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INTRODUCERE

Scopul tezei de doctorat, intitulatd Nanosisteme multicomponente cu aplicatii in
patologiile cu risc cardio-cerebro-vascular,este de a obtine si caracteriza nanosisteme cu
matrice polimericd si lipidica in care sa fie incorporate substante de sintezd, respectiv un
extract vegetal standardizat in vederea aplicatiilor biomedicale ale acestora, cu o referire
speciald la administrarea acestora 1n terapia bolilor cu risc cardio-cerebro-vascular.

Originalitatea acestor studii poate fi relevata din mai multe persective:

» obtinerea unor nanosisteme polimerice de tip PEG/PLGA in care a fost incorporatd o
combinatie de doud substante active din clase farmacodinamice diferite, dar cu actiuni
complementare (amlodipina — blocant al canalelor de calciu, si valsartan — antagonist al
receptorilor angiotensinei II), in doza fixa de 1:16 (mg) — AML :VAL;

» obtinerea a trei tipuri de nanosisteme lipidice (lipozomi, etozomi, transferozomi) in care a
fost inglobat un extract vegetal standardizat din frunzele speciei Sambucus ebulus ;

» abordarea relatiei calitative existente intre nanosistemele obtinute si celule normale de
fibroblaste murine (NIH3T3, L-929), fibroblaste umane (PCS-201-012) si celule
epiteliale mamare (MCF-12A) si efectele pe care acestea le produc ;

» investigarea comportamentului nanosistemelor polimerice odatd ajunse in interiorul
celulei printr-o tehnica microscopica de baleiaj cu laser ;

» investigarea profilului de cedare a principiilor active din nanosistemele obtinute in scopul
utilizarii lor ulterioare ca sisteme de transport controlat, in vederea cresterii compliantei
pacientului.

Obiectivele aferente scopului general al lucrdrii au urmadrit o serie de aspecte, precum:
1. Selectarea polimerului convenabil pentru aplicatii biomedicale (in special pentru
terapia bolilor cu risc cardio-cerebro-vascular): materialul polimeric trebuie s fie caracterizat
printr-o biocompatibilitate si biodegradabilitate marite; produsii rezultati in urma procesului
de metabolizare a polimerului trebuie sa fie lipsiti de orice potential toxicologic; sa prezinte o
citoaderentd bund 1n scopul de a nu fi eliminat mai usor din organism, adica de a conduce la
un clearence scazut a substantei active incapsulate in materialul polimeric; proprietatile
structurale care conferd hidrofilia/ hidrofobia polimerului, precum si gradul de reticulare a
materialului polimeric vor determina ca aceste sisteme sa elibereze agenti terapeutici hidrofili
sau hidrofobi.

2. Selectarea unui extract vegetal standardizat care sd contind o mare cantitate de
polifenoli totali, intrucat proprietatile antioxidante puternice ar putea influenta in mod benefic
evolutia bolilor cu risc cardio-cerebro-vascular

3. Selectarea metodei optime de preparare a nanosistemelor polimerice si lipidice, in
urma careia sd se obtind particule cu dimensiuni cat mai reduse pentru administrarea
intravenoasd, de exemplu, insd, in acelasi timp sa fie suficient de mari pentru a nu fi epurate
prea usor din sistemul sangvin.

4. Obtinerea unor nanosisteme polimerice si lipidice care sd prezinte o eficientd de
incorporare mare a principiilor active, dimensiune mica a particulelor, distributie uniforma si
un grad de stabilitate moderat spre mare, precum si un profil de eliberare a principiilor active
care sa permitd o administrare ulterioara intr-un mod controlat.

5. Elaborarea unor protocoale de lucru in ceea ce priveste evaluarea nanosistemelor
intracelular, in scopul investigarii acestora privind profilul de citotoxicitate.

Teza de doctorat este structuratd in doud parti principale, si anume: Stadiul actual al
cunoasterii (partea 1) si Contributii originale (partea a-11-a).

Studiul bibliografic cuprinde 3 capitole, sintetizind stadiul actual al cercetarilor
privind incidenta, tratamentul alopat si naturist al afectiunilor cu risc cardio-cerebro-vascular,
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utilizarea sistemelor nanostructurate in livrarea de substante active, precum si despre
metodele fizico-chimice si in vitro cel mai des utilizate n cazul dat.

Partea a Il-a a tezei, extinsd pe 4 capitole, reprezintd contributiile/cercetdrile
personale.

Capitolul 1 Aspecte globale privind patologia cardio-cerebro-vasculara prezintd date
statistice privind incidenta bolilor cardio-cerebro-vasculare in Roméania si Europa, informatii
privind tratamentul actual pe baza de substante active, cat si pe bazd de extracte vegetale al
afecttiunilor cardio-cerebro-vasculare.

Capitolul 2 Aspecte globale privind dezvoltarea domeniului de nanotehnologie
dezbate notiuni fundamentale despre evolutia nanotehnologiei si situatia actuald a
nanosistemelor incarcate cu substante active de sinteza si extracte vegetale.

Capitolul 3 Dezvoltarea de nanosisteme multicomponente cu substante
cardiovasculare discutd despre obtinerea nanosistemelor multicomponente polimerice
(farmacodinamia si farmacocinetica principiilor active, componentele nanosistemului, metode
de obtinere), obtinerea nanosistemelor lipidce (compozitia si potentialul farmacologic
speciilor vegetale, componentele nanosistemelor, metode de obtinere), precum si despre cele
mai uzuale metode fizico-chimice si in vitro ce se folosesc la caracterizarea nanosistemelor ce
au aplicabilitate biomedicala.

Partea a II-a a prezentei teze de doctorat dezvolta obiectivele generale si specifice si
redd contributiile originale n 4 capitole, finalizdnd acest studiu prin concluziile generale ce
sunt prezentate in Capitolul 8.

Capitolul 4 Obtinerea si caracterizarea nanosistemelor multicomponente polimerice
indrcate cu besilat de amlodipina si/sau valsartan prezinta materialele si metodele folosite in
acest studiu in vederea obtinerii unor serii de nanosisteme polimerice incarcate fie cu o
singurd substanta activa, fie cu o combinatie din doua substante active, evaluarea eficientei de
incorporare, determinarea dimensiunii de particuld, a indicelui de polidispersitate si a
potentialului zeta, si studiul cedarii in vifro a substantelor active luate In lucru din
nanosistemele obtinute. In urma acestui studiu a fost selectat nanosistemul optim, supus
ulterior unor noi investigatii.

Capitolul 5 Obtinerea si caracterizarea nanosistemului multicomponent pe bazd de
PLGA incarcat cu besilat de amlodipind si valsartan discuta despre caracterizarea
nanosistemului polimeric optim, privind morfologia, evaluarea distributiei intracelulare si a
citotoxicitatii.

Capitolul 6 Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale standardizate din
speciile vegetale : Sambucus ebulus, Lycium barbarum, Armoracia rusticana si Echinacea
purpurea prezintd materialele si metodele folosite pentru obtinerea extractelor vegetale
standardizate, si caracterizarea lor din punct de vedere al continutului de polifenoli, a
activitatii antioxidante si a potentialului citotoxic. La sfarsitul acestuib studiu a fost selectata
specia vegetala, implicit extractul care a prezentat cantitatea cea mai mare de polifenoli, cu
scopul de a fi Incorporat in matrici lipidice.

Capitolul 7 Obtinerea si caracterizarea nanosistemelor lipidice cu extract vegetal
standardizat de Sambucus ebulus prezinta materialele si metodele in vederea obtinerii
nanosistemelor lipidice cu extractul vegetal standardizat din frunzele speciei Sambucus ebulus
si caracterizarea acestora din punct de vedere al eficientei de incorporare, determinarii
dimensiunii de particuld, a indicelui de polidispersitate si a potentialului zeta, si au fost
investigate comportamentul cedarii in vitro a polifenolilor din nanosistemele obtinute, precum
si efectul pre-tratamentului cu extract liber si Tncorporat in nanosisteme impotriva toxicitatii
induse de H,0, asupra celulelor.

