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CAMPO DELL INVENZIONE

Il decling funzionale del Sistema Nervoso Centrale (SNQ), che si
deterppina  durante 1l fisiologico  processo dinvecchiamento
cerebrale, spesso causa un deterioramento delle funziont cognitive
del sopgetio anziano che pud concretizzarsi anche inn disturbi del
comportamento con alteraziont della memoria temporale e spaziale.
Cuestey calo funziopale & legate sia sl determinarsi di alteraziond
biochimiche e strutturalt della composizions  Hpidica  delle
miembrane neuronali, s ad una diminuita aVILE enzumatica
cerebrale che pud anche condure ad una riduzione della densita
sinaptics neuronale.

La fosfatidilsering (PS) rappresenta il maggiore fosfolipide acido
del cervello, per questo motive 1a rowrea scientifica da tempo st
cereando un mattamento farmeacologico al distorbn cognitivi legat

sl tnvecchiamento con terapie costituite da fosfolipidi che possano
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prevenire (efo in parte anche feostruire) questo deficit strutturale e
funzionale delle membrane neuronali invecchiate,

Studi preclinicl e cliniei effettuati sull’vomo hanno  oramat
dimostrate come g somministraziong orale di PS pud, soprattutio
aell’angiano, determinare uwn significative aumento della sua
capacitd dapprendimento e della sua menmoria temporale e spazial
anche nel caso di patologie particolarmente invalidanti come la
demenza sentle ¢ [ Alzheimer (Cenacchi T, et al; Aging Clin Exp
Res; 1993; $:1123-133; Nunzi MG et al.; Adv Exp Med Biol; 1992;
318:393-8)

1l deterioramento sia fisivlogico che patologivo delle funziont
cognitive. dell’anziang pud  essere spesso  associato ad  una
diminuzione ormonale dovuta sl nomale calo di funzionaliv
endocrina  {oome  la menopausa ¢ Dandropausa),  oppure
all’improvviso bloceo delin produzione di determinati ormond per
asportazions chuurgra dell’organo secernente (ad wsempiy, per
ovariectomia parzizle o totale). A seguito di ¢id, spesso s venfica
Uistaurarsi di altre patologie come Iosteoporosi.

Con il termine osteoporosi si intende una condizione per ocui lo
scheletro & soggstio ad un maggiore rischio di fratture in seguito
alla  diminuzione i massa e alle modificariond dells
microarchitettura delle ossa. La perdita ossea riscontrata per
trovarst di fronte all'ostenporosi deve essere del 30%. St manifesta
prncipalmente nellosso rabecolare che & soggetto al maggior

sumere di fratture, & iz con una diminuzione del tono calcivo
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della massa ossea {osteopemia). Le ossa pil facilmente interessate
dalla diminurione del tono caloico sono le vertebre dorso-lombard,
it femore e il polso. Con il progredue dellosteopenia si puo
manifestare crollo vertebrale o frattura del collo femorale.
L'osteoporost si suddivide 1o prmaria (originale} o secondaria,
Vvern conseguita per evento correlato, twttavia la forma primaria
costituisce ia quasi esclusivitd (95% det casy),

{Isteoporost primarie comprendono osteoporost post-menopansale o
Posteoporost semide {quest'ultima dovuta a varle cause, tra cul
immobilizzazione, ridotto apporto di calcio, magnesio, vitarmina D
e altri importanti micronutrienti}.

Qsteoporost secondarie sono invece classificabili come causate da
immobilizzazione prowatta, artrite reumatonde, neoplasie maligne, o
tdotto assorbimento intestinale di nutnienti.

Fra le varie malattie ossee & la pit diffusa, colpisce entrambi 1 sessi,
maggiormente quello femminile dopo la menopausa, tale per cul
negll USA  la maggioranza degli adulti che hanno superato { 30
anni presenta osteoporost o comungue una bassa densitd ossea.

