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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
nanoparticule de zeina incarcate cu ghimbir tratat ter-
mic cu efect antitumoral pentru aplicatii biomedicale.
Procedeul, conform inventiei, consta in etapele: pre-
parare extract de ghimbir (Zingiber officinale Rosc.) prin
mojararea ghimbirului proaspat, amestecare cu apa
deionizata si tratarea pastei intr-o autoclava la tem-
peratura de 120°C timp de 360 min, preparare amestec
constituenti nanoparticule prin amestecarea zeinei cu
deoxicolat de sodiu (SD) in etanol si extract de ghimbir

tratat termic, formare nanoparticule de zeina dopate cu
ghimbir tratat termic pe baia de ultrasonicare, dializa
suspensiei de nanoparticule si criofilizare, rezultand o
pulbere de nanoparticule de zeina dopate cu extract de
ghimbirtratat termic avand efect antitumoral demonstrat
in vitro.
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PROCEDEU DE SINTEZA A UNOR NANOPARTICULE DE ZEINA iNCARCATE CU
EXTRACT DE GHIMBIR CARE PREZINTA POTENTIAL TERAPEUTIC
ANTITUMORAL

Descriere

Prezenta inventie se referd la un procedeu de sintezd a nanoparticulelor de zeind incércate
cu extract de ghimbir, nanoparticulele astfel obtinute avand efect antitumoral.

Nanoparticulele sunt sisteme populare de livrare tintiti a medicamentelor datoritd
posibilitdtii de control al dimensiunilor si al proprietétilor suprafetelor, precum si a dinamicii de
eliberare a medicamentului realizatd de acestea !. In ultima perioadd, nanoparticulele polimerice
sintetizate din proteine au cdstigat o atentie sporitd pentru ci respectd aceste criterii, iar
suplimentar sunt biocompatibile, biodegradabile si non-toxice 2. Un exemplu de proteini utilizata
pentru sinteza nanoparticulelor este zeina, o prolamin extrasi din semintele de porumb care este
considerati sigurd pentru administrare umand. Zeina este insolubild in api si solubild in alcool,
prezentand o tendintd spre precipitare si agregare. Zeina poate forma nanoparticule care sunt
bune candidate ca sisteme de transport de medicamente care realizeazd eliberarea controlatd a
acestora 3. :

Ghimbirul (Zingiber officinale Rosc.), apartinand familiei subtropicale Zingiberaceae,
este cunoscut pentru efectul antitumoral, fiind eficient si in cazul cancerului gastro-intestinal 4,
Compusii activi ai acestei plante sunt reprezentati de terpene si compusi fenilici °. Terpenele din
ghimbir sunt zigiberene, PB-bisabolene, a-farnesene, B-sesquiphellandrene §i a-curcumene.
Compusii fenilici sunt repezentati de gingeroli, shogaoli si paradoli. Studiile anterioare au aritat
ci efectul antitumoral al ghimbirului poate fi mediat de 6-gingerol si 6-shogaol . Compusul 6-
shogaol se obtine prin extractie la temperaturd mare si cantitatea in care este prezent se coreleazi

.....

pozitiv cu capacitatea anti-oxidanti a extractelor de ghimbir 6. Datorita biodisponibilitatii reduse
in agenti de livrare cum sunt micelele 7 sau nanoparticulele 8,

Prezenta inventie se referd la sinteza unor nanoparticule de zeind incércate cu extract de
ghimbir. Metoda de sintezd a acestora se bazeazd pe nanoprecipitarea zeinei in prezenta
deoxicolatului de sodiu (1.25% maséd/volum) — conform metodei dezvoltate de Galiadi et. al. ? si
a unui extract de ghimbir. In prealabil, extractul de ghimbir a fost tratat termic cu scopul de a
favoriza reactia de deshidratare a gingerolilor care conduce la formarea shogaolilor. Astfel am
asigurat incircarea nanoparticulelor cu un extract bogat in shogaoli. Nanoparticulele obtinute au
fost apoi supuse dializei pentru indepartarea compusilor nereactionati, iar ulterior au fost
liofilizate in vederea stocdrii i utilizirii lor.