Aceastd tezd de doctorat se finalizeaza cu capitolul 8, Concluzii, in cadrul caruia sunt
sintetizate principalele rezultate originale discutate pe parcursul tezei si care au dus la
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imbunatitirea domeniului de tratament al bolilor cu risc cardio-cerebro-vascular, contributii
originale, cat si perspectivele de dezvoltare ulterioara.

Prezenta teza contine 164 pagini, aspecte generale si contributii originale fiind
consemnate in 102 tabele si figuri si 302 de referinte bibliografice.

Capitolul 4. Obtinerea si caracterizarea nanosistemelor multicomponente
polimerice incircate cu besilat de amlodipina si/sau valsartan

4.2.2. Obtinerea nanosistemelor polimerice cu o combinatie de APIs

Combinatia de substante active AML-VAL care a fost incorporatd in nanosistemele
polimerice a fost selectatd in urma studiului critic al datelor de literaturd, avand un raport
masic fix AML:VAL de 1:16 (mg). Metoda de obtinere a acestor nanosisteme a fost
nanoprecipitarea. [1]

Tabelul 1. Formularea nanosistemelor binare AML:VAL — matrice PEG

Nr. Cod | mMawi: varL Mpgc M2y V cus-co-cns V w0 Rata Viteza Timp
crt. |probal (mg) (mg) (mg) (mL) (mL) picurare agitare agitare
(ml/min) (rpm) | (minute)
1 FI’ 1:16 5 10 5 15 0,5
(PEG 6000) 1200 60
2 F2’ 1:16 7,5 10 5 15 0,5
(PEG 6000)
3 F3’ 1:16 5 10 5 15 0,5
(PEG 4000)
4 F4’ 1:16 7,5 10 5 15 0,5
(PEG 4000)
Tabelul 2. Formularea nanosistemelor binare AML:VAL — matrice PLGA
Nr. Cod M omp :vaL Mprca Mg27 V cus.cocns \Y Rata de Viteza de Timp de
crt. | proba (mg) (mg) (mg) (mL) H,0 picurare agitare agitare
(mL) | (ml/min) (rpm) (minute)
1 F1 1:16 5 10 5 15 0,5
2 F2 1:16 7,5 10 5 15 0,5
3 F3 1:16 10 10 5 15 0,5 1200 60
4 F4 1:16 17 10 5 15 0,5
5 F5 1:16 34 10 5 15 0,5
6 F6 1:16 51 10 5 15 0,5
7 F1” 1:16 5 10 5 15 0,5
8 F2” 1:16 7,5 10 5 15 0,5
9 F3” 1:16 10 10 5 15 0,5
10 | F4” 1:16 17 10 5 15 0,5 2400 60
11 F5” 1:16 34 10 5 15 0,5
12 F6” 1:16 51 10 5 15 0,5

4.3 Rezultate si discufii

4.3.1. Obtinerea nanosistemelor polimerice si determinarea gradului de incorporare a
amestecului AML:VAL in matricea polimerica
Toate formularile cu PLGA au prezentat EE (%) ridicata pentru ambele APIs. Prin

cresterea cantitatii de PLGA (5; 7,5; 10; 17; 34; 51 mg), suspensia de nanoparticule a devenit
din ce in ce mai tulbure, atingdnd un maxim al eficientei de incorporare pentru ambele
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substante active in cazul formularii F3 cu PLGA 10 mg. Cantitatea crescutd de polimer PLGA
poate duce la incorporarea medicamentului hidrofob intr-o masurd mai mare. Astfel, pentru
formularea F3 s-a observat gradul maxim de Tncorporare in cazul ambelor principii active si
anume 91,98 + 0,45 % pentru VAL si 82,54 + 0,40 % for AML, cu deosebiri minore fata de F,
si F,, in care s-a folosit o cantitate mai micd de PLGA (5, respectiv 7,5 mg). O viteza mare de
agitare determind picdturi mai mici si, prin urmare, suprafata totala a particulelor creste. [2-4]
Acest fapt duce la un spatiu suplimentar pentru ca matricea polimericd sa incapsuleze mai
multe molecule de substanta; astfel EE (%) pentru VAL a fost usor imbunatatitd. Cu toate
acestea, comparand vitezele de agitare aplicate metodei de preparare: 1200, respectiv 2400
rpm, s-a ajuns la concluzia cad modificarea acestui parametru influenteaza (nu substantial)
eficienta de incorporare a nanosistemelor polimerice.

4.3.2. Analiza dimensionala a nanosistemelor polimerice multicomponente

Tabel 3. Caracteristicile nanosistemelor multicomponente cu AML:VAL — matrice PLGA

Nr.crt. Cod proba Dimensiune (nm) Pontentialul zeta PDI
1 F1 124,70 £ 1,15 -30,86 = 0,31 0,095 £+ 0,050
2 F2 135,60 + 1,30 -32,46 +£ 0,31 0,089 £+ 0,020
3 F3 140,40 £ 1,34 -33,07£0,22 0,108 £ 0,030
4 F4 158,40 + 1,15 -34,45+0,52 0,091 + 0,040
5 F5 171,10 £ 1,30 -38,34 +£0,21 0,048 + 0,030
6 F6 204,10+ 1,34 -39,34 £ 0,21 0,102 £ 0,050
7 F1” 123,90 £ 1,13 -30,44 £0,32 0,105+ 0,010
8 F2” 125,60 £ 1,21 -31,76 £ 0,22 0,099 + 0,030
9 F3” 130,80 + 1,53 -34,24 + 0,20 0,101 £ 0,040
10 F4” 132,10 £ 1,31 -37,45+0,24 0,104 £ 0,080
11 F5” 130,10 £ 1,30 -38,72+0,23 0,098 £+ 0,020
12 F6” 152,70 £ 1,29 -40,45 £ 0,33 0,097 + 0,060

4.3.3. Studiul ceddrii in vitro a substantelor active AML, VAL din nanosisteme polimerice
cu matrice PEG

AML-VAL s-au solubilizat complet in PBS 0,1 M la pH 7,4, atingand un maxim dupa
6 ore pentru AML si respectiv 7 ore pentru VAL, in timp ce nanosistemele pe baza de PEG au
furnizat o eliberare mult mai lenta a substantelor active. Efectul de burst a fost redus drastic in
nanosisteme (CDR - cumulative drug release sub 20% pentru AML si 38% pentru VAL au
fost eliberate in primele 30 de minute pentru toate nanosistemele pe baza de PEG).

S-a observat ca atdt greutatea moleculard a polimerului folosit (4000; 6000), cat si
cantitatea de PEG (5; 7,5) au influentat eliberarea AML si VAL. Formularea cu cantitatea mai
micd de polimer (5 mg) si greutatea molecularda 6000 (F1’) a avut CDR mai mare, eliberarea
atingand maximum 63,20 + 2,03% pentru AML s1 60,30 = 1,74% pentru VAL dupa cinci zile.

Pe masurd ce greutatea molecularda a PEG a scdzut, a existat o scadere a CDR a
formuldrii, de exemplu, eliberarea din F3” atingand un maxim de 52,90 + 1,54% pentru AML
si 44,10 + 1,67% pentru VAL 1in acelasi interval de timp. De asemenea, pe mdasura ce
proportia de polimer a crescut, eliberarea medicamentelor a scazut, de exemplu, eliberarea din
F2’ atingdnd un maxim de 49,50 + 0,99% pentru AML si 38,10 + 0,94% pentru VAL in
acelasi interval de timp.
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Figura 1. Profilul de cedare in vitro al AMLsi VAL din nanosisteme polimerice pe baza
de PEG

Rezultatele eliberarii in vitro au fost supuse unei analize cinetice pentru a determina
mecanismul de eliberare a substantei active (AML, VAL). Prin urmare, datele experimentale
au fost fitate utilizdnd sase modele, Weibull, Korsemeyer-Peppas, Higuchi, ordinul zero,
ordinul Intai si Hixson—Crowel. Coeficientul de corelatie (R?) a fost ales pentru a distinge
intre modele. Pentru acest criteriu, o valoare mai apropiatd de 1 inseamnd o potrivire mai
buna. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4 si Tabelul 5.