La causa & nella perdita dell'equilibrio fra osteoblasti & ostenclast
la prima categoria di cellule contribuisce alla formazione osses, fa
seconda contrtbuiace al riassorbimento osseo ¢ se ghi osteoclast
lavarano pit velocemente degli osteoblasti, Posso si deteriora. Nella
nmenopansa 8 risconra un maggiore produzione di osteoclasty,
cavsata dalla perdita di estrogeni che porta all'innalzamento delle

citochine correlato alla produzione di osteoclasti, Nella seconda
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forma con Vavanzare dell'std diminuises [attivitd degli osteoblast.
Come terapie di prevenzione e di cura, troviama:
s assunzione di eolecaleiferclo per favorive assorbimento di
Caloio a Livello intestinale,
s integrazione di Calclo e Magnesio,
+ la somministrazione di bifosfonati che inibisconp Dattivita
degli vsteoclasti,
¢ la ferapla ormenale sostitutiva con estro-progestinit per le
donne 1 menopausa & con testosterone per ghi uomin,
s inibizione degli osteoclasti con calcitonwa,
« il clodronato per i trattamento del dolore da frattara insieme
alla calcitoning soltocute,
Associata all’osteoporosi, spesso nell’anziano possiamo trovare
Vostecartrosi/osteoartrite {OA), patologia fortemente invalidante
caratterizzata dalla progressiva erpsione delle cartilagini articolari
per la degradazione della matrice articolare e la perdita dei
componenti - cellulart,  Infanti, i fisiologive  processo  di
wivecchiamento delle superfict articolart sembra colnvolgers
meccamisi enzimatiel propri dell’OA.
E noto come lo sbilanciamento meccanico che pud coinvolgers
Varticolazione nella sua complessith pud essere Uinjziale causs
dell insorgenza della suddetta patologia,
Quest’instabilitd articolars pud essere sostanzialmente cansata da
diversl fattori {guali i1 travma, Umflammazione del sistems

articolare, erosione della cartilagine, una errata deambulazione o
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posturay © pud detenminare un’alterazione del delicsto equilibrio
gsistente ta sinfest o degradszione della mutrice exiracellulare
sinfetizzata principalmente dal condrogity & dai sinovioait.

Cuande gussta sitwazione di perfetia ma delicata omeostasi sl
spezza, la degradazione della matrice supera la sua sintesi e
conseguentemente, inzia un lento ma progressive processo i
degradazione male compensato dal corrispondente processo 4
sintesi, in sepuito all gvvenuta perdita di condrociti.

Infaty, un eccessivo efo non correlto caricamento delle arficoluziont
pud causare una risposta condrocitaria che si esprime nella sintest
di gueglt enzimi responsabill della degradazione della cartilagine
stessa. (Gl enzimu proteasiel responsabili della degradazione della
cartilagine sono chiamatl Metalloproteasi (MMP) e sono sintetizzati
dai condrociti quando stimolati da citochine infiammatorie, come
-1 & TNF-¢r, che vengono prodotte e liherate nella caviwd
articodars soprattutto all nstaurarst di una patologia inflammatoria,
-1 stimols la statesi di alti hvelli di osside nitrice {responsabile
della morte per apoptosi dei condrocity ed, incltre, nubisce la
sitest der protecglicani (componenti della matrice} da parte dey
condrociti stessi (Dozin B. et al,, Matrix Biology, 2002, 21:449-
459,

Come teraple di cura goviame b somministrazione di farmaa
sterowlet e non steroided, in assonigzione ad inleriont intra-articolarnt
di visoosupplementanti.,

Attualente in commergio cone terapia di prevenzione e cura delle




patologie nourcdegenerative  di cul sopra e delle  patologie
infiammatorie o generale,  possiamo  ovare  composiziont
tarmaceutiche contenenti agenti antiossidanti cone la cureuning:

la. curcumina (diferuloilmetane; 1,7-bis[4-idrosal-3-merssifenil]-
I b-eptadiene-3,5-dione) ¢ una molecola liposolubile e, insieme at
suoi  derivati  mono~ e  di-metossi  complessivamente  detti

surcuminoidi, si othene per estrazione con solvente dal rizons

essiccato e macinate della planta dif Curcama fonga. La curcuma &
stata storicamente uzata dalla medicina Ayurvedica indiana per
frattare una grande varietd di disturbl, ma solo nel XX secolo le
ricerche  scientifiche  identificarono nella curcumina 1l fattore
responsabile della maggior pante delle sue attivith bivlogiche. La
curctimina & stata ogeetto di moltssimt studi st prechinicl che
chinici &, quindt, risulta ben documentate i sue potere anti-
inflammatorio ¢ anti-ossidantes possiede infatt la capacitd i
regolare equilibrio ossidative delle cellule intervensndo m modo
differente su moltissimi meccanismi; in particolare, inibisce una
serie di farort ad attivitd fortemente inflammatoria (COX 1 e 2,
TWF, Lipo-ossigenasi, Interferone-gamma}. Infine, & staty anche
dimostrata in vitre la sug efficacia come anti-tumorale (Bengmark
5., JPEN, 2006, 3001 145-514.

