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Introducere

Parodontopatiile reprezintd afectiuni cronice inflamatorii asociate cu acumularea placii dentare
(biofilmului dentar) si care conduc la distrugerea progresiva a parodontiului. Parodontopatiile apar in
urma interactiunilor dinamice complexe dintre agenti bacterieni, factori imunologici specifici si
factori nocivi de mediu.

Avand 1n vedere prevalenta crescutd a acestor afectiuni in randul populatiei, precum si
necesitatea protejarii si restabilirii sanatatii parodontale pentru bunastarea generald, studiile tezei de
doctorat s-au axat pe dezvoltarea unor sisteme terapeutice cu rol functional in tratarea
parodontopatiilor.

Tratamentele medicamentoase actuale se bazeaza pe de-0 parte pe utilizarea agentilor
antimicrobieni pentru eliminarea microorganismelor patogene, iar pe de alta parte pe utilizarea
antiinflamatoarelor pentru reducerea raspunsului inflamator, respectiv o corectare complexa si
completa a mediului bucal cu impiedicarea retentiei placii bacteriene. Dar, administrarea pe termen
lung a acestora induce o serie de reactii adverse si nu este recomandati. In prezent, se cauti solutii
alternative biocompatibile, care sd conduca la efecte terapeutice satisficatoare, fard consecinte
negative.

Pentru a asigura succesul terapiei, este esentiala selectarea corectd a agentilor antimicrobieni si
utilizarea unei metode eficiente de administrare, respectiv a unor sisteme de eliberare corespunzatoare
a substantelor medicamentoase.

In comparatie cu antibioticele traditionale, nanoparticulele de argint au proprietiti
antibacteriene fara a genera rezistenta bacteriana.

Datorita toxicitatii reduse, capacitatilor fototermale, imunoterapiei, activitatii antiinflamatorii,
calitatilor antibacteriene, tehnicilor simple de fabricatie si costurilor ieftine, nanoparticulele metalice
multifunctionale cu activitati terapeutice arata promitatoare considerabile in domeniul tratamentului
bolii parodontale. Pornind de la aceste caracteristici, nanoparticulele de argint au fost selectate ca
sisteme terapeutice Tn prezentul studiu.

Nanoparticulele de argint mediate de extracte de plante oferd o metoda simpla pentru sinteza in
situ, fiind in acelasi timp foarte stabile, deoarece actioneaza atat ca agenti reducatori, cat si ca agenti
de stabilizare.

Produsele vegetale au fost alese pornind de la multiple date existente in literatura cu privire la
actiunea antimicrobiana, antioxidanta si antiinflamatoare a partilor aeriene ale speciilor de Unguras

(Marrubium Vulgare L.), Isop (Hyssopus officinalis L.), Oregano (Origanum vulgare L.) si Urzica
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(Lamium album L.).

Astfel, obiectivul principal al tezei de doctorat a fost fitosinteza AgNP-urilor cu rol
antimicrobian impotriva agentilor patogeni orali, constituind baza pentru dezvoltarea de produse
multifunctionale care pot ajuta la prevenirea si tratamentul infectiilor si bolilor dentare, asigurand o
terapie mai putin intruziva.

I. PARTEA GENERALA

1. Concepte actuale privind tratamentul parodontopatiilor

1.1. Aspecte generale privind terapia parodontopatiilor

Parodontopatiile sunt cunoscute ca afectiuni multifactoriale care implicd atit prezenta
biofilmelor bacteriene, cat si un raspuns inflamator complex, incluzdnd producerea de citokine,
eicosanoide si metaloproteinaze. Bacteriile Gram-negative existente in biofilm induc producerea unui
raspuns inflamator din partea gazdei, fapt care poate produce distrugerea progresiva, uneori
ireversibild a tesuturilor moi si/sau osoase [1-3].

Terapia chirurgicald include tehnici precum: debridarea cu clapa deschisd (Open Flap
Debridement - OFD); regenerarea ghidata a tesutului (Guided Tissue Regeneration -GTR; terapie
folosind plasma bogata in trombocite (Platelet-Rich Plasma PRP) [2,3].

Terapia nechirurgicala consta intr-o serie de proceduri si interventii menite sd controleze
infectia si sd previna progresia bolii parodontale, printre care:

1. Detartraj - poate include procedura de scaling, care implica indepartarea placii bacteriene
st a tartrului de pe suprafata dintilor si de sub linia gingivala si, respectiv procedura de root
planing, care consta in netezirea radacinilor dintilor pentru a elimina toxinele bacteriene si
pentru a crea o suprafatd curata si neteda, favorizand reatasarea gingiei sdndtoase la dinte.

2. Tratament cu antibiotice si antimicrobiene — atat sistemic: administrarea orala sau injectarea
de antibiotice pentru a controla infectia; cat si tratament local: aplicarea directd a
antibioticelor sau agentilor antimicrobieni in pungile parodontale pentru a reduce bacteriile
specifice, asa cum este prezentat in continuare.

3. Ingrijirea orald personala riguroasi: periajul corect si ata dentard sunt esentiale pentru
prevenirea acumularii pldcii bacteriene, alaturi de utilizarea unor agenti antiseptici, ca ape
de gura antiseptice pentru reducere incarcarii bacteriene locale.

4. Managementul factorilor de risc: renuntarea la fumat deoarece este cunoscut ca factor major
de risc pentru bolile parodontale; controlul glicemiei, avand in vedere faptul ca diabetul
necontrolat poate agrava bolile parodontale [4].

