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INTRODUCERE

Resursele vegetale ce contin fractii importante de polifenoli, flavonoide, alcaloizi,
terpene etc. reprezintd un potential vast si inca putin exploatat pentru beneficiile asociate
sandtatii. Amestecurile de principii fitochimice din diferite extracte de origine vegetala sunt
surse bioactive ce prezintd o gama largd de activitati fiziologice si farmacologice. Datorita
acestor bioactivi, principiile fitochimice sunt cunoscute drept remedii traditionale cu eficacitate
terapeutica pentru diferite tipuri de afectiuni. Potentialul medicinal al acestora este semnalat
din ce in ce mai des in literatura de specialitate, de exemplu pentru afectiuni cardiologice, diabet
si disfunctii metabolice. Principiile fitochimice pot manifesta actiune antidepresiva, activitate
antioxidanta dar si o activitate notabilad de stopare si inhibare a tumorilor localizate in anumite
zone din organism. Principala bioactivitate a extractelor polifenolice este legatd de capacitatea
acestora de a elimina radicalii liberi si de a preveni peroxidarea lipidelor, care influenteaza in
mod semnificativ proprietatile de promovare a sanatatii. Activitatea antioxidanta contribuie la
atenuarea leziunilor cauzate de daune oxidative, cele din urma fiind cunoscute pentru corelatia
strdnsa cu aparitia mai multor boli, inclusiv cancer. Cancerul este o boala complexa si
polivalenta ce ramane, in ciuda evolutiei tratamentelor, una dintre principalele cauze de deces.
Se aproximeaza ca unul din sase decese, la nivel mondial este cauzat de o afectiune oncologica.
Metodele de tratare a cancerului sunt variate si includ chirurgia, chimioterapia, radioterapia, si
in curs de dezvoltare, metode precum imunoterapia si tratamentul hormonal. Totusi, tratamentul
afectiunilor tumorale se confruntd adesea cu provocari precum rezistenta la medicamente,
toxicitate sistemica si eficienta scazutd a agentului terapeutic cauzata de o selectivitate celulara
slaba.

Pentru a depasi aceste dificultati, sistemele de distributie a medicamentelor (DDS) au
aparut ca o abordare promitdtoare la agentii terapeutici traditionali [1]. Aceste sisteme de
administrare au capacitatea de a spori eficacitatea tratamentului medicamentos prin
imbunatatirea biodistributiei si a farmacocineticii acestora, reducand astfel efectele secundare
si crescand concentratia de medicament in tesutul tinta [2]. In functie de modul in care tintesc
tesutul canceros, DDS pot functiona fie printr-un mecanism pasiv, fie printr-un mecanism activ.
Tintirea pasivd presupune acumularea DDS in tumori datoritd caracteristicilor fizice si

fiziologice ale acestui tip de tesut. Desi des folosit in domeniul nanomedicinei, principalul
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dezavantaj al acestui mecanism este lipsa specificitdtii celule tumorale vs. celule sdnatoase
[3,4]. Pe de alta parte, tintirea activa presupune decorarea suprafetei transportorilor cu liganzi
specifici ce se pot lega de receptori supra-exprimati la nivelul celulelor canceroase. Aceasta
abordarea i1mbunatateste specificitatea tratamentului si eficienta de administrare a
medicamentului prin transportarea principiului activ, in special citre tesuturile tumorale. In
plus, are loc si o reducere a toxicitatii sistemice si a efectelor adverse [5].

Dintre diferitele DDS, sistemele lipidice sunt din ce In ce mai studiate in domeniul
farmaceutic, 1n special pentru capacitatea acestora de a creste biodisponibilitatea
medicamentelor cu solubilitate scazutda in apa. Versatilitatea formularilor lipidice permite
sinteza unor sisteme ce pot fi adaptate la indicatii medicale specifice, cai de administrare
diferite, dar si la cerinte legate de eficienta, stabilitate si toxicitate [6]. Printre sistemele DDS,
transportorii lipidici nanostructurati (Nanostructured Lipid Carriers = NLC) reprezinta
o clasa de nanoparticule lipidice, descrise prima oara in anul 1999 [7], care au demonstrat o
adaptabilitate si eficientd crescutd in administrarea de diferite ingrediente active farmaceutic.
NLC sunt formate dintr-un amestec de lipide solide si lichide, stabilizate cu ajutorul unui invelis
de surfactanti, ce confera o capacitate ridicata de incarcare a principiilor active. In plus, datorita
compozitiei atent selectate a miezului lipidic stabilitatea si capacitatea de eliberare controlata a
principiilor active incapsulate sunt Tmbunatitite. Acestor proprietati li se adaugad si
biocompatibilitatea si biodegradabilitatea, nanosistemele fiind de obicei obtinute din materiale
GRAS (,,Generally Recognized as Safe”) [8].

Pe langa aceste considerente, decorarea sistemelor lipidice de tip NLC cu biopolimeri
precum albumina sericd, poate constitui o premisa esentiala pentru a construi nanoplatforme
optimizate in vederea cresterii efectelor terapiei fitochimice impotriva cancerului [9].
Albumina este principala proteina plasmatica, folosita anterior in obtinerea de DDS, datorita
non-toxicitatii si non-imunogenitatii sale. Aceasta are capacitatea de a se lega de receptori
specifici, precum GP60 si SPARC, supra-exprimati pe suprafata celulelor tumorale [10]. Ca
atare, prin asocierea NLC cu albumind sericd (prin asamblare necovalentd, interactiuni
electrostatice si legaturi de hidrogen) se obtin sisteme nanohibride, ce valorifica simultan
avantajele nanoparticulelor lipidice in administrarea medicamentelor cu capacititile de tintire
tumorala ale albuminei.

Avand in vedere toate acestea, prezenta teza de doctorat abordeaza o noua modalitate
de administrare tintitd a unor fitochimicale, prin utilizarea unor sisteme NLC decorate cu
albumina serica bovina (BSA). S-a avut in vedere proiectarea unei noi platforme de distributie

constand in NLC (preparate cu amestecuri de uleiuri vegetale si esteri de mentil) acoperite cu

5



BSA si incércate cu diferite principii fitochimice bioactive (ex: Piperina, extrasa din piper

negru; amestec fitochimic imbogétit in polifenoli, provenit din extractul de Sambucus nigra),

TR

.....

impotriva degradarilor care pot aparea in timpul metabolismului gastrointestinal si amplificarea
efectelor potential terapeutice. Din cunostintele noastre, nu existd studii in literatura care sa
abordeze acoperirea NLC-principii vegetale fitochimice cu albumina sericd bovina. Prin
urmare, scopul acestei cercetari doctorale a fost de a evalua efectul tintit al NLC-
Fitochimicale-BSA si al NLC-Fitochimicale netintit asupra viabilitatii, proliferarii si
nivelurilor de deteriorare a ciclului celular si apoptoza in linii celulare de adenocarcinom
de colon (LoVo), san (MCF-7) si ovarian (SKOV-3). Suprimarea celulelor tumorale de catre
NLC-Fitochimicale si sistemul de distributie hibrid NLC-Fitochimicale acoperit cu BSA a fost
analizatd in comparatiec cu doud medicamente citostatice bine cunoscute, Cisplatin si
Doxorubicind (DOX). In literatura de specialitate nu au fost identificate cercetari prin care si
fie evaluata, analizata si comparata actiunea citotoxica a unui potential fitochimic antitumoral

versus medicamentele chimioterapeutice conventionale (de exemplu, cisplatind, doxorubicina).

Teza de doctorat intitulatd ,,Nanotransportori lipidici hibrizi ce contin diferite
principii active vegetale cu potential antitumoral” contine 10 capitole, divizate in doud parti,

cercetare bibliografica si contributii originale.

PARTEA I - CERCETARE BIBLIOGRAFICA are rolul de a expune o analizi cuprinzitoare
a literaturii existente in ceea ce priveste caracteristicile si abilitatea NLC de a prezenta un
potential relevant in tratamentul afectiunilor oncologice. Aceastd studiu documentar include
patru capitole:

e Capitolul I debuteazd cu o prezentare succintd a sistemelor de distributie a
medicamentelor. Sunt abordate notiuni de caracterizare generala a principalelor sisteme
lipidice, dar si metode de obtinere a acestora. Caracteristicile cheie integrate in anumite
studii ce exploreazd potentialul antitumoral al NLC incheie acest prim capitol de
literatura.

e Capitolul al II-lea face tranzitia catre sistemele NLC, adica acele formulari de
transportori lipidici nanostructurati care prezinta un miez lipidic neuniform (adaptabil

pentru integrarea substantelor active lipofile) si a caror suprafata poate fi modificata cu
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diferite molecule de tintire, astfel incat sa se poate obtine o eficientd terapeutica
imbunatatita, In special in domeniul tratamentelor oncologice. Astfel, pornind de la
caracteristicile celulelor canceroase, sunt explicate mecanismele de tintire ale tesuturilor
tumorale (pasiv si activ). In finalul capitolului sunt descrise studii de literatura in care
sistemele NLC sunt functionalizate cu scopul de tinti mai eficient celulele canceroase.
Capitolul al ITI-lea este alocat cunoasterii in profunzime a structurii si proprietatilor
proteinei BSA, care datorita caracteristicilor sale structurale, biologice si chimice poate
fi consideratd un ligand eficient de tintire a celulelor tumorale. Pentru sustinerea acestei
idei sunt prezentate o serie de studii stiintifice recente in care diferiti agenti
chimioterapeutici sunt incapsulati In nanoparticule de albumind, sau in alte sisteme de
transport care sunt functionalizate la suprafatd cu BSA.

in Capitolul al IV-lea sunt prezentate principalele aspecte legate de principiile active
(piperind si extract polifenolic de Sambucus nigra) incapsulate in sistemele NLC
descrise in prezenta teza. Capitolul contine informatii legate de surse de obtinere,

compozitie chimica si activitate biologica.

PARTEA a II-a — CONTRIBUTII ORIGINALE introduce initial obiectivele cercetarii, apoi

se continud cu dezvoltarea contributiilor originale in domeniul obtinerii, caracterizarii si

aplicatiile unor sisteme NLC hibride ce incapsuleaza diferite principii active de origine

vegetala: i). piperina — un principiu activ lipofilic cu efect antitumoral cunoscut, insa a carei

aplicabilitate este serios afectata de insolubilitatea acestuia in apa; ii). extractul polifenolic de

Sambucus nigra — un amestec activ de principii hidrofile, cu multiple benefiicii biologice (ex:

activitate antioxidantd, efect antiinflamator, actiune antitumorala etc.) care 1nsa prezinta si el o

limitare de utilizare din cauza labilitatii termice, dar mai ales a mediului biologic (sufera

degradari n timpul metabolismului primar).

Capitolul al V-lea prezintd materiile prime, metodele de sinteza si tehnicile de analiza
utilizate 1n capitolele aferente sintezei si caracterizarii sistemelor NLC.

