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Introducere

Teza de doctorat este constituitd din doud parti: un studiu de literaturd structurat in
cinci capitole si o parte de contributii originale alcituitd tot din cinci capitole. Tn primul
capitol al primei parti se prezinta utilizarea silicei mezoporoase ca transportor in sistemele cu
eliberare controlata, fiind vizate aspecte referitoare la principalele tipuri, procedee de sinteza,
modalitati de functionalizare a suprafetei interioare a peretilor porilor cu heteroatomi sau prin
modificare chimici, utilizari si respectiv aspecte privind biocompatibilitatea acesteia. In
urmatoarele doud capitole se gasesc informatii referitoare la materiile prime folosite pentru
obtinerea extractelor polifenolice, tescovina de struguri si fructele de Aronia melanocarpa,
principalii compusi polifenolici existenti Tn extractele obtinute din acestea, metode folosite
pentru extractia polifenolilor, raportari anterioare privind Incapsularea extractelor si respectiv
referitoare la activitatea lor biologica (antioxidanta, chemopreventiva, antiinflamatoare,
antimicrobiana, antidiabetica etc.). Capitolul patru al tezei prezinta principalelor studii
efectuate pe fitocomponenti sau pe extracte, in vederea determinarii stabilititii acestora. In
ultimul capitol au fost prezentate informatii privind utilizarea irinotecanului, un citostatic de
semisinteza, in vederea realizarii actiunii tintite prin trei strategii diferite.

Partea de contributii originale incepe cu descrierea metodelor utilizate pentru
caracterizarea extractelor, suporturilor si materialelor ce contin extract incorporat. Al doilea
capitol ilustreaza obtinerea unor extracte etanolice din tescovind de struguri, in comparatie cu
o pulbere comerciald de coji de struguri, iar extractele cu cele mai bune proprietati
antioxidante au fost incorporate in silice mezoporoasa modificata cu heteroatomi, pentru care
s-a dovedit o stabilitate ridicata prin nano-constrangere in mezopori. Urmatorul capitol
prezinta obtinerea unor extracte hidro-alcoolice din tescovina din soiul Mamaia pentru care
au fost determinate profilele chimice si activitatea antioxidanta. Extractul hidro-alcoolic cu
proprietdtile cele mai bune a fost incorporat in silice de tip MCM-41 functionalizata cu
grupari organice. S-a determinat activitatea antioxidanta prin metodele ABTS si DPPH pentru
probe solide, precum si nivelul de specii reactive de oxigen la nivel celular (NIH3T3).
Capitolul patru prezinta obtinerea unui extract etanolic din fructe de aronia care s-a dovedit a
avea proprietati antioxidante si antimicrobiene imbunatatite prin incapsularea in Zn-MCM-41
si antitumorale pe linia celulara umana de melanom A375 si mult mai putin toxice pe linia de
celule sanatoase keratinocite umane HaCaT. Ultimul capitol cuprinde rezultate legate de
dezvoltarea unor sistemele cu eliberare controlata a irinotecanului. Au fost propuse suporturi
inovative, modificate cu grupare folat, cu ulvan, o polizaharidd sulfonatd naturald, sau
respectiv o silice de tip MCM-41 care a avut depusa pe suprafata nanoparticule cristaline de
oxid de fier (111), pentru a facilita modularea cineticii de eliberare a citostaticului.

|.  STUDIU DE LITERATURA

1. Silicea mezoporoasa ca transportor in sistemele cu eliberare
controlata
Materialele pe baza de silice mezoporoasa sunt utilizate ca suporturi in sistemele cu

adsorbtie ridicata (porozitate mare, care permite inglobarea unei cantitati mari de agent
terapeutic), posibilitatea modificarii suprafetei, care datorita prezentei gruparilor silanolice de
pe suprafata pot fi implicate in formarea de legaturi cu grupari organice si astfel se poate
realiza adsorbtia controlata a moleculelor de medicament, dar si eliberarea progresiva a
acestora [3-5].



2. Tescovina de struguri

Tescovina de struguri, un amestec de coji, sdmburi si teci, care rezultd in urma
presarii strugurilor 1n timpul procesului de productie a vinului, reprezintd un produs secundar
abundent, constituind aproximativ 20-30%gr. din strugurii procesati [6, 7].

In timpul procesului de vinificatie, zaharurile din struguri sunt convertite in alcool
etilic, dar compusii bioactivi, polifenolii, nu sunt extrem de afectati in acest proces, ceea ce
conduce la o pastrare a continutului de polifenoli in proportie de circa 70% din cantitatea
initiala in tescovina [6, 8, 9]. Astfel, aceasta reprezinta un produs secundar cu concentratii
ridicate de compusi polifenolici variati, dar neomogen distribuiti [10, 11].

3. Aronia melanocarpa

Principalii compusi fenolici prezenti in extractele de Aronia sunt acizi fenolici din
clasa acizilor hidroxicinamici: acidul clorogenic (acidul 3-cafeoilchinic, 23,12% din
continutul total de polifenoli) si acidul neoclorogenic (acidul 5-cafeoilchinic, 11,23% din
continutul total de polifenoli), flavonoide: antociani, proantocianidine, flavonoli si catechine.
Din categoria flavonol glicozidelor fac parte quercitin-3-glicozida si quercitin-3-galactozida,
care reprezinta circa 10% din continutul total de polifenoli [12]. Din categoria antocianilor n
extractele de Aronia se regasesc cianidin glicozidele (aproximativ 57% din continutul total de
polifenoli), dintre care cei mai importanti compusi sunt: cianidin 3-O-galactozida si cianidin
3-O-arabinozida [13].

4. Stabilitatea extractelor polifenolice

Eficienta extractelor polifenolice este determinata de mentinerea stabilitatii chimice, a

Tn general, polifenolii sunt instabili in timpul procesarii alimentelor, a distributiei sau
pastrarii lor, sau ulterior, dupa ingerare, in tractul gastrointestinal, prin urmare activitatea si
implicit beneficiile lor asupra sanatatii devin limitate. Din nefericire, acestia suferd procese
de oxidare care conduc la aparitia unei culori brune si/sau a unor mirosuri neplacute, cu 0
pierdere semnificativa a activitatii antioxidante [15].

5. Irinotecanul ca agent citostatic

Irinotecanul, un produs de semi-sinteza obtinut pe baza alcaloidului natural
camptotecind, este un inhibitor al topoizomerazei I care interferd cu etapa de replicare a
ADN-ului, mai precis a duplicdrii acestuia. Medicamentul cationic este un agent
antineoplazic utilizat Tncad din anul 1994 pentru tratamentul diferitor tipuri de cancer si tumori
solide (rectal, cancer de colon, ovarian, cancer cu celule mici si a gliobastomului) [16, 17].

Principalul impediment al utilizarii irinotecanului in tratamentul diferitor tipuri de
cancer este reprezentat de o toxicitate ridicatd care conduce la aparitia diferitor efecte
adverse: neutropenie [18], diaree severa care determind o deshidratare puternica si chiar
moarte [17].

Un sistem cu eliberare controlatd ideal pentru agentii anticancerigeni trebuie proiectat
in asa fel Incat sd Imbundtiteascd semnificativ tratamentele obisnuite ce folosesc
medicamentul ca atare, avand rol protector pentru a preveni degradarea medicamentului, ceea
ce asigurd o concentratic mai mare de medicament care ajunge la locul tumorii. Mai mult
decat atat, nanoparticulele trebuie sa fie sintetizate astfel incat sa asigure o selectivitate pentru
celulele tumorale si sd se acumuleze In acestea in vederea reducerii efectelor negative la
nivelul celulelor sanatoase [19].



I1. Contributii originale

Justificarea alegerii temei

Tn cadrul tezei de doctorat ,,Dezvoltarea unor sisteme cu eliberare controlatd pentru
valorificarea unor compusi naturali” au fost aplicate atat cunostinte din domeniul ingineriei
activitatii antioxidante sau a citotoxicitdtii sistemelor propuse.

Resursele naturale contin numerosi fitocompusi, care pot prezenta numeroase efecte
biologice benefice precum antioxidant, antiinflamator, antidiabetic, antitumoral etc. Tn ultima
perioada se acorda o atentic deosebitd compusilor naturali deoarece acestia prezinta
proprietdtile benefice ce nu sunt asociate cu efectele adverse extrem de comune in cazul
medicamentelor de sinteza.

Totusi, extractele inca nu sunt utilizate la adevaratul lor potential deoarece acestea
prezintd compozitie complexa si variabild in functie de conditiile de izolare si natura
materialului vegetal ce depinde de soi, conditiile climatice si calitatea solului. De asemenea,
efectele biologice ale extractelor incd nu sunt studiate indeajuns si prin urmare este dificila
utilizarea acestora luand in considerare faptul ca sunt mult mai sensibile la factorii de mediu
si se pot degrada usor ceea ce determina diminuarea proprietatile terapeutice.