Tabel 4. Coeficientul de corelatie pentru diverse modele matematice — eliberarea AML

liber versus incorporat in nanosisteme polimerice pe baza de PEG

Nr. Proba Coeficientul de corelatie (R?)
crt. Ordin Ordin Higuchi Korsmayer- Hixson- Weibull
Zero unu Peppas Crowell

1 AMLliber | 0,8514 0,9680 -* -* 0,9345 0,9957
2 FI’ 0,9921 0,8303 0,8904 0,9724 0,8170 0,9861
3 F2’ 0,8559 0,8874 0,9310 0,9708 0,7391 0,9707
4 F3’ 0,9006 0,9300 0,9631 0,9715 0,9153 0,9529
5 F4° 0,9152 0,9282 0,9207 0,9725 0,9712 0,9695

Tabel S. Coeficientul de corelatie pentru diverse modele matematice — eliberarea VAL

liber versus incorporat in nanosisteme polimerice pe baza de PEG

Nr. Proba Coeficientul de corelatie (R?)
crt. Ordin Ordin Higuchi Korsmayer- Hixson- Weibull
Zero unu Peppas Crowell

1 VALliber 0,7207 0,9762 -* ¥ 0,9548 0,9987
2 FI° 0,7023 0,7675 0,8476 0,9710 0,7463 0,9864
3 F2’ 0,7987 0,8135 0,9146 0,9719 0,8086 0,9944
4 F3’ 0,7654 0,7904 0,8812 0,9713 0,7905 0,9876
5 F4° 0,9237 0,9266 0,9199 0,9703 0,9258 0,9502

*conditia pentru aplicarea modelului Korsemeyer-Peppas si Higuchi nu a fost indeplinitd (Mt / M(e0) <2/3)

Pentru nanoparticulele polimerice s-a observat ca eliberarea AML si VAL din toate
probele este cel mai bine descrisa de modelul Weibull si modelul Korsmeyer-Peppas (R*>
0,95). Pentru toate probele, exponentul difuzional, n, este mai mic decat 0,5, indicand un
mecanism de eliberare pseudo-Fickian. De asemenea parametrul b este mai mic 0,75 relevand
o difuzie Fickiana.
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4.3.4. Studiul cedarii in vitro a substantelor active AML, VAL din nanosisteme polimerice
cu matrice PLGA

In cazul nanosistemelor polimerice pe bazi de PLGA cantitatea substantelor active
cedatd a fost mai micd comparativ cu substanta liberd, in special in cazul formularilor cu
cantitate mare de PLGA. In cazul formulirilor cu cantitate mici de PLGA dupi 24 h a fost
eliberatd aproximativ intreaga cantitate de AML si VAL incdrcatd.Se poate observa ca curba
de solubilitate a AML-VAL a prezentat un ,,burst effect”, in timp ce in cazul substantelor
active Incarcate in nanosistemele polimerice efectul de burst a fost redus.
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Figura 2. Profilul de cedare in vitro al AMLsi VAL din nanoformulirile F1-F6

Pentru a evalua profilele de eliberare ale substantelor active in vitro, au fost utilizate
diverse modele cinetice pentru a descrie cinetica eliberdrii AML si VAL din nanosistemele
polimerice pe baza de PLGA. S-au aplicat modele cinetice Korsmeyer-Peppas, Higuchi, de
ordin zero, de ordin unu, si Hixson-Crowell. Coeficientul de corelatie (R?) a fost ales pentru
compara modelele. Pentru acest criteriu, o valoare mai apropiata de 1 Tnseamna o corelare mai
bund. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6 si Tabelul 7.

Tabel 6. Coeficientul de corelatie pentru diverse modele matematice — eliberarea AML liber
versus incorporat in nanosisteme polimerice pe baza de PLGA

Nr. Proba Coeficientul de corelatie (R?)
crt. Ordin zero Ordin unu | Higuchi Korsmayer-Peppas Hixson-Crowell
1 AML liber 0,8514 0,9680 -* -* 0,9345
2 F1 0,5681 0,8729 0,9921 0,9805 0,9810
3 F2 0,6704 0,8760 0,9646 0,9765 0,7441
4 F3 0,8531 0,8801 0,9834 0,9854 0,8682
5 F4 0,9348 0,9509 0,9856 0,9836 0,9465
6 F5 0,9106 0,9633 0,9759 0,9776 0,9410
7 F6 0,8964 0,9282 0,9842 0,9833 0,9200

Tabel 7. Coeficientul de corelatie pentru diverse modele matematice — eliberarea VAL liber
versus incorporat in nanosisteme polimerice tip PLGA

Nr. Proba Coeficientul de corelatie (R?)
crt. Ordin zero | Ordin unu Higuchi Korsmayer-Peppas Hixson-Crowell
1 VAL liber 0,7207 0,9762 -* -* 0,9548
2 F1 0,8949 0,9638 0,9695 0,9837 0,9363
3 F2 0,9613 0,9508 0,9647 0,9765 0,9609
4 F3 0,9378 0,8768 0,9725 0,9719 0,9165
5 F4 0,8780 0,8654 0,9555 0,9879 0,8320
6 F5 0,6534 0,7413 0,9645 0,9886 0,7929
7 F6 0,8890 0,8264 0,9677 0,9618 0,7129
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*conditia pentru aplicarea modelului Korsemeyer-Peppas si Higuchi nu a fost indeplinita
(M(t) / M(o0) < 2/3)

Curba de solubilitate atat a amlodipinei, cat si a valsartanului poate fi cel mai bine
descrisd de o ecuatie exponentiald (modelul de ordin 1), cu R*> = 0,9680 pentru AML si R* =
0,9762 pentru VAL. Pentru nanosistemele polimerice pe bazd de PLGA s-a observat ca
eliberarea AML si VAL din toate probele este cel mai bine descrisda de modelul Higuchi si
modelul Korsmeyer-Peppas ( R > 0,95). Pentru probele cu continut mare de PLGA (17-51
mg), coeficientul n este mai mic de 0,5, indicand o difuzie Fickiana, in timp ce pentru
celelalte probe n este cuprins intre 0,5 si 1, indicand o difuzie non-Fickiand. De asemenea,
formuldrile cu continut mare de PLGA au prezentat o valoare mai micd pentru ky decat
celelalte formulari polimerice, indicand un efect de hurst mai putin intens.

Capitolul S. Obtinerea si caracterizarea nanosistemului multicomponent pe baza de
plga incircat cu besilat de amlodipina si valsartan

5.3 Rezultate si discutii

5.3.1. Determinarea gradului de compatibilitate intre substantele active si matricea
polimerica si morfologiei nanosistemelor polimerice

Rezultatele obtinute prin FT-IR au confirmat prezenta grupdrilor functionale
caracteristice substantelor active si componentei polimerice PLGA 1n nanosistemele
formulate. Rezultatele analizei FT-IR indica faptul cd incorporarea substantelor active in
particulele polimerice a fost realizata, neexistand interactii la nivel molecular intre agentii
terapeutici sau intre agentii terapeutici si polimer.