Capitolul al VI-lea expune studii privind obtinerea unor materii prime ce vor fi ulterior
utilizate 1n sinteza nanotransportorilor hibrizi. Astfel, in acest capitol este descrisa
izolarea piperinei, principiu activ in sistemele NLC descrise in Capitolul al VIII-lea,
din boabe de piper negru si sinteza lauratului de mentil, o componenta a fazei lipidice

folosita la formularea sistemelor NLC obtinute in Capitolul al IX-lea.



e Capitolul al VII-lea detaliaza studiile preliminare de optimizare a compozitiei lipide
— surfactanti, astfel incat sa se obtina dispersii apoase de NLC ce prezinta caracteristici
structurale adecvate pentru stabilirea unor interactii eficiente cu biopolimerul BSA.

e Capitolul al VIII-lea include rezultatele originale privind dezvoltarea si caracterizarea
unor NLC conventionale si a unor NLC hibride (cu un continut ridicat de unt de cacao
si ulei de armurariu) ce incapsuleaza piperina. Capitolul abordeaza o caracterizare
dimensionala, morfo-structurald si spectroscopicd a sistemelor hibride sintetizate.
Activitatea terapeutica a acestor nanotransportori este evaluatd prin teste in vitro de
determinare a activitatii antioxidante, studii de eliberare controlatd, precedate de
evaluarea citotoxicitdtii asupra a trei linii celulare canceroase: LoVo (de colon cancer),
SKOV-3 (cancer ovarian) si MCF-7 (cancer de san).

e In capitolul al IX-lea sunt descrise principalele rezultatele obtinute in urma sintezei
unor NLC hibrizi, prin modificarea semnificativd a compozitiei miezului lipidic format
dintr-un amestec de unt de cocos, ulei de salvie si laurat de mentil. Sistemele hibride
nanotransportor obtinute au fost testate pentru capacitatea lor de a coopta un amestec
complex de fitocompusi polifenoli prezenti in extractul de Sambucus nigra. Ulterior
caracterizarii structurale si fizico-chimice, proprietétile anti-tumorale sunt determinate
in vitro prin teste de citotoxicitate, analiza apoptozei pe liniile celulare LoVo, SKOV-3
st MCF-7 si modificarea ciclului celular.

e Ultimul capitol (X) integreaza concluziile finale si principalele contributii originale

aduse prin tematica abordata in prezenta teza de doctorat.

Rezultatele cercetdrilor originale au fost diseminate prin publicarea a 4 articole in
jurnale cotate ISI (3 in jurnale internationale si unul national), ce cumuleaza un factor de
impact FIC = 14,4. De asemenea, o parte dintre rezultatele obtinute au fost prezentate la o
conferinta internationala (sub forma de expunere orald) si la o conferintd nationala (sub forma

de poster).



II. CONTRIBUTII ORIGINALE

OBIECTIVELE CERCETARII

In ciuda dezvoltarii substantiale a NLC, efectele adverse ale medicamentelor
chimioterapeutice, lipsa capacitatii de localizare catre celulele canceroase si chimiorezistenta
detectatd, s-au dovedit a fi principalele provocari in ceea ce priveste eficienta procesului de
chimioterapie. Ca atare, asocierea nanotransportorilor lipidici de tip NLC cu biopolimerul
de albumina intr-un mod eficient si optimizat, pentru a construi asa-numite ,,nanoplatforme
hibride pentru fitochimicale bioactive” in vederea intensificarii efectelor de tintire a celulelor
tumorale, reprezintd o abordare noud, cu un impact pozitiv asupra imbunatatirii
fitochimice reprezinta surse valorase de principii bioactive care pot manifesta efecte sinergice.

Pornind de la conceptul cad celulele tumorale pot fi afectate tintit prin modificarea
suprafetei sistemelor de distributie nanostructurate si avand in vedere interesul din ce in ce mai
mare pentru substantele active vegetale (fitochimicale) care promoveaza sandtatea, prezenta
teza de doctorat a avut ca SCOP investigarea adaptabilitdtii unor sisteme nanotransportor
lipidice conventionale (NLC) dar si hibride (lipido-polimerice, NLC acoperite cu BSA, NLC-
BSA) de a coopta diferite principii bioactive, pentru a imbundtéti penetrarea si tintirea unor
celule tumorale si a spori eficacitatea terapiei antitumorale. Principiile bioactive selectate in
prezenta teza de doctorat sunt: piperina — alcaloid extras din piperul negru, cu multiple
beneficii farmacologice, care insa sunt limitate datoritd proprietatilor sale si modului in care
este metabolizate, si extractul de Sambucus nigra - un amestec fitochimic bogat in compusi
bioactivi, ce pot constitui o alternativa la terapia oncologica traditionala.

Pentru a sustine ipotezele de lucru experimental si a atinge scopul urmarit in prezenta teza de
doctorat, au fost parcurse cateva OBIECTIVE care au vizat:
I.  Izolarea si caracterizarea unui principiu bioactiv din piperul negru, Piperina. Sinteza si
caracterizarea lauratului de mentil.
II.  Optimizare obtinere NLC conventional si NLC decorat cu polimer; caracterizarea si
urmadrirea diferitilor parametri de formulare, stabilitate si concentratie de biopolimer.
III.  Obtinerea si caracterizarea morfo-structurala a NLC conventionali si a NLC

acoperiti cu BSA, incércati cu piperina si respectiv cu extract de soc negru/SambucusN



Iv.

(NLC-Pip, NLC-Pip-BSA, NLC-SambucusN, NLC-SambucusN-BSA), in ceea ce
priveste dimensiunea particulelor, morfologie, potential Zeta, eficienta Incapsularii
fitochimicalelor, FT-IR si spectroscopie de fluorescenta.

Evaluarea unor activitiati biologice prin determinarea in vifro a unor proprietati
specifice precum activitate antioxidantd, profil de eliberare, citotoxicitate, influenta
asupra ciclului celular etc. Atribuirea comparativa a efectului antitumoral al diferitelor
categorii de NLC (viabilitate celulara, proliferare, nivel de deteriorare a ciclului celular
si apoptozd) a fost realizata prin utilizarea unor linii de celule tumorale, ex: celule de
cancer de san MCF-7, colon LoVo si celule de adenocarcinom ovarian SKOV-3, iar
eficacitatea lor a fost comparatd cu medicamentele de chimioterapie conventionale,
Doxorubicind si Cisplatin. Din cunostintele noastre, acest studiu este primul care
exploreaza potentialul combinatoriu al Sambucus Nigra si al transportatorilor
lipidici nanostructurati decorati cu albumind ca noi nanopurtdtori durabili pentru a
sustine terapia tintitd anti-tumorald, in special pentru terapia sinergica a colonului,

ovarian si/sau de san.

10



CAPITOLULAL V-LEA
MATERIALE SI METODE

5.1. Materiale si reactivi

Pentru obtinerea sistemelor de tip NLC liber (fara principiu activ), a celor incarcate cu
diferitele principii active, dar si a celor acoperite cu BSA, s-au folosit urmatorii compusi si
materii prime:

e Lipide solide: Monostearat de gliceril (MSG), unt de cacao, unt de cocos. MSG a fost
achizitionat de la Cognis GmbH (Monheim am Rhein). Untul de cacao si cel de cocos au
fost cumparat de la Plafar, avand drept producator compania Green Sense.

e Lipide lichide: Ulei de armurariu (UA), Ulei de salvie (US), Laurat de mentil. Uleiurile au
fost achizitionate de la Texron Plimon S.L.U. (Barcelona, Spania). Lauratul de mentil a fost
sintetizat si caracterizat in laborator (vezi capitolul al VI-lea).

e Surfactanti: Dioctil sulfosuccinat de sodiu (AOT), lecitina (PC), Tween 20 (TW20), colat
de sodiu (NaCh), Poloxamer 188 (P188). TW20 a fost furnizat de Merck (Darmstadt,
Germania). NaCh, P188 si AOT au fost achizitionate de la Sigma Aldrich Chimie GmbH
(Munich, Germania). Lecitina a fost furnizata de Alfa Aesar (Karlsruhe, Germania)

e Modificatori de suprafata: albumina bovind sericd (BSA) achizitionata de la Sigma
Aldrich Chimie GmbH (Munich, Germania)

e Principii active: piperina, extract de Sambucus Nigra. Piperina a fost extrasa si
caracterizata in laborator (vezi capitolul al VI-lea). Extractul de Sambucus Nigra a fost
furnizat de compania A.C. Helcor, Baia Mare, Romania.

in timpul caracterizirii fizico-chimice a NLC obtinuti s-au folosit urmatorii reactivi si
solventi: clorurd de sodiu, etanol, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), reactiv Folin-Ciocélteu,
acid galic, acid 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (ABTS), dimetilsulfoxid
(DMSO), persulfat de potasiu au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich Chemie GmbH.

Linii celulare tumorale au fost achizitionate de la American Type Culture Collection
(ATCC). In timpul testirilor biologice in vitro s-au folosit urmitorii reactivi: DOX, mediu de
cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), Cisplatind (Cis-Pt), L-Glutamina
(Glu), solutie tampon fosfat (PBS)/ImM EDTA, Penicilina (100 unitati/mL), Ser fetal bovin
(SFB), iodura de propidiu (PI) si Rnase A achizitionate de la Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA).
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5.2. Sinteza transportorilor NLC de tip hibrid

Pentru sinteza sistemelor NLC s-a folosit metoda pre-emulsionarii in topiturd cuplata cu
omogenizarea la presiune ridicata. Pe scurt, faza lipidica topitd (ce contine amestecul de lipide
si principiile active lipofile si faza apoasa (ce contine surfactantii si principiile active hidrofile)
au fost amestecate la aceeasi temperaturd (72 °C). Pre-emulsia rezultatd a fost pdstrata sub
amestecare energica la 72 °C timp de 20 de minute, apoi supusa unei etape de omogenizare cu
grad Tnalt de forfecare (HSH) si apoi unei etape de omogenizare la presiune ridicatd (HPH) timp
de 3 minute si 17 secunde la 500 bar. Pentru indepartarea apei si obtinerea NLC sub forma
solida, nanoemulsiile obtinute anterior sunt supuse procesului de liofilizare folosind un
echipament Alpha 1-2 LD Freeze Dry System, Germania, ulterior congelarii timp de 24 de ore
la -25 °C. Parametrii de liofilizare a avut loc la 55 °C si 0,05 mbar timp de 55 de ore.

Pentru obtinerea sistemelor hibride, adicd acele sisteme in care suprafata transportorilor
lipidici nanostructurati este acoperitd cu albumina bovind serica, un volum de dispersie obtinuta
in urma HPH este amestecat sub agitare cu un volum de solutie de BSA de diferite concentratii,

apoi agitate pana se ajunge la temperatura camerei.

5.3. Caracterizarea structurald, morfologica si functionala a sistemelor de NLC

Sistemele NLC sintetizate au fost caracterizate din punct de vedere structural, morfologic,
dar si din punct de vedere al activitdtii biologice. Astfel, au fost determinati parametrii care
determind dimensiunea particulelor si stabilitatea coloidala (DLS si potential Zeta) si morfologia
particulelor (TEM). De asemenea, interactiunile din diferitele componente ale sistemelor au fost
evaluate prin metode spectroscopice. Functionalitatea sistemelor obtinute a fost apreciata prin
teste de eliberare in vitro, prin masurarea activitatii antioxidante, dar si prin teste pe trei tipuri de

celule tumorale (colon — LoVo, mamar — MCF-7 si ovarian — SKOV-3).

