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INTRODUCERE

Sinteza si caracterizarea unor sisteme lipidice nanostructurate de tipul transportorilor
lipidici nanostructurati (NLC) au ca rezultat obtinerea de sisteme eficiente si sigure din punct de
vedere farmacologic.

Transportorii lipidici nanostructurati sunt sisteme care au in alcdtuire o matrice lipidica
solida care protejeaza si intervine 1n eliberarea controlata a compusilor activi de interes [1]. Acesti
transportori contin un amestec de lipide solide si lipide lichide si deriva din sisteme de tip SLN
(nanoparticule lipidice solide), cu mentiunea cd sistemele SLN contin doar lipide solide.
Nanoparticulele NLC au forma sferica, dimensiuni cuprinse intre 40 si 1000 nm, matricea lipidica
fiind solida la temperatura corpului. Sistemele NLC pot ingloba principii active naturale cu rol
biologic benefic in tratarea anumitor afectiuni, rol potentat prin asocierea cu uleiuri vegetale si
substante active de sinteza.

Obiectivul cercetarii in cadrul tezei de doctorat a fost acela de a dezvolta si sintetiza sisteme
NLC pe baza de uleiuri vegetale si extracte naturale, In asociere cu anumiti compusi de sinteza, cu
proprietdti antioxidante si antiobezitate. Sistemele nanotransportoare studiate prezintd capacitatea
de a co-incapsula si de a elibera controlat compusi activi naturali (capsaicind, acid cafeic,
curcuming, piperind) si de sinteza (oleoiletanolamida, fenilalaninol oleamida) in scopul obtinerii
unor formulari eficiente.

Teza de doctorat este alcatuitd din 9 capitole, structurate in doua parti.

PARTEA I. Cercetarea bibliografica cuprinde 3 capitole:

v' Capitolul 1 prezintda aspecte introductive privind sistemele NLC, precum
caracteristicile structurale, avantajele si dezvantajele acestor sisteme de transport, tipuri de sisteme
NLC, stabilitatea unor astfel de sisteme si metode de obtinere.

v Capitolul 2 prezintd concepte fundamentale privind obezitatea, precum
mecanismele de actiune si parametrii biochimici ai obezitatii, dar si efectele biologice ale unor
compusi naturali cu potential antiobezitate (capsaicind, piperind, ulei de in s.a.).

v Capitolul 3 prezintd exemple de medicamente si compusi utilizati in lupta cu
obezitatea, precum si exemple de sisteme care Inglobeaza astfel de compusi cu actiune
antiobezitate si antioxidanta.

PARTEA A I1I-A. Cercetarea experimentald prezintd obiectivele cercetdrii si
rezultatele experimentale obtinute, structurate in 6 capitole, in ultima parte a tezei regasindu-se
concluziile finale si bibliografia.

v Capitolul 4 prezintd metodica experimentald care cuprinde materialele utilizate,
metoda de sinteza si tehnicile de caracterizare a sistemelor NLC obtinute.

v Capitolul 5 prezintd optimizarea sistemelor NLC prin variatia concentratiei
sistemelor NLC optimizate pe baza de acid cafeic.

v In cadrul Capitolului 6 sunt prezentate sinteza si caracterizarea sistemelor NLC
preparate cu ulei vegetal (ulei de in, respectiv, ulei de argan), incapsulate cu curcumind si co-
incapsulate cu fenilalaninol oleamida.
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v Capitolul 7 pune in evidenta sinteza si caracterizarea sistemelor NLC pe baza de
piperind — compus activ de origine vegetala cu numeroase efecte terapeutice.

v" Sinteza si caracterizarea NLC-urilor pe baza de ulei de in si capsaicina in asociere
cu un compus activ de sinteza (oleoiletanolamida, fenilalaninol oleamida) sunt prezentate in cel
mai amplu capitol al tezei — Capitolul 8. Acest capitol prezinta, de asemenea, si studiile in vivo
privind efectul antiobezitate al nanotransportorilor pe baza de capsaicina.

v' Tezade doctorat se incheie cu Capitolul 9 intitulat “Concluzii”, capitol in care sunt
prezentate sintetizat rezultatele experimentale obtinute, originalitatea acestor studii realizate,
precum si perspectivele de cercetare.

Rezultatele originale au fost valorificate prin publicarea a 2 lucrari stiintifice in reviste
IS1 de specialitate, una in curs de publicare, si participarea la o conferinta stiintifica internationala.
Cuvinte-cheie: transportori lipidici nanostructurati, actiune antioxidanta, actiune
antiobezitate, acid cafeic, curcumini, piperina, capsaicini, ulei de in, ulei de argan, ulei de
luminita noptii, ulei de parafina, oleoiletanolamida, fenilalaninol oleamida.

PARTEAAII-A
CERCETAREA EXPERIMENTALA
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Scopul cercetérii

Scopul principal al prezentei cercetari a fost sinteza si caracterizarea unor sisteme
nanotransportoare pe baza de principii active de origine vegetald (acid cafeic, curcumina, piperina,
capsaicind) in asociere cu ulei vegetal/ mineral (ulei de in, ulei de argan, ulei de luminita noptii/ ulei
de parafind) si co-incapsulate cu principii active de sinteza. S-au utilizat lipide endogene recunoscute
de celulele epiteliale: oleoiletanolamida si fenilalaninol oleamida, care prezintd capacitatea de a
distribui uniform si controlat principiul activ.

Obiectivele cercetarii

v" Sinteza si evaluarea stabilitatii sistemelor NLC pe baza de ulei vegetal;

v Optimizarea concentratiei de amestec de surfactanti pentru sistemele NLC pe baza de ulei
vegetal;

v Incapsularea principiului activ in sistemele NLC cu concentratia optimi de amestec de
surfactanti;

v Evaluarea proprietatilor sistemelor NLC co-incapsulate cu mediatori lipidici
(oleoiletanolamida — OEA, fenilalaninol oleamida — FOA) si compusi naturali (ulei de in — LO, ulei
de argan — AO, ulei de parafina — UP, ulei de luminita noptii — ULN, acid cafeic — CA, curcumina —
CRC, piperina — PIP, capsaicina — Cap);

v' Evaluarea proprietatilor biologice (proprietati antioxidante, studii de eliberare controlaté)
a NLC-urilor sintetizate,

v' Evaluarea raspunsului terapeutic al sistemelor NLC co-incapsulate cu mediatori lipidici
comparativ cu raspunsul terapeutic al extractului vegetal neincapsulat.
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CAPITOLUL 5

SINTEZA SI CARACTERIZAREA SISTEMELOR NANOTRANSPORTOARE
TNCAPSULATE CU ACID CAFEIC

5.2. CARACTERIZAREA SISTEMELOR NLC LIBERE SI iINCARCATE CU ACID
CAFEIC

Deoarece unul dintre marile avantaje ale sistemelor NLC este acela ca permit o eliberare
controlata eficienta a principiilor active, in prezenta cercetare am dezvoltat sisteme NLC pe baza de
ulei bioactiv de seminte de in. Au fost evaluate capacitatea de a incapsula un principiu activ polifenolic
hidrofil cu potential antioxidant, antiinflamator si antineoplazic — acidul cafeic (CA) — si capacitatea
de eliberare eficientd a acestui agent activ natural.

In acest context, obiectivul principal al prezentei cercetiri este acela de a incapsula diferite
cantitati de acid cafeic in sisteme NLC, cu scopul de a determina influenta concentratiei de acid cafeic
asupra proprietatilor antioxidante si eliberarii controlate de acid cafeic. In primul rand, a fost analizata
influenta concentratiei de surfactant asupra celor mai importante caracteristici ale sistemelor NLC,
precum dimensiunea medie a particulelor si potentialul zeta. Acidul cafeic a fost incapsulat n
nanoparticule cu caracteristici adecvate. Sistemele NLC incarcate cu CA obtinute au fost evaluate din
punct de vedere al dimensiunii (diametrul mediu al particulelor, potentialului zeta) si al eficientei de
incapsulare. Eficienta NLC-urilor, ca formulari farmaceutice, a fost caracterizata in vitro prin
evaluarea activitatii antioxidante si prin studii de eliberare controlatd a acidului cafeic din sistemele
NLC.

Cercetarile prezentate in acest capitol vizeaza furnizarea de noi perspective despre asocierea a
doua categorii de principii naturale active - hidrofile si lipofile — in acelasi sistem lipidic transportor.
Desi exista mai multe studii in care acidul cafeic a fost incarcat in nanoparticule lipidice solide (SLN)
[217], inglobarea sa in nanopurtatori lipidici nu a fost raportatd pand acum. Noutatea realizata prin
efectuarea acestei parti experimentale se refera la dezvoltarea de nanotransportori pe bazad de ulei de
in incarcati cu acid cafeic, intensificand activitatea antioxidanta si punand in evidenta efectul sinergic
al celor doua principii active naturale — uleiul de in si acidul cafeic.

5.2.1. Sinteza nanotransportorilor lipidici (NLC)

In prima etapi a cercetarii prezentate in acest capitol, am sintetizat sistemele NLC pe bazi de
ulei de in, utilizand concentratii diferite de amestec de surfactanti (2%-3,5%). Sistemele NLC au fost
caracterizate dimensional prin metoda DLS. In urma etapei de optimizare, alegind concentratia optima
de surfactanti (2,5%), am sintetizat sistemele NLC pe bazad de ulei de in incarcate cu acid cafeic,
folosind metoda emulsionarii la cald cuplata cu omogenizarea cu grad inalt de forfecare si
omogenizarea la presiune inalta [218].

Compozitia sistemelor NLC sintetizate este redata in tabelul 5.1. S-au obtinut patru formulari
NLC diferite prin variatia concentratiei amestecului de surfactanti (2%, 2,5%, 3% si 3,5%), mentinand
constantd compozitia de monostearat de glicerol (GMS), palmitat de cetil (CP) si ulei de in (LO).
Componentele principale ale uleiului de in sunt acidul acid a-linolenic, acidul oleic si acidul linoleic.

Tabelul 5.1. Compozitia sistemelor NLC preparate cu ulei de in (LO)
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Formulare* Amestec de GMS (g) CP (9) LO (9)
surfactanti (g)
NLC-LO1 2,0 3,5 3,5 3,0
NLC-LO2 2,5 3,5 3,5 3,0
NLC-LO3 3,0 3,5 3,5 3,0
NLC-LO4 3,5 3,5 3,5 3,0
*Masa probei sintetizate=100 g dispersie apoasa NLC
*Toate sistemele NLC au fost preparate cu 10% faza lipidica, cu un raport masic de
CP:GMS:LO=1:1:1 si un raport masic Tween 20:poloxamer:L-a fosfatidilcolind=70:15:15.

5.2.2. Optimizarea sistemelor NLC si evaluarea stabilitatii fizice

In vederea optimizirii compozitiei sistemelor NLC pe bazi de ulei de in au fost evaluate
caracteristicile dimensionale ale nanoparticulelor prin determinari ale diametrului mediu (Zave) al
nanoparticulelor si indicelui de polidispersie (PdI), dar si stabilitatea fizica a nanoparticulelor prin
determindri ale potentialului zeta. Analizdnd datele experimentale obtinute, s-a demonstrat cd toate
sistemele NLC cu diferite concentratii de amestec de surfactanti sunt stabile in timp.

Diametrul mediu al nanoparticulelor (Zave) si indicele de polidispersie (PdI)

135 0.25

®
120 ® 0.15
a
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110 0.1
105 0.05
100
95 0
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[
(6]

W Zave (nm) @ PDI

Figura 5.2. Distributia diametrului mediu si a indicelui de polidispersie Tn cazul sistemelor
NLC-LO cu concentratii diferite de surfactanti

Caracteristicile dimensionale (Zave si Pdl) au fost evaluate prin tehnica de imprastiere dinamicd a
luminii (DLS) [220]. Variatia valorilor lui Zave si Pdl a NLC-urilor este prezentata in figura 5.2.

Urmarind comportarea celor patru formulari NLC pe baza de ulei de in, s-a constat ca toate
formuldrile sintetizate prezintd o distributie adecvatd a dimensiunii particulelor. Dimensiunea
nanoparticulelor s-a incadrat intre 110,9 nm (pentru proba NLC cu 2,5% amestec surfactant) si 131,4
nm (pentru proba NLC cu 3,5% amestec surfactant). Aceste rezultate ar putea fi corelate cu eficienta
amestecului de surfactanti, dar si cu prezenta uleiului de in care contribuie la scaderea viscozitatii
amestecului lipidic, reducand tensiunea superficiala de suprafata, cu formarea de particule mai mici si
mai fine [221]. Valorile diferite ale lui Zave si PdI sunt influentate de masele moleculare ale
surfactantilor [222]. Cele mai bune date experimentale au fost obtinute in cazul sistemului NLC-LO2
cu concentratia de surfactanti de 2,5%: Zave = 110,9 + 2,3 nm si Pdl = 0,156 + 0,004.

