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INTRODUCERE

Boala venoasd cronica este una dintre cele mai frecvente afectiuni vasculare, stadiul
adaptativ-evolutiv tradus prin pozitia bipeda a corpului uman fiind unul dintre principalii
determinanti. Manifestarile clinice sunt adesea ignorate in fazele incipiente sau se incadreaza
in contextul altor afectiuni, de aceea boala progreseaza la cele mai avansate stadii (ex. cordoane
varicoase, ulceratii). Toate semnele si simptomele sunt consecinta dezechilibrelor
metabolismului celular si se rezumd prin favorizarea statusului prooxidant, procoagulant si
proinflamator. Modalitétile terapeutice sunt variate, dar se ajunge adesea la metode invazive
care duc la recurente. Sursele vegetale au reprezentat dintotdeauna un punct de plecare citre
remedii pentru patologiile vasculare. Dintre toate s-au remarcat flavonoidele care sunt
principala recomandare a ghidurilor terapeutice. De asemenea, terapia compresiva ocupa un loc
aparte, iar alaturi de administrarea flavonoidelor se recomanda si In scop profilactic sau dupa
terapiile invazive.

Asocierea mai multor forme de terapie si a mai multor substante/principii active, cu
scopul anihilarii cit mai cuprinzadtoare a mecanismelor fiziopatologice, reprezintd o premisa
pentru cercetare. Aderenta pacientilor la tratament este un aspect primordial in succesul
terapeutic. Aceasta poate fi imbunatatita prin conceperea unor formulari cu administrare facila,
pe cdi usor accesibile si neinvazive cum ar fi calea transdermica, care s-ar putea utiliza
concomitent cu materialele compresive (bandaje/ciorapi compresivi).

Demersul de cercetare prezent are la bazd urmatoarele obiective principale: analiza
stadiului actual al cunoasterii cu selectia unor surse vegetale cu implicatii terapeutice; obtinerea
de extracte si caracterizarea fitochimica (calitativa, cantitativa); studiul stabilitatii extractelor;
evidentierea potentialului terapeutic (activitatea antioxidantd, potentialul de interactiune cu
tinte la nivel celular); analiza citotoxicitatii (in vivo, in vitro si in silico); integrarea extractelor
in nanoformulari cu biopolimeri; caracterizarea fizico-chimicd a formuldrilor; investigarea
posibilitatii de functionalizare a unui material compresiv; diseminarea rezultatelor obtinute in
literatura de specialitate.

In acest context, lucrarea de fatid reprezinti o etapi preliminard de investigare a
posibilitatii dezvoltarii unui produs farmaceutic complex ca prim pas cdtre noi oportunitati

terapeutice pentru tratamentul bolii venoase cronice.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
1. ASPECTE GENERALE DESPRE BOALA VENOASA CRONICA

In cadrul acestui capitol s-a stabilit contextul general al bolii venoase cronice, completat
de mecanismele prin care se dezvolta afectiunea la nivelul endoteliului vascular, musculaturii
netede vasculare precum si la nivel dermic. S-au descris principalele posibilitdti terapeutice
cuprinse in ghidurile de management precum si implicatiile derivatelor vegetale.

Definitia bolii venoase cronice este urmatoarea: orice anormalitate morfologica si
functionala a sistemului venos, de lunga duratd, manifestata prin semne si simptome care indica
Etiologic Anatomic Patofiziologic), conform ghidurilor terapeutice [2—4]. in Romania, conform
unui studiu (desfasurat in perioada iunie-iulie 2015, publicat in 2018), prevalenta este de 68.4%,
cu incidenta de 36.9% [5].

Fiziopatologia bolii venoase cronice este complexa, se rezumd prin declansarea si
autoalimentarea proceselor oxidative, inflamatoare si procoagulante. Mecanismele din cadrul
acestei cascade patologice actioneaza, uneori concomitent, alteori succesiv in sens degradativ
(figura 1.1.). Dezechilibrul de la nivel endotelial progreseaza pand la distructie dermica

(necroza tisulara).
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Figura 1.1. Afectarea vasculara in boala venoasa cronica, adaptare dupad Mansilha et al. [6].

