UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

W\TEHN,
> @

Facultatea de Inginerie Chimica si Biotehnologii

Teza de doctorat - Rezumat

Sisteme magnetice multifunctionale pe baza de compusi bioactivi

Conducator Student

Prof. Dr. Ing. Ficai Anton Ilie Cornelia-loana

BUCURESTI
2024



Sisteme magnetice multifunctionale pe baza de compusi bioactivi Ilie Cornelia-Ioana

Cuprins

PARTEA L. Studiu de Lteraturil..........cccocooviiiiiiiiiiiiiiiiinicitctereecre ettt et snesaeene e -2-
CAPITOLUL 1. Microbiota intestinali: impact asupra nutritiei si sanatatii............................... -2-
L1 INEEOAUCETC. ...ttt ettt sttt st sa et b st nesaeesn b saeennean -2-

1.2. Microbiota gastrointestinala si stresul oxidativ.............cccocivinnininini, -3-

1.3. Interactiile microbiotei intestinale in cancerul colorectal..................c.cccocevininininnnnnnnn. -3-

1.4. Modularea microbiotei intestinale .................occoceniniiiiinniiiiniccee s -3-
CAPITOLUL 2. Nanoparticule magnetiCe..............ccoovueeriiiiiieinieiinieenieeeeeeeieesieeesieeesveeesareesanes -4 -
2.1, GeNEFALILALE .....c.eeeniiiiiiiiiiiece ettt sttt ettt ettt -4-

2.2. Sinteza nanoparticulelor MAgNEtiCe..............cccocveiriiiiiiiiiniiiiieeeeeeeeeee et -4-

2.3. Aplicatiile biomedicale ale nanoparticulelor magnetice...............ccccccoeviiriiiininnniennneenne -4-
CAPITOLUL 3. Tratamentul cancerului colorectal.................cccccociiiiinininiinniniinecceceeeeeee -5-
3.1. ChemoterapeuULiCe. ...........cociiiiiiiiiiiiiiiiectct et -5-

3.2, Compusi DATUTALL.....c..cooiiiiiiiiiice ettt ettt et s s e ne e -5-

3.3, NANOLEIFAPEULICE........eiiiiiiiiiieiieeiteete ettt ettt e et e e e bt e st e e sbeesabaeesabeesbeeesabaesasaeesaseesases -5-
PARTEA a II-a. Contributii originale ..............ccocooiiiininiininiis -6-
CAPITOLUL 4. Obiective generale i Specifice...........ccc.coeviriiiiiiiniiiinnenenecececeeeeeee -6-

CAPITOLUL 5. Compozitia chimica, proprietitile antioxidante si biologice ale extractelor de
polen de albine ..o -8-

CHAPTER 6. Chemical, Antioxidant and Antimicrobial Properties of Bee Bread Extracts ....- 15 -

CHAPTER 7. Development of Magnetite-based Drug Delivery Nanocarriers........................... -22-
Capitolul 8. Concluzii generale si Originalitatea studiului...............c...coccoeviiiiininnnnnnee. -30 -
Concluzii GeNerale ..o s -30 -
Contributii originale §i Perspective...........c.c.cociiiiiiiiiiniiieeeeee e -31-
REFERIINTE ..ottt sttt et ettt st bt s e et st aesae et esreemnesreemeenne -33-

Cuvinte cheie: disbioza, produse apicole, compusi fenolici, sisteme de eliberare controlata,

cancer colorectal.



Sisteme magnetice multifunctionale pe baza de compusi bioactivi Ilie Cornelia-Ioana

PARTEA I. Studiu de literatura

CAPITOLUL 1. Microbiota intestinala: impact asupra nutritiei si sinatatii

1.1. Introducere

Microbiota umana este constituitd din bacterii, fungi, archaea, virusi si protozoare care
colonizeaza multe zone ale corpului, cum ar fi pielea, gura, glanda mamara, sistemul respirator,
sistemul urogenital si tractul gastrointestinal (GIT) si aduc gazdei o zestre cu o multime de celule
si gene decat ale sale. De asemenea, microbiota este cheia principald pentru mentinerea si
sustinerea sanatatii [ 1, 2]. Factorii determinanti precum nutritia, stilul de viata, varsta, modificarile
hormonale sau genele ereditare influenteaza semnificativ echilibrul microbiotei, iar orice
modificare (disbioza) poate determina alterarea treptatd a echilibrului existent sau chiar boli.
Sistemul imunitar este primul afectat de modificarile homeostaziei umane, in special de disbioza
GIT. In plus, dezechilibrul microbiotei intestinale este asociat cu rezistenta ATB, inflamatia
cronica, tulburarile neurologice si cardiovasculare si cancerul [1, 2]. GIT, cu bariera sa epiteliala,
are o suprafatd totaldi de 400 m? si reprezintd un ecosistem complex, care contine > 10!
microorganisme (MO) care cuprind > doud mii de specii si doudsprezece phyla diferite, iar
microbiomul lor prezintd cu pana la cinci sute de gene mai multe decat ADN-ul uman [3, 4]. Partea
primara a microbiotei intestinale include Actinomycetota (Actinobacteria), Bacteroidota
(Bacteroides), Bacillota (Firmicutes) si Pseudomonadota (Proteobacteria). In plus, compozitia
microbiotei GIT este influentata de numerosi factori precum conditiile etnico-geografice, metoda
de livrare, genetica gazdei, dieta, istoricul medical, sistemul imunitar, indicele de masa corporala,
nivelurile sanguine, varsta, conditiille sanitare si socio-economice, somnul, medicamente
(antibiotice-ATB, antihistaminice, metformina etc.), stil de viata etc. [5].

Compozitia microbiotei difera in tractul gastrointestinal in functie de conditiile de mediu
din gurd, esofag, stomac, intestin subtire si intestin gros [6-9]. Colonul (uman) cuprinde
predominant la nivel de phylum: Bacteroides, Firmicutes, and Proteobacteria [10, 11].
Biodiversitatea microbiotei intestinale, in special a microbiomului fecal, este consideratd un
biomarker al sanatatii, iar orice disbioza afecteazd in mod semnificativ homeostazia intestinala si
imunologica. In plus, dezechilibrul microbiotei se reflectd in concentratia de MO si pierderea
grosimii epiteliului intestinal, care devine mai susceptibil la agentii patogeni si la procesele

inflamatorii [12].
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1.2. Microbiota gastrointestinala si stresul oxidativ

Microbiota intestinald genereaza diversi metaboliti asociati cu multe procese biologice, in
special cu reglarea sistemului imunitar. Mai mult, homeostazia microbiotei GIT este direct asociata
de echilibrul REDOX, iar orice tulburare genereaza procese inflamatorii [13]. Mai mult, disbioza
este corelatd cu stresul oxidativ, iar expunerea prelungitd la ROS genereaza mai multe boli
intestinale, cum ar fi infectii enterice, boli inflamatorii intestinale (boala Crohn, colita ulceroasa)
si cancerul colorectal (CRC) [14].

In general, multifunctionalitatea microbiotei intestinale este o caracteristici cheie in
mentinerea unei vieti sdnatoase. Microbiota intestinald regleaza proliferarea MO in GIT,
transportul nutrientilor, sistemul imunitar, vitaminele, enzimele, productia de acizi grasi cu lant

scurt (SCFA) si metabolismul gazdei, degradeaza proteinele si carbohidratii [15].

1.3. Interactiile microbiotei intestinale in cancerul colorectal

Compozitia microbiotei intestinale joacd un rol crucial in carcinogeneza colorectala.
Comunitatile microbiene din intestin prezintd multe functii, iar alterarea metabolismului si a
functiei imune sunt factori determinanti in dezvoltarea CRC [16, 17].

Diversitatea microbiotei intestinale este modificata pentru pacientii diagnosticati cu CRC.
In cea mai mare parte, speciile de bacterii cu potential probiotic, cum ar fi: Bifidobacterium,
Lactobacillus, Treponema, Faecalibacterium spp., Ruminococcus, etc. sunt In concentratii scazute,
in timp ce Fusobacteria, Akkermansia spp, Porphyromondaceae, Methanobacterials, si
Coriobacteridae sunt in cantitati ridicate [18]. In plus, Fusobacterium spp., Clostridium septicum,
Escherichia coli, Shigella spp., Streptococcus bovis, Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis,
Helicobacter pylori sunt implicate in dezvoltarea CRC [19].

in plus, nivelurile de metaboliti microbieni sunt considerate biomarkeri pentru pacientii cu
CRC. Evaluarea compozitiei microbiene intestinale, a functiilor moleculare, a factorilor genetici
si a asocierii cu profilele pacientilor cu CRC ar putea servi ca biomarkeri pentru riscul sau

screeningul CRC [20, 21].
1.4. Modularea microbiotei intestinale
Different treatment approaches comprising probiotics, prebiotics, symbiotics, postbiotics,

ATBs, and fecal microbiota transplantation for modulation of gut microbiota and balance of the

REDOX equilibrium state in GIT are applied [22, 23].
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CAPITOLUL 2. Nanoparticule magnetice

2.1. Generalitati

Istoria materialelor magnetice a inceput cu mii de ani In urma, dar descoperirea magnetilor
de dimensiuni nanometrice, cunoscuti sub numele de nanoparticule magnetice (MNP), a inceput
odata cu inceputul nanotehnologiei [24]. MNP-urile prezinta diferite proprietati decat magnetii de
marimi mari, ca urmare a dimensiunilor la scara nano, iar cele mai studiate MNP-uri cu proprietati
ferimagnetice sunt magnetita (Fe3Os), maghemita (y-Fe>O3) si hematitul (a-Fe>Os3) [25, 26].
Proprietatile magnetice si de magnetorezistenta ale magnetitei sunt asociate cu dimenisiunea,

forma si metoda de sinteza [25, 26].
2.2. Sinteza nanoparticulelor magnetice

In ultimii ani, cercetitorii au avut un mare interes in dezvoltarea diferitelor metode de
obtinere a NP-urilor cu forme regulate, stabilitate, proprietati magnetice, biocompatibilitate etc.
MNP-urile pot fi sintetizate folosind numeroase tehnici, care pot fi impartite In conventionale
(fizice, chimice sau biologice) si neconventionale. Cele mai aplicate sunt metodele chimice
datorita versatilitatii si diverselor cdi, precum coprecipitarea, descompunerea termica, sol-gel,

laser-ablatia, hidrotermald, microemulsie etc [26-29].