Tn acest studiu experimental s-a remarcat c a fost obtinuti o corelatie optima intre dimensiunea
medie a nanoparticulelor si indicele de polidispersie in cazul probei NLC-LO2 preparata cu 2,5%
amestec de surfactanti.
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Potentialul zeta. Potentialul zeta (&) este una dintre caracteristicile principale care definesc
comportarea nanoparticulelor intr-o solutie apoasa, evidentiind stabilitatea fizica a sistemelor NLC.

Pentru determinarea potentialului zeta am efectuat dilutii ale dispersiilor apoase de NLC, prin
amestecarea a 200 pL solutie NLC cu 50 mL apa deionizata si cu 50 puL solutie NaCl 0,9% (m/v).
Valorile potentialului zeta ale NLC-urile pe baza de ulei de in sintetizate sunt prezentate in figura 5.3.
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Figura 5.3. Distributia potentialului electrocinetic in cazul sistemelor NLC-LO

Toate sistemele NLC-LO sintetizate prezinta o buna stabilitate fizica, cu o distributie a
potentialului zeta cuprins intre -52,8 mV si -47,6 mV. Incarcirile negative ale NLC-urilor se datoreaz
amestecului de surfactanti, cel mai bun rezultat al potentialului zeta fiind obtinut n cazul sistemului
NLC cu 2,5% amestec de surfactanti (§ =—52,8 mV + 0,56) (figura 5.3), care releva o stabilitate mare
a sistemului NLC considerat si un potential scazut de agregare a nanoparticulelor lipidice solide din
dispersia apoasa. Valorile negative ale potentialului zeta indicad prezenta repulsiilor Iintre
nanoparticule, repulsii care impiedica agregarea nanoparticulelor.

S-aremarcat faptul ca cea mai buna valoarea a potentialului zeta a fost obtinuta in cazul probei
NLC-LO2, care prezintd cea mai buna stabilitate, ceea ce Intareste consideratiile facute anterior prin
raportarea la dimensiunea medie a nanoparticulelor si la indicele de polidispersie, conform carora
concentratia optimad de amestec de surfactanti este de 2,5%.

5.2.3. Caracteristicile dimensionale si stabilitatea fizicd a NLC-urilor incircate cu acid cafeic
Compozitia sistemelor NLC incapsulate este redata in tabelul 5.7. Proba NLC-LO-CA1 contine
cea mai micd concentratie de acid cafeic (0,5%), proba NLC-LO-CAZ2 contine concentratia
intermediara de acid cafeic (1%), iar proba NLC-LO-CA3 contine cea mai mare concentratie de acid
cafeic (1,5%).
Tabelul 5.7. Compozitia sistemelor NLC preparate cu acid cafeic (CA) si ulei de in (LO)

Formulare* Amestec de GMS (g) | CP(g) | LO(g) |Acid cafeic**(g)
surfactanti (g)

NLC-LO-CAl 2,5 3,5 3,5 3,0 0,5
NLC-LO-CA2 2,5 3,5 3,5 3,0 1,0
NLC-LO-CA3 2,5 3,5 3,5 3,0 1,5

Diametrul mediu al nanoparticulelor si indicele de polidispersie
Sistemul NLC-LO2, avand un diametru mediu al nanoparticulelor redus si o stabilitate fizica
optima, a fost utilizat pentru incapsularea antioxidantului natural — acidul cafeic. Rezultatele obtinute
prin tehnica DLS au aratat ca probele NLC pe baza de acid cafeic prezinta un profil monomodal de
9
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distributie a dimensiunii, cu valori ale lui Zave de 145,5 + 0,8 nm pentru NLC-LO-CA1, 119,7 +0,9
nm pentru NLC-LO-CA2 si 195,1 £ 5,3 nm pentru NLC-LO-CA3 (figura 5.10 (a)). Figura 5.10 (b)
prezinta distributia dimensiunii in cazul probei NLC-LO-CA2.
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Figura 5.10. a) Distributia diametrului mediu si a indicelui de polidispersie
n cazul sistemelor NLC-LO2 incarcate cu acid cafeic
b) Exemplificarea distributiei dimensiunii particulelor pentru proba NLC-LO-CA2

S-a constatat o crestere semnificativa a lui Zave in cazul probei incarcate cu cea mai mare
cantitate de acid cafeic (195,1 £ 5,3 nm pentru NLC incarcat cu 1,5% CA) decat in cazul probei
incarcate cu cantitatea intermediara de acid cafeic (119,7 + 0,9 nm pentru NLC incarcat cu 1% CA).
Acest fenomen ar putea fi atribuit:

v" caracterului hidrofil al acidului cafeic;

v" incapsuldrii unei concentratii limitate de acid cafeic in invelisul surfactant;

v’ expulzirii excesului de acid cafeic in exteriorul sistemului nanotransportor.

Potentialul zeta

Datele experimentale au evidentiat faptul cd toate formularile NLC pe bazad de acid cafeic
prezintd potentiale electrocinetice negative (figura 5.12).

In comparatie cu sistemele NLC libere, s-a observat o perturbare semnificativa a suprafetei
electrice dupa incapsularea acidului cafeic, remarcandu-se o crestere a potentialului zeta de la -52,8 mV
in NLC-ul liber la -48,2 mV (NLC-LO-CA3),-44,1 mV (NLC-LO-CA1) si -34,9 mV (NLC-LO-CA2).
Substanta activa (CA) cu structurd anionicd a indus o modificare notabild a valorilor potentialelor zeta
datoritd rearanjdrilor sarcinilor de suprafata. O posibild explicatie poate fi legatd de mascarea sarcinilor
negative ale grupdrilor fosfat (din L-a-fosfatidilcolind), datorita captarii acidului cafeic in invelisul
surfactant prin legaturi slabe sau datorita atasdrii acidului cafeic la suprafata Tnvelisului surfactant,
generand o anumitd compensare a sarcinilor de suprafata sau o acoperire a incarcarii negative din L-
a-fosfatidilcolina.

10
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Figura 5.12. a) Distributia potentialului electrocinetic in cazul sistemelor NLC-LO-CA
b) Exemplificarea distributiei potentialului zeta pentru proba NLC-LO-CA2

5.3. Caracterizarea morfologica a NLC-urilor cu acid cafeic

Miezul lipidic al nanotransportorilor lipidici este important pentru a favoriza proprietatile de
eliberare controlata. Starea solida a sistemelor NLC poate fi pusa in evidenta prin calorimetria de
matricea lipidica. Caracterizarea morfologica a sistemelor NLC pe baza de acid cafeic, considerand
concentratia optima de substanta activa (1%), s-a realizat cu ajutorul microscopului de fortd atomica
(Atomic Force Microscope, AFM), imaginile 2D si 3D (figura 5.14 a),b)) ofera o privire generala
asupra morfologiei sistemelor NLC, indicand o aglomerare a nanoparticulelor (distanta dintre cel mai
mic peak si cel mai inalt peak este de aproximativ 4um).
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30,0

14,4

a) b)
Figura 5.14. Profilul morfologic AFM (2D-a) si 3D-b)) in cazul sistemelor NLC
incapsulate cu acid cafeic de concentratie 1%

5.4. Determinarea eficientei de incapsulare a acidului cafeic in sistemele NLC (EE%0)

Rezultatele eficientei de incapsulare EE (%) au relevat faptul ca acidul cafeic a fost incapsulat
eficient in sistemele NLC, in principal, in invelisul format din amestecul de surfactanti si cosurfactanti,
obtinandu-se valori ale eficientei de incapsulare (EE%) mai mari de 95%. Aceste rezultate subliniaza
o foarte buna compatibilitate in cazul concentratiei de acid cafeic de 1% (figura 5.16).

11
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Figura 5.16. Eficienta incapsulirii acidului cafeic in interiorul nanotransportorilor lipidici

5.5. Evaluation of the biological properties of caffeic acid-loaded NLC systems

5.5.1. Testarea in vitro a proprietitilor antioxidante

Activitatea antioxidantd a sistemelor NLC incarcate cu acid cafeic a fost determinatd prin
metoda ABTS [228], masuratorile fiind facute cu ajutorul spectrofotometrului, la lungimea de unda de
734 nm si absorbanta solutiei finale de 0,706 + 0,01 [229].

Tn aceasta etapa, NLC-urile incircate cu acid cafeic au actionat asupra radicalilor ABTS*"
generati in situ. Rezultatele experimentale (figura 5.17) au demonstrat o activitate antioxidanta
semnificativi a acidului cafeic in asociere cu uleiul de in, reducerea radicalilor ABTS*" depinzand de
concentratia de acid cafeic din probd. S-a putut observa cd sistemul NLC care contine cantitatea
minima de acid cafeic (NLC-LO-CA1) prezinta o activitate antioxidanta (47,2% + 0,5) mult mai buna
decat in cazul acidului cafeic neincapsulat (21,5% + 0,15).
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Figura 5.17. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante in cazul acidului cafeic,
NLC-urilor libere si NLC-urilor pe bazia de acid cafeic

5.5.2. Studii in vitro de eliberare controlata a acidului cafeic

Studiile in vitro de eliberare controlatd a principiilor active din nanotransportorii lipidici
sintetizati au fost puse 1n evidenta cu ajutorul sistemului de celule de difuzie Franz [234].

Profilurile de eliberare controlatd a acidului cafeic din sistemele NLC incarcate cu diferite
concentratii de acid cafeic (0,5%, 1% si 1,5%) au aritat o comportare diferiti. In pofida modelului
similar de eliberare intdlnitd pentru toate formuldrile NLC in primele ore ale experimentelor de
eliberare, s-a observat o delimitare semnificativa dupa 5 ore in functie de procentul initial de acid

12
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cafeic incircat in sistemul NLC. In cazul probelor NLC cu acid cafeic nu a fost evidentiatii o
eliberare spontani, dupa prima ora eliberandu-se o cantitate minima de acid cafeic (aproximativ 8-
10% din totalul de acid cafeic eliberat), ci o eliberare sustinuta cu un procent maxim de aproximativ
65% acid cafeic eliberat. Este interesant de remarcat faptul ca pe intreaga perioada de eliberare,
cantitatile de acid cafeic eliberate din NLC incarcat cu 0,5% si, respectiv, 1% CA au fost aproape
similare (figura 5.18).

70

0 5 10 15 20 25 30

—8—NLC-LO-CA1 —@—NLC-LO-CA2 NLC-LO-CA3

Figura 5.18. Influenta nanotransportorilor lipidici pe baza de ulei de in
asupra eliberarii acidului cafeic
S-a observat ca eliberarea acidului cafeic din NLC este cel mai bine reflectatd de cinetica
Korsmeyer — Peppas (R?> 0,994) in toate cazurile studiate. Conform valorii coeficientului de eliberare
(n = 0,5973, tabelul 5.9), eliberarea acidului cafeic din proba NLC-LO-CA3 urmeazad un model de
difuzie non-Fickian, in timp ce eliberarea acidului cafeic din probele NLC-LO-CA1 si NLC-LO-CA2
se desfasoara dupa un mecanism de difuzie Fickian (n < 0,5) [236]. S-a remarcat o tendintd aproape
constanta de eliberare a acidului cafeic pe parcursul celor 24 de ore, cu un procent de eliberare de
aproximativ 65% CA (in cazul NLC-LO-CA1 si NLC-LO-CA2) si 45% in cazul NLC-LO-CA3. Toate
rezultatele experimentale demonstreaza ca uleiul de in din sistemele NLC a influentat eliberarea
controlatd a acidului cafeic; acesta este un scop dorit pentru a evita efectul iritant al acidului cafeic si
pentru a atinge o concentratie plasmatica eficienti de CA (dupi o ord). Intr-adevir, eliberarea
controlata a CA, pe o perioada de 24 de ore, ar putea mentine o concentratie plasmatica eficienta de
acid cafeic.
Tabelul 5.9. Date cinetice obtinute la eliberarea controlati a acidului cafeic
din sistemele NLC
Formularea | Ordinul zero Ordinul I Higushi  [Hixson-Crowell| Korsmeyer-Peppas
NLC R? ko R? k1 R? ko R? ks R? ka4 n
NLC-LO-CA1 10,9966 |8,1046 |0,9938 |0,1353 |0,9928 |31,528|0,9897 |0,0175 | 0,9967 |2,0321 [0,4754
NLC-LO-CA2 10,9946 |7,5755 |0,9972 |0,1247 |0,9946 |29,528|0,9948 |0,0161 | 0,9972 |1,8555 |0,4462
NLC-LO-CA3 10,9701 |5,0423 |0,9812 |0,0667 |0,9905 (19,859|0,9823 |0,0083 | 0,9941 |2,1039 |0,5973
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CAPITOLUL 6
SINTEZA SI CARACTERIZAREA SISTEMELOR NANOTRANSPORTOARE
INCAPSULATE CU CURCUMINA

6.2. CARACTERIZAREA SISTEMELOR NLC LIBERE SI iNCARCATE CU
CURCUMINA

Obiectivul principal urmarit in cadrul acestui capitol a fost de a sintetiza si caracteriza sisteme
NLC preparate cu uleiuri vegetale (ulei de in — LO si ulei de argan — AO) care co-incapsuleaza
curcumina (CRC) — principiu activ natural — si fenilalaninol oleamida (FOA) — principiu activ de
sinteza [263], cu scopul de a dezvolta noi sisteme NLC sigure si eficiente. In acest studiu, am sintetizat
din monostearat de glicerol si palmitat de cetil) in asociere cu un mediator lipidic (fenilalaninol
oleamida) si un ulei vegetal (ulei de seminte de in, respectiv, ulei de argan).