In ceea ce priveste masurile terapeutice, acestea sunt variate si se stabilesc in functie de
stadiul afectiunii. Terapia compresiva este de prima intentie (clasa de recomandare I, nivel de
evidentd A/B) [2]. Din punct de vedere farmacologic, ca medicatie de baza se utilizeaza
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fractiunile flavonoidice purificate si micronizate (MPFF) (clasa de recomandare Ila, nivel de

evidenta A) [2]. Dintre terapiile invazive, aplicate in fazele mai avansate, se remarcd

urmatoarele: scleroterapia (cu lichid sau cu spuma) [7], terapia cu laser (EVLA) [6], ablatie
endovenoasa [8], terapia chirurgicala: stripping sau tehnica de ligaturare CHIVA [9,10]. Pentru
stadiile insotite de ulceratii cronice se practica debridare si administrare de antibiotice.

MPFF raman un standard in tratamentul bolii venoase cronice [11], dar se iau In
considerare si alte terapii pe baza de surse naturale (ex. extract de Ruscus [12], extract de castan
[13—15], extract de frunze de vitd de vie rosie [16], complexe de hidroxietilrutozide [17,18]).

Implicatiile surselor vegetale in tratament se pot rezuma astfel:

- activitate antioxidanta: captarea radicalilor liberi (ex. oxigen singlet, superoxid, hidroxil,
peroxizi), chelatarea ionilor metalici (ex. Fe?*, Fe*"), inhibarea enzimelor catalizatoare (ex.
xantin-oxidaza), regenerarea sistemelor antioxidante proprii celulelor [19];

- activitate antiinflamatoare: blocarea sistemelor de semnalizare pentru procesele
inflamatorii, inhibarea enzimelor cu rol in stimularea monocitelor si neutrofilelor pentru a
produce citokine (ex. protein-kinaza tirozinei este inhibatd de genisteina, iar beta-
glucuronidazele sunt inhibate puternic de luteolina, kaempferol, apigenind, quercetind) [20],
inhibarea ciclooxigenazelor (COX1, COX2), lipooxigenazei (LOX) si iNOS cu scdderea
productiei de citokine proinflamatorii (IL6, IL1-beta, IL8) si TNF-alfa, inhibarea factorului
nuclear NF-kB [21];

- activitatea antitrombotica: inhibarea expresiei moleculelor de adeziune ICAM1 si VCAMI,
inhibarea factorului de activare plachetard (PAF) (ex. ginkgolida B [22]), interferente cu
receptorii GPIIb/IIla (ex. naringenind, naringind, cumarind, esuletind, fraxetind [23])

- alte actiuni: restabilirea tonusului venos prin echilibrul vasoconstrictie-vasodilatatie (ex.
inhibarea metabolizarii COMT), inhibarea productiei excesive de ET1, efecte stabilizatoare
asupra colagenului pentru a preveni deformarea vasculara [22,24,25], favorizarea drenajului
veno-limfatic [24], vindecarea leziunilor (ex. quercetina [26], extractele de Calendulae flos
[27,28] sau Centella asiatica [22,26]), reducerea activitdtii matrix metaloproteinazelor (ex.
rutozida, diosmina [29]).

Astfel, sursele vegetale s-au dovedit intens studiate pentru tratamentul afectiunilor

vasculare si constituie o pistd de continud cercetare.



2. NANOTEHNOLOGII CU DERIVATE VEGETALE SI APLICATII
TOPIC-TRANSDERMICE

Capitolul contureaza implicatiile surselor vegetale in nanotehnologie, aspecte generale
privitoare la calea topic-transdermicd si exemplificari prin aplicatii raportate in literatura de
specialitate.