2.3. Aplicatiile biomedicale ale nanoparticulelor magnetice

.....

lor biologice, proprietdtilor fizico-chimice si usurintei de manipulare atunci cand se utilizeaza un
camp magnetic. Utilizarea in aplicatii biologice specifice depinde de proprietatile MNP-urilor, In
special de distributia dimensiunii particulelor, de forma si de interactiunea dintre particule,
proprietdti ce sunt datorate metodelor de sintezd [30, 31]. Conditiile pe care trebuie sa le
indeplineasca MNP-urile pentru a fi aplicate in aplicatii biomedicale sunt toxicitatea minima,
stabilitatea chimicd in fluidele biologice, compatibilitatea cu organismul si saturatia mare a
magnetizarii [32].

Aplicatiile in vivo sunt reprezentate de metodele de diagnostic si de cele terapeutice
(sisteme cu eliberate controlata si la loc tintit, hipertemia magnetica etc) [30, 33]. De asemenea,
aplicatiile biomedicale se bazeaza pe interactiunea cu campul magnetic sau cu lumina [34].Studiile
recente redau cd utilizarea nanotehnologiei si a DDS denotd o alternativa in tratamentele

admnistrate la locul dorit cu ajutorul campului magnetic [35, 36].
-4 -
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CAPITOLUL 3. Tratamentul cancerului colorectal

3.1. Chemoterapeutice

Tratamentul cancerului colorectal este diferit in functie de stadiul, locul, numarul de tumori
(metastaze) si starea imunologici a pacientului. In prezent, tratamentul standard implica interventii
chirurgicale, chimioterapie si radioterapie [37].

Unele dintre cele mai utilizate medicamente chimioterapeutice sunt fluoropirimidinele (5-
fluorouracil si capecitabind), oxaliplatina si irinotecanul (IRI). 5-fluorouracil (5-FU) a fost utilizat
in chimioterapie de mai bine de 60 de ani, iar in ultima perioadd, 5-FU este utilizat in combinatie
cu alte medicamente pentru a imbunatati proprietatile antitumorale [38]. Cu toate acestea,
medicamentele chimioterapeutice genereaza mai multe efecte secundare care afecteaza intregul
organism [39, 40]. Cu toate acestea, din cauza rezistentei la medicamente, a tratamentului
ineficient si a efectelor severe ale medicamentelor chimioterapeutice pentru pacientii cu CRC, sunt

necesare abordari noi, cum ar fi terapia combinata sau/si tintita.
3.2. Compusi naturali

In ultima perioada, cercetitorii au acordat o mare atentie proprietitilor terapeutice ale
compusilor naturali 1n diferite forme de cancer. Avand in vedere rezistenta medicamentelor
citostatice, combinatia cu alti compusi este investigatd intens [41]. Administrarea simultana a
medicamentului farmaceutic cu un compus/extract natural bogat in compusi bioactivi ar putea
creste eficacitatea medicamentului antitumoral si biodisponibilitatea acestuia, poate reduce doza

si atenua efectele adverse [41].
3.3. Nanoterapeutice

Eficacitatea si efectele adverse in timpul tratamentului cancerului necesitd abordari not, iar

in acest scop, utilizarea nanotehnologiei a castigat un interes semnificativ n ultimii ani. Avantajele

.....

.....

mult, dezvoltarea intensiva a nanocarriers si a nanomaterialelor este de interes datorita livrarii de
compusi bioactivi/biomolecule la locurile vizate, reducand drastic efectele adverse ale
chimioterapicelor [42]. Nanopurtitorii au capacitatea de a transporta agenti bioactivi prin
directionarea pasiva in arhitectura neregulata si hipervascularizata a tumorilor. MNP-urile prezinta

.....

efective, transportului tintit etc[43].
-5-
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PARTEA a II-a. Contributii originale

CAPITOLUL 4. Obiective generale si specifice

Motivul abordarii problemei disbiozei microbiotei si aplicarii nanotehnologiei provine din
dezavantajele legate de metodele conventionale de furnizare a compusilor bioactivi. Homeostazia
microbiotei umane este cheia principald pentru mentinerea sanatatii, iar un dezechilibru prelungit
este asociat cu patologii severe, cum ar fi rezistenta la ATB, inflamatia cronica, bolile neurologice
etc. corelat cu tulburarea sistemului imunitar si, respectiv, dezvoltarea cancerului colorectal.

In plus, datoriti efectelor severe si rezistentei medicamentelor chimioterapeutice,
microbiota intestinald este foarte deterioratd si sunt necesare abordari noi pentru recuperarea
acesteia si terapia cancerului colorectal. Una dintre ele este reprezentatd de administrarea
simultand a medicamentelor citostatice cu fitochimice deoarece compusii naturali ar putea
imbunatati eficacitatea medicamentului si biodisponibilitatea acestuia, pot reduce doza si pot
atenua efectele adverse.

Cu toate acestea, nanotehnologia ar putea imbunatiti proprietdtile terapeutice ale
compusilor bioactivi prin utilizarea DDS si a terapiei tintite, deoarece nanopurtatorii pot transporta
agenti bioactivi prin directionarea pasiva a arhitecturii neregulate si a sistemelor hipervasculare
ale tumorilor. Pe de alta parte, NP-urile precum NP-urile magnetice au castigat o atentie speciala
datorita stabilitdtii, biodisponibilitatii, biocompatibilitatii, suprafetei efective si transportului vizat
cu un camp magnetic.

In consecinta, aceasti lucrare s-a concentrat pe studiul proprietatilor chimice si biologice
ale unei surse ieftine si ecologice de compusi biologic activi (produse apicole) si pe dezvoltarea
DDS-urilor bazate pe utilizarea MNP-urilor si a combinatiei de medicamente chimioterapeutice
cu extracte bogate in compusi fenolici.

Pe baza acestui obiectiv general, au fost clasificate trei obiective, cum ar fi:

1. Obtinerea extractelor de polen si evaluarea compozitiei chimice, activitatii antioxidante si

a proprietatilor biologice.

2. Obtinerea extractelor de pasturd si evaluarea proprietdtilor chimice, antioxidante si
antimicrobiene.
3. Dezvoltarea unor sisteme de eliberare pe baza de nanoparticlule magnetice ca transportori

pentru compusii bioactivi.
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Fiecare dintre obiectivele generale stabilite anterior va fi detaliat in termeni de activitati
specifice de sintezd, caracterizdri fizico-chimice, evaluari din punct de vedere biologic si
investigarea potentialului de utilizare a nanotransportorilor dezvoltati pentru evaludrile in vivo.

Primul obiectiv a fost evaluarea proprietatilor chimice si biologice ale probelor de BP (bee
pollen/ polen de albine) achizitionate de la apicultori din Romania. Initial, extractele de BP (BPE)
au fost obtinute din BP brut colectat intr-o zona lipsita de poluare. in al doilea rand, compozitia
BP/BPE a fost evaluatd folosind metoda spectrofotometrica (fenoli totali si flavonoide totale) si
analiza cromatografici (UHPLC-DAD-ESI/MS si GC-MS). In plus, au fost evaluate capacitatea
antioxidanta, proprietitile antimicrobiene si citotoxice. In ceea ce priveste activitatea
antimicrobiand, au fost evaluate initial testele calitative si cantitative, urmate de un test
semicantitativ de aderentd la un substrat inert si efectul antimicrobian al BPE-urilor asupra
capacitatii de aderenta a tulpinilor microbiene cu potential patogen. Mai mult, pentru a determina
capacitatea BPE-urilor de a modula microbiota intestinala, a fost evaluat efectul prebiotic al BPE-
urilor asupra capacitatii de aderenta si cresterea tulpinilor bacteriene cu potential probiotic. in plus,
au fost evaluate efectele antimicrobiene sinergice ale BPE-urilor si compusilor solubili ai tulpinilor
lactice (L. rhamnosus MF9 si E. faecalis 2M17) asupra capacitatii de aderentd la substraturile
celulare sensibile ale tulpinilor patogene selectate.

Al doilea obiectiv este de a determina compozitia chimica a probelor de pastura (BB- bee
bread), proprietitile antioxidante si antimicrobiene. In primul rand, analiza palinologici a fost
efectuata utilizaind SEM si un microscop optic, iar compozitia chimicd a probelor BB a fost
determinati folosind spectroscopie FT-IR. In al doilea rand, au fost pregitite BBE-urile, iar bogitia
PC a fost evaluata prin spectrofotometrie si metode cromatografice. Activitatea antioxidanta a fost
realizata si prin analiza spectrofotometricd. Mai mult, proprietatile antimicrobiene ale BBE au fost
evaluate att pentru tulpinile patogene standard, cat si pentru cele clinice. In plus, au fost efectuate
efecte inhibitorii asupra capacitatii de aderenta microbiand la substratul inert generat de BBE.

Obiectivul final a fost dezvoltarea sistemelor de eliberare a medicamentelor pe baza de
magnetitd pentru a imbunatati activitatea antitumorald a 5-FU si pentru a diminua efectele adverse
asupra microbiotei intestinale. Initial, MNP-urile au fost sintetizate printr-o metoda de
coprecipitare asistatd de pulverizare si incarcate cu extracte BP/BB si medicamentul antitumoral.
Sistemele dezvoltate au fost caracterizate morfologic si structural. Mai mult, profilurile de
eliberare ale compusilor bioactivi au fost evaluate atat pentru agentul antitumoral, cat si pentru
PC. In mod similar, activitatea antioxidanti a fost realizatd prin trei metode. In plus, au fost
evaluate proprietatile antibacteriene si antitumorale ale nanopurtitorilor. In plus, a fost evaluata

influenta MNP-urilor incarcate asupra L. rhamnosus MFO.
-7
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CAPITOLUL 5. Compozitia chimica, proprietatile antioxidante si biologice ale extractelor

de polen de albine

Acest studiu a evaluat proprietatile chimice si biologice ale probelor de polen de albine din
Romania. In primul rand, extractele alcoolice de polen de albine (BPE) au fost obtinute din polenul
crud recoltat de albinele Apis mellifera carpatica. Compozitia chimica a BPE a fost obtinuta prin
determinarea continutului total de fenoli si a continutului total de flavonoide, analiza UHPLC-
DAD-ESI/MS a compusilor fenolici si analiza GC-MS a acizilor grasi, esterilor si terpenelor. in
plus, activitatea antioxidantd a fost evaluatd folosind metoda Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity. In plus, au fost evaluate proprietitile biologice ale BPE.