6.2.1. Sinteza nanotransportorilor lipidici pe baza de curcumina

In prima etapi a studiului prezentat in acest capitol, am sintetizat sistemele NLC pe baza de
ulei vegetal (ulei de in, respectiv, ulei de argan), utilizdnd concentratia optimizatd de amestec de
surfactanti (2,5%); am obtinut sisteme NLC libere de origine vegetala, care au fost caracterizate din
punct de vedere al dimensiunii medii a nanoparticulelor, indicelui de polidispersie si potentialului zeta
prin metoda DLS. Am sintetizat sase formulari NLC diferite pe baza de curcumina si FOA, compozitiile
noilor sisteme fiind prezentate in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Compozitia sistemelor NLC preparate cu ulei de in (LO)/ulei de argan (AO) si
incapsulate cu curcumina (CRC) si fenilalaninol oleamida (FOA)

Formulare* **Amestec de |GMS (g) |CP (g) |LO (g) | AO (g) [FOA (g)F** CRC (g)
surfactanti (g)

NLC-LO 2,5 3,0 3,0 3,0 - - -
NLC-AO 2,5 3,0 3,0 - 3,0 - -
NLC-LO-CRC 2,5 3,0 3,0 3,0 - - 0,1
NLC-AO-CRC 2,5 3,0 3,0 - 3,0 - 0,1
NLC-LO-FOA-CRC 2,5 3,0 3,0 3,0 - 1,0 0,1
NLC-AO-FOA-CRC 2,5 3,0 3,0 - 3,0 1,0 0,1

6.2.2. Caracterizarea dimensionala a nanotransportorilor lipidici incircati cu curcumina

Diametrul mediu al nanoparticulelor (Zave) si indicele de polidispersie (PdI)

Urmarind comportarea celor sase formulari NLC pe baza de ulei de in/ulei de argan, s-a constat
ca toate formuldrile sintetizate prezinta o distributie adecvatd a dimensiunii particulelor. Dimensiunea
nanoparticulelor s-a incadrat intre 127,6 nm (pentru proba NLC-AO-FOA-CRC) si 157,6 nm (pentru
proba NLC-AO) (figura 6.2). Aceste rezultate ar putea fi corelate cu prezenta uleiului de in/uleiului
de argan, care contribuie la scaderea viscozitatii amestecului lipidic, reducand tensiunea superficiald
de suprafatd. De asemenea, valorile indicelui de polidispersie PdI s-au incadrat intre 0,189 (proba
NLC-LO) si 0,232 (proba NLC-AO), ceea ce sugereaza existenta unei populatii relativ monodisperse
de particule lipidice.

S-a observat o reorganizare a miezului lipidic, obtinand diametre mai mici prin incapsularea
curcuminei in sistemele NLC. Rezultatul scaderii dimensiunii medii a particulelor Zave poate fi
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atribuita unei scaderi a viscozitatii (care ajutd la procesarea HPH, cu particule mai mici), prin
combinarea FOA cu celelalte lipide utilizate pentru sinteza.
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Figura 6.2. Distributia diametrului mediu si a indicelui de polidispersie
in cazul sistemelor NLC-LO/AO-FOA-CRC

Evaluarea stabilitatii fizice a sistemelor NLC pe baza de curcumina

Rezultatele experimentale au ardtat ca toate NLC-urile incarcate cu curcumina sunt stabile in
timp, cu o valoare medie a potentialului zeta cuprins intre -46,6 mV (pentru proba NLC-AO-FOA-CRC)
si -55,3 mV (pentru proba NLC-LO-CRC), incapsularea curcuminei in miezul lipidic explicand
diferenta micd dintre valorile potentialelor zeta ale sistemelor NLC-AO si NLC-LO incarcate cu

curcumina (figura 6.4).
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Figura 6.4. Distributia potentialului electrocinetic in cazul sistemelor NLC libere vs. NLC
incarcate cu curcuminai si fenilalaninol oleamida

Datele experimentale au aratat ca, pentru toate NLC-urile dezvoltate Tn prezentul studiu,
valorile potentiale zeta au fost mai mici de -40 mV (figura 6.7), astfel incat se asteapta ca aceste
sisteme NLC obtinute sd manifeste o foarte buna stabilitate fizica pe termen lung.
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Figura 6.7. Distributia potentialului zeta pentru sistemele
NLC libere vs NLC incircate cu curcumini

SISTEMELE NLC (EE%)

6.3. DETERMINAREA EFICIENTEI DE iINCAPSULARE A CURCUMINEI iN

Eficienta de incapsulare (EE%) si EE incarcare (LC%) a curcuminei in sistemele de

nanotransportori lipidici preparate pe baza de ulei de in / ulei de argan sunt prezentate In figurile 6.10
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Figura 6.10. Eficienta incapsulirii (EE%) curcuminei in sistemele NLC pe baza de ulei de
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Capacitatea de incarcare (LC%) a curcuminei in faza lipidica este bine corelatd cu rezultatele
eficientei de incapsulare, LC% avand valori cuprinse intre 7,05% (pentru proba NLC-LO-CRC) si
8,62% (pentru proba NLC-LO-FOA-CRC) (figura 6.11).
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Figura 6.11. Capacitatea de incircare a curcuminei in sistemele NLC pe baza de
ulei de in/ulei de argan si FOA

Valorile eficientei de Incapsulare EE% a curcuminei in probele NLC au fost mai mari de 96%,
aceste rezultate fiind explicate prin incapsularea eficientd a curcuminei 1n reteaua lipidica formata din
fenilalaninol oleamida in asociere cu uleiuri vegetale, valorile variind de la 96,2% (in cazul probei
NLC-LO-CRC) la 99,66% (in cazul probei NLC-AO-FOA-CRC).

Studiul privind Tncapsularea curcuminei in sistemele NLC sintetizate a condus la rezultate
optime ale eficientei de incapsulare. In cazul acestor sisteme NLC incircate cu curcumini si co-
incarcate cu fenilalaninol oleamida, rezultatele bune ale eficientei de incapsulare pot fi explicate prin
compatibilitatea ridicata a celor doua principii active, curcumina si fenilalaninol oleamida, cu
amestecul de lipide constand din ulei de in/ ulei de argan, monostereat de glicerol si palmitat de cetil.

NLC-LO

NLC-AO

NLC-LO-CRC

b) L

NLC-AQ-CRC

CRC

£

% ED

Figura 6.12. Spectrele FT-IR ale curcuminei, sistemelor NLC-LO/AO, NLC-LO/AO-CRC
Incapsularea curcuminei in sistemele NLC pe bazi de ulei de in/ulei de argan a fost pusa in

evidenta cu ajutorul spectroscopiei n infrarosu cu transformata Fourier, utilizand un spectrofotometru
FT-IR 620 Jasco; spectrele FT-IR obtinute pun in evidentd modificarile structurale ca urmare a
incapsuldrii curcuminei (figura 6.12).
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6.4. EVALUAREA PROPRIETATILOR BIOLOGICE ALE SISTEMELOR NLC PE
BAZA DE CURCUMINA

6.4.1. Testarea in vitro a activitatii antioxidante

Uleiurile vegetale utilizate in noile sisteme NLC, uleiul de in si uleiul de argan, reprezinta surse
importante de antioxidanti.

Activitatea antioxidanta in vitro atat a sistemelor NLC-AO/LO-CRC cu sau fara fenilalaninol
oleamida, cat si a sistemelor NLC libere, curcuminei si fenilalaninol oleamidei a fost determinata prin
metoda ABTS, utilizand un spectrofotometru UV-VIS de tip V670 [228].

Activitatea de reducere a radicalilor cationici ABTS*" obtinuti in situ a demonstrat potentialul
antioxidant al curcuminei in asociere cu uleiul de in / uleiul de argan si cu fenilalaninol oleamida.
Efectul antioxidant al sistemului NLC liber poate fi atribuit nivelului ridicat de acid a-linolenic din
uleiul de in si de acid linoleic din uleiul de argan. Tncapsularea curcuminei in sistemele NLC preparate
cu ulei de in sau cu ulei de argan a condus la imbunatatirea activitatii antioxidante, valorile procentelor
de inhibitie a radicalilor ABTS*" fiind de 61,62% in cazul probei NLC-LO-CRC si 64,2% in cazul
probei NLC-AO-CRC. Prezenta curcuminei si a fenilalaninol oleamidei in sistemele NLC sintetizate
a condus la cresterea activittii antioxidante, valorile procentelor de inhibitie fiind de 69,37% pentru
proba NLC-AO-FOA-CRC si 75,73% pentru proba NLC-LO-FOA-CRC (figura 6.13).
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Figura 6.13. Activitatea antioxidanta a sistemelor NLC sintetizate vS. curcumina, fenilalaninol
oleamida si uleiuri vegetale
O privire comparativd a datelor reprezentate in figura 6.14 demonstreazd efectul sinergic
manifestat de curcumina si ulei vegetal, ulei de in / ulei de argan, ambele principii active naturale
incapsulate in acelasi sistem de nanotransportori lipidici. Procentul de inhibitie a radicalilor ABTS*
este de 6 ori mai mare in cazul sistemelor NLC-CRC si NLC-FOA-CRC comparativ cu cel obtinut in
cazul sistemelor NLC libere, curcuminei native si uleiului de in/ uleiului de argan (figura 6.14).
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Figura 6.14. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante a curcuminei, fenilalaninol
oleamidei, uleiului de in/argan si a sistemelor NLC libere/incarcate cu curcumina
6.4.2. Studii in vitro de eliberare controlati a curcuminei
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Conform profilelor de eliberare (figura 6.15), in grupul sistemelor NLC incarcate cu curcumina
s-a observat o cliberare lenta a curcuminei; dupa 24 de ore de eliberare in vitro, s-a constatat ca
procentul de curcumina eliberatd in cazul probei NLC-AO-FOA-CRC a fost de 17,1% si in cazul
probei NLC-LO-FOA-CRC de 32%.
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Figura 6.15. Influenta naturii nanotransportorilor lipidici pe baza de ulei de in/argan si FOA
asupra eliberrii curcuminei

Eliberarea curcuminei din sistemul NLC-LO / AO-FOA-CRC a prezentat un profil de eliberare
controlata care a avut loc in doua etape. Eliberarea initiala (pe parcursul primelor 8 ore de experimente)
ar putea fi legatd de eliberarea unei cantitdti mici de curcumina adsorbit la stratul de suprafata al
sistemului NLC si de difuzia pasiva a curcuminei. Dupa 8 ore de experimente, un procent 16,8% de
curcuminad a fost eliberata in cazul probei NLC-AO-FOA-CRC si de 26,9% curcumina in cazul probei
NLC-LO-FOA-CRC. Mai mult, profilul de eliberare prelungita dupa 8 ore ar trebui asociat cu
curcumina incorporata in nucleul intern al sistemului NLC care este eliberata lent odatd cu degradarea
sistemului NLC. O posibild explicatie pentru eliberarea lentd a curcuminei din sistemul NLC-AO-
FOA-CRC comparativ cu sistemul NLC-LO-FOA-CRC ar putea fi o afinitate crescutd intre
curcuminad, fenilalaninol oleamida si ulei de argan datoritd conjugarii n stabilite intre resturile fenilice
care determinad eliberarea Intarziatd a medicamentului din reteaua lipidica.

