersitate (reprezentarea distributiei populatiilor
de marime)

« Masurarea potentialului Zeta - indica stabilitatea emulsiei (parametru orientativ
in acest caz, deoarece apa se indeparteaza ulterior prin liofilizare)

« Determinarea numarului de populatii existente in emulsia rezultata

Rezultatele sunt redate in tabelul 1, respectiv figura 1 de mai jos.

Tabel 1. Rezultate analizd emulsie nanolipidica

Proba 1 Proba 2 Proba 3

Z-Average, nm

182,2 + 2,11 154,3 + 1,412 139,9 + 0,7205
Prevazut: 0 -1.000 nm

Indice polidispersitate (PDI)
0,2818 + 0,029 0,1574 +0,01847 0,2185 +0,0273
Prevazut: <0,3

Potential Zeta, mV

NA -12,2 £ 0,7344 -24,75 + 1,501 -20,21 +£0,3256

Populatii 1: 96,08% - 247nm
1: 100% 1: 100%
Prevazut: populatia 1 min 95%  2:2,75% - 3345nm
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Name Mean  Standard Deviation RSD  Minimum  Maximum I
Z-Average (nm) 157.7 2875 1.623 155 160.8 ;
Polydispersity Index (P1} 02396 003515 1467 0.1999 02668 |
Peak 1 Area by Intensity ordered by area (%) 99.21 1365 1376 97.64 100 i
Peak | Mean by Intensity ordered by area (nm) 175 7007 4004 1704 183 {
Peak 2 Area by Intensity ordered by area (%) 2364 - - 2364 2364 |
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Fig 1. Distributia marimii dupa intensitate (P1-P3)
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Mentionam ca nanoparticulele din structurile nanolipidice sunt definite ca sisteme de
particule coloidale cu dimensiuni cuprinse intre 10-1000 nm. Din rezultatele de mai
sus se poate observa ca majoritatea particulele au dimensiunile cuprinse intre 140 si
urma fluxul tehnologic descris mai sus, si care vor intra in compozitia produsului

inovativ care face obiectul inventiei, sunt de ordin nano.

3. Etapa 3 - Utilizarea NLC-ului ca produs intermediar in obtinerea unei forme
farmaceutice finale, cu administrare orala, sub forma de comprimat

3.1. Adaugare solutiei de trehalozd cu rol crioprotector (inveleste particulele

grasoase) in emulsia nanolipidica, facilitdnd formarea unui amestec pulvurulent,

pretabil a fi transformat in forma farmaceutica si congelarea probelor pentru minim

24h inainte de a fi supuse procesului de liofilizare.

3.2. Liofilizarea probelor la o presiune de 0,1 bar pentru 72h - etapa necesara
pentru a elimina apa din compozitie. in urma acestui proces rezultad transportorii
lipidici nanostructurati (NLC) sub forma de pulbere usor lipicioasa, prezentata in

figura 2 de mai jos:

Fig. 2 Pulberea de NLC_ULN_DSG_ELD obtinuta in urma procesului de liofilizare si

care urmeaza a fi procesata sub forma de comprimat

3.3. Omogenizarea uscata a pulberii anterior obtinute cu excipienti.
NLC-urile ca vehiculele de fincapsulare pe bazd de lipide, au o textura

uleioasallipicioasa, nu prezintd caracteristici necesare comprimarii, find greu

h2
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prelucrabile in forme farmaceutice solide. Prin urmare, apare necesitatea utilizarii
unor excipienti care, prin proprietatiile lor, s& absoarba uleiul din NLC-uri si sa le
converteasca in pulbere, astfel asigurand atribute tehnologice favorabile prelucrarii

acestora.

In urma testelor de preformulare si a studierii datelor din literatura, excipientii alesi
pentru fabricarea produselor finite de tip comprimat pe baza de NLC au fost:

- dioxid de siliciu coloidal hidratat - pentru a absorbi uleiul din NLC si pentru a
conferii amestecului de pulberi bune proprietati reologice

- stearatul de magneziu cu rol de lubrifiant/agent antiaderent.

Pentru omogenizare se utilizeaza un granulator de mare viteza, cu o viteza a
impeller-ului de 120-150 rpm timp de 5-10 minute. Amestecul rezultat, prezentat in
figura 3, se descarca in container din ofel inoxidabil, etichetat corespunzator si se

trece la etapa urmatoare, de comprimare.

Fig. 3 Granula ce contine transportorii lipidici nanostructurati NLC_ULN_DSG_ELD +

dioxid de siliciu coloidal hidratat + stearat de magneziu

3.4. Comprimarea amestecului se realizeaza cu masina de comprimat rotativa.

Randamentul etapei de comprimare este de minimum 97%. Comprimatele,
prezentate in figura 4 (pe baza de transportori lipidici nanostructurati - NLC), ca
produs intermediar vrac, se descarca in containere de otel inoxidabil etichetate
corespunzator. Amestecul (granula) poate fi supus unui proces de incapsulare, caz in

care se obtine o forma farmaceutica orala sub forma de capsula.
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LW

Fig. 4 Comprimat (d=14mm) ce contine transportorii lipidici nanostructurati
NLC_ULN_DSG_ELD

3.5. Ambalarea se realizeaza in cutii cu blistere sau flacoane.

3.6. Depozitarea produsului — la temeperatura controlata de maxim 25°C.
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4. Etapa 4 - Controlul produsului finit
Produsul obtinut conform inventiei a fost testat fizico-chimic si microbiologic

rezultatele fiind prezentate in tabelul 2.