Nanoparticulele sintetizate conform acestei inventii au fost caracterizate din punctul de
vedere al proprietétilor fizico-chimice, precum si din punctul de vedere al efectului biologic.
Astfel am demonstrat prezenta polifenolilor in extractul de ghimbir preprat termic, polifenoli
care in proportie de ~11% se incarcd in nanoparticule. Proprietitile nanoparticulelor incarcate cu
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ghimbir au fost comparate cu cele ale nanoparticulelor sintetizate urménd protocolul lui Galiadi
et. al. ° pentru a demonstra imbunatitirea adusi de incircarea cu ghimbir. Raza hidrodinamic3 a
celor doud tipuri de nanoparticule este comparabild, insi semnétura in domeniul infrarosu a
nanoparticulelor incdrcate cu ghimbir este diferitd. De asemenea, nanoparticulele incarcate cu
ghimbir sunt cu 20% mai citotoxice asupra celulelor dintr-o linie de cancer de colon decét
nanoparticulele fard ghimbir, ceea ce ar permite utilizarea unei cantititi mai mici pentru a obtine
un efect biologic mai puternic.

Prezentarea inventiei - procedeul de sintezii a nanoparticulelor
Procedeul de sintezd a nanoparticulelor a implicat urmatoarele etape:

1. Preparare extract de ghimbir tratat termic — 100 g ghimbir proaspét a fost mojarat cy
nisip de cuart. Peste pastd s-au addugat 300 ml apd deionizatd §i amestecul a fost
autoclavat timp de 360 minute (temperaturd de 120° C). Extractul de ghimbir a fost
separat de resturile de ghimbir prin centrifugare.

2. Preparare amestec constituenti nanoparticule - 58 mg zeind au fost amestecate cu
221 mg deoxicolat de sodiu (SD) in 25 ml etanol 70% preparat din etanol 96% diluat
cu cantitatea corespunzitoare de extract de ghimbir preparat termic.

3. Formarea nanoparticulelor de zeind incdrcate cu extract de ghimbir preparat termic
— pe baia de ultrasonicare se pune un tub cu 25 ml api distilatd. In tub se adaugi
amestecul pentru nanoparticule prin picurare treptatd timp de 50 minute. Tubul este

lasat peste noapte cu capacul deschis pe vortexul agitator pentru a favoriza evaporarea
etanolului.

4. Dializa suspensiei de nanoparticule — suspensia rezultatd se introduce intr-un sac de
dializ3 cu cut-off de mas3 moleculard de 50 kDa. Se realizeaza dializa timp de 24 ore
fata de apa deionizatd pentru indepértarea compusilor nereactionati.

5. Obtinerea unei pulberi de nanoparticule - continutul sdculetului de dializa se varsi
intr-un tub care se introduce in aparatul de crioliofilizare (vid, temperatura de -80° C).

Caracterizarea nanoparticulelor rezultate prin aplicarea inventiei

in cadrul prezentei inventii, nanoparticulele de zeind incdrcate cu extract de ghimbir
preparat termic au fost caracterizate fizico-chimic dupi cum este prezentat mai jos. Proprietitile
nanoparticulelor sintetizate conform inventiei (incdrcate cu extract de ghimbir) au fost comparate
cu proprietdtile unor nanoparticule de zein3 sintetizate conform metodei lui Galiadi et. al. °.

o



RO 138088 A2

1. Determinarea concentratiei de polifenoli din extractul de ghimbir tratat termic §i din
nanoparticule

1.1. Determinarea continutului de polifenoli din extractele de ghimbir

Continutul de polifenoli din extractul de ghimbir preparat termic a fost determinat
aplicand metoda lui Wolfe et al. !9, In 3 tuburi au fost pregatite dilutii din extractul de ghimbir: 1,
1/10, 1/100. Peste cele 3 tuburi s-au addugat 5 ml reactiv Folin-Ciocalteau diluat cu api 1:10 v/v
si 4 ml carbonat de sodiu 7,5%. Toate tuburile au fost vortexate pentru 15 secunde si incubate
pentru 30 de minute pe baie de api la temperatura de 40 C pentru stabilizarea culorii. Absorbanta
probelor a fost mésuratd la o lungime de undd de 765 nm folosind spectrofotometrul Specord
Plus (Analytik Jena AG, Germania). Pentru determinarea concentratiei s-a utilizat o curba etalon
obtinutd pentru acidul galic.