Tabelul 6.4. Date cinetice obtinute la eliberarea controlata a
curcuminei din sistemele NLC

Formularea NLC |Ordinul zero Ordinul | Higushi Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas

R2 ko R? k1 R2 k2 R2 ks R2 Ka n

NLC-AO-FOA-CRC |0,9423|2,181 | 0,95 |0,0242 |0,9698 |8,6244 | 0,9511 | 0,0029 0,9513 | 2,0502 | 0,4877

NLC-LO-FOA-CRC 10,9298 | 2,669 |0,9123 | 0,032 | 0,857 |9,9885 | 0,9095 | 0,0039 0,8918 1,2032 | 0,8311

Conform coeficientilor de corelatie (tabelul 6.4), s-a observat ca eliberarea curcuminei din
sistemele NLC sintetizate se realizeaza dupa o cinetica de ordinul zero in cazul probei NLC-LO-FOA-
CRC (R? = 0,9298) si dupi un model Higuchi in cazul probei NLC- AO-FOA-CRC (R? = 0,9698).
Dupa primele 8 ore de experimente, constanta de viteza (k = 8,62) este mai mare in cazul probei NLC-
AO-FOA-CRC decat in cazul probei NLC-LO-FOA-CRC (k = 2,18), ceea ce intareste ipoteza
anterioara privind eliberarea mai rapida a curcuminei din sistemul NLC bazat pe ulei de in comparativ
cu sistemul NLC bazat pe ulei de argan.
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Rezultatele experimentale de eliberare au demonstrat faptul ca sistemul NLC pe baza de ulei
de in a jucat un rol important in eliberarea controlatd a curcuminei. Acest fenomen ar putea fi eficient
pentru a elimina efectul iritant al curcuminei asupra tractului gastrointestinal si ar putea fi util si pentru
obtinerea unei concentratii plasmatice eficiente de curcumind — care poate fi mentinutd o perioada
lunga de timp prin eliberarea sustinutd pe parcursul a 24 de ore.

CAPITOLUL 7
SINTEZA S1 CARACTERIZAREA SISTEMELOR

NANOTRANSPORTOARE INCAPSULATE CU PIPERINA
7.2. CARACTERIZAREA SISTEMELOR NLC LIBERE SI INCARCATE CU
PIPERINA

In cadrul acestui capitolul am urmirit ca obiectiv principal sintetiza si caracterizarea unor
nanotransportori lipdici preparati cu ulei vegetal/mineral (ulei de luminita noptii — ULN /ulei de parafina
— UP) care incapsuleaza piperina (PIP) drept principiu activ natural, cu scopul de a dezvolta noi
formulari farmaceutice utile in tratarea anumitor afectiuni. Prezentul studiu de cercetare s-a bazat pe
sinteza sistemelor NLC pe baza de piperind utilizdnd un amestec de lipide solide (format din
monostearat de glicerol si palmitat de cetil) Tn asociere cu ulei vegetal/mineral bioactiv (ulei de
luminita noptii/ulei de parafina).

7.2.1. Sinteza sistemelor NLC pe baza de piperina

Pentru sinteza nanotransportorilor lipidici am folosit o faza lipidica formata din amestec de
monostearat de glicerol si palmitat de cetil in raport 1:1 si ulei vegetal / mineral (ulei de luminita noptii
/ ulei de parafind) si o faza apoasa formatd din amestec de surfactanti — Tween 20:L-a-fosfatidilcolina:
Poloxamer Sinperonic PE/F68 = 75:15:15 (m/m/m). Am sintetizat sase formulari NLC diferite pe baza
de piperind, compozitiile noilor sisteme NLC fiind prezentate in tabelul 7.1.

Tabelul 7.1. Compozitia sistemelor NLC preparate cu ulei de luminita noptii (ULN) /
ulei de parafina (UP) si incapsulate cu piperina (PIP)

Formulare* **Amestec de [GMS (g) |CP (g) |UP (g) ULN (g)|PIP (g)
surfactanti (g)
NLC-UP 2,5 3,0 30 | 30 - -
NLC-ULN 2,5 3,0 3,0 - 3,0 -
NLC-UP-PIP 1% 2,5 3,0 30 | 30 - 1,0
NLC-LN-PIP 1% 2,5 3,0 3,0 - 3,0 1,0
NLC-UP-PIP 1,5% 2,5 3,0 3,0 3,0 - 15
NLC-LN-PIP 1,5% 2,5 3,0 3,0 - 3,0 15

*Masa probei sintetizate = 100 g dispersie apoasd NLCs
** Amestec de surfactanti (2,5 %): 1,75 g Tween 20 + 0,375 g Poloxamer + 0,375 g lecitina

Solubilitate.

7.2.2. Caracterizarea dimensionala a nanotransportorilor lipidici incarcati cu piperina
Aceasta caracterizare a avut ca scop principal evaluarea cat mai exactd a caracteristicilor
dimensionale ale sistemelor NLC sintetizate. In cadrul acestei etape sunt prezentate determinarile
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privind diametrul mediu (Zave) al nanoparticulelor, indicele de polidispersie (PdI), dar si potentialul
zeta care ofera informatii despre stabilitatea fizica a nanoparticulelor.

Diametrul mediu al nanoparticulelor (Zave) si indicele de polidispersie (PdI)

Formularile NLC-UP/LN-PIP au prezentat dimensiuni optime ale nanoparticulelor, cu valori
Zave mai mici de 200 nm. De exemplu, valorile Zave ale probei NLC-UP-PIP 1% si NLC-LN-PIP 1%
sunt de 122,9 nm si, respectiv, 121,9 nm, in timp ce formularile NLC-UP-PIP 1,5% / NLC-LN-PIP
1,5% si NLC-UP / NLC-ULN sunt de 119,2 nm / 124,3 nm si 129,2 nm / 137,7 nm (figura 7.3). S-a
observat o reorganizare a miezului lipidic, obtinandu-se diametre mai mici prin incapsularea piperinei
in sistemele NLC. Rezultatul scaderii dimensiunii medii a particulelor Zave poate fi atribuit unei
Scaderi a viscozitatii (care ajuta la procesarea HPH, cu particule mai mici), prin asocierea uleiurilor
vegetale cu celelalte lipide utilizate pentru sinteza.
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Figura 7.3. Distributia diametrului mediu in cazul sistemelor NLC-UP/LN-PIP

Pe de alta parte valorile indicelui de polidispersie sunt optim corelate cu valorile dimensiunii
medii a nanoparticulelor n cazul tuturor probelor NLC pe baza de piperind. Valorile PdI ale probei NLC-
UP-PIP 1% s1i NLC-LN-PIP 1% sunt de 0,173 si, respectiv, 0,169, in timp ce formularile NLC-UP-PIP
1,5% / NLC-LN-PIP 1,5% si NLC-UP / NLC-ULN sunt de 0,157 /0,184 si 0,223 / 0,199. S-a constatat ca
cea mai mica valoare a indicelui de polidispersie (0,15740,014) a fost atribuita sistemelor NLC sintetizate
cu ulei de parafina si piperina 1,5%, iar cea mai mare valoare (0,22340,006) a fost atribuitd sistemelor
NLC sintetizate cu ulei de parafina, neincapsulate.

Sistemele NLC preparate cu ulei de luminita noptii / parafind neincapsulate cu piperind
prezintd o dimensiune medie optima a nanoparticulelor si un indice de polidispersie PdI cu valori mai
mici de 0,25 (figura 7.5 a, b), cu precizarea ca diferenta dintre dimensiunea medie a nanoparticulelor
preparate cu ulei de parafind (129,2 nm=+1,1) si dimensiunea medie a nanoparticulelor preparate cu
ulei de luminita noptii (137,7 nm +0,7) poate fi explicata pe baza compozitiei chimice diferite a celor
doud uleiuri, uleiul de luminita noptii fiind Tmbogatit In acizi grasi nesaturati (preponderent acid
linoleic si acid y-linolenic).
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Figura 7.5. Distributia dimensiunii medii a nanoparticulelor
a) In cazul probei NLC-ULN, b) Tn cazul probei NLC-UP

21



Sisteme nanotransportoare pe baza de principii active naturale cu actiune antiobezitate §i antioxidantd

Sistemele NLC preparate cu ulei de luminita noptii / ulei de parafind incapsulate cu piperina
de concentratie 1% prezintd o dimensiune medie optima a nanoparticulelor si un indice de polidispersie
PdI cu valori mai mici de 0,25 (figura 7.6 a, b), existand o diferenta mica intre dimensiunea medie a
nanoparticulelor preparate cu ulei de parafina (122,9 nm +£0,7) si dimensiunea medie a
nanoparticulelor preparate cu ulei de luminita noptii (121,9 nm +1,4). S-a observat ca incapsularea
piperinei (1%) in matricea lipidicd a nanotransportorilor pe bazi de ulei de luminita noptii /
ulei de parafina a imbunititit dimensiunea medie a nanoparticulelor.

Size Distribution by Intensity Size Disribution by Inisnsty
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a)

Figura 7.6. Distributia dimensiunii medii a nanoparticulelor
a) Tn cazul probei NLC-UP-PIP 1%, b) in cazul probei NLC-LN-PIP 1%

In cazul sistemelor NLC preparate cu ulei de luminita noptii / parafina incapsulate cu piperina
de concentratie 1,5 % s-au obtinut, de asemenea, valori optime ale dimensiunii medii a
nanoparticulelor si ale indicelui de polidispersie Pdl (figura 7.7 a, b), cu o diferenta nesemnificativa
intre dimensiunea medie a nanoparticulelor preparate cu ulei de parafind (119,2 nm =+1,1) si
dimensiunea medie a nanoparticulelor preparate cu ulei de luminita noptii (124,3 nm +0,6). S-a
observat ca incapsularea piperinei in concentratie mai mare (1,5%) in matricea lipidica a
nanotransportorilor pe baza de ulei de luminita noptii / ulei de parafind a imbunatatit si mai
mult dimensiunea medie a nanoparticulelor.

Tn concluzie, prin incapsularea unei cantititi mai mari de piperina s-a remarcat o scidere mai
accentuata a dimensiunilor medii ale NLC-urilor pe baza de ulei de parafina / ulei de luminita noptii,
fenomen explicat prin afinitatea piperinei pentru miezul lipidic si prin rearanjarea lanturilor acizilor
grasi din structura uleiurilor vegetale care permit inglobarea unei cantitdti mai mari de principiu activ,
determinand astfel scaderea dimensiunii medii a sistemelor NLC.

Evaluarea stabilitatii fizice a sistemelor NLC pe baza de piperina

Rezultatele experimentale au aratat cd toate NLC-urile incapsulate cu piperind prezintad
stabilitate fizica in timp, valoarea medie a potentialului zeta fiind cuprins intre -45,3 mV (pentru proba
NLC-UP-PIP 1%) si -57 mV (pentru proba NLC-ULN), incapsularea piperinei in miezul lipidic
explicand diferenta mica dintre valorile potentialelor zeta ale sistemelor NLC-UP si NLC-ULN
incarcate cu piperina. Sarcinile negative ale NLC-urilor se datoreaza amestecului de surfactanti si
compozitiei uleiurilor utilizate. Distributiile potentialelor zeta ale NLC-urilor dezvoltate, NLC-uri
libere si NLC-uri incarcate cu piperind, sunt prezentate in figura 7.7.
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[

Figura 7.7. Distributia potentialului electrocinetic in cazul sistemelor NLC libere vs. NLC
incapsulate cu piperina
Incapsularea piperinei in sistemele NLC considerate a condus la cresterea stabilititii probelor.
Referitor la sistemele NLC incapsulate cu cantitatea mai mare de piperina (1,5%) se poate demonstra
stabilitatea prin valorile potentialului zeta (-53,5 mV+0,929 in cazul sistemului NLC-UP-PIP 1,5 % si
-55,7 mV+2,81 in cazul NLC-LN-PIP 1,5%) (figura 7.10 a, b).
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Figura 7.10. Distributia potentialului electrocinetic in cazul probei
a) NLC-UP-PIP 1,5%
b) NLC-LN 1,5%

Datele experimentale prezentate anterior pun in evidenta faptul cd natura substantelor active
incapsulate in interiorul matricei lipidice din sistemul NLC are o puternica influentd asupra stabilitatii
particulelor coloidale; valorile potentialului zeta ale sistemelor NLC sintetizate mai electronegative
decét -50 mV (exceptie in cazul probei NLC-ULN cu o valoare de -45,3 mV+1,12) demonstreaza
stabilitatea excelenta in timp a NLC-urilor sintetizate.