S-au dezvoltat mai multe nanosisteme cu derivati naturali [30]: nanoparticule (nanosfere,
nanocapsule, nanoparticule lipidice solide - SLN, carausi lipidici nanostructurati - NLC),
lipozomi conventionali sau acoperiti cu chitosan si/sau pectina (ex. liposomi secundari si tertiari
[31]), etozomi, transferzomi, invazomi, niozomi. S-au integrat diferite tipuri de extracte: apoase
(ex. provenind de la Centella asiatica, (nanoparticule), Hibiscus sabdariffa (lipozomi), Camelia
sinensis (nanoemulsie)), alcoolice (ex. provenind de la Curcuma longa (lipozomi, etozomi,
transferzomi), Fraxinus angustifolia (etozomi), Vitis vinifera (nanoemulsii)), hidroalcoolice
(ex. provenind de la Polygonum aviculare (lipozomi), Glycine max (nanoemulsii), Salvia
officinalis (nanoparticule)) si uleioase (ex. provenind de la Eucalyptus camadulensis
(lipozomi), Artemisia arborescens (lipozomi), Melaleuca alternifolia (nanoemulsie)) [32];
nanoformuldri particulare denumite fitozomi (silibina (hepatoprotector), curcumina
(anticanceros), naringerina (antioxidant), quercetina (antioxidant) [33,34]).

Dezvoltarea nanosistemelor destinate administrarii topic-transdermice a luat amploare
avand la bazd doud argumente importante: cale neinvazivd cu grad mare de aderentd a
pacientilor la tratament, mai ales in cazul afectiunilor cronice si asigurarea eliberarii substantei
de penetrare: intercelular, transcelular, transfolicular. Calea transfoliculara a fost mult timp
consideratd o cale mai putin importantda deoarece foliculii pilosi reprezintd doar 0.1% din
suprafata pielii [36-38], dar s-a constatat cd pot fi rute de permeatie sau de depozit [36]. Cele
mai avansate nanoformulari aflate in cercetare sunt de tipul celor ultradeformabile precum:
transferzomii, invazomii, niozomii, etozomii, vizandu-se integrarea acestora in formulari
farmaceutice complexe (ex. geluri, microace cu transferzomi [39]).

Majoritatea studiilor s-au concentrat pe realizarea si analiza nanoformularilor cu principii
active izolate (ex. quercetind [40], rutozida [41]), mai putin pe extracte ca fitocomplex.

Rezultatele acestora evidentiaza perspective semnificative de cercetare In acest sens.
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3. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA PRELIMINARA A UNOR
EXTRACTE VEGETALE CU POTENTIALA ACTIUNE VASO- SI
VENOPROTECTOARE

Partea experimentald debuteaza cu obtinerea de extracte pornind de la sursele vegetale
selectate Sophorae flos, Ginkgo bilobae folium, Meliloti herba, Calendulae flos, urmata de
analiza calitativa si cantitativa a extractelor rezultate cu scopul evidentierii principiilor active
de interes terapeutic.

3.1. Procedeul tehnologic de obtinere a extractelor vegetale — linie pilot

Materiale si metoda

S-a practicat o extractie la reflux, cu etanol 80 % (Sophorae flos, rutozida are solubilitate
mai buna 1n alcool mai concentrat [42]), respectiv etanol 70% (Ginkgo bilobae folium, Meliloti
herba si Calendulae flos) urmata de rotavaporizare si liofilizare.

Rezultate si discutii

S-au obtinut extracte uscate tip pulberi amorfe cu proprietéti organoleptice particulare, in
functie de sursa vegetala de la care provin.

3.2. Determinarea calitatii extractelor vegetale obtinute

Activitatea experimentalda desfasuratd urmareste identificarea si cuantificarea
principalilor fitoconstituenti.

3.2.1. Screening calitativ prin spectrometrie de masa prin rezonanta ciclotronica cu
transformata Fourier (FTICR-MS)

Materiale si metoda

S-a utilizat sistemul FTICR-MS solariX-XR QqqFTICR HR (Bruker Daltonics) cu
magnet superconductor 15T [43,44], ionizare prin electrospray (ESI negativ, ESI pozitiv), probe
lichide obtinute prin dizolvarea extractelor in apad si in metanol. S-au generat sabloane de
ionizare folosind software-ul Bruker Compass Data Analysis. Compusii au fost identificati in
spectrogramele rezultate din analiza prin comparatie cu sabloanele de ionizare [43].