1.2. Antibioterapia sistemica in tratamentul standard al parodontopatiilor
7
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In tratamentul nechirurgical al parodontopatiilor cronice si prevenirea complicatiilor severe

utilizeaza frecvent ca antibiotice standard metronidazolul fie singur, fie utilizat in asociere cu alte
antibiotice cum ar fi amoxicilina, sau amoxicilina cu acidul clavulanic sau ciprofloxacina.

1.3. Antibioterapia locala ca optiune neinvaziva de electie. Terapii locale adjuvante.

Principala cauzd a infectiilor In parodontopatii o constituie pungile parodontale, motiv pentru
care aplicarea directd a medicamentelor in aceste zone s-a dovedit mai eficientd decat tratamentele
sistemice, sau complementara acestora, reducand totodata complicatiile asociate administrarii orale.
Pentru a asigura succesul terapiei, este esentiala selectarea corectd a agentilor antimicrobieni si
utilizarea unei metode eficiente de administrare, a unor sisteme de eliberare corespunzitoare a
substantelor medicamentoase [2].

1.4. Sisteme moderne de cedare locala a substantelor active in terapia bolii paodontale.

Sisteme multiparticulate. Nanoparticule metalice.

Nanoparticulele de argint sintetizate prin metode fitochimice, cunoscute sub denumirea de
nanoparticule de argint fitosintetizate (AgNPs) reprezinta obiectul unor cercetari actuale pentru
potentialele lor aplicatii in diverse domenii medicale, inclusiv in medicina dentari. In cazul
parodontozei, AgNPs oferd beneficii terapeutice semnificative avand 1n vedere proprietatilor lor
puternic antibacteriene (dezechilibreazd membranele celulare bacteriene, penetreaza celulele si
interferd cu functiile metabolice si replicarea ADN-ului bacterian). Alaturi de activitatea specific
antibacteriand, AgNPs manifesta si proprietati proprii antiinflamatorii, benefice in terapia parodontala
[5]. Sinteza prin fitosinteza a acestor AgNPs este ecologica si sustenabila, se realizeaza folosind
extracte vegetale care actioneaza ca agenti reducdtori pentru formarea nanoparticulelor si ca
stabilizatori, imbunatatind biodisponibilitatea si compatibilitatea nanoparticulelor [6]. Sunt selectate
indeosebi extractele vegetale cu principii active cu activitate intrinsecd antioxidanta, dar si
antiinflamatorie, antimicrobiana, antiseptica, asa cum se va prezenta in capitolul urmator al partii
generale-teoretice a lucrarii si care au fost ideile generatoare ale studiilor care fac obiectul
contributiilor personale ale lucrarii.

AgNPs pot fi incorporate in diverse produse dentare precum ape de gura si paste de dinti pentru
a oferi tratament si preventie tintite pentru boala parodontala. Ele sunt de asemenea utile in implanturi,
acoperiri ale unor dispozitivele dentare pentru a preveni colonizarea microbiand si formarea de

biofilm.
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2. Abordari fitoterapice in managementul parodontopatiilor
2.1. Importanta fitoterapiei
Existd o serie de dovezi care atestd preocupdrile privind valorificarea plantelor in diferite
domenii de activitate.

Datoritd diversitatii compusilor chimici continuti este de asteptat ca plantele medicinale sa
contribuie la dezvoltarea unor noi strategii terapeutice inovative, precum si a unor noi modele
moleculare cu activitate antimicrobiand, antiinflamatoare si antinociceptiva locala.

Pentru tratarea parodontopatiilor ar putea fi benefica utilizarea anumitor extracte obtinute din
plante, care intr-o formulare adecvatd ar putea avea efecte terapeutice evidente. Am selectat spre
analiza plante din familia Lamiaceae, recomandate de literatura de specialitate pentru actiunile
antimicrobiand, antioxidanta, antiinflamatoare si antifungica.

2.2. Familia Lamiaceae

Una dintre familiile de plante cu o varietate de aplicatii biologice si medicale o reprezinta
familia Lamiaceae, iar printre cele mai cunoscute plante cu utilizare diversa sunt mirodeniile precum
menta, busuiocul, salvia, rozmarinul, isopul si oregano [7]. Datorita proprietatilor biologice, speciile
din familia Lamiaceae sunt utilizate in industria farmaceutica si in medicina traditionala, iar printre
aplicatiile medicale se pot enumera stimularea circulatiei sangelui, aplicatii diuretice, intdrirea
sistemului nervos central [8-10].

Datorita uleiurilor esentiale din speciile de Lamiaceae, aplicatiile biologice sunt numeroase si
cuprind activitati antioxidante, antiinflamatorii, analgezice, antimicrobiene, antifungice,

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

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

3.1. Ipoteza de lucru

Dezvoltarea nanoparticulelor metalice fitosintetizate a devenit unul dintre cele mai productive
domenii de cercetare in nanotehnologie. Volumul anual de publicatii pe aceastd tema a crescut
exponential. Avand mai multe avantaje in comparatie cu nanoparticulele obtinute pe cai clasice
(inclusiv, dar fara a se limita la, proprietdti antioxidante sau antimicrobiene imbunatatite, precum si
toxicitate redusa), nanoparticulele fitosintetizate sunt acum considerate alternative viabile la
nanoparticulele metalice conventionale. Extractele dintr-o gama diversa de plante sunt folosite in
sinteza verde a acestor nanoparticule, unde actioneaza atat ca agenti de reducere, cat si de acoperire.