1 suo utilizzo clinico tottavia & lhnitato dalla sua scarsissimg
bodisponibilitd dopo sommuinisteszione orale, per il suo basso
assarbimento gastromtestinale causato dalla lipofilied del suddetto

prineipio attivo. Per quest maotivi, moltd sono stati i tentativi
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d'aumentare la biodisponibilita della curcumina: come la sua
associazione con pipering {comungue tossica) o con altrl oli di
Curcama longa (US7,736,679), o la sua incapsulazione In liposomi
o fitmsomi costituiti da fosfolipidi/lecitina (EP1991244),
La disponibilita orale della corcumina resta comungue lHmitata,
La fosfatidilserina & un fosfolipide di natura acuwda con tre groppl
ionizzabill {amminico, fosfato, e carbossilion) presente soprattutto
nella parte interna della membrana plasmatica: moltissimi studi ne
hanno dimestrato Pefficacia sig nel facilitare ke attivitd neuwronali
che dipendono dalla membrava celiulare, sta nel normalizzare la
densitd det recetixal neuronali per ripristinare i corretti Hvelli di
acetilcolina ¢ dopamina
La PS attualments w commercic nasce da procassi di produzione e
purificazione  {nott  all’esperte  del ramo)  consistenti  nella
conversions  enzimatica della  fosfatidilecding (PO &fo
fosfatidiletanolsimmina (PE)Y i PS tramile unz reazione di
transfosfatidilazions catalizzata dallenzima fosfolipast D {(PLDY,
con successiva sug purificazione per estrazione finale con zolventi
Grganicl.
La P5 & prodotta come polvere ma venduts sopratiutto in forma
fluida, generalmente mescolata a solventi oleosi comprendentt
trighiceridi per la sua formulazione in capsule molh.
Tuttavia, questo fosfolipide presenta notevoll problemi di stabilitd
formulativa legati fondamentalmente a tre mativaziont

~ la presenza, nella compesizions finale delie capsule mndli, di
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tracce  dell'enzima  PLD  che determina  la  rapida
decomposizione della PS portando alla formazione di acido
fosfatidico (PA) efo di fosfandilglicerclo, m seguito alla
sostituzione della serina con i ghiceralo presente all interno
della capsula (EP1663137);
~ in presenza i radicali biberi (ROS) la P8 pud subire an
processe  di perossidazione lpidica degll acidt  grass
pulinsatur della molecola (Bochkov V., Antioxidants &
Redox Signaling; 2010, 12(8):1009-1038);
~ la P8 pud infine subire anche il processo ossidativo della sua
testa polare, ciog della serina, che porta all’accumuloe di PA
{Maciel E. et al, ] Am Socc Mass Spectrom, 2011,
220100180414
Oggetto della presente mvenzione & una puova composiziong
farmaceutiva comprendente associazions di PS con curcuming,
poiche la Richiedente ha scoperto come essa stabilizzd i suddetto
fosfolipide rallentandone ¢fo bloccandone 1 moltephicr processt di
degradazions ¢  ossidazions  (precedentemente  desoritti)

permettende  cost la formulazione  di una  gssociazione

PS/curcuming stabile e priva di_prodotti di_degradaziong, per la
preparazione di composizioni farmaceutiche {ed integratort) in tutty
le forme farmaceutiche ¢ non, aftwalmente note allesperto
{capsule, barrette, soluxionVdispersiond per la preparazione di

flaconcini).
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La presente ipvenzione descrive @ rivendicd nuove composizion a
base di PS ¢ curcumina per la preparazione di fanmact {efo
mtegrator: alimnentan) 312 nella prevenzions delle patologie legate
all invecchiamento cerebrale sopra descritie, sia nella prevenzions
cura dell osteoparosi efo dell osteoartrosi.