7.3. DETERMINAREA EFICIENTEI DE INCAPSULARE (EE%) A PIPERINEI TN
SISTEMELE NLC
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Figura 7.13. Eficienta incapsulirii (EE%) piperinei in sistemele NLC pe bazi de ulei de
parafind / ulei de luminita noptii
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Eficienta de incapsulare (EE%) a piperinei in sistemele de nanotransportori lipidici preparate
pe baza de ulei de parafina / ulei de luminita noptii este prezentata in figura 7.13.

Valorile eficientei de incapsulare EE% a piperinei in probele NLC sintetizate au fost mai mari
de 86%, aceste rezultate fiind explicate prin incapsularea eficienta a piperinei in reteaua lipidica pe
baza de uleiuri vegetale, valorile variind de la 86,77% (in cazul probei NLC-UP-PIP 1,5%) la 92,89%
(in cazul probei NLC-LN-PIP 1%). S-a constatat ca proba NLC pe baza de ulei de parafina incapsulata
cu 1% piperind prezinta o eficienta de incapsulare usor mai micd decét in cazul probei NLC pe baza
de ulei de luminita noptii, neexistand diferente semnificative intre cele doud formulari. incapsularea
unei cantitdti mai mari de piperind (1,5%) a condus la valori ale eficientei de incapsulare de 86,77%
n cazul probei NLC-UP-PIP 1,5% si de 90,85% in cazul probei NLC-LN-PIP 1,5%; diferenta dintre
eficientele de incapsulare poate fi explicata prin aceea ca excesul de piperina (0,5%) nu a mai putut fi
incapsulat Tn matricea lipidica si a ramas in exteriorul miezului lipidic.

Studiul privind Tncapsularea piperinei in sistemele NLC sintetizate a condus la rezultate optime
ale eficientei de Incapsulare, care pot fi explicate prin compatibilitatea ridicatd a principiului activ —
piperina — cu amestecul de lipide constand din ulei de parafina/ ulei de luminita noptii, monostereat
de glicerol si palmitat de cetil.

7.4. EVALUAREA PROPRIETATILOR BIOLOGICE ALE SISTEMELOR NLC PE
BAZA DE PIPERINA

Activitatea antioxidantd a sistemelor NLC pe baza de piperind si eliberarea controlatd a
piperinei din sistemele NLC au fost evaluate prin studii in vitro, conform celor prezentate in
continuare.

7.4.1. Testarea in vitro a activitatii antioxidante

Determinarea in vitro a activitatii antioxidante prin metoda ABTS

Activitatea antioxidantd a sistemelor NLC libere poate fi atribuita compozitiei chimice a celor
doua uleiuri utilizate in etapa de sintezi. Incapsularea piperinei in sistemele NLC preparate cu ulei de
parafind sau cu ulei de luminita noptii a condus la imbunatatirea activitatii antioxidante, valorile
procentelor de inhibitie a radicalilor ABTS* fiind de 27,99% n cazul probei NLC-UP-PIP 1%,
31,73% in cazul probei NLC-UP-PIP 1,5%, 34,3% in cazul probei NLC-LN-PIP 1% si 38,49% in
cazul probei NLC-LN-PIP 1,5%.
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Figura 7.15. Activitatea antioxidanti a sistemelor NLC-UP/LN-PIP vs. piperina, ulei de
parafina si ulei de luminita noptii (metoda ABTS)
Prezenta piperinei in cantitate mai mare in sistemele NLC sintetizate a condus la cresterea
activitatii antioxidante, valorile procentelor de inhibitie pentru probele cu 1,5% piperina fiind mai mari
decét in cazul probelor NLC cu 1% piperina. De asemenea, s-a observat un efect antioxidant mai
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puternic in cazul probelor NLC pe baza de ulei de luminita noptii comparativ cu efectul antioxidant al
probelor pe baza de ulei de parafind, indiferent de concentratia de piperind utilizata in sinteza; acest
rezultat poate fi explicat pe baza compozitiei uleiului de luminita noptii — bogat in acizi grasi nesaturati
(acid linoleic, acid y-linolenic, acid oleic) (figura 7.15).

O alta etapa importantd a cercetarii a fost evaluarea activititii antioxidante a piperinei
neincapsulate, uleiului de parafina, uleiului de luminita noptii, sistemelor NLC libere in comparatie
cu activitatea antioxidanta a sistemelor NLC incarcate cu piperind, utilizand metoda TEAC (Trolox
Equivalents Antioxidant Capacity). O privire comparativd a datelor reprezentate in figura 7.16
demonstreaza efectul sinergic manifestat de piperina si uleiul de luminita noptii / uleiul de parafina,
inhibitie a radicalilor ABTS*" este de 5 ori mai mare in cazul sistemului NLC-LN-PIP 1% comparativ
cu cel obtinut in cazul piperinei 1%.
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Figura 7.16. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante a piperinei, uleiului de luminita
noptii /parafina si a sistemelor NLC libere/incircate cu piperina

Capacitatea de captare a radicalilor cationici ABTS*" in cazul probelor NLC incircate cu
piperina a variat intr-o manierd dependenta de concentratia de piperind din probd, astfel activitatea
antioxidanta cea mai pronuntata a fost remarcata in cazul NLC-urilor cu un continut de 1,5% piperina.

Determinarea in vitro a activititii antioxidante prin metoda chemiluminescentei

Activitatea antioxidanta evaluata prin metoda chemiluminescentei a condus la rezultate
asemandtoare cu cele obtinute prin metoda ABTS, astfel toate probele de NLC ce incapsuleaza 1,5%
piperind prezinta capacitatea de captare a radicalilor de viatd scurta ai oxigenului (ROS) cea mai mare
(76,11% in cazul probei NLC-UP-PIP 1,5% si 82,62% in cazul probei NLC-LN-PIP 1,5%) comparativ
cu probele NLC neincapsulate cu piperina (39,83% in cazul probet NLC-UP si 41,40% 1n cazul probei
NLC-ULN) sau cu compusii individuali (46,99% pentru piperina 1%, 62,46% pentru piperina 1,5%,
16,05% pentru UP si 24,92% pentru ULN) (figura 7.17). Este de remarcat faptul ca probele NLC
sintetizate prezinta afinitate mai mare de captare a radicalilor de viata scurtd implicati in
procesele oxidative decét a radicalilor de viata lunga.

Incapsularea piperinei in asociere cu un compus lipofil activ (ulei de luminita noptii sau ulei
de parafind) in acelasi sistem nanotransportor a condus la o activitate antioxidanta amplificata, cu un
domeniu larg de actiune atat pentru radicalii de viata scurtd (ROS) cét si pentru radicalii de viata lunga
(ABTS™), ceea ce face ca sistemele NLC dezvoltate si poatd fi folosite cu succes in tratamentul
anumitor afectiuni precum obezitatea.
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Figura 7.17. Activitatea antioxidanta a sistemelor NLC-UP/LN-PIP vs. piperina, ulei de
parafina si ulei de luminita noptii (metoda chemiluminescentei)

7.4.2. Studii in vitro de eliberare controlata a piperinei

Asa cum se vizualizeaza in figura 7.18, cele doud categorii de nanotransportori se comporta
net diferit, in ceea ce priveste eliberarea piperinei. Este interesant de notat faptul cad sistemul NLC
preparat cu ulei de parafind manifestd o eliberare rapidd a principiului activ, atingdnd un procent de
eliberare mai mare de 65% inca din primele 8 ore de experimente, comparativ cu sistemele NLC
preparate cu ulei de luminita noptii, pentru care procentul de eliberare nu a depasit 20%. Eliberarea
rapida a piperinei din sistemul NLC preparat cu ulei de parafind poate fi atribuitd unui transfer de masa
liniaritatea conferitd de alcanii din uleiul de parafind, unei solubilitdti reduse a piperinei in uleiul de
parafind, dar si a unei viscozitati mai scazute a matricei lipidice formate din lipidele solide asociate cu
uleiul de parafina. In schimb, cele doud sisteme NLC pe bazi de ulei de luiminita noptii prezinti
modelul de imbogatire a miezului lipidic cu principiu activ, datorita abilitatii amestecurilor de lipide
de a forma retele puternic dezordonate, cu multiple imperfectiuni intre lanturile hidrocarbonate ale
TAG din compozitia uleiului de luminita noptii.
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Figura 7.18. Influenta nanotransportorilor lipidici pe baza de ulei de luminita noptii / ulei de
parafina asupra eliberarii piperinei

Aceste rezultate evidentiaza o bariera clara intre influenta unui ulei mineral versus cea a unui
ulei vegetal in conceperea unui sistem nanotransportor eficient, cu eliberare sustinuta de principii
active. Astfel, prin acest studiu s-a dovedit relevanta utilizarii uleiurilor vegetale, in detrimentul
uleiurilor minerale.

Conform coeficientilor de corelatie, s-a observat ca eliberarea piperinei se realizeaza dupa o
cinetica de tipul Korsmeyer-Peppas in cazul probelor NLC pe bazad de piperina si ulei de luminita
noptii (R? = 0,9992 in cazul probei NLC-LN-PIP 1,5% si R?= 0,9838 in cazul probei NLC-LN-PIP
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1%) si o cinetici de ordinul zero in cazul probei pe bazi de piperini si ulei de parafina (R? = 0,9984
n cazul probei NLC-UP-PIP 1%) (tabelul 7.5).
Tabelul 7.5. Date cinetice obtinute la eliberarea controlata a piperinei din sistemele NLC

Formularea NLC Ordinul zero Ordinul 1 Higushi Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas
R? ko R? k1 R? k2 R? ks R? ka n
NLC-LN-PIP 1,5%] 0,9935 | 2,2793 | 0,9916 | 0,0259 | 0,9722 | 8,7889 | 0,9911 0,003 0,9992 1,6153 0,619
NLC-LN-PIP 1% | 0,976 | 2,2669 | 0,9702 | 0,0251 | 0,9247 | 8,6006 | 0,9693 0,003 0,9838 2,1732 0,469
NLC-UP-PIP 1% | 0,9984 | 8,2036 | 0,9839 | 0,1351 | 0,9883 | 31,815 | 0,9837 | 0,0174 0,9928 2,1802 0,458

Sistemele NLC pe baza de ulei de luminta noptii au prezentat o eliberare conform
mecanismului Korsmeyer-Peppas, avand n= 0,62 (NLC-LN-PIP 1,5%) si n= 0,47 (NLC-LN-PIP 1%).
Mecanismul de eliberare a piperinei este anormal (0,43 <n <0,85), nanoparticulele lipidice prezentand
morfologie sferica [274]. Difuzia “non-fickiana" (sau anormald) implica in prima etapa modificarea
matricei, etapd urmatd de dizolvarea stratului de surfactanti si co-surfactanti din matricea lipidica si
difuzia substantei active; in acest caz eliberarea piperinei depinde simultan de modificarea matricei,
dar si de fenomenele de difuzie.

Sistemul NLC-UP-PIP 1% prezinta o cinetica de eliberare de ordinul 0, prezentand o eliberare
mai sustinutd decat in cazul sistemelor pe baza de ulei de luminita noptii, avand o constanta de viteza
mai mare decat n cazul sistemelor pe baza de ulei de luminita noptii. Acest comportament este explicat
pe baza diferentei compozitionale dintre cele doud uleiuri. Eliberarea dupa o cinetica de ordinul zero
este caracteristica eliberdrii unei substante active la viteza constanta indiferent de concentratia initiala
de substanta activa, acesta fiind scopul tuturor mecanismelor de eliberare controlatd a medicamentelor.
Aceasta conduce, in principiu, la cel mai bun control al concentratiei plasmatice si oferda mai multe
avantaje, inclusiv Imbunatitirea confortului pacientului si reducerea frecventei administrarii
medicamentului.