Astfel, in cazul extractului de ghimbir preparat termic am determinat o concentratie de
14.82 png/ml echivalent acid galic.

1.2. Determinarea concentratiei de polifenoli din suspensiile de nanoparticule liofilizate

Pentru determinarea concentratiei de polifenoli din nanoparticule, pulberea de
nanoparticule a fost solubilizata intr-un amestec de cloroform: metanol 1/1 (v/v- 5 ml cloroform/
5 ml metanol). Peste 10 mg nanoparticule au fost addugate 200 ul din amestecul de cloroform :
metanol 1:1. Acestea au fost agsezate 10 minute pe baia de ultrasonicare, dupd care au fost
centrifugate 5 minute la 14 000 rpm. Dupa centrifugare, din tuburi s-a preluat 100 pl supernatant
si s-a transferat in tuburi noi peste care au fost addugati 0,5 ml reactiv Folin-Ciocalteau diluat cu
apd 1:10 v/v si 0,4 ml carbonat de sodiu 7,5%. Toate tuburile au fost vortexate pentru 15 secunde
si apoi incubate 30 de minute pe baie de apd la 40° C pentru stabilizarea culorii. Curba de
calibrare a fost pregititd utilizand acid galic, iar absorbanta solutiilor a fost mésurati la 765 nm
utilizind spectrofotometrul Specord Plus (Analytik Jena AG, Germania).

In cazul nanoparticulelor incircate cu extractul de ghimbir preparat termic regdsim o
concentratie de 1.64 pg/ml echivalent acid galic, ceea ce reprezintd ~11 % din cea prezentd in
extractul folosit la prepararea acestora.

2. Determinarea razei hidrodinamice a nanoparticulelor

Raza hidrodinamici si indicele de polidispersie a nanoparticulelor suspendate in api la o
concentratie de 0.05 mg/ml a fost determinatd prin méasuritori de de imprastiere dinamici a
luminii (dynamic light scattering - DLS) utilizdnd un echipament Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK). Parametrii mésuritorilor au fost: temperaturd de 25° C, indice de
refractie de 1.45 — corespunzitor nanoparticulelor proteice si dispersantul utilizat — apa.
Principiul DLS consta in méasurarea imprastierii luminii de citre particulele solide suspendate in
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solventul ales, respectiv apa, aducand informatii despre difuzia acestora. Pe baza proprietétilor
de difuzie se estimeazd dimensiunea aparenti a acestora in apd. Rezultd o distribugie de
dimensiuni, insd se raporteazi raza medie a particulelor in apd (raza hidrodinamic). Deviatia de
la raza medie se estimeazi sub forma indicelui de polidispersie (PDI).

in cazul nanoparticulelor de zeini incircate cu ghimbir preparat termic am obtinut o
dimensiune medie de 460.3 nm si un indice de polidispersie de 0.797, ceea ce sugereazd
existenta unei distributii neomogene a dimensiunilor particulelor. La analiza distributiei
dimensiunilor nanoparticulelor in functie de intensitatea de imprastiere a luminii (Fig. 1), am
observat existenta a doud populatii de particule. Prima populatie cuprinde 73.1% din particulele
din proba, avand o dimensiune medie de 224.2 nm. Cea de-a doua populatie, care cuprinde 26.9
% din particulele analizate, este caracterizati de o dimensiune medie de 5137 nm si cuprinde
macroagregate (dimensiuni > 1000 nm). Considerand doar prima populatie de nanoparticule,
raza hidrodinamicid a nanoparticulelor cu ghimbir preparat termic este apropiati de cea a
nanoparticulelor de zein, respectiv 225.8 nm.