In acest sens, scopul acestei lucriri a presupus atit dezvoltarea unor sisteme relativ
simple de extract polifenolic — transportor de tip silice mezoporoasa in vederea cresterii
pentru a conduce la eliberare controlatd a fitocomponentilor din suport, sau diminuarea
citotoxicitatii asociate In cazul utilizarii unui citostatic prin folosirea unor transportori care sa
asigure actiunea tintitd a tesutului tumoral. Mai mult, s-a dovedit o actiune sinergica a
suportului si compusilor biologic activi rezultand sisteme cu activitati biologice imbunatétite.
atat din reziduuri ale industriei vinului, cat si dintr-o materie prima mai putin utilizata,
fructele de aronia, in matrici de silice mezoporoase pentru cresterea stabilitatii si conservarea
activitatii antioxidante pe o durata de timp mai indelungata. Obtinerea extractului polifenolic
bogat in fitocomponenti sub forma de pulbere, il face sd fie mult usor de depozitat si
manipulat.

In ultima parte a tezei se prezinti dezvoltarea unor sisteme cu eliberarea controlati si
tintita a irinotecanului, un citostatic produs prin semi-sinteza. In acest sens, pentru asigurarea
actiunii tintite a medicamentului si scaderea efectelor adverse au fost abordate trei directii. O
prima directie consta in asigurarea actiunii tintite a tesutului tumoral prin legarea de suportul
de silice a unui rest folat, care sd faciliteze accesul preferential in celulele tumorale, o a doua
strategie a fost utilizarea unei polizaharide sulfonate naturale extrase din alge verzi, ulvanul,
care sa favorizeze internalizarea in celulele tumorale si ultima directie vizatd a fost asigurarea
actiunii tintite prin directionare magnetica, caz in care a fost proiectat un suport cu suprafata
interioara a porilor decorata cu nanoparticule de Fe,O3 care poate fi aplicat pentru eliberarea
controlatd de irinotecan pe durate lungi.



Obiectivele tezei de doctorat

e Sinteza si caracterizarea suporturilor de tip silice mezoporoasda pura, modificatd cu
heteroatomi sau functionalizatd cu grupari organice

e Variatia parametrilor de extractie (solvent, materie primd, metoda de extractie) in
vederea obtinerii de extracte cu un continut cat mai ridicat de compusi benefici

e Determinarea profilului chimic al extractelor polifenolice din tescovina de struguri si
din fructe de aronia

e Dezvoltarea a doua proceduri pentru determinarea activitatii antioxidante pe probe
solide prin metode simple si reproductibile

e [Evaluarea stabilitatii extractelor polifenolice n timp

e Dezvoltarea de nanoplatforme de tip silice mezoporoasd pentru eliberarea controlata a
polifenolilor prin modelarea interactiunilor dintre suprafata silicei si fitocomponentii
din extract

e Dezvoltarea unor sisteme transportor-extract pentru pastrarea sau chiar imbunatatirea
activitatii biologice a extractelor

e Valorificarea unor compusi naturali in vederea asigurarii actiunii tintite a tesutului
tumoral

e Modelarea cineticii de eliberare a agentului citostatic ales drept model din suporturile
de tip silice mezoporoasa propuse

1. Materiale si metode

Extractele polifenolice au fost caracterizate utilizand mai multe metode
spectrofotometrice (Shimadzu UV-1800) pentru determinarea continutului total de substante
reducatoare, de polifenoli, flavonoide si antociani, iar profilul chimic al extractelor a fost
determinat prin cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC, Shimadzu Nexera 2).

Activitatea antioxidantd a materialelor ce contin extracte incorporate (metoda DPPH)
a fost evaluata printr-o procedura adaptata pentru probe solide elaborata in cadrul acestei teze
de doctorat. Astfel, considerand ca silicea mezoporoasa are o porozitate ridicata si astfel
poate absorbi molecule organice (radicali liberi DPPH), dar si ca interactia dintre un material
si radicalii din solutie este una slaba, a fost determinata activitatea antioxidantd a extractului,
dupd 24 h de incubare in solutie etanolicd de DPPH, in triplicat si comparata cu cea a
extractului liber, a suportului corespunzator in aceiasi cantitate ca in materialul ce contine
extractul incorporat, folosind drept control degradarea in timp a solutiei de DPPH.

2. Caracterizarea extractelor polifenolice etanolice din tescovind de
struguri si incorporarea acestora in matrici de silice mezoporoasa

Au fost puse la punct metodele spectrofotometrice utilizate pentru caracterizarea
extractelor polifenolice, determinarea compozitiei acestora prin cromatografie de lichide de
inaltd performanta, dar si dezvoltarea unei proceduri pentru testarea activitatii antioxidante a
extractelor Tncorporate in matrici mezoporoase [20]. Apoi, este prezentata si analiza fractiilor
corespunzatoare fiecarei din cele trei etape de extractie dar si a extractului global atat in cazul
metodei conventionale, cat si pentru extractia in prezentd de microunde (MW), dar si
determinarea stabilitatii extractelor uscate pe baza analizelor DSC [21].

2.1. Extracte polifenolice din tescovina de struguri. Valorificare prin incorporarea

acestora in matrici de silice mezoporoasa

Treisprezece substante dintre standardele disponibile au fost identificate in extractele
preparate sau in extractele analizate dupa patru luni. Cromatogramele extractelor analizate
imediat dupa preparare sunt prezentate n figura 1.
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In toate extractele au fost regisite cantititi ridicate (0,462 — 1,171 mg/g extract) de
acid galic, acid vanilic (0,368-1,088 mg/g extract), acid siringic (0,339-2,031 mg/g extract) si
acid protocatehic (0,104-0,489 mg/g extract), dar si concentratii mici (0,019-0,083 mg/g
extract) de trans-resveratrol. Extractia in prezentd de MW a determinat scaderea continutului
de acid galic, acid protocatehic, acid vanilic, acid siringic si acid trans-p-coumaric
(nedetectat) si cresterea concentratiei de hidrat de rutin, (-) epicatechina si trans-resveratrol.
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Figura 1. Cromatograma la 279 nm pentru extracte din A- Cabernet Sauvignon (CS), B-coji
de struguri (GS, Conv), C- Feteasca Neagra (FN) si D- coji de struguri (GS, MW) (1- acid
galic; 2- acid protocatehic; 3-hidrat de catechind; 4-acid vanilic; 5- acid siringic; 6- (-)
epicatechind; 7- acid p-coumaric; 8-hidrat de rutin; 9-clorurd de pelargonidina; 10-
miricetind; 11- trans-resveratrol).

Citocompatibilitatea in vitro a extractelor CS si GS libere si incorporate in matricea
de silice mezoporoasd modificatd cu oxid de zinc, Zn-MCM-41, si oxid de magneziu,
Mg-MCM-41 a fost testata pe o linie de keratinocite umane normale celule HaCaT, prin
metoda MTT pentru a evalua activitatea metabolica a celulelor dupa 24 h. Rezultatele au
evidentiat o citocompatibilitate ridicatd, similara pentru GS sau mai mare — efect regenarator
pentru CS, care se coreleaza cu activitatea antioxidantd. Viabilitatea celulard a fost
dependenti de tipul de functionalizarea a suportului de tip MCM-41. In timp ce modificarea
cu ZnO a suportului MCM-41 a redus usor procentul de celule viabile in comparatie cu
controlul (94 £+ 3%), functionalizarea cu MgO a diminuat semnificativ procentul de celule
viabile (69 £ 6%).

Extractul CS liber si incorporat in suportul Zn-MCM-41 au fost evaluate si in ceea ce
priveste efectele asupra morfologiei celulare prin colorare cu reactiv Giemsa. S-a observat o
morfologia normala, cuboidala pentru toate monostraturile celulare tratate cu extractul liber
sau incapsulat, similar controlului, keratinocitele netratate (Fig. 2).



Figura 2. Morfologia keratinocitelor normale: A — Control, B - Extract Cabernet Saugvinon,
C — Extract incorporat, CS@Zn-MCM-41. Scala: 50 um.

2.2. Obtinerea unei stabilititi imbunétatite a extractelor polifenolice din tescovina

de struguri prin incorporarea in matrici de tip silice mezoporoasa

Analizele de calorimetrie diferentiala cu scanare (CDS, Mettler Toledo DSC 3+) (Fig.
3) inregistrate pentru extractele uscate au dovedit c@ acestea au fost stabile pand la 150°C.
Evaporarea solventului rezidual a fost remarcata in timpul primului ciclu de incélzire pentru
ambele extracte in intervalul de temperatura 25 — 100 °C. Acest efect endoterm este mult mai
putin semnificativ in al doilea ciclu de incalzire, fiind absent in cel de-al treilea ciclu,
indicand o eliminare completd a solventului. De asemenea, se pot observa doud tipuri de
transformari reversibile la -7 °C si intre 15-50 °C, care nu afecteaza stabilitatea extractelor.
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Figura 3. Analiza CDS pentru extractele libere de CS(MW) (A) si CS(Conv) (B) uscate la
vid, fiind prezentate cele trei cicluri de incalzire-racire.

