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DESCRIZIONE dellf invenzione industriaLe dal titolo:

*Particelle, specialmente microparticelle o nano-
particelle, di oligeosaccaridi e monosaccaridi reti-

colati, procedimenti per la 1loro preparazione e

composizioni cosmetiche, farmaceutiche o alimentari

in cui esse sono presenti”,
di: COLETICA naziona-
lita ffancese, 32, rue Saint Jean-de-Dieu, 69007
Lyon (Francia).
Inventori designati: Levy, Marie-Christine; Pariot,
Nadine; Edwards, Florence; Andfy, Marie-Christine.
Depﬁsitata il
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DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce essenzial-
mente a particelle, specialmente microparticelle o
nanoparticellé, di monosaccaridi e oligosaccaridi
reticeclati, a procedimenti per la loro preparazione
ed a composizioni cosmetiche, farmaceutiche o ali—
mentari un cui sono presenti. Quéste particelle so-
no vantaggiosamenté di piccole dimensioni. Inoltre,
queste particelle vengono vantaggiosamente usate
per 1l’incorporazione o 1'incapsulamento di varie
sostanze idrofile o lipofile e particolarmente di

sostanze che possono venire usate nei settori far-
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maceutico, cosmetico e alimentare. |

Nel quadro della presente descrizione e riven-
dicazioni, l"espressione “particella (particelle)
di piccole dimensioni” indica sia nﬁcroparticellé
.che nanoparticelle ed i1 termini “microparticelle” o
*nanoparticelle” si riferiséono sia a microsfere
che a nanosfere nonché a microcapsule ¢ nanocapsu-
le.

Inoltre, i termini “microsfere” o ™“nanosfere”
si riferiscono a pérticelle che hanno una étruttura
praticamente uniforme per tutta la loro massa, men-
tre i1 termini “microcapsule” o “nanccapsule” si ri-
feriscono a particelle che hanno una parete retico-
lata che circonda un nucleo o spazio interno riem-

pito con un mezzo solido, gelificato, liquido o

gassoso.

Stato della tecnica

L’ incapsulamento di sostanze attive in parti-
celle offre considerevoli vantaggi, come per esem-
pio, la protezione della sostanza incapsulata o il
suo lento rilascio nel sito di uso per un effetto
prolungato.

Se ler particelle sono destinate all’uso nei
settori cosmetico, farmaceutico o alimentare, esse

debbono essere formate 'da prodotti biocompatibili

JACOBACC! & PERANI $.p A
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per mezzo di isocianati polifunzionali,

come proteine e polisaccaridi.

La preparazione di microcapsule da polisacca-
'ridi, cioé carboidrati ad alto peso molecolare, &
stata ampiamente descritta nella letteratura prece-

dente (vedi, per esempio, P.B. Deasy: Microencapsu-

lation and related processes, Drugs and the Pharma-

ceutical Sciences, vol. 20, 1984, Marcel Dekker).

In particolare, questi composti possono venire

usati come tali in procedimenti di microincapsula-
mento basati sullé semplice coacervazione, oppure
associati con polimeri policationici in procedimen—
ti basati sulla formazione di complessi polielet-

troliti.

7

Sono state anche preparate microcapsule me-

diante reticolazione interfacciale di polisaccaridi

come de-

scritto per esempio nel ddcumento FR-A-2 275 250,

che si riferisce a microcapsule preparate da idros~

sipropilcellulosa, oppure nel documento us

4 138 362, che si riferisce a resine naturali o
"chitosano.

Inoltre, microcapsule con una parete formata

da glicoéamminoglicani e collagene co-reticolati,
sono descritte nel documento FR—A—2l642 329, che si

riferisce all’applicazione della reticolazione in-

JACOBACC! & PERANL S.p.A
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terfacciale mediante cloruri biacidi, a miscele di
glicosamminoglicani e collagene.
La reticolazione interfacciale per mezzo di

cloruri biacidi in sistemi in emulsione & stata pu-

. re utilizzata nella preparazione di particelle da

polisaccaridi, nel documento EP-0 630 287 B1, il pH
di reazione adottéto essendo non superiorela 10.

In questi wvari procedimenti per la preparazio-
ne di microcapsule, 1 carboidrati usati sono poli-
saccaridi, cioé mdlecole con pesi molecolari supe-
riori a 5000 dalton, costituite da un’associazione
di un gran numero di unita “oside”. In effetti, &
ben noto che macromolecole tipc proteine e polisac-
caridi hanno speciali proprieta di adsorbimento al-
le interfacce; vedi, per esempio, da pagina 31? a
pragina 335 della seguente pubblicazione: “Functio-
nal propefties of food macromolecules”, di Mitchell
J.R. e Ledward D.A., Elsevier, London, 1986. Questi
fenomeni di adsorbimento alle interfacce che porta-
no alla formaéione di una pellicola interfacciale,
sono un fattore particolarmente favo;evole nella
preparaziqne di particelle mediante reticolazione
interfacciale di biopolimeri come polisaccaridi.

Per quanto si riferisce a carboidrati con pesi

molecolari inferiori a 5000 dalton, la letteratura

T T e
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tecnica precedente contiene proced%menti per la

preparazione di perline polimeriche da ciclodestri-

ne, che sono oligosaccaridi ciclici aventi una ca-

vitd idrofoba in grado di intrappolare varie mole-

_cole con geometria compatibile. L'agente reticolan-

te pit largamente impiegato & la epicloridrina, co-
me indicato per esempio nell'articolo.di Wiedenhof
N. et al. (Die Starke, 1969, 21, 119-123).

Per quanto si riferisce all’uso di dicloruri
acidi, il documentb US 3.472.835 descrive la prepa-
raziéne di resine ciclodestriniche mediante retico-
lazione in un mezzo ocmogeneo. (DMF o DMSQO). Tutta-
via, le condiqioni preparative sono drastiche, poi-
ché ia reazione si wverifica a 100°C'per un periodo
di tempo prolungatq (6 h). Inoltre, le sostanze da
intrappolare non si diffondono facilmente in queste
perline compatte; Sono state fatte proposte per mi-
gliorare la porosita dei polimeri, sia generando
una liberazione in situ di COz (nel documento US
4.958.015) che realiziando la reticolazione sulla
superficie di un ossido minerale poroso (US
4.902.788). I1 documento US 4.9202.788 indica (pagi—
na 3,'coi§nna 3, righe 54-55) che 1’inconveniente
principéle dei dicloruri acidi aromatici & che con-

ducono a rese relativamente basse di resina. Quin-

GOl & PERAMI
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di, la tecnica precedente non descrive ne suggeri-

sce la preparazione di particelle mediante retico-

‘lazione interfacciale di monosaccaridi o oligosac-
caridi, come ciclodestrine, mediante dicloruri aci-

~di in sistemi in emulsione.

Scopi dell’ Invenzione

Uno scopo principale dell’invenzione consiste
nel risolvere un nuovo probleﬁa tecnico costituito
nel fornire particelle biocompatibili e biodegrada-
bili stabili che incorporano opzionalmente varie
sostanze idrofile o 1ipofiie e possono venire usate
nei settori farmaceutico, cosmetico e alimentare.

Un ulter%ore scopo principale dell’invenzione
consiste nel risolvere un nuovo problema tecnico
costituito dal provvedere particelle biocompatibili

e biodegradabili con un procedimento di fabbrica-

.zione particolarmente semplice, - ottenendo particel-

le di qualitad costante, preferibilmente da sostanze

aventi composizione chimica perfettamente definita,

" che presentano anche la vantaggiosa possibilita di

venire disciolte, particolarmente in una fase ac-
quosa, a temperatura ambiente.

Uno scopo priﬁcipale della presente invenzione
consiste nel risolvere un nuovo problema tecnico

consistente nel provvedere nuove particelle biocom-

T
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patibili e biodegradabili di piccole dimensioni, da
monosaccaridi e oligosaccaridi.
Un ulteriore scopo delle presente invenzione

consiste nel risolvere il nuovo problema tecnico

~consistente nel provvedere una soluzione per 1la

preparazione di particelle étabili di piccole di-
mensioni da monosaccaridi ed oligosaccaridi, con-
sentendo nelloc stesso tempo opzionalmente 17in-
capsulamento di una o pill sostanze attive sotto
forma di soluzione} sospensione o .emulsione.

Un ulteriore scdpo della presente invenzione
consiste nel risolvere il nuovo problema tecnico
cosfi@ﬁito ne%,provvedere una soluzione per la pre-
parazione, da ciclodestrine, particolarmente B-
ciclodestrine, di nuove particelle biocompatibili e
biodegradabili, insolubili e di piccole dimensioni
che possano facilmente venire isolate da un mezzo
liquido ed abbiano mantenuto la specifica capacita
di intrappolamento di queste ciclodestrine.

Un altro scopo della presente invenzione con-
siste nel risolvere il nuovo problema tecnico con-
sistente nel provvedere una soluzione per la prepa-
razione;-da ciclodestrine, particolarmente B-ciclo-
destrine, di nuove particelle biocompatibili e bio-

degradabili, porose e insolubili, di piccole dimen-

JACOBACC! & FERAN! S.pA.
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sioni, che possano facilmente venire caricate con
varie molecole attive e quindi incorporate in par-
‘ticelle pill grandi, che siano pure biocompatibili e
biodegradabili; cosl da acconsentire uh rilascio
_prolungato e pilt lento della molecola attiva per
diffusione attraverso il materiale di detta parti-
cella pid grande.

Un altro séopo della presente inﬁenzione con-
siste nel risolvere il nuovo problema tecnico con-
sistente nel provﬁedere-una soluzione per la prepa-
razione di un prodottc da diidrossiacetone (DHA) il
quaie, quando incorperato in una composizione, non
ne _pgggiora %a' stabilita, particolarmente la sua
stabilité al colore, ed il guale, gquando applicato
alla pelle, liberi il DHA, quest’ultimo essendo ca-
pace di combinarsi con gli amminoacidi della pelle
per produrre una pigmentazione.

Un ulteriore scopo della presente invenzione
consiste nel prevenire qualsiasi degradazione di
una composizione contenente DHA, in particolare
qualsiasi modifica del suo colore nel tempo.

Un altro scopo della preSenté invenzione con-
siste nel risolvere il nuovo problema tecnico con-
sistente nel provvedere una soluzione per la prepa-

razione di particelle stabili di piccoleAdimensioni

MACOBACCH & PERANI S.p.A.
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da oligosaccaridi o monosaccaridi, oppure polioli o

amminozuccheri derivati da gquesti, che sianec in

‘grado di liberare il composto di partenza per idro-

lisi enzimatica, costituendo quindi un tipo specia-

~le di precursore capace di rilasciare lentamente un

composto con una importante éttivité biologica.

Un ulteriore scopo della presente invenzione
consiste nel risolvere 'un nucvo problema tecnico
consistente nel provvedere una soluzione per 1la
preparazione di pérticelle stabili di piccole di-
mensioni da eterosidi, la cui parte oéide contiene
uno o pit molecole di oside, che sono in grado di
libergre_l’etgroside mediante idrolisi enzimatica,
costituendo quindi un tipo speciale di_pfecursofe o)
profarmaco,

Un ulteriore scopo della presente invenzione
consiste nellrisolvere i problemi tecnicl summen-
zionati con procedimenti di preparazione semplici
che possono venire usati su scala industriale, par-
ticolarmente nell’industria cosmetica, farmaceutica
o alimentare. Questa soluzione renderebbe preferi—
bilmente possibile la preparaﬁione_di particelle di
piccole dimensioni, la cui dimensione pud essere
regolata a piacere, particolarmente in un campo di

dimensioni da 1 nm a oltre 1 mm, e specialmente tra

-10-
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circa 10 nm e circa 2 mm. i
Una altro scopo principale dell’invenzione
‘consiste nel risolvere i nuovi problemi tecnici
summenzionati con éomposti di partenza perfettameﬁ—
. te innocui e non costosi, consentendo quindi un
largo impiego nell'industria'farmaceutica, cosmeti-

ca e alimentare.

Sommario dell’Invenzione

Quindi, secondo la presente invenzione, & sta-

to scoperteo, in modo del tutto inatteso, che & pos-

sibile ottenere particelle stabili, specialmente

microparticelle o nanoparticelle, da monosaccaridi
o ol%gbsacdar%di iniziando una reazione di retico-
lazione interfacciale tra un monosaccaride 0 un
oligosaccaride ed un agente reticolante acilante
pelifunzionale, particolérmente un alogenurc biaci-
do e preferibilmente un.cloruro biacido, all’inter-
féccia delle fasi di una emulsione, particolarmente
del tipo “acqua in olio”, preferibilmente a tempe-
ratura ambiente.

In una realizzazlone particolarmente vantag-
giosa, queste particelle possono venire prodotte
emulsidnando dapprima una fasé: acquosa alcalina
contenente il monosaccaride o l’oligosaccaride in

una fase idrofoba, preferibilmente a temperatura

_11_
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ambiente, ed aggiungendc quindi laé soluzione di

agente reticolante all’emulsione. Si trova quindi

‘che le membrane costituite da molecole reticolate

del carboidrato sono formate all’interfaccia delle

~goccioline acquose per la creazione di legami este-

ri tra l’agente reticolante ed i gruppi ossidrilici
dél monosaccaride o oligosaccaride.

L’invenzione rende pure possibile la prepara-
zione di particelle di grande valore mediante reti-
colazione interfadciale,di monosacéaridi ed oligo-
saccaridi per mezzo di agenti acilanti bifunzionali
in sistemi di emulsione, preferibilmente a tempera-
turaxambientey In effetti, i1 monosaccaridi e gli
oligosaccaridi sono sostanze con composizione chi-
mica perfettamente definita, e quindi di qualita
costante, i quali, contrariamenfe ail polisaccaridi
ad alto peso molecolare, non comportano il rischio
di una variazione di cbmposizioné da un produttore
all"altro e da una carica all’altra. di prodotto.
Inoltre, . contrariamente ai polisaccaridi, che spes-
so non sono facilmente solubili nelle fasi acquose
impiegabili in questi procedimenfi e richiedono so-
venté il riscaldamento della fase achosa per la
dissoluzione, monosaccaridi come glucesio e oligo-

saccaridi come lattosio o saccarosio sono molto so-

.....12_
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lubili in acqua a temperatura ambiente. Si pud ag-
giungere che molti di questi composti, come sacca-
‘rosio o lattosio, sono largamente usati nell’indu-

stria alimentare e sono disponibili a costo relati-

~vamente basso. Inoltre, questi composti sono per-

fettamente innocui.

In linea generale, essi si presentano guindi

in grado di formare particelle biocompatibili e

biodegradabili, incorporanti varie sostanze idrofi-.

le o lipofile, che possono venire usate nei settori
farmaceutico, cosmetico e alimentare.

Inoltre, la reticclazione interfacciale di al-
cuni\di quesgi composti pud rendere possibile in

raggiungimento di specifici obiettivi, quali:

- la stabilizzazione di una sostanza degrada-.

bile, come nel caso di diidrossiacetone (DHA), che
forma nel tempo prodotti di degradaﬁione colorati,

- e/oppure la preparazione di un precursore in

forma particolata che & in grado di liberare una
forma attiva dopo attacco enzimatico, pef esempio:
— DHA, che é capace di combinarsi con gli am~
minoacidi della pelle per impartiré una pigmenta-
zione,
- oppure un eteroside, come un -sapohoside 0

streptomicina, nel caso in cui’ la parte oside

-13-
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dell’eteroside, che & costituito da una o piu mole-
cole di oside contenenti almeno un gruppo di alcool
‘primario, ha reso possibile la preparazioné di par-
ticelle mediante reticolazione interfacciale.

Si sottolinea che il principio di esteri pre-
cursori di molecole attive & stato sviluppato nel
campo terapeutico per farmaci destinati all’utiliz-
zazione per la pelle (Viala K.H. et al., Drug Dev.
Ind. Pharm., 1985, 11, 1133 - 1173) oppure in co-
smetologia (Forestier J.P., Int. J. Cosmetic Sci.,
1992, 14, 47 - 63).

- Oppure nella preparazione di particelle in-
solub}li poro§e‘di ciclodestrine che si aprono a
specifiche applicazioni basate sull’intrappolamento
di molecole per rimuoverle da un mezzo liquido,
raccoglierle o liberare lentamente le molecole in-
trappolate nel sito di azione.

Ora, se le condizioni descritte nei documenti
della tecnica precedente, comé in EP-0 630 287 B1,
applicate ai polisaccaridi, vengéno applicate a mo-
noséccaridi o oligosaccaridi, cioé se la reticola-
zione interfacciale viene réalizzata con dicloruri
acidi iﬂ sistemi in emulsione in cui il pH della
fase acquosa impiegata per disciogliere i carboi-

drati non.supéra 9,8, non & possibile ottenere par-

-14-
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ticelle stabili. Le particelle vengono ottenute con

una resa zZero o0 con resa molto bassa, e 1lfesame mi-~

‘croscopico mostra abbondanti frammenti indicativi

dell’elevata fragilita del prodotto reticolato.

