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Introducere 

Parodontopatiile reprezintă afecțiuni cronice inflamatorii asociate cu acumularea plăcii dentare 

(biofilmului dentar) și care conduc la distrugerea progresivă a parodontiului. Parodontopatiile apar în 

urma interacțiunilor dinamice complexe dintre agenți bacterieni, factori imunologici specifici și 

factori nocivi de mediu. 

Având în vedere prevalența crescută a acestor afecțiuni în rândul populației, precum și 

necesitatea protejării și restabilirii sănătății parodontale pentru bunăstarea generală, studiile tezei de 

doctorat s-au axat pe dezvoltarea unor sisteme terapeutice cu rol funcțional în tratarea 

parodontopatiilor. 

Tratamentele medicamentoase actuale se bazează pe de-o parte pe  utilizarea agenților 

antimicrobieni  pentru eliminarea microorganismelor patogene, iar pe de altă parte pe utilizarea 

antiinflamatoarelor pentru reducerea răspunsului inflamator, respectiv o corectare complexă și 

completă a mediului bucal cu împiedicarea retenției plăcii bacteriene. Dar, administrarea pe termen 

lung a acestora induce o serie de reacții adverse și nu este recomandată. În prezent, se caută soluții 

alternative biocompatibile, care să conducă la efecte terapeutice satisfăcătoare, fără consecințe 

negative. 

Pentru a asigura succesul terapiei, este esențială selectarea corectă a agenților antimicrobieni și 

utilizarea unei metode eficiente de administrare, respectiv a unor sisteme de eliberare corespunzătoare 

a substanțelor medicamentoase. 

În comparație cu antibioticele tradiționale, nanoparticulele de argint au proprietăți 

antibacteriene fără a genera rezistență bacteriană. 

Datorită toxicității reduse, capacităților fototermale, imunoterapiei, activității antiinflamatorii, 

calităților antibacteriene, tehnicilor simple de fabricație și costurilor ieftine, nanoparticulele metalice 

multifuncționale cu activități terapeutice arată promițătoare considerabile în domeniul tratamentului 

bolii parodontale. Pornind de la aceste caracteristici, nanoparticulele de argint au fost selectate ca 

sisteme terapeutice în prezentul studiu. 

Nanoparticulele de argint mediate de extracte de plante oferă o metodă simplă pentru sinteza in 

situ, fiind în același timp foarte stabile, deoarece acţionează atât ca agenţi reducători, cât şi ca agenţi 

de stabilizare.  

Produsele vegetale au fost alese pornind de la multiple date existente în literatură cu privire la 

acțiunea antimicrobiană, antioxidantă și antiinflamatoare a părților aeriene ale speciilor de Unguraș 

(Marrubium Vulgare L.), Isop (Hyssopus officinalis L.), Oregano (Origanum vulgare L.) și Urzică 
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(Lamium album L.). 

Astfel, obiectivul principal al tezei de doctorat a fost fitosinteza AgNP-urilor cu rol 

antimicrobian împotriva agenților patogeni orali, constituind baza pentru dezvoltarea de produse 

multifuncționale care pot ajuta la prevenirea și tratamentul infecțiilor și bolilor dentare, asigurând o 

terapie mai puțin intruzivă. 

I. PARTEA GENERALĂ 

1. Concepte actuale privind tratamentul parodontopatiilor 

1.1. Aspecte generale privind terapia parodontopatiilor 

Parodontopatiile sunt cunoscute ca afecțiuni multifactoriale care implică atât prezența 

biofilmelor bacteriene, cât și un răspuns inflamator complex, incluzând producerea de citokine, 

eicosanoide și metaloproteinaze. Bacteriile Gram-negative existente în biofilm induc producerea unui 

răspuns inflamator din partea gazdei, fapt care poate produce distrugerea progresivă, uneori 

ireversibilă a țesuturilor moi și/sau osoase [1-3]. 

Terapia chirurgicală include tehnici precum: debridarea cu clapă deschisă (Open Flap 

Debridement - OFD); regenerarea ghidată a țesutului (Guided Tissue Regeneration -GTR; terapie 

folosind plasmă bogată în trombocite (Platelet-Rich Plasma PRP) [2,3]. 

Terapia nechirurgicală constă într-o serie de proceduri și intervenții menite să controleze 

infecția și să prevină progresia bolii parodontale, printre care: 

1. Detartraj - poate include procedura de scaling, care implică îndepărtarea plăcii bacteriene 

și a tartrului de pe suprafața dinților și de sub linia gingivală și, respectiv procedura de root 

planing, care constă în netezirea rădăcinilor dinților pentru a elimina toxinele bacteriene și 

pentru a crea o suprafață curată și netedă, favorizând reatașarea gingiei sănătoase la dinte. 

2. Tratament cu antibiotice și antimicrobiene – atât sistemic: administrarea orală sau injectarea 

de antibiotice pentru a controla infecția; cât și tratament local: aplicarea directă a 

antibioticelor sau agenților antimicrobieni în pungile parodontale pentru a reduce bacteriile 

specifice, așa cum este prezentat în continuare. 

3. Îngrijirea orală personală riguroasă: periajul corect și ața dentară sunt esențiale pentru 

prevenirea acumulării plăcii bacteriene, alături de utilizarea unor agenți antiseptici, ca ape 

de gură antiseptice pentru reducere încărcării bacteriene locale. 

4. Managementul factorilor de risc: renunțarea la fumat deoarece este cunoscut ca factor major 

de risc pentru bolile parodontale; controlul glicemiei, având în vedere faptul ca diabetul 

necontrolat poate agrava bolile parodontale [4]. 

1.2. Antibioterapia sistemică în tratamentul standard al parodontopatiilor 
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În tratamentul nechirurgical al parodontopatiilor cronice și prevenirea complicațiilor severe 

utilizează frecvent ca antibiotice standard metronidazolul fie singur, fie utilizat în asociere cu alte 

antibiotice cum ar fi amoxicilina, sau amoxicilina cu acidul clavulanic sau ciprofloxacina.  