Rezultate si discutii

Cel mai multi compusi s-au identificat in extractul de Meliloti herba (16 compusi:
rutozida, robinina, kaempferol-O-glucozida, kaempferol-O-rutinozida,
isoquercitrina/hyperozida, acid cumaric, acid melilotic, medicarpina, apigetrina/afzelina, acid
ferulic, isorhamnetina/rhamnetina, fisetina/kaempferol/luteolina, quercetina, quercitrin-O-

rutinozida, acid rosmarinic, daidzeina/chrisina), urmat de extractul de Ginkgo bilobae folium



(12 compusi: rutozida, bilobalid, quercetina, ginkgolide (A, B, C), kaempferol, isoquercitrina,
isorhamnetina/rhamnetina, catechina, bilobetina, acid cafeic), apoi extractul de Calendulae flos
(10 compusi: rutozida, narcissina/calendoflavozida, thyphaneozida, acid clorogenic,
isoquercitrina, isorhamnetina/rhamnetina, quercetina, calendoflavozide (H, F/G, E)) si extractul
de Sophorae flos (8 compusi: rutozida, quercetina, isorhamnetina/rhamnetina,
kaempferol/fisetina, isoquercitrina, sophoricozida, kaikasaponina I, kaikasaponina III). Corelat
cu datele din literatura de specialitate, acesti compusi au multiple implicatii in tratamentul bolii
venoase cronice si oferd potential terapeutic extractelor obtinute. Tindnd cont de apartenenta
compusilor identificati a mai multe clase fitochimice (acizi fenolcarboxilici, flavonoide,
polifenoli) cercetdrile consecutiv derulate se bazeaza pe determindri cantitative pe clase
fitochimice.
3.2.2. Determinari cantitative spectrofotometrice
Materiale si metoda
S-a utilizat spectrofotometrul Jasco V-530. Principiile metodelor sunt urmatoarele
[45,46]:
- acizi fenolcarboxilici (AFC): formare de nitrozoderivati cu Reactiv Arnow si
tautomerizarea la oxime de culoare rosie (A = 510 nm);
- flavone (FLV): formarea de chelati galbeni cu fluorescentd galben-verzuie (A=427
nm) in prezenta ionilor metalici trivalenti;
- polifenoli (PF): oxidarea polifenolilor sub actiunea reactivului Folin-Ciocalteu
(molibdowolframat, NaaWO4/Na;MoOQys), coloratie albastra (A=725 nm);
S-au realizat dilutii succesive din probele de analizat, iar rezultatele s-au calculat pe baza
curbelor etalon obtinute in aceleasi conditii experimentale.
Rezultate si discutii
Extractele analizate contin cantitati importante de principii active de interes (AFC, FLV,
PF). Rezultatele urmeaza succesiunile: 1. AFC (echivalenti acid clorogenic): ES (17.1399%) >
EC (3.8073%)>EG (2.1722%) > EM (1.6453%); 2. FLV (echivalenti rutozida): ES (37.4473%)
>> EM (3.0600%) > EG (2.3765%) > EC (2.0129%); 3. PF (echivalenti acid tanic): ES
(28.4903%) > EG (7.2344%) > EC (4.9029%) [43]. Pentru extractul de Meliloti herba nu s-a
putut determina continutul de polifenoli prin metoda aplicata din cauza formarii de precipitate
abundente. Se observa in mod particular extractul de Sophorae flos la care valorile inregistrate
sunt semnificativ mai mari fatd de restul extractelor, valabil pentru toate clasele de principii

active analizate (mai ales flavone, valori de 10 ori mai mari).