Nel quadro dell’invenzione & state scoperto,
del tutto inaspettatamente, che ¢ possibile ottene-
re particelle stabili, specialmente micrbparticelle
0 nanoparticelle, di oligosaccaridi 0 meonosaccaridi
reticolati usando una fase acquosaralcalina con un
PH superiore a 10 per disciogliere i carboidrati ed
iniziare la reazione di policondensazidne mediante
un dialogenuro, particolarmente un dicloruro acido,
all’ipterfacc%g di uha emulsione.

Le particelle ottenute sono sufficientemente
stabili da sopportare una prolungata incubazione in
forno a 45°C,'sotto forma di sospensione acquosa,
senza che la loro struttura venga distrutta. Esse
sono pure sufficientemente 'stabili da subire 1la
liofilizzaziodne senza che la loro struttura venga
distrutta, e :riprendono un aspetto sferico dopo
reidratazione, questo essendo pure un altro vantag-
gio tecnico decisivo,dell'invénzione.

Le particelle vengono progressivamente di-

strutte dopo incubazione in plasma umano, il che

dimostra la loro biodegradabilita, particolarmente

-15-
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sotto l'azione dell’esterasi. l

A seconda delle condizioni di emulsione scel-

‘te, la dimensione delle particelle puod variare da

meno di 1 um, cioé una dimensione nanometrica, ot~

~tenuta per esempioc usando un omogeneizzatore ad al-

ta pressione, a varie centinaia di micrometri ed
anche a oltre 1 mm.

E stato pure scopefto che é.possibile ottenere
particélle iniziando la reazione di policondensa-
zione in una emulsione del tipo “olio in acqua”. In
questo caso una fase £drofoba contenente un agente

di reticolazione, preferibilmente un alogenuro bia-

cido & particolarmente un cloruro biacido, viene

emulsionata in.una fase acquosa alcalina contenente
il monosaccaride o oligosaccaride, usato come fase
continua. La reazione viene lasciata sviluppare al-
1’interfaccia e si mantiene 1’agitazione per un
tempo adatto. Si & trovato che siiforma una membra-
na attorno alle goccioline idrofobe disperse per
formare particelle con contenuti idrofobi, costi-
fuite in questo caso da capsule.

Descrizione dettagliata dell’ Invenzione

.Secondo una prima caratteristica, la presente
invenzione interessa particelle che. comprendono,

almeno sulla superficie, una parete formata da uno

-16-—
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O piu monosaccaridi o oligosaccaridi reticolati per
mezzo di reticolazione interfacciale in emulsione,
‘preferibilménte a temperatura ambiente, tra il mo-
nosaccaride (monosaccaridi) o ‘oligosaccaride foliw
_goSaccaridi), comprendente almeno un gruppo di al-
col primario, ed un agente di reticolazione acilan-
te polifunzionale, preferibilmente un alogenurc
biacido e particolérmente un cloruro biacido, cosi
da prbdurre legami estere tra il gruppo (gruppi)
ossidrilico acilabile dell’alcole. (alcoli) primario
del monosaccaride o oligosaccaride ed i gruppi aci-
le dell’agente acilante polifunzionale.
Nel quadro dell’invenzione, si pud usare senza
limitazioni qualsiasi monosaccaride o oligosaccari-
de con un peso molgcolare inferiore a 5000 dalton,

contenente almeno un gruppo di alcoel primario.

Analogamente, si pud usare senza limitazioni qual-
siasi agente reticolante polifunzionale contenente
almeno due gruppi acilanti.

In una vantaggiosa realizzazione dell’inven-
zione, & possibile usare derivati di monosaccaride
0 oligosaccaride come polioli ottenuti da idrogena-
zione dei gruppi chetonici o aldeidici di “osi"
acidi aldonici derivati da aldosi e lattoni corri-

spondenti, esteri di acido fosforico di osi, osam-

-17~
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mine o eterosidi, la cui parte oside & costituita

da unc o pill 0so e contiene almeno un gruppo di al-

‘cool primario.

In una realizzazione vantaggiosa dell’inven-

~zione, le particelle summenzionate possono venire

preparate da un singolo monoéaccaride 0 oligosacca-
ride a basso pesc molecolare o da miscele.

Secondo un’altra .realizzaZione vantaggiosa
dell’invenzione, i monosaccaridi summenzionati pos-
sono essere chetosi come diidrossiacetone (DHA) ,
eritrulosio, ribulosio, xiiulosio, fruttosio e sor-
bosio, come pure.loro derivati.

in un’alpxa realizzazione vantaggiosa dell’in-
venzione, 1 monosaccaridi summenzionati possono es-
sere aldosi come eritrosio, treosio, xilosio, ara-
binosio, ribosio, desossiribosioc, glucosio, manno-
sio e galattosio, come pure loro derivati.

I derivati di monosaccaridi che possonc venire
usati, come tali o in miscele, nei procedimenti se-
condo l'invenzione, comprendono specialmente 1 po-
licli corrispondenti come sorbitolo, mannitolo, xi-
litolo, a;abitolo, dulcitolo, lattitolo, galattito-
lo, eritritolq e treitolo, amminoéuccheri come glu-
cosammina, galattosammina, glucosammina solfato e

galattosammina solfato e acidi -aldonici o lattoni
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come acido gluconico, acido galattonico, glucono-

lattone e galattonolattone. A questo gruppoe appar-

'tengono anche preparati presenti in commercio con-

tenenti poliocli, per esempio Néosorb 70% (“sorbi—

_tolo 70%”, Roquette).

Gli oligosaccaridi che possono venire usati,
da soli o in miscela, nei procedimenti secondo

1”invenzione, comprendono disaccaridi come, in par-

‘ticolare, saccarosio, lattosio, maltosio, cellobio-

sio, trealdsio e melibiosio, oligosaccaridi come
raffinosio, destrine o prodotti dell’idrolisi par-
ziéle_ dell’amido, ciclodestrine come o-ciclode-
strina, B—cic%odestrina e y-ciclodestrina, derivati
di ciclodestrina come idrossietil B-ciclodestrina e
idrossipropil B—Ciqlodestriﬁe -(2~HP—B-CD, 3-HP-B-
CD, 2,3-HP-B-CD), «ciclodestrine ramificate come
glucosil B-CD, diglucosil B-CD, maltosil B-CD e di-
maltosil B-CD, o miscele di oligosaccaridi, per
esempioco i prodotti commercializzati con il nome
Glucidex® dalla Roquéﬁte, contenenti proporzioni
variabili di glucosio, maltosio e maltodestrine.

I derivati oligosaccaridi che possono venire
usati, da soli o in miscela, nei procedimenti se-
condo 1’invenzione, comprendono specialmente i cor-

rispondenti polioli come maltitolo e lattitolo, op-
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pure preparati del commercio contenenti polioli ed
ottenuti per idrogenazione di prodotti dell’idro-
'lisi parziale dell’amido.

I derivati di monosaccaride e oligosaccaride

~comprendono pure eterosidi o glicosidi, ciceé mole-

cole costituite da una parte di oside legata ad una
parte non-oside. Gli eterosidi che possbno essere
usati nei procedimenti secondo 1'invenzione hanno
‘una parte di oside contenente una o pild unitad di
oside ed almeno dn-gruppo di alccool primario. La
frazione 'nbn—oside 0 aglicone ha preferibilmente
una struttura ciclica contenente uno o pit anelli
aromatici o non aromatici che possono comprendere
uno o pil eterocatomi come azoto, ossigeno o zolfo.
Gli eterosidi che possono essere usati nei
procedimenti secondo 1’invenzione comprendono spe-

cialmente‘B—D—xilosidi, come 4-metilumbelliferil B-

D-xiloside e p-nitrofenil B-D-xiloside, ribofravi-

na, nucleosidi naturali costituiti da ribonucleosi-
di come guanosina, adenosina, uridina e citidina, o
desossiribonucleosidi come desossiguanosina, desos-
siadenosiha, desossicitidina e timidina, nucleosidi
antivirali o antitumorali sintetici, énaloghi
strutturali di nucleocsidi naturali, come analoghi

di adenosina ed analoghi di desossicitidina, mono-

—-20-
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nucleotidi, desossimononucleotidi, o;igonucleotidi,
desossioligonucleotidi, antibiotici del gruppo de-
'gli amminoglicosidi, come streptomicina, diidro-
streptomicina, canamicina, amicacina, dibecaciné,
. tobramicina, neomicine e paromomicina, saponosidi
con aglicone steroideo, comé saponosidi . di edera,
saponosidi éon. triterpenaglicone, come saponoside
_di corteccia di Panama, o cardiotonici eterosidi
con aglicone steroideo, come digitossina.

In un’altra realizzazione vantaggiosa dell’in-
venzione, la preseﬁte'invenzioné si riferisce pure
a partiéelle che comprendono, almeno sulla superfi-
ciep\uha parepe’formata da ciclodestrine, partico-
larmente B-ciclodestrine reticolate.

Gli inventori hanno‘scoperto in modo partico-
larmente inattesc, che le particelle preparate da
ciclodestrine mantengono una capacita di intrappo-
lamento importante, vengono facilmente separate dal
mezzo contenente la sostanza da intrappolare e pos-
SOno essere riutilizzate,dopo che la sostanza in-
trappolata & stata scaricata. Quindi, se si deside-
ra eliminare un costituenté da una miscela per com-
plessazione, 1l'uso di detta forma insolubile rende-
ra possibile separare facilmente il -cdmplésso ed

anche scaricare la molecola complessata dalla forma

-21-

JACOBACC! & PERANI S.A



n

] T4

i

)

)

!

insolubile di ciclodestrina cosicché questa pud es-
sere riutilizzata.
Quindi, secondc un’altra realizzazione vantag-

giosa dell’invenzione, le particelle di ciclodé-

~strine reticolate secondo 1l’invenzione possono es-

sere impregnate o caricate cén una sostanza attiva,
particolarmente una sostanza cosmeticamenfe attiva,
una sostanza farmaceutiéamente attiva, una sostanza
dieteticamente attiva, ‘una sostanza alimentare
agricola © una sbstanza agri-industriale. Questa
impregnazione o caricamento con detta sostanza at-
tiva o principio attivo pud essere realizzata molto
sempl;éementen,Per esempio, le particelle di ciclo-

destrine reticolate vengono immerse o incubate in

una soluzione contenente il principio attivo per un

periodo di tempo sufficiente a consentire alle par-
ticelle di impregnarsi o caricarsi con il principio

attivo, oppure intrappolarne almeno una parte. Il
pPH della soluziane acquosa del priﬁcipio attivo e
prossimo-alla neutralita o leggermente acido, e non
deve superare 8, ciloé é preferibilmente'tra circa

4,5 e 8, cosi da evitare 1’idrolisi dei legami

estere e la degradazione delle particellé.

L’ impregnazione o caricamento con sostanze o

‘principi attivi produce un sistema che rilascia

_22_
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lentamente tale sostanza o principio attivo dal si-
stema.

Il rilascio lento o ritardato pud essere ulte-
riormente migliorato nel modo seguente.

Coslil, secondo ancora un’altra realizzazione
vantaggiosa dell’invenzione, le particelle di ci-
clodestrine reticolate secondo 1’'invenzione, cari-
cate con il principio éttivo, possono venire rac-
chiuse in particelle pil grandi formate da una pro-
teina reticolata dppure da una miscela di proteine
e polisaccaridi co-reticolati per formare un siste-
ma a rilascio lento. In questo caso queste parti-
celle\vengono,prodotte preparando inizialmente par-
ticelle di ciclodestrine reticolate secondo 1'in-
venzione. Queste pé;ticeile vengono pol incubate in
una soluzione di principio attivo per un periodo di
tempo sufficiente a consentire a parte del princi-

pio attivo di vénire intrappolato dalle particelle,

come € stato appena descritto per 1’intrappolamento
o il caricamento di una sostanza attiva o principio

attivo nelle particelle di ciclodestrine reticola-

te.

.51 disciolgono quindi nella sospensione di

- particelle reticolate proteine oppure una miscela

di proteina e polisaccaride e la miscela risultante
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viene usata come fase acquosa per la preparazione
di particelle mediante reticolazione interfacciale
della proteina o della miscela proteina/polisac-

caride, in una emulsione del tipo acqua in olio,

.per mezzo di un dialogenuro acido, preferibilmente

un dicloruro, secondo brevetti precedenti della ri-
chiedente, per esempio il Brevetto ﬁS—A—5.395.620 o]
il Brevetto FR-A-97 08968. La miscela viene quindi
dispersa in una fase idrofoba per ottenere una
emilsione, quindi‘si aggiunge all’emulsione un dia-
logenuro'acido, preferibilmente un dicloruro, e la
reazione viene lasciata procedere per un tempc suf-
ficiente affinché si formino le particelle piu
grandi attorno alle particelle di ciclodestrine
precedentemente reticolate sécondo 1’ invenzione me-
diante acilazione dei gruppi funzionali acilabili
dellé proteina © miscela proteina/polisaccaride.
Questa infine forma particelle grandi contenenti le
particelle intatte di ciclodestrine reticolate se-
condo l'invenzione e di principio attivo parzial-
mente complessato dalie.particelle di ciclodestrine
reticolate. Il materiale reticolato ¢he costituisce
le ﬁarticelle.lpiﬁ grandi cdnéentiré un rilascio
lento del érincipio attivo dal sisfema;

Per quanto si riferisce alle proteine che pos-
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soneo essere vantaggiosamente usate nel quadro del-

1’ invenzione, si possono menzionare proteine anima-

'1i come collagene, atelocollagene, gelatina, seral-

bumina, ovalbumina, emoglobina, protéine del latfe

. compresa caseina e proteine di siero di latte, lat-

talbumina, globuline e fibrihogend e proteine vege-

tali estratte specialmente da leguminose e partico-
larmente dalle seguenti piante: soia, lupino, pi-
selli, germogli di pisello, alfalfa, fave, lentic-
chie, semi di fagiolini, coizé e girasole, ¢ da ce-
reali come frumento, mais,'orzo, malto, avena e se?
gale. Per quanto si riferisce ai polisaccaridi che
possopo essere vantaggiosamente impiegati, si pre-
feriscono i glicosamminoglicani, vantaggiosamente
comprendenti condroitin-4-solfato, condroitin-6-
solfato,'dermafan solfato, eparan solfato e chera-
tan solfato,--come pure- eparina e suoi derivati,
particolarmente eparina a basso peso molecolare con
un peso molecolare tra circa 2000 e 10.000, e sali
di eparina cgsmeticamente o farmaceuticamente ac-
cettabili come i sali di sodio e di calcio, resine
naturali, carragenani, . Qldcomannani, galattomanna-
ni, amilosio o amilopectina © loro miscele, e deri-
vati poliéaccaridi idrossialchilati come idrossie-

tilamido o idrossietilcellulosa.
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In un’altra realizzazione vantaggiosa dell’in-
venzione, la presente invenzione si riferisce pure
‘a particelle che comprendono, almeno in superficie,

una parete formata da ciclodestrine reticolaté,

_particolarmente [B-ciclodestrine, caricate con una

sostanza attiva e racchiuse in particelle  pill gran-
di Dbiocompatibili e biodegradabili, per esempio
particelle di proteine reticolate oppure proteine e
polisaccaridi co-reticelati, cosli da formare un si-
stema a rilascio lento.:

Per preparare queste particelle in questo caso
una proteina, opzionalmente insieme ad un poliéac—
caride, viene aggiunta ad una sospensione dilparti—
celle. di cidlodestrina nella soluzione di sostanza
attiva e questa faég acquosa viene usata per ﬁrepa—
rare le particelle mediante reticolazione interfac-
ciale secondo i brevetti precedenti della richie-
dente; per esempio il Brevetto US-A-5.395.620 o il
Brevetto FR-A-97 08968.

E noto che le ciclodestrine sono oligosaccari-
di ciclici formati da 6 a 8 unitd di glucosio. Que-

ste molecole hanno proprieta importanti associate

- con 1l'idrofobicita della loro _cavita interna. In

particolare esse possonco aumentare la solubilita in

acqua di principi attivi (questo essendo il caso
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specialmente delle B-ciclodestrine e di loro deri-

vati idrofili) e possonoc intrappolare varie moleco-
ie e quindi stabilizzarle contro il calore, ossida-

zione, luce ed evaporazione (gli esempi essendo es-

.senzialmente o0li, aromatizzanti e vitamine liposo-

lubili).

Inoltre, alcuni derivati di ciclodestrina rea-
lizzano un rilascioc ritardato o lento della moleco-
la intrappolata {(Uekama K. et al. in: New Trends in
Cyclodextrins and berivatives, pubblicato da D. Du-
chépe, Editions de Santé, Paris, 1991, chap. 12,
411-446) . Questo & il casc speclalmente dei deriva-
ti idrofobi di. B-ciclodestrina come dietil e trie-
til B-ciclodestrine, che riducono la solubilita in
acqua di principi attivi molto idrosolubili (rila-
scio ritardato) e di derivati ionizzabili di P-ci-
clodestrina éome carbossimetiletil B-ciclodestrina,
un composto che & scarsamente solubile in mezzi
acidi e la cui sclubilita aumenta con i1l pH attra-
verso la ionizzazione dei gruppi carbossimetile (il
rilascio viene impedito nel mezzo gastrico e ritar-
dato fino a raggiungere 1’intestino).