CAPITOLUL 8
SINTEZA SI CARACTERIZAREA SISTEMELOR
NANOTRANSPORTOARE INCAPSULATE CU CAPSAICINA

8.2. CARACTERIZAREA SISTEMELOR NLC LIBERE SI A SISTEMELOR
INCARCATE CU CAPSAICINA

In prezentul studiu am propus un nou concept in terapia obezititii, prin incapsularea simultana
in acelasi sistem NLC a unui compus vegetal cu efect antiobezitate — capsaicina (Cap) — si a unui
reglator lipidic endogen — oleoiletanolamida (OEA) / fenilalaninol oleamida (FOA) — analog
structural al fenilalaninolului cu acidul oleic, considerand ca asocierea efectelor biologice ale
compusilor activi naturali cu cele ale lipidelor endogene in acelasi sistem de distributie este o abordare
directd pentru dezvoltarea unor produse farmaceutice mai sigure si mai bine tolerate in terapia
obezitdtii cu aplicabilitate tintita.

Prezenta cercetare s-a bazat pe trei strategii inovatoare care ar putea conduce la dezvoltarea de
noi formuldri farmacologice cu efecte asupra imbunatatirii tolerabilitdtii gastrice si specificitatii Tnalte
fatd de celulele endoteliale adipoase: (1) reducerea toxicitatii medicamentelor de sinteza cu efect
antiobezitate prin folosirea lipidelor endogene OEA / FOA in asociere cu principalele substante active
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naturale din extractul de ardei rosu (Cap) si din uleiul de in (acidul a-linolenic); (2) cresterea
lipidici preparati cu ulei de in — cu rol antiinflamator si hipotrigliceridemic; (3) inducerea unui efect
antiobezitate imbunatatit prin co-incapsularea principiilor active si eliberarea treptata de capsaicina
din sistemul NLC.

8.2.1. Sinteza sistemelor NLC pe baza de capsaicina

Nanotransportorii lipidici pe bazad de ulei vegetal au fost incapsulati cu concentratii diferite de
capsaicind (1%, 2%), mentindnd constantd concentratia amestecului de surfactanti (2,5%) si
concentratia de mediator lipidic (1%) (tabelul 8.1).

Tabelul 8.1. Compozitia sistemelor NLC preparate cu ulei de in (LO) si incapsulate cu capsaicina
(Cap) si OEA / FOA

Formulare* **Amestec de GMS (g)|CP (g) |LO (g) OEA (g)|FOA (g) |Cap (9)
surfactanti (g)
NLC-LO 2,5 3,0 3,0 3,0 - - -
NLC-OEA 2,5 3,0 3,0 3,0 1,0 - -
NLC-OEA-Capl 2,5 3,0 3,0 3,0 1,0 - 1,0
NLC-OEA-Cap?2 2,5 3,0 3,0 3,0 1,0 - 2,0
NLC-FOA 2,5 3,0 3,0 3,0 - 1,0 -
NLC-FOA-Capl 2,5 3,0 3,0 3,0 - 1,0 1,0
NLC-FOA-Cap2 2,5 3,0 3,0 3,0 - 1,0 2,0

8.2.2. Caracterizarea dimensionali a nanotransportorilor lipidici incarcati cu capsaicina

Diametrul mediu al nanoparticulelor (Zave) si indicele de polidispersie (PdI)

Formularile NLC-LO-OEA / FOA-Cap au prezentat dimensiuni relativ mici ale particulelor,
cu valori ale diametrelor medii (Zave) ale nanoparticulelor sub 230 nm (figura 8.2). Aceste particule
de dimensiuni nanometrice sunt potrivite pentru administrarea orala, deoarece permit absorbtia de
catre enterocite si conduc la o actiune sinergica extinsa a principiilor active. Toate sistemele NLC
sintetizate au prezentat valori optime ale indicelui de polidispersie, incadrandu-se intre 0,16 (pentru
proba NLC-LO), 0,22 (pentru proba NLC-LO-FOA-Capl) si 0,26 pentru sistemul NLC-LO-FOA-
Cap2, prezentand o dispersie ingusta in jurul dimensiunii medii, indicand un comportament
monomodal adecvat.

Tncapsularea capsaicinei in sistemul NLC pe bazi de OEA a condus la o usoari scidere a
diametrelor medii ale nanoparticulelor sistemelor NLC incircate cu capsaicina. In cazul sistemelor
NLC pe baza de OEA s-a observat o diferentd mica intre diametrele medii ale nanoparticulelor (154
nm pentru NLC-LO-OEA, 145 nm pentru NLC-LO-OEA-Capl si 150 nm pentru NLC-LO-OEA-
Cap2), fiind relevante urmatoarele aspecte: 1. determinarea statistica a lui Zave prin metoda DLS; 2.
aparitia fenomenelor de rearanjare structurala a retelei lipidice dupa incapsularea capsaicinei; 3.
aparitia cristalizarii in timpul procesului de solidificare a topiturii lipidice. Nivelurile diferite de
incapsulare a capsaicinei conduc la nucleatia lipidelor, care influenteaza distributia necontrolatd a
dimensiunii NLC 1incarcate cu capsaicind, fenomen care conduce in final la cristalizarea
nanotransportorilor lipidici cu distributia diferitd a dimensiunii nanoparticulelor.

In ceea ce priveste cele doud concentratii de principiu activ cu efect antiobezitate utilizat,
concentratia de 2% de capsaicind a condus la obtinerea unei dimensiuni medii a particulelor
semnificativ mai mare in comparatie cu cea obtinuta cu capsaicina 1%, ca in cazul sistemelor NLC-
LO-FOA-Cap. Acest lucru ar putea fi atribuit continutului mai mare de capsaicind si punctului sau de
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topire mai ridicat (comparativ cu cel al amestecului de lipide, 45-50°C versus 62-65°C pentru
capsaicind), rezultand o faza dispersata mai viscoasa, fenomen care Ingreuneaza dispersia reciproca a
fazelor, cu aparitia particulelor mai mari.

Zave [nm]

N
o
]

=
u
o

=
o
S

[
o

0

&

[ )
o > > &
~ o’o% R R

WZav @PdI

¥ ¥
¥ [N & ¢
o Re; S RS

0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

0,00

Figura 8.2. Distributia diametrului mediu in cazul sistemelor NLC-LO si
NLC-LO-OEA/FOA-Capl/Cap2

In concluzie, prin incapsularea unei cantititi mai mici de capsaicini s-a remarcat o scadere a
dimensiunilor medii ale NLC-urilor pe baza de ulei de in, fenomen explicat prin afinitatea crescuta a
capsaicinei pentru miezul lipidic si prin rearanjarea lanturilor acizilor grasi din structura uleiului de in
(50,59% acid a-linolenic, 24,33% acid oleic, 14,34% acid y-linoleic, 5,19% acid palmitic, 4,34% acid
acid stearic, 0,8% acid cis-vaccenic, 0,11% acid a-linoleic, 0,09% acid arahic, 0,09% acid 11-eicosaenoic)
care permit inglobarea unei cantititi optime de principiu activ, determinidnd astfel scaderea
dimensiunii medii a sistemelor NLC.

Evaluarea stabilitatii fizice a sistemelor NLC pe baza de capsaicina

Rezultatele experimentale au aratat cd toate NLC-urile ncapsulate cu capsaicind prezintd
stabilitate fizica in timp, valoarea medie a potentialului zeta fiind cuprins intre -42,8 mV (pentru proba
NLC-LO-OEA-Capl) si -58,5 mV (pentru proba NLC-LO-FOA-Cap2), incapsularea capsaicinei in
miezul lipidic explicand diferenta mica dintre valorile potentialelor zeta ale sistemelor NLC-LO-OEA-
Cap1/Cap2 si NLC-LO-FOA-Capl/Cap2. Aceste valori negative ale potentialelor zeta nu constituie
un impediment in procesul de absorbtie a capsaicinei la nivelul adipocitelor (figura 8.5).
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Figura 8.5. Distributia potentialului electrocinetic in cazul sistemelor
NLC-LO-OEA/FOA-Capl/Cap2
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Figura 8.6. Distributia potentialului electrocinetic in cazul probei
a) NLC-LO-OEA / FOA
b) NLC-LO-OEA / FOA-Capl
¢) NLC-LO-OEA/ FOA-Cap2

In cazul sistemelor NLC pe bazi de ulei de in incapsulate cu lipidul endogen OEA / FOA si
capsaicind de concentratii diferite (1%, 2%), profilurile potentialului zeta (figura 8.6 a, b si ¢) prezinta
o distributie unimodala si o suprapunere perfecta a picurilor, intirind afirmatia ci probele NLC
incapsulate cu lipid endogen si capsaicina prezinta o stabilitate excelenta in timp.

8.3. CARACTERIZAREA STABILITATII TERMICE A SISTEMELOR NLC PE BAZA DE
CAPSAICINA

Miezul lipidic al nanotransportorilor lipidici este important pentru a favoriza proprietatile de
eliberare controlata. Caracteristicile fizice si comportamentul cristalin sau amorf al sistemelor NLC
sintetizate au fost puse in evidenta prin calorimetrie de scanare diferentiala (DSC) [336].

Termogramele sistemelor NLC-LO, NLC-LO-OEA/FOA-Cap1/Cap2 sunt descrise in figurile
8.7 si 8.8, fiind evidentiata perturbarea retelei lipidice dupa incapsularea mediatorilor lipidici si a
capsaicinei.

Complexitatea miezului lipidic continand lipide solide amestecate cu ulei de in este evidentiatd
prin aparitia a trei varfuri endoterme 1n intervalul 45-47°C (45°C), 53-55°C (53°C) si 59-61°C (61°C)
in cazul amestecului fizic al lipidelor, complexitate atribuitd palmitatului de cetil (54°C) si
monostearatului de glicerol (57-65°C). Aceste varfuri endoterme de topire relativ ascutite ale lipidelor
din proba au indicat ca materiile prime folosite erau aproape cristaline. Utilizarea uleiului de in pentru
fomarea miezului lipidic complex al sistemelor NLC a condus la obtinerea de nanotransportori cu retea
dezordonata, aspect evidentiat de alura de varf endotermic, toate probele NLC incapsulate prezentand
o regiune de varf endotermic, in intervalul de topire de 45-50°C (o regiune endoterma larga cu un varf
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localizat la 45°C si a unui umar in jurul valorii de 50°C). Evenimentele endotermice largi intre 40 si
55°C indica natura amorfa caracteristica sistemelor NLC dezvoltate.
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Figura 8.7. Termogramele DSC ale sistemelor NLC-LO-OEA-Capl/Cap?2
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Figura 8.8. Termogramele DSC ale sistemelor NLC-LO-FOA-Capl/Cap2

8.4. DETERMINAREA EFICIENTEI DE INCAPSULARE (EE%) SI A CAPACITATII DE
iINCARCARE (LC%) A CAPSAICINEI (CAP), OLEOILETANOLAMIDEI (OEA) SI
FENILALANINOL OLEAMIDEI (FOA)

Pentru a determina eficienta de incapsulare (EE%) a capsaicinei, OEA si FOA in
LO-OEA / FOA-Cap liofilizata a fost dispersata in 1,5 mL acetonitril (ACN), agitata usor si apoi
centrifugata timp de 15 minute la 15000 rpm (Sigma 2K 15, Germania). Supernatantul rezultat care
contine compusii activi neincapsulati a fost analizat folosind cromatograful de lichide de tip Jasco
2000 echipat cu un detector UV la A =220 nm si cu o coloana cromatografica Nucleosil C18 (25 x 0,4
mm). Faza mobila a fost compusa din ACN:H>0 (70:30) (V:V) si debitul a fost de 1 mL / min. De
asemenea, s-a tinut cont de timpii de retentie in cazul capsaicinei (3,93 minute), OEA (17,5 minute) si
FOA (26,5 minute).