Totodata s-au inregistrat imagini SEM ale nanoparticulelor incarcate cu AML:VAL.
Analiza a fost efectuata pentru proba F3 (PLGA:AML:VAL - 10.1:16 mg) optima din punct
de vedere a dimensiunii de particuld, distributiei si potentialului zeta, determinate prin DLS, si
a eficientei de incorporare. Imaginile SEM ale nanosistemelor polimerice incarcate cu
AML:VAL au aratat particule cu dimensiuni mai mari decat in cazul analizei DLS, probabil
din cauza agregarii nanoparticulelor in timpul procesului de liofilizare din cadrul analizei
SEM.

5.3.2. Evaluarea distributiei intracelulare a nanosistemlui polimeric optim

In acest studiu a fost utilizata microscopia confocala pentru a determina biodistributia
st localizarea la nivel celular a nanoparticulelor polimerice pe bazd de PLGA incarcate cu
AML:VAL. Linia celulara aleasa pentru aceasta testare a fost linia de fibroblaste normale de
soricel (NIH3T3). In cazul probelor 48h+(NIH3T3 care au ramas timp de 48h in mediu cu
NP-Fc), s-a putut observa o internalizare citoplasmatica, dar 1n acelasi timp si o tendintd mai
mare de a forma conglomerate comparativ cu celelate doud categorii de probe (24h+ ; 24h+/-

).

A B
Fig. 3. Localizarea NP in celulele NTH3T3 (48 +) - A si (24 +/-) - B prin microscopie confocala

rosu-fluorescenta ftalocianinei care marcheaza nanoparticulele, verde-fluorescenta Rhodaminei B care
coloreaza membrana celulara, albastru-fluorescenta data de Hoechst care coloreaza nucleul
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Referitor la probele 24h +/- (celule care au stat cu suspensia de NP-Fc timp de 24h,
ulterior fiind spalate cu mediu fara fenol si tinute la incubator pentru inca alte 24h, dupd care
au fost colorate si vizualizate microscopic) s-a putut remarca o incorporare intracelulard mult
mai mica decat la prima categorie de probe.

Faptul ca NP-Fc au intrat in celuld dupd doar 24h de incubare (24h +) si ca s-a obtinut
cel mai mare procent de internalizare a lor la acest timp de incubare, pledeazd pentru
incorporare prin mecanismul de endocitoza. [5]

5.3.3. Evaluarea citotoxicitatii nanosistemlui polimeric optim

In cadrul acestui experiment au fost utilizate cinci concentratii diferite: 150, 100, 50,
10 si 5 pug/mL care au fost incubate cu celulele mentionate anterior. Rezultatele au fost
exprimate in functie de procentul celulelor viabile. Semnalul colorimetric este proportional cu
activitatea reductazelor mitocondriale a celulelor viabile, existdnd o contributie simultana a
doi parametri, si anume: numarul celular si starea de activitate enzimaticd mitcondriala.

Astfel, in ceea ce priveste situatia celulelor — fibroblaste umane (ATCC-PCS-201-012)
au fost observate valori ale viabilitatii cuprinse intre 98,54 + 2,01 % corespunzatoare
concentratiei F3 de 5 pg/mL si 96,50 + 0,98 % corespunzdtoare concentratiei F3 de 150
pg/mL.

In urma evaludrii in vitro a nanosistemului polimeric prin metoda MTT, s-a constatat
absenta citotoxicitdtii. Tindndu-se cont de concentratiile ridicate (concentratia maxima, prin
corelarea cu parametrii farmacocinetici este echivalentul unei doze de peste 5 g/kg corp) se
poate considera cd F3 nu prezinta risc pentru sanatate.

Capitolul 6. Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale standardizate din speciile
vegetale: Sambucus ebulus, Lycium barbarum, Armoracia rusticana, Echinacea purpurea
6.2. Materiale si metode

Material vegetal: Frunzele de EP (Echinacea purpurea), LB (Lycium barbarum), AR
(Armoracia rusticana) si SE (Sambucus ebulus) au fost recoltate la maturitate din judetul
Dambovita, Romania (latitudine: 45° 18°15.4>” N, longitudine: 25°23°28.4"" E) si identificate
de citre echipa sectiei de Biotehnologii Extractive din cadrul Institutului National de
Cercetare-Dezvoltare Chimico-Farmaceutica (INCDCF) — ICCF, Bucuresti, Romania.

6.3. Rezultate si discutii

6.3.1. Obtinerea extractelor vegetale standardizate

In acest studiu au fost efectuate o serie de extractii in alcool etilic 50% (v/v), solvent care
asigurd extractia polifenolilor [6] pentru 4 specii vegetale. In urma analizei datelor
experimentale, se constata faptul ca extractul hidroalcoolic din frunzele de Sambucus ebulus a
prezentat cel mai mare continut de polifenoli, 25,55 + 0,01 mg GAE/ g material uscat, in
conformitate cu datele din literatura.

6.3.2. Identificarea si cuantificarea compusilor polifenolici in extractele vegetale
standardizate

Cromatogramele analizei HPTLC a ardtat prezenta compusilor polifenolici in cazul
extractelor vegetale standardizate: acid cafeic, acid clorogenic, rutin si hiperozida.

De asemenea, extractele vegetale obtinute au fost investigate utilizand analiza HPLC
in faza inversa, folosind 19 compusi fenolici de referinta. Din totalitatea compusilor fenolici
de referintd pentru extractul de SE au fost detectati si cuantificati patru compusi: acidul
clorogenic (14,389 + 0,018 mg / g extract), acidul cafeic (2,997 + 0,004 mg/g extract), rutinul
(0,564 + 0,001 mg/g extract) si quercetina (0,073 + 0,001 mg/g extract). In cazul extractului
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de Echinacea purpurea a fost identificati si cuantificati 5 compusi polifenolici, preponderenti
fiind acidul cicoric (19,528 + 0,004 mg compus/g extract) si acidul caftaric (15,423 + 0,018
mg compus/g extract). Cromatograma extractului de Armoracia rusticana releva prezenta a
trei compusi fenolici, toate avand concentratii mici: acidul trans-ferulic, acidul p-cumaric,
kaempferol. Kaempferolul a demonstrat cea mai mare concentratie in extractul din frunze de
hrean, si anume 0,050 + 0,002 mg compus/ g extract. Pentru extractul de Lycium barbarum au
fost identificati si cuantificati 4 compusi polifenolici. Compusul care se giseste in proportia
cea mai mare este acidul clorogenic, avand o concentratie de 18,740 + 0,031 mg/g extract. De
asemenea, acidul cafeic a fost prezent intr-o cantitate semnificativa, si anume 1,773 + 0,002
mg/g extract.

6.3.4. Evaluarea efectului citotoxic si antiproliferativ al extractelor vegetale standardizate

Testele de citotoxicitate utilizeaza o procedura standardizatd, care include expunerea
celulelor la diferite concentratii ale probelor luate in studiu. Astfel, a fost selectatd o linie
celulard animala, si anume linia de fibroblaste murine — L.929 (47CC-CRL-6364) si a fost
investigat potentialul citotoxic prin metoda evaluarii viabilitatii metabolice a celulelor (testul
de evaluare colorimetricd a activitdtii enzimelor mitocondriale pe baza de formazan - MTS).
Se observa ca odatd cu cresterea concentratiei extractului vegetal, viabilitatea celularad scade,
insd nu atat de mult Incét sa afecteze integritatea totald celulara. Testul MTS nu a evidentiat
efecte citotoxice sau antiproliferative semnificative pentru niciuna dintre extractele vegetale,
valorile 1Cs, fiind cuprinse intre 64,120 + 0,288 pg/mL (exractul EP) si 91,910 + 0,292
pg/mL(extractul LB), Intrucat aceste doze sunt dificil de realizat in vivo. De asemenea,
tinandu-se cont de concentratiile ridicate (concentratia maxima, prin corelarea cu parametrii
farmacocinetici este echivalentul unei doze de peste 5 g/kg corp), se poate considera ca toate
extractele vegetale studiate nu prezinta risc pentru sanatate.