5.3.1. Determinarea marimii si distributiei de dimensiuni

Determinarea diametrului mediu al particulelor (Zave) si a indicelui de polidispersitate
(PdI) s-a efectuat folosind un utilizat un instrument Zetasizer ZS90 (Malvern Intruments Inc.,
Worcestershire, UK) echipat cu un laser cu stare solida
(A =690 nm) ce inregistreaza sub un unghi de imprastiere de 90, la o temperaturd de 25 + 0,1 °C.
Pentru a evita efectele de imprastiere repetata, probele au fost diluate obtinand astfel un semnal
optim. Dimensiunea particulelor a fost obtinuta prin medierea distributiei intensitatilor rezultate

in urma a trei masuratori individuale.

12



5.3.2. Determinarea potentialului Zeta

Potentialul Zeta a fost masurat folosind instrumentul instrument Zetasizer ZS90 (Malvern
Intruments Inc., Worcestershire, UK). Analiza a fost efectuatd in celule capilare specifice, iar
dispersiile au fost diluate cu apd distilata, iar apoi cu solutie NaCl 0,9% pentru a atinge o
conductivitate de 50 pS/cm. Incircitura electrici a sistemelor a fost determinati pe baza
ecuatiei Helmholtz — Smoluchozski (ecuatia 5.1), unde pe — mobilitate electroforetica, n —
viscozitatea mediului si € — constanta dielectrica.

_pe-nm
c B &

(5.1)

5.3.3. Analiza morfologiei particulelor

In cadrul acestei teze cateva sisteme de NLC si NLC hibride care au prezentat
caracteristici optime in ceea ce priveste structura si proprietatile, au fost selectate pentru analiza
microscopicad, in cadrul careia s-a utilizat un aparat Hitachi HD 2700 ce imbina microscopia de
baleiaj cu cea de transmisie. Pregatirea probelor consta in diluarea dispersiilor cu apa distilata
si apoi depozitarea acestora pe retele standard TEM de cupru cu strat subtire de carbon, iar
studiile au fost efectuate utilizdnd aparatul In modul TEM, dar si in modul contrast Z sau

HAADF (High Angle Annular Dark Field Mode).

5.3.4. Spectroscopie de infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR)

In timpul studiilor descrise in aceastd tezi, spectrele IR ale transportorilor liofilizati au
fost Tnregistrate cu un spectrometru Bruker Vertex 70, echipat cu dispozitiv orizontal pentru

reflexie atenuatd (ATR) si cristal de diamant, pe o fereastrd spectrald de 4000-400 cm’!.

5.3.5. Spectroscopie de fluorescenta

Spectrele de fluorescentd au fost inregistrate folosind un Spectrofluorometru Jasco FP-
650 (Tokio, Japonia) echipat cu un microcomputer pentru inregistrarea datelor. Probele au fost

excitate cu radiatie avand o lungime de unda de 285 nm.

5.3.6. Determinarea eficientei de incapsulare a principiilor active prin spectroscopie UV-Vis

In prezenta lucrare, au fost determinate prin spectroscopie UV-Vis eficientele de
incapsulare pentru principiile active fitochimice, respectiv piperina si extractul de Sambucus

Nigra. In acest scop s-a utilizat un spectrofotometru UV — Vis Jasco V670 (Tokio, Japonia).
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Determinarea eficientei de incapsulare a piperinei

Determinarea piperinei prin spectroscopie UV-Vis are la baza realizarea curbei de
calibrare a acesteia in domeniul de concentratii 1 — 10 pg/mL, prin masurarea probelor etalon
(probe de concentratie cunoscutd) la lungimea maximului de absorbtie A = 342 nm, n alcool
etilic, fatd de o proba martor ce contine doar etanol.

Pentru determinarea piperinei incapsulate in nanostransportori s-a utilizat urmatoarea
procedura experimentala: 0,5g NLC liofilizat au fost dispersati intr-un volum minim de etanol
(1 mL). Probele au fost supuse centrifugarii (intr-o centrifuga Sigma 2K 15, Osterode am Harz,
Germania), la 13000 rpm, timp de 15 minute. Ulterior, s-a analizat prin spectroscopie UV-Vis,
cantitatea de piperina din supernatant si folosind ecuatia de regresia a curbei de calibrare s-a
determinat concentratia piperinei. Aceasta concentratie a fost ulterior transformata in masa de

piperina incapsulata.

Determinarea eficientei de incapsulare a extractului de Sambucus Nigra prin
metoda Folin-Ciocélteu
Pentru determinarea experimentald a cantitatii de polifenoli incapsulatd in NLC, s-a
realizat initial curba de calibrare cu acid galic. In acest scop, intr-un balon cotat de 100 mL, s-
a preparat o solutie stoc de concentratie 200 mg/L, apoi prin dilutie s-au obtinut solutiile etalon
cu concentratii cuprinse intre 10 si 100 mg/L. Pentru realizarea reactiei cu reactivul F.-C., in
baloane cotate de 5 mL, 0,5 mL solutie de acid galic si 0,5 mL solutie reactiv Folin-Ciocalteu
10% au fost omogenizati timp de 4 minute, apoi au fost adaugati 4 mL de solutie de Na,COs
7,5%. Solutiile obtinute au fost pastrate la intuneric timp de o ord, pentru definitivarea reactiei.
Ulterior probele au fost analizate cu ajutorul spectrofotometrului Jasco V-650, la A = 765 nm.
Pentru determinarea polifenolilor din NLC metodologia experimentala optimizata
include urmatoarele etape:
v' 0,15 g NLC liofilizat au fost suspendati in 1 mL de apa distilata, cu agitare usoara
v' centrifugare (5 min, 15.000 rpm)
v" recoltare 0,5 mL supernatant NLC care au fost tratati cu 2,5 mL solutie de reactiv F.-C.
10%; 2 min. agitare

v' addugarea a 2 mL solutie de NaxCO3 7,5%

<

definitivare reactie 1h, la Intuneric

v' Iinregistrarea spectrelor de absorbtie la A = 765 nm.
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5.3.6. Evaluarea in vitro a capacitdtii de inhibare a radicalilor liberi

In vederea determinarii in vitro a activitatii antioxidante ale NLC sintetizati In aceasta

teza s-au folosit doua metode spectrale, DPPH si ABTS.

Metoda DPPH

Din punct de vedere practic metoda presupune amestecarea unei solutii etanolice de
DPPH de concentratie 40 pg/mL cu o solutie etanolica de NLC de concentratie 10 mg/mL,
urmatd de un timp de incubare de 30 de minute. Solutia finald a fost analizatd folosind un
spectrofotometru Jasco V-650, la A = 517 nm, iar capacitatea de inhibare a radicalilor DPPH a
fost calculata folosind relatia 5.8, unde A, — absorbanta probei analizate, iar Am — absorbanta
martorului. Probele martor au fost obtinute inlocuirea solutiei de NLC cu etanol.

Inhb (%) = ( - ‘:—”) .100 (5.8)

M
Metoda ABTS

Metoda de analiza are la bazd modificarea culorii probei, datoritd anihilarii ABTS™",
modificare ce poate fi urmarita spectrofotometric la o lungime de unda A = 734 nm. Radicalii
au fost generati prin amestecarea unei solutii apoase de ABTS 7mM cu o solutie apoasa de
K2S20g 2.45 mM 1in raport volumetric 1:1. Pentru definitivarea reactiei, amestecul celor doua
solutii a fost mentinut la frigider peste noapte, apoi normalizata prin diluare cu etanol pana la o
absorbantd de 0,7 la A = 734 nm (ABTSn).

Odata ce radicalii cationici cu timp de viatd lung au fost obtinuti, pentru testarea
probelor NLC s-a amestecat un volum de solutie etanolicd de NLC liofilizat de concentratie 5
mg/mL cu un volum de solutie ABTSn. Masuratorile au fost efectuate cu ajutorul

spectrofotometrului Jasco V-650 dupa 4 minute de agitare, la A = 734 nm.

5.3.7. Evaluarea in vitro a profilului de eliberare al principiului activ

Profilul de eliberare in vitro al piperinei a fost evaluat folosind metoda sacilor de dializa.
Astfel, 5 mL de dispersie NLC intr-un sac de dializa (MW = 12-14 kDa) ce este sigilat si
introdus intr-un vas ce contine 50 mL de mediu receptor (etanol:apa = 1:1), aflat sub agitare
magnetica continud la 37 °C si 300 rpm (Figura 5.19B). Eliberarea a fost monitorizata timp de
5 ore, prin prelevarea periodica a cate 0,5 mL de mediu receptor ce au fost analizati prin
spectroscopie UV-Vis pentru determinarea concentratiei de piperind. Dupa fiecare prelevare,

cei 0,5 mL de proba au fost inlocuiti cu 0,5 mL mediu receptor proaspat.
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5.3.8. Testarea in vitro a citotoxicitatii (metoda MTS)

Pentru determinarile in vitro au fost folosite placi cu baza plata cu 90 de godeuri
(Thermo Scientific, waltham, MA, USA) si kit-ul CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Progema, Madison, WI, USA). Fiecare godeu a fost cultivat cu 10* celule
in 100 pL, timp de 24 de ore la finalul cirora supernatantul a fost inliturat. In continuare
celulele au fost tratate 24/48 de ore cu concentratii crescatoare de NLC. La sfarsitul timpului
de incubare, 20 pL de reactiv de colorare contindnd MTS si PES (phenazine ethosulfate) au fost
adaugate in fiecare godeu. Placile au fost incubate, in continuare, 4 ore la 37 °C, cu agitare
usoard la fiecare 15 minute. Reducerea compusului tetrazolic la formazan a fost evaluata
spectrofotometric la A =492 nm folosind un cititor de godeuri Dynex (Dynex Techologies MRS,
Chantilly, VA, USA).

Viabilitatea celulelor a fost calculata prin comparare cu celulele netratate (considerate
100% viabile) folosind ecuatia 5.9, unde: Abscelule tratate — absorbanta celulelor tratate, Abscelule

netratate — absorbanta celulelor netratate, AbSmediu de cultura — absorbanta mediului de cultura.

Abs — AbSpeai 5
Viabilitate celularé, o = celule tratate mediu de cultura 100 (5.9)

bScelule netratate ~— Absmediu de cultura

5.3.9. Analiza in timp real a citotoxicitatii (metoda RTCA)

Celulele au fost insamantate in 16 placi E-Plates (ACEA Biosciences, USA) ce contin
100 pL mediu de culturd format din DMEM suplimentat cu L-glutamind 2mM si ser fetal bovin
10%. Curbele de crestere au fost inregistrate automat in timp real de catre sistemul
xCELLingence pand la atingere unui CI mai mare ca 1 (in general 24 de ore). Ulterior
formulérile NLC au fost adaugate si curbele au fost Inregistrate folosind programul informatic
RTCA 2.1.2. Prin monitorizarea variatiei CI in timp se poate genera profilul specifice fiecarui

medicament ce este dependent de mecanismul biologic de actiune al principiului activ.