1.3. Antibioterapia locală ca opțiune neinvazivă de elecție. Terapii locale adjuvante.  

Principala cauză a infecțiilor în parodontopatii o constituie pungile parodontale, motiv pentru 

care aplicarea directă a medicamentelor în aceste zone s-a dovedit mai eficientă decât tratamentele 

sistemice, sau complementară acestora, reducând totodată complicațiile asociate administrării orale. 

Pentru a asigura succesul terapiei, este esențială selectarea corectă a agenților antimicrobieni și 

utilizarea unei metode eficiente de administrare, a unor sisteme de eliberare corespunzătoare a 

substanțelor medicamentoase [2]. 

1.4. Sisteme moderne de cedare locală a substanțelor active în terapia bolii paodontale. 

Sisteme multiparticulate. Nanoparticule metalice. 

Nanoparticulele de argint sintetizate prin metode fitochimice, cunoscute sub denumirea de 

nanoparticule de argint fitosintetizate (AgNPs) reprezintă obiectul unor cercetări actuale pentru 

potențialele lor aplicații în diverse domenii medicale, inclusiv în medicina dentară. În cazul 

parodontozei, AgNPs oferă beneficii terapeutice semnificative având în vedere proprietăților lor 

puternic antibacteriene (dezechilibrează membranele celulare bacteriene, penetrează celulele și 

interferă cu funcțiile metabolice și replicarea ADN-ului bacterian). Alături de activitatea specific 

antibacteriană, AgNPs manifestă și proprietăți proprii antiinflamatorii, benefice în terapia parodontală 

[5]. Sinteza prin fitosinteză a acestor AgNPs este ecologică și sustenabilă, se realizează folosind 

extracte vegetale care acționează ca agenți reducători pentru formarea nanoparticulelor și ca 

stabilizatori, îmbunătățind biodisponibilitatea și compatibilitatea nanoparticulelor [6]. Sunt selectate 

îndeosebi extractele vegetale cu principii active cu activitate intrinsecă antioxidantă, dar și 

antiinflamatorie, antimicrobiană, antiseptică, așa cum se va prezenta în capitolul următor al părții 

generale-teoretice a lucrării și care au fost ideile generatoare ale studiilor care fac obiectul 

contribuțiilor personale ale lucrării.  

AgNPs pot fi incorporate în diverse produse dentare precum ape de gură și paste de dinți pentru 

a oferi tratament și prevenție țintite pentru boala parodontală. Ele sunt de asemenea utile în implanturi, 

acoperiri ale unor dispozitivele dentare pentru a preveni colonizarea microbiană și formarea de 

biofilm. 
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2. Abordări fitoterapice în managementul parodontopatiilor 

2.1. Importanța fitoterapiei 

Există o serie de dovezi care atestă preocupările privind valorificarea plantelor în diferite 

domenii de activitate.  

Datorită diversității compușilor chimici conținuți este de așteptat ca plantele medicinale să 

contribuie la dezvoltarea unor noi strategii terapeutice inovative, precum și a unor noi modele 

moleculare cu activitate antimicrobiană, antiinflamatoare și antinociceptivă locală.  

Pentru tratarea parodontopatiilor ar putea fi benefică utilizarea anumitor extracte obținute din 

plante, care într-o formulare adecvată ar putea avea efecte terapeutice evidente. Am selectat spre 

analiză plante din familia Lamiaceae, recomandate de literatura de specialitate pentru acțiunile 

antimicrobiană, antioxidantă, antiinflamatoare și antifungică. 

2.2. Familia Lamiaceae 

Una dintre familiile de plante cu o varietate de aplicații biologice și medicale o reprezintă 

familia Lamiaceae, iar printre cele mai cunoscute plante cu utilizare diversă sunt mirodeniile precum 

menta, busuiocul, salvia, rozmarinul, isopul și oregano [7]. Datorită proprietăților biologice, speciile 

din familia Lamiaceae sunt utilizate în industria farmaceutică și în medicina tradițională, iar printre 

aplicațiile medicale se pot enumera stimularea circulației sângelui, aplicații diuretice, întărirea 

sistemului nervos central [8-10]. 

Datorită uleiurilor esențiale din speciile de Lamiaceae, aplicațiile biologice sunt numeroase și 

cuprind activități antioxidante, antiinflamatorii, analgezice, antimicrobiene, antifungice, 

antipuriginoase, neuroprotectoare, antiseptice, antialergenice, antihepatotoxice etc. [11-14]. 

II. CERCETĂRI PERSONALE 

3. Ipoteza de lucru și obiectivele generale 

3.1. Ipoteza de lucru 

Dezvoltarea nanoparticulelor metalice fitosintetizate a devenit unul dintre cele mai productive 

domenii de cercetare în nanotehnologie. Volumul anual de publicații pe această temă a crescut 

exponențial. Având mai multe avantaje în comparație cu nanoparticulele obținute pe căi clasice 

(inclusiv, dar fără a se limita la, proprietăți antioxidante sau antimicrobiene îmbunătățite, precum și 

toxicitate redusă), nanoparticulele fitosintetizate sunt acum considerate alternative viabile la 

nanoparticulele metalice convenționale. Extractele dintr-o gamă diversă de plante sunt folosite în 

sinteza verde a acestor nanoparticule, unde acționează atât ca agenți de reducere, cât și de acoperire. 

3.2. Obiectivele generale ale studiului 
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Plecând de la aceste observații, cercetarea din prezenta teză de doctorat a avut drept scop 

fitosinteza unor nanoparticule de argint utilizând diverse extracte ale unor plante autohtone.  