3. Efectul incorporirii unui extract hidroalcoolic din tescovind de struguri in matrici
de silice mezoporoasa functionalizata asupra biocompatibilitatii si a activitatii
antioxidante

Tn acest capitol este prezentat studiul privind incorporarea unui extract polifenolic
hidroalcoolic din tescovind de struguri, obtinutd in urma procesului de vinificatie a unui vin
rosé, in mezoporii silicelor de tip MCM-41 functionalizate cu grupdri organice. S-a investigat
modalitatea prin care proprietatile acide ale suprafetei silicei influenteaza recuperarea
compusilor polifenolici din suportul de tip silice in solutie tampon fosfat pH 5,7. De
asemenea, a fost demonstratd o buna citocompatibilitate (procedura MTS) si o activitate
antioxidanta in vitro pe fibroblaste de soarece, linia celulara NIH3T3 pentru materialele cu
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extract incorporat selectate care ar putea fi utilizate in formulari cosmetice sau nutraceutice
[22].

Materialele utilizate drept suporturi s-au obtinut prin functionalizarea post-sinteza
intre gruparile silanolice de pe suprafata silicei si agentii de functionalizare- organosilanii
(MCM-SH si MCM-CN), in timp ce MCM-SO3zH si MCM-COOH au fost obtinute in urma
unor reactii de oxidare si respectiv hidroliza, conform schemelor de reactiei prezentate in
figura 4.
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Figura 4. Obtinerea suporturilor de tip silice mezoporoasd modificatd cu grupari organice
pentru A-MCM-CN, B-MCM-COOH, C-MCM-SH si respectiv D-MCM-SOsH.

Morfologia suporturilor de tip MCM-41 a fost evaluatd cu ajutorul microscopiei
electronice de baleiaj (SEM, Tescan Vega 3 LMH). Suportul sintetizat MCM-41E este
constituit din particule cu forma elipsoidala cu diametre ce variaza in domeniul 170-310 nm
si raportul dimensiunilor de circa 2 (Fig. 5A). Toate materialele functionalizate tip MCM-41
au fost obtinute folosind drept materie prima o silice de tip MCM-41 comerciala, de aceea
acestea prezintda o morfologie similard, avand particule ce formeaza aglomerate cu forme
neregulate si dimensiuni intre 0,5-1,5 pm (Fig. 5B-E). Nu s-au observat o diferente
semnificative in spectrul FTIR (Bruker Tensor 27) al probelor MCM-SH si MCM-SOsH, dar
in analiza EDX s-a evidentiat o diferentd mica in continutul de sulf al probelor (Si/S=30
pentru proba MCM-SH si Si/S=37 pentru materialul MCM-SO3H) ceea ce a indicat ca reactia
de oxidare a avut loc si o parte din fragmentele mercaptopropil s-au rupt de suprafata silicei
n timpul procesului de oxidare.

Parametrii texturali ai suporturilor determinati din izotermele de adsorbtie-desorbtie a
azotului sunt prezentate in Tabelul 1. Tn urma functionalizirii, dimensiunea porilor a scizut in
comparatie cu materialul MCM-41 comercial utilizat la prepararea materialelor de tip silice
functionalizata, mai vizibila in cazul probelor de MCM-CN si MCM-COOH care prezintd un
continut mai ridicat de grupari functionale legate de suprafata silicei (intre 7,5-8,0 %gr) n
comparatie cu materialele MCM-SH si MCM-SOsH. Astfel, materialele functionalizate
prezinti o suprafata specifici mai mici cuprinsi intre 585-845 m?%/g si un volum total de pori
de 0,74-0,43 cm®/g fati de silicea puri (976 m?/g si 0,85 cm®/g).
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Figura 5. Imagini de microscopie electronicd de baleiaj (SEM) pentru MCM-41E (A),
MCM-CN (B), MCM-COOCH (C), MCM-SH (D) si MCM-SOsH (E).

Valorile ACR determinate prin procedura ABTS sunt in concordantd cu cele obtinute
prin metoda DPPH, valori putin mai mari au fost observate pentru extractul MM(Conv)
incorporat in toate suporturile mezoporoase dupa cateva luni de la preparare fiind pastrate la
intuneric, la 4 °C (Fig. 6 C, D).

Valorile ACR ale extractelor incorporate determinate prin metoda ABTS au fost mai
mari decat cele obtinute prin metoda DPPH care ar putea fi atribuite solventului diferit, a pH-
ului si a naturii speciilor radicalice, ceea ce influenteaza abilitatea de captare a radicalilor
liberi a compusilor polifenolici. Totusi, valorile ACR mai ridicate obtinute prin metoda
ABTS prezintd aceiasi tendintd ca si extractul MM(Conv). Extractul incorporat in toate
suporturile de tip MCM-41 prezinta o activitate antioxidantd mai buna, fiind aproape
constanta dupd cateva luni de pastrare la intuneric, la 4 °C, in comparatie cu extractul liber, a
carui activitate antioxidanta s-a diminuat in timp (Fig. 6). Aceste rezultate demonstreaza o
stabilitate Tmbunatdtitd a extractului prin incorporarea in mezoporii silicei, ludnd in
considerare ca suporturile nu prezintd un efect semnificativ asupra abilitatii de captare a
DPPHe sau ABTSe+. Suporturile mezoporoase prezintd o ACR mica (pand la 2,5% sau
0,63% mai mare ca controlul pentru DPPHe sau respectiv ABTSe+, cu exceptia MCM-41E).
Efectul suportului MCM-41E asupra activitatii de captare de radicali liberi (cu 7,6% mai
mare decat controlului) poate fi explicatd pe baza capacitatii de adsorbtie ridicate a speciilor
organice datoritd volumului mare de pori. Spre deosebire de celelalte materiale care contin
extract incorporat, o valoare mai mica a ACR a fost observata pentru proba MM@MCM-CN
in comparatie cu extractul liber dupd doud luni (Fig. 6 A), probabil datorita caracterului bazic
puternic al grupdrilor cianoetil ceea ce determina interactii puternice de tip acid-baza intre
compusii fenolici si gruparile functionale organice legate de silice. Desi suportul MCM-CN a
fost mai putin eficient in stabilirea unor interactii dorite cu fitocompusii, dupa circa 6 luni de
la preparare, abilitatea probei MM@MCM-CN de a neutraliza radicalii DPPHe a ramas
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aproape constantd, in timp ce cea a extractului liber a scazut semnificativ. Totodata, abilitatea
probei MM@MCM-CN de a reduce carbocationii radicali ABTSe+ dupa 9 luni a fost mai
ridicata decat cea a extractului liber.

Tabel 1. Parametri texturali ai suporturilor si a extractelor incorporate corespunzatoare.

Suport MM@suport

Tlp de SUpOft ] dorr SBET Vp Extract dorFr SBET Vp

Mo NSE (hm)  (m?g) (ecm¥g)  (%gr) (hm) (m¥g)  (cm¥g)
MCM-41E - 303 781 0,69 420 3,66 97 0,11
MCM-SH 25 3,54 843 0,74 36,0 342 231 0,16
MCM-SO;H 50 3,66 798 0,59 385 354 141 0,10
MCM-CN 11 318 845 0,55 39,0 - 75 0,06
MCM-COOH 14 318 585 0,43 39,0 - 10 0,04

GF-grupare functionald; dprr- diametrul mediu al porilor determinat prin metoda NLDFT, Sger- suprafatd
specificd determinatd prin metoda BET, Vp-volum total de pori, masurat la p/po = 0,99. MCM-41 comercial
(dorr = 3,66 Nm; Sger = 976 m?/g; V= 0,85 cm/g).

Pentru a corela procesului de eliberare a polifenolilor cu natura gruparilor organice
grefate de suportul de silice, datele experimentale au fost fitate cu modelului cu trei parametri
(Figura 7) [23], ce considera un echilibru intre moleculele organice adsorbite si desorbite si
procesul de difuzie, toate fiind descrise de o cinetica de ordinul intai, care faciliteaza
transportul fitocomponentilor in interiorul mezocanalelor suportului si ulterior in mediul de
eliberare (ec. 1). Entalpia molara Gibbs, AG (ec. 2), caracterizeaza echilibrul de adsorbtie
(kon)/ desorbtie (koff), fiind direct proportionald cu cantitatea de fitocomponenti eliberati in
prima parte a experimentului (efect burst), cand moleculele care interactioneaza slab cu
suprafata silicei sunt capabile sd difuzeze rapid in mediul de eliberare, iar constanta de viteza
pentru difuzie, kq, este proportionala cu viteza de eliberare a polifenolilor [24].

m(t) _ ﬂ?'(kd_ﬂz) (1— et ﬂl.(ﬂl_kd) (1— e (1)
m(O) (kon+koﬁ)‘(ﬂl_ﬂ“2) ( ° )+(kon+koﬂ)'(ﬂl_ﬂ“2) ( ° )
AG=—k,-T- |n[:°” J (2)

unde: m(t) si m(0)- cantitatea de compusi eliberatd la momentul t si respectiv la momentul
initial;
2
+ —4.k. - . . . . ..
A, = (Ko Ko +kor )‘\/(k" o+ ) 47Ky oy sunt valorile negative a sistemului liniar
' 2
utilizat pentru a obtine ecuatia (1), ks - constanta Boltzman si T - temperatura absoluta.
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Figura 6. Activitatea de captare de radicali liberi pe probe solide pentru extractele
incorporate in comparatie cu suporturile corespunzatoare si extractul liber dupa 1-2 luni sau
6 luni (#), determinata prin procedura DPPH (A si B) si respectiv dupa 6-9 luni prin metoda
ABTS (C si D). *p < 0,05 in comparatie cu controlul; ~p < 0,05 in comparatie cu extractul

(testul t-Student).