3.2. Obiectivele generale ale studiului
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Plecand de la aceste observatii, cercetarea din prezenta tezd de doctorat a avut drept scop

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

In ciuda gamei vaste de plante explorate pentru aceasti aplicatie, o analizd a bazelor de date
stiintifice majore (SCOPUS, Web of Knowledge) nu a evidentiat niciun studiu privind utilizarea
extractelor de Marrubium vulgare L. pentru fitosinteza nanoparticulelor de argint. Tn acest context,
noutatea adusa de cercetarile intreprinse se refera la faptul ca extractul speciei Marrubium vulgare
L., folosit la prepararea nanoparticulelor de argint nu a fost mentionat pind acum ca agent reducdtor
utilizat in procesul de fitosinteza al acestora. Am utilizat pentru fitosinteza nanoparticulelor de argint
mai multe extracte vegetale pentru o analiza comparativa a performantelor acestora.

Obiectivele generale urmarite in prezenta cercetare au fost:
1. Obtinerea extractelor vegetale
Fitosinteza nanoparticulelor de argint

.....

2
3. Caracterizarea extractelor vegetale si a nanoparticulelor experimentale
4

experimentale
4. Metodologia generala a cercetarii
4.1. Materiale utilizate
Materialul vegetal utilizat in acest studiu, reprezentat de partile aeriene ale speciilor Unguras
(Marrubium Vulgare L.), Isop (Hyssopus officinalis L.), Oregano (Origanum vulgare L.) si Urzica
(Lamium album L.) a fost colectat din seminte certificate si achizitionat de pe piata locala.
4.2. Obtinerea extractelor naturale
Pentru obtinerea extractelor naturale s-au aplicat doud metode de extractie, alegerea acestora
fiind justificata de capacitatea de a asigura atdt extractia eficientd a principiilor active, cat si
posibilitatea de a fi scalate pentru aplicatii industriale, conform datelor din literatura [15].
e metoda clasica, care consta in amestecarea materialului vegetal cu solventul si mentinerea
acestui sistem la o anumita temperaturd minim lh.
In cazul nostru, produsul vegetal, care anterior a fost maruntit, a fost supus extractiei
clasice la temperatura de 70°C, utilizand ca solvent un amestec hidroalcoolic, in raport
volumetric etanol:apa = 1:1; pentru extractie a fost utilizata etuva Memmert UN 110,

timpul de extractie fiind de 3 ore.

e metoda asistata de microunde pentru care materialul vegetal si solventul au fost incélzite
folosind un echipament Ethos Easy Advanced Microwave Digestion System, timp de 30

de minute la o temperatura de 70°C.
10




UMF "CAROL DAVILA® BUCURE

Y
< ceF\T‘I\NDz
UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE ,,CAROL DAVILA“ DIN BUCURESTI W

FACULTATEA DE FARMACIE -

1ISO 9001
Certificate 7267 C

Str. Traian Vuia 6, sector 2, Bucuresti, tel.: 021-318 07 47/48/49, www.umfcd.ro, email: decanat.farmacie@umfcd.ro

Pentru ambele metode, solventul folosit a fost un amestec hidroalcoolic (etanol:apa 1:1 v/v), iar
raportul dintre materialul vegetal si solvent a fost mentinut la 1:10 (g/v).

Dupa obtinerea si filtrarea extractelor, acestea au fost reduse folosind un rotaevaporator
Laborota 4000 Heildolph pentru indepirtarea solventului volatil, utilizand distilarea sub vacuum. in
final, dupa indepartarea a peste 90% din solvent, extractul a fost uscat prin liofilizare (utilizand un
liofilizator Christ LSC Alpha 2-4-LSC) in vederea conservarii proprietatilor extractului, pe de o parte,
si pentru prelungirea duratei de pastrare a acestuia, pe de altd parte. Extractele astfel uscate au fost
pastrate la congelator In vederea utilizarii ulterioare.

Extractele obtinute, pentru prepararea nanoparticulelor de argint, au fost redizolvate in apa.
Procedeul de fitosinteza presupune amestecarea unor cantitati egale de extract natural si solutie de
azotat de argint (AgNOs, 10° M), obtinutd prin dizolvarea cantititii adecvate de AgNOs
(Chimreactiv, Romania) in apa bidistilata. Apa bidistilata utilizatd pentru toate experimentele a fost
obtinuta in laborator, utilizand un distilator GFL 2102.

Extractele utilizate au fost codificate conform Tabelului 1.

Tabel 1. Codificarea extractelor obtinute, utilizind ca solvent amestecul hidroalcoolic (conform

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

Nr.
Planta Metoda de extractie si codificare
crt.
| Tsop Extlracip? uT Extrarcriera31lslt§ta de HM
(Hyssopus officinalis L.) clasica crounde
) Oregano Ex{ragpwe OT Extracge amst;tta de oM
(Origanum vulgare L.) clasica ficrounde
3 Urzica Extra.c‘gvle UT Extracge asistata de UM
(Lamium album L.) clasica microunde
4 Unguras E);trgcgle MT Extrac;!e amst(r;lta de MM
(Marrubium vulgare L.) clasica ficrounde

4.3. Fitosinteza nanoparticulelor de argint
Pentru procesul de fitosinteza, s-au amestecat volume egale de extract preparat si solutie de
azotat de argint (25 mL din fiecare). Acest amestec a fost ldsat sd reactioneze timp de 24 de ore in
conditii ambientale, pH-ul final al amestecului fiind situat in jurul valorii 7 si determinat utilizand un
pH-metru Lab 870 (Analaitic Laboratory). Reducerea ionilor Ag™ la nanoparticule de argint (AgNP)

a fost realizata prin adaugarea extractelor brute la solutia de azotat de argint proaspat preparata.
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4.4. Tehnici de caracterizare

4.4.1. Determinarea continutului total de fenoli (TPC)

Reactivul Folin-Ciocalteu si solutia de carbonat de sodiu au fost obtinute de la Merck KGaA,
Darmstadt, Germania. Acesti reactivi au fost utilizati fara purificare suplimentara. Densitatea optica
a fost masurata la 765 nm folosind un spectrofotometru UV-Vis Rigol Ultra 3660 de la Rigol
Technologies, Beijing, China. Rezultatele au fost comparate cu o curba standard preparata cu solutii
de acid galic, iar valorile finale au fost exprimate ca miligrame de echivalenti de acid galic (GAE)
per gram de substanta uscata [16].