5.3.10. Analiza apoptozei prin citometrie in flux

In cadrul studiilor expuse in aceasta a fost folosit Annexin V-FTIC Apoptosis Detection
Kit, produs de Becton Dickinson Biosciences. In acest sens, 10° celule au fost suspendate intr-
un tub, in 100 pL solutie tampon, apoi au fost colorate simultan, la intuneric, cu 5 pL Annexin
V —FITC si 5 pL PI timp de 15 minute. Ulterior colorarii, 400 uL de solutie tampon au fost

adaugati in tub pentru a obtine o concentratie optimd citometriei in flux. Procentele de
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evenimente apoptotice au fost masurate pe baza datelor inregistrate de catre un citometru in
flux de tipul FACS Canto II (Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View,
CA, USA). Folosind programul informatic DIVA 6.2 s-au putut decela celulele viabile (rdspuns
negativ FTIC si negativ PI; FTIC-PI-) de celulele necrotice (FTIC+PI+) si celulele aflate in

apoptoza timpurie (FTIC+PI-) de cele aflate in apoptoza tarzie.

5.3.11. Analiza ciclului celular prin citometrie in flux

Pentru analiza ciclului celular, 10° celule fixate in etanol au fost spilate cu PBS, apoi
suspendate in 350 uL PBS. Au fost adaugati 50 pL solutie RNase A 10 mg/mL si celule au fost
incubate la 37 °C timp de 10 minute. Ulterior s-au adaugat 100 pL solutie PI 100 mg/mL si
incubate Inca 10 minute la 37 °C. Probele au fost analizate folosind citometrul FACS Canto 11,

iar analiza datelor a fost facutd folosind programul informatic ModFIT.

5.4. 1zolarea si caracterizarea piperinei din boabe de piper negru

Instalatia de extractie a fost formatd dintr-un balon cu fund rotund, prevazut cu un
extractor Thielepappe, incalzire si agitare magnetica. Deasupra extractorului a fost montat un
refrigerent ascendent. In balonul cu fund rotund au fost introdusi 300 mL solvent de extractie,
in timp ce In extractor au fost introduse 60 g de piper negru proaspat macinat pe un strat de
vata. Solventul a fost incélzit la reflux, timp de 6 ore, iar debitul de curgere din extractor a fost
reglat astfel incat stratul de piper sa fie tot timpul imersat in solvent. La sfarsitul timpului de
extractie, extractul alcoolic a fost evaporat la sec. Reziduul obtinut a fost dizolvat in 20 de mL
solutie de KOH in izopropanol 0,1 g/mL. Piperina a fost precipitata din solutia izopropanolica
folosind apa distilata. Dupa o operatie de filtrare, piperina a fost purificatd prin operatia de
recristalizare din izopropanol.

Analiza TLC s-a facut prin depunerea unei cantitati mici de proba pe placute de silicagel
si eluarea acestora cu un amestec de toluen : acetat de etil =7 : 3.

Punctul de topire al Piperinei s-a determinat prin termoanalizd cu ajutorul unui
microscop "Polytherm A" (microscop cu incalzire prin plitd Boétius) conectat la un dispozitiv
de incalzire cu control de temperatura de la Wagner&Munz, Miinchen, Germania.

Analiza FTIR a fost realizata folosind aparatul Bruker VERTEX 70.

Spectrele RMN au fost inregistrate utilizand spectrometrul Bruker AVANCE I1I HD 600
MHz (Bruker, Rheinstetten, Germany) ce functioneaza la frecventa de rezonantd de 600,12
MHz pentru nucleul 'H, echipat cu un cap de probd z-gradient cu detectie inversi

multinucleara (BBI) de 5 mm.
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5.5. Sinteza si caracterizarea lauratului de mentil

Sinteza esterului mentilic al acidului lauric a fost realizata folosind metoda Neises
modificata [11]. 0,01 mol de acid gras si 0,001 mol de N,N-dimetilaminopiridind (DMAP) au
fost dizolvate In 25 mL de clorura de metilen. S-a adaugat apoi 0,01 mol de mentol si solutia a
fost racita la 0 °C. Ulterior, s-a introdus 0,01 mol de N,N-diciclohexilcarbodiimidd (DCC) si
amestecul rezultat a fost agitat la 0 °C timp de 5 minute si apoi la temperatura camerei timp de
3h. Precipitatul a fost filtrat, iar supernatantul a fost evaporat sub vid (10 mmHg) pentru a obtine
un reziduu. Reziduul a fost ulterior dizolvat intr-o cantitate mica de clorura de metilen, iar orice
precipitat suplimentar care s-a format a fost indepartat prin filtrare. Solutia a fost spalata de
doua ori cu 25 mL de acid clorhidric 0,5 N, urmata de uscare sub presiune redusa. Produsul brut
a fost purificat prin cromatografie pe coloand de silicagel. Elutia a fost efectuata folosind un
amestec gradient de EE/EP. Evaporarea solventului din fractia eluatd cu un raport 1:9 de
solventi, a condus la un compus analitic pur.

Analizele TLC s-au efectuat prin elutie cu EE:EP = 1:3, iar placutele au fost developate,
dupd caz fie prin imersare in solutie de verde de brom crezol, fie prin imersare in solutie
alcoolica de acid fosfowolframic, urmata de incalzire pe plitd pana la aparitia spoturilor negre.

Analiza spectroscopica a fost realizatd intr-o maniera similara cu cea utilizata in cazul

piperinel.
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CAPITOLULAL VI-LEA

Extractia piperinei si sinteza lauratului de mentil

Acest capitol prezintd obtinerea unor materii prime, ce au fost utilizate ulterior pentru
sinteza sistemelor NLC. Astfel, piperina a fost utilizata drept principiu activ in formularile
descrise in capitolul al VII-lea, iar lauratul de mentil a facut parte din faza lipidica a unor sisteme

descrie 1n capitolul al VIII-lea.

6.1. Extractia piperinei din boabe de piper negru

Obtinerea piperinei, principalul alcaloid cu proprietati biologice din plantele de Piper
negrum $1 Piper longum, s-a efectuat printr-o operatie de extractie solid-lichid, folosind in locul
metodei clasice Soxhlet, un extractor Thielepappe. Constructia acestei piese permite o curgere
continud a solventului proaspat prin substrat, permitand o extractie mai rapida, ce utilizeaza si
o cantitate mai mica de solvent. Principalele etape ale acestui proces sunt: macinerea boabelor
de piper, extractia propriu-zisa, concentrarea extractului si saponificarea impuritatilor acide,
precipitarea piperinei sub forma unui solid fin alb-gélbui si recristalizarea acesteia in forma
purd din alcool izopropilic sub forma de cristale cu punct de topire de 127 — 128 °C.

In ceea ce priveste selectia solventului, s-au testat cloroformul si alcoolul izopropilic.
Cei doi solventi prezinti o diferenti majora in ceea ce priveste selectivitate. In Figura SA se
observa cd, desi conform literaturii [12] solubilitatea piperinei in cloroform este ridicatd (588
mg/mL), selectivitatea acestuia in timpul procesului de extractie este scazutd, astfel incat
analiza TLC a extractului arata prezenta a 5 compusi principali. Pe de alta parte, izopropanolul
este un solvent foarte selectiv, din care izolarea piperinei s-a realizat usor cu un randament de
izolare de aproximativ 3% (comparativ cu metoda Soxhlet, cdnd randamentul de izolare a fost

mai mic de 1% pentru acelasi timp de extractie)
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Extractie cu Extractie cu
cloroform izopropanol

Figura 1: Analiza TLC a extractului in cloroform (A) si izopropanol (B)

6.2. Analiza spectroscopica a piperinei

Confirmarea structurii si puritatii cristalelor de piperina s-a realizat prin spectroscopie
de infrarosu si spectroscopie de rezonantd magnetica nucleara.

Spectrul ATR-FTIR (Figura 2) pune in evidentd prezenta tuturor benzilor caracteristice

structurii piperinei (de exemplu: benzile de la 1579 em™ si 1522 em™! confirmad prezenta

sistemului de duble legaturi conjugate).

Absorbanta (u.a.)

U

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numar de unda (cm™)

Figura 2: Spectrul FTIR al piperinei izolate
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Pentru o analizi completi s-au inregistrat si spectrele de RMN clasice de tip 'H-RMN
si BC-RMN, cat si cele bidimensionale precum COSY (Homonuclear Correlation
Spectroscopy), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) si HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) pentru o atribuire cat mai precisa a fiecarui semnal
din spectrele unidimensionale.

Spectrul "TH-RMN contine 3 regiuni distincte, in functie de substructura piperinei din
care fac parte (benzodioxol, piperidind sau sistemul dienic). Spectrul de carbon a fost in
coformitate cu formula moleculari a piperinei si a permis identificarea carbonului amidic. In

plus tehnicile 2-D au permis atribuirea exacta a fiecarui. Tabelul 1 prezinta sumarul atribuirilor

facute.
Tabelul 1: Atribuirile semnalelor din spectrele RMN ale piperinei
15 10
17 13 8 3.0
C 9 5 > 12
16 N\ﬁ/\/\ X ,"0
14 4 7 11
O
Indice | 3C (8[ppm]) 'H (8[ppm], m, J[Hz], I) COSY HMBC
1 165,39 - - 4,9
2 148,15 - -
3 148,07 - - 8,10, 11
6 130,99 - - 10, 5/7
4 142,43 7,39 (ddd, J=14,7;9,2; 1,1 Hz, I1H) | 5/7,9 5/7
5 138,17 4,8, 11
7 125.33 6,75 — 6,68 (m, 2H) 4 4.8.9
8 122,45 6,88 (dd, J=8,1; 1,7 Hz, 1H) 10 7,10, 11
9 120,03 6,43 (d, J= 14,6 Hz, 1H) 4 4,5
10 108,44 6,77 (d, J= 8,0 Hz, 1H) 8 8, 11
11 105,63 6,97 (d,J=1,7 Hz, 1H) - 7,8
12 101,23 5,96 (s, 2H) - -
13/14 | 46,87/43,20 3,52 (br. s, 2H)/3,63 (br. s, 2H) 15/16 15,16, 17
15/16 | 26,70/25,59 1,61 — 1,54 (m, 4H) 13/14 13,14, 17
17 24,62 1,69 — 1,62 (m, 2H) / 13/14 | 13,14, 15,16

6.3. Sinteza si caracterizarea lauratului de mentil
Sinteza lauratului de mentil s-a realizat folosind esterificarea Steglich, ce foloseste drept

agent de cuplare didciclohexilcarbodiimda (DCC) si N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) drept
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catalizator, deoarece aceastd reactie are loc Tn conditii mai bland comparativ cu esterificarea
clasica Fischer ce poate duce la reactii secundare.