Capitolul 7. Obtinerea si caracterizarea nanosistemelor lipidice cu extract vegetal
standardizat de Sambucus ebulus
7.2.2. Obtinerea nanosistemelor lipidice incarcate cu extract de Sambucus ebulus

Obtinerea lipozomilor si transferozomilor incarcati cu extractul standardizat de

Sambucus ebulus s-a facut utilizand metoda hidratarii filmului lipidic prin agitare manuala [7,
8]. Obtinerea etozomilor incarcati cu extractul de Sambucus ebulus s-a facut utilizand metoda
de preparare la rece [9]. Toate formularile obtinute au fost sonicate 20 de minute, utilizand o
baie de sonicare umplutd cu gheata, cu sistem automat de reglare a frecventei si amplitudine
reglata la 20%. Ulterior, toate veziculele au fost extrudate de 5 ori succesiv prin membrane
de 0,4 um si de 5 ori succesiv prin membrane de 0,22 pum. De asemenea au fost preparati
lipozomi, transferozomi si etozomi goi cu rol de control. Toate probele au fost obtinute in
triplicat si depozitate la frigider la 8 °C timp de cel mult 48 de ore inainte de utilizarea lor in
vederea caracterizarii analitice si farmacologice.

7.3. Rezultate si discutii

7.3.1. Obtinerea nanosistemelor lipidice - studiul influentei parametrilor de preparare

Prima faza a studiului a urmarit formularea diverselor nanosisteme lipidice (lipozomi,
transferozomi, etozomi) cu extractul vegetal de SE. In acest sens, a fost realizat studiul
influentei a diversi parametri asupra obtinerii nanosistemelor lipidice cu SE utilizdnd metoda
OFAT (one-factor-at-a-time experiment). Astfel, s-a variat un singur parametru, cum ar fi
raportul PC: colesterol, raportul PC: colat de sodiu, cantitatea de extract, viteza de agitare,
temperatura de evaporare pentru lipozomi si transferozomi, si raportul etanol: apa, raportul
PC:extract SE pentru etozomi, in timp ce ceilalti parametri au fost mentinuti constanti si s-a
observat influenta parametrului variat asupra eficientei de Incorporare.
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7.3.2. Caracterizarea nanosistemelor lipidice incdrcate cu extract vegetal SE

Nanosistemele lipidice Tncarcate cu extract vegetal de SE au fost caracterizate privind
eficienta de incorporare (EE %), dimensiunea particulei, indicele de polidispersitate (PDI) si
potentialul zeta. Evaluarea eficientei de incorporare a fost determinatd spectrofotometric
utilizdnd metoda Folin-Ciocélteu. Dimensiunea particulelor si PDI ale veziculelor lipidice
au fost determinate prin difuzia dinamica a luminii (DLS) folosind un analizor de dimensiune
a particulelor. Valorile potentialelor zeta a veziculelor lipidice incarcate cu SE au fost
determinate folosind un analizor Zetasizer. Analiza AFM a fost efectuatd in colaborare cu
domnul CS II dr. Mihai Anastasescu (Institutul de Chimie-Fizica “Ilie Murgulescu”) utilizand
un microscop XE-100, In modul non-contact. Microscopia in caAmp intunecat a fost
efectuatd in colaborare cu dna conf. univ. Mona Mihdilescu (Facultatea de Stiinte Aplicate,
UPB) utilizand un sistem CytoViva. Analiza SEM a fost efectuata cu un microscop Tescan
Vega 3 LMH.

Cresterea dimensiunii nanosistemelor lipidice (SE@L, SE@T, SE@E) comparativ cu
nanosistemele lipidice goale - fara extract vegetal (L, T, E) a fost cauzatd de incorporarea
fitoconstituentilor extractului SE in structura veziculelor. Marimea nanosistemelor lipidice
incdrcate cu SE creste in ordinea urmdtoare: lipozomi < transferozomi < etozomi. Toate
nanosistemele lipidice au prezentat o distributie Tngusta de dimensiuni (PDI < 0,21), dovedind
o buni omogenitate si tendinti redusa de agregare. Incorporarea extractului SE a imbunatitit
omogenitatea, Tn timp ce veziculele lipidice goale au avut o distributie mai mare a
dimensiunilor decat veziculele incarcate cu SE. Valorile potentialelor zeta au fost in intervalul
43 £1,03 mV - 37 £0,23 mV, toate probele indicand o stabilitate moderata. [10]

Tabelul 8. Caracteristicile nanosistemelor lipidice

ID Formulare EE (%) Dimensiune (nm) &-potential PDI
proba
SE@L PC: Colesterol: SE=10:1:2 80,05+ 0,51 123,01 £ 2,50 -43,01 £1,03 0,18 £0,01
(m/m)
SE@T PC: Colat de sodiu: SE= 75,10+ 1,12 155,12 £3,31 -39,17 £ 0,50 0,16 £ 0,02
8:2:2 (m/m)
SE@E PC: SE= 8:2.5 (m/m); 85,10+ 1,50 190,10 £2,53 -37,04 £0,23 0,20+ 0,01
H,O:Etanol = 7:3 (v/v)
L PC: Colesterol= 10:1 (m/m) - 49,09 = 1,52 -20,11 £1,23 0,44 + 0,01
T PC: Colat de sodiu = 8:2 - 105,03 £ 0,23 -25,10 £ 0,89 0,37 £0,02
(m/m)
E PC = 8 mg; - 65,12 +0,51 -30,19+1,15 0,44 £ 0,01
H,O:Etanol = 7:3 (v/v)

Analiza AFM a probelor incéarcate cu SE a relevat particule cvasi-sferice distribuite
aleatoriu pentru toate tipurile de vezicule lipidice, cu dimensiuni de zeci de nm. Prin urmare,
marimea veziculelor lipidice obtinute prin analiza AFM sunt mai mici decat diametrele
hidrodinamice masurate prin DLS sau dimensiunea determinata prin SEM, dar a fost
observata aceeasi ordine de crestere pentru dimensiunile veziculelor lipidice: lipozomi <
transferozomi < etozomi. Imaginile hiperspectrale ale probei SE@E au fost obtinute utilizdnd
microscopie imbundttitd pe cadmp intunecat si s-a observat ca nanoparticulele sunt izolate
unele de altele, iar spectrele de Tmprastiere a luminii prezinta intensitati maxime similare,
indicand o distributie de dimensiuni Inguste a veziculelor lipidice.

Eficienta de incorporare a extractului de SE in toate veziculele lipidice a fost peste
75% s1 a crescut in ordinea lipozomi < transferozomi < etozomi, metodele de preparare
aplicate fiind eficiente. Rezultate similare raportate pentru eficienta de incorporare pentru
Polygonum aviculare [11], Glycyrrhiza glabra L. [12] si Artemisia arborescens [13].
Veziculele lipidice incarcate cu SE au fost stabile timp de cel putin trei luni, avand
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aproximativ aceeasi cantitate de fitocompusi incorporati dupd o lund (pierderea compusilor
din extract < 0,65 %) si dupa 3 luni (pierderea compusilor din extract < 3,35 %).