In ceea ce priveste valorile parametrului AG (Tabel 2), cea mai mica cantitate de
polifenoli eliberata in prima parte a experimentului este obtinutd pentru silicea pura, urmata
de suporturile functionalizate cu grupari organice bazice (MM@MCM-CN st MM@MCM-
SH). Cel mai semnificativ efect burst a fost observat pentru transportorii cu grupdri acide, in
special pentru proba MM@MCM-COOH, pentru care a fost obtinut cel mai ridicat randament

de recuperare a polifenolilor (Fig. 7A).

Totodatd, cresterea aciditatii gruparilor organice legate de suprafata peretilor porilor
silicei a favorizat eliberarea polifenolilor pe baza unor interactii mai slabe acid-baza dintre
suport si acizii fenolici, prezenti in cantitate mare in extractul MM(Conv), valorile pKa ale
grupdrilor functionale legate de silice fiind invers proportionale cu cantitatea de

fitocomponenti eliberati in solutie tampon fosfat pH 5,7 (Fig. 7 B).

14



80

A 100
gz ‘g 1B memcoon
_ o
s £ w0 = 5 & 80+ MCM-SH
£° o &  |mcm-soH MEm N
S o T N 60+
g o g E MC=I\./1=41E
3 5 v MM@MCM-41E E = :
o 8 + MM@MCM-CN n 5 404
= o= 20 R E 0
T R = MM@MCM-SH = =74,035-0,426"
g0 s> MM@MCM-SO3H 27T 5 e
8 + MM@MCM-COOH = -
0 %
T T T T T T T 0 T T T T T T T T
0 30 60 9 120 150 180 © ol

5 0 5 10 15 20 25 30 35
Timp (min.) PK,

Figura 7. A - Profilele de eliberare din suporturile de tip MCM-41 fitate cu modelul cu trei
parametri. B - Dependenta cantitatii maxime de compusi polifenolici eliberati de valorile
pKa ale gruparilor organice grefate de suportul de silice.

Testele de viabilitate celulara efectuate pe fibroblaste murine NIH3T3 au dovedit
lipsa toxicitdtii pentru extractele polifenolice incorporate. Nivelurile de specii reactive de
oxigen la nivel celular s-a corelat bine cu experimentele de eliberare a polifenolilor in solutie
de tampon fosfat: cea mai mica productie citosolica de ROS-uri a fost observata in cazul
probei MM@MCM-COOH, la care s-a obtinut cea mai ridicatd cantitate de polifenoli
eliberati in PBS pH 5,7. Mai mult decat atat, extractele incorporate in silice de tip MCM-41,
in special materialul MM@MCM-COOH au prezentat o stabilitate ridicatd in timp si o
activitate antioxidanta in vitro mai mare decat extractul polifenolic liber.

Tabel 2. Parametrii cinetici pentru eliberarea polifenolilor din suporturi de tip MCM-41

Ecuatia de corelare cu trei parametri Cantitatea maximé

MaterlaAle ce contin AG Ky koﬁ kon ) de extract
extract InCOI’pOI’a'[ 21 o1 3 -1 3 -1 o)
(10J) (min) (10min ) (10 min ) recuperat (%)
MM@MCM-41E —0,76 1,940 0,899 1,073 0,9936 57,8 +0,6
MM@MCM-SH 0,31 2,256 0,985 0,917 0,9934 69,4 +0,4
MM@MCM-SOzH 1,57 2,256 1,756 1,218 0,9975 73319
MM@MCM-CN —-0,07 2,256 0,721 0,732 0,9981 70,0+14
MM@MCM-COCH 2,63 1,938 1,129 0,610 0,9993 735+13

4. Evaluarea biologica a extractului Aronia liber si incorporat in matrici de silice
mezoporoasa

In aceasti parte a tezei este prezentatd incapsularea extractului de scorus negru in
silice de tip MCM-41 pura sau modificata cu nanoparticule de oxid de zinc. Scopul acestui
studiu a fost evaluarea activitatii a doua formulari ce contin extract polifenolic de Aronia
melanocarpa pe baza unor teste biologice preliminare precum activitatea acestora
antiradicalica si antioxidanta, potentialul antimicrobian pe diferite tulpini bacteriene, efectul
la nivel celular atat pe celule canceroase (de melanom uman A375), cat si normale de piele
(keratinocite umane HaCaT).

Acest studiu [25] a fost realizat in colaborare cu un grup de cercetare de la
Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Victor Babes” care a evaluat activitatea biologica a
extractului etanolic liber si incorporat in matricile de silice mezoporoasa.
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Citotoxicitatea extractului polifenolic de A. melanocarpa liber si incorporat in
suporturi de silice mezoporoasa (Ar@MCM-41E si Ar@Zn-MCM-41), dar si a suporturilor
corespunzatoare a fost evaluat pe linia celulard umand de melanom A375 si pe o linie
netumorald de keratinocite umane (HaCaT). Celulele crescute in prezenta probelor adaugate
au fost evaluate dupa perioade diferite de incubare (24, 48, si 72 h). Desi au fost testate
concentratii din domeniul 10-250 pg/mL, in figura 8 sunt prezentate comparativ efectele
citotoxice determinate de cea mai ridicatd concentratie testatd pe cele doud linii celulare.
Astfel, l1a 24 h (Fig. 8 A) se poate observa ca pe linia celulara netumorala de keratinocite atat
extractul liber, cat si extractele incorporate sau suporturile nu prezintd o toxicitate ridicata,
avand viabilitati celulare mai mari de 80%, cu exceptia MCM-41E care induce o oarecare
toxicitate. In ceea ce priveste linia tumorald A375, efectul extractului liber si al celui
incorporat in matricile mezoporoase propuse este relativ similar, observandu-se un efect
citotoxic pronuntat si valori ale viabilitatii celulare in domeniul 39,5 - 43,8% fata de control,
efect usor mai pronuntat pentru Ar@Zn-MCM-41 (39,5 £+ 5,5% fata de control), suporturile
determinand doar o usoara diminuare a viabilitatii celulare (87,8 - 88,0% fata de Control). S-a
putut observa destul de clar ca la 0 durata de incubare mai mare (48 h) se poate observa o
selectivitate usor imbunatatita a extractelor incorporate care sunt mai citotoxice pentru
celulele tumorale, dar mai putin toxice pe linia celulara HaCaT. Acest efect mai pronuntat
poate fi corelat cu o activitate antioxidantd mai buna In timp a extractelor incorporate fata de
cel liber a carui capacitate de captare de radicali liberi se diminueaza mult mai usor in timp.
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Figura 8. Viabilitati celulare pentru linia celulard de melanom uman (A375) si pe linia
netumorald de keratinocite (HaCaT) pentru concentratia de 250 pg/mL pentru durate de
incubare diferite a probelor: 24 h (A), 48 h (B) pentru extractul de Aronia liber si incorporat
in matricile mezoporoase si a suporturilor corespunzatoare.

Tncorporarea extractului de Aronia in matrici mezoporoase a condus la pastrarea
activitatii de captare de radicali liberi si antimicrobiana pe bacterii Gram-pozitive. Dintre
suporturile propuse, incorporarea in matricea Zn-MCM-41 a condus la imbunatatirea usoara a
activitatii antimicrobiene, probabil datoritd efectului sinergic al extractului si a
nanoparticulelor de ZnO dispuse uniform pe suprafata peretilor porilor silicei.
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5. Transportori pe baza de silice mezoporoasa pentru irinotecan in
vederea tintirii tesutului tumoral

In aceasta parte a lucrarii este prezentat studiul influentei pe care suporturile utilizate
o au asupra eliberdrii irinotecanului din nanoplatformele, investigarea modalitatii prin care
modificarea transportorilor poate asigura actiunea tintitd a tesutului tumoral, dar si modelarea
cineticii de eliberare a irinotecanului din suporturile propuse in corelatie cu activitatea
biologica.

5.1. Asigurarea actiunii tintite cu ajutorul restului folat

Acest studiu a fost realizat in colaborare cu un grup de cercetare de la Universitatea
de Medicina ,,Carol Davila” care a evaluat efectul citotoxic al irinotecanului Tncorporat in
matricile de silice mezoporoasd pura de tip SBA-15 sau cu grupdri care sa asigure actiunea
tintitd (SBA-NH-folat), dar si investigarea distributiei sistemelor pe baza de irinotecan cu
ajutorul microscopului hiperspectral Cytoviva si prelucrarea imaginilor aferente cu suita
Matlab.