4.4.2. Cromatografia de lichide de inalta precizie

Cuantificarea polifenolilor si a altor compusi din extracte a fost efectuata 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) si o coloand Kinetex EVO C18 (150 x 4,6 mm,
dimensiunea particulei de 5 pum). Faza mobila a constat dintr-un sistem cu doi solventi, solventul A
fiind 0,1% acid trifluoracetic (TFA) in apa si solventul B fiind 0,1% TFA 1in acetonitril. Eluarea a fost
efectuata in modul gradient, cu urmatorul 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 efectuata la cinci lungimi de unda diferite (255, 280,
325 51 355 nm).

4.4.3. Spectrometria UV-Vis

Pentru aceste determinari, a fost folosit un spectrofotometru Rigol Ultra 3660 de la Rigol
Technologies Inc., Beijing, China. Acest echipament are o rezolutie optica de 0,5 nm si utilizeaza
cuve de cuart cu o lungime de cale de 1 cm. Analiza a fost efectuata in intervalul de lungimi de unda
de 370-600 nm, conform recomandarilor din literatura de specialitate [17-19].

4.4.4. Difractia de raze X

Analizele de difractie 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 si 200 mA, cu
radiatie CuKa (A = 1,54059 A). A fost folosit modul de scanare 26/, acoperind intervalul unghiular
de la 7 1a 90° (26).

4.4.5. Microscopia electronica de transmisie (TEM)

Analiza prin microscopie electronicd cu transmisie (TEM) a fost efectuatd utilizdnd un
microscop electronic cu transmisie corectat de imagine Titan Themis 200 de la FEI, Hillsboro, OR,
SUA. Microscopul a fost echipat cu o sursa de electroni cu pistol cu emisie de camp de inalta

luminozitate (X-FEG) si 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 inaltd rezolutie (HR-TEM), cuplat cu

difractia electronilor n zonaselectatd (SAED) pentru identificarea structurala.
4.4.6. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)
Masuritorile 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 KRSS5. Masuratorile au fost efectuate in
intervalul de la 400 la 4000 cm™ cu 32 de acumuliri la o rezolutie de 4 cm™.
4.4.7. Activitatea antioxidanta
Activitatea antioxidanta a extractelor si nanoparticulelor de argint a fost determinata folosind
testul DPPH (Sigma Aldrich, Burlington, MA, SUA).
4.4.8. Evaluarea biocompatibilitatii nanoparticulelor de argint fitosintetizate
Fibroblastele gingivale umane (linia celulara HFIB-G, nr. cat.: 1210412, Provitro, Berlin,
Germania) au fost cultivate in mediu complet Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS) si 1% penicilind/streptomicind/amfotericind. Celulele au
fost mentinute intr-o atmosferd umidificat cu 5% COzin aer, la 37°C. Celulele (10* celule/godeu) au
fost Tnsdmantate 1n placi cu 96 de godeuri si lasate sa 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 urmatoarele 24, respectiv 48 de ore la 37°C cu 5% CO.. Probele au fost diluate
anterior in mediu complet Eagle modificat de Dulbecco, iar concentratiile obtinute ale NP-urilor
fitosintetizate au fost de 0,1% (echivalent cu o concentratie de aproximativ 0,54 pg Ag/mL), 2,5%
(echivalent cu o concentratie de 13,5 pg Ag/mL) si 5% (echivalent cu o concentratie de aproximativ
27 pg Ag/mL). Volumul final a fost de 300 pL pentru fiecare godeu. Probele de control au fost
reprezentate de celule neexpuse la NP-urile fitosintetizate. La sfarsitul fiecarui timp de incubare,
celulele au fost examinate utilizand un microscop inversat Optika 1IM-3.
4.4.9. Evaluarea viabilititii celulare
Viabilitatea celulelor fibroblastice umane a fost determinata folosind testul cu bromura de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT, Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, SUA),
care se bazeaza pe reducerea compusului tetrazoliu MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolium bromurd) de culoare galbena, la cristale de formazan violet, de catre enzimele
(succinat dehidrogenaze mitocondriale — NAD(P)H dependente) celulelor active metabolic. (Hansen;
Nielsen; Berg, 1989). Mediul de crestere a fost indepartat dupa 24 si respectiv 48 de ore de incubare
si apoi, s-au adaugat 100 uL de DMEM cu 10 pL de MTT in fiecare godeu timp de 4 ore la 37°C.
Dupa incubare s-au folosit 100 pL/godeu de solutie SDS-HCI (10%) pentru a dizolva cristalele de
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formazan violet, iar dupa alte 4 ore, absorbanta a fost masurata la 570 nm cititorul de microplaci

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

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

Nivelurile de NO acumulate in mediul de cultura celulara au fost masurate dupa 24 si 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 etilendiamina 0,1% si sulfanilamida 1% in
5% H3PO4). A fost masuratd absorbanta la 540 nm folosind cititorul de microplaci multi-mod
FLUOstar® Omega BMG LABTECH (Ortenberg, Germania), iar rezultatele au fost comparate cu
controlul.