În ciuda gamei vaste de plante explorate pentru această aplicație, o analiză a bazelor de date 

științifice majore (SCOPUS, Web of Knowledge) nu a evidențiat niciun studiu privind utilizarea 

extractelor de Marrubium vulgare L. pentru fitosinteza nanoparticulelor de argint. În acest context, 

noutatea adusă de cercetările întreprinse se referă la faptul că extractul speciei Marrubium vulgare 

L., folosit la prepararea nanoparticulelor de argint nu a fost menționat până acum ca agent reducător 

utilizat în procesul de fitosinteză al acestora. Am utilizat pentru fitosinteza nanoparticulelor de argint 

mai multe extracte vegetale pentru o analiză comparativă a performanțelor acestora. 

Obiectivele generale urmărite în prezenta cercetare au fost: 

1. Obținerea extractelor vegetale 

2. Fitosinteza nanoparticulelor de argint 

3. Caracterizarea extractelor vegetale și a nanoparticulelor experimentale 

4. Evaluarea acțiunii biologice, biocompatibilității și citotoxicității nanopartculelor 

experimentale 

4. Metodologia generală a cercetării 

4.1. Materiale utilizate 

Materialul vegetal utilizat în acest studiu, reprezentat de părțile aeriene ale speciilor Unguraș 

(Marrubium Vulgare L.), Isop (Hyssopus officinalis L.), Oregano (Origanum vulgare L.) și Urzică 

(Lamium album L.) a fost colectat din semințe certificate și achiziționat de pe piața locală.  

4.2. Obținerea extractelor naturale 

Pentru obținerea extractelor naturale s-au aplicat două metode de extracție, alegerea acestora 

fiind justificată de capacitatea de a asigura atât extracția eficientă a principiilor active, cât și 

posibilitatea de a fi scalate pentru aplicații industriale, conform datelor din literatură [15].  

 metoda clasică, care constă în amestecarea materialului vegetal cu solventul și menținerea 

acestui sistem la o anumită temperatură minim 1h.  

În cazul nostru, produsul vegetal, care anterior a fost mărunțit, a fost supus extracției 

clasice la temperatura de 70ºC, utilizând ca solvent un amestec hidroalcoolic, în raport 

volumetric etanol:apă = 1:1; pentru extracție a fost utilizată etuva Memmert UN 110, 

timpul de extracție fiind de 3 ore. 

 metoda asistată de microunde pentru care materialul vegetal și solventul au fost încălzite 

folosind un echipament Ethos Easy Advanced Microwave Digestion System, timp de 30 

de minute la o temperatură de 70°C. 
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Pentru ambele metode, solventul folosit a fost un amestec hidroalcoolic (etanol:apă 1:1 v/v), iar 

raportul dintre materialul vegetal și solvent a fost menținut la 1:10 (g/v).  

După obținerea și filtrarea extractelor, acestea au fost reduse folosind un rotaevaporator 

Laborota 4000 Heildolph pentru îndepărtarea solventului volatil, utilizând distilarea sub vacuum. În 

final, după îndepărtarea a peste 90% din solvent, extractul a fost uscat prin liofilizare (utilizând un 

liofilizator Christ LSC Alpha 2-4-LSC) în vederea conservării proprietăților extractului, pe de o parte, 

și pentru prelungirea duratei de păstrare a acestuia, pe de altă parte. Extractele astfel uscate au fost 

păstrate la congelator în vederea utilizării ulterioare. 

Extractele obținute, pentru prepararea nanoparticulelor de argint, au fost redizolvate în apă. 

Procedeul de fitosinteză presupune amestecarea unor cantități egale de extract natural și soluție de 

azotat de argint (AgNO3, 10-3 M), obținută prin dizolvarea cantității adecvate de AgNO3 

(Chimreactiv, Romania) în apă bidistilată. Apa bidistilată utilizată pentru toate experimentele a fost 

obținută în laborator, utilizând un distilator GFL 2102. 

Extractele utilizate au fost codificate conform Tabelului 1. 

Tabel 1. Codificarea extractelor obținute, utilizând ca solvent amestecul hidroalcoolic (conform 

raportului prezentat mai sus), cu un raport material vegetal/solvent (g/mL) de 1/10. 

Nr. 

crt. 
Plantă Metodă de extracție și codificare 

1 Isop 

(Hyssopus officinalis L.) 

Extracție 

clasică 
HT 

Extracție asistată de 

microunde 
HM 

2 Oregano 

(Origanum vulgare L.) 

Extracție 

clasică 
OT 

Extracție asistată de 

microunde 
OM 

3 Urzică 

(Lamium album L.) 

Extracție 

clasică 
UT 

Extracție asistată de 

microunde 
UM 

4 Unguraș 

(Marrubium vulgare L.) 

Extracție 

clasică 
MT 

Extracție asistată de 

microunde 
MM 

 

4.3. Fitosinteza nanoparticulelor de argint 

Pentru procesul de fitosinteză, s-au amestecat volume egale de extract preparat și soluție de 

azotat de argint (25 mL din fiecare). Acest amestec a fost lăsat să reacționeze timp de 24 de ore în 

condiții ambientale, pH-ul final al amestecului fiind situat în jurul valorii 7 și determinat utilizând un 

pH-metru Lab 870 (Analaitic Laboratory). Reducerea ionilor Ag+ la nanoparticule de argint (AgNP) 

a fost realizată prin adăugarea extractelor brute la soluția de azotat de argint proaspăt preparată. 
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4.4. Tehnici de caracterizare 

4.4.1. Determinarea conținutului total de fenoli (TPC) 

Reactivul Folin-Ciocâlteu și soluția de carbonat de sodiu au fost obținute de la Merck KGaA, 

Darmstadt, Germania. Acești reactivi au fost utilizați fără purificare suplimentară. Densitatea optică 

a fost măsurată la 765 nm folosind un spectrofotometru UV-Vis Rigol Ultra 3660 de la Rigol 

Technologies, Beijing, China. Rezultatele au fost comparate cu o curbă standard preparată cu soluții 

de acid galic, iar valorile finale au fost exprimate ca miligrame de echivalenți de acid galic (GAE) 

per gram de substanță uscată [16]. 