Suportul SBA-NH-folat a fost sintetizat printr-un procedeu in doud etape (Fig. 9).
Prima data a fost sintetizat suportul SBA-NH: folosind silicea SBA-15 calcinata si
3-aminopropil trietoxisilan (APTES), n toluen (raport molar
APTES/SBA-15/toluen=1/5/235), in conditii inerte si uscat timp de 15 h, la 110°C. Solidul
rezultat a fost izolat prin centrifugare si ulterior spalat cu toluen pentru indepartarea
organosilanului ramas nereactionat, cu acetona pentru indepartarea toluenului, cu etanol si
apoi cu HCl 1M pentru a facilitatea deblocarea porilor prin ruperea legaturilor de hidrogen
formate intre gruparile -NH2 si grupdrile silanol, iar apoi proba a fost 1dsatd sd se usuce la
temperatura camerei.

Pentru obtinerea SBA-NH-folat s-a procedat astfel: acidul folic a fost dizolvat in
dimetilsulfoxid (DMSO) anhidru la circa 60 °C, apoi a fost racit si apoi, sub gaz inert, au fost
adaugate  N-hidroxisuccinimida (N-HOSu), N,N-diizopropilcarbodiimida (DIC) si
trietilamind, amestecul fiind omogenizat timp de trei minute si ulterior a fost adaugata
cantitatea corespunzatoare de suport SBA-NH>, anterior uscat sub vid la 60°C (12 h) (raport
molar acid folic/ HOSu / DIC / (C2Hs)sN / DMSO /SBA-NH: de 1/1,1/1,1/1,4/1400/1,66).
Amestecul a fost mentinut la temperatura camerei sub agitare magnetica constanta timp de 24
h, apoi a fost centrifugat si spalat cu DMSO cald in vederea eliminarii acidului folic nelegat
chimic de pe suprafata silicei, apoi cu etanol de mai multe ori si ulterior uscat la temperatura
camerei rezultand o pulbere galbenda denumitda SBA-NH-folat. Schema prin care s-a obtinut
transportorul SBA-NH-folat este prezentata in figura 9.

Continutul de grupari organice a suporturilor de tip SBA-15 a fost determinat prin
analiza termogravimetrica (Fig. 10) luand in considerare pierderea de masa pana la 800 °C,
dupa eliminarea contributiei apei adsorbite fizic, corespunzatoare primului efect endotermic.
Pe baza analizelor termogravimetrice ale medicamentului incapsulat (Fig. 10), continutul de
medicament a fost determinat dupd scaderea umiditatii materialului si a contributiei date de
gruparilor functionale grefate de suprafata silicei. Continutul de medicament al materialelor
hibride a variat in domeniul de 11,2-11,6 %gr. De asemenea, se poate observa ca irinotecanul
nu a fost eliberat complet din mezopori conform analizei TG efectuata pe solidul izolat dupa
experimentele de eliberare in vitro (Fig. 10 A-c si Fig. 10 B-b).
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Figura 10. Analiza termogravimetrica a probelor de SBA-15 si a Iri@SBA-15 (A) si pentru
SBA-NH-folat si Iri@SBA-NH-folat (B).

Petru ambele suporturi s-a observat o cantitate redusd de medicament ce a fost
eliberata, 40,5 = 0,3 % dupa 54 h — in solutie PBS pH 5,7, mai mare din suportul
SBA-NH-folat (Fig. 11A). Totusi, in cazul probei Iri@SBA-15 in PBS pH 7,6, aceiasi
cantitate de medicament eliberatd se atinge dupa 32 h. Eliberarea din ambele materiale
compozite este lentd, iar valoarea parametrului AG demonstreaza un efect ,,burst” mic ceea
ce inseamnd o cantitate redusd de medicament eliberatd in prima etapd a procesului de
eliberare. Cinetica de ordin zero descrie mult mai bine datele experimentale pentru eliberarea
citostaticului din silicea SBA-15 la pH 7,6 (R?=0,9994), iar valoarea micd a constantei Ko
evidentiaza o cinetica de eliberare lenta (Fig. 11B).

A fost observata o internalizare precarda a suportului si irinotecanului Tncorporat n
SBA-15 spre deosebire de suportul SBA-NH-folat care faciliteazd patrunderea
nanoparticulelor atit in citoplasma, cat si in nucleu, ceea ce explica toxicitatea micd fata de
celulele tumorale a suportului si toxicitatea ridicatd in cazul irinotecanului Tncorporat n
suportul cu rest folat.
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Figura 11. Profilele de eliberare in vitro irinotecanului din suporturile SBA-15 si SBA-NH-
folat in solutie de tampon fosfat pH 5,7 si respectiv pH 7,6 (Cu linie continud este
reprezentata fitarea cu modelul cu trei parametri-A) si respectiv pentru o cinetica de ordin
zero-B.

5.2. Asigurarea actiunii tintite cu ajutorul ulvanului

Pentru obtinerea unui extract bogat in polizaharide, materialul vegetal maruntit de
Ulva lactuca s-a supus unui pretratament in acetona pentru indepartarea clorofilei, apoi in
metanol pentru Indepartarea compusilor polifenolici si a restului de clorofild. Dupa fiecare
etapa de extractie (de 30 minute), algele a fost separate prin filtrare, urmata de centrifugare
(6000 rpm/10 min).

Reziduul vegetal a fost apoi tratat cu 50 mL apa ultrapura la reflux, la 100°C, timp de
3h/650 rpm pentru recuperarea ulvanului, iar schema de izolare a ulvanului din alge verzi este
prezentata 1n figura 12.
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Figura 12. Schema de obtinere a ulvanului din algele verzi din specia Ulva lactuca.
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Din datele experimentale obtinute se poate observa cd in ambele cazuri are loc
eliberarea completa a irinotecanului din suporturile propuse in maximum 8h (Fig. 13). Totusi
o eliberare mai lentd (AG < 0) este obtinutd in cazul utilizarii suportului Ulvan@SBA-NHz,
probabil datoritd unei cantitdti mai mare de polimer prezent pe suprafata silicei (6%).
Totodata, valoarea constantei de difuzie (Kg) este mai mare pentru suportul ulvan@SBA-NH>
datorita unor pori mai mari, difuzia prin suportul Ulvan@MCMB-NH; cu structuri
intortocheate de tip ghem fiind mai lentd. De asemenea, se poate observa o tendintd de

readsorbtic a medicamentului in pori mai mare pentru Iri@Ulvan@SBA-NH2 (Kon>Koff)
(Tabel 3).
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Figura 13. Profile de eliberare in vitro a irinotecanului din matricile de silice cu ulvan (cu
linie continud este reprezentata fitarea cu modelul cu trei parametri).

Tabel 3. Parametrii cinetici pentru eliberarea irinotecanului din suporturi mezoporoase tip
ulvan depus pe silice

Modelul cu trei parametri Caqtit?tj

. ~ maxima ae
Medicament incorporat AS g 1 Kot 1 Kon 1 - medicament
(10%J3) (min™) (min™) (min™) eliberat (%)

Iri@Ulvan@SBA-NH, -3,36 0,031 0,015 0,033 0,9978 96,1+£39

Iri@Ulvan@MCMB-NH, 1,70 0,020 1,483 0,996 0,9975 97,4+26

5.3. Asigurarea actiunii tintite prin directionare magnetica

Suportul sintetizat (FeMCMB) prezinta un aranjament ordonat, hexagonal al porilor,
asa cum poate fi observat din difractograma de raze X la unghiuri mici (Fig. 14 - inserare),
fiind identificate cele trei reflexii Bragg specifice unei silice mezoporoase de tip MCM-41.
Difractogramele de raze X la unghiuri mari pun In evidentd Incapsularea irinotecanului in
mezoporii suportului in stare amorfd, nefiind vizibile picuri de difractie corespunzitoare
medicamentului, ci doar cele asociate fazei cristaline a Fe2Oz.
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Figura 14. Difractia de raze X la unghiuri mari pentru suport si materialul pe baza de
irinotecan si Inseratd — difractia de raze X la unghiuri mici pentru FeMCMB.

Din parametrii cinetici pentru eliberarea irinotecanului din suportul propus dedusi pe
baza modelului cu trei parametrii (Tabel 4), se poate observa ca eliberarea este una lenta
(AG<0), cea mai lenta dintre toate sistemele propuse. Constanta de viteza pentru difuzie este
cu trei ordine de marime mai mica ca cele de adsorbtie/desorbtie ceea ce arata cd procesul de
difuzie este neglijabil fata de cele de adsorbtie/desorbtie. De asemenea, procesul de adsorbtie
este favorizat, kon>Koff ce se poate corela cu o cantitate extrem de redusd de medicament
eliberata (9,5%).

Pentru a descrie mai bine datele experimentale a fost utilizatd si o cineticd de ordin
zero, care evidentiaza o eliberare extrem de lentd, cu o constantd de viteza aparentd pentru
procesul de dizolvare ko de 5,047-10°min?, mai micd decit cea pentru eliberarea
irinotecanului din suportul SBA-15 la aceiasi valoare a pH-ului mediului de eliberare
(3,150-10*min™).

Eliberarea irinotecanului din matricea de FeMCMB a fost cea mai lentd dintre toate
sistemele analizate, cantitatea de medicament eliberatd fiind extrem de redusa (9,5% din
cantitatea incorporatd in 32 h).