4.4.11. Evaluarea toxicitatii prin Testul LDH (Lactat dehidrogenaza)

Acest test a fost folosit pentru a masura lactat dehidrogenaza eliberata de celulele HFIB-G,
dupa 24 si respectiv 48 de ore in prezenta NP-urilor fitosintetizate. Astfel, 50 puL din mediu de cultura
din fiecare godeu testat au fost amestecati cu 50 pL de amestec de reactie (substrat si cofactor) si
incubati la temperatura camerei timp de 30 de minute , in Tntuneric. A fost masurata absorbanta la
490 nm (specific pentru produsul de reactie) si la 680 nm (pentru corectia fondului) folosind cititorul
de microplaci multimod FLUOstar® Omega de la BMG LABTECH (Ortenberg, Germania). Pentru
a calcula procentul de citotoxicitate , absorbanta de 680 nm a fost scazuta din absorbanta de 490 nm,
iar rezultatele au fost comparate cu martorul.

4.5. Analiza statistica

Rezultatele experimentale obtinute pe baza determindrilor multiple paralele (asa cum s-a
mentionat pentru fiecare metoda), precum si datele primare obtinute au fost analizate pentru a stabili
semnificatia statisticd folosind analiza variantei (ANOVA unidirectionald) si testul Tukey pentru a
determina diferentele semnificative intre medii. Diferentele semnificative au fost stabilite la p < 0,05.
Rezultatele prezentate sunt media + eroarea standard a mediei (SE) determinarilor independente.
Rezultatele testelor MTT, NO si LDH au fost exprimate ca medii cu abateri standard. Variabilele
cantitative independente au fost testate intre grupuri folosind Testul t Student. Valorile p < 0,05 au
fost considerate semnificative statistic. Reprezentarile grafice au fost construite folosind software-ul

de analiza si grafica a datelor OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, SUA).

5. Caracterizarea extractelor si a nanoparticulelor de argint fitosintetizate

5.1. Caracterizarea extractelor naturale
Rezultatele analizelor fitochimice si ale analizei HPLC releva influenta metodei de extractie

asupra compozitiei extractului. Astfel, compusii fenolici totali (exprimati ca mg GAE/g greutate
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uscatd) sunt semnificativ mai mari pentru extractia asistatd cu microunde; extractele de oregano au

valori TPC constant mai mari, Tn comparatie cu extractele de isop, unguras si urzica. Datele din
literatura prezinta unele rezultate comparabile. De exemplu, macerarea la temperatura camerei intr-
un amestec hidroalcoolic a condus la un TPC de cca. 2,45 mg GAE/g, in timp ce diferite metode de
extractie 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 si protocatecuic), proba HT prezintd concentratii semnificativ mai mari, comparativ cu
celelalte extracte. De asemenea, acidul rosmarinic a fost identificat intr-un continut mai mare decat
alte studii prezentate anterior [21]. Grupul de flavanoli se gaseste in mod constant intr-o concentratie
mai mare in extractele de microunde, precum si in extractele de oregano, aceeasi tendinta fiind
inregistrata si pentru standardele de flavonoide (cu exceptia notabild a naringeninei), identificate in
cantitati mai mari in extractele de isop, desi, incd o datd, extractia asistatd cu microunde a dus la un
randament superior. Au fost inregistrate exceptii semnificative pentru izoquercitrind (nedetectatd in
proba OT) si rutin (nedetectat in proba OM). Un caz interesant este reprezentat de resveratrol.
Identificata in cantitati mai mari in extractele de isop, prezinta randamente mai mari pentru extractia
clasica temperatura; acest lucru ar putea fi explicat prin labilitatea sa termica, care poate fi accentuata
n tehnicile asistate cu microunde [22].

O observatie speciald cu privire la rezultatele HPLC este ca singurii doi compusi care se gasesc
in cantitati mai mari in proba MT (comparativ cu MM), sunt catechina flavan-3-ol si, intr-o masura
mai mica, acidul hidroxicinamic 0- acidul cumaric (de remarcat, ceilalti izomeri cuantificati,
epicatechina si acidul p-cumaric, se gasesc in cantitdti mai mari in MM). Aceste observatii ar sugera
0 anumita selectivitate a metodelor de extractie care ar putea influenta formarea nanoparticulelor si
aplicatiile biomedicale.

5.2. Caracterizarea nanoparticulelor de argint

Spectrele de absorbtie UV-Vis au fost aplicate pentru a monitoriza fitosinteza nanoparticulelor
de argint, evidentiind varfuri caracteristice ale AgNP la aproximativ 423 nm pentru proba MT-AgNP
si la 430 nm pentru proba MM-AgNP. Tn spectrele UV-Vis inregistrate pentru probele MT-AgNP si
MM-AgNP, aparitia unor maxime de absorbantd in regiunea de 400-500 nm sugereaza fitosinteza
nanoparticulelor. Desi spectrele de absorbtie UV-Vis sunt obtinute la concentratii scdzute (folosind
probe diluate), acestea nu numai cad confirma procesul de fitosinteza, dar indica si dimensiuni putin
mai mari ale nanoparticulelor in cazul probei MM-AgNP. Comparand spectrele de absorbtie ale
extractelor diluate si ale solutiei stoc de azotat de argint, nici extractele si nici azotatul de argint nu

prezintd maxime de absorbtie 1n regiunea de interes.
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Procesul de fitosinteza a fost confirmat prin analiza difractiei cu raze X. Identificarea fazei Ag0

a fost realizatd prin compararea cu cardul ICDD PDF nr. 01-077-6577. Desi prezenta altor varfuri
XRD este usor vizibila datorita contributiei haloului amorf la aspectul general al difractogramelor, o
analiza detaliata folosind software-ul PDXL a confirmat prezenta acestora.