4.4.2. Cromatografia de lichide de înaltă precizie 

Cuantificarea polifenolilor și a altor compuși din extracte a fost efectuată folosind un sistem 

HPLC L-3000 de la Rigol Technologies Inc., Beijing, China. Acest sistem a fost echipat cu un 

detector cu matrice de diode (HPLC-DAD) și o coloană Kinetex EVO C18 (150 × 4,6 mm, 

dimensiunea particulei de 5 µm). Faza mobilă a constat dintr-un sistem cu doi solvenți, solventul A 

fiind 0,1% acid trifluoracetic (TFA) în apă și solventul B fiind 0,1% TFA în acetonitril. Eluarea a fost 

efectuată în modul gradient, cu următorul gradient: 2-100% solvent B la 30°C timp de 60 de minute, 

la un debit de eluare de 1 mL/min. Analiza a fost efectuată la cinci lungimi de undă diferite (255, 280, 

325 și 355 nm). 

4.4.3. Spectrometria UV-Vis 

Pentru aceste determinări, a fost folosit un spectrofotometru Rigol Ultra 3660 de la Rigol 

Technologies Inc., Beijing, China. Acest echipament are o rezoluție optică de 0,5 nm și utilizează 

cuve de cuarț cu o lungime de cale de 1 cm. Analiza a fost efectuată în intervalul de lungimi de undă 

de 370-600 nm, conform recomandărilor din literatura de specialitate [17-19]. 

4.4.4. Difracția de raze X 

Analizele de difracție de raze X au fost efectuate folosind un difractometru Rigaku SmartLab 

de 9 kW de la Rigaku Corp., Tokyo, Japonia. Instrumentul a fost operat la 45 kV și 200 mA, cu 

radiație CuKα (λ = 1,54059 Å). A fost folosit modul de scanare 2θ/θ, acoperind intervalul unghiular 

de la 7 la 90° (2θ). 

4.4.5. Microscopia electronică de transmisie (TEM) 

Analiza prin microscopie electronică cu transmisie (TEM) a fost efectuată utilizând un 

microscop electronic cu transmisie corectat de imagine Titan Themis 200 de la FEI, Hillsboro, OR, 

SUA. Microscopul a fost echipat cu o sursă de electroni cu pistol cu emisie de câmp de înaltă 

luminozitate (X-FEG) și un detector Super-X pentru spectroscopie cu dispersie de energie (EDX). 
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Heterostructurile au fost examinate la 200 kV prin TEM de înaltă rezoluție (HR-TEM), cuplat cu 

difracția electronilor în zonaselectată (SAED) pentru identificarea structurală. 

4.4.6. Spectroscopie în infraroșu cu transformată Fourier (FTIR) 

Măsurătorile FTIR au fost efectuate folosind un instrument JASCO FT-IR 6300 de la Jasco Int. 

Co. Ltd., Tokyo, Japonia. Instrumentul a fost echipat cu un accesoriu Specac ATR Golden Gate de la 

Specac Ltd., Orpington, Marea Britanie, cu obiectiv KRS5. Măsurătorile au fost efectuate în 

intervalul de la 400 la 4000 cm-1 cu 32 de acumulări la o rezoluție de 4 cm-1. 

4.4.7. Activitatea antioxidantă 

Activitatea antioxidantă a extractelor și nanoparticulelor de argint a fost determinată folosind 

testul DPPH (Sigma Aldrich, Burlington, MA, SUA). 

4.4.8. Evaluarea biocompatibilității nanoparticulelor de argint fitosintetizate 

Fibroblastele gingivale umane (linia celulară HFIB-G, nr. cat.: 1210412, Provitro, Berlin, 

Germania) au fost cultivate în mediu complet Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 

suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS) și 1% penicilină/streptomicină/amfotericină. Celulele au 

fost menținute într-o atmosferă umidificată cu 5% CO2 in aer, la 37°C. Celulele (104 celule/godeu) au 

fost însămânțate în plăci cu 96 de godeuri și lăsate să adere peste noapte. Apoi, fibroblastele au fost 

expuse la HT-AgNP, HM-AgNP, MT-AgNP, MM-AgNP, UT-AgNP, UM-AgNP, OT-AgNP sau 

OM-AgNP pentru următoarele 24, respectiv 48 de ore la 37°C cu 5% CO2. Probele au fost diluate 

anterior în mediu complet Eagle modificat de Dulbecco, iar concentrațiile obținute ale NP-urilor 

fitosintetizate au fost de 0,1% (echivalent cu o concentrație de aproximativ 0,54 µg Ag/mL), 2,5% 

(echivalent cu o concentrație de 13,5 µg Ag/mL) și 5% (echivalent cu o concentrație de aproximativ 

27 µg Ag/mL). Volumul final a fost de 300 µL pentru fiecare godeu. Probele de control au fost 

reprezentate de celule neexpuse la NP-urile fitosintetizate. La sfârșitul fiecărui timp de incubare, 

celulele au fost examinate utilizând un microscop inversat Optika IM-3. 

4.4.9. Evaluarea viabilității celulare 

Viabilitatea celulelor fibroblastice umane a fost determinată folosind testul cu bromură de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT, Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, SUA), 

care se bazează pe reducerea compusului tetrazoliu MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolium bromură) de culoare galbenă, la cristale de formazan violet, de către enzimele 

(succinat dehidrogenaze mitocondriale – NAD(P)H dependente) celulelor active metabolic.  (Hansen; 

Nielsen; Berg, 1989). Mediul de creștere a fost îndepărtat după 24 și respectiv 48 de ore de incubare 

și apoi, s-au adăugat 100 µL de DMEM cu 10 µL de MTT în fiecare godeu timp de 4 ore la 37°C. 

După incubare s-au folosit 100 µL/godeu de soluție SDS-HCl (10%) pentru a dizolva cristalele de 
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formazan violet, iar după alte 4 ore, absorbanța a fost măsurată la 570 nm cititorul de microplăci 

multimod FLUOstar® Omega de la BMG LABTECH (Ortenberg, Germania).  