.Tuttavia, questi derivati sono relativamente
costosi rispetto alle ciclodestrine iniziali. Per

quanto si riferisce alle ciclodestrine iniziali, 1la
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loro solubilitd in acqua presenta il problema che,
se si desidera usarli in un sistema di rilascio che
deve essere a contatto con acqua, questa solubilita

rende difficile il controllo del rilascioc della mo-

. lecola complessata (Friedman R.B. in: New Trends in

Cyclodextrins and Derivatives, edited by D. Du-
chéne, Editions De Sante, Paris, 1991, chap. 4,
157-177) . Analogamente, la solubilita in acqua im-
pedisce 1l'’isolamento dei complessi quando si desi-
dera specificamenté rimuovere un costituente da una
migcela in un mezzo acquoso, ed il recupero delle
ciclodestrine libere quando si desidera riciclarle
commercialmente.

La preparazione di‘polimeri contenenti ciclo-
destrina fornisce una soluzione a questi problemi.
Quindi, si pud ottenere un rilascio pil lento di
una sostanza . attiva complessandola con un polimero
avente PB-ciclodestrine e disponendo una membrana di
dialisi tra il polimero ed il mezzo di rilascio.
Cosl, per esempio, Behar N. et al. (S.T.P. Pharma,
1987, 3, 237-247) dimostrano che, quando si pongono
in un tubc di dialisi polimeri sintetici, uno dei
quali idrosclubile (polietilenimmina) e 1'altro in-
solubile (preparato da polivinilcloroformiato),

aventi molecole di ciclodestrina e caricati con una
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sostanza attiva molto solubile in acqua come il

propranololo, & possibile rallentare la diffusione

del principio attive nel compartimento acquoso

esterno, il peclimero ed il complesso essendo inca-

.paci di passare attraverso la membrana.

Inaspettatamente, gli iﬁVentori sono pure sta-
ti in grado di osservare lo stesso fenomeno in
esperimenti di dialisi eseguiti con propranololo in
presenza di particelle perfettamente biocompatibili
e biodegradabili di ciclodestrine reticolate secon-
do la presente invenzione.

Seguendo lo stesso principio, Fenyvesi E. (J.
Inclusion Phenom., 1988, 6, 537-545) riporta che un
sistema costituito da microcapsule contenenti un
principio attivo complessato con un polimero di ci-
clodestrina solubile rende possibile ritardare il
rilascio del principio attivo, il pplimero non es-
sendo in grado di passare attraverso la membrana
delle microcapsule.

Gli inventori sono pure riusciti ad ottenere
questo notevole risultato.con microcapsule perfet-
tamente biocompatibili di proteina reticolata con-
tenenti blu di metilene complessato con quantita
créscenti di particelle di B-ciclodestrine retico-

late. Gli esperimenti di rilascio in vitro mostrano
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un rallentamento del rilascio rispetto alle micro-

capsule che non contengono particelle di ciclode-

.strina. Il rallentamento diventa pild pronunciato

guando la quantita di particelle di ciclodestrina

. incapsulate aumenta.

Gli inventori hanno puré trovato chg particel-
le di DHA reticolatoc sono perfettamente stabili
mentre allo stesso tempo permettono la comparsa di
una pigmentazione-dopo l’applicazione alla pelle,
dimostrando che séno biodegradabili e sono capaci
di rigenerare la sostanza di base con la sua atti-
vita specifica intatta dopo degradazione enzimati-
ca.

Secondo un’altra caratteristica, la presente
invenzione si riferisce ad un procedimento per la
preparazione di particelle di piccole dimensioni
comprendenti, almeno sulla superficie, una parete
formata da uno o pifi moﬁoSaccaridi o oligosaccaridi
reticolati, detto_procedimento comprendendo:

a) la preparazione di una fase acquosa ad un
pH tra 10,5 e circa 14, in cui & disciolto almeno
un monoéaccaride oralmeno un oligosaccaride;

b) la preparazione di una fase idrofoba essen-
zialmente non miscibile con 1l'acqua ‘e contenente

opzionalmente un tensioattivo;
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1)

¢) la dispersione della fase acquosa nella fa-

se idrofoba per agitazione cosi da formare una

‘emulsione del tipo acqua in olio;

d) l’aggiunta all’emulsione di una soluzione

~di agente acilante ©polifunzionale, mantenendo

l’agitazione per un periodoldi tempo sufficiente a
reticolére 11 monosaccaride o oligosaccaride al-~
1’interfaccia delle goécioline disperse di detta
emulsione e quindi formare particelle; e

e) opzionalmehte la separazione di dette par-
tiqelle dal mezzo di reazione.

La presente invenzione si riferisce pure ad un
procedimento per la preparazione di particelle di
piccole dimensioni comprendenti, almeno sulla su-
perficie, una parete formata da uno o pili monosac-
caridi o oligosaccaridi reticolati, detto procedi-
mento comprendendo:

‘a) la preparazione di una fase‘acquosa con un
pH tra 10,5 e circa 14, in cuil si discioglie almeno
un monosaccaride o almeno un oligosaccaride;

b) la preparazione di una fase idrofoba prati-
camente non miscibile con 1’acqua e contenente un
agente reticolante di acilazione polifunzionale;

c) la dispersione della fase idrofoba nella

fase acquosa per agitazione cosi da formare una
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emulsione del tipo olio in acqua, 1l'agitazione es-
sendo mantenuta per un periodo di tempo sufficiente
'a reticolare il monosaccaride o oligosaccaride al-
l'interfaccia delle gocciocline disperse di detﬁa
-emulsione e quindi formare particelle, specialmente
capsule; e |

d) opzionalmente la separazione di dette par-
ticelle dal mezzo di reazione.

La presente invenzione si riferisce . pure ad un
procedimento per ia preparazione di particelle di
ciqlodestrine reticolate di piccole dimensioni rac-
chiuse in particelle piu grandi, detto procedimento
comprendendo le fasi seguenti:

a) anzitutto si preparano particelle di ciclo-
deétrine reticolate secondo 1’invenzione in un si-
stema di emulsione del tipo acqua in olio e si rac-
celgono.

b) Queste particelle vengono quindi poste o
incubate in una soluzione acquosa di un principio
attivo con un pH tra éirca 4,5 e circa 8 per un

5tempo sufficiente a consentire al principio attivo
di venire intréppolato dalle particelle.

.C) 8i discioglie quindi una proteina oppure
uha miscela proteina/polisaccaride nella sospensio-

ne di particelle.
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d) La miscela viene dispersa per, agitazione in
una fase idrofoba per formare una emulsione del ti-
po di acqua in olio.

e) Si aggiunge all’emulsione una soluzione di

.agente di acilazione polifunzionale, mantenendo

1l’agitazione per un periodo di tempo sufficiente
alla formazione di particelle pilt grandi attorno
alle particelle di ciclodestrine reticolate secondo
1’ invenzione mediante 1l’acilazione dei gruppi fun-
zionali acilabili.della proteina o della miscela
proteina/polisaccaride.

f) Opzionalmente le particelle pilt grandi ot-
tenute, contenenti le particelle intatte di ciclo-
destrine reticolate secondo 1l'invenzione ed il
principio attivo parzialmente complessato dalle ci-
clodestrine delle particelle di ciclodestrine reti-
colate, vengono separati.

In una realizzazione vantaégioSa dell’ inven-
zione, questa socluzione acquosa pud consistere in
un tampone gquale un tampone carbonato o fosfato
portato a pH supericre a 10,5, per esempio pH 11,
oppure una soluzione di un agente alcalino come
idrosside di sodio, per esempio soluzicne di idros-

sido di sodio 1 M.

In una realizzazione vantaggiosa dell’inven-
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" preferibilmente a temperatura ambiente, da

zione, la concentrazione di moncsaccaride o oligo-
saccaride nella fase acquosa & tra il 3% e 1’80%,
'preferibilmente tra i1 10 ed il 30%.

In un’altra realizzazione vantaggiosa dell’iﬁ—
venzione, l’agente reticolante di acilazione poli-
funzionale summenzionato & lcostituito preferibil-
mente da almeno un dialogenuro acido, preferibil-
mente scelto dal gruppo comprendente dialogenuri di
ftaloile, tereftaloile, sebacoile, glutarile, adi-
poile e succinile‘, oppure una anidride di questi
acidi. E preferibile usare un dicloruro di questi
acidi.

In un’altra realizzazione vantaggiosa dell’in-
venzione, le microcapsule summenzionate vengono
preparate mediante reticolazione interfacciale,
una
emulsione la cul fase dispersa da incapsulare con-

tiene una o piﬁrsostanze attive idrosolubili, lipo-
solubili o insoclubili incorporate sotto forma di
soluzione, sospensione o emulsioné.

Secondo una terza caratteristica, la presente
invenzione si riferisce pure all’uso di queste par-

ticelle,.

Le utilizzazioni generali delle particelle di

‘monosaccaridi ed oligosaccaridi reticolati sono le
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‘sequenti: |
nel campo della cosmetica, nel campo farmaceu-

'tico'ed alimentare, queste particelle biocompatibi-

" 1li e biodegradabili consentono di incorporare so-

stanze idrosolubili o liposolubili sotto forma di
soluzioni, sospensioni o emuisiqni.

Le particelle secondo' 17invenzione hanno un
particolare valore addiiionalé in cosmetica. Questo
& associato con il rilascio sul posto, dopo idroli-
si, del costituenﬁe di base, che pud avere un’at-
tiyité Speéifica desiderata sulla pelle, per esem-—
pio 1l’effetto umidificante dei monosaccaridi e di-
saccaridi (lattosio) e dei polioli derivati da que-
sti (mannitolo, sorbitolo}, un effetto stimolante
sulla sintesi del g;icosamminoglicano ed un effetto
antirughe‘ (glucosammina solfato, galattosammina
solfato, derivéti di B-xiloside).

| Si deve anche porre attenzioﬁe-al valore del-
l'incapsulamento di.gocciolihe'idrofdbe in una mem-
brana altémenfé idrofila costituita, per esempio,
da:sorbitdld.o saécarosio reticolato.

Le aﬁplicazioni delle particelie di ciclode-
strine reticolate sono le séguéntiﬁ

| * Come. tali;_ non caricate, _per ‘rimuovere un

costituente da un mezzo sotto forma di un conmplesso
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di inclusione: i
- per applicazioni tecnologiche come la sepa-
razione di sterecisomeri, la catalisi di reazioni

chimiche e l'estrazione di molecole amare, caffei-

na, colesterolo e fenilalanina. Le particelle pos-

sono cosl costituire un adsorbente solide da usare,
per esempié, per il'riempimeﬁto di coleonne attra-
vérso le quali si fa passare il liguido da purifi-
care.

- pe£ ia detossificazione di mezzi liquidi
biologici o non biologici ed acqua, specialmente
per 1’estrazione di ammine aromatiche, fenoli, bi-
lirubina e to%sine. La biocompatibilita delle par-
ticelle & in'questo caso un vantaggid importante.

- per il recupero di una scstanza da un mezzo
liquido. | |
| - per épplicazioni analitiche, 1le particelle
rendendo pqésibile‘migliorare la rivelazione di so-
stanze mediante la loro concentrazione.,

- nel éampo cosmetico, ove le'propriété di in-
trappolamento delle ciclodestrine possono essere
utilizzata per adsorbire i lipidi‘in eccessd sulla
pelle (effetto opacizzante) o per adsorbire compo-
sti di degradazione della traspirazione (prodotti

deodoranti) 0o le sostanze responsabili dellfalito

—36-
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cattivo (effetto anti-alito cattivo nei dentifrici
e prodotti di risciacquo della bocca). La biocompa-
fibilita delle particelle e anche in questo caso un
vantaggio importante. |

* Caricate con sostanze attive sotto forma di
complessi di inclusione ed incorporate in sistemi a

diffusione lenta, particclarmente in particelle e

‘specialmente particelle di proteine reticolate o

proteine e polisaccaridi'cb—reticolati:

- nel campo cbsmetologico per un rilascio pin
leﬁto.e proluﬁgato della sostanza attiva, consen-
tendo il prolungamento dell’azione, con un miglio-
ramento nella tolleranza della pelle verso principi
attivi aventi un effetto irritante, per esempio
acido retinéico, acido salicilico, ecc.

- nel campo terapeutico per la preparazione di
farmaci o composizioni farmaceutiche con un rila-
scio pilu lento e prolungato della sostanza attiva,
consentendo il prolungamento dell’azione, con qual-
siasi modo di somministrazione e con un migliora-
mento della tolleranza della pelle e della mucosa.

Le applicazioni delle particelle di DHA reti-
colato sono associafe alla stabilizzazione del DHA,
consentendo 1’incorporazione in una varieta di pre-

parati cosmetici ed il rilascio del DHA dopo degra-
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dazione enzimatica sulla superficie della pelle,

detto DHA essendo in grado di combinarsi con gli

amminoacidi della pelle per fornife una  pigmenta-

zione.

Le particelle di eterosidi reticolati hanno
applicaéioni assoclate specialmente con il fatto
che rappresentanc nuovi precursori di tipo partico-
lato:

- che possono venire usati in cosmetica per il
rilascio lento, pér degradaéione.enzimatica delle
particelle, del costituente eteroside, che eserci-
tera quindi la sua specifica attivita (esempio:
particelle di saponoside reticolato), e

- che possonoc venire usate in campo'terapeuti-
co, nel qual caso_le particelle costituiscone un
nuovo tipo di vettore o profarmaco particolato con-
sentendo contemporaneamente:

- la protezione del principio attivo ed il ri=-
lascio lento dell’eteroside costituente per degra-
dazione enzimatica delle particelle, per un effetto
prolungato e/oppure un miglioramento della biodi-
spenibilita e/oppure ﬁn miglicramento della tolle-
ranza da parte della pelle o della mucosa, e

- uso come composto mirato asséciato alla na-

tura particolata del profarmaco.

_.38‘_
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A seconda della dimensione delle particelle

sara possibile, per esempio, preparare particelle

‘con un diametro tra circa 10 e 100 um, per esempio

di circa 15 pm, da un antibiotico tipo streptomici-

~na; dopo iniezione intravenosa, queste particelle

possono rendere possibile la localizzazione nei ca-
pillari dei polmoni secondo 11 noto principio di

vettorizzazione per Dbloccaggio capillare (Davis

S.S. and Illum L., Acta Pharm. Technol., 1986, 32,

4-9) ed il rilascio lento di antibiotico sul posto
per una efficacia migliorata. Alternativamente, si
prepareranno nanopafticelle di sostanza attiva che
verranho prelevate dalle cellule, particolarmente
le cellule del sistema reticolo endoteliale, e che
consentira il‘trattamento con detta sostanza attiva
di malattie quali malattie batteriche O parassiti-
che.

Come ulteriore alternativa, la preparaiione di
particelle di ﬁdimensione- nanometrica da oligonu-
cleotidi- o oligodesossinucleotidi pud consentire
direttamente di ottenere una . forma vettorizzata e
stabile di questi oligonucleotidi o oligodesossinu-
cleotidi che- possono passare direttaﬁente nelle
cellule e sonb in grado di liberare L’oligonucleo-

tide o ‘l’ocligodesossinucleotide iniziale all’inter-

-39-
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no della cellula, specialmente per 1'uso nel conte-
sto della terapia antivirale o anticancro o nel
‘contesto della terapia genetica, o per 1l'usoc nel

contesto generale della transfezione di cellule o

. trasferimento di materiale genetico, evitando in

tal modo l'uso di vettori virali o vettori sinteti-
ci.

Come ulteriore altérnativa, la preparazione di
particelle di dimensione nancmetrica da nucleosidi
antivirali o antiéanbro~pué consentire direttamente

di ottenere una forma vettorizzata e stabile di

guesti nucleosidi che passa direttamente nelle cel-

lule ed ¢ in grado di liberare il nucleoside ini-
ziale all'interno'della cellula.

Seccndo una quarta caratteristica, la presente
invenzione si riferisce pure ad‘una conposizione,
scelta speéialmente dai gruppo costituito da una
composizione cosmetica, una composizione farmaceu-
tica ed una‘composizione alimentare, che comprende,
come uno dei componenti o princibi attivi, le par-
ticelle summenzionate comprendenti, almeno sulla
superficie, una parete formata da uno o piu mon6~
saccaridi o Qligosacdéfidi reticolati particolar-
mente per mezzo di reticolazione interfacciale in

emulsione, preferibilmenhte a temperatura ambiente,
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tra il monosaccaride {(monosaccaridi)., o oligosacca-

ride (oligosaccaridi), comprendente almeno un grup-

‘po di alcool primario ed un agente di reticolazione

acilante polifunzionale, preferibilmente un aloge-

. nurc biacido e particolarmente un clorurc biacido,

cosl da formare legami esteré tra i1 gruppi ossidri-
le acilabili dell’alcool (alcoli) primario del mo-
nosaccaride o oligosaccaride ed i gruppi acile del-
1'agente acilante polifunziocnale.