Evaluarea probelor utilizand tehnici de analizi TEM, HR-TEM, SAED si distributia
dimensiunii particulelor a aratat ca nanoparticulele sunt in general sferice, cu diametre medii de 14,4
nm pentru proba MT-AgNP si 18,8 nm pentru proba MM-AgNP. Utilizarea extractului MM a condus
nu numai la formarea de nanoparticule cu dimensiuni mai mari, ci si la o diversitate morfologica
extinsd. In timp ce nanoparticulele cvasi-sferice au fost preponderente, s-au identificat si alte
morfologii distincte, inclusiv forme triunghiulare, hexagonale si elipsoidale in esantionul MM-AgNP.
Aceste rezultate subliniaza avantajul utilizarii extractului MT pentru sinteza nanoparticulelor de
dimensiuni mai mici si cu morfologie mai uniforma, aspecte critice pentru aplicatiile biomedicale
[23].

Imaginile TEM au relevat o morfologie cvasi-sferica pentru toate probele analizate, iar
distributia diametrului a fost in concordanta cu determinarile XRD: HT-aproximativ 18,5 nm, HM-
10,5 nm, OT-16,5 nm si OM- 10 nm.

Analiza FTIR a fost efectuata atat pe nanoparticule, cat si pe extractele parinte pentru a evalua
fitoconstituentii implicati in proces. Atat extractele, cat si nanoparticulele au relevat prezenta
gruparilor functionale corespunzatoare alcoolilor si fenolilor (O—H), acizilor carboxilici (intinderea
C-0), gruparilor metil si aldehide (intinderea legaturilor C—H), alchenelor (intinderea C=C), si
aromatice (intindere C—C). Picurile FTIR observate in ambele extracte pot fi atribuite dupa cum
urmeazi: 3383/65 cm™ pentru grupirile hidroxil libere, 2979 si 2902/3 cm™ pentru vibratiile de
intindere C-H si 1652 cm™ pentru vibratiile gruparii carbonil. In plus, benzile de la 880 si 1453 cm™
(prezente doar in MM) ar putea fi atribuite vibratiilor de intindere ale CO3>". Varfurile de la 1382/4
pani la 1044/5 cm™ reprezinti vibratii de intindere asimetrice si simetrice ale PO-2 si fosfolipide, in
timp ce varful de la 1404 cm™ corespunde intinderii C-O-C a acizilor nucleici si fosfolipidelor. In
plus, varful de la 632 cm™ indicd indoirea in afara planului vibratiilor CH, iar benzile din regiunea
700-900 cm™ corespund vibratiilor de indoire in afara planului, in timp ce cele din regiunea de 500-
600 cm* sunt atribuite vibratiilor de intindere a inelului, puternic amestecate cu indoirea in plan a
vibratiilor CH.

La compararea rezultatelor obtinute pentru nanoparticule (NP) cu extracte, se observa o crestere
a varfurilor corespunzitoare compusilor organici (1400-1650 cm™). Mai exact, trei varfuri apar in

spectrele FTIR ale NPs sau experimenteazi o crestere semnificativi a intensititii: 1639/1651 cm™,
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1608 cm™ (mai vizibile in MM-AgNP) si 1516/5 si 1450/3, 1272/ 48, respectiv 1172/3. Datele din
literatura atribuie aspectul varfurilor FTIR la 1172/3 si 1272/48 cm-1 prezentei AgNP-urilor.

Cresterea observati pentru varful la 3363/31 cm

se datoreazd cel mai probabil prezentei
nanoparticulelor de argint. Modificarile semnificative ramase in spectrele FTIR ar putea fi atribuite
dupa cum urmeaza: 1639/1651 cm-1 (intinderea C-N si C-C indicand prezenta proteinelor), 1608 cm
! (mai vizibile Tn MM-AgNP, corespunzitoare banda amidi I a proteinei), 1516/5 (vibratie de indoire
CH 1in plan din inelele fenil) si 1450/3 (vibratie de intindere N—H prezentd 1n legaturile amidice ale
proteinelor). Aceste rezultate sugereaza o actiune sinergica a mai multor clase de fitoconstituenti in

procesul de fitosinteza, inclusiv compusi fenolici si proteine [24].

6. Evaluarea potentialului biomedical si a citotoxicitatii
6.1. Evaluarea activitatii antioxidante a nanoparticulelor de argint

In Fig. 1 sunt redate rezultatele testului de evaluarea a potentialului antioxidant pentru extractele

si dispersiile contindnd nanoparticule metalice.
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Fig. 1. Rezultatele testului de evaluarea a potentialului antioxidant (inhibare DPPH). Valorile sunt
medii + SEM, n = 5 per grup de tratament. Mediile care nu prezinta o literd superscript comund

diferd (p < 0,05), conform analizei prin ANOVA unidirectionala si testul TUKEY.

6.2. Evaluarea morfologiei, biocompatibilitatii, viabilitatii si citotoxicitatii
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 in concentratii

scazute de 0.1% si timp de expunere redus (24 ore) prezinta mici modificari morfologice. Celulele
pastreazd 1n general forma alungitd, dar se observa o usoara reducere a extinderilor citoplasmatice.
Nucleul raméane intact, iar citoplasma nu aratd semne evidente de contractie. Fibroblastele inca adera
bine la substrat, insd pot fi observate mici vacuole citoplasmatice sau inceputuri de agregare a

nanoparticulelor in jurul celulei.