4.4.10. Determinarea producției de oxid nitric (NO) prin metoda Griess  

Nivelurile de NO acumulate în mediul de cultură celulară au fost măsurate după 24 și respectiv 

48 de ore de incubare folosind kit-ul de testare a oxidului nitric (NO, Thermo Fisher Scientific, Viena, 

Austria) pe baza de reactiv Griess (diclorhidrat de naftil etilendiamină 0,1% și sulfanilamidă 1% în 

5% H3PO4). A fost măsurată absorbanța la 540 nm folosind cititorul de microplăci multi-mod 

FLUOstar® Omega BMG LABTECH (Ortenberg, Germania), iar rezultatele au fost comparate cu 

controlul. 

4.4.11. Evaluarea toxicității prin Testul LDH (Lactat dehidrogenaza) 

Acest test a fost folosit pentru a măsura lactat dehidrogenaza eliberată de celulele HFIB-G, 

după 24 și respectiv 48 de ore în prezența NP-urilor fitosintetizate. Astfel, 50 µL din mediu de cultura 

din fiecare godeu testat au fost amestecați cu 50 µL de amestec de reacție (substrat și cofactor) și 

incubați la temperatura camerei timp de 30 de minute , în întuneric. A fost măsurată absorbanta la 

490 nm (specific pentru produsul de reacție) și la 680 nm (pentru corecția fondului) folosind cititorul 

de microplăci multimod FLUOstar® Omega de la BMG LABTECH (Ortenberg, Germania). Pentru 

a calcula procentul de citotoxicitate , absorbanța de 680 nm a fost scăzută din absorbanța de 490 nm, 

iar rezultatele au fost comparate cu martorul. 

4.5. Analiza statistică 

Rezultatele experimentale obținute pe baza determinărilor multiple paralele (așa cum s-a 

menționat pentru fiecare metodă), precum și datele primare obținute au fost analizate pentru a stabili 

semnificația statistică folosind analiza varianței (ANOVA unidirecțională) și testul Tukey pentru a 

determina diferențele semnificative între medii. Diferențele semnificative au fost stabilite la p ≤ 0,05. 

Rezultatele prezentate sunt media ± eroarea standard a mediei (SE) determinărilor independente. 

Rezultatele testelor MTT, NO și LDH au fost exprimate ca medii cu abateri standard. Variabilele 

cantitative independente au fost testate între grupuri folosind Testul t Student. Valorile p < 0,05 au 

fost considerate semnificative statistic. Reprezentările grafice au fost construite folosind software-ul 

de analiză și grafică a datelor OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, SUA). 

 

5. Caracterizarea extractelor și a nanoparticulelor de argint fitosintetizate 

5.1. Caracterizarea extractelor naturale 

Rezultatele analizelor fitochimice și ale analizei HPLC relevă influența metodei de extracție 

asupra compoziției extractului. Astfel, compușii fenolici totali (exprimați ca mg GAE/g greutate 
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uscată) sunt semnificativ mai mari pentru extracția asistată cu microunde; extractele de oregano au 

valori TPC constant mai mari, în comparație cu extractele de isop, unguraș și urzică. Datele din 

literatură prezintă unele rezultate comparabile. De exemplu, macerarea la temperatura camerei într-

un amestec hidroalcoolic a condus la un TPC de cca. 2,45 mg GAE/g, în timp ce diferite metode de 

extracție aplicate pe materialul vegetal de oregano au condus la TPC sub 20 mg GAE/g [20]. 

Dintre componentele identificate prin HPLC, pentru grupa de acizi fenolici (acizi galic, 

rosmarinic și protocatecuic), proba HT prezintă concentrații semnificativ mai mari, comparativ cu 

celelalte extracte. De asemenea, acidul rosmarinic a fost identificat într-un conținut mai mare decât 

alte studii prezentate anterior [21]. Grupul de flavanoli se găsește în mod constant într-o concentrație 

mai mare în extractele de microunde, precum și în extractele de oregano, aceeași tendință fiind 

înregistrată și pentru standardele de flavonoide (cu excepția notabilă a naringeninei), identificate în 

cantități mai mari în extractele de isop, deși, încă o dată, extracția asistată cu microunde a dus la un 

randament superior. Au fost înregistrate excepții semnificative pentru izoquercitrină (nedetectată în 

proba OT) și rutin (nedetectat în proba OM). Un caz interesant este reprezentat de resveratrol. 

Identificată în cantităţi mai mari în extractele de isop, prezintă randamente mai mari pentru extracţia 

clasică temperatură; acest lucru ar putea fi explicat prin labilitatea sa termică, care poate fi accentuată 

în tehnicile asistate cu microunde [22]. 

O observație specială cu privire la rezultatele HPLC este că singurii doi compuși care se găsesc 

în cantități mai mari în proba MT (comparativ cu MM), sunt catechina flavan-3-ol și, într-o măsură 

mai mică, acidul hidroxicinamic o- acidul cumaric (de remarcat, ceilalți izomeri cuantificați, 

epicatechina și acidul p-cumaric, se găsesc în cantități mai mari în MM). Aceste observații ar sugera 

o anumită selectivitate a metodelor de extracție care ar putea influența formarea nanoparticulelor și 

aplicațiile biomedicale. 