Tabel 4. Parametrii cinetici pentru eliberarea irinotecanului din FeMCMB pe baza modelului cu trei
parametrii si cantitatea maximd de medicament recuperat.

Modelul cu trei parametri Cantitate
Medicament 3 maxima de
fncorporat 1%2% 10 ‘fi k."ff_l k.°“_l R? medicament
(1079 (min™) ~ (min7)  (min~) eliberat (%)

Iri@FeMCMB -5,42 0,240 1,414 5,022 0,9906 95+£0,2

Concluzii generale si perspective

Tn cadrul tezei de doctorat ,,Dezvoltarea unor sisteme cu eliberare controlati pentru
valorificarea unor compusi naturali” au fost sintetizate suporturi de tip silice pura,
functionalizatd cu heteroatomi sau cu grupari organice care au fost utilizate fie pentru
dezvoltarea unor sisteme pentru incorporarea unor extracte polifenolice in vederea cresterii
stabilitatii si pdstrarea proprietatilor benefice ale fitocompusilor sau sisteme cu eliberare
controlatd de irinotecan, caz in care au fost vizate trei strategii care sa faciliteze actiunea
tintita a citostaticului.
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In cadrul studiilor doctorale au fost preparate extracte polifenolice prin metoda
conventionald sau tehnica asistatd de microunde. Prin metoda conventionala au fost obtinute
extracte in etanol absolut din soiurile Cabernet Sauvignon si Feteasca Neagra (soiuri de vin
rosu) si Mamaia (soi de vin rosé), si hidro-alcoolice (EtOH/H20=4/1 v/v) din soiul Mamaia,
si respectiv prin extractie cu microunde din soiurile Cabernet Sauvignon si Mamaia, folosind
tescovind de struguri din anul 2017 (zona Marii Negre-Murfatlar). Pentru a face o
comparatie, au fost preparate si extracte etanolice din pulbere de coji de struguri prin
extractie conventionald si asistatd de microunde. Cantitatea de extract obtinutd a variat in
functie de soiul de tescovina utilizat intre 9,2-19,3% pentru extractele etanolice (cea mai
mare cantitate fiind obtinuta pentru extractul obtinut in microunde din Cabernet Sauvignon
dintr-o tescovind bogata in teci si samburi) si cuprins intre 14,4-15,9% pentru extractele
hidro-alcoolice din soiul Mamaia (valoarea mai mare fiind obtinutd pentru extractul
conventional).

Pentru extractul etanolic de aronia preparat prin metoda conventionald, cantitatea de
extract obtinutd a fost mult mai mare ca In cazul utilizarii tescovinei pentru extractele
polifenolice din struguri, cu o valoare de 53,8%, care se justifica avand in vedere ca a fost
preparat folosind fructe uscate de aronia si nu un reziduu.

Metodele spectrofotometrice aplicate au vizat determinarea continutului total de
polifenoli, de flavonoide si pigmenti antocianinici $i respectiv determinarea activitatii
antioxidante prin doua metode: ABTS si DPPH. Continutul total de polifenoli al extractelor a
fost unul ridicat, cea mai mare valoare fiind obtinutd pentru extractul etanolic de Feteasca
Neagra (279,64+4,52 mg EAG/g extract), cel mai mare continut de flavonoide fiind observat
in cazul extractului etanolic din coji de struguri (18,96+£0,02 mg EQ/ g extract), iar cel mai
ridicat continut de antociani a fost obtinut in cazul extractului etanolic si hidro-etanolic din
soiul Mamaia (13,27+0,47 mg CGE/g extract). In ceea ce priveste activitatea antioxidanti, a
putut fi observata influenta materiei prime, a soiului de tescovina, a solventului utilizat si a
metodei de extractie. Asadar a fost observat, in primul rand, ca valorile obtinute prin cele
doud metode testate sunt in concordanta si pastreaza aceiasi ordine a capacitatii de captare de
radicali liberi a extractelor si, pe de alta parte, a pus in evidentd obtinerea unor extracte cu
potential antioxidant ridicat. Dintre extractele etanolice, cel mai puternic efect antioxidant I-a
prezentat extractul CS(Conv) cu o activitate antioxidanta de 344+4 mg ET/g determinata prin
metoda DPPH si respectiv 230+7 mg ET/g prin metoda ABTS. Extractul hidro-etanolic din
Mamaia a prezentat, de asemenea, o activitate antioxidanta ridicata cu valori cuprinse intre
289,96-313,35 mg ET/g, determinatd prin cele doud metode anterior mentionate, in special
pentru un extract preparat din tescovind de vin rosé.

Extractul etanolic de aronia, a prezentat un continut total de polifenoli si flavonoide in
concordantd cu datele raportate in literatura si un continut de antociani mai redus datorita
obtinerii acestuia la temperatura ridicatd (la reflux), care probabil a defavorizat extractia
antocianilor.

In ceea ce priveste profilul chimic al extractelor polifenolice, acesta depinde in mare
parte de soiul tescovinei folosite si de compozitia acesteia. Cu toate astea, in toate extractele
analizate au fost identificati un numar maxim de treisprezece polifenoli (din cele douazeci si
trei de standarde disponibile), dintre care in extractele etanolice au fost cuantificati acidul
galic, protocatehic, vanilic si siringic, iar miricetina a fost identificatd doar in extractele de
tescovind de struguri. Pentru tescovina de struguri din soiul Cabernet Sauvignon bogatd in
teci si samburi au fost identificati suplimentar, in toate extractele, (-)epicatechina si clorura
de pelargonidind. In cazul extractelor hidro-etanolice de Mamaia, pe lingd compusii
identificati in extractele etanolice au fost identificate si cateva flavonoide, precum hidrat de
catechind, (-)epicatechina, hidrat de rutin si quercitind, nemaifiind identificata miricetina.
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Pentru incorporarea extractelor polifenolice au fost alese suporturi de silice pura,
modificatd cu heteroatomi sau cu grupari functionale organice. Aceste suporturi au fost alese
polifenolici si suporturile propuse, care sa asigure o stabilitate mai ridicatd a fitocompusilor
prin incorporare in matrici mezoporoase si implicit pastrarea proprietatilor benefice pe o
durata de timp mai lunga.

Suporturile de silice pura si functionalizata cu heteroatomi au avut un volum total de
pori relativ mare (0,47-0,88 cm?®g), suprafete specifice ridicate (510-796 m?/g), si un
diametru mediu al porilor similar de circa 2,66 nm (determinat prin metoda BJH), care au
permis Tncorporarea unor cantitati ridicate de extract polifenolic preparat fie din tescovina fie
din fructe de aronia, cuprinse intre 30,5-49,7 % extract in materialele compozite rezultate, ce
a depins de volumul total de pori al suportului utilizat.

Pentru extractele hidro-alcoolice preparate din tescovina din soiul Mamaia au fost
utilizate suporturi functionalizate cu grupari organice preparate prin co-condensare folosind o
silice purd si organosilanul corespunzator, iar materialele obtinute au avut un volum total de
pori de 0,43-0,74 cm®g si dimensiunea porilor ajustati prin intermediul functionalizirii
(3,18-3,66 nm — valori determinate pe baza modelului NLDFT), ceea ce a permis
incorporarea unor cantitati ridicate de fitocompusi (36-42% extract in materialul compozit).

Activitatea antioxidanta a extractelor incorporate a fost determinatd prin metode
dezvoltate in cadrul acestei teze care vizeaza determinarea pe probe solide a activitatii de
captare de radicali liberi, evaluata fatad de aceiasi concentratie de extract si de suport ca n
materialul incorporat si avand ca referintd degradarea solutiei de radicali liberi. Dintre cele
doud metode dezvoltate, metoda DPPH este mult mai reproductibild si usor de aplicat
deoarece extractele incorporate si suporturile testate sunt mai stabile in solutie etanolica, insa
necesitd o duratid de analizd mai mare, de 24 h, spre deosebire de metoda ABTS care este
preferabila pentru antioxidanti care nu sunt solubili in etanol sau care ar putea fi degradati n
etanol si pentru care a fost propusa o durata de reactie mai mica pentru a evita hidroliza
matricei de silice. Mai mult decét atat, reproductibilitatea mai buna a metodei DPPH este
datorata si naturii reactivului (DPPHe) care se comercializeaza sub formd de radical liber,
spre deosebire de carbocationul radical ABTSe+ care trebuie generat cu ajutorul K»S,O7 din
ABTS, dar care este mai reactiv.