Instalatia este formata de dintr-un balon cu fund rotund prevazut cu agitare magnetica
si septum. Modul de lucru este si el la fel de simplu, presupundnd amestecarea reactantilor intial
la 0 °C apoi la temperatura camerei, urmatd de filtrare, neutralizarea compusilor si in final
cromatografie pe coloand pentru obtinerea esterului pur. Sinteza a decurs cu randament de
aproximativ 88%, iar analizele spectrale au aratat obtinerea unui compus pur. Tabelul 2 prezinta
atribuirile semnalelor din spectrele RMN obtinute in urma unei analize similare cu cea folosite

in cazul piperinei.

Tabelul 2: Atribuirile semnalelor din spectrele RMN ale octanoatului de mentil

7/9/10/15/18-21
5 4 N
CH3 C2:2H3
1 12
Indice 13C (8[ppm]) H (8[ppm], m, J[Hz], I) COSY
1 173,49 - -
2 73,87 4,67 (td, J= 10,9, 4,4 Hz, 1H) | de, 4a, 3
1,36 (tt, J=11,9; 11,1; 3,5;
47.04 2,1
3 79 2,9 Hz, 1H) , 132
4 40.97 a: 0,95 (q,J=12,0 Hz, 1H) 4a, 4e, 8
e: 2,03 -1,93 (m, 1H) 2, 13e, 4a
5 34,78 2,27 (td, J=17,3; 1,1 Hz, 2H) 12
11,72 - 1,64 2H 1
6 34.30 a: 1,7 ,64 (m, 2H) 3, 6e, 13¢
e: 0,91 — 0,81 (m, 10H) -
8 31,91 1,53 — 1,44 (m, 1H) 4a, 14
11 26,25 1,90 — 1,81 (m, 1H) 3,16, 17
12 25,16 1,63 — 1,58 (m, 2H) 5
a: 1,05 (qd, J=14,1; 12,5; 4,3 13e, 6¢,
13 23,43 Hz, 1H) 6a, 3
e 1,72 1,64 (m, 2H) 3, 6e
14 22,68 0,91 — 0,81 (m, 10H) -
16 20,76 0,91 - 0,81 (m, 10H) -
17 16,29 0,75 (d, J="7,0 Hz, 3H) 11, 16
18 14,11 0,91 - 0,81 (m, 10H) -
7/9/10/15/ | 31,38/29,61/29,60/29,49/29,34/29,2/
18-21 29,14/22,03 1,33 -1,22 (m, 16H) -

Observatie: Notatiile a si e se refera la atomii de hidrogen aflati in pozitii axiale, respectiv ecuatoriale.
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CAPITOLULAL VII-LEA

Studii preliminare de optimizare a compozitiei NLC

Conform literaturii de specialitate [13,14], selectia surfactantilor joaca un rol esential
in controlul dimensiunii particulelor si asigura stabilitatea fizica a sistemului coloidal. Astfel,
in acest capitol sunt prezentate studiile ce au fost efectuate cu scopul de a optimiza amestecurile
de surfactant folosite in formularile NLC astfel incat acestea sa prezinte caracteristici ce vor
duce la obtinerea unei dispersii coloidale cu dimensiuni potrivite, cu stabilitate ridicata si care

sd asigure o legare a BSA cat mai eficienta.
7.1. Optimizarea formularilor NLC pentru incapsularea piperinei

Pentru identificarea unei compozitii optime surfactanti : amestec lipidic, care sa poate
incapsula piperina, s-au supus evaluarii initiale patru formuldri conform Tabelului 3. Aceste
formuléri au fost propuse astfel Incat raportul masic intre lipidele solide si cele lichide sa fie
constant 7:3, iar amestecul de surfactanti si reprezinte 2% din formularea finald. In plus se

poate observa variatia raportului intre cele 3 tipuri de surfactanti.

Tabelul 3: Formulari libere de NLC (fara principiu activ incapsulat)

Faza lipidica Faza apoasa
Nume proba
MSG(g) | UC(g) = UA(g) | AOT(g) PC(g) | TW20(g)
NLC-surf.1 3,5 3,5 3 0,5 0,5 1
NLC-surf.2 3,5 3,5 3 0,7 0,3 1
NLC-surf.3 3,5 3,5 3 0,3 0,7 1
NLC-surf.4 3,5 3,5 3 0 0,3 1,7

Selectia formularilor optime s-a bazat pe utilizarea datelor obtinute in urma analizelor
DLS si de potential electrocinetic. De exemplu, NLC-surf. 1 formeaza o dispersie stabila cu
diametre ale particulelor de aproximativ 183 nm, relativ constante in timp. Pe de alta parte,
NLC-surf. 2 duce la obtinerea unei dispersii cu dimensiuni mai mari, care in decurs de o
saptamana creste si mai mult sugerand aparitia proceselor de agregare. Aceastd ipoteza este

confirmatd si de valoarea Pdl. Remarcabile au fost rezultatele obtinute in cazul NLC-surf. 3
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care se dovedeste a fi una dintre cele mai stabile formulari din cele testate, datorata continutului
ridicat de PC, care conform literaturii [15] Tmbunatateste stabilitatea miezului lipidic.
Surprinzatoare sunt si rezultatele obtinute in cazul NLC-surf. 4 care, desi a avut potentialul Zeta
mai scazut decat celelalte formulari, a fost cea mai uniforma dispersie dintre toate sistemele
testate.

In concluzie, compozitia amestecului de surfactanti influenteazi semnificativ
stabilitatea si caracteristicile formuldrilor NLC. NLC-surf. 3 si NLC-surf. 4 se dovedesc ca
fiind cele mai stabile formulari datorita raporturilor optimizate de agenti tensioactivi, ce
echilibreaza eficient stabilizarea sterica si electrostatica. Aceste doud formulari au fost apoi

supuse acoperiri cu BSA, rezultatele experimentale fiind descrise in capitolul al VIII-lea.

7.2. Optimizarea formularilor NLC in vederea incapsularii extractului polifenolic
de Sambucus nigra

Similar cu metodologia expusa in cazul sistemelor testate pentru incapsularea piperinei,
si pentru Incapsularea extractului polifenolic de Sambucus nigra au fost propuse tot patru
NaCh, TW20 si PC, insa in doua dintre acestea o cantitate redusd de TW20 a fost inlocuitd cu
P188, ce datorita structurii sale, poate induce impiedicari sterice suplimentare si poate avea un

efect sinergic in reducerea dimensiunii particulelor [16].

Tabelul 4: Formulari de NLC studiate in vederea utilizarii lor ulterioare pentru captarea

extractului de Sambucus nigra

.....

Faza lipidica Faza apoasa Cs1* (mg/mL)
Nume proba | MSG | CB | US | NaCh | PC TW20 P188
e @ @ @ () () (2)

NLC-1 35 | 3,5 3 0,2 0,3 2 - 3,8
NLC-2 35 | 35 3 0,3 0,7 1,5 - 7,7
NLC-3 35 | 35 3 0,2 0,3 1,7 0,3 3.8
NLC-4 3,5 | 3,5 3 0,3 0,7 1,35 0,15 7,7

* Csr — concentratia de surfactanti ionici, raportatd la volumul final al dispersiei, 130 mL

Rezultatele analizei dimensiunilor de particule arata ca in cazul formularilor cu o
concentratie mare de surfactanti ionici, se obtin particule cu diametre mai mici ce se mentin
chiar si dupa doua sdptamani la frigider (de exemplu, in cazul NLC-2 s-au obtinut particule cu
diametrul imediat dupa sinteza de 128 nm vs. 122 nm dupa doud sdptamani). Pe de alta parte,
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in cazul formuldrilor cu continut redus de surfactanti ionic scdzut, se obtin particule cu
dimensiuni mai mari, cu tendintd de crestere in timp (de exemplu, in cazul NLC-1 s-au obtinut
particule cu diametrul imediat dupa sinteza de 165 nm vs. 175 nm dupa doua saptamani). Aceste
rezultate sunt intarite si de valorile Pdl, dar si de cele ale potentialelor Zeta, unde formularile
NLC-2 si NLC-4 prezinta valori absolute mai mari, comparativ cu NLC-1 si NLC-3.

Toate cele 4 formulari au fost acoperite cu BSA, prin amestecarea unui volum de
dispersie cu un volum de solutie apoasda de BSA 40 mg/mL, in raport 3:1 (v/v), respectiv 1:1
(vv). Rezultatele aratda ca legarea BSA de suprafata NLC nu influenteazd semnificativ
dimensiunile particulelor aflate in suspensie. Pe alta parte, valorile potentialului Zeta sufera
schimbari majore, astfel incat pentru majoritatea dispersiilor se observa o scadere a valorii
absolute, datorata neutralizarii partiale ale sarcinilor de la suprafata particulelor.

In concluzie, pentru formarea unui strat proteic dens la suprafata particulelor raportul

potrivit intre dispersie si solutia de BSA este 1:1.
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CAPITOLULAL VIII-LEA

Transportori lipidici nanostructurati acoperiti cu albumina
serica bovina capabili sa modifice ciclul celular in diferite tipuri

de cancer

In acest capitol este descrisa obtinerea si testarea transportorilor lipidici nanostructurati
simpli/hibrizi in care a fost Incapsulata piperina. Acest subiect este important deoarece
nanosistemele de administrare al acestui alcaloid permit imbunatatirea efectelor
fitofarmaceutice, care prin administrare sub forma libera, sunt limitate datorita solubilitatii
scazute in apa, a efectului extensiv de prim pasaj si toxicitatii la concentratii ridicate. Potentialul
antitumoral al NLC incarcat cu piperina (cu si farda BSA) a fost evaluat asupra viabilitatii,
proliferarii si influentei ciclului celular ale celulelor de tip LoVo (cancer de colon), MCF-7
(cancer de san) si SKOV-3 (cancer ovarian), si comparat cu doud medicamente citostatice bine

cunoscute, cisplatin (Cis-Pt) si Doxorubicina (DOX).
8.1. Optimizarea compozitiei de surfactanti si a albuminei pentru obtinerea a noi

formulari BSA - NLC

Pe baza rezultatelor obtinute in sectiunea 7.1, s-au propus spre acoperire cu BSA doud
formuléri, conform Tabelului 5. Acoperirea NLC cu BSA s-a realizat prin amestecarea unui

volum egal de NLC si solutie apoasa de BSA de diferite concentratii (intre 1 $i 20 mg/mL).