5.2. Caracterizarea nanoparticulelor de argint  

Spectrele de absorbție UV-Vis au fost aplicate pentru a monitoriza fitosinteza nanoparticulelor 

de argint, evidențiind vârfuri caracteristice ale AgNP la aproximativ 423 nm pentru proba MT-AgNP 

și la 430 nm pentru proba MM-AgNP. În spectrele UV-Vis înregistrate pentru probele MT-AgNP și 

MM-AgNP, apariția unor maxime de absorbanță în regiunea de 400-500 nm sugerează fitosinteza 

nanoparticulelor. Deși spectrele de absorbție UV-Vis sunt obținute la concentrații scăzute (folosind 

probe diluate), acestea nu numai că confirmă procesul de fitosinteză, dar indică și dimensiuni puțin 

mai mari ale nanoparticulelor în cazul probei MM-AgNP. Comparând spectrele de absorbție ale 

extractelor diluate și ale soluției stoc de azotat de argint, nici extractele și nici azotatul de argint nu 

prezintă maxime de absorbție în regiunea de interes. 
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Procesul de fitosinteză a fost confirmat prin analiza difracției cu raze X. Identificarea fazei Ag0 

a fost realizată prin compararea cu cardul ICDD PDF nr. 01-077-6577. Deși prezența altor vârfuri 

XRD este ușor vizibilă datorită contribuției haloului amorf la aspectul general al difractogramelor, o 

analiză detaliată folosind software-ul PDXL a confirmat prezența acestora. 

Evaluarea probelor utilizând tehnici de analiză TEM, HR-TEM, SAED și distribuția 

dimensiunii particulelor a arătat că nanoparticulele sunt în general sferice, cu diametre medii de 14,4 

nm pentru proba MT-AgNP și 18,8 nm pentru proba MM-AgNP. Utilizarea extractului MM a condus 

nu numai la formarea de nanoparticule cu dimensiuni mai mari, ci și la o diversitate morfologică 

extinsă. În timp ce nanoparticulele cvasi-sferice au fost preponderente, s-au identificat și alte 

morfologii distincte, inclusiv forme triunghiulare, hexagonale și elipsoidale în eșantionul MM-AgNP. 

Aceste rezultate subliniază avantajul utilizării extractului MT pentru sinteza nanoparticulelor de 

dimensiuni mai mici și cu morfologie mai uniformă, aspecte critice pentru aplicațiile biomedicale 

[23]. 

Imaginile TEM au relevat o morfologie cvasi-sferică pentru toate probele analizate, iar 

distribuția diametrului a fost în concordanță cu determinările XRD: HT-aproximativ 18,5 nm, HM-

10,5 nm, OT-16,5 nm și OM- 10 nm. 

Analiza FTIR a fost efectuată atât pe nanoparticule, cât și pe extractele părinte pentru a evalua 

fitoconstituenții implicați în proces. Atât extractele, cât și nanoparticulele au relevat prezența 

grupărilor funcționale corespunzătoare alcoolilor și fenolilor (O–H), acizilor carboxilici (întinderea 

C–O), grupărilor metil și aldehide (întinderea legăturilor C–H), alchenelor (întinderea C=C), și 

aromatice (întindere C–C). Picurile FTIR observate în ambele extracte pot fi atribuite după cum 

urmează: 3383/65 cm-1 pentru grupările hidroxil libere, 2979 și 2902/3 cm-1 pentru vibrațiile de 

întindere C-H și 1652 cm-1 pentru vibrațiile grupării carbonil. În plus, benzile de la 880 și 1453 cm-1 

(prezente doar în MM) ar putea fi atribuite vibrațiilor de întindere ale CO3
2−. Vârfurile de la 1382/4 

până la 1044/5 cm-1 reprezintă vibrații de întindere asimetrice și simetrice ale PO-2 și fosfolipide, în 

timp ce vârful de la 1404 cm-1 corespunde întinderii C-O-C a acizilor nucleici și fosfolipidelor. În 

plus, vârful de la 632 cm-1 indică îndoirea în afara planului vibrațiilor CH, iar benzile din regiunea 

700-900 cm-1 corespund vibrațiilor de îndoire în afara planului, în timp ce cele din regiunea de 500-

600 cm-1 sunt atribuite vibrațiilor de întindere a inelului, puternic amestecate cu îndoirea în plan a 

vibrațiilor CH. 

La compararea rezultatelor obținute pentru nanoparticule (NP) cu extracte, se observă o creștere 

a vârfurilor corespunzătoare compușilor organici (1400–1650 cm-1). Mai exact, trei vârfuri apar în 

spectrele FTIR ale NPs sau experimentează o creștere semnificativă a intensității: 1639/1651 cm-1, 
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1608 cm-1 (mai vizibile în MM-AgNP) și 1516/5 și 1450/3, 1272/ 48, respectiv 1172/3. Datele din 

literatură atribuie aspectul vârfurilor FTIR la 1172/3 și 1272/48 cm-1 prezenței AgNP-urilor. 

Creșterea observată pentru vârful la 3363/31 cm-1 se datorează cel mai probabil prezenței 

nanoparticulelor de argint. Modificările semnificative rămase în spectrele FTIR ar putea fi atribuite 

după cum urmează: 1639/1651 cm-1 (întinderea C-N și C-C indicând prezența proteinelor), 1608 cm-

1 (mai vizibile în MM-AgNP, corespunzătoare banda amidă I a proteinei), 1516/5 (vibrație de îndoire 

CH în plan din inelele fenil) și 1450/3 (vibrație de întindere N–H prezentă în legăturile amidice ale 

proteinelor). Aceste rezultate sugerează o acțiune sinergică a mai multor clase de fitoconstituenți în 

procesul de fitosinteză, inclusiv compuși fenolici și proteine [24]. 

6. Evaluarea potențialului biomedical și a citotoxicității 
6.1. Evaluarea activității antioxidante a nanoparticulelor de argint 

În Fig. 1 sunt redate rezultatele testului de evaluarea a potențialului antioxidant pentru extractele 

și dispersiile conținând nanoparticule metalice. 

 

 

Fig. 1. Rezultatele testului de evaluarea a potentialului antioxidant (inhibare DPPH). Valorile sunt 

medii ± SEM, n = 5 per grup de tratament. Mediile care nu prezintă o literă superscript comună 

diferă (p < 0,05), conform analizei prin ANOVA unidirecțională și testul TUKEY. 