Infati la Richiedente ha scoperto che [assocmzione della
carcamina con la fosfatidilserina stabihizza questo fosfolipide,
modo tale che le composizioni farmaceutiche (o altre formulaziont)
che contengone la suddetla assoviazione nom presentans PS in
forma degradataossidaty e neppure i prodotit di degradazione della
PS sopra descritti, mantenende cosi inalierate tutte le proprigta
farmacologiche dells PS. La Richiedente ha quindi di seguito
descritto muove fame  farmaceutiche come  capsule molll o
compresse, soluzioni efo dispersiont, barrette o altre formulazioni
note all’esperto, contenenti la nuova stabile associazione costituita
da PS/curcuming,

Qpeetty della presents  invenzione sono inclue nuovi us

o
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terapentici delle nuove composiziont farmaceutiche contenentt
PSfcurcumina:

» Irattamento terapeutico di prevenzione ¢ cura delle patologie
neurcdegenerative con diminuzione degli aspetti cognitivi e
alterazioni della memoria come 'Alzheimer, la demenss
senile e presenile, la demenza vaseolare;

* traftamento  terapeutico di prevenzione € curd
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dell’osteoporost primaria ¢ secondania;
¢ frattameento lerapeutico di prevemzions & cura
dell osteoartros: {OAL

La Richiedente di seguito ha infatti dimostrato Peffetto sinergico

della nuova stabile associazione PS/curcumina nella riduzione della

produzione di ossido nittics (NO3.

Pa o

(Faesti nisultatl sono sstremamente 1mportantt poichd UNG risulta

unplicato nella patogenest

e

s del danno cellulare ossidativo che =i verifica, ad esempio,
nella riperfusione dopo un'ischemia;

» i malatlie  neurodegensrative  come, ad  esempio,
I'Alzheimer, la demenza senile e presenile, la demenza
vascolare;

» di malattie relative alls struttura ossea ¢ alle articolazioni,
come osteoporost & U osteoartrosl,

Nel SNC, agenti patogeni, condizioni di stress, ety o malattie
neurodegenerative  possono  dare  imtwio ad  una nisposta
inflamumatoria guidata  dallattivazione delle cellule ghali (in
particolare delle cellule microglialy) che, secernendo molecole pro-
infiammatorie, neurotrasmettifori ¢ specie reattive come NO,
modulano 1 suddettt progessi wnfiammatori. In particolare, alte
concentraziont di NO sono state riscontrate sia net neuront ¢he nella
ghia dove contribuisce al mantepimento e alla progressione del
processe neurc-nftamnmatorio per la sua peculiare capaciiy di

creare radicall  libert che comprometionn Uintegrith della cellula
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sottoponendola & stress ossidativo (Pernandez AP et al,, Curr Pharm
Des, 2010, 16(25)2837-30). In aggiunta a ¢id, UNO appare
cotnvolto anche net processt di sviluppo dell’osso aumentando i
differenziamento degli usteoctasty, compromettendo cosi la densita
munerale dell’osso stesso (Ninomiya JT, Poster Session-Bone Cell
Biology, 2001, 47th AM of Ornthopsedic Research Society,
Califorpia). Infine, & stata dbmostratd la presenza ¢ i roole attive
dell’ NQ nei tessutt articolari &b paxientt affetti da 04, dove sl
concentrazione intbisce athivitd mitocondriale det condrocitt € dex
smoviocty, causa la formazione di radicalt liberi € guindi la marte
cellulare,

Neto & il ruclo della PS nell inubizions dellenzima deputato alla
sintesi di NO e il conseguente rallentamento del processo di
osteoclastozenesi che causa la perdita 43 osse trabecolare (Aramakit
Y, Biochem Biophys Res Coman, 2001, 280(4):982-7

Nota ¢ whne anche la capacitd della curcumina nell’inibire la
produzione di NO regolando Venzima NO sintetasi; per I8 sus
capaciti  anti-inflammatorie  la  curcumina  risulta  quindi
sperimentata nelle patologie neurodegensrative, nell’OA ed anche
nella prevenzione del deterioramento osseo {(Kim WK, § Cell
Biochem, 2011, 1120 113158-406).