Tabelul 5: Compozitia probelor de transportori lipidici nanostructurati

Denumire Faza lipidica, g Faza apoasa, g
proba MSG ucC UA AOT PC TW20
NLC-I 3,5 3,5 3 0 0,3 1,7
NLC-1I 3,5 3,5 3 0,3 0,7 1
Analiza DLS

In urma evaluirii diametrului mediu al nanostransportorilor acoperiti cu BSA (Figura
3), se observa un raport masic de surfactant TW20:PC:AOT = 1:0,7:0,3 duce la formarea de
particule cu Zayve ~ 150 nm, ce nu variazi semnificativ la cresterea cantititii de BSA. In ceea ce

priveste stabilitatea dispersiilor coloidale, toate sistemele sintetizate prezintd valori cuprinse
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intre -52 mV si -80 mV, cu mentiunea cd formularile din seria II (ce contin TW20-PC-AQT)

prezinta caracteristici dimensionale si de stabilitate mai bune decat formularile din seria 1.

c

E 150 mx=|

’S 100 mx=l|
50

NLC-x-BSA-0 | c.x-BSA-1 | C-x-BSA2 \ cx-BSA-3 \ c-x-BSA-4

o

Figura 3: Valorile diametrelor medii obtinute In urma analizei DLS a probelor de NLC

acoperite cu BSA
*NLC-x-BSA-0 sunt sisteme NLC fara BSA

Analiza FTIR

Toate spectrele NLC solide au prezentat benzi caracteristice similare, atat pentru BSA
cat si pentru componentele fundamentale ale NLC. S-a putut observa cresterea intensitatii
benzilor BSA, odatd cu cresterea concentratiei, concomitent cu intensificarea benzilor de
vibratie de la ~3300 cm™! si ~3450 cm™! (deformarea unghiulard a O-H si N-H) ce este in
concordantd cu aparitia legdturilor de hidrogen intre BSA si gruparile functionale aflate in
proximitatea spatiald a surfactantilor. In plus, in spectrele NLC-BSA, valorile specifice ale
benzii amidei I, au fost usor deplasate in comparatie cu BSA pura. Aceste deplasari pot fi
atribuite modificarilor structurii proteinei (de exemplu, schimbari in structura secundara —
cresterea numarului de regiuni cu conformatie de a-helix), precum si aparitiei unor legaturi de
hidrogen slabe formate intre BSA si grupele functionale ale surfactantilor utilizati in prepararea
NLC. Modificarile in structura proteinei sunt compatibile cu rezultatele din literatura de

specialitate [17].

Spectroscopie de fluorescenta

Sistemele NLC-II-BSA au prezentat un profil de emisie semnificativ mai puternic decat
cel al BSA nativ/pur, dependent de concentratia de proteina utilizata pentru acoperirea NLC
(Figura 4). Aceste intensificari pot fi atribuite pe de o parte efectului nanometric, si pe de alta

parte datorita cantititii de BSA utilizatd pentru acoperirea NLC.
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Figura 4: Spectrele de emisie fluorescenta ale NLC-II-BSA-1/2/3/4 comparativ cu NLC
fara BSA (NLC-II-BSA-0) si BSA.

8.2. Nanotransportori lipidici acoperiti cu albuminé bovina serica si incarcati cu piperina

Dimensiune si aspecte morfologice

Toate NLC-urile hibride preparate au prezentat o dimensiune medie < 140 nm,
consideratd adecvati pentru nanotransportori destinati administrarii de medicamente. In plus,
stabilitatea fizicd a fost mentinuta la un nivel ridicat pentru toate NLC-Pip acoperite cu BSA,
valorile potentialelor Zeta inregistrate fiind in jur de —60 mV. Morfologia sfericd a NLC-Pip-

BSA si a NLC-Pip neacoperite cu BSA a fost observatd in micrografiile STEM (Figura 5).

Figura 5: Imagini STEM ale NLC-III-Pip-BSA-3 care aratd formarea coroanei BSA la
suprafata particulelor NLC (A-C); Imagini STEM ale NLC-III-BSA-0 care arata

morfologia sferica si diametrul in conformitate cu analiza DLS (D,E)
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Caracterizare spectrala

Spectrele FTIR sunt similare cu cele ale probelor care nu au fost incarcate cu piperina.
Pe de alta parte, in spectrele de fluorescenta se pot observa diferente majore (Figura 6). in
primul rand, are loc disparitia maxim de emisie de la 325 nm, corespunzator BSA, fenomen
numit stingerea fluorescentei ce se refera la orice proces care reduce intensitatea fluorescentei
unei probe, cum ar fi reactii din starea excitata, transferuri de energie, formare de complecsi in
stare fundamentala sau fenomene de coliziune [18]. Simultan se observa aparitia unui maxim
de emisie fluorescentd, dependentd de concentratia de BSA, la aproximativ 430 nm, ce este de
fapt emisia fluorescenta a piperinei. Aceste schimbari sugereaza un transfer de energie de la

BSA citre Pip prin interactiuni intermoleculare de tip dipol-dipol.

50
S 40
3
@ 30 ——NLC-III-Pip-BSA-1
2 20 NLC-IlI-Pip-BSA-2
8 NLC-I1I-Pip-BSA-3
2 10
= \_/ NLC-III-Pip-BSA-4
0
300 350 400 450 500

Lungime de unda (nm)

Figura 6: Spectrele de emisie de fluorescenta ale NLC-Pip-BSA

8.3. Testarea in vitro a NLC conventionali si a celor acoperiti cu BSA

Determinarea in vitro a activitatii antioxidante

Activitatea antioxidanta a transportorilor NLC-III-Pip a fost evaluatd folosind metoda
DPPH la diferite rapoarte dispersie NLC:DPPH. Rezultatele experimentale aratd clar o
dependenta a capacitatii de inhibare a radicalilor DPPH de raportul dispersie NLC:DPPH, astfel

incat un raport volumetric 4:1 duce la o anihilare a speciilor radicalice de pana la ~56%.

Studii de eliberare in vitro a Piperinei din sistemele NLC cu si fard acoperire cu BSA

Profilurile de eliberare in vitro ale piperinei (Figura 7) aratd o eliberare rapida a
piperinei, completa in 5 ore, fapt ce poate fi atribuit suprafetei specifice mari si sarcinii
superficiale negative. Folosind mai multe modele cinetice, datele obtinute au fost evaluate
folosind mai multe modele. Astfel, cinetica eliberarii Pip din NLC-III-Pip se potriveste cel mai

bine cu modelul Higuchi, in timp ce in cazul NLC-III-Pip-BSA cel mai apropiat model este
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Peppas-Korsmeyer, iar mecanismul de eliberare al Pip din NLC este guvernat de o difuzie de

tip Fickian.
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Figura 7: Profil comparativ de eliberare a Piperinei din NLC cu/fara acoperire cu BSA

8.4. Proprietitile antitumorale ale NLC-Pip in comparatie cu NLC-Pip decorati cu BSA
Formularile NLC-III-Pip si NLC-III-Pip-BSA-3 au fost evaluate din punct de vedere al

functionalitatii biologice, prin teste de citotoxicitate (analize MTS si RTCA), apoptoza asupra

celulelor tumorale si ciclu celular asupra celulelor normale versus celule canceroase mamare,

ovariene si de colon (analiza de citometrie 1n flux).

Citotoxicitatea in vitro determinatd pentru liniile celulare tumorale ovariene, mamare si de

colon

Avand in vedere prezenta mai multor compusi fitochimici in nanotransportorii lipidici
dezvoltati in acest studiu, pe langa celulele tumorale testate — de colon, mamare si ovariene,
care au fost incubate timp de 24 de ore, s-a urmarit de asemenea influenta NLC asupra
viabilitatii unor celulele endoteliale umane normale din vena ombilicala (HUVEC). Eficienta
antitumorald a NLC-Pip/NLC-Pip-BSA a fost evaluatd comparativ cu doua tipuri de
medicamente cu activitate chimioterapeuticd cunoscutd utilizate pentru tratarea mai multor
tipuri de cancer — DOX si Cisplatina (Cis-Pt). Toate formularile au aratat un efect dependent de
concentratie, citotoxicitatea crescand proportional cu concentratia NLC-Pip/NLC-Pip-BSA.

In cazul celulelor LoVo, tratamentul cu concentratii de 400 pg/mL ci transportorii
lipidici nanostructurati induc o moarte celulard avansata de exemplu, 15,73% + 0,82 viabilitate

celulara pentru NLC-Pip st 21,95% + 1,06 pentru NLC-Pip-BSA), comparabila si chiar mai
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pronuntata in cazul NLC-Pip, fata de citotoxicitatea indusa de tratamentul cu medicamentul
chimioterapeutic Cis-Pt (Figura 8). Rezultatele aratd un raspuns citotoxic pronuntat pentru
tratamentul cu NLC-Pip de 400 pg/mL al liniilor celulare de cancer mamar MCF-7, de exemplu,
viabilitate celulara de 17,18% =+ 0,35 pentru NLC-Pip comparativ cu 18,01% =+ 0,93 pentru
medicamentul chimioterapic doxorubicind. Comparativ cu celelalte doud linii tumorale,
tratamentul cu NLC a condus la o ratad de supravietuire oarecum mai mare, de exemplu, 23,71%
+ 1,59 viabilitate celulara pentru NLC-Pip si 41,81% + 1,33 pentru NLC-Pip—BSA. Cu toate
acestea, eficienta citotoxica indusd de NLC a fost mai mare decét toxicitatea indusa de

medicamentul chimioterapic, Cisplatin (viabilitate celulard de 32,82% + 1,40).

LoVo 24 h
100.00 ==

= 400 pg/ml
%200 pg/ml
100 pg/ml
50 pg/ml
® 25 ug/ml
® 12.5 ng/ml
®6.25 ng/ml

Viabilitate (%)

0.00

NLC-III-Pip NLC-III-Pip-BSA 3 Cis-Pt

Figura 8: Viabilitatea celulelor tumorale de color LoVo

Rezultatele analizei MTS au fost completate de analiza RTCA ce presupune citirea
cantitativa a numarului de celulele si monitorizarea proliferdri printr-un control in timp real. In
cazul celulelor LoVo, aceastd metodd confirma citotoxicitatea avansatd indusa de NLC-Pip si
NLC-Pip-BSA, putin mai pronuntata pentru NLC-Pip decat pentru NLC-Pip acoperit cu BSA,
intrucét concentratiile de 100 si 200 pg/mL NLC au redus drastic supravietuirea celulard, in
timp ce, pentru celelalte doud linii celulare moartea celulara se observa doar pentru concentratii
de 200 png/mL.

In plus, indicii ICso determinati pentru fiecare formulare, arati ca NLC incircati cu
piperind au activitate citotoxica impotriva tuturor liniilor celulare de cancer, cu valori apropiate

de cele ale medicamentelor citostatice.

Influenta NLC-Pip si NLC-Pip-BSA asupra procesului de apoptoza a celulelor tumorale

Evaluarea procesului apoptotic in celulele tumorale arata ca prin tratarea celulelor
tumorale LoVo timp de 24 de ore cu NLC-Pip (10 pg/mL) si NLC-Pip-BSA (100 pg/mL) creste

apoptoza de 1,5, respectiv de 2 ori, In timp ce in cazul celulelor tumare MCF-7 acest proces a
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fost intensificat de aproximativ 8 ori pentru celulele tratate cu NLC-III-Pip, respectiv de 11 ori
pentru celulele NLC-III-Pip-BSA-3 (Figura 9). Tratamentul celulelor tumorale ovariene SKOV-
3 pentru 24 de ore cu NLC-III-Pip la o concentratie 10 pg/mL a determinat o crestere de 2 ori
mai mare a apoptozei comparativ cu martorul si actioneaza similar cu NLC-III-Pip-BSA-3 la o
concentratie 100 pg/mL.