In toate studiile efectuate au fost alese extractele cu proprietitile antioxidante cele mai
ridicate si continutul cel mai ridicat de fitocompusi si au fost incorporate in suporturile
propuse pentru pastrarea proprietdtilor benefice pe o durata mai ridicatd (de pand la 9 luni) si
pentru a facilita utilizarea acestora (sub forma de pulbere find) in prepararea de produse
nutraceutice sau cosmetice. Astfel, extractul de CS incorporat in suporturile de Zn-MCM-41
sau Mg-MCM-41 si extractul din coji de struguri incorporat in MCM-41 au pastrat mult mai
bine activitatea antioxidantd a extractului pe o durata cuprinsa intre 1-5 luni (o scadere a
ACR de 0,82-3,2% pentru extractele incorporate fata de 17,2-32,0% pentru extractele libere).
Extractele de CS preparate prin metoda conventionala si la microunde dintr-o tescovina
bogatd in teci si samburi au fost incorporate in trei tipuri de silice modificatd cu heteroatomi
si au prezentat o stabilitate ridicata a extractului prin incorporare de pana la 150°C,
demonstrati prin analiza de calorimetrie diferentiali cu scanare. In cazul acestor extracte,
dupa 6 luni de pastrare, extractele incorporate au prezentat o activitate de captare a radicalilor
liberi mai ridicata cu 9,2-24,5% si 27,1- 37,5% fata de extractul conventional si la microunde
libere, care au fost mai predispuse la degradare. Cea mai buna stabilitate pe termen lung a
fost observata in cazul incorporarii extractelor in suportul Zn-MCM-41, iar cea mai redusa,
dar totusi semnificativ mai ridicata ca pentru extractul liber, a fost obtinuta pentru suportul cu
faza cristalina de CeO: (Ce-MCM-41).
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Pentru extractele hidro-alcoolice de MM adsorbite in silicea pura sau functionalizata
cu grupdri organice s-a demonstrat cd acestea prezintd o stabilitate mai mare pe o duratd de
pana la 9 luni, testatd comparativ prin cele douda metode (DPPH, ABTS) decat extractele
libere corespunzitoare. Prin ambele metode s-au obtinut rezultate comparabile, ceea ce
dovedeste eficienta celor doua proceduri dezvoltate in cadrul acestei teze. Folosind testul
statistic t-Student a fost doveditd pastrarea proprietatilor antioxidante in timp ca fiind
semnificativ mai bune fatd de extractul liber pentru toate incorporarile silice-extract. Profilele
de eliberare a extractului MM din suporturilor de silice functionalizatd au fost corelate cu
ajutorul unui model semi-empiric, modelul cu trei parametrii. S-a obtinut o buna corelare
intre aciditatea suprafetei (pKa) si cantitatea maximd de extract eliberat, functionalizarea
suprafetei porilor suportului cu grupdri organice a condus la modularea -eliberarii
fitocompusilor din suporturile propuse, iar cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru
MM@MCM-COOH, care a prezentat o buna pastrare a activitatii de captare de radicali liberi
de pana la 6 luni.

Tn cazul extractului etanolic de aronia, s-a observat ca dupa 1 luni de la incorporare,
extractul Incorporat in silice purd, MCM-41E, nu prezintd o ACR semnificativ diferitd de cea
a extractului liber, spre deosebire de extractul incorporat in Zn-MCM-41, insa dupa sase sau
noua luni, extractele incorporate in Zn-MCM-41 si respectiv in MCM-41E pastreaza mai bine
proprietdtile benefice ale fitocompusilor, ambele avand o valoare a ACR semnificativ mai
mare decat a extractului liber (testul t-Student), ceea ce evidentiazd rolul benefic al
Tncapsularii.

Testele biologice realizate pe extractele libere si incorporate in matrici mezoporoase
de tip silice au fost efectuate in vederea evaluarii eficientei formularilor propuse in vederea
utilizarii acestora drept substante antioxidante in forma incapsulatd cu posibile aplicatii n
nutraceutice sau produse cosmetice.

In cazul extractelor etanolice de tescovind, testele de citocompatibilitate efectuate pe
linia de keratinocite (HaCaT) au demonstrat o citocompatibilitate bund pentru extractele CS
si GS, 1n special pentru extractul CS care a stimulat proliferarea celulara. Cele mai bune
rezultate au fost obtinute pentru CS@Zn-MCM-41, care a prezentat cea mai bund
citocompatibilitate si a pastrat ACR in timp.

Tncorporarea extractului polifenolic de Aronia melanocarpa in matrici mezoporoase a
condus la pastrarea ACR si a activitatii antimicrobiene testatd pe bacterii Gram-pozitive.
Dintre suporturile propuse, la fel ca si in cazul tescovinei CS, incorporarea in Zn-MCM-41 a
fost cea mai benefica si mai mult decat atdt a condus la imbunatatirea usoara a activitatii
antimicrobiene, ca urmare a efectului sinergic al extractului polifenolic si a nanoparticulelor
de ZnO de pe suprafata peretilor porilor silicei. Totodatd s-a obtinut un efect pronuntat
antiproliferativ si antimigrator pe celule de melanom uman A375, fara a avea o toxicitate mai
ridicata pe linia celulara de keratinocite umane (HaCaT).

Extractul conventional hidro-alcoolic din MM a fost evaluat pe baza testelor de
viabilitate celulara efectuate pe fibroblaste murine NIH3T3, evidentiind lipsa toxicitatii
pentru extractele polifenolice Tncorporate. Nivelurile de ROS-uri la nivel celular s-au corelat
bine cu experimentele de eliberare a polifenolilor in solutie de tampon fosfat. Pentru proba
MM@MCM-COOH s-a obtinut cea mai mica productie citosolica de ROS-uri corelata cu cea
mai mare cantitate de polifenoli eliberati in PBS pH 5,7, prezentand o stabilitate ridicatd in
timp si o activitate antioxidanta in vitro mai mare decét extractul polifenolic liber.

In ultima parte a tezei au fost abordate strategii care si vizeze actiunea tintiti a
tesutului tumoral de catre irinotecan, cu obtinerea unor comportamente variate a procesului
de eliberare a citostaticului din matricile mezoporoase propuse. Astfel, experimentele de
eliberare in vitro in PBS cu doua valori ale pH-ului (5,7 si 7,6) au evidentiat o desorbtie
redusd a irinotecanului din transportorii de tip SBA-15 ca atare si modificati cu rest folat, mai
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mare in cazul suportului SBA-NH-folat (circa 40% din cantitatea de medicament adsorbitd)
pentru care s-a realizat o internalizare mai bund a citostaticului, determinatd cu ajutorul
experimentelor realizate la microscopului hiperspectral Cytoviva si prin prelucrarea ulterioara
a imaginilor cu suita Matlab.

Ulterior au fost propuse suporturi de tip silice functionalizata acoperita cu ulvan ca
alternativa la actiunea tintita asiguratd de restul folat, platforme care au asigurat eliberarea
completa a citostaticului in 8 h, procesul fiind mult mai rapid fatd de eliberarea din suportul
cu rest folat (valori AG mai mari). Totusi, un continut mai ridicat de ulvan din suport a
determinat o eliberare mai lenta si o valoare mai mare a constantei de difuzie care s-ar putea
corela cu parametrii texturali ai suportului Ulvan@SBA-NH.. Eliberarea irinotecanului din
suportul FeMCMB a fost una foarte lenta, conform unei cinetici de ordin zero.

Sistemele obtinute ar putea fi utilizate in diferite contexte. Asadar, sistemul
Iri@SBA-NH-folat ar fi recomandabil pentru o actiune antitumorala tintita, cu efecte adverse
diminuate pe baza unei internalizari foarte buna la nivel celular. Daca se doreste eliberarea
completd a citostaticului pe o durata mai redusa, sistemul Iri@Ulvan@SBA-NH: ar putea fi
recomandat cu rezerva ca acesta determind un efect citotoxic si pe celulele sanatoase.

Principalele contributii originale

e Incapsularea pentru prima dati a unor extracte polifenolice in matrici mezoporoase de tip
silice. MCM-41 pura sau functionalizatd cu heteroatomi sau grupari organice si
demonstrarea conservarii capacitdtii de captare de radicali liberi timp mai indelungat a
extractelor incapsulate fatd de extractul liber. S-a demonstrat ca prin modularea
interactiunilor dintre suprafata silicei si fitocomponentii din extract se poate imbunatati
biodisponibilitatea acestora si astfel si activitatea biologica a acestora.

e Dezvoltarea a doua metode pentru determinarea capacitatii de captare a radicalilor liberi
(DPPH si ABTS) pentru probe solide ce compara cea a extractului incorporat cu cea a
extractului liber si a suportului. Procedurile dezvoltate sunt reproductibile si usor de
aplicat pentru orice fel de probe solide care contin o substanta cu capacitate de captare de
radicali liberi.

e S-au propus pentru prima datd transportori pentru irinotecan de tip silice acoperitd cu
ulvan, o polizaharida naturala obtinuta prin extractie din alge verzi, de tip Ulva lactuca
sau silice functionalizata cu grupari folat pentru a se asigura tintirea tesutului tumoral.

Perspective

I.  Utilizarea celor mai bune extracte incorporate preparate din tescovina de
struguri si din aronia pentru dezvoltarea unor produse cosmetice cu aplicare topica,

Il.  Modificarea parametrilor de extractie in vederea obtinerii de extracte mai
bogate in antociani din aronia (utilizare de solvent acidulat, temperatura de extractie mai
redusd, utilizarea unui amestec de solventi);

I1l.  Testarea sistemelor irinotecan depus pe SBA-15 si SBA-NH-folat in vederea
determindrii citotoxicitatii pe linie celulard de celule umane sandtoase, pentru a testa
toxicitatea preponderenta fata de celulele tumorale;

IV.  Dezvoltarea unor sisteme cu eliberare controlata a irinotecanului alaturi de un
polifenol pentru obtinerea unui caracter sinergic si diminuarea toxicitatii citostaticului.