3.2.3. Analiza cromatografica UHPLC-HRMS/MS

Materiale si metoda

S-a utilizat sistemul cromatografic Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC cu
software Chromeleon 7.2 (Thermo Fisher Scientific). Faza stationara: coloand C18 (I=150 mm,
diametru 2.1 mm, dimensiunea particulelor 2.6 pm). Faza mobila: A (apa ultrapura + 500 uL/L
acid formic) si B (metanol + 500 puL/L acid formic). S-a aplicat elutie In gradient: 100% A 0-1
min; crestere liniard la 30% B 1-10 min; crestere liniard la 100% B 10-26 min cu mentinere 4
min apoi scadere liniard la 0% B 30-32.5 min si mentinere 2.5 min. Parametrii de lucru: volum
proba 10 pL, debitul fazei mobile 0.3 mL/min, timp 35 min, temperatura 40°C.

Sistemul spectrometric de masa: spectrometru Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific) cu
sursa de ionizare prin electrospray (HESI-Heated ElectroSpray lonization). Parametrii de
ionizare: debitul gazului purtdtor (azot) 8 unitéti, debitul gazului auxiliar 6 unitati, temperatura
capilara si temperatura de Incélzire a gazului auxiliar 300 °C, voltaj 2800 V, camera S si nivelul
RF 50 [43,47]. S-a utilizat un software generator de sabloane de fragmentare (ACDLabs MS
Fragmenter 2019.2.1) [43.,47].

Rezultate si discutii

Analiza calitativa s-a derulat prin screening general raportat la o serie de aproximativ 150
compusi care ar putea fi prezenti in matricile vegetale, apartinand a diferite clase fitochimice.

In extractul de Sophorae flos s-au identificat 43 de compusi care apartin claselor
fitochimice astfel: 35 flavonoide (6-metoxiluteolina, afrormosina, apigenin-7-O-
glucozilglucozida, apigenin-7-rutinozida, apigenina, chriosoeriol-7-glucozida, cinarozida (7-
glucozida luteolului), diosmetina, florizina, formononetina, galocatechina/epigalocatechina,
genistina, ginkgetina, glyciteina, hesperitina, hispidulin-7-rutinozida/izomeri, hispidulin-O-
glucozida/izomeri, hyperozida (quercetin-3-galactozida), isoquercitrin/quercitrin (quercetin-3-
rhamnozida),  isorhamnetin-3-O-hexozida, isorhamnetin-3-O-rutinozida, = kaempferol,
kaempferol (sau luteolin)-O-glucozida/izomeri, miricetina, naringenina, naringina,
pseudobaptigenina, quercetagetina (6-hidroxiquercetina), quercetin-3-O-rutinozida, quercetina,
rhamnozil-vitexina, robinina, rutozida (quercetin-3-rutinozida), sissotrin (biochanin-7-O-3-D-
glucozida), sophoraflavanona G/izomeri), 6 acizi carboxilici (acid azelaic, acid cafeoilshikimic,
acid hidroxiferulic, acid p-cumaric, acid quinic, acid siringic) si doud terpene (acid abscisic,
calendulozida G/izomeri) [43].

Pentru extractul de Ginkgo bilobae folium (EG) s-au regésit 42 de compusi, clasificati
astfel: 32 flavonoide (2',6-dihidroxiflavona, 6-metoxiluteolina, amentoflavona, apigenin-7-O-

glucozilglucozida, apigenina, baptigenina, cinarozida (7-glucozida luteolului), criosoeriol-7-
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glucozida, daphnina, diosmetina, epicatechina, galocatechina/epigalocatechina, ginkgetina,
gliciteina, hispidulin-O-glucozida/izomeri, hyperozida (quercetin-3-galactozida),
isoquercitrina/quercitrina (quercetin-3-rhamnozida), isorhamnetin-3-O-glucozida,
isorhamnetin-3-O-hexozida, isorhamnetin-3-O-rutinozida, kaempferol, kaempferol (sau
luteolin)-O-glucozida/izomeri, naringenina, naringina, narirutina (naringenin-7-O-rutinozida),
quercetin-3-O-rutinozida,  quercetina,  robinina, rutozida  (quercetin-3-rutinozida),
sophoraflavanona G/izomeri, tricina, vitexina (apigenin-8-C-glucozida)/isovitexina), noua
acizi carboxilici (acid azelaic, acid cafeoilshikimic, acid clorogenic, acid galic, acid
hidroxiferulic, acid p-cumaric, acid quinic, acid siringic, cinarina (acid 1,5-di-O-cafeoilquinic))
si un compus terpenic (cinaropicrina) [43].