Materiale si Metode
Materiale

Probele de BP au provenit din polen recoltat de albine in 2020, de la specii de plante de
flora spontand pe tot parcursul primaverii, la diferite intervale de timp in functie de conditiile
climatice si de diversitatea plantelor cu flori.
Prepararea Extractelor de Polen

Extractiile au fost efectuate prin incalzirea a 2 g BP crud la 40 °C cu etanol 70% (v/v) [44-

46]. Aceasta metoda contine mai multi pasi, cum ar fi vortexarea, ultrasonicarea si centrifugarea.

Resulte si Discutii
Compozitia Chimicd a Extractelor de Polen

Polenul de albine are o compozitie complexa care depinde de multi factori [47]. Clasele de
compusi de interes, In ceea ce priveste activitatea antioxidanta si antimicrobiand, sunt in principal
compusii fenolici (PC) , terpene si FA, care vor fi prezentate mai jos.
Determinarea TPC, TFC si TEAC

Rezultatele TPC, TFC si TEAC sunt prezentate in Table I ca medie +SD.

Table 1. Continutul total de fenoli, continutul total de flavonoide si activitatea antioxidanta

Probi TPC (GAE) ! TFC (QE) > TEAC®
P1 15.51 £ 0.01 ¢ 0.27 +0.01 ¢ 0.06 % 0.02 °
P2 16.15 + 0.02 ©¢ 0.30 +0.01 ¢ 0.07 £ 0.01 >¢
P3 13.24+0.01 ¢ 0.20 = 0.02 ¢ 0.04+0.02 ¢
P4 14.46 = 0.01 ¢ 0.26 = 0.01 ¢ 0.05 % 0.01 "
P5 10.77 +0.02 ¢ 0.19+0.01 ¢ 0.03 +0.01 ¢

'TPC exprimat ca mg gallic acid/g BP; 2 TFC exprimat mg quercetin/g BP; and * TEAC expirmat ca mmol
Trolox/g BP.

Conform rezultatelor prezentate in tabelul anterior, P1, P2 si P4 au cele mai ridicate niveluri

de TPC si TFC. Datele privind activitatea antioxidanta BPE (metoda TEAC) se coreleaza cu
-8-
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rezultatele TPC si TFC. Se poate observa ca P1, P2 si P4, care au un continut mai mare atat de
fenoli, cat si de flavonoide, au si cea mai buna activitate antioxidanta, ceea ce se coreleaza cu alte
studii [48, 49].
Profilul compusilor fenolici prin analiza UHPLC-DAD-ESI/MS

Rezultatele prezentate in Table 2 prezintp identificarea si cuantificarea a 20 de compusi
fenolici din extractele de polen de albine.

Table 2. Concentratiile de acizi fenolici si flavonoide din polen (ng/g).

Compus fenolic Proba
P1 P2 P3 P4 P5
Acizi fenolici
gallic acid 0.015 0.087 0.157 0.075 2.310
3,4-dihydroxybenzoic acid 0.254 0.401 0.454 0.209 0.549
4-hydroxybenzoic acid 7.603 19.770 8.455 4.458 2.685
chlorogenic acid 0.733 2.441 6.481 46.939 0.275
caffeic acid 0.404 0.471 0.734 1.167 0.275
syringic acid 0.090 ND ND ND 0.325
p-coumaric acid 1.227 1.151 1.153 1.256 1.036
ferulic acid 2.978 2.894 0.961 1.271 1.199
cinnamic acid * 0.898 0.227 2.236 1.286 0.400
Flavonoide
epicatechin 0.868 1.029 0.070 1.286 0.137
catechin 1.257 0.959 0.332 0.224 0.587
rutin 45.662 1.691 135.301 69.451 ND
myricetin 0.943 0.506 0.052 0.224 0.012
quercetin 3.577 1.639 3.214 7.883 5.981
kaempferol 2.155 1.308 7.337 8.676 26.472
isorhamnetin 3.502 0.558 12.141 5.086 40.220
apigenin 0.015 0.052 0.070 0.165 2.735
pinocembrin 0.644 2.197 0.559 1.227 0.412
galangin ND 0.506 0.017 0.239 0.175
chrysin 0.464 1.970 0.384 0.853 0.387

* ND (nedetectat)

Conform acestor rezultate, fiecare proba de BPE are profilul sau fenolic. Unii acizi fenolici
au fost prezenti in cantitati semnificative, in timp ce flavonoidele au fost detectate uneori in
cantitati mai mari decét acizii fenolici.

Analiza extractelor de polen prin GC-MS

Pe baza analizei GC-MS, au fost detectati si cuantificati 28 de compusi. Unele terpene au
fost prezentate ca parti minore (mai putin de 1% compus/proba de BP). FA este identificat in
procente mai mari, cum ar fi esterul metilic al acidului stearic (88,31% pentru P4), acidul linolenic
(43,42% -P5; 43,23% -P3), acidul linoleic (19,40% -P1) si acidul palmitic (13,53% - P2).
Rezultatele confirma ca variabilitatea profilului chimic al probelor de BP depinde de speciile de
plante de la care au recoltat albinele [50-52]. Mai mult, unele extracte pot fi o sursd valoroasa de

acizi grasi nesaturati.
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Activitatea Biologica a Extractelor de Polen de Albine
Evaluarea Calitativa a Activitatii Antimicrobiene

In studiul nostru, toate BPE-urile testate au aritat activitate antimicrobiani impotriva
tulpinilor patogene, iar bacteriile Gram-pozitive au fost mai sensibile decat bacteriile Gram-
negative si fungi. Cele mai sensibile tulpini Gram-negative au fost E. coli ATCC 25922 si P,
aeruginosa ATCC 25785. Cea mai sensibila tulpind din speciile Candida sp. a fost C. krusei.
Evaluarea Cantitativa a Activitatii Antimicrobiene

Valorile CMI (concentratiei minime inhibitorii) sunt reprezentate de cea mai mica
concentratie a extractelor testate care inhiba dezvoltarea microbiana. Rezultatele sunt prezentate
in Table 3, exprimate ca ug/mL.

Table 3. Determinarea valorilor CMI (pg/mL).

Tulpina CMI

P1 P2 P3 P4 P5
Bacterii Gram-pozitive

1. Enterococcus faecalis ATCC 19433 1250 2150 4290 2510 3000

2. Staphylococcus aureus ATCC 25422 1250 1080 2150 630 380
Bacterii Gram-negative

1. Enterobacter cloacae 2510 2150 540 2510 750

2. Escherichia coli ATCC 25923 1250 540 540 1250 1500

3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 630 540 270 1250 1500

Fungi

1. Candida albicans ATTC 1688 5010 2150 4290 630 750

2. Candida famata 1250 2150 1070 2510 3000

3. Candida glabrata 630 540 1070 1250 3000

4. Candida guillermondii 630 2150 2150 1250 750

5. Candida krusei 2510 1080 270 1250 3000

6. Candida lusitaniae 1250 2150 270 2510 3000

S. aureus ATCC 25422 a fost cea mai sensibila bacterie Gram-pozitiva la influenta probelor
BPE, cu cele mai scazute valori ale CMI pentru probele P4 si P5. Cele mai eficiente extracte
antimicrobiene au fost obtinute din polen brut derivat din C. monogyna, T. officinale, Salix sp.,
Malus sp. si Prunus sp. (P1, P2 si P3). Studiile recente [53-57] relateaza ca activitatea
antimicrobiana se coreleaza cu activitatea antioxidanta a probelor.
Evaluarea Semicantitativi a Aderentei Microbiene la Substrat Inert

Influenta BPE asupra aderentei tulpinilor microbiene patogene la substratul inert este
prezentata in Table 4.

Table 4. Determinarea concentratiei minime pentru eradicarea biofilmelor (MBEC)
MBEC (pg/mL)

Tulpina Pl P2 P3 P4 P5

Bacterii Gram-pozitive

1. Enterococcus faecalis ATCC 19433 1250 2.150 2150 2510 3000

2. Staphylococcus aureus ATCC 25422 1250 1080 2150 1250 750
Bacterii Gram-negative

1. Enterobacter cloacae 1250 1080 1070 2510 1500

2. Escherichia coli ATCC 25923 2510 270 540 1250 1500

3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 630 540 270 1250 1500
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Fungi
1. Candida albicans ATTC 1688 2510 2150 2150 630 750
2. Candida famata 1250 2150 1070 2510 3000
3. Candida glabrata 630 540 1070 1250 3000
4. Candida guillermondii 630 2150 2150 1250 750
5. Candida krusei 2510 1080 270 1250 1500
6. Candida lusitaniae 630 2150 1070 2510 3000

Avand in vedere valorile MIC si MBEC (Table 3 si Table 4), S. aureus ATCC 25422, P.
aeruginosa ATCC 25853 si C. glabrata sunt cele mai sensibile tulpini testate. BPE-urile au avut o
influenta moderata asupra cresterii fungilor. Testele MIC si MBEC au confirmat testele calitative
antimicrobiene si s-au corelat cu rezultatele analizei compozitiei chimice.

Evaluarea Efectelor Inhibitorii a Extractelor de Polen asupra Abilititii Tulpinilor Microbiene
Testate de a se Atasa la Substrat Celular

Efectul antimicrobian al compusilor bioactivi din BPE asupra capacitatii de aderentd a
tulpinilor microbiene este prezentat in figurile de mai jos.

- . .

=53
Bo

%)
%)

Adherence Index (AT

Adherence Index (AT

Pl P2 P P4 P5 C+ PI P2 P3 P4 PS5 C+

Evcococonfucalis ATCCIOE Stapylocccu aareus ATCC 202 (a) - (b)
Figure 1. Reprezentarea graficd a valorilor AI% reprezentand influenta BPE a capacititii de aderentd a bacteriilor

Gram-pozitive (a) si Gram-negative (b) (P1-P5)-probe de BPE; (C+)-controlul de aderenta bacteriana

@

s

Adherence Index (Al%)

Candida albicans ATCC 1688 Candida famatn  Condide ginbrata Condida guiliersmondil  Candhia kruset  Condida lusitaniae

Figure 2. Reprezentarea grafica a valorilor AI% reprezentand influenta BPE a capacitatii de aderenta a fungilor(P1-

P5)-probe de BPE; (C+)-controlul de aderenta.