La concentratii mari de 5% si timp de expunere prelungit cu nanoparticule de argint
fitosintetizate, fibroblastele sufera schimbari morfologice dramatice. Celulele sunt complet rotunjite,
mai ales pentru unguras, semn al pierderii aderentei, iar citoplasma este redusa semnificativ. Nucleii
par fragmentati sau chiar absenti in unele celule, indicand moarte celulara.

Depozitele de nanoparticule de argint sunt vizibile atat in interiorul, cat si in exteriorul celulelor,
sugerand internalizarea nanoparticulelor si afectarea severa a structurii celulare.

6.2.2. Analiza viabilititii fibroblastelor gingivale umane (HFIB-G ) dupi incubarea cu
nanoparticulele de argint fitosintetizate prin tehnica MTT

Rezultatele obtinute in urma efectuarii testului MTT indica faptul ca nu existd modificari
semnificative ale viabilitatii celulelor HFIB-G expuse la concentratii scazute de 0,1% HM-AgNP si
HT-AgNP, in comparatie cu grupul martor. In contrast, incubarea fibroblastelor gingivale umane timp
de 48 de ore cu concentratii mai mari de HM-AgNP si HT-AgNP a determinat o reducere
semnificativa a viabilitatii celulare, cu o valoare p < 0,001 pentru 2.5% HM-AgNP si HT-AgNP, p
< 0,01 pentru 5% HM-AgNP si p < 0,05 pentru 5% HT-AgNP.

Concentratiile de 2.5% si 5% OM-AgNP si OM-AgNP au determinat o scadere progresiva, a
viabilitatii celulelor HFIB-G testate, atat dupa incubarea la 24 de ore (p < 0,05 pentru 2.5% OM-
AgNP si OT-AgNP; p < 0,01 pentru 5% OM-AgNP; , p < 0,001 pentru OT-AgNP) , cat si dupa
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 si OT-AgNP).

Rezultatele obtinute in urma expunerii timp de 48 de ore la 2.5% si 5% MM-AgNP, respectiv
MT-AgNP sunt in concordantd cu cele obtinute pentru OM-AgNP si OT-AgNP. De asemenea UM-
AgNP si UT-AgNP in concentratii ridicate (2,5% si 5%) determind o sciddere semnificativd a
viabilitatii celulelor fibroblastice umane intr-o manierd dependenta de doza si de timpul de expunere.

Rezultatul testului MTT a aratat ca atat extractele brute, cat si nanoparticulele lor corespunzatoare
demonstreaza o scadere dependenta de concentratie a viabilitdtii celulare, extractele asistate de
microunde (MM) si nanoparticulele sintetizate cu microunde (MM-AgNP) prezentand efecte mai
pronuntate decat nanoparticulele obtinute prin extractia clasicd. Mai exact, tratamentul cu MM-
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AgNP-urile au redus viabilitatea celulelor HFIB-G cu 37,72% dupa 24 de ore si cu 56,85% dupa 48

de ore la o concentratie de 5%, in timp ce pentru MT-AgNPs reducerea a fost de 18,08% dupa 24 de
ore si 38,86 % dupa 48 de ore.

Analiza comparativa a efectelor citotoxice dintre extractele brute si nanoparticulele lor
respective a relevat un model consistent in care extractele brute prezintd o potenti mai mare. in
special, extractul MM a dus la o reducere substantiala de 69% a viabilitatii celulare dupa 48 de ore,
depasind reducerea observatd pentru omologul sdu nanoparticule (56,86%). Aceastda tendinta
subliniaza capacitdtile citotoxice imbunatitite ale extractelor brute in comparatie cu formularile lor
de nanoparticule, sugerand o potentiala concentratie de compusi bioactivi in extracte care pot fi
moderate atunci cand sunt procesate in nanoparticule.

In urma testului MTT a probelor de isop si oregano, s-a observat ci nanoparticulele fitosintetizate
testate nu au afectat nivelul de viabilitate celulara la cea mai mica concentratie dupa 24 si 48 de ore
de incubatie. Cu toate acestea, la concentratii mai mari, in special dupa 48 de ore de incubare, s-a
observat o scadere a viabilitatii celulare in comparatie cu martor (celule fard expunere la
nanoparticulele fitosintetizate).

In cazul extractelor de urzica moarti, rezultatele testului MTT releva faptul ca viabilitatea celulara
scade in maniera dependentd de doza in cazul incubarii cu ambele tipuri de solutii de nanoparticule,
atat dupa 24- cat si 48 de ore, in comparatie cu controlul. Se obseva o viabilitate mai scazuta in cazul
probelor obtinute prin metoda de extractie la temperaturd in comparatie cu metoda de extractie

asistatd de microunde.

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

Pentru testele efectuate asupra solutiilor de nanoparticule fitosintetizate utilizand extracte de
Marrubium vulgare L s-a observat ca, spre deosebire de extractele brute, nivelurile de NO au crescut
pentru ambele metode de extractie si au ramas crescute dupd 24 si 48 de ore la cea mai mare
concentratie (5% din extractul initial), indicAnd un raspuns inflamator sustinut in comparatie cu
controlul. In mod remarcabil, cea mai semnificativa crestere a NO, cu 27%, a fost observata dupa 48
de ore de incubare cu extractul MM, in concordanta cu constatarile de citotoxicitate raportate in
rezultatele testului MTT.