Fig. 4. ImaginiAFM ale veziculelor lipidice incircate cu extract SE:
lipozomi (A); transferozomi (B) si etozomii (C)

Fig. 5. Imagini SEM ale veziculelor lipidice incarcate cu extract SE (uscate in vid)

Fig. 6. Imagine inregistrata prin microscopie in cimp intunecat folosind Cytoviva (A); mérirea
zonei marcate din figura A corectati cu spectrul limpii (B) si spectrele colectate in punctele
izolate (C)

7.3.3. Studiul ceddrii in vitro a polifenolilor din nanosisteme lipidice

Eliberarea polifenolilor din extractul liber a prezentat un ,,burst effect”, in timp ce in
cazul extractului de SE incorporat in veziculele lipidice lipide cedarea fitoconstituentilor a
fost mai lenta. Cedarea polifenolilor din extractul vegetal a fost completa dupa 10 ore (98,51
+ 1,07%), pe cand eliberarea polifenolilor din toate veziculele lipidice a avut o viteza de

cedare mult mai mica (sub 70%).
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Fig. 7. Profilul de cedare in vitro a polifenolilor din veziculele lipidice incarcate cu extract SE
comparativ cu extractul de SE liber (fitare cu modelul Weibull)

Pentru a evalua mecanismul de eliberare a polifenolilor, au fost aplicate trei modele
matematice: Weibull, Korsmeyer-Peppas, si Higuchi. Cea mai buna corelatie a coeficientilor a
fost obtinutd pentru ecuatia Weibull, in toate formularile lipidice, parametru b < 0,75,
relevand o difuzie Fickiand. Modelele Korsmeyer-Peppas si Higuchi au fost aplicate numai
pentru primii 60% polifenoli eliberati cu coeficienti de corelatie mai mari de 0,96, respectiv
0,92 (Fig. 8). Pentru toate probele, coeficientul n este mai mic de 0,5, indicand o difuzie
Fickiand, mecanism in acord cu modelul Weibull. Lipozomii Incércati cu SE au prezentat o
valoare mai micd pentru k;; decat celelalte formuldri lipidice, indicAnd un efect mai putin
intens, probabil datorita continutului lor de colesterol, care a crescut rigiditatea bistratului
lipidic, modificandu-se permeabilitatea acestuia.
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Fig. 8. Profilele de eliberare a polifenolilor din nanosistemele lipidice incircate cu extract SE

fitate cu modelele cinetice Korsmayer-Peppas (a) si Higuchi (b).

7.3.4. Efectul pre-tratamentului cu extract de SE liber si incorporat in nanosisteme lipidice
impotriva toxicitatii induse de H,O, asupra liniei celulare L-929

Viabilitatea celulelor fibroblaste de soarece L-929 a fost evaluata dupd 4 ore de
expunere la diferite concentratii de solutie apoasd de peroxid de hidrogen in intervalul 1-100
mM, citotoxicitatea acesteia fiind dependentd de doza. In urma rezutatelor obtinute, pentru
studiile urmatoare a fost selectatd concentratia de S0mM H,O,, concentratic care reduce
viabilitatea celulard la 50%. Au fost selectate trei concentratii (5, 10, 25 pg / mL) ale
extractului de SE si veziculelor lipidice Incédrcate cu SE, care sunt netoxice si care ar putea
preveni citotoxicitatea indusd de H,O, . Prin urmare, celulele fibroblaste L-929 au fost
pretratate cu extract de SE liber si vezicule lipidice incarcate cu SE inainte de a adduga solutia
de peroxid de hidrogen cu concentratie corespunzdtoare ICs,. Pre-tratamentul administrat
liniei celulare de fibroblaste a imbunatatit viabilitatea (Fig. 9), sugerand astfel un efect
semnificativ citoprotector impotriva ROS atat pentru extractul liber, cat si pentru cel
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incorporat Tn nanosistemele lipidice. Efectul nu a fost insa prezent in cazul celulelor expuse pe
termen scurt la produsii test, fapt ce sugercazd ca exercitarea actiunii necesitd prezenta
intracelulard a compusilor si este dependentd de modificarea expresiei unor enzime si
substraturi antioxidante specifice. Toate probele au reusit sa ofere protectie celulelor L-929
impotriva citotoxicitdtii induse de H,O,, probabil datoritd continutului lor in polifenoli. Aceste
experimente in vitro au demonstrat ca polifenolii din extractul de frunze de SE au capacitatea
de eliminare a radicalilor rezultand un efect citoprotector chiar si la o concentratie scazutd de
5 pg / mL. Este cunoscut faptul ca utilizarea veziculelor lipidice ca si nanotransportori ar
putea ajuta la internalizarea celulard a polifenolilor prin procesul de endocitoza. [14] Prin
urmare, incorporarea extractului de SE in vezicule lipidice poate fi 0 metoda eficientd pentru a
imbunatati transportul intracelular ai polifenolilor.

8 B st

B iopgimL
I 25 pg/mL

L - lipozomi goi

T - transferozemi goi

- - s E - etozomi goi

1 J1 . SE - extract S.ebulus liber

wl dmmH SE@L - lipozomi incdrcati cu S.ebulus
SE@T - transferozomi incarcati cu S.ebulus
SE@E - etozomi incircati cu S.ebulus

AA - acid ascorbic

20

Viabilitate celulari (%)

LTE SE SE@L SE@T SE@E AA Comtrol Control
cu H202 fari 202

2
H
=
3
s
o

80

&0

£

40 ]

Viabilitate celulara (%)

Viabilitate celulari (%)

LTE SE SE@LSE@T SE@E AA Control Control LT E SE SE@L SE@T SE@E AA Control Control
B cuH202 fard B0z cu H202 fara H202

Fig. 9. Efectul H,O, asupra viabilitatii celulei L-929 dupa expunere.
Viabilitatea celulelor L-929 dupa 1 ora (A), 12 ore (B), 24 ore (C) pretratate cu extract de
frunze SE liber/ incorporat in nanosisteme lipidice inainte de expunerea la solutia de H,O,

Evaluarea nanosistemelor lipidice prin testul MTS a demonstrat un efect citoprotector

.....

soarece al extractului liber din frunzele de Sambucus ebulus si incarcate in vezicule lipidice.

Capitolul 8. Concluzii
8.1. Concluzii generale

1. Concluzii asupra metodelor de obtinere si a alegerii componentelor nanosistemelor

polimerice

- Metoda optima pentru obtinerea nanosistemelor polimerice a fost metoda nanoprecipitarii
(evaporare solvent), care s-a dovedit a fi o metoda rapida si facild ce conduce spontan la
formarea nanoparticulelor, cu grad de incorporare ridicat si cu randament mare.
- In scopul de a obtine un nanosistem multicomponent optim, au fost efectuate trei tipuri
de experimente in care au fost variati urmatorii parametri: tipul de polimer (PEG, PLGA),
masa molecularda a polimerului in cazul PEG-ului (PEG 4000, PEG 6000), cantitatea de
polimer: 5; 7,5 mg pentru PEG 4000 si PEG 6000, iar pentru PLGA: 5; 7.5; 10; 17; 34; 51
mg, si viteza agitarii (1200, 2400 rpm) doar pentru formularile care au demonstrat eficienta
de incorporare ridicata (formularile pe baza de PLGA).
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- Nanosistemele cu matrice PEG 6000 au dovedit grade de incorporare usor mai mari
comparativ cu cele cu matricca PEG 4000, masa moleculard avand o influentd
nesemnificativa asupra eficientei de incorporare.

- Nanosistemele polimerice pe baza de PLGA au avut grade Incorporare mai mari decat
cele pe bazd de PEG, indicand ca natura polimerului joacd un rol important in formularea
acestor sisteme.

- In ceea ce priveste relatia dintre cantitatea polimerului PLGA si eficienta de incorporare,
existd o proportionalitate direct (cu cat creste concentratia polimerului, creste si gradul de
incorporare) pand la o anumita valoare prag, depistata ca fiind concentratia de 10 mg PLGA.

- In cazul formulirilor cu matrice polimerica tip PLGA, viteza de agitare aplicatd in acest
studiu (1200, 2400 rpm) a condus la o usoara modificare a eficientei de incorporare.

- Eficienta incorpordrii substantelor active de sintezd (amlodipind besilat, valsartan)
calculatd pe baza determinarilor prin spectrofotometrie UV-VIS a fost mai mare de 75 %.