Extractul de Meliloti herba (EM) cuprinde 32 de compusi repartizati pe clase fitochimice
astfel: 25 flavonoide (apigetrina (apigenin-7-glucozida), cirsimarina, crisina, cumestrol,
daidzeina, diosmetin-7-O-rutinozida (diosmina), diosmetina, epicatechina, florizina,
formononetina, hispidulina, hyperozida (quercetin-3-galactozida), irilona, kaempferol (sau
luteolin)-O-glucozida/izomeri, kaempferol-3-O-rutinozida, liquiritigenina/isoliquiritigenina,
medicarpina, naringenina, ononina, pratenseina, procianidina B1/B2, pseudobaptigenina,
quercetin-3-O-rutinozida, robinina, rutozida (quercetin-3-rutinozida)), sase acizi carboxilici
(acid azelaic, acid cafeoilshikimic, acid clorogenic, acid ferulic, acid p-cumaric, cinarina (acid
1,5-di-O-cafeoilquinic)) si un reprezentant sesquiterpenic (acid abscisic).

Pentru extractul de Calendulae flos (EC) s-au identificat 35 de compusi apartinand mai
multor clase astfel: 17 flavonoide (apigenin-7-O-glucozilglucozida, apigenina, cinarozida
(luteolin-7-glucozida), criosoeriol-7-glucozida, hispidulin-O-glucozida/izomeri, hyperozida
(quercetin-3-galactozida), isoquercitrina/quercitrina (quercetin-3-rhamnozida), isorhamnetin-
3-O-hexozida, isorhamnetin-3-O-rutinozida, kaempferol-3-O-rutinozida, kaempferol-O-
glucozida/izomeri, naringenina, procianidina, quercetin-3-(6-malonil)-glucozida, quercetina,
robinina, rutozida (quercetin-3-rutinozida)), 11 acizi carboxilici (acid azelaic, acid cafeic, acid
cafeoilshikimic, acid clorogenic, acid cumaroylquinic/izomeri, acid ferulic, acid p-cumaric,
acid quinic, acid sinapic, acid siringic, cinarina (acid 1,5-di-O-cafeoilquinic), cinci terpene (acid
abscisic, calendulozida E/izomeri, calendulozida G/izomeri, carnasol, lactucopicrina) si doud
cumarine (cichorina, daphnina) [43].

Din punct de vedere cantitativ, s-au determinat preponderent compusi flavonoidici si acizi
fenolcarboxilici. La extractul de Calendulae flos cele mai mari cantitdti sunt reprezentate de
acidul clorogenic (20676.63 pg/g extract), isorhamnetind (11286.93 pg/g extract), rutozida
(2165.42 pg/g extract). In extractul de Ginkgo bilobae folium se observa cantititi mari de
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isorhamnetina (5032.60 pg/g extract), quercetind (4504.66 ng/g extract) si rutozida (3907.47
pg/g extract). Extractul de Meliloti herba este bogat In rutozida (5233.24 pg/g extract),
hyperozidd (1318.87 ng/g extract) si acid p-cumaric (641.99 ng/g extract). Extractul de
Sophorae flos are un continut mare de rutozidd (104186.77 pg/g extract), isorhamnetind
(97049.32 ng/g extract) si quercetina (46678.34 pg/g extract). Dintre toti compusii determinati
cantitativ, cinci au fost cuantificati in toate extractele: acid p-cumaric (ES>EG>EM>EC), acid
galic (ES>EG>EC>EM), hyperozida (ESSEM>EG>EC), rutozida (ES
=2xEM=3xEG=5%EC) si acidul abscisic (EM>ES>EG>EC).