(A) (B)

LoVo 24 h MCF-7 24 h

30 7
60
I pip HEE NLC-m-Pip M NLC-II-Pip-BSA 3 I pip BN NLC-lI-Pip M NLC-lI-Pip-BSA 3

40

20

Total Apoptosis (%)
Total Apoptosis (%)

Figura 9: Apoptoza celule tumorale de colon LoVo (A); celule mamare tumorale MCF-7

(B);

Influenta NLC hibrizi incarcati cu piperina asupra ciclului celular al celulelor normale si

tumorale

Efectul indus de transportorii lipidici nanostructurati hibrizi asupra ciclului celular al
diferitelor celule tumorale a fost analizat comparativ prin citometrie in flux. In cazul celulelor
LoVo, dupa un tratament de 48 de ore concentratii de 100 pg/mL NLC-III-Pip si respectiv NLC-
II1-Pip-BSA-3 au asigurat o distributie similara a fazelor ciclului celular. Pentru NLC-III-Pip-
BSA-3 a fost semnalata o scadere semnificativa a fazei S proliferative, de exemplu, S =43,6%,
comparativ cu martorul, pentru care valoarea lui S a fost de 75,07%.

Aplicarea NLC-III-Pip-BSA-3 pe celulele tumorale MCF-7 a dus la o scadere a fazei S
proliferative (de exemplu, 23,76% pentru o concentratie de 10 pg/mL si 21,8% pentru o
concentratie de 100 pg/mL), comparativ cu martorul (S = 39,45%). Desi tratamentul cu NLC-
[I-Pip dupd 24 de ore nu a influentat semnificativ ciclul celular al celulelor MCF-7, dupa 48
de ore de tratament, NLC-III-Pip (100 pg/mL) devine mai eficient in reducerea fazei S
proliferative.

Tratamentul celulelor tumorale ovariene SKOV-3 cu NLC-III-Pip conventional si hibrid
a aratat un efect supresor tumoral remarcabil, evidentiat printr-o scadere semnificativa a fazei

S. NLC-III-Pip (100 pg/mL) si NLC-III-Pip-BSA-3 (100 pg/mL) au redus faza S a ciclului
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celular dupa 24 de ore de tratament, dar dupa 48 de ore, efectul maxim de inhibare a fazei S (S

=1,13%) a fost exercitat de NLC-III-Pip (100 pg/mL) in comparatie cu martorul (S = 22,4%).

8.5. Concluzii

Acest capitol prezinta obtinerea si testarea unui DDS nou, de tip NLC acoperit cu BSA
pentru o internalizare celulard Tmbunatatitd a piperinei in diverse celule tumorale. Acoperirea
cu BSA s-arealizat prin creare de interactiuni de natura necovalenta intre invelisul de surfactanti
ionici si proteind. Analizele spectrale au aratat cd simultan cu legarea BSA proteina suferd o
modificare a structurii native. In plus, in cazul sistemelor ce contin piperin, are loc si o relocare
a sursei de fluorescentd, fiind observata stingerea fluorescentei albuminei, si aparitia maximului
de emisie al piperinei.

Testele de citotoxicitate au ardtat cd NLC sintetizate au indus moartea avansata a
celulelor LoVo si MCF-7, comparabil chiar cu medicamentele citostatice, in timp ce analizele

de citometrie in flux, arata faptul ca, moartea celulara este indusa de mecanisme diferite.
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CAPITOLULAL IX-LEA

Nanotransportori lipidici decorati cu albumina serica bovina

pentru distribuirea extractului de Sambucus Nigra

Capitolul al IX-lea prezinta sinteza de NLC hibride care incapsuleaza extract de soc
negru (Sambucus nigra), un extract in fitocompusi, in special polifenoli si anotcianine, dar care
au o biodisponibilitate foarte scdzutd, ceea ce implicit conduce la un potential terapeutic
diminuat. Acest capitol are un grad ridicat de originalitate, deoarece acest studiu — neexplorat
in literatura de specialitate — prezintd potentialul combinatoriu al Sambucus Nigra si al NLC
decorati cu albumind drept nanosisteme fitochimice bioactive care pot sustine terapia tintita
anti-tumorala, cu o eficacitate terapeutica evaluatd 1n paralel cu chimioterapeuticele

conventionale, Doxorubicind si Cisplatin.

9.1. Caracterizarea fizico-chimica a NLC incércati cu extract de Sambucus nigra

Pentru sistemele ce incapsuleaza Sambucus nigra s-au folosit miezuri lipidice, unul
format din lipide naturale, precum precum MSG, untul de cocos (CB) si uleiul de salvie (seria
NLC-I), iar cea de-a doua este alcatuita dintr-un ester de sinteza (laurat de mentil), asociat cu
unt de cocos si monostearat de glicerol (seria NLC-II), stabilizate de un amestec de surfactanti

format din colat de sodiu, fosfatidilcolina si Tween 20 (Tabelul 6).

Tabelul 6: Formularile propuse pentru incapsularea extractului de Sambucus nigra

Denumire Faza lipidica, g Faza apoasa*, g
EE, %
proba MSG CB US LM NaCh PC TW20
NLC-I-
3,5 3,5 3 - 0,3 0,7 1,5 88,67 £ 4,746
SambucusN
NLC-II-
3,5 3,5 1,5 1,5 0,3 0,7 1,5 74,49 £ 6,701
SambucusN

* datoritd caracterului hidrofil, extractul de Sambucus nigra (1 g) a fost adaugat in faza apoasa

Caracterizarea DLS a aratat obtinerea unor sisteme NLC libere cu diametre de aproximativ 125
nm, ce cresc usor in timpul procesului de Incorporare a extractului fitochimic. Valorile Pdl unor
populatii lipidice cu o distributie relativ omogena si monodispersi. In ceea ce priveste
potentialul Zeta, toate NLC au prezent valori puternic negative. In cazul sistemelor traditionale

valorile potentiale Zeta sunt mai electronegative de -50 mV, in timp ce dupa acoperirea cu BSA,
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aceste valori prezinta o tendintd de micsorare a valorii absolute (intre -30 si -40 mV), datorita

neutralizarii sarcinilor superficiale.

9.2. Analiza prin spectroscopie FTIR si de fluorescenta a NLC-SambucusN-BSA

Analiza FTIR conduce la spectre de formad generala similard, cu benzi de vibratie
caracteristice componentelor sistemului. In cazul formularilor hibride se observi prezenta celor
doud benzi ale BSA la valori diferite de valorile caracteristice BSA pur, ceea ce indica o
modificare a structurii secundare. Aceasta observatie este in concordanta si cu intensificarea
benzilor de vibratie O-H si N-H, ce indica aparitia legaturilor de hidrogen.

In ceea ce priveste spectroscopia de fluorescentd, in cazul sistemelor hibride libere se
observa o intensificare a emisiei fluorescente, comparativ cu BSA, caracteristica transportorilor
de dimensiuni nanometrice, care permit mai multe centre de interactiune si, prin urmare,
genereazd un efect de fluorescenta mai intens [19]. Prin incércarea cu extract de SambucusN
apare o stingere a fluorescentei, ce scade de pana la doud ori emisia fluorescenta a NLC.
Conform literaturii, aceastd scadere are loc datoritd formarii legaturilor de hidrogen intre

gruparile hidroxil ale polifenolilor si reziduurile de aminoacizi ale BSA [20].

9.3. Evaluare in vitro a activitatii antioxidante

Activitatea antioxidantd in vitro a transportorilor sintetizati a fost evaluatd folosind
metoda ABTS. Activitatea antioxidantda a NLC-I si -II-SambucusN a fost semnificativ
imbunatatitd prin acoperirea cu albumina. Astfel, puterea maxima de anihilare a radicalilor
cationici ABTS®*" determinatd pentru cele doud categorii de NLC-hibrizi a fost de 89,81 +
4,84% s1 86,01 £ 3,07% pentru NLC-I si -II SambucusN acoperite cu biopolimerul BSA, fata
de 74,47 £ 1,15% si 81,93 + 2,70% determinate pentru NLC-I si -II-SambucusN fara BSA
(Figura 10).
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Figura 10: Activitatea de captare a cationilor radicali ABTS®" de catre

NLC-I- si1 -1I- SambucusN cu si fara BSA
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Valorile ICso pentru cele douda NLC-uri reprezentative, au fost de 1,483 mg/mL (NLC-
[-SambucusN-BSA) si 0,973 mg/mL (NLC-II-SambucusN-BSA). Aceste rezultate releva
activitatea antioxidanta superioara a NLC-II-SambucusN-BSA, ce include laurat de mentil in
compozitia sa probabil datoritd captarii mai bune a unor flavonoide lipofile din SambucusN in

amestecurile lipidice cu ester mentolat.

9.4. Testarea in vitro a eficacitatii antitumorale a sistemelor NLC obtinute

Formularile sintetizate au fost evaluate pentru functionalitatea lor biologica printr-o
serie de teste, incluzand analize de citotoxicitate (MTS si RTCA), inducerea apoptozei in celule
tumorale si analiza ciclului celular comparativ intre celule normale si celule canceroase de san,

ovar si colon, utilizand citometria in flux.

9.4.1. Citotoxicitatea NLC-SambucusN conventionale si hibride decorate cu BSA

Testele pe celulele normale HUVEC au aratat ca majoritatea formularilor obtinute sunt
biocompatibile. Pe de altd parte. in cazul celulelor LoVo (Figura 11), s-a observat o
citotoxicitate avansata la tratamentul cu 100 pg/mL NLC-I-SambucusN-BSA pe o perioada de
tratament de 48 h (21,81 £+ 1,18%). In cazul celulelor MCE-7, NLC-I induce moartea celulara
avansata, astfel incat dupa 48 de tratament cu 400 pg/mL, viabilitatea celulara este 10,32 +

0,97%. In cazul celulelor SKOV-3, eficienta NLC impotriva proliferarii este destul de scizuta.
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Figura 11: Efectul NLC conventionale si hibride asupra celulelor tumorale LoVo, dupa 48

de ore
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9.4.2. Analiza in timp real a celulelor tumorale tratate cu sistemele NLC-SambusN

Curbele de proliferare inregistrate pe o perioada extinsa, de la 0 la 243 h, au fost realizate
dupa tratamentul celulelor tumorale LoVo, MCF-7 si SKOV-3 cu concentratii de NLC ce au
variat intre 12,5 s1 200 pg/mL.

Cea mai pronuntata actiune antitumorald a fost manifestatd asupra liniei celulare LoVo.
Printre NLC analizate, NLC-I-SambucusN-BSA a aratat o abilitate net superioard de a stopa
proliferarea celulelor tumorale LoVo.

In ceea ce priveste celulele tumorale MCF-7, la o concentratie de 200 pg/mL, toate
formularile produc o citotoxicitate avansata asupra celulelor tumorale, in timp ce la 100 pg/mL,
NLC-I-SambucusN cu si fara BSA este mai eficient in inhibarea proliferarii celulelor tumorale
MCF-7 daca durata tratamentului depaseste 48 h.