La Richiedente ha ora sorprendentements scoperto, € di seguilo

dimostrato, effetto sinercico della nuova stabile associazione

PS/curcuming nella riduzione della produzione di ossido nitrico

(NQO) nelle cellule dells microglia dopo sollecitazione con agenti

eutici S,

e (P

pAL
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pro-infiarnmatori (LPS).
Questo risultato ¢ del tutto inaspettato e, wnn considerazione delle
note implicaziont del’NO sopra deseritte, supporta t nuovi ust
terapeutict della composizione farmaceutica confenente la stabile
associazione PSfcurcuming, sia nelle patologie neurodegenerative
che in quelle cowmvolgenti apparato osseo.
Oggetto della preseme invenzione sono guindi | nuovl ust e metodi
di trattamente delle patologie sotto desentti, che consistono nella
somministrazione giornaliera di 1 o pid dosi farmacnlopicamente
attive della composizione farmacentica a base di PS/curcoming, e di
$eguilo TIportat

*  trattarnento terapeutice di prevenzione e cura delle patologie

neuradegenerative con dininuzione deglt aspeltl cognifivi ¢

alterazion: della memoria come UAlzheiumer, la demenza

e frattamento  ferapeutico  di prevenzione e cuga
dell’osteopotost primaria e secondaria;
s (rattamente  fergpoutico di prevenzione e oura

deil’ osteocartrost {OA)
La PS utilizzabile nella desoritta associazione & prodetta gravie
all’enzima PLD che catalizza la wansfosfatidilazione wa PC e
sering,  regzione  che  pud  avvenire o ambients  acquose
(EP1231213, EPI048738), oppure i un  sistema  bifasico
acqualsolvente (EPO776976, EP1890706). E witavia preferibile

T

utilizzare una PS prisdotta secondo brevetto ERIBS0706 b cut la PS
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pud essere prodotta I presenza di un osside di metallo bivalente
un ambiente di reszione idroalcolico, oppure in un ambiente
contenente un solvente aprotive, uppure in un sistema bifasico; &
maggwrinente preferibile la preparazione di PS m un sistema
hifasico formato da una soluzione acquosa ¢ da un solvente
organico i presenza di ossido di calciv, poiché questo sistema
permette la preparazione di una PS ad alta concentrazione e con
elevate grade di purezza.
L curcuming (con 1 suol derivatl come, ad esempio, 1 suoi esterd
che fomzionano come pro-drug) utilizzabile nella presente
invenzione puds essere acquistata come tale (generalmente st trova
associata o alin curcuminoidi presenti In proporzione mMInNOIe come,
ad esemplo, Curcumin Complex), o come Biocurcuming (BOCM-
Q5®) associata ad oli e polimeri che aumentann la sua
biodisponibilita (US20070148263), ¢ formulata in associazions con
piperina (Shobha et al, Planta Med, 1898, 64 353-38), uppure
reperita come  micro o nancemulsiont/nanodispersiont  che
atiizzann leciting e/o acidt grasst ofo tnghiceridi ed, eventuaimente,
anche tensioatiivi come il Tween 80, per stabilizeare la molecols o
renderla maggiormente bindisponibile.
La nuova stabile associgzione oggetio della presente mvenzione &
costituita da:

#PS {preferibilmente come sale sodico) in concenirazione da 50

a 400myg per singola dose di composizione farmaceutics,

preferenzialmente da 100 8 200mg;
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» curciiming con concentrazione da S0 a 19000mg per singola
dose di principin attivo, preferenziaimente da 100 a2 600mg,
in modo dipendente dalla niziale composizione  del
principio attive utilizzato nell’associazione con PS.

Le forme farmaceutiche (¢ non farmaceutiche) preferite sono in
forma  di capsule  mwolll,  bustine, compresse, barmette o
scluzioni/dispersioni per la preparazione di flaconeint,

Le forme farmaceutiche maggiormente preferite sono le capsule
moli e e busting; Passoclazions PS/curcumina pud  essere
formulata in composiziont preparate come noto all’esperto del ramo
utilizzando, ad esempio, eccipientt  lipidici {(come, ad esempio,
acidi grasst, trigliceridi efo fosfolipidi),  tensicattivi {come, ad
gsempio 1 polisorhati); agenti adsorbenti (ad esempio, i sorbitclo e
il mannitolo), agenti conservantiantiossidantt {come, ad esempio,

o

Pacido ascorbico) repolaat dif pH (come ad esempin Pacido

citricoy; wfine, le nuove composiziont oggetto della presente

invenzione POSSONRO conieners anche agentt
farmacologicamente/biologicamente attivi di origine naturale /o &

sintest, come vitamine, sali minerali, agent tomificanti {(come ad
esempio I Ginseng e i Ginkgo-biloba), antiinfuamuatorn,
aminoacide