3. Compozitia calitativd a nanoparticulelor (spectroscopie in infrarosu cu transformatd
Fourier).

Pentru caracterizarea nanoparticulelor am utilizat spectroscopia in infrarosu cu
transformatd Fourier (FTIR), masuritorile fiind realizate cu spectrofotometrul Bruker Tensor 27
(Bruker, Germania). Spectrele au fost masurate la un intervalul de frecvente de 4000- 400 cm™?
la o rezolutie de 4 cm™1. Misurarea spectrului de absorbtie a probelor implici realizarea a doua
determindri: referinta (spectrul méasurat in absenta probei) §i spectrul probei (nanoparticule de
zeind incércate cu extract de ghimbir preparat termic sau nanoparticule de zein).

Spectrele FTIR inregistrate pe componentele nanoparticulelor, respectiv zeina pura,
deoxicolatul de sodiu, precum i spectrele finregistrate pe nanoparticulele de zeind si
nanoparticulele incércate cu ghimbir tratat termic sunt prezentate in Fig. 2. Spectrul zeinei
prezintd benzile de absorbtie specifice proteinelor: (a) banda amida I care reflectd in principal
migcdrile de intindere dintre legéturile C=0 (70-85%) si legiturile C-N (10-20%), este centrati
in jurul frecventei de 1640 cm™!, (b) banda amida II datorit3 intinderii in plan a legiturilor N-H si
C-N, centratd in jurul frecventei de 1523 cm™! si (c) banda amidi A datorati miscarilor de
intindere intre legiturile N-H este centratd in jurul frecventei de 3287 cm!. Deoxicolatul de
sodiu prezintd maxime de absorbtie la frecventele de 1040, 1392, 1560, 2865, 2929 ¢cm!, precum
si 0 banda larga centrata in jurul frecventei de 3291 cm-!,

In spectrul nanoparticulelor de zeind regisim benzile amidd ale proteinei, dar si
contributia deoxicolatului de sodiu. In comparatie cu zeina purd, observim o shiftare a
maximului corespunzitor benzii amida II de la 1523 cm! la 1547 cm™! datorita interactiunii cu
deoxicolatul de sodiu care de asemenea prezintd o bandd centratid in jurul a 1560 cm. Tot
datorita contributiei deoxicolatului de sodiu observdm o schimbare a raportului benzilor amida I
si IL. In cazul zeinei pure, amplitudinea benzii amida I este mai mare decét cea a bezii amida II,
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insd in cazul nanoparticulelor de zeind, banza amida II este mai ampla decat amida I. In spectrul
nanoparticulelor de zeind putem observa contributia deoxicolatului de sodiu sub forma
maximelor de absorbtie la 1040, 1392, 2865 si 2929 cm™!. Aceste maxime de absorbtie nu au
corespondentd in spectrul zeinei pure, cu exceptia maximului de la 2924 cm’!, care in cazul
zeinei pure prezintd o amplitudine mici. Banda centrati in jurul valorii de 1040 cm! este
specifica deoxicolatului de sodiu §i nu are corespondentd in spectrul zeinei.

in cazul nanoparticulelor incircate cu ghimbir preparat termic putem observa ci spectrul
este complet diferit de cel al nanoparticulelor de zeind. In cazul acestui spectru regdsim banda
amida I datorati zeinei, insd acesta are o amplitudine micd, in timp ce banda amida II este
insesizabild. De asemenea, nu regisim maximele datorate deoxicolatului de sodiu. Spectrul este
dominat de un maxim la 1015 cm’!, o frecventi apropiatd de 1040 cm™!, acolo unde deoxicolatul
de sodiu prezintd o absorbtie specifici. Putem presupune cd la acest maxim contribuie
deoxicolatul de sodiu din compozitia nanoparticulelor la care se adaugé contributia compusilor
din extractul de ghimbir. Forma spectrului nanoparticulelor incarcate cu ghimbir preparat termic
aratd cd acestea prezintd o compozitie particulard asociatd cu interactiuni particulare intre
compomponentele sale.

Testarea efectului antitumoral al nanoparticulelor obginute prin aplicarea inventiei

in cadrul prezentei inventii, efectul biologic al nanoparticulele de zeini incircate cu
extract de ghimbir preparat termic a fost testat asupra liniei celulare Caco-2, clona C2BBel. In
Tabelul 1 este prezentatd originea acestei linii celulare utilizatd pentru observarea efectului

biologic al nanoparticulelor de zeind dopate cu ghimbir.