Datorita solubilitatii scazute in apd a substantelor active (Cap, OEA si FOA), a existat o
competitie intre acomodarile ambelor substante active In miezul lipidic al sistemului NLC. Toate
formularile NLC au prezentat valori ridicate ale eficientei de incapsulare, EE% depasind 92% in cazul
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OEA / FOA, corespunzdtoare incarcarilor unor concentratii de medicamente apropiate de
concentratiile teoretice. Aceste rezultate au ardatat cd atat oleoiletanolamida, cat si fenilalaninol
oleamida au fost incapsulate eficient in miezul lipidic al sistemelor NLC, obtinand valori ale eficientei
de incapsulare cuprinse intre 90,9% + 0,37 / 92,3% + 0,15 pentru OEA si 94,8% + 0,29 / 96,4% +
0,78% pentru FOA (figura 8.9). Aceste rezultate obtinute pot fi strans legate de compatibilitatea
ridicatd a OEA si FOA cu amestecul de lipide format din ulei de in, monostearat de glicerol si palmitat
de cetil.
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Figura 8.9. Eficienta incapsulirii substantelor active (capsaicini, OEA, FOA)
in interiorul nanotransportorilor lipidici pe baza de ulei de in

S-a obtinut o eficienta de incapsulare adecvata in cazul capsaicinei, dar cu valori mai mici decét
cele obtinute in cazul lipidelor endogene (OEA si FOA), constatandu-se ca valorile EE% variaza de la 70,9
+ 1,57 1a 80 + 0,1 in cazul sistemelor NLC-LO-FOA-Cap1 si NLC-LO-FOA-Cap2 side la 79,2 + 0,27 la
81,9 £ 0,18 in cazul sistemelor NLC-LO-OEA-Capl si NLC-LO-OEA-Cap2.

Douad aspecte principale care ar putea fi atribuite valorilor EE% determinate pentru capsaicina:
1. solubilitatea scazuta a capsaicinei in apa (10,3 mg / L, la 25°C) care asigura incapsularea adecvata
a substantei active; 2. incapsularea a mai mult de 90% de mediator lipidic —OEA sau FOA — care are
o structurd destul de voluminoasa, neexistand suficient spatiu pentru incapsularea unei cantitdti
semnificative de capsaicina.

Studiul privind Tncapsularea capsaicinei n sistemele NLC sintetizate a condus la rezultate
optime ale eficientei de incapsulare, care pot fi explicate si prin compatibilitatea ridicata a principiului
activ natural — capsaicina — cu amestecul de lipide constand din ulei de in, monostereat de glicerol si
palmitat de cetil.

8.5. EVALUAREA INVITRO A PROPRIETAIILOR BIOLOGICE ALE SISTEMELOR NLC
PE BAZA DE CAPSAICINA

8.5.1. Testarea in vitro a activitaitii antioxidante

Inhibitia activitatii radicalilor ABTS'™ generati in situ a confirmat efectul antioxidant
semnificativ al sistemelor NLC-LO-OEA / FOA incarcate cu capsaicina si efectul antioxidant moderat
al sistemelor NLC-LO-OEA / FOA neincarcate cu capsaicind. Sistemul NLC-LO, neincarcat cu
substantd activa, a prezentat o actiune antioxidantd redusd cu un procent de inhibitie a radicalilor
ABTS™ de numai 9,4% + 1,1, efectul antioxidant al sistemului NLC-LO putand fi explicat prin
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— OEA sit FOA — in acelasi 51stem NLC preparat cuuleideina condus la o Tmbunatatire a activitatii
antioxidante, mai ales in cazul NLC-LO-FOA, cu valori ale procentului de inhibitie a ABTS™" de
16,7% + 0,30.

S-a observat ca, in prezenta capsaicinei sau sistemelor NLC-LO-OEA / FOA-Cap, procentul
de inhibitie a radicalilor ABTS'" a variat intr-o maniera dependenta de concentratia capsaicinei, fiind
important tipul formularii NLC (figura 8.11). Rezultatele obtinute au demonstrat ca aceastd capacitate
de a elimina radicalii liberi a fost statistic mai mare pentru sistemele NLC incarcate cu capsaicina
comparativ cu cea a capsaicinei neincapsulate — prezentand o activitate antioxidanta de 45% = 1,20,
in timp ce aceeasi concentratie de capsaicind incarcatd in sistemul NLC-LO-OEA a prezentat o
activitate remarcabild de eliminare a radicalilor ABTS™, cu un procent al inhibitiei de 76,1% + 2,18.
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Figura 8.11. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante a capsaicinei,
sistemelor NLC-LO-OEA / FOA si NLC-LO-OEA / FOA-Cap

Potentialul de inhibitie a radicalilor liberi ABTS™" observat a fost mai mare in cazul sistemelor
NLC-LO-OEA /FOA - Cap comparativ cu cel al capsaicinei, fenomen care ar putea fi atribuit efectului
de dimensiune indus prin nanoincapsulare si gruparilor functionale diferite din structura capsaicinei
care sunt responsabile pentru reducerea si captarea radicalilor cationici sau care pot dona hidrogen
radicalilor liberi si astfel inhiba reactia in lant a radicalilor liberi In prima etapa de initiere [340].
Studiile in vivo si in vitro au demonstrat ca asocierea Cu capsaicina are un rol important in protejarea
celulelor endoteliale si macrofagelor in procesul de oxidare a LDL (lipoproteine cu densitate micd)
prin actiune antioxidanta directd [341, 342] si in protectia impotriva deteriorarii oxidative, reducand
speciile reactive de oxigen la nivel celular si crescand activitatea antioxidantd a enzimelor precum
superoxid dismutaza, catalaza, glutation-S-transferaza [343, 344]. In ceea ce priveste efectul de
dimensiune, este bine cunoscut faptul ca reducerea dimensiunii compusului bioactiv are efecte
pronuntate asupra proprietatilor fizice si biologice care pot fi semnificativ amplificate fata de cele ale
formei native corespunzatoare [345].

8.5.2. Studii in vitro de eliberare controlata a capsaicinei

Din prezentarea generala a profilurilor de eliberare controlata (figura 8.12), se poate observa
ca nanotransportorii lipidici dezvoltati supusi testelor in vitro de eliberare au asigurat o eliberare lenta
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a capsaicinei, cu un preocent de 40% de capsaicina eliberatd dupa 24 de ore de experimente in vitro in
cazul sistemelor NLC-LO-OEA-Cap1 / Cap2 si de doar 9% in cazul sistemelor NLC-FOA-Cap1/Cap?2.
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Figura 8.12. Influenta nanotransportorilor lipidici pe baza de ulei de in
asupra eliberarii capsaicinei

Comportamentul remarcat in procesele de eliberare controlata poate fi atribuit structurii
voluminoase a mediatorului lipidic — OEA — si analogului sau — FOA —, care impiedicd in mod
semnificativ migrarea capsaicinei prin sistemul NLC. Interesant este faptul ca sistemele NLC pe baza
de OEA au aratat o eliberare mai rapida a capsaicinei comparativ cu sistemele NLC bazate pe FOA,
un fenomen care poate fi strans corelat cu structura ramificata a FOA. Eliberarea substantei active din
nanoparticule a decurs n trei etape [348]. In prima etapi s-a observat o eliberare in rafala cauzata de
dizolvarea sau de adsorbtia medicamentului pe suprafata nanoparticulelor. In a doua etapa, gradientul
de concentratie dintre nanoparticule si mediul de eliberare a condus la difuzia substantei active. In a
treia etapd s-a remarcat degradarea materiilor prime ale nanoparticulelor din care substanta activa
incapsulati este eliberata sustinut. In prezentul studiu, in cazul sistemelor NLC-LO-FOA-Cap, nu a
fost observatd o eliberare in rafald a substantei active; de asemenea, a fost detectatd o eliberare mai
rapidd a capsaicinei in cazul sistemelor NLC-LO-OEA-Capl / Cap2.

Sistemele NLC-LO-OEA / FOA-Cap au prezentat un profil de eliberare controlata, care a
evidentiat un proces in doud etape principale, care ar putea fi ilustrate dupd cum urmeaza: 1. eliberarea
initiala (in primele 8 ore) — care ar putea fi corelatd cu eliberarea unei cantitati mici de capsaicina
incapsulata 1n stratul de suprafata al NLC-ului si 2. difuzia pasiva a capsaicinei. Mai mult, profilul de
eliberare prelungita dupa 8 ore ar putea fi provocat de incapsularea capsaicinei in miezul lipidic al
NLC-ului, eliberarea substantei active realizdndu-se treptat odata cu degradarea sistemului NLC.

Concentratia de capsaicind din sistemele NLC-LO-FOA a influentat moderat viteza de
eliberare (figura 8.13). Sistemul NLC-LO-FOA-Capl a eliberat un procent de 6% de capsaicina, iar
sistemul NLC-LO-FOA-Cap2 a eliberat un procent de 8% de capsaicina, dupa primele 8 ore de
experimente. De asemenea, dupa 24 de ore, s-a observat ca cel mai lent grad de eliberare a fost obtinut
in cazul sistemului NLC pe baza de FOA care contine cantitatea mai mare de capsaicini. In cazul
sistemului NLC-LO-OEA-Cap, insa, s-a observat o cantitate mare de capsaicina eliberata Tn special in
cazul probei NLC-LO-OEA-Cap2, 16% din totalul de capsaicina fiind eliberata dupa prima ora de
experiment, urmata de o eliberare sustinuta cu un procent de aproximativ 39% de capsaicind eliberata
Tn 24 de ore. Asa cum am mentionat anterior, o posibilad explicatie pentru eliberarea lenta a capsaicinei
din sistemele de distributie NLC-LO pe baza de FOA in comparatie cu cele pe baza de OEA, ar putea
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fi afinitatea crescuta intre capsaicind si FOA datorita conjugarii « -  Intre radicalii aromatici fenil care
determina astfel o eliberare Intirziata a substantei active din reteaua lipidica.

Tabelul 8.4. Date cinetice obtinute la eliberarea controlata a capsaicinei din sistemele NLC

Formularea NLC |Ordinul zero Ordinul 1 Higushi Hixson-Crowell Korsmeyer-Peppas
R? ko R? k1*10? R? ko*10? R? ks*102 R? ks*102 n
NLC-OEA-Capl 0,995 (0,837 | 0,996 | 1,01 | 0,992 394 0944 | 3,44 0,996 1,44 | 0,224
NLC-OEA-Cap2 | 0,972 (3,515| 0,978 | 4,91 | 0,969 | 19,04 |0,912 | 16,51 0,976 6,63 | 0,225
NLC-FOA-Capl |0,993 (0,259 0,995 | 0,28 | 0,994 1,08 0,952 | 0,94 0,994 0,41 | 0,222
NLC-FOA-Cap2 | (0,933 |0,346| 0,935 | 0,37 | 0,885 1,41 0,804 1,2 0,934 0,55 | 0,219

Se observa ca eliberarea capsaicinei din sistemele NLC sintetizate se realizeaza dupa o cinetica
de ordinul intai (conform coeficientilor de corelatie, tabelul 8.4) care denota prezenta unor procese
controlate de difuzie. Tn cazul sistemului NLC-LO-OEA-Cap1 constanta de viteza este mai mare decat
n cazul sistemului NLC-LO-FOA-Cap1 si NLC-LO-FOA-Cap2, ceea ce intareste ipoteza anterioara
cu privire la eliberarea mai rapida a capsaicinei din sistemul NLC pe baza de OEA. Aceste rezultate
demonstreaza ca sistemele NLC bazate pe ulei de in au jucat un rol important in intarzierea dizolvarii
capsaicinei; eliberarea lenta a capsaicinei intalnita in prezenta cercetare ar putea fi un fenomenon dorit
pentru a evita efectul potential iritant al capsaicinei asupra mucoasei intestinale. Mai mult, acest
comportament poate ajuta la atingerea unui concentratii eficiente de capsaicina in plasma (dupa o ora),
in timp ce eliberarea controlata pe o perioada de 24 de ore poate mentine concentratia eficienta a
capsaicinei in plasma pentru o perioada mai lunga de timp.

8.6. TESTAREA IN VIVO A PROPRIETATILOR ANTIOBEZITATE ALE SISTEMELOR
NLC PE BAZA DE CAPSAICINA

Pentru testarea proprietatilor antiobezitate ale sistemelor NLC sintetizate a fost determinata
influenta tratamentului cu nanoparticule lipidice pe baza de capsaicind, OEA / FOA intr-un model
experimental de obezitate realizat pe animale de laborator. Animalele experimentale utilizate au fost
soareci masculi Albino Swiss procurati de la Biobaza U.M.F. ,,Carol Davila”, Bucuresti. Animalele,
tinute in conditii standard de laborator, au primit hrana de 2 ori pe zi si apa ad libitum. Experimentul
s-a desfasurat conform Directivei 2010/63/UE a Parlamentului si Consiliului European privind
protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si a Ordonantei nr. 37 a Guvernului Romaniei din
2/02/2002.