Tabel 2. Rezultatele controlului fizico-chimic si microbiologic al comprimatelor pe
baza de transportori lipidici nanostructurati — NLC, ce inglobeaza principii active

vegetale:

Parametru Prevederi Rezultate Metoda
Comprimate neacoperite
Aspect Ientlcyl_a_re, cu aspect uniform, Conform Vizual
margini intacte, suprafata
compacta, d=14 mm
Culoare Galbui pigmentat Conform Vizual
Miros Caracteristic Caracteristic Organoleptic
Gust Caracteristic Caracteristic Organoleptic
USP Dietary
Masa medie, mg 660,00 +10% (594,00-726,00) 657,20 Supplements
Compendium
M|n..18 cpr din 20 cpr = Masa USP Dietary
. . . medie + 5% Max. 2 cpr din 20
Uniformitatea masei : - Conform Supplements
cpr pot varia > 5%, dar nici 0 \
Compendium
cpr>10 %
T|Tnp de dezagregare, Max. 15 4 Farmacop?ea
min Europeana
onti indi ina, .
Continut indiosgenina, .. o, (15675 17,325) 1593 HPLC, In
mg/cpr house
Dizolvare diosgenina,% . HPLC, In-
) ’ 77,3 '
dupa 30 minute Min 70 house
Nr. total microorganisme 0
aerobe/ g: Max. 10* UFC Farmacopeea
Calitate microbiologica Nr. total de drojdii si 0 Euro earF\)é
mucegaiuri/ g: Max. 102UFC P
Escherichia colil g: Absent Absent

In urma probelor testate, se constatsd c& produsul finit obtinut in urma fluxului
tehnologic, prezentat in figura 5, conform inventiei, este corespunzator toti
parametrii testati fiind in conformitate cu cerintele. Continutul de principiu activ
din NLC-ul din formula produsului, se regaseste in cantitatea teoretica prevazuta, in
produsul finit, ceea ce demonstreazd ca intregul proces de fabricatie (de la

obtinerea NLC-urilor pana la produsul finit sub forma de comprimat) este bine
controlat si reproductibil.

10
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REVENDICARI

1. Obtinerea unei forme NANO - NLC prin transformarea unui principiu activ dintr-o
forma de dimensiuni normale = non NANO, intr-o forma cu dimensiuni mici — de
ordinul nanometrilor = NANO. Astfel, reducand dimensiunea particulelor, creste
biodisponibilitatea produsului.

2. Formularea, optimizarea si testarea tehnologica la scara industriala pentru
obtinerea unui produs intermediar, sub forma de NLC — cat mai pulvurulent, astfel
incat sa fie pretabil la prelucrarea tehnologica in vederea obtinerii unei forme
farmaceutice solide orale, de comprimate.

3. Produs inovativ caracterizat prin aceea ca are in compozitie transportori lipidici
nanostructurati (NLC) ce contin urmatoarele principii active vegetale aduse la
dimeniuni nano:
a) extract din radacind de Yam Salbatic (Dioscorea villosa) standardizat la
diosgenina :
b) extract din radacina de Lemn Dulce (Glycyrrhiza glabra) standardizat la
glicirizina
si care are urmatoarea compozitie/forma farmaceutica: 92,94% NLC, 6,06% dioxid
de siliciu coloidal hidratat, 1% stearat de magneziu, procentele fiind exprimate in
greutate.

4. Produs inovativ conform revendicarii 3, caracterizat prin aceea ca se prezinta sub
forma de capsule sau comprimate.

5. Produs inovativ conform revendicarilor 3 si 4, caracterizat prin aceea ca NLC-ul din
compozitie contine:
a) 3,33% extract din radacina de Yam Salbatic (Dioscorea villosa) standardizat
la 95% diosgenina
b) 13,33% extract din radacina de Lemn Dulce (Glycyrrhiza glabra) standardizat
la 10% glicirizina
c) 16,67% amestec surfactanti + co-surfactanti (faza apoasa)
d) 66,67% amestec lipidic (lipide solide — monostearat de gliceril, palmitat de
cetil, ulei de luminita noptii)

6. Flux tehnologic de productie pentru obtinerea produsului inovativ conform cu
revendicarile 1-5.

7. Utilizarea produsului inovativ conform cu revendicarile 1-6 pentru imbunatatirea
starii de sanatate a femeii aflate la menopauza (benefic in tulburarile menopauzale).
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