 

6.2. Evaluarea morfologiei, biocompatibilității, viabilității și citotoxicității 

6.2.1. Analiza dinamicii si morfologiei  fibroblastelor gingivale umane (HFIB-G) 

expuse la nanoparticule de argint fitosintetizate 
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Fibroblastele gingivale incubate cu nanoparticule de argint fitosintetizate în concentrații 

scăzute de 0.1% și timp de expunere redus (24 ore) prezinta mici modificări morfologice. Celulele 

păstrează în general forma alungită, dar se observă o ușoară reducere a extinderilor citoplasmatice. 

Nucleul rămâne intact, iar citoplasma nu arată semne evidente de contracție. Fibroblastele încă aderă 

bine la substrat, însă pot fi observate mici vacuole citoplasmatice sau începuturi de agregare a 

nanoparticulelor în jurul celulei. 

La concentrații mari de 5% și timp de expunere prelungit cu nanoparticule de argint 

fitosintetizate, fibroblastele suferă schimbări morfologice dramatice. Celulele sunt complet rotunjite, 

mai ales pentru unguraș,  semn al pierderii aderenței, iar citoplasma este redusă semnificativ. Nucleii 

par fragmentați sau chiar absenți în unele celule, indicând moarte celulară. 

Depozitele de nanoparticule de argint sunt vizibile atât în interiorul, cât și în exteriorul celulelor, 

sugerând internalizarea nanoparticulelor și afectarea severă a structurii celulare. 

6.2.2. Analiza viabilității fibroblastelor gingivale umane (HFIB-G ) după incubarea cu 

nanoparticulele de argint fitosintetizate prin tehnica MTT 

Rezultatele obținute în urma efectuării testului MTT indică faptul că nu există modificări 

semnificative ale viabilității celulelor HFIB-G expuse la concentrații scăzute de 0,1%  HM-AgNP și 

HT-AgNP, în comparație cu grupul martor. În contrast, incubarea fibroblastelor gingivale umane timp 

de 48 de ore cu concentrații mai mari de HM-AgNP și HT-AgNP  a determinat o reducere 

semnificativă a viabilității celulare, cu o valoare  p < 0,001 pentru  2.5% HM-AgNP și HT-AgNP, p 

< 0,01 pentru 5% HM-AgNP și  p < 0,05 pentru 5% HT-AgNP. 

Concentrațiile de 2.5% și 5% OM-AgNP și OM-AgNP au determinat o scădere progresivă, a 

viabilității celulelor HFIB-G testate,  atat după incubarea la 24 de ore (p < 0,05  pentru 2.5% OM-

AgNP și OT-AgNP; p < 0,01 pentru 5% OM-AgNP;  , p < 0,001 pentru OT-AgNP) , cât și după 

incubarea la 48 de ore ( p < 0,001 pentru 2.5% OM-AgNP; p < 0,01  pentru 2.5% OT-AgNP; p < 

0,001 pentru 5% OM-AgNP și OT-AgNP). 

Rezultatele obținute în urma expunerii timp de 48 de ore la 2.5% și 5% MM-AgNP, respectiv 

MT-AgNP  sunt în concordanță cu cele obținute pentru  OM-AgNP și OT-AgNP. De asemenea UM-

AgNP și UT-AgNP în concentrații ridicate (2,5% și 5%) determină o scădere semnificativă a 

viabilității celulelor fibroblastice umane într-o manieră dependentă de doză și de timpul de expunere. 

Rezultatul testului MTT a arătat că atât extractele brute, cât și nanoparticulele lor corespunzătoare 

demonstrează o scădere dependentă de concentrație a viabilității celulare, extractele asistate de 

microunde (MM) și nanoparticulele sintetizate cu microunde (MM-AgNP) prezentând efecte mai 

pronunțate decât nanoparticulele obținute prin extracția clasică. Mai exact,  tratamentul cu MM-
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AgNP-urile au redus viabilitatea celulelor HFIB-G cu 37,72% după 24 de ore și cu 56,85% după 48 

de ore la o concentrație de 5%, în timp ce pentru MT-AgNPs reducerea a fost de 18,08% după 24 de 

ore și 38,86 % după 48 de ore. 

Analiza comparativă a efectelor citotoxice dintre extractele brute și nanoparticulele lor 

respective a relevat un model consistent în care extractele brute prezintă o potență mai mare. În 

special, extractul MM a dus la o reducere substanțială de 69% a viabilității celulare după 48 de ore, 

depășind reducerea observată pentru omologul său nanoparticule (56,86%). Această tendință 

subliniază capacitățile citotoxice îmbunătățite ale extractelor brute în comparație cu formulările lor 

de nanoparticule, sugerând o potențială concentrație de compuși bioactivi în extracte care pot fi 

moderate atunci când sunt procesate în nanoparticule. 

În urma testului MTT a probelor de isop și oregano, s-a observat că nanoparticulele fitosintetizate 

testate nu au afectat nivelul de viabilitate celulară la cea mai mică concentrație după 24 și 48 de ore 

de incubație. Cu toate acestea, la concentrații mai mari, în special după 48 de ore de incubare, s-a 

observat o scădere a viabilității celulare în comparație cu martor (celule fără expunere la 

nanoparticulele fitosintetizate). 

În cazul extractelor de urzică moartă, rezultatele testului MTT relevă faptul că viabilitatea celulară 

scade în manieră dependentă de doză în cazul incubarii cu ambele tipuri de soluții de nanoparticule, 

atât după 24- cât și 48 de ore, în comparație cu controlul. Se obsevă o viabilitate mai scazută în cazul 

probelor obținute prin metoda de extracție la temperatură în comparație cu metoda de extracție 

asistată de microunde. 

6.2.3. Evaluarea producției de oxid nitric (NO) prin metoda Griess 

Pentru testele efectuate asupra soluțiilor de nanoparticule fitosintetizate utilizând extracte de 

Marrubium vulgare L s-a observat că, spre deosebire de extractele brute, nivelurile de NO au crescut 

pentru ambele metode de extracție și au rămas crescute după 24 și 48 de ore la cea mai mare 

concentrație (5% din extractul inițial), indicând un răspuns inflamator susținut în comparație cu 

controlul. În mod remarcabil, cea mai semnificativă creștere a NO, cu 27%, a fost observată după 48 

de ore de incubare cu extractul MM, în concordanță cu constatările de citotoxicitate raportate în 

rezultatele testului MTT. 