25



Lista de publicatii

Articole

- V. Buda, A. M. Brezoiu, D. Berger, I. Pavel, D. Muntean, D. Minda, C. Dehelean,
C. Soica, Z. Diaconeasa R. Folescu, C. Danciu, Biological evaluation of black chokeberry
extract free and embedded in two mesoporous silica-type matrices, Pharmaceutics 2020,
12(9), 838; FI=6,321,

- A. M. Brezoiu, L. Bajenaru, D. Berger, R.-A. Mitran, M. Deaconu, D. Lincu, A.
Stoica Guzun, C. Matei, M. Moisescu, T. Negreanu-Pirjol, Effect of nanoconfinement of
polyphenolic extract from grape pomace into functionalized mesoporous silica on its
biocompatibility and radical scavenging activity, Antioxidants 2020, 9(8), 696; FI=6,312;

- A. M. Brezoiu, D. Lincu, M. Deaconu, R.-A. Mitran, D. Berger, C. Matei,
Enhanced stability of polyphenolic extracts from grape pomace achieved by embedding into
mesoporous silica-type matrices, U.P.B. Sci. Bull., Series B 2020, 82(3), 2020;

- A. M. Brezoiu, C. Matei, M. Deaconu, A. M. Stanciuc, A. Trifan, A.
Gaspar-Pintiliescu, D. Berger, Polyphenols extract from grape pomace. Characterization and
valorisation through encapsulation into mesoporous silica-type matrices, Food Chem.
Toxicol. 2019, 133, 110787; F1=6,023.

Lucridri prezentate la conferinte

- A. M. Brezoiu, V. Buda, M. Deaconu, D. Lincu, A. Mocanu, C. Danciu, C. Matei,
D. Berger, Chemical profile and biological activities of polyphenols extracts from black
chokeberry free and embedded on silica-type supports, 1%t Advances in Food Chemistry
Conference, Online, Roméania, 15-17 Aprilie, 2021.

- A. M. Brezoiu, V. Buda, D. Lincu, C. Danciu, C. Matei, D. Berger, Investigation of
Embedding Black Chokeberry Extract in Mesoporous Silica Supports on Its Beneficial
Effects- Priorities of Chemistry for a Sustainable Development (PRIOCHEM), Bucuresti,
Romania, 28-30 Octombrie 2020;

-A. M. Brezoiu, L. Bajenaru, M. Deaconu, D. Lincu, R.-A. Mitran, C. Matei, Daniela
Berger, Antioxidant activity of polyphenolic extract from rosé wine grape marc loaded on
functionalized mesoporous silica, International Chemical Engineering and Materials
Symposium (SICHEM 2020), Bucuresti, Roménia, 17— 18 Septembrie 2020;

- A. M. Brezoiu, M. Deaconu, D. Lincu, L. Bajenaru, C. Matei, D. Berger,
Embedding Polyphenols Extract from Grape Marc into Inorganic Supports with Enhanced
Stability, Priorities of Chemistry for a Sustainable Development (PRIOCHEM), Bucuresti,
Romania, 30 Octombrie-1 Noiembrie 2019;

- A. M. Brezoiu, C. Matei, M. Deaconu, R.-A. Mitran, A. Trifan, A. M. Stanciuc, D.
Berger, Enhanced radical scavenger properties of polyphenolic extracts from grape marc
through encapsulation into mesoporous silica-type matrices, Romanian International
Conference on Chemistry and Chemical Engineering (RICCCE), Constanta, Romania, 4-7
Septembrie 2019;

- A. M. Brezoiu, C. Matei, M. Deaconu, A. Trifan, A. M. Stanciuc, D. Berger,
Valorization of grape pomace through encapsulation of polyphenols extract into mesoporous
silica type matrices, International Conference on Natural Products Utilization (ICNPU),
Albena, Bulgaria, 29 Mai-01 lunie 20109.

26



Bibliografie

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Slowing, L1, et al., Mesoporous silica nanoparticles as controlled release drug delivery and gene transfection
carriers. Advanced Drug Delivery Reviews, 2008. 60(11): p. 1278-1288.

Hudson, S.P., et al., The biocompatibility of mesoporous silicates. Biomaterials, 2008. 29(30): p. 4045-4055.

Wu, X., M. Wu, and J.X. Zhao, Recent development of silica nanoparticles as delivery vectors for cancer imaging
and therapy. Nanomedicine : nanotechnology, biology, and medicine, 2014. 10(2): p. 297-312.

Vallet-Regi, M., F. Balas, and D. Arcos, Mesoporous Materials for Drug Delivery. Angewandte Chemie
International Edition, 2007. 46(40): p. 7548-7558.

McCusker, L.B., F. Liebau, and G. Engelhardt, Nomenclature of structural and compositional characteristics of
ordered microporous and mesoporous materials with inorganic hosts: (IUPAC recommendations 2001).
Microporous and Mesoporous Materials, 2003. 58(1): p. 3-13.

Dwyer, K., F. Hosseinian, and M. Rod, The Market Potential of Grape Waste Alternatives. Journal of Food
Research, 2014. 3: p. 91-106.

Schieber, A., F.C. Stintzing, and R. Carle, By-products of plant food processing as a source of functional
compounds — recent developments. Trends in Food Science & Technology, 2001. 12(11): p. 401-413.

Beres, C., et al., Towards integral utilization of grape pomace from winemaking process: A review. Waste
Management, 2017. 68: p. 581-594.

Gonzalez-Centeno, M.R., et al., Physico-chemical properties of cell wall materials obtained from ten grape
varieties and their byproducts: grape pomaces and stems. LWT - Food Science and Technology, 2010. 43(10): p.
1580-1586.

Fontana, A.R., A. Antoniolli, and R. Bottini, Grape Pomace as a Sustainable Source of Bioactive Compounds:
Extraction, Characterization, and Biotechnological Applications of Phenolics. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2013. 61(38): p. 8987-9003.

Rockenbach, I.1., et al., Phenolic compounds and antioxidant activity of seed and skin extracts of red grape (Vitis
vinifera and Vitis labrusca) pomace from Brazilian winemaking. Food Research International, 2011. 44(4): p. 897-
901.

Jurikova, T., et al., Fruits of Black Chokeberry Aronia melanocarpa in the Prevention of Chronic Diseases.
Molecules, 2017. 22(6).

Tian, Y., et al., Phenolic compounds extracted by acidic aqueous ethanol from berries and leaves of different berry
plants. Food Chemistry, 2017. 220: p. 266-281.

Fang, Z. and B. Bhandari, Encapsulation of polyphenols — a review. Trends in Food Science & Technology, 2010.
21(10): p. 510-523.

Munin, A. and F. Edwards-Lévy, Encapsulation of Natural Polyphenolic Compounds; a Review. Pharmaceutics,
2011. 3(4).

Roy, B., et al., Synthesis and Evaluation of a Molecularly Imprinted Polymer for Selective Solid-Phase Extraction
of Irinotecan from Human Serum Samples. Journal of Functional Biomaterials, 2012. 3(1).

Bailly, C., Irinotecan: 25 years of cancer treatment. Pharmacological Research, 2019. 148: p. 104398.

What Causes Neutropenia?, News Medical Net. [accesat la data de 01.06.2021]; https://www.news-
medical.net/health/What-Causes-Neutropenia.aspX .

Ginghina, O., et al., Current Landscape in Organic Nanosized Materials Advances for Improved Management of
Colorectal Cancer Patients. Materials, 2021. 14(9).

Brezoiu, A.-M., et al., Polyphenols extract from grape pomace. Characterization and valorisation through
encapsulation into mesoporous silica-type matrices. Food and Chemical Toxicology, 2019. 133: p. 110787.
Brezoiu, A.M., Enhanced stability of polyphenolic extracts from grape pomace achieved by embedding into
mesoporous silica-type matrices. UPB Scientific Bulletin, Series B: Chemistry and Materials Science, 2020. 82: p.
2020.

Brezoiu, A.-M., et al.,, Effect of Nanoconfinement of Polyphenolic Extract from Grape Pomace into
Functionalized Mesoporous Silica on Its Biocompatibility and Radical Scavenging Activity. Antioxidants, 2020,
9(8).

Zeng, L., L. An, and X. Wu, Modeling Drug-Carrier Interaction in the Drug Release from Nanocarriers. Journal
of Drug Delivery, 2011. 2011: p. 370308.

Mitran, R.A., C. Matei, and D. Berger, Correlation of Mesoporous Silica Structural and Morphological Features
with Theoretical Three-Parameter Model for Drug Release Kinetics. The Journal of Physical Chemistry C, 2016.
120.

Buda, V., et al., Biological Evaluation of Black Chokeberry Extract Free and Embedded in Two Mesoporous
Silica-Type Matrices. Pharmaceutics, 2020. 12(9).

27