A zoopo puraments descrittivo ¢ non Hmitative vengono riportalt
ateuni  esempi di formulazione  della nuova  assoctazions
PSfeurcununa ogeetto della presente invenzione, assieme ai risultati

otteputt dalla sperimentazione in virro.
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Esempio 1; preparazione di busting 200mg PS/00mg curcumina

Compunent
PS sale sodico | 200mg
Curcuming (95%) 400my
mﬁ;éip:&r{axne 10mg
Silice colloidale 2&1};
Lecition i soia 20mg
Aroma naturale mone | Slmg
Mannitola 200mg
Fruttosio qha &000mg

Le bustine devono contenere un granulato uniforme, scorrevole, di
gradevole assunziong, stabile nel tempo,

Il silice conferisce scomevolezza al granulate ¢ previene I
formazione di aggregati, I mannitolo e a leciting facilitano la
dispersione del principio attivo in acqua, mentre il frutiosio, con
granulomeiria preferthilmente wnferiore & 1530pm, consente la
realizzazione di una miscela uniforme di PS/curcurmna con gl
gccipientt,

Procedimento di preparazione: Miscelazione del componenti

In apparecchio miscelatore a cubo & caricata la PS pre-miscelata
con  lecitina  opportunamente  setacciata & curcumiing
successivamente  vengono agguntl  futtl 1 orestantl ecoipisndi
praventivamentis setaceiatl.

Llatmosfera ¢ resa werte con flusso d7azoto tilivato, ls miscelazions

procede per 30 minuti,
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Al termine, la miscela € ripartita in buslting {sempre in flusso
d’azote) che vengnno termosaldate.

Esempio 2 wrepaazione di capsule modllt 100me PS200mge

curcuming

Comnponsnti

PS sale sodico {00mg
Curcuming {93%:) 200mg
Lecitina ' 30mg
Ohe vegetals T300me

Componentt dellinvolucoo

{zelating 360mg
Glicerolo 140mg
Ferro ossido marrone E172 Smg

- Ferro ossido rosso E172 i, 2mg

Sodio etile p-idrossibenzoato I6mg

Sodio propile p-idrossibenzoate | 0.9mg

Procedimento di preparazione: Miscelazione dei component

Per guesta procedura viene utilizzato i turbo-emulsore FRYNA
VME 400 m cul viene versata mizialmente {8 quaniitd deseritia di
olin vegetale portandulo ad una temperatura omogenea di 25°C.

A esso st oaggiunge ung metd della quantita totale di PS, di
Curcumina e del restanti componenti;

si chitde apparecchic ¢ si crea il vuoto, la turbina viene quindi

gzionaia per 15 minun Si versa 1a seconda metd det components € si
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ricrea i vooto. La burbina & azionmata per altd 40 minuti. La

ernperatara non deve superare 1 40°C,

Successivamente € azionatd anche i muling omogeneizzatore per

]

un tempo complessive di 90 minuti fino ad oftenere la completa ed
omogenea dispersione dei principt ativi e ded restant componentl,
1 muling @ fermato mentre rimane (n azione la turbina per altnt 10
miruti.

Successivamente la miscela ottenuta € ripartita i capsule,

Esempio X

PSfcurcuning; sinergies intbwione della produzione di NO

Juesta sperimentazions & stata fatta per valutare la capacith della
stabile assoviazione PS/curcuming nel modulare Patfivazione della
microghia in vitre vs Ueffetto determinato dalla sola PS e dalla sola
curcuming.

Materiale ¢ Metodi

P8 {zale sodico) prodotta e purificata secondo EP1890706 {esempia
3} & stata tisospesa in 2 cluoformic/metannlo, asciugata per
evaporaziong ¢ risospesa i PRBY alls congentraziong finale i
100uM. Per questo esperimentn & stata utilizzata corcuming al 95%
di purezza, preparata in DMSO alla concentrazione finale di
principio attivo di 20mM.,

Modello spertimentale

Per questa sperimentazione & stato scelto un modalln dr attivazione
gliale in vitro uiilizzando la linea cellulare di microglia murina BV-