Nivelul oxidului nitric in testele efectuate utilizand solutii de nanoparticule fitosintetizate prin
intermediul extractelor de urzica moarta a crescut in acelasi timp cu marirea dozei de nanoparticule

fitosintetizate, dupa o incubare a celulelor timp de 24h. In schimb, nivelul oxidului nitric a scizut in
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comparatie cu nivelul NO din control dupd 48h, sugerand un efect antiimflamator asupra

fibroblastelor gingivale umane ale probelor testate.

Cea mai mare capacitate antiinflamatoare a fost observata in cazul concentratiilor mai mici de
HT-AgNP dupa 48 de ore de incubatie, unde nivelul de oxid de nitric a scazut cu aproximativ 12%
fata de martor. In schimb, in cazul AgNP-urilor obtinute folosind extracte de oregano, s-a observat o
usoara scadere a nivelului de NO dupa 48 de ore de expunere, in special la concentratia de 0,1%,
comparativ cu controlul. Tn plus, se observa ci cel mai scazut nivel de nitriti a fost inregistrat in cazul

probelor obtinute prin metoda extractiei la temperatura.

6.2.4. Evaluarea citotoxicititii prin metoda LDH

Dupa expunerea la HT-AgNP, integritatea membranei nu a fost afectata semnificativ. Cu toate
acestea, incubarea cu HM-AgNP a afectat in mod semnificativ integritatea membranei, in special
dupa 48 de ore, aratand o crestere de aproximativ 15% a nivelului de LDH in comparatie cu controlul.
Cea mai mare crestere a fost observata dupa 48 de ore de incubare cu OM-AgNP (crestere de 45,97%
fata de martor), in timp ce cel mai mare nivel masurat dupa incubarea cu OT-AgNP a fost de 30,1%
in comparatie cu controlul dupa 24 de ore.

In cazul nivelului LDH eliberat in mediu pentru solutiile de nanoparticule fitosintetizate cu
extracte de unguras, nu sunt modificdri semnificative comparativ cu controlul. La concentratii mai
mari (2,5%, 5%), se remarca o scadere a nivelului LDH comparativ cu controlul pentru ambele probe,
sugerand un efect protector al probelor testate asupra integritatii membranare a liniei celulare HFIB-
G.

Pentru probele de nanoparticule fitosintetizate cu extracte de urzica moarta, in ceea ce priveste
nivelul LDH eliberat in mediu dupa pierderea integritatii membranare se observa o cantitate de LDH
mai mica fata de control la concentratiile mai mari ale probelor testate, mai ales dupa o incubare timp
de 24h, sugerand o capacitate protectoare a probelor testate asupra membranei fibroblastelor gingivale
umane testate. Cel mai scdzut nivel de LDH a fost masurat dupa o incubare a fibroblastelor timp de
24h la concentratia de 5% UM -AgNP si UT-AgNP, cu 21,47% respectiv 23,47% fata de control. Nu

sunt diferente semnificative ale nivelului de LDH in cazul incubarii celulelor timp de 48h.

7. Concluzii si contributii personale
In prezenta teza de doctorat am urmarit realizarea si caracterizarea fizico-chimici si biologica

a unor nanoparticule de argint obtinute prin fitosintetza, in scopul dezvoltdrii unor sisteme

antimicrobiene moderne cu potentiala eficacitate in prevenirea si tratarea locala a parodontopatiilor.
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Rezultatele studiului evidentiazd viabilitatea utilizarii extractelor naturale in fitosinteza

nanoparticulelor de argint. Aplicarea a doud metode distincte de extractie, anume extractia clasica la
temperaturd si extractia asistatd de microunde, a condus la obtinerea unor extracte naturale cu
diferente notabile in compozitie. Aceste variatii compozitionale, laolaltd cu diferentele
compozitionale intre diferite plante au avut un impact semnificativ asupra morfologiei si dimensiunili
nanoparticulelor sintetizate.

Gradul de noutate al tezei este adus in principal de fitosinteza nanoparticulelor de argint
folosind extracte de Marrubium vulgare L (unguras). obtinute prin doua metode de extractie diferite:
extractia clasicd la temperatura-MT si extractia asistata cu microunde-MM. Utilizarea extractelor
naturale pentru dezvoltarea nanoparticulelor metalice reprezintd un domeniu in continud dezvoltare.
Abordarea prezentata in aceasta teza de doctorat se aliniaza cu principiul ,,chimiei verzi”.

Studiul actual reprezinta o confirmare a potentialului extractelor de Marrubium vulgare L in
domeniul nanotehnologiei. Pe de alta parte, avand in vedere potentialul biomedical binecunoscut al
acestei plante, nanomaterialele dezvoltate ar putea avea aplicatii in mai multe domenii biomedicale,
dar sunt necesare studii suplimentare.

Cercetarile intreprinse in prezenta tezd de doctorat constituie o validare a potentialului
aplicativ al extractelor vegetale, indeosebi a celor de Marrubium vulgare L Tn contextul
nanotehnologiei, evidentiind o aliniere cu principiul fundamental al "chimiei verzi". Aceastad abordare
urmareste reducerea substantelor periculoase reziduale si limitarea utilizarii reactivilor cu impact
negativ asupra mediului si sdnatatii umane. Cu toate acestea, este imperativa derularea de investigatii
suplimentare pentru a evalua exhaustiv toxicitatea nanoparticulelor produse prin procesele de
fitosinteza.

Cercetdrile personale au furnizat o serie de dovezi privind interactiunile complexe dintre

nanomateriale si sistemele biologice, evidentiind necesitatea continudrii cu evaluari cuprinzatoare ale
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