- Caracterizarea prin difuzia dinamica a luminii (DLS) a aratat pentru toate nanosistemele
polimerice pe bazd de PLGA dimensiune nanometrica cuprinsa in intervalul 123,90 + 1,13 —
204,10 = 1,34 nm, potential zeta negative: (-) 40,45 + 0,33 — (-)30,86 = 0,31, ceea ce
inseamna stabilitate bunad a formularilor obtinute, si un indice de polidispersitate mai mic de
0,2, ce demonstreaza uniformitatea nanosistemelor.

- In ceea ce priveste studiul de cedare a substantelor active din nanosistemele polimerice,
au fost aplicate 5 modele cinetice: de ordin zero, de ordin unu, Higuchi, Korsmeyer-Peppas si
Hixson-Crowell. S-a observat ca eliberarea amlodipinei besilat si valsartanului din
nanosistemele polimerice pe bazda de PEG/ PLGA este cel mai bine descrisa de modelul
Higuchi si modelul Korsmeyer-Peppas (R> 0,95).

In urma analizarii datelor experimentale a fost ales ca nanosistem optim formularea F3
care contine PLGA 10 mg, AML:VAL de 1:16 (mg), obtinutd prin metoda nanoprecipitarii la
o viteza de agitare de 1200 rpm si vitezd a picurdrii de 0,5 mL/min, pentru care au fost
continuate studiile de caracterizare fizico-chimice si din punct de vedere al profilului de
siguranta.

2. Concluzii asupra caracterizarii nanosistemului optim ales

- Analiza structurala FT-IR a demonstrat o bund compatibilitate intre substantele active
(amlodipina besilat si valsartan) si matricea polimerica (PLGA).

- Analiza prin microscopie electronica de inaltd performanta (SEM) pentru nanosistemul
multicomponent optim (F3) a ardtat particule polimerice cu texturd neteda si morfologie
rotunda.

- A fost elaborat un protocol de lucru in scopul evaluarii distributiei nanosistemului
polimeric optim, in urma céruia s-a reusit a observa distributia nanoparticulelor atat extra-, cat
si intra-celularda pentru nanosistemul PLGA:AML:VAL (10:1:16 mg). Astfel, prin
microscopie confocala s-a putut evidentia o localizare intracitoplasmatica a nanoparticulelor
polimerice, nsd nu s-a putut decela daca nanoparticulele au fost incluse in organite
citoplasmatice.

- Testul colorimetric in vitro MTS a ardtat faptul ca nanosistemul polimeric
PLGA:AML:VAL (10:1:16 mg) a demonstrat o biocompatibilitate mare, neexistand potential
citotoxic la concentratiile testate (5, 10, 15, 50, 100, 150 pg/mL) pe liniile celulare normale:
celule epiteliale mamare umane (MCF 12A ATCC CRL-10782) si fibroblaste umane (ATCC-
PCS-201-012).
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3. Concluzii asupra metodelor de obtinere si a alegerii extractului vegetal ca ingredient
activ 1n tratamentul afectiunilor cu risc cardio-cerebro-vascular

- Au fost obtinute - din partea aeriand (frunzele) a unor specii vegetale autohtone - patru
extracte standardizate hidroalcoolice in polifenoli totali exprimati in echivalenti gram de acid
galic (g GAE/ 100 g extract): Sambucus ebulus (boz) - 2,550 + 0,010 g GAE/100 g extract,
Echinacea purpurea (echinacea) - 1,470 + 0,030 g GAE/100 g extract, Armoracia rusticana
(hrean) - 2,160 + 0,020 g GAE/100 g extract, si Lycium barbarum (goji) — 1,830 + 0,030 g
GAE/100 g extract. Astfel, specia vegetala care a prezentat cea mai mare concentratie de
polifenoli a fost S. ebulus.

- Analizele HPTLC si HPLC au demonstrat prezenta anumitor compusi fenolici cu rol
adjuvant in tratamentul afectiunilor cu risc cardio-cerebro-vascular. In cazul tuturor
extractelor vegetale, prin analiza HPTLC au fost observati 4 compusi acid cafeic, acid
clorogenic, rutin si hiperozida, iar prin analiza HPLC s-a reusit identificarea si cuantificarea a
4 compusi polifenolici pentru speciile vegetale Sambucus ebulus si Lycium barbarum, 5
compusi polifenolici pentru specia vegetala Echinacea purpurea, si 3 compusi polifenolici
pentru specia vegetald Armoracia rusticana. Referitor la extractele de S. ebulus si L.
barbarum, au fost evidentiate concentratii mari de acid clorogenic (14,389 + 0,018, respectiv
18,740 + 0,031 mg compus/ g extract), in cazul extractului de E. purpurea acidul cicoric si
acidul caftaric au fost compusii predominanti (19,528 + 0,004 mg compus/ g extract,
respective 15,423 + 0,018 mg compus/ g extract), iar extractul A. rusticana a prezentat cele
mai mici concentratii in compusi polifenolici, predominant fiind kaempferolul (0,050 + 0,002
mg compus/ g extract).

- Toate extractele vegetale standardizate obtinute au fost caracterizate in ceea ce priveste
actiunea antioxidantd prin metoda DPPH, evidentiindu-se o putere anti-radicalica a ROS
mare. Astfel, trei extracte au prezentat valoarea ICs, sub 50 pg / mL: extractul de S. ebulus
(10,330 + 0,056 ng / mL), extractul de L. barbarum (11,330 £ 0,056 pg/ mL) si extractul de
A.rusticana - 20,09 + 0,056 pg / mL, si un singur extract a aratat o valoare a 1Cs, peste 50 pg
/mL: extractul de E. purpurea - 56,890 £+ 0,056 png / mL.

- Evaluarea in vitro a citotoxicitatii a aratat un profil de sigurantd mare in cazul tuturor
extractelor vegetale, cu valori ale ICs, care sustin integritatea celulara: 64,120 + 0,288 pg/mL
(extractul Echinacea purpurea), 64,710 + 0,322 pg/mL (extractul Sambucus ebulus), 70,400 +
0,305 pg/mL (extractul Armoracia rusticana), si 91,910 = 0,292 pg/mL(extractul Lycium
barbarum).

Datoritd concentratiei mari in polifenoli, a activitatii antioxidante crescute, a fost
selectat extractul standardizat din specia Sambucus ebulus L., pentru a putea fi incorporat in
diferite tipuri de nanosisteme lipidice.

4. Concluzii asupra obtinerii si caracterizarii nanosistemelor lipidce incarcate cu
extractul vegetal de S. ebulus

- Au fost elaborate si caracterizate trei tipuri de nanosisteme lipidice - lipozomi,
transferozomi si etozomi, in care a fost incorporat un extract vegetal standardizat din specia
vegetald Sambucus ebulus.
- A fost efectuat un studiu in care au fost modificati anumiti parametri pentru a stabili
conditiile de preparare a nanosistemelor lipidice. Astfel, in cazul lipozomilor si
transferozomilor au fost studiate: 1)influenta raportului PC / colesterol (colat de sodiu)
asupra eficientei de incorporare, celemai bune rezultate fiind obtinute pentru raportul 10/1
PC / colesterol pentru lipozomi si raportul 8/2 PC / colat de sodiu pentru transferozomi;
i)influenta temperaturii de evaporare asupra eficientei de incorporare, cea mai mare
eficientd de incorporare fiind observatd pentru formuldrile preparate la 35 °C; iii) influenta
vitezei de agitare asupra eficientei de incorporare, viteza de agitare de 200 rpm determinand
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cele mai bune rezultate pentru ambele nanosisteme lipidice, siiv) influenta cantitatii de
extract S. ebulus asupra eficientei de incorporare, rezultatele cele mai bune obtinandu-se
pentru 20 mg de extract S. ebulus pentru ambele nanosisteme lipidice. In cazul etozomilor
incdrcati cu extract de S. ebulus a fost evaluata influenta a doi factori (raportul PC/extract de
SE si raportul apa/etanol) asupra eficientei de incorporare. Formularea cu 8/2,5 raport de
PClextract de SE si 3/7 raport apa/etanol a prezentat cea mai bund eficientd de incorporare.