Nivelul oxidului nitric în testele efectuate utilizând soluții de nanoparticule fitosintetizate prin 

intermediul extractelor de urzică moartă a crescut în același timp cu mărirea dozei de nanoparticule 

fitosintetizate, după o incubare a celulelor timp de 24h. În schimb, nivelul oxidului nitric a scăzut în 
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comparație cu nivelul NO din control după 48h, sugerând un efect antiimflamator asupra 

fibroblastelor gingivale umane ale probelor  testate. 

Cea mai mare capacitate antiinflamatoare a fost observată în cazul concentrațiilor mai mici de 

HT-AgNP după 48 de ore de incubație, unde nivelul de oxid de nitric a scăzut cu aproximativ 12% 

față de martor. În schimb, în cazul AgNP-urilor obținute folosind extracte de oregano, s-a observat o 

ușoară scădere a nivelului de NO după 48 de ore de expunere, în special la concentrația de 0,1%, 

comparativ cu controlul. În plus, se observă că cel mai scăzut nivel de nitriți a fost înregistrat în cazul 

probelor obținute prin metoda extracției la temperatură. 

6.2.4. Evaluarea citotoxicității prin metoda LDH 

După expunerea la HT-AgNP, integritatea membranei nu a fost afectată semnificativ. Cu toate 

acestea, incubarea cu HM-AgNP a afectat în mod semnificativ integritatea membranei, în special 

după 48 de ore, arătând o creștere de aproximativ 15% a nivelului de LDH în comparație cu controlul. 

Cea mai mare creștere a fost observată după 48 de ore de incubare cu OM-AgNP (creștere de 45,97% 

față de martor), în timp ce cel mai mare nivel măsurat după incubarea cu OT-AgNP a fost de 30,1% 

în comparație cu controlul după 24 de ore. 

În cazul nivelului LDH eliberat în mediu pentru soluțiile de nanoparticule fitosintetizate cu 

extracte de unguraș, nu sunt modificări semnificative comparativ cu controlul. La concentrații mai 

mari (2,5%, 5%), se remarcă o scădere a nivelului LDH comparativ cu controlul pentru ambele probe, 

sugerând un efect protector al probelor testate asupra integrității membranare a liniei celulare HFIB-

G. 

Pentru probele de nanoparticule fitosintetizate cu extracte de urzică moartă, în ceea ce privește 

nivelul LDH eliberat în mediu după pierderea integrității membranare se observă o cantitate de LDH 

mai mică față de control la concentrațiile mai mari ale probelor testate, mai ales după o incubare timp 

de 24h, sugerând o capacitate protectoare a probelor testate asupra membranei fibroblastelor gingivale 

umane testate. Cel mai scăzut nivel de LDH a fost măsurat după o incubare a fibroblastelor timp de 

24h la concentrația de 5% UM -AgNP și UT-AgNP, cu 21,47% respectiv 23,47% față de control. Nu 

sunt diferențe semnificative ale nivelului de LDH în cazul incubării celulelor timp de 48h. 

7. Concluzii și contribuții personale 
În prezenta teza de doctorat am urmărit realizarea și caracterizarea fizico-chimică și biologică 

a unor nanoparticule de argint obținute prin fitosintetză, în scopul dezvoltării unor sisteme 

antimicrobiene moderne cu potențială eficacitate în prevenirea și tratarea locală a parodontopatiilor. 
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Rezultatele studiului evidențiază viabilitatea utilizării extractelor naturale în fitosinteza 

nanoparticulelor de argint. Aplicarea a două metode distincte de extracție, anume extracția clasică la 

temperatură și extracția asistată de microunde, a condus la obținerea unor extracte naturale cu 

diferențe notabile în compoziție. Aceste variații compoziționale, laolaltă cu diferențele 

compoziționale între diferite plante au avut un impact semnificativ asupra morfologiei și dimensiunii 

nanoparticulelor sintetizate. 

Gradul de noutate al tezei este adus în principal de fitosinteza nanoparticulelor de argint 

folosind extracte de Marrubium vulgare L (unguraș). obținute prin două metode de extracție diferite: 

extracția clasică la temperatură-MT și extracția asistată cu microunde-MM. Utilizarea extractelor 

naturale pentru dezvoltarea nanoparticulelor metalice reprezintă un domeniu în continuă dezvoltare. 

Abordarea prezentată în această teză de doctorat se aliniază cu principiul „chimiei verzi”. 

Studiul actual reprezintă o confirmare a potențialului extractelor de Marrubium vulgare L în 

domeniul nanotehnologiei. Pe de altă parte, având în vedere potențialul biomedical binecunoscut al 

acestei plante, nanomaterialele dezvoltate ar putea avea aplicații în mai multe domenii biomedicale, 

dar sunt necesare studii suplimentare. 

Cercetările intreprinse în prezenta teză de doctorat constituie o validare a potențialului 

aplicativ al extractelor vegetale, îndeosebi a celor de Marrubium vulgare L în contextul 

nanotehnologiei, evidențiind o aliniere cu principiul fundamental al "chimiei verzi". Această abordare 

urmărește reducerea substanțelor periculoase reziduale și limitarea utilizării reactivilor cu impact 

negativ asupra mediului și sănătății umane. Cu toate acestea, este imperativă derularea de investigații 

suplimentare pentru a evalua exhaustiv toxicitatea nanoparticulelor produse prin procesele de 

fitosinteză. 

Cercetările personale au furnizat o serie de dovezi privind interacțiunile complexe dintre 

nanomateriale și sistemele biologice, evidențiind necesitatea continuării cu evaluări cuprinzătoare ale 

biocompatibilității și potențialului terapeutic al acestora. 
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