Datele experimentale aratd ca pentru drojdiile si tulpinile bacteriene Gram-negative, toate
BPE-urile au redus capacitatea de aderentd in comparatie cu martor (Figure 1 si Figure 2). O exceptie
a fost C. famata, iar doar P1 si P3 au determinat sensibilitate. In ceea ce priveste tulpinile
bacteriene Gram-pozitive, acelasi efect inhibitor a fost observat pentru E. faecalis ATCC 19433.
Totusi, pentru S. aureus ATCC 25422, doar P1 inhiba capacitatea de a adera la substratul inert.

Activitatea biologica a polenului de albine depinde de profilul compozitiei chimice, in principal
11 -
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flavonoide, acizi fenolici, AG, fitosteroli si enzime [58] sau tulpini Lactobacillus din BP crud [59-
61]. Activitatea antimicrobiana este profund asociata continutului fenolic [62].
Evaluarea Efectului Prebiotic ale Extractelor de Polen asupra Abilitatii Tulpinilor
Microbiene cu Potential Probiotic de a Adera la Substrat Celular

Relatia prebioticelor cu microbiota intestinald este esentiala pentru Tmbunatatirea sanatatii

umane. Ele pot modula compozitia, cresterea si populatia microbiotei intestinale [63].

B
12 : Ozmn

Adherence Index (A1%)

Lactobacilius danmosis MF9 Enteracaccus faecatis IM17

Figure 3. Influenta extractelor de polen asupra capacitatii de aderenta a tulpinilor bacteriene cu potential probiotic

(P1-P5)-probe de BPE; (C+)-control de aderenta bacteriana.

Comparand cu controlul, toate extractele au stimulat capacitatea de aderenta (Figure 3) a
tulpinilor probiotice L. rhamnosus MF9 si E. faecalis 2M17.
Evaluarea Efectului Prebiotic al Extractelor asupra Curbelor de Crestere a Tulpinilor cu
Potential Probiotic

BP poate fi considerat o sursd esentiala de compusi prebiotici, iar efectul extractelor de

polen asupra cresterii L. rhamnosus MFO si E. faecalis 2M17 este prezentat in Figure 4.
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Figure 4. Influenta BPE asupra cresterii L. rhamnosus MF9 (a) si E. faecalis 2M17 (b); (P1-P5)-BPE-probe; (C+)

control de crestere.

In ceea ce priveste efectul prebiotic al BPE asupra curbei de crestere pentru tulpinile
probiotice testate, toate BPE-urile au stimulat cresterea tulpinilor microbiene cu potential probiotic
comparativ cu martorul, la ambele dilutii 1:10 s1 2:10.

Evaluarea efectului sinergic al extractelor si tulpinilor probiotice asupra capacititii de aderentd
la substrat celular a unor tulpini patogene

Pe langd evaluarea efectului antimicrobian al BPE si al compusilor solubili ai tulpinilor

lactice asupra capacitatii de aderenta la substratul celular sensibil al unor tulpini patogene, se poate
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considera cd BPE, impreund cu compusii solubili ai L. rhamnosus MF9 si E. faecalis 2M17, a
inhibat fard exceptie capacitatea de aderentd a C. guillermondii si E. cloacae, comparativ cu
controlul pozitiv la 1:10 (Figure 5).

L
B¢ o

z £

Adherence Index (AI%)
2

FlP2 P3OPI PS5 C, Gy

PI P2 P3 P4 P5 G Cuoy PI P2 P3 P4 PR G Cpen

P1 P2 P3PPI PS5 C,C

Lactobacillus rhamnosis MES Euterococeus faecalis 2M17 (a) Lactobaciilus rhamnosus MF3 Enterococens faccatis 2M17 (b)

Figure 5. Influenta BPE si a compusilor solubili ai tulpinilor probiotice (SN) asupra capacitasii de aderentd a

Enterobacter cloacae (a) si Candida guillermondii (b); (P1-P5)-BPE probe, control de aderenta al tulpinii patogene

(Cp), control aderenta format din tulpina patogena impreuna cu supernatant probiotic (Cp+sn).

Conform rezultatelor obtinute in acest studiu, BPE-urile, bogate in compusi cu efecte
prebiotice, au stimulat puternic cresterea tulpinilor probiotice. Mai mult, atunci cand au fost in
contact cu compusii solubili ai celor doud tulpini lactice, au determinat un efect inhibitor sinergic
asupra procesului de multiplicare a celor doua tulpini clinice cu potential patogen. Din cunostintele
noastre, nu exista date disponibile 1n literatura care sa confirme acest lucru.

Activitatea Citotoxicd a extractelor de polen

Viabilitatea si proliferarea celulelor tumorale in vitro in prezenta BPE-urilor au fost
examinate folosind metoda MTT (Figure 6a), iar potentialul citotoxic al tuturor BPE-urilor pe
celulele tumorale a fost evaluat prin testul LDH care indica numarul de celule moarte din cultura

(Figure 6b).

g

Cell viability (%)
LDH release (%)

B

P P2 3 P4 P5 C Pl P2 P3 P4 P3 C

(a) (b)

Figure 6. (a) MTT assay. (b) LDH assay; (P1-P5) BPE samples, C-cell culture control.

Analiza MTT a ardtat ca toate extractele de polen nu au stimulat proliferarea celulelor Hep-
2 (Figure 6). P3 are cel mai mic procent de viabilitate celulard, prezentand un efect inhibitor, urmat
de P2. Aceste rezultate sunt confirmate de nivelul crescut de LDH 1n prezenta acestor doua probe

(Figure 6b). Proba P5 a stimulat proliferarea celulelor Hep-2, dar efectul stimulator a fost
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nesemnificativ. Dintre BPE-urile testate, P4 a avut cel mai scazut nivel de citotoxicitate, dupa cum
aratd cuantificarea LDH.

In schimb, P1 are cele mai ridicate niveluri de LDH (Figure 6a) dar nu a influentat
semnificativ viabilitatea si proliferarea celulelor tumorale, aceste rezultate fiind contradictorii. In
rest, P2 si P3 au prezentat cele mai bune efecte citotoxice asupra celulelor tumorale testate si s-au
corelat cu rezultatele anterioare; pot fi considerati potentiali agenti inhibitori ai proliferarii
tumorale.

Concluzii

BP este o sursa excelentd de compusi fenolici si acizi grasi, inclusiv compusi polinesaturati
si terpenici, responsabili pentru activitatea antioxidantd. Probele P1, P2 si P4 au avut un continut
mai mare de fenoli si flavonoide si cea mai buna activitate antioxidanta. Fiecare proba de BPE a
avut propriul profil fenolic. Mai multi compusi fenolici au fost prezenti in cantitati semnificative:
acid 4-hidroxibenzoic (P2), acid clorogenic (P4), acid ferulic (P1, P2) si acid galic (P5). In ceea
ce priveste flavonoidele, au fost predominante rutin (P3 > P4 > PI), quercetin (P4 > P5),
kaempferol (P5 > P4 > P3) si isorhamnetin (P5 > P3). Unele terpene au fost identificate ca parti/
constituenti minori (globulol, metileugenol etc.). FA a fost in procente mai mari, cum ar fi esterul
metilic al acidului stearic (P4), acidul linolenic (P3, P5) si acidul linoleic (P1).

Toate BPE-urile au prezentat activitate antimicrobiand impotriva tulpinilor patogene.
Bacteriile Gram pozitive si Candida sp. au fost mai sensibile decat bacteriile Gram negative.
Activitatea antibacteriana pare sa fie legatd de compozitia chimica a BP, iar un efect sinergic poate
fi responsabil pentru activitatea antimicrobiand in unele cazuri.

Compusii fenolici din extractele studiate ar putea fi o sursd bogatd de compusi prebiotici,
avand in vedere efectul stimulator al cresterii tulpinilor microbiene cu potential probiotic. In plus,
a fost observat un efect antimicrobian sinergic al BPE-urilor impreuna cu compusii solubili ai L.
rhamnosus MF9 si E. faecalis 2M17 impotriva a doui tulpini patogene clinice. In plus, toate BPE-
urile nu au stimulat proliferarea celulelor Hep-2, iar probele P2 si P3 au prezentat un efect inhibitor
mai mare. De asemenea, activitatea antitumorald a P2 si P3 este confirmatd prin testul de
citotoxicitate.

Aceste rezultate indicad potentialul polenului de albine de a fi utilizat ca agent
antimicrobian, prebiotic si inhibitor al proliferdrii tumorale, care In asociere cu compusii
probiotici, mentine si chiar imbunatiteste homeostazia intestinald prin promovarea refacerii
microbiotei intestinale (rebioza), combaterea sau prevenirea bacteriilor. infectii si inhibarea

aparitiei proceselor tumorale.
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CAPITOLUL 6. Proprietatile Chimice, Antioxidante si Antimicrobiene ale Extractelor de

Pastura

Prezentul studiu ilustreaza analiza palinologica a doudsprezece probe de pastura (bee
bread-BB), compozitia chimica si activitatile antioxidante si antimicrobiene. In primul rand, a fost
efectuatd analiza originii botanice folosind microscopia electronica de baleiaj (SEM) si un
microscop optic (LM). Compozitia chimica a fost determinatd prin spectroscopie FTIR, iar
compusii fenolici au fost evaluati folosind metode spectrofotometrice (compusi fenolici totali si
flavonoide totale) si metode cromatografice. In plus, capacitatea antioxidanta a fost determinati
folosind un test spectrofotometric.

Activitatea antimicrobiand a extractelor de pasturd (bee bread extracts -BBE) a fost
evaluata calitativ si cantitativ pe unele tulpini patogene (standard si clinice). In plus, noutatea
acestui studiu constd in activitatea inhibitorie a capacitatii de aderenta microbiand (bacteriana si
fungicd) la substratul inert indusd de BBE, precum si activitatea lor antifungica asupra Candida

krusei si Candida kefyr, care sunt raportate pentru prima data. .

Materiale si Metode
Materiale

Probele de pastura au fost furnizate de apicultori romani in perioada primavara si vara
anului 2022 si au fost depozitate la -45°C. Stupinele au fost distribuite in sapte judete ale Roméaniei:
Arges, Calarasi, Giurgiu, Prahova, Sibiu, Valcea si Teleorman. BB-urile provin din polenul recoltat
de albine Apis mellifera carpatica din flora sélbatica si plantele de casa, iar din aceste motive s-a
efectuat o analiza palinologica pentru a stabili cu exactitate originea botanica a pasturii.
Prepararea Extractelor de Pastura

Extractele au fost efectuate folosind o metoda descrisa in studiul/ capitolul anterior [46].
Resultate si Discutii
Analiza palinologica

Atributiile/ Coreldrile taxonomice ale BB au fost efectuate folosind LM si SEM, iar figurile
7 s1 8 reprezinta rezultatele detaliate.