- Eficienta incorpordrii fitoconstituentilor in cazul nanosistemele lipidice a fost mai mare
de 75 %. Astfel, lipozomii au prezentat eficienta de incorporare a fitoconstituentilor 80,05 +
0,51 %, transferozomii — 75,10 £ 1,12 %, si etozomii — 85,10 + 1,50%. De asemenea, Tn urma
evaluarii eficientei de incorporare timp de trei luni, s-a concluzionat faptul ca toate
nanosistemele lipidice au prezentat o stabilitate inaltd cand au fost depozitate la 4 °C.

- Analiza prin difuzia dinamica a luminii (DLS) a ardtat pentru toate nanosistemele lipidice
incarcate cu S. ebulus o dimensiune nanometrica (lipozomi - 123,01 + 2,50 nm, transferozomi
- 155,12 =+ 3,31 nm , etozomi - 190,10 £ 2,53 nm), uniformitate mare a distributiei
particulelor, stabilitate moderata relevata prin valoarea potentialului zeta (lipozomi — (-) 43,00
+ 1,03, transferozomi — (-) 39,00 + 0,50, etozomi — (-) 37,00 + 0,23).

- Masuratorile SEM au indicat o morfologie cvasi-sfera, cu suprafatd netedd pentru toate
nanosistemele lipidice. Analiza AFM a evidentiat particule mai mari si mai omogen
distribuite in cazul etozomilor, in timp ce in cazul lipozomilor, s-au observat particule mai
mici compact distribuite. De asemenea, natura veziculara a nanosistemelor a fost confirmata
de profilul lor spiky (noisy-like). Analiza microscopica a dovedit cd nanosistemele lipidice
prezintd o distributie ingustd de dimensiuni, cei mai mici fiind lipozomii care sunt mai
hidrofobi si mai putin deformabili decat transferozomii si etozomii, in timp ce cei mai mari au
fost etozomii, care au prezentat cea mai mare eficienta de incorporare.

- Imaginile hiperspectrale ale nanosistemelor lipidice (etozomi) au fost obtinute utilizand
microscopia in camp intunecat, evidentiind o distributie ingustd de dimensiuni a veziculelor
lipidice.

- Studiile de cedare in vitro au fost efectuate in mediu de PBS, pH = 7.4, la temperatura de
37 °C si au demonstrat eliberarea mai lentd a polifenolilor entrapati In nanosistemele lipidice
comparative cu solubilizarea polifenolilor in aceleasi conditii experimentale. Astfel, au fost
aplicate trei modele matematice (Weibull, Korsmeyer-Peppas si Higuchi) pentru a evalua
mecanismul de eliberare a polifenolilor. Nanosistemele lipidice tip lipozomi au prezentat cea
mai mica viteza de eliberare a polifenolilor, pe cand transferozomii si etozomii au determinat
o cedare mult mai rapida a polifenolilor.

- Evaluarea in vitro a citotoxicitatii extractului vegetal liber si nanosistemelor lipidice
incarcate cu S. ebulus a fost realizata prin metoda MTS, in urma careia a fost demonstrat un
efect citoprotector Impotriva toxicitatii induse de peroxidul de hidrogen pe linia celulara de
fibroblaste de soarece L-929. De asemenea, s-a observat faptul cd un pre-tratament scurt (o
ord) cu extract de S. ebulus nu a prezentat o actiune citoprotectoare semnificativa pe celule,
fiind necesare cel putin 12 ore de pre-tratament Inainte de expunerea la solutie de peroxid de
hidrogen pentru a observa rezultate semnificative in ceea ce priveste preventia unei potentiale
citotoxicitati.

8.2. Contributii originale

Un element de originalitate constd in faptul ca a fost incorporatd o combinatie de
substante active, cu moduri de actiune complementare de actiune, in dozd fixa
(amlodipina:valsartan 1:16 mg) in nanosisteme polimerice cu matrice tip PLGA, PEG 4000,
PEG 6000, 1n scopul cumularii efectelor terapeutice si diminuarii efectelor secundare.

De asemenea, originalitatea acestei teze deriva si din realizarea unui protocol de a fi
evaluatd distributia intracelularda a nanosistemelor polimerice cu AML:VAL dedicate
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tratamentului afectiunilor cu risc cardio-cerebro-vascular, pe linia celulard murina NIH3T3.
S-a putut demonstra faptul cd nanoparticulele polimerice intrd prin membrana si coreland cu
datele din literatura a fost facut un prim pas in intelegerea traseului acestor nanosisteme.

Un alt element de originalitate este si incercarea de a evalua profilul de siguranta pe
liniile celulare de fibroblaste umane si celule epiteliale mamare pentru nanosistemele
polimerice Incdrcate cu amlodipina si valsartan.

Din studiile de specialitate, pana in prezent, nu au fost efectuate experimente in ceea ce
priveste incorporarea extractului din frunze de Sambucus ebulus. Astfel, aceasta tezd aduce ca
noutate obtinerea si caracterizarea a trei nanosisteme lipidice — lipozomi, etozomi,
transferozomi, in care a fost incorporat extractul vegetal standardizat in polifenoli totali ai
specie vegetale Sambucus ebulus.

Totodata, a fost elaborat un protocol privind testarea efectului citoprotector al
nanosistemelor lipidice, aplicAndu-se un pre-tratament cu un extract standardizat de Sambucus
ebulus liber si incorporat in nanosisteme lipidice impotriva toxicitatii induse de H,O, asupra
liniei celulare de fibroblaste murine L-929.

8.3. Perspective de dezvoltare ulterioard

Considerand ca 1n aceastd lucrare s-a inceput studiul unor sisteme inovative
nanometrice cu aplicatie in tratamentul bolilor cardio-cerebro-vasculare, si s-a reusit
localizarea nanosistemelor polimerice in fibroblaste murine, este necesara continuarea
investigdrii mecanismului prin care este realizat transportul nanoparticulelor in linii celulare
specifice de tip cardiomiocite. Pornind in aceasta directie, pe viitor studiile ar trebui sa se
focuseze pe cuantificarea mecanismului endocitocic al nanosistemelor polimerice si lipidice :
e cu ajutorul unor molecule reporter solubile ce penetreaza celula pe aceasta cale — daca

vorbim de o endocitozd in faza fluida (fluorofori de tipul Lucifer Yellow, TMA-DPH,
albumina/dextrani/polizaharide marcate fluorescent sau radiomarcate, galactosidaza,
fosfataza alcalina, perozidaza de hrean etc. care devin vizibile prin produsii de reactie ce
apar la incubarea celulei cu substratul enzimei);

e prin utilizarea unor inhibitori farmacologici (clorpromazind, brefeldina A, depletia de
potasiu intracitoplasmatic, socul hipotonic — In cazul endocitozei mediate de clatrina;
metil-B-ciclodextrind, nistatin, filipina etc. — in cazul endocitozei mediate de caveolind).
Pentru caracterizarea completd a unui nanosistem farmaceutic este necesard o abordare

complexi, care si cuprindd o suitd de tehnici experimentale complemetare. In acest sens,

datele termodinamice sunt necesare in procesul de studiere a solidelor farmaceutice. Astfel,
studiile viitoare se vor focusa asupra determindrilor prin metode termice de analiza: DSC

(Differential Scanning Calorimetry), TG (Thermogravimetry), DTA (Differential Thermal

Analysis), termomicroscopie (HSM-Hot Stage Microscopy).

De asemenea, este necesara efectuarea determinarilor privind stabilitatea nanosistemelor
pe o perioada mai lunga de timp.
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