Altre carattefistiche di queste particelle so-
no evidenti dalla descrizione precedente e dalla
descrizione seguente relativa agli esempi.

Secondo una quinta caratteristica, la presente
invenzione si riferisce pure ad un procedimento per
il tfattamento cosmeticb 0 terapeutico che compren-
de 1l’applicazione, in un sito appropriato su un
mammifero, preferibilmente un essere umano, di una
éuantité cosmeticamente o terabeﬁticgmente efficace
delle particelle summenzionate'gomprendenti, almeno
sulla superficie, una parete formata da uno o piu
monosaccaridi o oligosaccaridi reticolati partico-
larmente per mezzo di reticolazione interfacciale
in emulsione, preferibilmente é temperatura ambien-
te, tra il monosaccafide {(monosaccaridi}) o oligo-

saccaride (oligosaccaridi), comprendente almeno un
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gruppo di alcool primario, ed un agente di retico-
lazione acilante polifunzionale, preferibilmente un
-alogenuro biacido e particolarmente un cloruro bia-
cido, cosi da formare legami estere tra i grupﬁi
ossidrilici acilabili dell’alcool (alcoli) primario
del monosaccaride o oligosacéaride ed 1 gruppi aci-
le dell’agente acilante polifunzionale.

Altre caratteristiche di queste particelle so-
no chiaramente evidenti dalla descrizione preceden-
te e da quglla séguente, specialmente con riferi-
mento agli esempi ed analogamente all’usc cosmetico
0 terapeutico precedentemente indicato, barticolar—
mentexéon riferimento alla descrizione della secon-
da caratteristica.

In una realizzazione particolare, la presente
invenzione si riferisce ad un procedimento per_il
trattamento cosmetico di ﬁn mammifero, preferibil-
mente un essere umano; che comprehde 1'applicazione
topicé, ad una . zona della pelle, scalpo o capelli
interessafa, di particelle come precedentemente de-
finite e specialmenteé particelle cherpossono anche
contenere almeno una sostanza cosmeticamente atti-
va.

In una vantaggiosa realizzazione, 1’invenzione

comprende anche un prqcedimenté'per il trattamento

—-42-
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terapeutico che comprende 1’applicazione, ad un si-
to appropriato di un mammifero, preferibilmente un
essere umano, di una quantitd terapeuticamente ef-

ficace delle particelle summenzionate comprendente,

.almeno sulla superficie, una parete formata da ci-

clodestrine reticolate, particolarmente P-ciclode-
strine, caricate con una sostanza attiva e racchiu-
se in particelle pil grandi biocompatibili e biode-
gradabili come particelle di prqteine reticolate o
proteine e polisaccaridi co-reticolati, queste dop-
pie particelle costituendé un sistema a ritardoe
lento che pud venire somministrato mediante qual-
siasi, sistema, di somministrazione, come per via
orale, parenterale, rettale, wvaginale, 'polmonare,
cutanea, oftalmica e nasale.

In una realizzazione wvantaggiosa, 1’invenzicne
comprenderpure un procedimento per il trattamento
terapeutico che comprende 1’applicazione, ad un si-
to adatto su un mammiferc, preferibilmente un esse-
re umano, &i una quantita terapeuticamente efficace
delle summenzionate particelle comprendenti, almeno
sulla superficie, una parete formata da unc o piu
eterosidi reticolati, dette particelle comportando-
si come profarmaci particolati o precursori del-

1’ eteroside (eterosidi) attivo ed essendo in grado
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di liberare il principio attivo in vivo attraverso

l"azione degli enzimi come esterasi, le quali par-

ticelle possono venire somministrate con qualsiasi

modo di somministrazione, quale somministrazione

. orale, parenterale, rettale, vaginale, polmonare,

cutanea, oftalmica o nasale, e consentono la prote-
zione del principio attivo, il rilascio lento, il
miglioramento della bicaisponibilita, il migliora-
mento della tolleranza della pelle o mucosa, la di-
rezione mirata vérso un organo,  un tessuto o un
territorio vascolare oppure, nel caso di nanoparti-
celle, 11 passaggio del principio attivo nelle cel~
lule bersaglio per una terapia antibiotica, antivi-
rale o anticancro o per il trasferimento di mate-
riale genetico alle cellule.

Altri scopi, caratteristiche e vantaggi del-
1'invenzione appariranno chiaramente evidenti dalla
seguente descrizione esplicativa'che si riferisce a
vari gsempi dell’invenzione, che vengonb forniti a
semplice’ titoleo di illustrazione e non possono
quindi in alcun modo limitare 1lo scopo dell’in-
venzione, e con riferimento alle figure allegafe,
in cui:

Descrizione delle figure

- La Figura 1 mostra un negativo rilevato su
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un microscopio elettronico a scansione di particel-~
le secondo l'invenzione preparate da P-ciclodestri-
ne ad una concentrazione del 10%, usando una velo-

cita di agitazione di 2000 giri/min, con riferimen-

to all’Esempio 7. -

- La Figura 2 mostra lolspettro all’ infrarosso
ottenuto rispettivamente da P-ciclodestrine non re-
ticolate (a) e da particelle di B-ciclodestrine re-
ticolate secondo 1’invenzione, preparate da PB-ci-
clodestrine ed a -concentrazione del 7,5%, usando
una velocita di agitazione di 5000 giri/min (b),
con riferimento all’Esempio 7.

- La Figura 3 presenta i risultati di una pro-

va di diffusione del propranoclcoclo attraverso una

membrana di dialisi quale quella descritta nel-

1'Esempio 11. Questa figura combina tre curve che

rappresentano le quantita di propranclolo rilascia-

to a differenti tempi ed espresse come percentuale

della quantita iniziale, una di queste curve corri-

. spondendo ad un esperimento eseguito senza aggiunta

di particelle di B-ciclodestrina (controllo) e gli
altri due corrispondendc a due esperimenti eseguiti
con la rispettiva aggiunta di 10 mg o 50 mg di par-
ticelle di B-ciclodestrine reticolate dell’inven-

zione.
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- La Figura 4 mostra 1 risultati di una prova

sul rilascio di blu di metilene da microcapsule di

‘albumina di siero reticolata come quelle descritte

nell’Esempio 12. Questa figura combina cingue curve

. ¢he rappresentanc le guantita di blu di metilene

rilasciato in momenti differenti ed espresso come
percentuale della quantitd iniziale {valori medi =+
deviazione standard), una di queste curve corri-
spondendo ad un esperimento eseguito senza 17ag-
giunta di B-ciclbdestrine (controllo), un altro
co;rispondendo ad un esperimento eseguito con 1lfag-
giunta di 50 mg di B-ciclodestrine non reticolate e
gli altri tre corrispondendo a tre esperimenti ese-
guiti con la rispettiva aggiunta di 20 mg, 50 mg o
100 mg di particelle di f(-ciclodestrine reticolabi-
1i dell'invenzioné.

Negli esempi seguenti, tutte le percentuali
sono in peso, a menc che sia diversamente speéifiw
cato. Analogamente, a meno che sia altrimenti spe-
cificato; la temperatura & la temperatura ambiente
e la pressione & la pressione atmosferica.

Esempic 1l: Protocollo standard per la preparazione
di particelle di oligosaccafidi o monosaccaridi re-
ticolati in un sisteﬁa in emulsione del tipo “acqua

in olio”

. —46-
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a} Si prepara una soluzione al ;10% di oligo-

saccaride o monosaccaride in idrossideo di sodio

1 M.

b) 6 ml di gquesta soluzione vengono emulsiona-

.ti in 30 ml di cicloesanc contenente i1l 5% di Span

85 mediante agitazione meccanica per 5 minuti a
2000 giri/min.

¢) Senza interrompere 1”7agitazione, si aggiun-
gono all’emulsiocone 40 ml di una soluzione al 5% di
clorurce di tefeftaioile-in una miscela 1:4 (v/v) di
cloroformio/cicloesano e 1l7agitazione viene prose-
guita per 30 minuti. Terminata la reazione, il mez-
zo di, reazione viene diluito per aggiunta di 40 ml
di cicloesanq e l’agitazione viené proseguita per
2-3 minuti.

d) Le microcapsule vengono quindi separate me-
diante decantazione naturale o per centrifugazione.

e) Il éedimento viene lavato con successiva
risospensione in differenti mezzi, precisamente ci-
cloesano; etanolo al 95% con il 2% di Tween 20,
etanolo al 95% e acqua distillata.

Questo protocollo viene applicato con successo
con i seguenti composti (Sigma, a meno che sia al-

trimenti specificato) che vengono forniti come

esempis

-4 7T~
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Esempio

Esempio

Esempio

_ Esempio

Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio

Esempilo

1.1.

1

1.
1.
1.

1.

2.

l6.
17.
18.

19,

1.20.

1.

1.

21.
22.

1.23.

1

.24,

B-ciclodestrine

Destrine (Glucidex 40%° o Glucidex

47%, Roquette)
Raffinosio
Cellobiosio
Saccarosio

Maltosio

Lattosio

Trealosio
Diidrossiacetone‘(DHA)
D-fruttosio

Sorbosio

D-ribosio
D—desoésiribosio
D—xilosio
Paranitrofenil B-bD-xiloside

D-arabinosio

' D-glucocsio

D-mannosio
D-galattosio
Xilitolo
Eritritolo
Arabitolo
Sorbitolo

Mannitolo
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Esempio

Esempio

‘Esempio

Esempio

 Esempio

Esempio

Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio
Esempio

Esemplo

Esempio
Esempio

Si

1.25. Dulcitolo (galattitolo)
1.26. Maltitelo
1.27. Acido gluconico

1.28. Gluconolattone

1.29. D-glucosammina .

1.30. D—galattosaﬁmina

1.31. | D-glucosammina solfato

1.32. D—galattosammina solfato

1.33. Saponina da corteccia di saponaria

1.34. Guanosina

1.35. Streptomicina solfato

1.36. Riboflavina

1.37. ; Acido desossiribonucleico (DNA) da
sperma di aringhe_(oligonucleotidi
grezzi)

1.38. Uridina

1.39. Lattitolo

ottengono microparticelle sferiche con una

dimensione tra alcuni micrometri ed alcune decine

di micrometri (da 20 a 90 um).

Esempio 2: Varianti della preparazione di particel-

le di. oligosaccaridi o monosaccaridi reticolati in

un sistema in emulsione del tipo “acgua in olio”

1)

La concentrazione dell’oligosaccaride o mo-

nosaccaride nella fase acquosa pu® variare tra il

—-49-~
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2% e 1'80%.

2} La soluzione di idrossido di sodio 1 M pud

essere sostituita con soluzioni di idrossido di sco-

dio o soluzioni di un altro agente alcalino, come

~idrossido di potassio, che sono pil concentrate

(2 M, 5M, ecc.) o pit diluite, o con tamponi por-
tati a pH.superiori a 10, per esempio un tampone
carbonato o foéfato a pH 11.

3)kL’oligosaccaride 0 monosaccaride usato vie-
ne preferiﬁilmenté scelto dal gruppo di composti
indicati nell’Esempio 1 e costituiti da B-ciclode-
strine, destrine, raffinosio, disaccaridi come, in
partipblare, /cellobiosio, saccarosio, maltosio,
lattosio e trealosio, monosaccaridi comprendenti
chetoni come diid;ossiacetone (DHA), fruttosio e
sorbosio, oppure aldosi come ribosio, desossiribo-
sio, xilosio, arabinosio, glucosio, mannosio e ga-
lattosio, derivati di oligosaccaride o monosaccari-
‘de_comprendenti,.in particolare, i polioli corri-
spondenti come maltitolo, preparati del commercio
contenenti polioli ed ottenuti mediante idrogena-
zione di prodotti dell’ idrolisi parziale di amido,
xilitolo, eritritolo, arabitolo, sorbitolo, manni-
tolo, dulcitolo, 1lattitoloc o galattitolo, ammi-

nozuccheri come glucosammina, acidi ¢ lattoni deri-
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vati da questi, come acido gluconico%e gluconolat-
tone, .eterosidi come saponina, antibiotici come
'streptomicina, riboflavina, guanosina o adenosina,
oppure cligonucleotidi o oligodesossinucleotidi.

E anche possibile usare:

- altre ciclodestrine come a-ciclodestrina e
y-ciclodestrina, derivati di ciclodestrina come
idrossietil PB-ciclodestrina e idrossipropil pB-ci-
clodestrine (2-HP-B-CD, 3-HP-f-CD, 2,3-HP-B-CD), e
ciclodestrine ramificate come glucosil B~CD, diglu-~
cosil P-CD, maltosil B-CD e dimaltosil B-CD,

h - miscele di oligosaccaridi, per esempic 1
prodotti commgrcializzati da Roquefte con il mar-
chio Glucidex®, contenenti proporzioni variabili di
glucosio, maltosio e maltodestrine,

- preparati commerciali dontenenti polioli,
per esempio Néosérb 70® (*sorbitolo 7087, Roquet-
te),

- desossiribonucleosidi come descssiguanosina
e desossicitidina, nucleosidi antitumorali o anti-
virall sintetici, analoghi strutturali di nucleosi-
di naturali, come adenosina ed analoghi di desos-
siadenosina e citidina e analoghi di desossicitidi-
na, mononucleotidi ed oligonucleotidi e monodesos-

sinucleotidi ed oligodesossinucleotidi.
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4) La fase idrofoba pud essere costituita da
un altro solvente organico o miscela di solventi,

0li fissativi come 2-etilesilcocoato, o loro misce-

‘le ben note con gli esperti del settore. La natura

e la percentuale della sua superficie aggiunta pos-

sonc pure variare.

5) La dimensione delle particelle viene rego-
lata variando la natura e la percentuale del ten-
siocattivo e/oppure la velocita di agitazione. Essa
pud essere di 1 um.o meno per velocita di rotazione
di ;5.000—20;000 giri/ﬁin.

Esempio 3:7Esperimenti di stabilita su particelle
di oligosaccaridi reticolati o monosaccaridi in un

sistema di emulsione del tipo “acqua in olio”

Procedura sperimentale:

Campioni di particelle sospese in acqua di-
stillata vengono posti in una stufa a 45°C. I cam-
pioni vengono osservati ad intervallli regolari per
rivelare qualsiasi cambiamento di colore e di
aspétto e valutare la limpidezza del supernatante.
L' integritd delle particelle viene controllata me-
diante esame microscopico.

Risultati:
Si studiano le particelle seguenti:

* Particelle di:
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f-ciclodestrine reticolate secondo 1‘Esempio 1.1
saccarosio reticolato secondo 1’Esempio 1.5
DHA reticolato secondo 1l’Esempio 1.9

fruttosio reticolato secondo 1’Esempio 1.10
mannitolo reticolato secondo l’Esempib 1.24
glucosammina reticolata secondo l'Esempioc 1.29
saponina reticolata secondo 1'Esempio 1.33.

Per la maggior parte ‘delle particelle, si os-

serva una stabilita superiore a tre mesi: il colore

del sedimento di'particelle € invariato (bianco o
crema), il supernatante & limpiao ed incolore e
17 esame microscppico mostra particelle intatte.

La stabilita & superiore a quattro mesi per le
particélle di DHA e superiore a sei settimane per
le particelle di mannitolo reticolato.

* Particelle di P-ciclodestrine reticolate secondo

1'Esempioc 1.1, salvo il fatto che le concentrazioni

di ciclodestrina sono del 7,5% o 5%: si osserva una

stabilita éuperiore a tre mesi.

* Si preparaﬁo altre particelle‘secondo l’Esemﬁio
1, salvd il fatto che si sostituisce la soluzione
di idrossido di sodio 1 M con un,tampéne carbonato
di pﬁ 11, esempi essendo particelle di:

B-ciclodestrine reticoclate preparate con il

10% o il 5% di ciclodestrine: stabilita superiore a
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10 settimane. 1

saccarosio reticolato: stabilita superiore ad

un mese.

DHA reticolato: stabilita superiore a tre me-

. si.

Esempio 4: Esperimenti di biodegradabilita su par-

ticelle di oligosaccaridi o monosaccaridi reticola-
ti in un sistema di emulsione del tipo-“acqua in
.olio”

Le particelle‘vengono preparate come descritto
nell’Esempio 1, salvo il fatto che la welocita di
agitazione viene aumentata a 5000 giri/min.

a) Degradazione delle particelle nel plasma sangui-

gno:

Protocollo sperimentale:

Si impiega plasma umano congelato (Centro di
Trasfusione Sanguigna di Reims) che wviene sgelato
al momento dell’uso. 50 mg di particelle fresche

filtrate wvengono introdotti in una provetta e di-

" spersi in 5 ml di plasma sanguigno. La provetta

viene posta su un bagno d’acqua a 37°C. Si mette in
moto 1’agitazione magnetica. La degradazione viene
seguita per mezzo di un microscopio ottico per con-
fronto con una provetta di controllo preparata di-

sﬁerdendo 50 mg di particelle in un tampone fosfato
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con pH 7,4.
Risultati:
* Particelle di P-ciclodestrine reticolate: 1la de-

gradazione inizia dopo 5 h. Frammenti molto abbon-

~danti e particelle aperte dopo 24 h. Al confronto

non si riscontra alcuna degradazione nella provetta
di controllo contenente il tampone del pH 7, 4.