Rezultatele analizei palinologice prezentate in Figura 7 indica faptul ca au fost identificate
31 de familii si ca existd o interconexiune detaliatd intre familiile de plante si probele BB. De
exemplu, BB8 a prezentat polen dintr-o listd extinsa de familii de plante (24), iar BB6 si BB7 au
fost din 22. De asemenea, in probele BB1, BB3, BB5 si BB9, au fost identificate 21 de familii de
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plante. BB10 a fost esantionul cel mai putin variat, care continea polen din 9 familii de plante, cu

familiile dominante Salicaceae, Primulaceae si Fabaceae.

Fagaceae
Fabaceae
Ericaceae
Comaceae
Comvolvulaceae
Colciicacene
Canpanulaceae  ~__
Bromeliaceae  ——_

Brassicaceae

Boranginacese
Betlacese

Asteracene

Aristlochloceae
Aplaceae
Amaryllidacese
Amaranthaceae

.4r-|lhmm/v //
50
BB12

Figure 7. Diagrama Chord bazata pe relatia dintre familiile botanice si probele de pastura

Analiza statisticd multivariata a fost efectuata asupra familiilor de plante identificate n
probe pentru diferentierea si gruparea acestora pe baza analizei palinologice. Graficul PCA al
atributiilor taxonomice ale plantelor din BP (Figura 8a) a aratat o discriminare clard a BB12 si a
unor familii de provenient, care sunt corelate cu abundenta relativa. In special, BB1 si BB4 sunt
grupate 1n partea stanga a figurii 8a, iar Resedaceae, Rosaceae, Hyanthaceae si Grossulariaceae
sunt familiile reprezentative/specifice din care provine polenul acestor probe. Celelalte familii sunt
asociate cu BB5, BB6, BB7, BB8 si BBY.
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Figure 8. Discriminarea probelor de pasturd pe baza unei analize palinologice. (a) Analiza componentelor principale
si (b) analiza clusterului ierarhic si a hartii termice.

Conform figurii 8b, datele obtinute confirmd rezultatele anterioare. Ca in Figura 8a,
esantioanele BB au fost grupate in doua grupuri principale (B1 si B2), iar acest lucru a evidentiat
o discriminare a BB12. Harta termica combinata cu clusterele a exprimat un instantaneu al originii

botanice a probelor BB si a fost reprezentatd de un cluster principal, care a fost fuzionat in doua

subclustere (Al si A2).
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Compozitia chimica a Extractelor de Pastura

Compozitia complexd a BB poate varia foarte mult din cauza multor factori, cum ar fi
speciile de plante si albine, aria geografica, schimbadrile sezoniere, tulpinile de fermentatie,
activitatile apicultorilor etc. [64, 65]. Extractele alcoolice (BBE) au fost analizate pentru a stabili
compozitia chimica a probelor.
Spectroscopia FTIR

Spectrele FTIR pentru toate probele BB au fost misurate intre 4000 si 400 cm™, asa cum
este ilustrat mai jos. Figura 9 arata ca toate probele BB au prezentat spectre FTIR similare, care
au fost caracterizate in studiile anterioare [45, 66, 67]. De asemenea, toate probele BB au prezentat
benzi de adsorbtie cu diferente spectrale minore. Spectrele FTIR au sugerat prezenta apei, gruparea
functionald a aminelor I si II, amidele (care sugereazd prezenta aminoacizilor si proteinelor),

carbohidratii, lipidele, PC-urile si FA.

— BB1— BB2 BB3 — BB4 BB5 BB6 — BB7 — BBS— BB9 — BB10 BB11 BB12

Absorbance

C-O streteh,
C-OH stretch

4000 3500 3000

Figure 9. Spectrele FTIR ale BB

Determinarea TPC, TFC si TEAC

Rezultatele TPC, TFC si TEAC sunt prezentate in Tabelul 5.

2500

Wavenumbers (cm™)

Table 5. Continutul de fenoli totali, flavonoide si a activitatii antioxidante

Sample TPC (GAE) ! TFC (QE) > TEAC?

BBEI 12.40 +0.010 0.87 % 0.502 0.07 + 0.020
BBE2 7.10 £ 0.005 0.52 +0.031 0.02+0.010
BBE3 12.50 + 0.005 1.86 £ 0.516 0.03 + 0.005
BBE4 14.40 = 0.010 0.53 = 0.020 0.04 + 0.006
BBES 11.40 + 0.005 0.50 +0.052 0.04 + 0.009
BBE6 13.60 + 0.005 0.60  0.051 0.06 % 0.010
BBE7 11.20 + 0.025 0.45 + 0.035 0.04 % 0.004
BBES 18.30 = 0.029 0.52 + 0.090 0.05 % 0.020
BBE9 15.80 = 0.047 0.59 + 0.030 0.05 = 0.008
BBE10 18.30 + 0.051 0.70 + 0.050 0.05 % 0.050
BBEII 14.90 = 0.017 0.95 = 0.011 0.03 + 0.030
BBE12 1120+ 0.015 0.85 = 0.500 0.02 % 0.005

' TPC expressed as mg gallic acid equivalents/g BB; 2 TFC expressed as mg quercetin/g BB; 3 TEAC expressed as

mmol Trolox/g BB.
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Rezultatele prezentate in Tabelul 5 aratd ca BBE8 si BBE10 au prezentat cele mai mari
valori ale TPC. Corelarea rezultatelor TPC si TFC cu valorile TEAC este, de asemenea, uneori
dificila. Totusi, chiar daca acizii fenolici si flavonoizii sunt principalii compusi care determina
activitatea antioxidantd, alte biomolecule pot influenta acest lucru [68-73]. Activitatea TPC, TFC
si antioxidanta depind de speciile de plante din care probele provin.

Analiza compusilor fenolici prin UHPLC-DAD-ESI/MS

In total de 24 de compusi, inclusiv acizi fenolici, flavonoide si derivati si stilben z-
resveratrol, au fost identificati. Conform datelor cantitative, flavonoidele au fost cuantificate in
cantitati mai mari decat acizii fenolici, ceea ce este in concordanta cu continutul TPC si TFC din
BB si cu datele din literatura [74]. Mai mult, extractele contin alti compusi fenolici, cum ar fi rutin,
hesperidin, resveratrolul si acidul abscisic (ABA). In general, probele au avut cantititi
semnificative de acizi fenolici, cum ar fi acidul p-cumaric, acidul galic, acidul cafeic si acidul

cinamic. S-au observat continuturi ridicate pentru quercetin, kaempferol, izorhamnetin si ABA.
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Figure 10. Discriminarea probelor de pasturd pe baza biomarkerilor cantitativi ai compusilor fenolici: (a) analiza

componentelor principale si (b) analiza clusterului ierarhic si a hartii termice

Analiza statistica multivariatd, inclusiv analiza componentelor principale (PCA) si analiza
hartii termice (HMA) au fost aplicata datelor cantitative pentru a diferentia probele de BB cu
origini diferite (Figura 10). Din analiza PCA s-a observat o discriminare clard a probei BB2, care
ar putea fi corelatd cu originea botanicd deoarece aceastd probd a prezentat cel mai mare procent
din speciile de plante din familia Asteraceae (Figura 7).

In plus, apigeninul (Apig), galanginul (Gal), miricetinul (My), acidul cinamic (CinA), t-
resveratrolul (t-Resv) si acidul clorogenic (ChlA) reprezinta compusi fenolici specifici pentru BB2
si sunt distribuite In dreapta- zona de jos din figura 10a. De asemenea, partea dreaptd a figurii
indica compusi fenolici specifici pentru BB7 si BB12, cum ar fi rutin (Ru), izorhamnetin (IsoRh),
acid siringic (SyA), pinostrombin (Pstrob), acid abscisic (AbA), acid ferulic (FA), acid cafeic

(CA), quercetin (Qu), acid galic (GA) si acid p-cumaric (p-CoumA). Corespunzator analizei
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palinologice, proba BB12 este specifica BP a speciilor de plante de Amaranthaceae, Betulaceae,
Bromeliaceae, Concolvulaceae, Lamiaceae, Onagraceae $i Violaceae. Proba BB7 are si polen de
plante din familiile mentionate, prezintand un continut ridicat de polen din familia Acanthaceae.

Conform originii botanice (Figurile 7 si 8), BB3, BB10 si BBI1 prezintd continut
semnificativ in polen de la speciile de plante din familiile Amaryllidiceae, Cornaceae, Fabaceae,
Fagaceae, Primulaceae, Resedaceae si Salicaceae. Legand aceste rezultate cu Figura 10a,
pinocembrin (Pcembr), crisin (Chry) si acidul 4-hidroxibenzoic (4-HBA) sunt distribuiti la BB1,
BB3, BB4, BB10 si BB11, care sunt grupate in partea stanga de jos a graficul PCA. Kaempferol
(kae), catechina (cat), epicatechin (Epi-cat) si hesperidin (Hesp) reprezintd compusi fenolici
specifici pentru BB5, BB6, BB8 si BB9, care sunt grupate in partea stangd a figurii 10a. De
asemenea, Acanthaceae, Apiaceae, Asteraceae, Boranginaceae, Brassicaceae, Colchicaceae,
Oleaceae, Onagraceae si Pinaceae au fost familiile distinctive pentru aceste mostre. In special,
Hesp este legatd de speciile de plante Ericaceae si este prezent doar in BB8 si BB9, care au si un
continut semnificativ de acizi fenolici si flavonoide.

Harta termica a clusterelor ierarhice confirmd rezultatele PCA, care evidentiaza
discriminarea BB2. Asa cum se vede in Figura 10b, celelalte esantioane BB sunt grupate in doua
grupuri principale, corespunzand la partea de jos din stinga a graficului PCA si la partea
superioara. Harta termicd a profilurilor compusilor fenolici indica un cluster principal, care
corespunde cu t-resv, CinA, My, Apig si Gal si, respectiv, esantionului BB2. Clusterul principal

este impartit in doud sub-clustere, care sunt distribuite in alte grupuri la aceeasi distanta.