Tabel 1. Caracteristicile liniei celulare Caco-2, clona C2BBel.

Organism de origine

Homo sapiens (om )

Tipul de tesut Colon

Tipul celulelor Enterocite

Morfologia tesutului Tesut epitelial

Sexul pacientului Masculin

Virsta 72 ani

Maladia Adenocarcinom colorectal
Etnia Caucazian

Testarea efectului nanoparticulelor de zeind incércate cu ghimbir preparat termic si a
nanoparticulelor de zeind s-a realizat in placi cu 24 godeuri, in fiecare godeu fiind cultivate
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celule la o densitate de 2 X 105 celule / godeu. Au fost testate concentratiile de 100, 200 si 500
pug/ml nanoparticule. Efectul asupra celulelor a fost evaluat dupa 48 ore de incubare cu
nanoparticule prin determinarea viabilitatii — testul MTT si a productiei de oxid nitric — metoda
colorimetrica Griess.

1. Viabilitatea celulelor tratate cu nanoparticule

Viabilitatea celulelor Caco-2 a fost testatd in prezenta nanoparticulelor de zeina gi a celor
de zeind incarcate cu extract de ghimbir. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2 si Fig. 3. Se
poate observa ci atit nanoparticulele de zeind, cat si cele incarcate cu ghimbir, prezinta un efect
citotoxic. Nanoparticulele de zeind aplicate celulelor Caco-2 reduc viabilitatea pana la ~26% la
utilizarea unei concentratii de 500 pg/ml nanoparticule. Efectul de scidere al viabilitatii celulare
datorat nanoparticulelor de zeina preparate cu deoxicolat de sodiu a fost evidentiat de Gagliardi
A. et al tilizdnd celule A549 (celule umane — cancer de plamani) si K562 (celule umane —
leucemie mielogena cronica), ardtdnd cd dupa 48 de ore de incubare, viabilitatea celulard scade
pani la ~40% pentru o dozi de 100 pg/ml nanoparticule °. Experimentele realizate aici aratd c3
doza de 100 pg/ml este mai putin citoxica pentru celulele Caco-2 decat in cazul celulelor A549 si
K562.

In ceea ce priveste efectul nanoparticulelor de zeina incarcate cu ghimbir tratat termic,
observam un efect citotoxic mai pronuntat la toate dozele considerate (viabilitate de ~15% la
aplicarea a 500 pg/ml nanoparticule incarcate cu extract de ghimbir). Efectul citotoxic este mai
puternic decét cel observat in cazul nanoparticulelor de zeina fara ghimbir. Astfel, la aplicarea a
100 pg/ml observim o scédere a viabilitdtii cu ~22% fatd de tratamentul cu nanoparticule de
zeind fard ghimbir. La tratamentul cu 200 pg/ml, contributia extractului de ghimbir se reflecta
intr-o scidere a viabilitdtii cu ~24% fata de tratamentul cu nanoparticule fird ghimbir, iar la 500
pg/ml nanoparticule, viabilitatea scade cu ~11% fata de situatia in care celulele au fost tratate cu
nanoparticule fard ghimbir. Astfel, putem afirma cé incércarea nanoparticulelor cu ghimbir le-a
crescut citotoxicitatea, ceea ce ar permite aplicarea unor doze mai mici cu eficiend mai mare.

Tabelul 2. Viabilititile celulare si deviatiile standard determinate in cazul tratamentului celulelor
Caco-2 cu nanoparticule de zeind si cu nanoparticule de zeina incircate cu extract de ghimbir
preparat termic.

Concentratia | Viabilitate celule | Deviatia | Viabilitate celule (%) NP | Deviatia
NP (pg/ml) | (%) NP Zeina standard | Zeind+Ghimbir tratat termic | standard
0 100 3,16335 | 100 3,16335
100 82,87 0,80905 | 61,03127 2,40108
200 72,42715 2,38851 | 48,40084 3,90875
500 25,95728 2,98305 | 15,1734 2,7459

0k
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2. Productia de oxid nitric in celulele tratate cu nanoparticule

Pentru a identifica tipul de stress indus de nanoparticule asupra celulelor, am determinat

productia de oxid nitric (NO) rezultati ca urmare a tratamentului cu cele doud tipuri de
nanoparticule — nanoparticule de zeind §i nanoparticule de zeind incdrcate cu ghimbir tratat
termic. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 4. Am considerat productia de NO realizata
de celulele control ca fiind 100%, iar productia realizati de celulele tratate cu nanoparticule a
fost raportatd la control.