73,
Los
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S0.000 cellséwell sono state inizialmente seminate in piastre da 98
wells ¢ manienute in coltura in DMEM contenente it 10% di FCS,
ghitamming e antibiotici a 37°C. Se  attivate con LPS
(lipopolisaccaride, endotossing  batterica  det  Gram-negativi,
normalmente gtilizzata come stimolo pro-infiammatorio sia in vitro
che in vive), gueste cellule sono in grado di rilasciare NO nel
terrenio di coltara, di conseguenza esperimento consisteva nella
loro stimolazione con LPS (lpg/ml over-night, i presenza o
assenza di PS {10 ¢ 30uM) oppure i curcoming {2.3 ¢ Sub) a
diverse concentraziont.
Infine, per valutare la sinergia tra i due principi attivi € stata testata
Vassoclazione PS/curcuming in presenza di LPS O lpg/ml (come
JOpra seritto )
P8 H0uM + curcnmina 25uM, ¢
PS 10uM 4+ corcomina Sub.
1 contenuto finale di NO nel medium & stato misurato con il test di
{riesst in breve, aliguote del medium sono state mescolate con
volumi uguali del reagente di Griess (0,1% N{l-naphthvl)
eih.;siemdiamme dihydrochloride, 1% sulphanilamide & 04M
CLY. Dopo 15 munutt di reaziong, Passorbanza € stata misurata a
570nm.
Risultad
Figura 1 evidenzia Pefferto determinato dalia PS e dalla curcumina
{alle concentraziomt sopra scritte) sul rilascio di NO nel terveno dy

coltura da parte delle cellule di microgha murina BV-2: entrambe le
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molecole determinano inibzione del rilascio di N&O pel terreno in
modo dose-dipendents, quindi sia la PS che la curcumina sono
grado di diminuire la produzione di NO in eeliule attivate da LPS
confermando cosi i loro potere antiinfianumatorio descritto in
letteratura © precedentements Gitata.

Figura 2 dimostra in modo chiaro e inequivocsbile ['effetio

singggtco elicitate dalla stabile nuova assocsazione PS/curcumina

nell'inibizione del rilascio di NO da parte della microglia attivata:
infatti, PS 10uM in associaziong con curcuming SuM determina
Uinibizione del 50% del rilascio di NO nel terreno di coltura,
quande invece il singolo trattamento di PS 10pM non supera it 10%
¢ il singolo trattamento di curcumina 3pM causa meno del 20% di
inibizione.

Lleffetto sinergico ¢ dovuto {almens in parte) alla stabilizzazione
della FS.

In conclosiong, la  Richiedente con Iz sopra  descritia

sperimentazione ha dimoestrato Peffetto sinergico della guova

stabile associazione PS/curgunyna nella riduzione della produzions

di essido nitrico (NO) e, quindi, descrive e rivendics Mutilizzo delle
compuosizioni farmaceutiche contenenti la suddetia associazione sia

nella prevenzione delle patelogie  legate  all’invecchiamento

cerebrale  sopra desentte,  sia nella  provenzione e cura
dell osteoporost efo dell’osteoartrost poiché, come sopra discusso,
NO & risultato pesantemente coinvolto nefla patogenest di gueste

malattie.
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Descrizione di una domanda di brevetto per invenzione industriale
dal tiinlo  “Nuove composizioni farmaceuwtiche  conienenti
fosfatidilsering e curcumina” della Fidia Farmaceutict S.p.A. con
sede 1n Via Ponte della Fabbrica, 3/A — 35031 Abano Terme (PD),
nella persona del suc Amministratore Delegato e Legale
Rappresentante, Dott. Antonie Germani

Inventori designatic.  GENNARI Giovanni
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RIVENDRICAZION]

1. Stabile associazione di fosfatidilserina e cwrcumina per la
preparazione di composizioni farmaceutiche o integratori per la
prevenzione ¢ cura delle patelogie neurodegencrative con
diminuzione degli aspetti cognitivi e alteraziont della memoria
come "Alzheimer, la demenza senile ¢ presenile, la demenza

vascolare.

P

Stabile associazione di fosfatidilserina ¢ curcumina per la
preparazione di composizioni farmaceutiche o integratori per la
prevenzione ¢ cura dell’osteoporosi primaria e secondaria.

3. Stwabile associazione di fosfatidilserina e curcumina per la
preparazione di composizioni farmaceutiche o integratori per la
pravenzione e cura dell’ asteoartrost.