Activitatea biologica a Extractelor de Pastura
Evaluarea Calitativa a Activitatii Antimicrobiene
Activitatea antimicrobiana a fost evaluatd prin determinarea diametrelor zonelor de

inhibitie a cresterii care au aparut in jurul spotului si expriméandu-le ca valori medii+SD (Fig 11).
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Figure 11. Diametrele zonei de inhibitie a cresterii (GIZD) ale BBE pe tulpini patogene selectate: (a) bacterii Gram-

pozitive si Gram-negative; (b) Candida sp.
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Probele de BBE au prezentat un efect antimicrobian semnificativ asupra cresterii tuturor
tulpinilor microbiene testate, iar tulpinile cele mai sensibile au fost B. subtilis, E. faecalis, S. typhi,
C. krusei si C. glabrata.

Extractul cu cea mai mare activitate antibacteriana asupra bacteriilor Gram-pozitive a fost
BBES, urmat de BBES, BBE1, BBE2, BBE6 si BBE9. Datele obtinute sunt legate de originile
botanice, deoarece aceste mostre sunt, de asemenea, grupate in Figura 8.

In cazul bacteriilor Gram-negative, BBES, BBE4, BBE9 si BBE12 au prezentat cel mai
mare efect inhibitor. Profilurile antimicrobiene pentru Candida sp. au fost diferite, dar BBE7 si
BBED9Y au prezentat sensibilitatea cea mai crescutd. Totusi, conform cunostintelor noastre, nu exista
date care sa compare rezultatele noastre cu privire la activitatea antimicrobiana a BBE impotriva
C. kefyr si C. krusei.

Evaluarea Cantitativa a Activitatii Antimicrobiene
Valoarea CMI a fost caracterizatd de cea mai micd concentratie de BBE testate care

inhiba dezvoltarea microbiand. Rezultatele sunt prezentate in Figura 12, exprimate ca pg/mL.
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Figure 12. Heat map a valorilor concentratiei minime inhibitorii

Figura 12 evidentiaza activitatea antimicrobiana semnificativda a BBE asupra tulpinilor
patogene. S. typhi si C. glabrata au fost cele mai sensibile tulpini testate si, in contrast, E. faecalis
a fost cea mai rezistenta la BBE. Cea mai mica valoare CMI a fost obtinutd pentru BBES, urmata
de BBE4 asupra B. subtilis. De asemenea, extractele au ardtat o inhibitie semnificativa a dezvoltarii
S. aureus, iar BBES, BBE10, BBE11, BBE2 si BBE12 au indus cea mai mare sensibilitate.

In general, BBES, BBE9, BBE2 si BBE4 au prezentat cea mai mare activitate
antimicrobiand, corelata cu compozitia chimicd. Mai mult decat atat, conform analizelor statistice,
probele mentionate s-au evidentiat fata de celelalte. In acord cu testele PCA, BBE2 a fost asociat
cu atributii taxonomice precise si cu compusii fenolici. De asemenea, BBE12 este asociat cu FA,

CA si Qu si cu familii botanice specifice (Figura 8).
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Evaluarea Semicantitativa a Aderentei Microbiene la Substrat Inert

Influenta BBE asupra aderentei tulpinilor microbiene testate la substratul inert este ilustrata

in Figura 13, care reprezintd valorile concentratiei minime de eradicare a biofilmului (MBEC).
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Figure 13. Ilustrarea grafica a valorilor MBEC (a) bacterii Gram-pozitive si Gram-negative; (b) Candida sp.

Datele din Figura 13 confirmad rezultatele calitative (Figura 11) si MIC (Figura 12) si sunt
corelate cu compozitia chimica si originea botanica a BB.
Concluzii

Pastura este o sursa promitatoare de compusi si antioxidanti. Obiectivul principal al acestui
studiu a fost de a investiga relatia dintre originea botanica, compozitia chimica, activitatea
antioxidantd si efectul asupra tulpinilor patogene selectate. Analiza palinologica a indicat o
abundenta relativd mare de polen de la plantele apartindnd familiilor Salicaceae, Asteraceae,
Brassicaceae si Acanthaceae. In total, au fost identificate treizeci si una de familii.

Extractele au continut in principal rutin, hesperidin si resveratrol, precum si un continut
ridicat de quercetin, kaempferol, izorhamnetin si acid abscisic. Au existat, de asemenea, cantitati
semnificative de acid p-cumaric, acid galic, acid cafeic si acid cinamic. Probele BBE2, BBES,
BBEY si BBE12 au avut cele mai ridicate niveluri de acizi fenolici, flavonoide si heterozide.

Activitatea antimicrobiand a extractelor de pasturd este strans legatd de compozitia
chimicd, activitatea antioxidantd si originea botanicd a polenului. Profilurile fenolice ale
extractelor de pdstura sunt complexe si diferite si este dificil sd atribuim efectul inhibitor unui
singur compus sau unui tip de polen dintr-o anumita familie botanica. In plus, un efect sinergic
intre compusii bioactivi este cel mai probabil responsabil pentru proprietétile biologice ale pasturii.
Extractele de pdsstura au prezentat un impact antimicrobian semnificativ asupra cresterii tuturor
tulpinilor microbiene testate. S. typhi si C. glabrata au fost cele mai sensibile tulpini testate.

Bogatd in compusi fenolici si cu proprietati antimicrobiene semnificative, pastura poate fi

o sursd valoroasa de nutrienti naturali si compusi bioactivi care Tmbunatatesc sdndtatea umana.
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CAPITOLUL 7. Dezvoltarea de Sisteme cu Eliberare Controlata pe baza de Nanoparticule

Magnetice

Disbioza microbiotei intestinale care apare adesea in terapia cancerului necesita
dezvoltarea unor optiuni de tratament mai eficiente. In acest sens, abordarea de cercetare actuala
este de a dezvolta sisteme cu eliberare controlatd (DDS) bazate pe nanoparticule magnetice
(MNP), care actioneaza nanotransportori pentru compusii bioactivi. In primul rAnd, MNP-urile au
fost sintetizate prin metoda de coprecipitare asistatd de pulverizare, urmata de incarcarea
extractelor BP sau BB si a unui medicament antitumoral (5-fluorouracil/5-FU). MNP-urile
incarcate au fost caracterizate morfologic si structural prin analize TEM, SAED, SEM, XRD, FT-
IR, DLS si termogravimetrice. Spectroscopia UV-Vis a fost aplicatd pentru a stabili profilurile de
eliberare si activitatea antioxidanti. In plus, a fost evaluati activitatea antibacteriani si
antitumorald a MNP-urilor Incarcate.

Materiale si Metode

Materiale

Toti reactivii au fost achizitionati de la Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germania). Toate tulpinile
testate Tn aceasta lucrare au fost furnizate din Colectia de Microorganisme a Departamentului de
Microbiologie, Facultatea de Biologie a Universitatii din Bucuresti.

Sinteza nanoparticulelor magnetice si incarcarea cu compusi bioactivi

Metoda de coprecipitare asistata de pulverizare a sintetizat NP-urile Fe;O4 stabilizate cu
citrat trisodic anhidru [75, 76]. Dupa aceea, 1 g din NP magnetice obtinute anterior au fost
incarcate cu 10 mL BPE/ BBE prin mojarare pana cand solventul a fost evaporat. BPE-urile si
BBE-urile utilizate au fost caracterizate anterior [46, 77]. 5-FU a fost solubilizat in etanol si
incdrcat pe suprafata Fe304@BPE/ BBE-uri urmand aceeasi metoda.

Rezultate si Discutii
Caracterizarea Sistemelor Magnetice Multifunctionale

In studiul de fata, MNP-urile acoperite cu citrat sintetizate au fost mai intai incircate cu
BPE si BBE, care au prezentat cea mai mare concentratie de compusi fenolici si proprietati
antioxidante si antimicrobiene determinate anterior [46, 77].

Microscopia electronica prin Transmisie

Morfologia MNP-urilor acoperite cu citrat a fost evaluata prin evaluarile TEM, HR-TEM

si SAED (Figura 14). Dupa cum se poate observa, NP-urile au o forma cvasi-sferica si au o tendinta

crescutd de aglomerare din cauza interactiunii momentului dipolar magnetic dintre particule.
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Distributiile sunt considerabil inguste, ceea ce sugereazd ca dimensiunea nanoparticulelor
magnetice este intre 5 si 10 nm (dimensiunea medie a particulelor de 7,0 = 2 nm), ceea ce ar putea
demonstra in continuare capacitatea lor de utilizare in aplicatiile dorite. In plus, rezultatele SAED

confirma faptul cd modelele sunt legate de caracteristicile indicilor Miller pentru Fe3O4[78, 79].
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Figure 14. Imaginile TEM, SAED pattern si distributia pentru Fe;O4 NPs
Difractia de raze X

Structura nanotransportorilor obtinuti a fost determinatd prin difractia cu raze X, care a
confirmat structura cubici a MNP-urilor pentru toate probele (Figura 15). In consecinti, addugarea

de compusi bioactivi din extracte si 5-FU nu conduce la formarea oxizilor secundari de fier.
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Figure 15. Difractogramele pentru sistemele magnetice dezvoltate

Figura 15 prezinta varfurile caracteristice ale cristalelor de magnetitd tetraedrice si
poliedrice [75, 80].
Spectroscopia FT-IR

Analiza FT-IR a fost efectuata pentru a stabili legaturile si grupurile functionale prezente

in cadrul MNP-urilor obtinute.
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Figure 16. Spectrele FT-IR pentru sistemele magnetice dezvoltate

Spectrul FT-IR al probei goale de Fe3;Os4 (Figura 16a) prezintd varfuri distinctive in
concordanta cu structura moleculara a magnetitului (Fe3O4). Banda de absorbtie proeminenta la
536 cm ! indica vibratiile de intindere a legiturii Fe—O, o caracteristicd definitorie a magnetitei.
In plus, varful larg centrat in jurul a 3400 cm™ este atribuit vibratiilor de intindere O—H, probabil
din apa absorbita sau grupari hidroxil de pe suprafata probei.

Fe;04 NP acoperite cu BPE si BBE au afisat in mod similar varfurile caracteristice ale
vibratiilor de intindere Fe-O la aceleasi lungimi de unda. Cu toate acestea, varfurile largi atribuite
vibratiilor O—H s-au mutat la numere de undi mai scurte, in jur de 3180 cm™!, si ar putea fi atribuite
vibratiilor de intindere O—H atat din extracte, cat si din moleculele de apa reziduale de pe suprafata
NP-urilor.