Rezultatele nregistrate in cadrul analizei cromatografice confirmd compozitia chimica a
extractelor care este adecvata implicatiilor acestora in tratamentul afectarii vasculare.
3.2.4. Stabilitatea extractelor

Materiale si metoda

Stabilitatea s-a determinat prin analiza variatiei continutului de principii active pe
parcursul a 12 luni, cu o determinare intermediara la 8 luni. Determinarile s-au realizat conform
tehnicilor de lucru descrise pentru determinarile spectrofotometrice. Analiza statistici: ANOVA
si test t-Student, considerand semnificatie statistica pentru p<0.05.

Rezultate si discutii

Toate extractele analizate au dovedit o stabilitate relativ buna pe parcursul unei perioade
de 12 luni de conditionare chiar daca valorile cantitdtilor de principii active au urmat scaderi
semnificative statistic fie in primele 8 luni fie in ultimele 4 luni, dependent de extract si de
cantitatea initiala de principii active. Pentru trei dintre extractele analizate (ES, EG, EC)
polifenolii au avut cele mai importante variatii. Desi acizii fenolcarboxilici pot fi considerati
mai instabili, nu s-au inregistrat variatii semnificative, posibil si prin concentratia mai mica a
acestor principii active; doar la extractul ES s-a observat o variatie mai mare, dar si cantitatea
acestora este de citeva ori mai mare (5-8 ori) fatd de celelalte extracte. In cazul tuturor
extractelor, flavonele au stabilitate buna, in ciuda variatiilor, acestea s-au mentinut in intervale

acceptabile.
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4. CERCETARI IN VITRO, IN VIVO SI IN SILICO

Capitolul este structurat avand la baza doua directii: 1. evaluarea implicatiilor terapeutice
cu accent pe activitatea antioxidantd si inhibarea matrix metaloproteinazelor si 2. evaluarea
citotoxicitatii avand 1n vedere faptul cd un aport citotoxic ar accentua mecanismele
fiziopatologice ale bolii venoase cronice.

4.1. Determinarea actiunii antioxidante in vitro
Actiunea antioxidantd este primordialad pentru impactul terapeutic al extractelor analizate.
Se poate dezvolta pe mai multe cai, de aceea aplicarea mai multor metode de determinare
conduce la o perspectivd de ansamblu asupra activitatii antioxidante [43].
Materiale si metoda
Analiza extractelor s-a derulat in vitro prin trei metode spectrofotometrice (Jasco V-530):
1. reducerea fierului (FRAP): reactia antioxidantului din proba cu Fe*" pe care il reduce
la Fe?" care imprimi coloratie albastrd (A=700 nm) [43];

2. inhibarea radicalului 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH): reducerea radicalului liber
DPPH (violet), la hidrazina corespunzatoare, de culoare galbend (A=515 nm) [43];

3. inhibarea radicalului 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (ABTS):
reducerea intensitatii culorii turcoaz a radicalului ABTS (A= 734 nm) [43];