O tendintd relativ similard s-a observat si in cazul celulelor SKOV-3, cind NLC-I-
SambucusN a fost cel mai eficient la toate concentratiile testate In ceea ce priveste NLC-II, ce
contine laurat de mentil, NLC-1I-SambucusN si NLC-1I-SambucusN-BSA inhiba semnificativ
proliferarea celulelor tumorale SKOV-3 la o concentratie de 100 pg/mL, respectiv 50 pg/mL si

un tratament prelungit de peste 48 h.

9.4.3. Efectul NLC-SambucusN decorate cu albumind asupra procesului de apoptoza

Pentru a analiza actiunea toxica a acestor compusi asupra celulelor normale, NLC a fost
aplicat in aceleasi conditii pe celule normale HUVEC. Datele arata ca NLC-I-SambucusN-BSA
(24 h) si NLC-1I-SambucusN-BSA (48 h) protejeaza celulele normale de intrarea in apoptoza
comparativ cu efectul indus de NLC-I si NLC-II, indiferent de timpul lor de actiune.

Rezultatele obtinute in cazul tratamentelor cu NLC-I si [I-SambucusN cu si fara BSA
asupra celulelor tumorale LoVo dupd 24 h de tratament, au subliniat valori moderate, de
aproximativ 18% apoptoza. In schimb, tratamentul celulelor tumorale LoVo timp de 24 sau 48
h cu cele trei categorii de NLC-II, a condus la o crestere a procesului apoptotic de 2 + 4 ori mai
mare comparativ cu celulele netratate (control).

Indiferent de concentratia utilizatd, toate tipurile de NLC-II se dovedesc a fi mai
eficiente 1n ceea ce priveste apoptoza celulelor tumorale MCF-7 decat efectul indus de seria
NLC-I, in special pentru tratamentele de 24 h. Un tratament prelungit, de 48 h cu NLC-I si
NLC-I-SambucusN a avut o eficacitate notabild in ceea ce priveste apoptoza celulelor MCF-7;
de exemplu, procesul apoptotic este amplificat de 5 ori, in cazul utilizarii a 50 ng/mL NLC,

comparativ cu grupul de control.
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Rezultatele determinate pentru celulele tumorale SKOV-3 (Figura 9.16D) au aratat ca
tratamente cu 50 pg/mL NLC-I, NLC-I-SambucusN si NLC-1-SambucusN-BSA activeaza
procesul de apoptoza a celulelor tumorale ovariene atat dupa 24 h, cat si dupd 48 h. NLC-II
actioneaza Intr-un mod similar, amplificand procesul apoptotic al celulelor tumorale comparativ
cu controlul.

9.4.4. Influenta NLC-SambucusN si NLC-SambucusN-BSA asupra ciclurilor celulare

Rezultatele obtinute prin citometrie in flux indicd faptul ca tratamentul cu
nanotransportorii lipidici hibrizi cu si fard extract de SambucusN nu influenteazd semnificativ
fazele ciclului celular in celulele normale HUVEC. Pe de alta parte, celulele tumorale LoVo
netratate arata o fazd S mai mare, ceea ce indica o activitate intensa de proliferare. Cand NLC-
I, NLC-I-SambucusN si NLC-I-SambucusN-BSA sunt aplicate la concentratii de 50 pg/mL, ele
induc oprirea ciclului celular in faza G/ a celulelor tumorale LoVo.

In mod similar, tratamentul celulelor tumorale MCF-7 cu 50 pg/mL de NLC-I si NLC-
IT opreste eficient ciclul celular in faza G si induce o scadere dramatica a fazei S. NLC-II-
SambucusN s1 NLC-1I-SambucusN-BSA demonstreaza o eficientd mai mare decat seria de NLC
de tip I, preparata cu ulei de salvie, atat pentru o perioada de timp de 24 h cat si pentru 48 h.

Toate tipurile de nanotransportori lipidici si proteino-lipidici actioneaza prin reducerea
fazei S a celulelor SKOV-3, insotitd de o crestere a fazei G2. Aceste rezultate subliniaza faptul
cd NLC-I si NLC-II ar putea inhiba proliferarea celulelor tumorale SKOV-3 prin blocarea
ciclului celular in faza G2. Tratamentul celulelor SKOV-3 timp de 48 de ore cu cele trei forme

de NLC-I si NLC-II nu modifica semnificativ fazele distributiei ciclului celular.

9.5. Concluzii

In acest capitol a fost analizat pentru prima data efectul sinergic al extractului polifenolic
de Sambucus nigra si al transportorilor lipidici nanostructurati hibrizi acoperiti cu BSA, ca
sistem tintit de tratament pentru cancerul de colon, san si ovar. Formularile, bazate pe doud
tipuri de miezuri lipidice, au prezentat dimensiuni nanometrice omogene si stabilitate coloidala
ridicata. Sistemele din seria NLC-I au Incorporat mai eficient extractul vegetal si au prezentat
o activitate antioxidantd Tmbunatatitd, potentatd de prezenta albuminei. Testele in vifro au
evidentiat un efect citotoxic pronuntat asupra celulelor tumorale (LoVo, SKOV-3, MCF-7),
comparabil cu tratamentele conventionale, prin inducerea apoptozei si blocarea ciclului celular

in fazele G1 sau G2, in functie de tipul celular si formulare.
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CAPITOLULAL X-LEA

Concluzii finale si contributii personale

10.1. Concluzii finale

Cercetarile originale, concretizate prin rezultatele expuse de-a lungul capitolelor
VI + IX, au dezvaluit urmatoarele:

In cadrul Capitolului al VI-lea ,, Extractia piperinei si sinteza lauratului de mentil”’ s-
au obtinut materii prime importante pentru dezvoltarea unor nanosisteme hibride, cu abilitati
remarcabile pentru terapia tintitd anti-tumorald. Astfel, alcaloidul bioactiv — Piperina a fost
izolat din boabele de piper negru printr-o metoda de extractie solid-lichid si recristalizatd din
izopropanol, iar lauratul de mentil a fost obtinut printr-o esterificare Steglich. Ambii compusii
au fost caracterizati prin metode clasice de chimie organica, iar structurile lor au fost confirmate
prin tehnici spectroscopice (FTIR si RMN).

Capitolul al VII-lea “Studii preliminare de optimizare a compozitiei NLC” a evaluat
comportamentul unor compozitii variabile de lipide si surfactanti (ionici, neionici si amfifilici),
necesar pentru a echilibra interactiunile de naturd fizica (ex: forte de naturad hidrofoba, atractii
electrostatice, legaturi de hidrogen) si a stabili interactii eficiente cu biopolimerul BSA.
Rezultatele analizelor DLS (determinate atat dupa sinteza, dar si dupd doud saptdmani de
depozitare) au aratat ca formularile NLC obtinute cu concentratie mai mare de surfactanti ionici
(NaCh si PC) au tendinta sd conduca la obtinerea de sisteme lipidice nanotransportor cu
diametre mai mici, iar pentru o acoperire totalda a nanotransportorilor este necesar un raport
volumetric intre dispersia NLC si solutia de BSA de 1:1.

Capitolul al VIlI-lea “Transportori lipidici nanostructurati acoperiti cu albumina
serica bovina capabili sa modifice ciclul celular in diferite tipuri de cancer” a inclus rezultatele
originale privind dezvoltarea si caracterizarea unor NLC conventionale si a unor NLC hibride
ce Incapsuleaza piperina, pentru o internalizare celulard Tmbunatatita in diferite celule tumorale.
Sistemele sintetizate au avut dimensiuni cuprinse intre 50 si 400 nm, morfologie sfericd si
potential Zeta suficient de negativ pentru a asigura o stabilitate corespunzatoare. Eficienta de
incapsulare a fost ridicata (~81%), iar analiza spectrala a confirmat interactiunile hidrofobe si
electrostatice intre NLC si albumina, si de asemenea a pus in evidenta modificarile structurale
la nivelul BSA ce apar in timpul acestor interactiuni. Formularile obtinute au prezentat
citotoxicitate si efecte de stimulare ale apoptozei, in special in celulele LoVo si MCF-7,

rezultatele fiind comparabile cu cele ale medicamentelor citostatice. In plus a fost observati o
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inhibare semnificativa a fazei S a ciclului celular, punand in evidenta un posibil efect de tintire
activd a tumorilor. Toate aceste rezultate sustin potentialul acestor nanosisteme ca vectori
eficienti pentru administrarea in vivo a piperinei.

Capitolul al-I1X-lea ,, Nanotransportori lipidici decorati cu albumina serica bovina
pentru distribuirea extractului de Sambucus nigra” prezintd obtinerea si caracterizare unor
sisteme NLC conventionale, dar si hibride, In care a fost incapsulat extractul de Sambucus
nigra. Aceste sisteme au prezentat dimensiuni sub 160 nm, distributie omogena si o eficienta
ridicatd de incapsulare a extractului, in special in prezenta albuminei. Functionalizarea cu
albumind a dus la imbunatatirea activitatii antioxidante si a influentat favorabil raspunsul
biologic in testele pe linii celulare tumorale. Nanotransportorii au indus apoptoza si oprirea
ciclului celular in celulele de colon, san si ovar, in unele cazuri avand efecte comparabile cu
Cisplatina. Aceste rezultate sugereaza un potential promitdtor pentru utilizarea acestor sisteme

in terapii oncologice sinergice si tintite.

10.2. Contributii originale
Contributii originale aduse prin cercetarea dezvoltata in prezenta teza de doctorat:

I. Obtinerea unor noi sisteme de distributie, lipido-proteice, cu abilititi imbunatatite de
distributie si eliberare tintitd a principiilor active fitochimice. Prezenta tezd de doctorat
aduce contributii notabile cu privire la exploatarea amestecurilor fitochimice bioactive,
cooptate 1n sisteme de tip NLC hibride (lipido-proteice), in strategiile terapeutice viitoare pentru
incurajeaza potentialul combinator al NLC decorati cu albumina, incércati cu fitochimicale
(Piperina, Sambucus nigra), ca platforma eficientd ce sustine procesul de distrugere a
diferitelor celule tumorale, fie prin activarea mecanismelor de blocare a ciclului celular la
nivelul diferitelor etape care controleaza evolutia ciclului celular, fie prin activarea cailor
apoptotice.

I1. Dovedirea unei eficacititi anti-tumorale prin teste in vitro de viabilitate celulara, nivel
de deteriorare a ciclului celular si apoptoza. Atribuirea comparativa a efectului antitumoral
al NLC hibrizi dezvoltati a fost realizatd asupra unor linii de celule tumorale diferite (celule de
cancer de san/MCF-7, de colon/LoVo si celule de adenocarcinom ovarian/SKOV-3).
Eficacitatea lor a fost evaluata in raport cu actiunea a doua medicamente citostatice, Cisplatina
s1 Doxorubicind. Aplicarea NLC-urilor dezvoltate asupra linilor celulare tumorale, a relevat o
internalizare diferitd a acestora, functie de linia celulara tumorala de colon, mamar si ovarian,

cu utilizarea potentiald a unor cai apoptotice distincte.
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