* Particeile:di saccarosio reticolato: la degrada-
zione ini;ia dopo 3 h. Frammenti molto copiosi di

particelle dopo 24 h. Degradazione molto pronuncia-

~ ta rispetto alla provetta di controllo, in cui le

particelle sono intatte.

* Particelle di DHA reticolato: lenta degradazione

che provoca la comparsa di una colorazione bruna,
éhe é molto netta dopo 48 h, e mostra che il DHA
rilasciato ha reagito con le proteine del plasma.

* Particelle di glucosib,reticolato: dopo 1 h le
particelle perdono la loro forma éferica e diventa-
no ellisscidali. Si osserva una lenta degradazione.
Dopo 24 h sono visibili piccoli frammenti come pﬁre
microcapsule aperte.

* Particelle di mannitolo reticolate: la degrada-

zione inizia dopo 3 h. Frammenti molto abbondanti e

~ particelle aperte dopo 24 h. Nessuna degradazione

nella provetta di controllo.
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* Particelle di glucosammina reticolata: lenta de-

gradazione e presenza di frammenti dopo 24 h.

* Particelle di saponina reticolata: la degradazio-

ne inizia dopo 2 h: presenza di frammenti. Dopo 24

-h tutte le particelle si sono degradate in piccoli

frammenti.

Questi esperimenti mostrano che le particelle
che formano 1’'oggetto dell’invenzione sonoc biode-
gradabili. Mentre esse sono intatte dopo prolungata
incﬁbazione'in un‘tampone a pH 7,4, esse si degra-
dano generalmente nel plésma sanéuigno, mostrando
una_sensibilita all’azione dell’'esterasi plasmica,
che rompe i legami estere formati dall’agente reti-
colate con i gruppi ossidrilici dei monosaccaridi o}

oligosaccaridi o loro derivati.

b) Degradazicne delle particelle di saccarosio re-

ticolate mediante invertasi:

Reagenti:

Invertasi .(Grado V, lievito da panettiere,
SIGMA) usata in forma di dispersione all’1l% in tam-
pone acetato come pH 4,9.

Protocollo sperimentale:

.50 mg di particelle fresche filtrate vengono

introdotte in una’ provetta e quindi si aggiungono 5

ml di dispersione all’l% di invertasi in tampone
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acetato. La provetta viene posta ;in un bagno

d’acqua a 37°C. Si mette in moto 1l'agitazione ma-

gnetica. La degradazione viene seguita sotto un mi-

croscopio ottico per confronto con una provetta di

. controllo preparata disperdendo 50 mg di particelle

nel tampone acetato di pH 4, 9.

Inoltre, la presenza di glucosioco nel mezzo
viene rivelata per mezzo del test Clinistix®
(BAYER): la colorazione rosa di una striscia di
prova di glucosio.ossidasi vira al. violetto in pre-
senza di glucosio.

Risultato:

DOpo 6 h:y inizio di degradazione delle parti-
celle visibile al microscopio ottico. Il test Cli-
nistix & positivo: colorazione violetta, risulta-
to: +.

-Dopo 24 h rimangono intatte_ soltanto poche
particelle isoclate. Il test Clinistix da un risul-
tato pilu positive: la colorazione é& pure violetta,
risultato: ++. Le particelle di éacéarosio retico-
late, che rimangono intatte -dopo incubazione nel
solo tampone, vengono attaccate dall’invertasi, un
enzima in grado dirdegradare il saccarosio a gluco-
sio e fruttosio.

Esempio 5: Protocdllo standard'peflla preparazione
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di particelle di oligosaccaridi o monosaccaridi re-

ticolati in un sistema in emulsione del tipo “olio

in acqua”

a) Preparazione della fase oleosa da incapsu-

. lare:

0,6 ml di cloruro di sebacoile vengono aggiunti a
5,4 ml di olio di oliva e gli ingredienti vengono
miscelati; |
b) Prepérazione della fase acquosa:
si preparano 30lmi'di una soluzione al 20% di sac-
carosio in una soluzione 1 M di idrossido di sodio.
c) Em;lsione/reticolazione:
in 6 ml di miscela oleosa vengono emulsionati in 30
ml di fase acquosa mediante agitazione a 2000 gi-
ri/min, 1"agitazione essendo mantenuta per 1 h.
/ d) Le particelle vengono separate dal mezzo di
reazione, per esempio per centrifugazione.
e) Lavaggi:
le particelle vengono lavate varie volte con acqua
distillata.
Esempio 6: Caratteristiche di particelle di oligo-
saccaridi o monosaccaridi reticolati in un sistema

in emulsione del tipo “olioc in acqua”

Preparazione delle particelle

Si preparano le seguenti cariche di particel-
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* Carica 1: particelle di saccarosio reticola-

to secondo 1l’Esempioc 5.

* Carica 2: particelle di saccarosio reticola-

. to secondo l'Esempio 5, salvo il fatto che la con-

centrazione di saccarosio nella fase acquosa viene
aumentata al 30% e la velocita a 5000 giri/min.

* Carica 3: preﬁarata nello stesso modo della
carica 1, salvo 1l fatto che il saccarosio viene
sostituito con ménnitolo (20%) e la velocitd di
agitazione viene aumentata a 5000 giri/min.

* Carica 4: preparata nello stesso modo della
carica 2, salvo 11 fatto che il saccarosio viene
sostituito con sorbitolo, la concentrazione viene
aumenta al 30% e la velocitda di agitazione viene
portata a 5000 giri/min.

Caratteristiche delle particelle

In ogni caso si ottiene un shpernatante di co-
lor crema formato da microcapsule, ciascuna conte-
nente una gocciolina di olio. L'esame microscopico
mostra che tutto 1’oclic & stato incapsulato. Le mi-
crocapsule si presentano come sfere con diametri da
circa 20 a 150 um, con membrane distinte di colore

griglio. Esercitando pressione sul vetrino di os-

servazione microscopica le microcapsule si rompono,
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liberando 1l’clio incapsulato e consentendo 1l’osser-

vazione della membrana, che si presenta come una

‘sacca rotta trasparente.

Test di stabilitd a 45°C

I1 test viene esequito sulle cariche 2 e 4 nel
modo descritto nell’Esempio 3.

Risultati: le microcapsule della carica 2 sono
stabili per almeno 5 seftimane a 45°C e le micro-
capsule della carica 4 per almeno 3 settimane.
Esempio 7: Carattefistiche delle microparticelle di
B~ciclodestrine (B-CD) reticolate in funzione dei
parametri di preparazione |

1) Morfologia,

Questa viene studiata mediante il microscopio
ottico ed il microscoplo elettronico a scansione.
- Microscopia ottico:

Le particelle preparate secondo 1'Esempio 1
(10% di B-CD, 2000 giri/min) assumono la forma di
un sedimento bianco. Questo & costituito da parti-
celle sferiche con contenuti marezzati ed una mem-
brana distinta. Con il 7,5% di B-CD (NP 143), le
particelle hanno un aspetto paragonabile. Con il 5%
di B-CD (NP 50 bis) si ottengono vescicole con con-
tenuti trasparenti.

La sostituzione della solpzione di idrossido
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di sodio 1 M con un tampone a pH 11 fornisce nuova-
mente particelle sferiche con contenuti granulari.
- Microscopio elettronico a scansione:

Questo esame viene realizzato su particelle

. liofilizzate. In tutte le condizioni suddette

1" esame rivela particelle con una membrana continua
che si €& collassata per effetto della liofilizza-
zione. A titolo di esempio, la Figura 1 mostra mi-

croparticelle preparate nelle condizioni dell’Esem-

pio 1. Si pud notare che, quando queste particelle

liofilizzate vengono risospese in acqua, recuperano
rapidamente la loro forma sferica rigonfiandosi con
acqua.

2) Dimensione

Questa viene'determinata mediante una tecnica
di diffrazione laser (granulometro Coulter LS 200,
Coultronics). I risultati sono espressi come rap-

porto volume/diametro delle partiéelle (SD) .

Risultati:
% di Fase Velocita di Dimensione me-
B-CD acquosa agitazione - dia, m (SD)

10% Soluzione di idros-
sido di sodio 1 M 2000 giri/min 34,26 (22,9)

10% Soluzione di idros-
sido di sodio 1 M 5000 giri/min 11,28 (5,98)
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% di Fase Velocita di Dimensione me-
B-CD acquesa agitazione dia, um {SD)

7,5% Scluzione di idros- :
sido di sodic 1 M 2000 giri/min 21,65 (10,6)

7,5% Soluzione di idros- )
sido di sodio 1 M 5000 giri/min 8,40 (4,25)

5% Scluzione di idros- _
sido di sodic 1 M 2000 giri/min 20,69 (12)

Come previsto, la dimensione delle particelle
diminuisce quando -la velocité di agitazione aumen-
ta. Inoltre, la dimensione dellé particelle dimi-
nuisce quando diminuisce la éoncentrazione di P-ci-
clodeétrine.

3) Spettro ali’infrarosso

Metodo: lo spettro all’infrarosso viene deter-
minato con la tecnica del disco di' KBr usando uno
spettrometro all’infrarosso a  trasformata di
Fourier (BOMEM, serie MB).

Risultati: a titolo di esempio, la Figura 2

confronta lo spettro IR ottenuto con $-CD non reti-

colato (spettro a) e lo spettro IR di particelle

preparate secondq 1'Esempio 1, salvo il fatto che
la concentrazione di B-CD & del 7,5% e la velocita
di agitazione & di 5000 (spettro b).

Le differenze principali tra i1 due spettri so-
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no la comparsa di bande a 1724 cm™, 1280 cm™® e 731
cm! nello spettro delle particelle (b), il che ri-
flette la formazione di esteri dai gruppi ossidri-

lici del B-CD.

4) Contenuto di B-CD delle particelle: determina-

zione mediante polarimetria

Procedimento:

La quantita di B-CD contenuta nelle particelle
viene misurata dall’indice di rifrazione del B-CD,
come descritto pef esempio da Behar N. et al.,
(S.T.P. Pharma, 1987, 3, 237-247) in un studio re-
lativo a B-CD fissato su polimeri. La prima fase &
la comﬁleta idrolisi delle particelle liofilizzate
{60 mg) in soluzione di idrossido di sodib 0,5 M (3
ml) dopo agitazione per 45 minuti a 20°C. La misce-
la viene neutralizzata per aggqgiunta di acido clori-
drico 0,25 M e portata a 12 ml con acqua distilla-
ta. La soluzione (corrispondente'allo 0,5% di par-
ticelle) viene quindi filtrata su una membrana di
0,22 um. -

La soluzione viene studiata mediante polarime-
tria e confrontata con B-CD non reticolato. Con il
B-CD .non reticolato si & verificato che il tratta-
mento con soluzione di idrossido di sodio 0,5 M non

modifica i risultati delle misurazioni polarimetri-
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Le prove vengono realizzate su due cariche di

'partiCelle preparate secondo l'Esémpio,l, salvo il

fatto che la soluzione B-CD & al 7,5% e la velocita

.di agitazione & di 5000 giri/min.

I1 contenuto di umidita residua di queste due
caribhe vieﬁé determinato medianfe un analizzatore
di umidité (Halogen Moisture Analyzer, Mettler To-
ledo, tipo HR 73) cosi da riferire il risultato al
peso delle particeile secche. |
Risultati:

Contenuto di PB-CD delle particelle (in % di peso

secco) .
Carica 1 68,7%
‘Carica 2 67,4%

Media - - 68%

Le-particelle contengono guindi, in peso, il
683 di P-CD ed il 32% di tereftalato il che, rife-
rito ai pesi,molecolari corrisponde ad una media di
3,2 méli'di tereftalato per mole di B-CD.

Esempio 8: Valutazidne delle proprietd di comples-
sa#ione di partieelle di B-ciclodestrine reticolate
verso il paraﬂitrofeholo, ed ihflﬁenzaidei parame-—

tri di preparazione

1) Proprietd di complessazione di una carica di ri-
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ferimento: variazioni nel campione e nel tempo di

complessazione

* Ta carica di riferimento scelta viene preparata

secondo l'Esempio 1 ma con il 7,5% di f-ciclode-

. strine (7,5% di B-CD in soluzione di idrossido di

sodio 1 M, velocita di agitazione: 2000 giri/min).
* Vari campioni di microparticelle vengond incubati
a 20°C in una soluzione 1 mM di paranitrofenolo
(pNP) tamponata a pH 4, sotto agitazione; quindi, a
certi intervalli di tempo, si énaiizza il pNP resi-
dﬁq nel éupernatante mediante spettrofotometria fi-
no a raggiungere l’equilibrio. Le misurazioni di
densita ottica vengono utilizzate per dedurre la
concéﬁtrazione-residua di pNP, dalla quaie si cal-
cola la quantita di pNP fissato nelle microcapsule.
Questo viene espresso anzitutto come percentuale
della quantita iniziale di pNP ed in secondo luogo
in umeoli fissate per grémmo di microCapsule.
Protocollo:

Si incubano pesi crescénti di microparticelle
(10, 20, 50 e 100 mg) a temperatura ambiente in 10
ml di una soluzione 1 mM di pNP in un tampone.ace—
tato a pH 4, per tempi crescenti e sotto agitazione
con agitatore magnetico, in assenza di’ luce. Si ef-

fettua una inbubazione per peso e per tempo di con-
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tatto e ciascuna prova viene duplicata. Dope 1'in-
cubazione la sospensione viene centrifugata. Si ag-
giungono 2,7 ml di tampone acetato a pH 4 e quindi

3 ml di soluzione di idrossideo di sodio 0,25 M a

. 300 pl di supernatante. La miscela viene filtrata

5u una membrana con porosita di 0,22 pm. La densita
ottica viene misurata a 405 nm contro un campione
in bianco preparafo senza pNP.

L'intero esperimento viene ripetuto su una

nuova carica di microparticelle.

. Risultati:

Fissaggio di paranitrofenoloc mediante microparti-
celle di B-CD,reticolato: influenza del campione e

del tempo di incubazione.

PNP fissato: %/1moli per g di particelle
Tempo di incubazione

S5min - 10 min 30 min 1l h 24 h

Campione 10 mg -13/128 12/119 13/134 14/145 11/111
20 mg 19/96 20/98 21/106 24/121 21/103
50 mg 36/72 38/76 35/69 42/83 42/83

100 mg 55/55 53/53 54/54 57/57 6l/61

* Media di 4 determinazioni
Come previéto, quando la quantita di microcap-

sule usate aumenta, aumenta pure la quantita di pNP
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fissato, espresso come % della quantita inizialmen-
te presente. Si nota pure che, se le quantita di
pNP fissate sono espresse in pmoli per grammo di

microcapsule, queste quantita diminuiscono quando

1l peso delle microcapsule usate aumenta: il pNP si

diffonde di pill tra le partiéelle gquando 1l numero
aumenta. Infine, si osserva che l'equilibric viene
raggiunto rapidamente.’ i valori non variano molto
dopo un tempo di contatto -di S minuti, 1 wvalori

stabili essendo raggiunti dopo 1 h.

2) Influenza del parametri di preparazione delle

microparticelle sulle proprieta di complessazione

{con 1 h di in;ubazione)
Protocollo:

Per questo stqdio si adottano 1le condizioni
seguenti: campione: 50 mg, tempo di incubazione a
20°C: 1 h. Per ciascun parametro studiato, 1le pro-
prieta di complessazione delle‘miCrocapsule vengono
valute su due cariche differenti, dﬁe differenti

incubazioni essendo realizzate per ciascuna carica.

.Questo rende possibile verificare la riproducibili-

td dei risultati ottenuti.
Le wvariazioni seguenti vengono studiate sulla
carica di riferimento (7,5% di p-CD, 2000 gi-

ri/min), riprodotta due volte (cariche 1 e 2):
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- variazioni di concentrazione ;di B-CD nella

fase acquosa: aumento al 10% (cariche 3 e 4) e di-

‘minuzione al 5% (cariche 5 e 6)

- aumento della velocita di agitazione a 5000

. giri/min {(cariche 7 e 8)

- diminuzione della concentrazione del cloruro
di tereftaloile al 2,5% (cariche 9 e 10)

I1 diametro medio di tutte queste cariche di
particelle viene determinato usando un granulometro
Coulter LS 200.