In ceea ce priveste descrierea modelului experimental de obezitate, soarecii Albino Swiss,
avand o greutate de 18+3 g, au fost hraniti cu un regim alimentar hipercaloric bogat in grasimi si
zaharuri timp de 3 sdptamani, conform modelelor propuse in literatura de specialitate [349, 350].
Animalele de laborator au fost distribuite aleatoriu in 7 loturi de animale obeze tratate cu sistemele
NLC incércate cu substanta activa cu efect antiobezitate, un lot de referinta de animale obeze si, in
paralel, un lot de animale cu greutate corporald normala carora li s-au administrat alimente
standard de doua ori pe zi si apa ad libitum timp de 3 saptamani.

Loturilor de animale le-au fost administrate oral probele considerate, timp de 10 zile, dozele
formularilor NLC pe baza de oleoiletanolamidd utilizate in acest studiu corespunzand dozelor
terapeutice recomandate administirii per os (10 mg / kg greutate corporald). In cazul administrarii
orale doza recomandatd de FOA (12,5 mg / kg greutate corporald) este echimoleculara cu doza de

35



Sisteme nanotransportoare pe baza de principii active naturale cu actiune antiobezitate §i antioxidantd

OEA recomandata in administrarea per 0s. Regimul hipercaloric s-a mentinut pe durata tratamentului
la toate loturile, cu exceptia lotului de normoponderali care au primit hrand normald. Greutatea
corporala a fost monitorizatd in zilele 1, 3, 5, 7 si 10 de tratament. Efectul tratamentului asupra
senzatiei de satietate a fost determinat dupa 3h de la administrare, comparand lotul de animale obeze
cu lotul de control cu greutate normalad. La doua ore de la ultima administrare, animalele au fost
anesteziate si li s-a recoltat sange in vederea analizarii biochimice a colesterolului seric total,
trigliceridelor din sange si a glicemiei, folosind analizorul biochimic Cormay cu kituri specifice de
reactivi. Datele experimentale au fost exprimate ca valoari medii a trei masuratori + deviatie standard
(SD), semnificatia statistica fiind determinatd cu ajutorul testului ANOVA si testului de comparatie
multipla Dunnett si realizatd folosind software-ul GraphPad Prism. Rezultatele obtinute au fost
considerate semnificative statistic la p < 0,05 si nesemnificative statistic la p > 0,05.

8.6.1. Variatia greutitii corporale la animalele de experienti in urma administrarii
nanotransportorilor lipidici incarcati cu OEA / FOA si capsaicina

Tn cazul loturilor de soareci Albino Swiss (loturile 1-7) tratate cu NLC-LO-OEA / FOA-Cap
au fost observate fluctuatii ale greutatii corporale comparativ cu cele doua loturi de control (loturile 8,
9) care au prezentat o crestere constanta a greutatii pe parcursul celor 10 zile de tratament (figura 8.13).

30
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= 9= NLC-LO = = Lotul normoponderal = *®= Lotul animais obezs

Figura 8.13. Variatia greutatii corporale dupia administrarea formulirilor NLC
la animalele de laborator Albino Swiss, comparativ cu ziua 1

Tratamentul cu NLC-LO-OEA / FOA si NLC-LO-OEA / FOA-Cap a condus la scaderea
greutatii corporale a soarecilor Albino Swiss in comparatie cu lotul de animale obeze. Au fost observate
rezultate interesante in cazul loturilor de soareci tratati cu nanotransportori lipidici care contin doar
mediator lipidic — OEA / FOA. Au fost inregistrate scaderi semnificative (p < 0,05) ale greutitii
corporale sub greutatea initiala (din ziua 1 a tratamentului) dupa 3 zile de administrare, efectul
fiind mentinut pe parcursul celor 10 zile de tratament.

8.6.3. Influenta tratamentului cu NLC-LO-OEA / FOA-Cap asupra profilului lipidic si profilului
glicemic

In urma tratamentului cu formulirile NLC sintetizate, s-a remarcat faptul ci coincapsularea
capsaicinei Impreunda cu OEA / FOA in nanotransportori lipidici a Tmbunatatit profilul lipidic
plasmatic comparativ cu sistemul NLC neincarcat cu capsaicind. Rezultatele obtinute sunt dependente
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de doza, concentratiile crescute de capsaicina conducand la o scadere semnificativa a colesterolului, a
trigliceridelor si a nivelului de glucoza. Aceste rezultate sunt prezentate ca efect comparativ cu lotul
de control normoponderal (figura 8.15 a, b si ¢).
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Figura 8.15. Influenta tratamentului cu NLC asupra: a) glicemiei, b) colesterolului seric total,
c) trigliceridelor serice

Toate aceste rezultate demonstreaza ca sistemele NLC pe baza de ulei de in, mediatori lipidici
—OEA / FOA - si activ natural —capsaicina — au jucat un rol important in obtinerea unui efect sinergic
imbunatatit al principiilor active impotriva obezitatii, avand un impact pozitiv asupra efectului de
scadere 1n greutate, de scadere a nivelurile de colesterol, trigliceride si de glucoza, oferind avantajul
imbunatatirii tolerabilitdtii gastrice a substantelor active.

CAPITOLUL 9. CONCLUZII

9.1. CONCLUZII GENERALE
Rezultatele originale ale etapelor de cercetare efectuate sunt prezentate in cele ce urmeaza:

v" Pentru sinteza celor 26 de sisteme nanotransportoare lipidice libere si co-incapsulate cu principiile
active considerate am utilizat tehnica emulsiondrii la cald cuplatd cu tehnica de omogenizare cu grad inalt
de forfecare (HSH) si tehnica de omogenizare la presiune inalta (HPH).

v" Sistemele NLC sintetizate au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic si morfologic (Zave,
PdI, potential zeta, DSC, UV-VIS) si au fost evaluate din punct de vedere al proprietatilor biologice prin
studii in vitro de evaluare a activitatii antioxidante, studii in vitro a eliberarii controlate de substanta activa
si studii in vivo de evaluare a efectului antiobezitate.
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v Toate formulirile NLC pe baza de uleiuri vegetale, libere sau incapsulate cu principii active, au
prezentat dimensiuni medii a nanoparticulelor (Zave) optime, cu valori mai mici de 200 nm, si cu o buna
stabilitate fizica in timp.
v' Pentru sinteza sistemelor NLC am utilizat un amestec de lipide solide si lichide (uleiuri vegetale),
concentratia amestecului de lipide influentand dimensiunea si stabilitatea nanoparticulelor.
v" Matricea lipidica a fost constituitd din lipidele solide monstearat de glicerol (GMS) si palmitat de cetil
(CP) si lipidele lichide reprezentate de uleiurile considerate 1n acest studiu (ulei de in / ulei de argan / ulei
de luminita noptii / ulei de parafind). Asocierea lipidelor solide cu un lipid lichid a condus la obtinerea
unei retele cristaline Tnalt dezordonate, care a permis Incapsularea unei cantitéti optime de substanta activa,
fenomen evidentiat prin dimensiunile medii ale nanoparticulelor si prin stabilitatea sistemelor NLC.
v" Pentru sinteza nanotransportorilor lipidici am utilizat un amestec de surfactanti format din Tween 20,
o-Fosfatidilcolina si Poloxamer 188. In etapa de optimizare, am utilizat patru concentratii diferite ale
amestecului de surfactanti (2%, 2,5%, 3% si 3,5%), concentratia optima fiind cea de 2,5%, pentru care am
obtinut cele mai bune rezultate ale diametrului mediu al nanoparticulelor, indicelui de polidispersie si
potentialului zeta.
v Nanoincapsularea principiilor active in structura lipidica a sistemelor NLC nu a condus la modificari
semnificative ale dimensiunii diametrului mediu, In comparatie cu sistemele NLC libere, ceea ce pune in
evidenta eficacitatea sistemelor dezvoltate.
v' Pentru evaluarea in vitro a activititii antioxidante, au fost utilizate metoda ABTS si metoda
chemiluminescentei, valorile inhibitiei radicalilor liberi de viata lungd / scurta fiind mai mari de 30%/76%.
S-a constatat cd sistemele NLC incarcate cu principii active au prezentat o activitate antioxidanta
amplificata in comparatie cu cea a sistemelor NLC libere sau de cea a principiilor active libere.
v" Evaluarea in vitro a eficientei de incapsulare s-a realizat prin metodele UV-VIS si HPLC, tinand cont
de principiul activ incapsulat. S-au obtinut valori foarte bune ale eficientei de incapsulare, mai mari de
80%.
v S-a constatat o capacitate de incdrcare cu substantd activd in strinsd corelatie cu eficienta de
incapsulare, rezultatele obtinute putind fi atribuite bunei acomodari a substantei active In matricea lipidica.
v" Testarea in vivo a efectului antiobezitate a fost realizata in cazul probelor NLC pe baza de capsaicina
pe soareci de laborator Albino Swiss, studiul evidentiind scaderea optima a greutdtii corporale, a nivelului
de trigliceride serice, a nivelului de glucoza din sange, precum si a nivelului de colesterol seric.
v Compozitia chimicd complexa a uleiurilor vegetale utilizate in asociere cu principiile active naturale,
dar si cu principiile active de sinteza explica stabilitatea n timp a sistemelor NLC nou sintetizate, de aceea
noile formulari sintetizate pot sta la baza dezvoltarii unor formulari farmaceutice eficiente si sigure, care
pot fi utilizate Tn terapia antiobezitate.

Formularile NLC incapsulate cu principiile active considerate (acid cafeic, curcumina, piperina,
capsaicind) constituie o perspectiva atractivd pentru dezvoltarea viitoare a unor formulari farmaceutice
orale inovatoare in scopul gestiondrii adecvate a greutdtii pe termen lung.
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9.2. CONTRIBUTII ORIGINALE

Contributiile originale cele mai importante aduse prin realizarea tezei de doctorat cu titlul “Sisteme
nanotransportoare pe baza de principii active naturale cu actiune antioxidanta si antiobezitate” pot
fi sintetizate astfel:

% Sinteza, caracterizarea si evaluarea proprietatilor unor noi sisteme nanotransportoare pe baza
de uleiuri vegetale/minerale (ulei de in, ulei de argan, ulei de luminita noptii/ulei de parafind) in asociere
cu un amestec adecvat de lipide solide (monostearat de glicerol si palmitat de cetil).

% Tncapsularea principiilor active naturale (acidul cafeic, curcumina, piperina, capsaicina) Tn
noile sisteme nanotransportoare, dezvoltand astfel sisteme eficiente de transport care au rolul de a
imbundtati proprietatile biologice ale acestor principii active.

¢ Co-incapsularea principiilor active naturale cu principii active de sinteza (oleoiletanolamida —
OEA si fenilalaninol oleamida — FOA) cu efect antioxidant si antiobezitate, cu scopul cresterii efectelor
terapeutce prin sinergie, dar, mai ales, cu scopul reducerii toxicitatii principiilor active de sinteza.

% Nanoincapsularea principiilor active hidrofile sau slab lipofile in sistemele de nanotransportori

.....

amplificarea activitatii terapeutice a acestora.

%+ Aducerea la scala nanometrica a unor extracte vegetale si a unor principii active de sinteza

%+ Dezvoltarea de noi sisteme nanotransportoare care prezinta in vitro un efect antioxidant
imbunatatit comparativ cu efectul antioxidant al principiilor active neincapsulate.

% Dezvoltarea de noi sisteme nanotransportoare care prezinta in Vivo un promitator efect
antiobezitate, sistemele NLC pe bazid de ulei de in, incapsulate cu capsaicind in asociere cu
oleoiletanolamida / fenilalaninol oleamida fiind precursoare ale unor formuléri farmaceutice sigure si

eficiente ce ar putea fi utilizate in terapia obezitatii.

9.3. PERSPECTIVE DE CERCETARE

Principalele perspective de cercetare pot fi formulate astfel:

» Dezvoltarea de noi sisteme nanotransportoare capabile sa incapsuleze si alte principii
active naturale cu efecte antioxidante si antiobezitate (de exemplu, bromelaina) cu proprietati optime
de incapsulare, stabilitate fizica (depozitare, transport) excelenta si eliberare controlata.

» Co-incapsularea principiilor active naturale si cu alte substante active de sinteza cu efect
antiobezitate, in vederea reducerii efectelor secundare.

» Dezvoltarea unor matrici lipidice cu biocompatibilitate inalta, incapsulate simultan cu mai
multe principii active, si testarea in Vitro si in vivo a proprietatilor biologice in vederea potentarii
activitatii principiilor active prin efect sinergic.
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