4, Composizioni farmaceutiche o  integratori  secondo e

rivendicazioni 1-3 in cui la fosfatidilserina € preparata in sistema

bifasico formato da una soluzione acquosa ¢ da un solvente
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organico m presenza di ossido di caleio.

Composizioni farmaceutiche ©  integratori  secondo la
rivendicazione 4 in forma di capsule molli, busting, compresse,
barrette ¢ soluzioni/dispersioni per la preparazione di flaconeini.
Composizioni  farmaceatiche o integratari  secondoe  la
rivendicazione § in forma di capsule wolli e bustine.
Composizioni  farmaceutiche o integratort  secondo  la
rivendicazione 6 in cui la PS & mn forma di sale sodico con
concentrazione compresa da 30 a 400mg per singola daose,
preferenzialmente da 100 a 200mg, e la curcumina in
concentrazione  da 50 a  1000mg per singola dose,
preferenzialmente da 100 a 600mg.

Composiziont  farmaceutiche o integratort  secondo e
rivendicazioni precedenti contenenti eccipientt lipidici come
acidi grassi, trighicenidi efo fosfolipidi, e/o tensioattivi, e/o agenti
adsorbenti, e/o agenti conservantyantiossidanti, efo regolatori di
pH.

Composiziont farmaceutiche o  integratori  secondo le
rivendicazioni  precedenti  in assoclazione ad  agenti
fanmacologicamente e/o biclogicamente  attivi di  origine
natarale efo di sintesi, come vitamine, sali minerali, agent

tonificanti, antiinfiammator € aminoacidi.
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Descrizione di una domanda di brevetto per invenzione industriale
dal titolo  “Nuove composizioni farmaceutiche  contenenti
fosfatidilserinag e curcuming” della Fidia Farmaceutici S.p.A. con
sede in Via Ponte della Fabbrica, 3/A — 35031 Abano Terme (PD),
nella persona del suo Amministratore Delegato e Legale
Rappresentante, Dott. Antonio Germani

Inventori designati:  GENNARI Giovanni
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CLAIMS

1. Stable association of phosphatidylserine and curcumin for the
preparation of pharmaceutical compositions  or food
supplements  for  the prevention and  therapy of
neurodegenerative diseases with loss of cognitive functions and
memory impauwment like Alzhelmer’s disease, senile and pre-
senile dementia, vascular dementia.

2. Stable association of phosphatidylserine and curcumin for the
preparation  of  pharmaceutical  compositions  or  food
supplements for the prevention and therapy of primary or
secondary OsieopOrosis.

3. Stable association of phosphatidylserine and curcumin for the
preparation  of  pharmaceuntical  compositions  or  food
supplements for the prevention and therapy of osteoarthrosis.,

4. Pharmaceutical compositions or food supplements according to

claims 1-3 wherein phosphatidylserine is prepared in a biphase
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systern of  an aqueous solution and an organic solvent in the
presence of calcium oxide.

Pharmaceutical compositions or food supplements according to
claim 4 in form of soft gel capsules, sachets, tablets, bars or
solutions/dispersions for the preparation of vials.

Pharmaceutical compositions or food supplements according ta
claim 5 in form of soft-gel capsules and sachets.

Pharmaceutical compositions or food supplements according to
claim 6 wherein phosphatidylsering s in form of sodium salt
and in amounts ranging between 50 and 400 mg per unit dose,
preferably between 100 and 200 mg, and curcumin is present in
amounts ranging between 50 and 1000 mg per unit dose,
preferably between 100 and 600 mg.

Pharmaceutical compositions or food supplements according to
preceding claims containing lipidic excipients selected from
fatty acids, tryglicerides and/or phospholipids, and/or
surfactants, and/or absorbing agents, and/ar
preservatives/antioxidants, and/or pH regulating agents.
Pharmaceutical compositions or food supplements according to
preceding claums mn association with pharmacologically and/or
biologically active agents of natural or synthetic ongin, like
vitamins, mineral salts, tonic agents, antunflammatory agents

and aminoacds.

Ndia farmaceutici 8.4, 4.
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Effetto dell'associazione P8/curcuming
sull'inibizione di NO in BV-2

Y% di indbdzione 41 HO nel terveno di colturs
%
o
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