Risultati;
a) Fissaggio del pNP in 1 h mediante le cariche di
riferimento: cariche 1 e 2 (7,5% di B-CD; TC: 5%;

8: 2000 giri/min)

Carica Carica 1 Carica 2

Dimensione media (SD) 28,02 (17,1 24,8 (13,7)

Prova 1 Prova 2 Prova 1 Prova 2

pNP fissato: umol/g 83,6 83,6 82,6 84,5

Media della cariche 1 e 2 83

b) Fissaggio di pNP in 1 h mediante le cariche 3 e
4: aumento délla concentrazione .di 'B—CD (10% di

B-CD; TC: 58%; s: 2000 giri/min)

—-58—~
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Carica Carica 3 ; Carica 4

Dimensione media (SD) 34,26 (22,9) 35,3 (20,4)

Prova 1 Prova 2 Prova 1 Prova 2

pNP fissato: umol/g 79,8 12,2 79,4 75,4

. Media della cariche 3 e 4 77

c) Fissaggio di pNP in 1 h mediante le cariche 5 e
6: diminuzione della concentrazione di B-CD (5% di

p-CD; ‘TC: 5%; s: 2000 giri/min)

Carica ‘Carica 5 - Carica ©

Dimensione media (SD) ‘20,69 (12) 22,4 (10)

Prova 1 Prova 2 Prova 1 Prova 2

pNP fissato: pmol/g 93,4 91,6 93,4 89,8

Media della cariche 5e 6 92

d) Fissaggio di pNP in 1 h mediante le cariche 7 e
8: aumento della velocita di agitazione (7,5% di

p-cD; TC: 5%; s: 5000 giri/min)

Carica Carica 7 Carica 8

Dimensione media (SD) 11,36 {10) 10,43 (7,37)

Prova 1 Prova 2 Prova 1 Prova 2

pNP fissato: pmol/g 99,0 97,0 - 97,4 97,6

Media della cariche 7 e 8 98

e) Fissaggio di pNP in 1 h mediante le cariche 9 e
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10: diminuzione della concentrazicne di cloruro di

tereftaloile a 2,5% (7,5% di pB-CD; s: 2000 gi-

ri/min)
Carica Carica 9 Carica 10
Dimensione media (SD) 29,53 (14,7) 30,4 -(16,2)
Prova 1 Prova 2 Prova 1 Prova 2
pNP fissato: umol/g 87,6 85, 8 82,2 84,8

Media della cariche 9 e 10 B5

Quindi, dal confronto con la carica di riferi-
mento, che fissa 83 uﬁol/g, si nota che le proprie-
td di complessazione varianc con la concentrazione
di BécD nella’ fase acquosa: esse di riducono (77
umol/g) per il 10% ed aumentano (92 umol/g) per il
5%.

Inoltre, 1l'aumento della velocita di agitazio-

ne, che produce microcapsule di dimensioni mino-

ri e quindi di area superficiale maggiore, ¢é un

fattore favorevole (98 umol/g). D'altro canto, di-
minuendo la concentrazione di agente reticolante al

2,5%, non 5i modificano le proprietd di complessa-

. zione.

Esempio 9: Valutazione delle prdprieté di comples-
sazione di particelle di P-ciclodestrine reticolate

rispetto al propranololo
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Il propranololo ¢ un farmaco che, blocca il si-

stema adrenergico. Esso & stato scelto per questo

‘studio per la sua elevata solubilita in acqua e la

sua elevata affinitd per B-CD, dovuta al fatto che

11 gruppo naftalenico della molecola si adatta nel-

la cavita idrofoba di B—CD.(Behar et 2l., S.T.P.
Pharma, 1987, 3, 237-247).
Protocollo: |

Si preparano particelle di PB-CD da una solu-
zione al 7,5% in soluzione di idrossido di sodio 1
M, con una velocita di agitazione di 5000 giri/min.
Le proprieta di complessazione vengoﬁo valutate do-
po agitazione di un campione di 10 mg di particelle
liofilizzaté in 10 ml di una soluzione 1 mM o 2 mM
di propranololo in un tampone foéfato con pH 7,4,
in assenza di Juce. Dopo dquesto contatto, la so-
spensione viene centrifugata, il supernatante viene
raccolto ed il prbpranololo non fissato viene ana-
lizzato mediante spettrofotometria UV a 290 nm. Per
ciascuna delle due concentrazione di propranoclolo,
si studiano due cariche e si. fanno due prove per

carica. I risultati vengono espressi in pmoli di

‘propranclolo fissato per grammo di microcapsule

secche.

Risultati:
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Propranolo fissato (in pmol/g) mediante microparti-

celle B*CD dope 1 h di incubazione in 10 ml di so-

‘luzione di propranololo 1 mM o 2 mM

Titole della soluzione

- di propranololo 1mM - - 2 mM

. Carica n. ' 1 2 -3 4

Propranololo fissato

(umol/g) ‘
Test 1 509 492 835 794
Test 2 495 485 805 811
Media | 495 ' 811

Questi risultati restano invariati se 1'incubazione

viene prolungata per 2 o 3 h.

Esempio 10: Reversibilita della complessézione del

propranololo mediante panticelleudi-B-cicladestrine
reticolate, e riutilizzo

Le pérticelle di B-CD vengono preparatéicome
descritto néll}Esempio 9 e liofilizzate.
Protocollo di.studio:

1) Fase di complessazione

" Un campione di 10 mg di microcapsule viene in-
cubato in 1o:m1 di una soluziocne 1 ﬁM di proprano-
lolo in un tampone fésfato a pH 7,4. Dopo agitazio-
ne per 1 h, la sospensione viene centrifugata ed il

propranololo viene analizzato nel supernatante.
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2} Fase di decomplessazione

1
Le microparticelle che sono state centrifugate
'vengono disperse in 50 ml di tampone fosfato a pH
7,4 ed agitate con agitatore magnetico per 15 minﬁf
. ti. Esse vengono quindi separate dal mezzo. Il pro-
pranololo liberato nel supernatante viene analizza-
to.
Le particelle vengono quindi ridisperse in 50
ml di tampone fresco. Dopo agitazione magnetica per
15 minuti, esse véngono-separate dal mezzo ed incu-
bate nuovamente in 50 ml di tampone fresco. Dopo
questo trattamenteo, la determinazione spettrofoto-
metrica del propranclolo rilasciato nel tampone mo-
stra che tutto il proprano;olo & stato rilasciato
dal complessc con il B-CD reticolato.

3) Riutilizzo delle microparticelle per una ulte-

riore complessazione

Le microparticelle precedenti, dalle quali é
statq rimosso il propranoiolo, vengono nuovamente
incubate  in 10 ml di una soluzione 1 mM di propra-
nclolo in un tampone fosfato a pH 7,4. Dopo agita-
zione per 1 h, la sospensione viene centrifugata ed
il propranololo viene analizzato nel supernatante.
La prova viene fatta in duplicato.

Risulfati:
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* Test n. 1:

- quantitd di propranclolo fissato dai 10 mg di

.particelle durante 1la fase di complessaziohe 1:514

umol/g di particelle secche.

.= quantita di propranoclolo fissato dai 10 mg di

particelle nel riutilizzo délla fase 3 dopo i tre

lavaggi della fase di decomplessazione: 517 umol/g.

* Test n, 2: |

- quantita di- propranoleoclo fissato dai 10 mg di

particelle duranté la fase di complessazione 1:512

mmol/g di particelle secche.

- quantita di propranololo fissato dai 10 mg di

particelle nella fase di riutilizzo 3 dopo i tre

lavaggi della fase di decomplessazione: 523 umol/g.
Questé prova dimostra che le particelle di

B-CD possono venire caricate con una sostanza e

quindi scaricate e riutilizzate con la stessa capa--

cita di intrappolamento.
Esempio 11: Test di dialisi su una soluzione di

propranololo contenente pesi crescenti di particel-

'le di P-ciclodestrine reticolate:. dimostrazione di

un rilascio pill lento del principio attivo
Behar et al. (S.T.P. Pharma, 1987, 3, 237-247)
usando propranololo, hanno dimostrato che il B-CD

fissato ai polimeri so6lubili o insolubili rende
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possibile rallentare la diffusione di questo prin-
cipio attivo attraverso una membrana di dialisi, il

'polimero (ed il complesso di principio attivo e

B-CD fissatc al polimerc) non essendo in grado di

. passare attraverso la membrana.

Un esperimento paragonabile & stato realizzato
con le microparticelle di B-CD reticolate preparate
come nell’Esempio 9.

Protocollo:

1) Fase che comporta la complessazione del propra-

nololo dalle particelle

Un campione di 10 mg o 50 mg di microparticel-
le liofilizzate viene incubato in 10 ml di una so-
luzione 2 mM di propranclclo in tampone fosfato a
pH 7,4. L'agitazione viene mantenuta per 1 h a tem-
peratura ambiente, in assenza di luce.

2) Studio sulla diffusione del propranololo attra-

verso la membrana di dialisi

I 10 ml di sospensione di pérticelle di B-CD
nella soluzione di propranclolc vengono introdotti
in un tubo di dialisi (SPECTRA POR: membrana in
estere di cellulosa, taglio molecolare: 5000, dia-
metro: 15 mm) precedentemente lévato con tampone
fosfato a pH 7,4. Il tube viene chiuso con due pin—

zette, l’estremitd inferiore delle quali é magneti-
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ca e consente di agitare il sistema.; I1 tubo viene

guindi posto in un becher contenente 140 ml di tam-

.pone fosfato pH 7,4. Il tutto viene introdotto in

un bagno d’acqua a 37°C mettendo in marcia 1l’agita-

. zione magnetica.

Campioni del mezzo di iilascio vengono prele-
vati ad intervalli di tempo regolari cosicché il
propranololo che‘si & diffuso pud venire analizzato
mediante spettrofotometria UV a 290 nm. Dopo il
saggio, il campiéne viene reintrodotto nel mezzo
per mantenere il volume costante a 140 ml.

Si fanno tre determinazioni per ciascuno dei
due campioni di particelle: 10 mg e 50 mg. I risul-
tati wvengono espressi come percentuali medie (con
deviazioni standard)} di propranololo liberato, in
base alla quantitd introdotta nel tubo di dialisi.
Si effettua pure una serie di tre prove sul propra-

nololo senza aggiunta di microparticelle (test di

controllo).
Risultati:
Diffusione del propranoclolo attraverso la membrana
di dialisi ed effetto aell’aggiunta delle particel-

le di B-CD
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% di propranolole rilasciato: valore medic (deﬁagicne standard) dopo:

30 1h lh 2h 3h 4h 5h 6h Th 8 h

mn 30 min
Cantrollo
senza par- 21,1 37,8 50,1 ed,2 74,7 82,2 g1 S0 91,7 93,3
ticelle (2) (1,5, (1,6 (0,7 (0,5 (0,63 (o, (0,7 (0,5} {0,2)

10 mg &l 12,9 24,2 33 40,9 52,6 59,7 651 68,9 71,7 74

particelle (0,6) (0,%) (0, 7) (1,2) (1,7} (1,9) (1,8) (2,1} (2,5) (2,6

50 mgai 3,5 6,9 10,2 13,1 17,9 22,8 258 28,5 31,3 33,5
particelle (0,4) {0,3) (0,4) (0,7 (0,6} (0,8 (0,6} (0,8 (0,9 (11

I dati ottenuti possono venire usati per trac-
ciare le curve di rilascio della Figura 3.

Queste serie di prove mostra che le particelle
di P-CD reticolata rendono in effetti possibile
rallentare la diffusione di una molecola molto so-
lubile 'attraVerso una membrana semipermeabile in
proporzicne alla quantitd di particelle. Cosi, dopo
6 h, il controllc ha rilasciato il 90% del propra-
nololo, mentre le prove con 10 mg e con 50 mg di
particelle hanno rilasciato rispettivamente il
68,9% ed il 28,5% del propranclolo,
Esempic 12: Dimostrazione di un rilascico pili- lento
di un tracciante, blu di metilene, incapsulato con
1’aumento dei pesi delle particelle di P-ciclode-
strine reticolate in microcapsule di albumina di
siero reticolata

In base ai risultati precedenti, & stato pre-

parato un nuovo sistema per il rilascio rallentato.
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In gquesto caso la membrana di dialisi viene sosti-
tuita con la membrana semipermeabile di microcapsu-
le di proteina reticolata. Le microparticelle di

B-CD vengono quindi incapsulate con il tracciante

. 8celto, blu di metilene.

Protocollo:

1) Preparazione delle cariche di controllo di mi-

crocapsule di albumina di siero reticolata

Si usa albumina di siero umano (HSA).
~ Preparazione della fase acquosa: si disciolgono
10 mg di blu di metilene (FLUKA) in 10 ml di tampo-
ne acetato a pH 7,4. Si discioglie quindi 1 g di
HSA.in'questa,sdluziéne.
- Emulsione: i 10 ml di fase acquosa vengono di-
spersi in 50 ml di cicloesanc contenente il 2% di
Span 85. La dispersione viene agitata per 5 minuti
a 2000 giri/min.
- Reticeolazione: si aggiungono 60 ml di una solu-
zione al 2,5% di cloruro di tereftaloile in ci-
éléesano; La miscela viene agitata per 30 minuti a
2000 giri/min.

Le microcapsule vengono quindi centrifugate e
lavate quattro volte con cicloesano, il cicloesano
viene rimosso per evaporazione su un evaporatore

rotante e le microcapsule vengono congelate e lio-
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filizzate. }

Risultato: si ottengono microcapsule blu belle,
_perfettamente rotonde, c¢on una membrana spessa ed
una dimensione da 10 a 60 um. Dopo liofilizzazioné,
. 8i ottiene 2 g di una polvere fine costituita da
microcapsule intatte; questé polvere si disperde

perfettamente in un mezzo acguoso.

2) Preparazione di cariche di microcapsule di HSA

reticolato, contenente gquantita crescenti di micro-

particelle di B~CD

a) Incubazione:

. Un campione variabile (20 mg, 50 mg o 100 mg)
di mipfopartiqelle f-CD preparate come nell’Esempio
9 e iiofilizzate; viene disperso in 10 ml di solu-
zione allo 0,1% di blu di metilene in tampone ace-
tato con pH 7,4. Si mantiene in agitazione per 1 h
a temperatura ambiente in assenza di luce.

b) Incapsulamento in microcapsule di HSA reticola-

to:

- Preparazione della fase acguesa: si discioglie 1
g di HSA in 10 ml della sospensione suddetta di
particelle di B-CD dopo 1 h di incubazione.

- Emulsione: 1 10 ml di fase acquosa vengono di-
spersi in 50 ml di cicloesano contenente il 2% di

Span 85. La dispersione viene agitata per 5 minuti
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a 2000 giri/min. 1
- Reticolazione:

.al 2,5% di cloruro di tereftaloile in cicloesanc.

La miscela viene agitata per 30 minuti a 2000 gi-

- ri/min.

Le microcapsule vengono quindi centrifugate e

lavate quattro volte con cicloesano, il cicleoesano

viene allontanato per evaporazione su un evaporato-

re rotante e le microcapsule vengono congelate e
liofilizzate.

Risultati: si ottengono belle microcapsule blu.

L’ osservazione microscopica rivela che sono perfet-
- tamente sferiche con una membrana spessa ed una di-
mensione da 10 a 70 um, e che contengono le micro-

particelle di B-CD fortemente colorate dal blu di

metilene. Vi & un totale incapsulamento di queste

microparticelle, indipendentemente dal campione (20
mg, 50 mg o 100 mg di microparticelle di B-CD)

Dopo la liofilizzazione, si ottengono da 2 g a
2,1 g di una bolvere fine costituita da microcapsu-
le intatte; questa polvere si disperde perfettamen-

te nel mezzo acquoso.

3) Preparazioné di cariche di microcapsule di HSA

reticolato contenenti 50 mg di B-CD noh reticolato

Per confronto, si preparano tre cariche di mi-
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crocapsule aggiungendo 50 mg di B-CD non reticolato

invece delle particelle di B-CD reticolato alla s0-

.luzione di blu di metilene. Come descritto in pre-

cedenza, si mantiene in agitazione per 1 h a tempe-

. ratura ambiente. L’incapsulamento, la separazione e

1’ essiccamentc vengono gquindi realizzati nel modo
precedentemente descritto.

Si pud notare che il complesso blu di metile-
ne/B-CD assorbe alla stessa lunghezza d’onda del

blu di metilene libero. Inoltre si & verificato

]che,'dopo 1 h di incubazione, la miscela contenente

il blu di metilene ed i 50 mg di P-CD ha la stessa
assorbanza di , quella misurata senza 1’aggiunta di
B-CD.

4) Test di rilascio di blu di metilene

Protocollo:

Per la dissoluzione si impiega un dispositivo
a  -lama rotante (apparecchiatura ERWEKA seccondo la
farmacopea); il dispositivo viene termostatizzato a
37°C e la velocita di rotazione delle pale & di 50
giri/min.