Mai exact, varfurile suplimentare ale nanoparticulelor acoperite apar din grupuri
functionale specifice prezente in extractele BP si BB, cum ar fi la 2917 cm™! si 2847 cm™!,
corespunzatoare intinderii simetrice si asimetrice a grupdrilor C—H prezente in carbohidrati si
lipide. sau varful mare la 1030 cm™' corespunzitor vibratiilor C-O si C-OH in carbohidrati si
compusi fenolici [74].

In ceea ce priveste probele incircate cu 5-FU, Figura 16b arati conservarea semnalelor
mentionate mai sus, comune extractelor cu magnetiti, BP si BB. Benzi de absorbtie la 1264 cm™
si 812 cm™!, corespunzitoare intinderii C-H (in plan) si intinderii C—F in 5-FU [81], au fost
observate In proba de magnetitd Incarcata cu substanta activd (Fe;O4@5-FU). Semnalele s-au
distins pentru probele incarcate cu medicament acoperite cu extracte si s-a observat ca intensitatea
acestor benzi a variat in functie de concentratii, vizibil mai intensa in cazul probelor incarcate la
concentratii mai mari de 5-FU. (2% versus 1%).

Analiza DLS

Stabilitatea nanotransportorilor a fost evaluatd prin masuratorile potentialul zeta, diametrul

hidrodinamic si indicele de polidispersitate (PDI) (Figura 18). Diametrul hidrodinamic creste

-4 -



Sisteme magnetice multifunctionale pe baza de compusi bioactivi Ilie Cornelia-Ioana

atunci cand este Incdrcat cu 1% 5-FU, dar scade cand este adaugat cu 2% 5-FU. Se poate presupune
ca 5-FU este hidrofil, iar addugarea lui la concentratii mici creste hidrofilicitatea MNP-urilor.

In schimb, 5-FU se suprapune gruparilor functionale din BPE/ BBE la concentratii mai
mari si scade interactiunea cu solventul (PBS). Din acest motiv, proba Fe;04@5-FU 2% a prezentat
o valoare mai mare a diametrului hidrodinamic. Conform valorilor potentialului zeta pentru
Fe304@5-FU 2%, Fes04@BBE2@5-FU 1% si FesO4@BBEo@5-FU 1% si valorile mai mari ale
diametrului hidrodinamic pot fi datorate aglomerarii NP-urilor. Luand in considerare valorile PDI
mai mici de 0,6, acestea indicd o distributie Tngusta a particulelor. Valorile PDI mai mici indica

stabilitatea si uniformitatea pe termen lung [82-84].
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Figure 17. Potentialul zeta, diametrul hidrodinamic (ilustrate in coloane) si valorile PDI (ilustrate ca puncte)

Comportamentul de Eliberare al Agentilor Bioactivi
Profilurile de eliberare a medicamentelor si a compusilor fenolici (PC) (Figura 19) au fost

evaluate in PBS (pH = 7.,4) la 37°C.
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Figure 18. Antitumoral drug and PCs release profiles of nanocarriers loaded with BPEs (a,c) and BBEs (b,d).
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Profilurile de eliberare a medicamentelor 5-FU ale nanopurtatorilor incarcati cu BPE si
BBE au ardtat ca medicamentul antitumoral se elibereaza rapid in prima ord, dar cu o ratd mai
mica pentru probele fara extracte (Figura 19 a si b). De asemenea, se poate observa cd in doua ore,
5-FU are o rata de eliberare maxima/rapida (~75% eliberatd), urmata de un platou. Nanopurtatorii
cu 5-FU si extracte au prezentat un procent mai mare de medicament eliberat dupd 24-25,5 ore, iar
o eliberare mai lentd a moleculelor de medicament/ degradare poate fi observata imediat [85, 86].

In schimb, profilurile de eliberare ale PC-urilor (Figura 19 ¢ si d) ilustreazd modele similare
cu rate de eliberare prelungite. In ambele cazuri, PC-urile sunt eliberate treptat din MNP, atingand
un platou dupa 48 de ore, mentinut pand la 96 de ore, urmatd de o scadere care sugereaza
degradarea PC-urilor. Timpul de eliberare mai mare al PC-urilor in comparatie cu 5-FU este
atribuit flavonoidelor din extracte.
Activitatea Antioxidanta

Au fost evaluate diferite concentratii de MNP pentru a stabili concentratia de antioxidant
care elimind 50% din radicalul initial DPPH, care este cunoscut sub numele de ICso (Figura 20).

Valorile mai mici ale ICso corespund unei activitati antioxidante mai mari [87].
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Figure 19. Activitatea antioxidantd a MNP-urilor dezvoltate prin testul DPPH. (a) Valori ICsy pentru nanotransportori,
(b) Valori ICs pentru extracte si (c) DPPH% pentru extracte.

MNP-urile dezvoltate au prezentat capacitatea de a elimina radicalul DPPH, asa cum era
de asteptat, avand in vedere studiile anterioare privind activitatea antioxidantd a BPE si BBE
(metoda TEAC) [46, 77]. Figura 20 evidentiazd valorile ICso mai scazute pentru MNP-urile
incarcate cu BPE si BBE decét Fe;O4@5-FU 2% sau probele de Fe3O4, ceea ce indica faptul ca
nanotransportorii obtinuti sunt antioxidanti mai puternici care ar putea induce toxicitate mai mica
pentru pacienti. [88]. In plus, Figura 20a a afisat o scidere a valorilor ICso simultan cu concentratia
de 5-FU incércata pe MNP, ceea ce implicd un efect sinergic intre medicamentul antitumoral si
PC-urile din extracte. Rezultate similare sunt raportate pentru Fe3O4 incéarcat cu PC-uri (acid galic,

quercetina, extracte din plante) [88-90].
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Activitatea Antibacteriand

Evaluarea concentratiei Minime Inhibitorii
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Figure 20. Heat map a valorilor concentratiilor minime inhibitorii (MIC). Rezultatele marcate in mov intens indica

cele mai mici valori ale MIC si cea mai mare sensibilitate a tulpinilor.

Datele calitative au fost confirmate prin testul MIC, iar bacteriile Gram-pozitive au
reprezentat cele mai sensibile tulpini. In schimb, MNP-urile cu BBE au prezentat o inhibitie
moderata asupra bacteriilor Gram-negative, iar P. aeruginosa a fost cea mai rezistenta. In plus,
pentru majoritatea MNP-urilor, valorile MIC au fost mai mici decat FesOs@5-FU 2% si 2% 5-FU.
Adaugarea de extracte a inhibat semnificativ dezvoltarea tulpinilor, ceea ce poate fi explicat prin
activitatea antioxidanta a BPE si BBE, precum si prin comportamentul de eliberare al PC-urilor.
Din cunostintele noastre, nu existd referinte pentru a compara rezultatele noastre cu privire la
impactul pozitiv al MNP-urilor asupra proprietatilor antibacteriene ale agentului antineoplazic, in
special efectele sinergice dintre extracte, 5-FU si MNP.

Evaluarea Semicantitativa a Aderentei Bacteriene la Substrat Inert

A fost evaluata influenta MNP-urilor incdrcate asupra aderentei tulpinilor patogene la
substratul inert. Valorile MBEC au fost reprezentate grafic in Figura 25. Datele antibiofilm
confirma rezultatele calitative (Figura 23) si cantitative/ MIC (Figura 24). Prin urmare, S. aureus
si E. faecalis au fost cele mai sensibile tulpini in prezenta MNP-urilor dezvoltate. De asemenea,
MNP-urile incarcate au inhibat semnificativ aderenta E coli si au avut activitate moderatad asupra

P aeruginosa.

b Fey 0, BPE,
Fes0aBPE
T04 Fey0 @RPE 5
i@ Fe0),

o

Lo i ® ! PR T MR

MBEC (pg/uL)

E. faecalis S.aureus E. coli P. aeruginosa
Figure 21. Tlustrarea grafica a valorilor MBEC: (a)- E. faecalis, (b)- S. aureus, (c)-E. coli, (d)-P. aeruginosa.
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MNP-urile incarcate cu BPE au prezentat profiluri antibacteriene similare, iar cea mai
puternica activitate antibiofilm a fost prezentatd de MNP-urile incarcate cu BPE4. Conform
cunostintelor noastre, nu exista date de referintd pentru a compara rezultatele noastre privind
imbunatatirea activitatii antibacteriene 5-FU atunci cand este incarcat pe suprafata MNP-urilor cu
BPE sau BBE.

Influenta Compusilor Bioactivi Impotriva unei Tulpini cu Potential Probiotic
Efectul asupra cresterii L. rhamnosus MF9 sub influenta MNP-urilor Incarcate dupa 24 de

ore este reprezentat in Figura 26.

H 10—

) ) . W 125 pg/ml,
O 250 pg/ml.
1014

CFU/mL

10°4

1044

Figure 22. Influenta sistemelor magnetice multifunctionale asupra cresterii L. rhamnosus MF9 (dupa 24h).

Nanoparticulele de Fe;O4 nu influenteaza cresterea L. rhamnosus MF9, dar sunt stimulate
semnificativ (mai mult de patru unitati logaritmice) de toate BPE-urile st MNP-urile incarcate cu
BBE (Figura 26a). De asemenea, Figura 26a confirma impactul 5-FU asupra cresterii bacteriilor
probiotice. La concentratii de 125 ng/mL de MNP, cresterea L. rhamnosus MF9 a fost influentata
negativ de probele cu 2% agent antineoplazic, mai putin Fe;O4@BPE@5-FU 2%.

Conform rezultatelor activitatii antioxidante, MNP-urile incarcate cu 5-FU 1% au prezentat
cea mai mare activitate antioxidantd si ar putea fi corelatad cu capacitatea acestor probe de a atenua
stresul oxidativ indus de medicamentul antitumoral impotriva microbiotei intestinale. in plus,
profilurile prelungite de eliberare ale PC-urilor (Figura 19c si d) sugereaza o posibilitate
imbunatatita de recuperare a microbiotei.

Evaluarea Antiproliferativi
Viabilitatea celulelor tumorale in vitro si proliferarea celulelor HT-29 in prezenta

sistemelor magnetice multifunctionale sintetizate au fost examinate folosind analiza MTT (Figura

27).
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Cell viability (%)

Figure 23. Influenta sistemelor magnetice asupra viabilitatii celulare si a proliferarii celulelor tumorale (C+).