Desi nanoparticulele de zeind incircate cu ghimbir preparat termic si cele fard ghimbir

sunt citotoxice, acestea nu cresc productia de oxid nitric. Astfel, nanoparticulele nu induc
inflamatie, ceea ce sugereaza ca isi exerciti efectul citotoxic prin alte mecanisme.

10.
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Revendicari

1. Procedeu de sintezd a nanoparticulelor de zeind incircate cu extract de ghimbir
preparat termic, caracterizat prin aceea ci va cuprinde urmitoarele etape:

a.

Preparare extract de ghimbir tratat termic — 100 g ghimbir proaspdt se
mojareazd cu nisip de cuart. Peste pastd se addugd 300 ml api deionizatd si
amestecul se autoclaveazi timp de 360 minute (temperaturd de 120° C).
Extractul de ghimbir se separi de resturile de ghimbir prin centrifugare.
Preparare amestec constituenti nanoparticule - 58 mg zeind se amestecd cu
221 mg deoxicolat de sodiu (SD) in 25 ml etanol 70% preparat din etanol 96%
diluat cu cantitatea corespunzitoare de extract de ghimbir preparat termic.
Formarea nanoparticulelor de zeind incdrcate cu extract de ghimbir preparat
termic — pe baia de ultrasonicare se pune un tub cu 25 ml api distilata. In tub
se adaugd amestecul pentru nanoparticule prin picurare timp de 50 minute.
Tubul se lasd peste noapte cu capacul deschis pe vortexul agitator pentru a
favoriza evaporarea etanolului.

Dializa suspensiei de nanoparticule — suspensia rezultatd se introduce intr-un
sac de dializd cu cut-off de masé moleculard de 50 kDa. Se realizeazi dializa
timp de 24 ore fati de apid deionizati pentru indepartarea compusilor
nereactionati.

Obtinerea unei pulberi de nanoparticule - continutul sdculetului de dializé se
varsid intr-un tub care se introduce in aparatul de crioliofilizare care asigurd un
mediu de vid, la temperatura de -80° C.

2. Figurile 1-4 caracterizate prin aceea cd sunt obtinute in urma cercetdrilor intreprinse
pentru caracterizarea produsilor rezultati prin aplicarea metodei si demonstreazi
veridicitatea acesteia;

3. Aplicabilitatea caracterizati prin aceea ci nanoparticulele pot fi utilizate pentru
aplicatii biomedicale, avand efect antitumoral demonstrat in vitro.
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Fig. 1. Intensitatea de Tmpréastire a luminii in functie de dimensiunea nanoparticulelor
determinatd in cazul nanoparticulelor de zeina incarcate cu extract de ghimbir preparat termic.
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Fig. 2. Spectrele FTIR masurate pentru probe de zeina, deoxicolat de sodiu (SD), nanoparticule

de zeind (NP zeina) si nanoparticule de zeina incarcate cu ghimbir tratat termic (NP zeina + G
tratat termic). Spectrele au fost normalizate la absorbanfa maxima din intervalul 1700 — 900 cm™'.
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Fig. 3. Viabilitatea celulelor Caco-2 tratate cu 100, 200 si 500 pg/ml nanoparticule de zeina si

nanoparticule de zeind incircate cu extract de ghimbir preparat termic. Controlul a fost
reprezentat de celule care nu au fost tratate cu nanoparticule.
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Fig. 4. Productia de oxid nitric (NO) masuratd in procente din productia de NO a celulelor de
control determinatd in cazul celulelor Caco-2 tratate cu nanoparticule de zeind (NP Zeina),
nanoparticule de zeina incarcate cu ghimbir preparat termic (NP Zeina + G preparat termic).
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