L’ intera carica di microcapsule liofilizzate
viene dispersa in 500 ml di tampone fosfato a pH
7,4. Ad intervalli di tempo regolari, si prélevano

e si centrifugano campioni di 5 ml della sospensio-
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ne. Il supernatante viene filtrato su una membrana
con porosita di 0,2 pm. La densita ottica del fil-
.trato viene misurata a 668 nm. Le microcapsule se-
dimentanc nella provetta della centrifuga e vengoﬁo
. risospese in 5 ml di tampone fosfato e reintrodotte
nel mezzo di rilascio. Ciéscun test di rilascio

(test di controllo, test con 20 mg, 50 mg e 100 mg
di particelle di B-CD, test con 50 ﬁg di B-CD non
reticolato) viene realizzato in triplicato.
Risultati: |

Le quantita di blu di metilene rilasciate dal-
le differenti cariche di microcapsule dopo tempi
differenti, espresse in % della quantita usata nel-
la prova, sono raccolte nella tabella segﬁente.
£ di blu di metilene rilaéciato [media (deviazione
standard)] dalle microcapsule di HSA reticolato ed

effetto dell’aggiunta di particelle di B-CD o B-CD

non reticolato

Cantroilo
senza 20 mg di SO my di 100 mg di 50 mg di
particelle particelle particelle particelle p-co

Tempo

15 minuti 7,21 (0,22) 5,66 (0,08) 4,36 (0,13) 3,22 (0,19) 8,89 (0,12)

30 minuti 9,43 (0,14) 7,12 {0,17) 5,23 (0,08) 3,68 (0,24) 11,48 (0,39)

45 minuti 11,55 (0,17) 8,51 (0,07} 6,14 (0,21) 4,10 (0,31) 13,85 (0,36)
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Cantrallo
senza 20 mg di 50 mg di- 100 mg i 50 my di

particelle particelle particelle particelle o
Tempo
1h 12,95 (0,25) 9,61 {0,20) 6,80 (0,26} 4,60 (0,48) 15,56 (0,41)
1h _
15 mdrmati 14,37 (0,20) 10,55 (0,16) 7,36 (0,05) 4,88 (0,23) 16,61 (0,37)
1lh .
30 minuti 15,15 (0,11} 11,11 (0,53) 7,68 (0,32) 4,98 (0,13) 17,44 (0,35)
2 h 16,11 (0,34) 12,06 (0,13) 8,44 (0,20) 5,28 {0,09) 19,14 (0,44)
2 h . ‘
30 minuti  17,79-(0,12) 12,71 (0,06) 8,57 (0,21) 5,28 (0,09} 20,12 {0,58)
3 h 18,05 (0,12) 12,82 (0,19} 8,79 (0,10) 5,70 {0,19) 20,81 (0,51)
4 h 19,31 (0,19 13,84 (0,20) 9,23 (0,21) 5,73 (0,37) 21,89 (0,37
5h 19,83 (0109) 14,13 (0,19} 9,37 (0,09 5,81 (0,20} 22,83 (0,40)
€ h 20,2 (0,38) 14,2 (0,08) 9,57 (0,22) 5,81 (0,13) 23,10 (0,449)
8 h 20,13 {0,43) 14,21 (0,14) 9,79 {0,05) 6,06 (0,28) 23,27 ((,40)

I dati ottenuti possono venire usati per trac-

ciare le curve di rilascio riportate nella Figura

4. Questi risultati, che concordano con i risultati

dello studio di dialisi dell’Esempio 11,

mostrano

che, dopo l’incapsulamento in una membrana semiper-

meabile, le particelle di B-CD reticolato rendono

in effetti possibile ottenere un rilascio piu lento

di una sostanza idrosolubile. Anche in questo caso,

il rallentamento & proporzionale allé quantita di
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particelle di B-CD incapsulate. i

Come previsto, 1'incorporazione di p-CD non

reticolata non rende possibile rallentare il rila—_

scio. In effetti, il complesso si diffonde libera-

mente attraverso la membrana delle microcapsule per

la sua solubilita ed il suo basso peso molecolare.
Al contrario si & visto che, in presenza di p-CD
non reticolata, il rilaédio di blu di metilene é
pill rapido che non per le microcapsule delle cari-
che di controllo ﬁreparate senza aggiunta di B-CD.
Que;to viene indubbiamente spiegato dal fatto che,
nelle microcapsule delle cariche di controllo, una
certaxproporzipne del tracciante si fissa alla pro-
teina interna delle microcpasule, ritardando il ri-
lascio. Quando si aggiunge B-CD alla soluzione di
blu di metilene, parte del tracciante wviene com-
plessato, riducendo in tal modo la proporzione di
tracciante che é in grado di legarsi alla proteina
nelle microcapsule. La veleocitd di rilascic viene
quindi leggermenite aumentata.

Da questo si conclude che, sebbene la B-CD non
reticolata non possa rallentare la diffusione del
tracciante, 1’insolubilizzazione della B-CD sotto
forma di microparticelle di B~CD reticolata compor-

ta un vantaggio decisivo rendendo possibile rallen-
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tare la velocitd di rilascio di sostanze solubili

in proporzione alla quantita di microparticelle in-

corporate.

Esempio 13: Particelle di DHA reticolato: test in

. vitre sulla combinazione con ammincacidi

1) Preparazione di microparticelle di DHA reticola-

to

* Si preparano micropaftiéelle di DHA reticolato
come descritto nell’Esempio 1, salvo il fatto che
si sostituisce la.soluzione 1 M di idrossido di so-
dio con un tampone carbonato di pH 11, e:

- 1la velocité-di_agitazione viene mantenuta a 2000
giri/min (carica 1)

- la velocita di agitazione viene portata a 5000

giri/min (carica 2)

=~ 'la velocita di agitazione viene aumentata a 5000
giri/min e la concentrazione di DHA viene ridotta
al 5% (carica 3).

2} Test in vitre sulla combinazione con amminoacidi

Principio dei test:

E stato osservato che le microcapsule di DHA
reticolato si possono disciogliere gradualmente in
miscele contenenti da un lato soluzione diluita di
carbonato sodico (per esempio 1%) e dall’altro gli-

cole polietilenico come PEG 200. Il procedimento
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comporta l1'alcolisi dei legami estere presenti nel-

- le particelle, con rilascio del DHA. Questo & quin-

- di in grado di reagire con ammincacidi per dare una

caratteristica colorazione bruna.

Si confronta 1'intensita delle colorazioni ot-
tenuﬁe in presenza di glicina usando microparticel-
le preparate nelle condizioni precedentemente defi-
nite con l’intensitad ottenuta usando DHA non reti-

colato, leggehdo la densité ottica a 420 nm dopo 48

h.
Protocollo di prova:

* Preparazione della provetta sperimentale di mi-

Cropafticellehle:

20 mg di particelle licfilizzate véngono in-

trodotte in 4 ml di una miscela costituita dal 90%
v/v di PEG 200 e 10% v/v di soluzione di carbonato
sodico all’1%.

81 aggiungono 100 pl di soiuzione di glicina
0,66 M e la provetta viene posta in un bagno termo-
statizzato a 32°C. Dopo 48 h la miscela viene di-
luita a % con acqua distillata e si determina la
densita ottica.
* Preparazione della provetta di microparticelle

senza glicina} T2.

»

La procedura & uguale a quella della provetta
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Tl, salvo il fatto che si aggiungono:; 100 pl di ac-

qua distillata invece della soluzione di glicina.

* Preparazione della provetta di controlle di DHA

non reticolato con glicina, T3:

La procedura & uguale a gquella di T1, salvo il
fatto che le microparticelle vengono sbstituite con
20 mg di DHA.

* Preparazione della provetta di controllo di DHA
non reticolato senza ¢glicina, T4:

La procedura é come per T2, salvo il fatto che
le microparticelle vengono sostituite con 20 mg di
DHA.

Risultati: .

I risultati sono raccolti nella tabeila se-
guente:

Test in wvitro su combinazioni di pérticelle di DHA
reticolate con glicina: colore, nﬁsurazione della

DO dopo 48 h, confronto con DHA libera

Con glicina Senza glicina

Colore DO a 48 h Colore D0ad8 h

Controlli: DHA non reticolato

30 min: gialle chiaro 30 min: giallo chiaro

2 h: bruno

48 h: bruno-nero - 1,169 48 h: giallo 0,154
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Con glicina Senza glicina

Colore Doad8 h Colore

DO a 43 h
Microparticelle, carica 1
. 1 h 30 min: accenno di 2 h: incolore
bruno
748 h: arancic-bruno 0,494 48 h: giallo chiaro 0,056

Microparticelle, carica 2
1 h: accennc di brune 24 h: accenno di giallo

48 h: arancic-bruno - 0,616 48 h:

accenno di giallo 0,025

Microparticelle, carica 3
30 min: accenno di bruno : 24 h: accenno di giallo

48 h: bruno 0,756 48 h: giallo chiarc 0,081

Cosi, sebbene producanc una colorazione pii

chiara del DHA 1iberd, le microparticelle danno

inizio ad un aspetto di cclorazione bruna dopo 48 h
in presenza di glicina. Questo mostfa che dqueste
particelle scno in grado di liberare DHA, che a sua
volta si pud combinare con gli amminoacidi. Le mi-

crocapsule dellé cariche 2 e 3, che vengono prepa-

rate con alta velocita di agitazione e sono quindi

~pitu piccole, forniscono le colorazioni pil scure.

- La colorazione pii intensa viene ottenuta con le

particelle preparate con il 5% di DHA (carica 3).

Esempio 14: Particelle di DHA reticolato: effetto

_88.._
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abbronzante sulla pelle ricostruita

Le microsfere di DHA preparate come descritto

-nell’Esempio 13 per la carica n. 3 vengono liofi-

lizzate e sterilizzate con il 25 kgray di raggi B.

. Esse vengono quindi sospese ad una concentrazione

del 2,5% in un mezzo sterile. Si preparano in tal
modo soluzioni sterili contenenti concentrazioni di
DHA tra 0 e 5%.

" Queste due preparazioni vengono quindi appli-

cate a pelle ricostruita costituita da cheratinoci-

ti e normali fibroblasti umani inoculati sulla su-
perficie e, rispettivamente, entro ﬁna matrice ex-
tracellulare prodottan mediante liofilizzazione di
un gel di collagene {Coletica). Questa pelle rico-
struita pud venire usata per simulare applicazioni
ad un animaie o un volontario umano.

Dopo lfapplicazione di ciascuno dei preparati
di prova (10 pl/cm®) alla superficie di questa pel-
le ricostruita,. si eéegue la valutazione della com-
parsa del colore bruno caratteristico della reazio-
ne di DHA con amminoacidi e si confronta con quella
di ciascuno déi campioni della serie di controllo.

. Dopo 8; 24, 48 e 96 h di incubazione a 37°C e

sotto una miscela gassosa di C0,/0, normalmente usa-

ta nella coltura cellulare, questo colorée viene os-
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servato e valutato. i

Anzitutto si pud vedere che la colorazione au-

menta con il tempo di incubazione che aumenta pure

con la quantita di DHA applicata alla pelle rico-

. struita. Inoltre, dopo 96 h di incubazione, si pud

vedere che le microsfere di DHA, usate ad una con-
centrazione del 2,5% in sospensione in un mezzo
sterile, consentono sistematicamente la colorazione
della pelle ricostruita con la stessa intensitd co-
me con una soluziéne al 5% di DHA. Ad una concen-
trazione identica, 1’'attivita colorante ottenuta
con le microsfere di DHA & quindi di intensita dop-
pia di quella ,ottenuta con DHA usato in forma libe-
ra, i1l che viene spiegato con il fatto che il DHA &
pit disponibile quando viene usato in forma di mi-
crosfere. Il rilascio ritardato (o effetto ritardo)
ottenuto con le microsfere di DHA fornisce quindi
una spiegazione delle differenze osservate nel com-

portamento del DHA.

Questi effetti ritardanti rendono possibile

piﬁ‘generalmente prevedere l'uso, in queste forme

di microsfere o nanosfere, di ingredienti attivi
che irritano, sono tossici, hanno bassa biodisponi-
bilitd o penetrano nel tessuti cutanei molto rapi-

damente, in prodotti cosmetici, farmaceutici o

_90._'
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Esempio 15: uso dei prodotti dell’invenzione in

formulazioni cosmetiche o farmaceutiche del tipo di

emulsione olio in acqua

- Formulazione 1l5a

A .Acqua demineralizzata g.b. a 100
.Glicole butilenico | 2
.Glicerolo 3

.Sodic diidrossicetilfosfato,

isopropilidroésicetiletere A 2
B .Glicerolo.stearato SE | 14
.Triisononanbina ) 5
.Ottilcocoato B 6
C .Butilenglicocle, metilparaben,
etilparében, propilparaben 2

pH portato a 5,5
D .Prodotti dell’invenzione 0,01-10%

Formulazione 15b

A JAcqua ) g.b. a 100
.Glicole butilenico 2
.Glicerclo 3

.Poliacrilammide, isoparaffina,
,eptaetilenglicollaurilétere
{lauret-7) : 2,8

B .Butilenglicole, metilparaben,

-01-
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etilparaben, propilparaben o2
.Fenossietanolo, metilparaben,

propilparaben, butilparaben,

etilparaben 2
.Glicole butilenico 0,5
C .Prodotti dell’invenzioné : 0,01-10%

Formulazione 15c

A .Polimero carbossivinilico

{Carbomero) : 0,50
.Propilenglicole- : . 3
.élicerolo_ ' | | 5
JBcqua demineralizzata g.b. a 100

B .Ottilcocoato 5
.Bisabololo 0,30
.Dimeticone _ 0,30

C .Idrossido di sodio : 1,60

D .Fenoésietanolo, metilparaben,

propilparabeﬁ, butilparaben,

etilparaben _ 0,50
E  .Profumo 0,3
F .Prodotti dell’invenzione 0,01-10%

Esempio 16 dell’invenzicne: Uso dei prodotti del-
1’inven216ne in una formulazione del tipo acqua in
olio

A - .PEG 30 - dipoliidrossistearato 3
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D

E

.Trigliceridi caprici

.Cetearilottancato

.Dibutiladipato

.0lio di semi di uva

.0lio di Jojoba
.Fenossietanolo, metilparaben,
propilparaben, butilparaben,
etilparaben

.Glicerolo

.Butilenglicolé

.Sclfato di magnesio

.EDTA

- .Acqua demineralizzata

.Ciclometicone
.Dimeticone
.Profumo

.Prodotto dell’invenzione

0,5
0,05

g.b. a 100

1

1
0,3

0,01-10%

Esempio 17 dell’invenzione: Uso dei prodotti del-

1’invenzione in una formulazione per shampoo o gel

tipo doccia

A

.Gomma xanthan

.Acqua demineralizzata
.Butilenglicole, metilparaben,
etilparabén,-propilparaben

.Fenossietanclo, metilparaben,

-93~-

0,8

g.b. a 100

0,5

JAGOBACC! & PERANI S.p.A.



]

)

n

*

propilparaben, butilparaben,

etilparaben 0,5

c .Acido citrico 0,8

D .iaurilsolfato sodico 40,0
E .Prodotto dell’invenzione 0,01-10%

Esempio 18 dell’invenzione: Uso dei prodotti del-
l’invenzicne in una formulazione del tipo compren-

dente rossetto ed altri prodotti anidri

A .Cera minerale ' 17,0
.Isostearilisoétearato , 31,5
.Propilenglicole dipelargonato -2,6
.Propilenglicole isostearafo 1,7
.Cera d’aRi'PEG 8 3,0
.0lio di palma e di semi di palma 3,4
.Olio di lanolina . 3,4
.0lio di sesamo 1,7
.Tribehenina 1,7
.Cetil lattato 1,7
.0lio minerale, alcool lanolinico 3,0

B  .0lio di ricino g.b. a 100
.Pigmenti (totalei 3,9

{biossido di titanio, Rosso
Covanor W360A® (Wackherr), Bromo
de Phloxine 27° (Wackherr), Rosso:

Covalac W 1510® (Wackherr), ossidi
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C .Prodotto dell’ invenzione 0,01-5

'Esempio 19 dell’invenzione: uso dei prodotti del-

l'invenzione in una formulazione di gel acquoeso

~ {gel per ocmbretto, gel dimagrante, ecc.)

A  .Acqua demineralizzata | d.b. a 100
.Polimero carbossivinilico
(Carbomero) - | ' 0,5
.Glicole butilenico 15
.Fenossietanolb, metilparaben,
propilparaben, butilparaben,
etilparaben _ - 0,5
B .Prodotto dell’invenzione 0,01-10
Esempio 20: Studi tossicologici realizzati sui pro-
dotti dell’invenziopé
a) Tossgicita orale
I1 protocollo di prova usato corrisponde alle

istruzioni OECD relative allo studio della tossici-

td orale acuta {(n. 401 del 24 Febbraioc 1987), alle

dosi massime di S-g/kg di peso corporeo, ed il test
non provoca alcuna lesione macroscopica attribuibi-~
le all’effetto tossicé del prddotto.

.Quando viene usato oralmente ad una dose infe-
riore a 5 g/kg, il prodotto dell’invenzione (Esem-

pio 1) ha quindi una tossicita 0.
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b) Irritazione per gli ccchi

I test vengono eseguiti secondo il metodo uf-

ficiale corrispondente al decreto del 3 Maggio 1990

(Journal Officiel de la République Francaise del 14

 Novembre 1990) con 1 prodotti dell’invenzione

(Esempio 1) .e non provoca lesioni allfiride o alla

cornea.