Figura 27 prezintd diferentele semnificative dintre magnetita si MNP-urile incarcate.
Probele Fe;04@BPE@S-FU/ FesO4@BBE@S-FU si FesOs@BPE/Fe;O4@BBE  prezintd o
viabilitate celulara mai mica decat Fe;O4@5-FU 2%. De asemenea, adaugarea de 5-FU
imbunatateste inhibarea proliferarii celulelor tumorale, ceea ce ar putea fi explicat printr-un efect
inhibitor sinergic intre PC-urile din extracte si 5-FU. In caz contrar, acest studiu si-a propus si
investigheze efectele 5-FU si ale extractelor, in special influenta acestora asupra microbiotei
intestinale. Din acest motiv, a folosit concentratii mici de 5-FU si MNP si nu se asteapta o activitate
antitumorald semnificativa.

Concluzii

Prezentul studiu si-a propus sa dezvolte sisteme de administrare a medicamentelor bazate
pe nanoparticule magnetice stabilizate cu citrat, care actioneazd ca nanocarriers/ nanotransportori
pentru compusii fenolici din extracte si pentru medicamentul antitumoral. Rezultatele au
demonstrat obtinerea nanoparticulelor/ sistemelor magnetice cu distributii de dimensiuni Inguste
si 0o medie a dimensiunilor nanoparticulelor de ~ 10 nm. Mai mult, s-a demonstrat cd medicamentul
antitumoral si compusii fenolici au avut rate rapide de eliberare in primele 24 de ore din sistemele
magnetice multifunctionale. In plus, compusii fenolici au avut un comportament de eliberare
prelungitd, iar incarcarea nanoparticulelor magnetice cu extracte a crescut proprietdtile
antioxidante si antibacteriene. In plus, au fost demonstrate proprietatile netoxice ale magnetitei si
potentialul prebiotic al sistemelor magnetice multifunctionale dezvoltate pe L. rhamnosus MF9,
care subliniaza rolul aportului de antioxidanti (compusi fenolici) asupra microbiotei intestinale.
Activitatea antiproliferativa moderata pe o linie de celule tumorale colorectale la concentratii mici
de MNP si 5-FU sugereaza potentialul sistemelor magnetice de a atenua efectele adverse ale

medicamentelor antitumorale si de a imbunététi echilibrul intestinal.
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Capitolul 8. Concluzii generale si Originalitatea studiului

Concluzii generale

Teza examineaza cele mai importante patologii cauzate de dezechilibrele microbiotei
intestinale, in special in cazul cancerului colorectal. De asemenea, sunt studiate strategii de
imbunatatire a eficientei tratamentului pentru cancerul colorectal si mentinerea/recuperarea
microbiotei intestinale. Obiectivele specificate in cadrul tezei au fost organizate pentru a se
concentra asupra oricdror limitari prezente in studiile anterioare sau, pe de alta parte, pentru a
introduce notiuni originale care nu au fost studiate anterior in urma revizuirii literaturii de
specialitate.

Teza de doctorat a fost structuratd in parti primare si, ulterior, impartita in diferite capitole.
Prima parte este axata pe o revizuire ampla a datelor recente din literatura stiintifica, intentionand
sd introducd subiectul principal al tezei, In special impactul microbiotei intestinale asupra nutritiei
si sanatatii umane. Au fost, de asemenea, discutate principalele abordari pentru modularea
microbiotei intestinale si avantajele compusilor naturali si nanotehnologiei in tratamentul CRC. A
doua parte a tezei prezintd partea originald/experimentald, enumerand obiectivele si Indeplinirea
acestora prin afisarea rezultatelor obtinute ca articole publicate.

Capitolul 1 a prezentat un rezumat al microbiotei umane, subliniind importanta factorilor
determinanti care influenteaza semnificativ echilibrul microbiotei.

Capitolul 2 a prezentat o privire de ansamblu asupra sintezei, caracterizarii si aplicatiilor
biomedicale ale MNP-urilor si, respectiv, capacitatea de a le utiliza ca nanotransportori pentru
compusi activi biologic.

Capitolul 3 a subliniat utilizarea medicamentelor traditionale/conventionale pentru
tratamentul cancerului colorectal si efectele asociate. Mai mult, a prezentat potentialul compusilor
naturali si al nanoterapicelor pentru imbunatatirea eficacitatii, atenuarea efectelor adverse si
reducerea chimiorezistentei medicamentelor antitumorale.

Partea a doua a prezentat obiectivul principal al tezei, care este impartit in trei parti
(Capitolele 5-7): (i) obtinerea extractelor de polen de albine si evaluarea compozitiei lor chimice,
antioxidante si proprietati biologice; (7i) obtinerea extractelor de pastura si evaluarea proprietatilor
lor chimice, antioxidante si antimicrobiene si (7ij)) dezvoltarea nanosistemelor pe baza de
nanoparticule magnetice ca nanotransportori pentru compusii bioactivi.

Capitolul 5 a stabilit compozitia chimica si proprietatile biologice a cinci probe de polen

de albine (crud). Pe langa, proprietitile antimicrobiene si antitumorale au fost studiate 1n efectele
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prebiotice/capacitatea extractelor de polen de albine bogate in compusi fenolici si acizi grasi de a
modula dezvoltarea a douad tulpini probiotice, ceea ce indica potentialul extractelor de polen de a
mentine si de a imbunatati recuperarea microbiotei intestinale.

Capitolul 6 a investigat relatia privind sursa botanicd, compozitia chimicd, activitatea
antioxidanta si influentele antimicrobiene asupra tulpinilor patogene testate din doudsprezece
probe de pasturd, ceea ce denotd cd pastura este o sursd promititoare de compusi fenolici si
nutrienti naturali care au prezentat proprietati antimicrobiene semnificative.

Capitolul 7 a vizat dezvoltarea nanosistemelor multifunctionale pe baza de nanoparticule
magnetice acoperite cu citrat, care au actionat ca nanotransportori pentru compusii fenolici din
BBE/BPE si 5-fluorouracil. Acest studiu leaga strans capitolele anterioare deoarece evidentiaza
potentialul terapeutic al extractelor bogate in compusi bioactivi. In plus, nanosistemele dezvoltate
au prezentat capacitatea de a atenua efectele adverse induse de 5-FU prin eliberarea prelungita a
PC-urilor care au stimulat dezvoltarea bacteriilor lactice.

Contributii originale si perspective

Noutatea primului studiu a implicat efectul antimicrobian sinergic al BPE-urilor si
compusilor solubili ai tulpinilor lactice (L. rhamnosus MF9 si E. faecalis 2M17) impotriva
capacitatii de aderenta a tulpinilor patogene izolate clinic selectate (C. guillermondii si E. cloacae).
Mai mult, efectele inhibitorii ale extractelor de polen asupra capacitatii tulpinilor microbiene de a
se atasa la substratul celular au fost raportate pentru prima dati. In general, extractele de polen de
albine au inhibat semnificativ aderenta tulpinilor potential patogene testate (E. faecalis ATCC
19433, S. aureus ATCC 25422, E. cloacae, P. aeruginosa ATCC 25785, C. albicans 1688, C.
glabra famata, C. glabrata, C. krusei si C. lusitanie). Avand in vedere continutul bogat Tn compusi
fenolici si acizi grasi, respectiv relatia dintre activitatea antioxidanta, compozitia chimica, efectele
citotoxice asupra unei linii celulare tumorale, efectul prebiotic si impactul asupra tulpinilor
patogene, polenul prezintd un potential agent prebiotic si antitumoral pentru microbiota intestinala.

Perspective:  dezvoltarea sistemelor de transport/ eliberare controlatd prin
incorporarea/incarcarea extractelor de polen in alte nanomateriale, cum ar fi silice poroasa,
polimeri sensibili la pH, etc. si garanteaza o livrare tinta la tesutul dorit.

Al doilea obiectiv s-a bazat pe corelarea dintre proprietatile antimicrobiene si antioxidante,
compozitia chimica si analiza palinologica a probelor de pastura. Noutatea acestui studiu implica
efectele inhibitorii ale extractelor de pasturd impotriva capacitatii de aderentd microbiana la
substratul inert. Mai mult, extractele de pasturd induc sensibilitate antifungica, iar pentru C. krusei

si C. kefyr, este raportatd pentru prima data.
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Perspective: evaluarea potentialului prebiotic si probiotic al pasturii, respectiv proprietatile
antitumorale. A doua perspectiva constd in dezvoltarea de sisteme de eliberare inteligente, care
actioneaza ca nanotransportori pentru compusii bioactivi din extractele de pasturd in mai multe
patologii (inflamatie cronica, IBD, cardiovasculare, disbioza intestinala etc.).

Noutatea ultimului obiectiv a implicat dezvoltarea nanosistemelor multifunctionale de
eliberare a medicamentelor pe baza de magnetita pentru a spori eficacitatea antitumorala a 5-FU
si pentru a diminua efectele adverse impotriva microbiotei intestinale. In plus, proiectarea DDS a
evidentiat activitatile antibacteriene, prebiotice si antiproliferative ale BPE si BBE. De asemenea,
sistemele magnetice multifunctionale sporesc activitatea antimicrobiana a compusilor bioactivi.
Mai mult, un alt element de noutate constd in sensibilitatea tulpinilor bacteriene de a adera la
substratul inert indus de sistemele dezvoltate.

Perspective: Optimizarea dozarii formularilor de 5-FU si extracte de polen de albine/
pasturd cu cele mai bune profiluri de eliberare, antioxidante si antimicrobiene pentru a efectua
evaluari in vivo. O altd perspectiva reprezintd utilizarea nanosistemelor magnetice dezvoltate in
terapia tintitd prin aplicarea unui cdmp magnetic extern la frecvente diferite si cu o eliberare
controlatd de compusi bioactivi in tesutul tumoral tinta. In plus, o altd perspectivi este de a evalua
proprietdtile antiinflamatorii ale nanosistemelor dezvoltate. Datoritd nivelurilor ridicate de
compusi fenolici ale produselor apicole si ale efectelor biologice asociate, o alta perspectiva este
de a dezvolta nanosisteme magnetice pe bazd de compusi fenolici puri si medicamente

antitumorale n scopul obtinerii unor formulari farmaceutice mai eficiente si reproductibile.
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