I prodotti dell’invenzione (Esempio- 1) instil-
lato puro, sembra essere non irritante e la tolle-

ranza dell’occhio puo essere considerata molto buo-

na.
c) Irritazione per la pelle

I test vengono eseguiti secondo il metodo uf-

ficiale del decreto del 12 Febbraio 1982 (Journal

Officiel de 1la République Francaise del 21 Febbraio

1982) con 1 prodotti dell’invenzione (Esempio 1)

senza constatare alcun fenomeno di irritazione.
I prodotti dell’invenzione (Esempio 1) appli-

cati puri, si presentano come non irritanti e 1la

tolleranza della pelle pud essere considerata ec-
cellente.
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RIVENDICAZIONI

1. Particelle che comprendono, almenco sulla

superficie, una parete formata da uno ¢ pili mono-

saccaridi o oligosaccaridi reticolati per mezzo di

. reticolazione interfacciale in emulsione, preferi-

bilmente a temperatura ambiénte, tra il monosacca-
ride (monosaccaridi) o oligosaccaride'(oligosacca—
ridi){ comprendenti alméno un gruppo di alcool pri-
mario, ed un agente di reticolazione acilante poli-
funzionale, preferibilmente un alogenuro biacido e
particolarmente un cloruro biacido, coéi da produr-
re legami estere tra il gruppo (gruppi) ossidrilico
acilapile del;'alcool {alcoli) primario del mono-

saccaride o oligosaccaride ed i gruppi acile

dell’ agente acilante polifunzionale.

2. Particelle secondo la rivendicazione 1, in
cul i moncsaccaridi o ocligosaccaridi summenzionati

hanno un peso moledolaré infériore a 5000 dalton e
hanno almeno un gruppo di alcole primario.

3. -Particelle secondo la rivendicazione 1 o
2, in cui il monosaccaride ¢ oligosaccaride summen-
ziconato ¢é presente sotto forma di derivati, per
esempio almeno un composto scelto dal gruppo costi-
tuito da polioli risultante dall’idrogenazione dei

gruppi aldeidico o chetonico di osi, acidi aldonici

-97-

JACOSACCI & PERANI S.p.A.



L)

-}

[l

H

Ll

derivati da aldosi e lattoni corrispoqdenti, esteri
di acido fosforico di osi, osammine o eterosidi, la
cui parte oside & costituita da uno o pil oso e
contiene almeno un gruppo di alcole primario.

4. Particelle secondo una delle rivendicazio-
ni 1 a 3, che vengono preparéte da un singolo mono-
saccaride o ollgosaccaride a bassc pesc molecolare
o da miscele. |

5. Particelle secondo una delle rivendicazio-
ni 1 a 4, in cui i suddetti monosaccaridi vengono
scelti dal gruppco costituito da chetosi, aldosi,
polioli, amminozuccheri o osammine, oppure acidi
aldonici e lattoni corrispondenti.

6. Particelle secondo la rivendicazione 5, in
cui i chetosi summenzionati vengono scelti tra dii-
drossiacetone, eritrulosio, ribulosic, xilulosio,
fruttosio, sorbosio e loro deriﬁati; i summenziona-
ti aldosi.vengono scelti dal gruppo costituito da
eritrosio, treosio, xilosio, arébinosio, ribosio,
desossiribosio, glucosio, mannosio e galattosio: i
summenzionati polioli vengono scelti dal gruppo co-
stituito da sorbitolo, mannitolo(Axilitolo, arabi-
tolo, dulcitolo o galattitolo, eritritolo e treito-
lo; gli amminozuccheri o osammine vengono scelti

dal gruppo costituito da glucosammina, galattosam-
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mina, glucosammina solfato e galattosammina solfa-

to; gli acidi aldonici vengono scelti tra acido

‘gluconico ed acido galattonico; ed i lattoni vengo-

no scelti tra gluconoclattoni e galattonolattoni.
7. Particelle secondo una delle rivendicazio-

ni precedenti, in cui 1l’oligosaccaride summenziona-

‘to viene scelto dal gruppo costituito da un disac-

caride come saccarosio,‘lattosio,'maltoéio, cello~
biosio, trealosio, melibicsio o raffinosio, una de-
strina, o prodotto dell’idrolisi parziale di amido
oppure, preferibilmente, una ciclodestrina come o-
ciclodestrina, B-ciclodestrina o y-ciclodestrina,
derivati ciclgdestrinici come idrossietil f-ciclo-
destrina o idrossipropil B-ciclodestrine (2-HP-P-
CD, 3-HP-B-ciclodestrina, 2,3-HP-B-ciclodestrina),
ciclodestrine ramificate come glucosil PB-ciclo-
destrina, diglucosil pB-ciclodestrina, maltdsil B-
ciclodestrina o dimaltosil B—ciClodestrina, o mi-
scele di oligosaccaridi; ed il polioclo derivato da
un oligoéaccaride viene scelto dal gruppo costitui-
to da lattitolo, maltitolo e preparazioni commer-
ciali contenenti polioli ottenuti idrogenando pro-
dotti dell’idrolisi parziale di amido.

8. Particelle secondo una delle rivendicazio-

ni 3 a 7, in cui 1l'eteroside ‘comprende una parte
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oside contenente una o pil unitad oside ed almeno un

gruppo di alcool primario, ed una frazione non-

‘oside o aglicone avente preferibilmente una strut-

tura ciclica, contenente uno o pilt anelli aromatici

0 non aromatici, che pud comprendere uno o pill ete-

roatomi come azoto, ossigeho 0o atomi di zolfo,
1’eteroside essendo preferibilmente scelto dal
gruppo costitﬁito da PB-D-xilosidi come 4-metilum-
belliferil p-D-xiloside e p—nitrofenil- B-D-xilo-
side, riboflavina} nucleosidi naturali costituiti
da ribonucleosidi come guanosina, adenosina, uridi-
na e citidina oppure desossiribonucleosidi come de-
sossiguanosinq, descossiadenosina, desdssicitidina e
timidina, nucleosidi sintetici antivirali o anti-
cancro, analoghi sprutturali di nucieosidi natura—
1i, come analoghi di adenosina ed analoghi di de-
sossicitidina, mononucleotidi, desossimononucleoti-
di, oligonucleotidi, desossioligonucleotidi, anti-
biotici del gruppo degli amminoglicosidi, come
§treptomicina, diidrostréptomicina, canamicina,
amicacina, dibecacina, tobramicina, neomicina e pa-
romomicina, saponosidi con aglicole steroideo, come
saponosidi dell'edera,.saponosidi di tritérpenagli—
cone, come saponosidi della corteccia - -di Panama, ©

eterosidi cardiotonici con aglicone steroideo, come
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9. Particelle secondo una delle rivendicazio-
ni precedenti che sono microparticelle, specialmen-
te microcapsule o microsfere.

10. Particelle secondo una delle rivendica-
zioni 1 a 8 che sono nanoparticelle, specialmente
nanocapsule o nanoéfere.

11. Particelle secondo una delle rivendica-
zioni precedenti che comprendono, almeno in super-
ficie, una parete.formata da ciclodestrine, parti-
colarmente da f-ciclodestrine reticolate.

12. Particelle di ciciodestrina secondo la
riven@icaziong 11, che sono caricate.con una so-
stanza attiva, particolarmente una sostanza cosme-
tica, una'sostanzavfarmaceutica, una sostanza die-
tetica, una sostanza agro-alimentare o una sostanza
agro-industriale.

13. Particelle di ciclodestrina secondo la
rivendicazione 11 o 12, che sono racchiuse in par-
ticelle biocompatibili. e biodegradabili pilt grandi,
come particelle di proteine reticclate o prote;ne
co-reticolate e polisaccaridi, per formare parti-
celleAdoppie éhe costituiscono un sistema a rila-

scio lento.

14, Particelle secondo la rivendicazione 13,
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in cui la proteina summenziénata viene scelta dal
gruppo costituito da proteine animali come collage-
he, atelocollagene, gelatina, albumina di siero,
ovalbumina, emoglobina, proteine del latte compresé
Ccaselina e profeine del siero di latte, lattalbumi-
na, globuline e fibrinogeno} e proteine vegetali
estratte.specialmeﬁte da leguminose e particolar-
mente dalle seguenti piante: soia, lupino, pisello,
germi di pisello, alfalfa, fave, lenticchie, semi
di fagioli, colza- e girasole, o da cereali come
frumento, mais, orzo, malto, avena e segale; ed il
suddetto polisaccaride viene scelto dal gruppo co-
stituito da g;icosamminoglicani, comprendente wvan-
taggiosamente condroitin 4-solfato, condroitin 6-
solfato, dermatan splfato, eparan solfato e chera-
tan solfato, come pure eparina e suoi derivati,
particolarmente eparina a basso peso molecolare con
un peso molecolare tra circa 2000.e 10.000, e sali
di eparina farmaceuticamente accettabili come sali
di sodio-e di calcio, resine naturali, carragenani,
glucomannani, galattomannani, amilosic o amilopec-
tine o lorc miscele, e derivati_di polisaccaride
idrossialchilati come idrossietilamido o idrossie-

tilcellulosa.

15. Particelle secondo una delle rivendica-
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zioni precedenti, in cui il monosaccaride summen-
Zzionato & diidrossiacetone.
l6. Uso di particelle secondo una qualsiasi

delle rivendicazioni 1 a 15 come agente cosmetico o

_per la preparazione di una composizione farmaceuti-

ca O una composizione alimeﬂtare, dette particelle
consentendo 1’ incorporazione opzionale di sostanze
idrosolubili o liposolubili sotto forma di una so-
luzione, sospensione o emulsione.

17. Uso secdndo la rivendicazione 16, in cui
detta'composizione comprende dalle 0,1 al 20% in
peso di dette particelle, rispetto al peso finale
della:Composi%ione, e preferibilmente tra 0,1 e 5%
in peso rispetto al peso finale della coﬁposizione.

18. Procedimento per la preparazione di par-
ticelle di piccole dimensioni comprendenti, almeno
sulla superficie, una parete formata da uno o pin
monosaccaridi o oligosaccaridi reticolati, detto
procedimento cbmprendendo;

a) la preparazione di una fése acquosa ad un
pPH tra 10,5 e circa 14, in cui si discioglie almeno
un monosaccaride o almeno un oligosaccaride;

‘b) 1la prepafazione di una fase idrofoba prati-
camente non miscibile con 1'acqua e contenente op-

zionalmente un tensiocattivo;
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.Cc) la dispersione della fase acquosa nella fa-

se idrofoba mediante agitazione, cosl da formare

una emulsione del tipo acqua in olio;

d) l'aggiunta all’emulsione di una soluzione

. di un agente acilante polifunzionale, mantenendo

l"agitazione per un periodoldi tempo sufficiente a
reticolare 1l monosaccaride o¢ oligosaccaride al-
17interfaccia delle goccioline disperse di detta
enmulsione e quindi formare particelle; e

e) opzionalmehte 1a separazidne di dette par-
ticelle dal mezzo di reazione.

19, Procedimento per la preparazione di par-
ticelle di pi;cole dimensioni comprendenti, almeno
sulla superficie, una parete formata da uno o piu
monosaccaridi o} o;igosaccaridi reticolati, detto
procedimento comprendendo:

a) la preparazione di una fase acquosa ad un
PH tra 10,5 e circa 14, in cui si discioglie almeno
un monosaccaride o almeno un oligosaccaride;

b) la preﬁarazione di una fase idrofoba essen-
zialmente non miscibile con 1'acqua e contenente un
agente reticolante di acilazione polifunzionale;

¢} la disperéione della fase idrofoba nella
fase acquosa mediante agitazione, cosi da formare

una emulsione del tipo di oli¢ in acqua, 1l’agita-
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zione essendo mantenuta per un periodo di tempo
sufficiente a reticolare il monosaccaride o oligo-
saccaride all’interfaccia delle goccioline disperse

di detta emulsione e quindi formare particellé,

. specialmente capsule; e

d) opzionalmente la separazione di dette par-
ticelle dal mezzo di reazione.

20, Procedimento per la preparazione di par-

‘ticelle di ciclodestrine reticolate di piccole di-

mensioni racchiuse in particelle pill grandi, detto

.procedimento comprendente le fasi seguenti:

a) si preparano anzitutto particelle di ciclo-
destrine reticolate secondo 1l/invenzione in un si-
stema in emulsione del tipo di acqua in olio, e si
raccolgono,

b} queste particelle vengono poi poste o incu-

bate in una soluzione acquosa di un principio atti-

vo con un pH tra circa 4,5 e circa 8 per un tempo

sufficiente a consentire al principio attivo di wve-

nire intrappolato dalle particelle,

c)'una proteina © una miscela proteina/poli-
saccaride viene quindi disCiélta_nella sospensione
di particelle,

d) la miscela viene dispersa mediante agita-

zione in una fase idrofoba per formare una emulsio-
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ne del tipo acqua in olio, ' |

e) s1 aggiunge all’emulsione una soluzione di

-agente aciiante pdlifunzionale, mantenendo 1’agita-

zione per un periodo di tempo sufficiente alla fof~

. mazione di particelle pill grandi attorno alle par-

ticelle di ciclodestrine reficolate secondo 1'in-
venzione, mediante acilazione dei gruppi funzionali
acilabili della proteiﬁa. o. della miscela protei-
na/polisaccaride,

f) opzionalmehte le particelle piu grandi ot-
tenute, contenenti le'particélle intatte di ciclo-
destrine reticolate secondo l'inveﬁzione ed il
principio attivo parzialmente complessato dalle ci-
clodestrine delle particelle di ciclodestrine reti-
colate wvengono separate.

-21. Procedimento secondo una delle rivendica-
zioni 18 a 20, in cui la soluzione acquosa é costi;
tuita da un tampone come tampone carbonato o fosfa-
to portatec a pH superiore a 10,5, per esempio a pH
di circa 11, oppure una soluzione di un agente al-
calino quale idrossido di sbdio, per esempio solu-
zione di idrossido di sodio 1 M.

- 22. Procedimento secondo uﬁa delle rivendica-
zioni 18 a 21, in cui la concentrazione del suddet-

to monosaccaride o oligosaccaride nella fase acquo-
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sa € tra il 3% e 1780%, preferibilmente tra il 10
ed il 30% in peso.
23. Procedimento secondo una delle rivendica-

zioni 18 a 22, in cui 1l’agente reticolante di aci-

- lazione polifunzionale summenzionato & costituito

da almeno un dialogenuro acido scelto preferibil-

mente dal gruppo costituito da dialogenuri di fta-

‘loile, tereftaloile, sebacoile, glutarile, adipoile

e succinile, oppure una anidride acida.

24, Procedimento di trattamento cosmetico che
comprende l’applicazione, in un sito appropriato di
un mammifero, preferibilmente un esseré umano, di
una quantita cosmeticamente efficace di particelle

secondo una gqualsiasi delle rivendicazioni 1 a 15

comprendenti, almeno sulla superficie, una parete

formata da uno o piu monosaccaridi o oligosaccaridi
reticolati particolarmente per mezzo di reticola-
zione interfacciale in emulsione, preferibilmente a
temperatura ambiente, tra il monosaccaride (mono-
saccaridi} o oiigosaccaride {(oligosaccaridi), com-
prendente almeno un gruppo di alcool primario, ed
un agente reticolante di acilazione polifunzicnale,
preferibilmente un alogenuro biacido e particolar-
mente un clorurc biacido, cosi da formare legami

estere tra il gruppe (gruppi) ossidrilico acilabile
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dell’alcole {alcoli) primario del monosaccaride o

oligosaccaride ed i gruppi acile dell’agente aci-

‘lante polifunzionale.

25. Uso delle particelle secondo una qualsié—

.81 delle rivendicazioni 1 a 15, per la preparazione

di una composizione farmaceutica che costituisce un
sistema a rilascio lento che pué venire sommini-
strata con qualsiasi modo di somministrazione, come
per via orale, parenterale, rettale, vaginale, pol-
monare, cutanea, dftalmica © nasale.

26. Uso delle particelle secondo la rivendi-
cazione 8 per la preparazione di una composizione
farmapéutica,fdette particelle comprendendo, almeno
sulla superficie, una parete formata'da'uno 0 pin
eterosidi reticolati, che si comportano come pro-
farmaci o precursori particolati dell’eteroside
(eterosidi) attivo e che sono in grado di rilascia-
re il principio attivo in vivo sotto 1’azione di
enéimi quali esterasi, le quali particelle possono
venire somministrate con qualsiasi modo di sommini-
strazione e consentono la protezione del principio
attivo, il rilascio lento, il miglioramento della
biodisponibilité; i1 miglioramento della tolleranza
della pelle 6 mucosa, la direzionalitd wverso un or-

gano, tessuto o un territorio vascolare, oppure,
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'pia antibictica,

nel caso di nanoparticelle, il passaggio del prin-

cipio attivo nelle cellule bérsaglio per una tera-

antivirale o anticancro o per il

trasferimento di materiale genetico nelle cellule.
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