Rezultate si discutii

Se remarca extractul de Sophorae flos, cu cea mai mica concentratie necesara reducerii
fierului, EC50=129.38 pg/ml, urmat de extractul de Calendulae flos, cu valoarea ECs50=437.00
pg/ml, apoi de extractul de Ginkgo bilobae folium, ECs50=480.55 pg/ml, iar cea mai mare
valoare apartine extractului de Meliloti herba, ECso= 871.20 pg/ml. Astfel, cea mai buna
activitate antioxidanta obtinuta prin metoda FRAP apartine extractului de Sophorae flos, iar cea
mai redusd este atribuita extractului de Meliloti herba. Din punct de vedere al inhibitiei
radicalului DPPH, cel mai bun efect inhibitor a fost inregistrat pentru extractul de Sophorae
flos (I1Cs50=94.78 pg/ml), apoi extractul de Ginkgo bilobae folium (ICs50=518.49 pg/ml) si
extractul de Calendulae flos (1C50=806.79 pg/ml), iar cel mai redus efect pentru extractul de
Meliloti herba (1C50=972.30 pg/ml). Raportat la activitatea inhibitoare asupra radicalului
ABTS, extractul de Sophorae flos inregistreaza cea mai bund activitate (ICso=71.51 pg/ml),
urmat de extractul de Ginkgo bilobae folium (ICs50=193.89 pg/ml) si extractul de Meliloti herba
(IC50=234.84 pg/ml). Cea mai redusa activitate apartine extractului de Calendulae flos
(IC50=369.34 pg/ml) [43].
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S-au realizat corelatii intre rezultatele determindrilor de principii active (prin UHPLC si
spectrofotometrice) si cele inregistrate prin cele trei metode antioxidante in vitro. Raportat la
continutul flavonoidic (FLV) si cel polifenolic (PF) s-a Inregistrat o corelatie foarte puternica
(lr] > 0.9) pentru toate metodele de evaluare a activitatii antioxidante. Raportat la acizii
fenolcarboxilici (AFC) si rezultatele din determinarea UHPLC s-a obtinut o corelatie foarte
puternica (|r| > 0.9) pentru FRAP si DPPH, respectiv o corelatie puternica (0.7 < |r] < 0.89)
pentru ABTS. Dintre cele trei metode aplicate, la metoda FRAP s-a remarcat corelatie cu
semnificatie statistica raportat la determinarea prin UHPLC (p = 0.004, p < 0.05) precum si la
determinarea acizilor fenolcarboxilici (p = 0.022, p < 0.05) si flavonelor (p = 0.047, p < 0.05).
Chiar daca nu toate corelatiile evaluate au semnificatie statistica, s-au observat corelatii foarte
puternice si puternice Intre aceste metode ceea ce confirma importanta determinarii activitatii
antioxidante prin mai multe metode [43].

S-au remarcat valori negative ale coeficientului Pearson Intre continutul de compusi activi
si activitatea antioxidantd, sugerand o corelatie inversa. Astfel, valoarea concentratiei
inhibitoare asupra proceselor oxidative (apreciatd prin ICso sau ECso) este cu atat mai micd cu
cat extractul contine o cantitate mai mare de compusi activi, imprimand o actiune antioxidanta
superioara.

4.2. Activitatea asupra matrix metaloproteinazelor in silico

Conform datelor din literatura, afectarea din boala venoasa cronica duce la nivel crescut
al expresiei si activitdtii matrix metaloproteinazelor. Chiar daca interventia MMP este
importantd in procesul de reepitelizare, o supraexprimare a acestora faciliteazd procesele
patologice [43]. In acest context, se propune evaluarea activititii unor componente ale
extractelor la nivelul MMP.

Materiale si metoda

S-au pregatit pentru andocare (YASARA Structure [48]) structurile cristaline ale
domeniilor catalitice pentru proteinele tintd in complex cu inhibitori cunoscuti: MMP-1 (PDB
ID: 1HFC, rezolutie 1.50 A [49]), MMP-2 (PDB ID: 1HOV [50]), MMP-3 (PDB ID: 4G9L,
rezolutie 1.88 A [51]), si MMP-9 (PDB ID: 1GKC, rezolutie 2.30 A [52]). S-a pregitit libriria
virtuald a compusilor identificati, pe baza codurilor SMILES din PubChem. S-au generat
structuri 3D folosind DataWarrior 5.2.1 [53], s-a utilizat algoritmul de andocare AutoDock Vina
v1.1.2 [54]. Interactiunile moleculare prezise intre liganzi si proteinele tinta s-au analizat prin
BIOVIA Discovery Studio Visualizer (versiunea 17.2.0, Dassault Systemes, 2016).

Rezultate si discutii
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Inhibarea matrix metaloproteinazelor are la baza in principal interactiunea cu zincul
catalitic. Cu toate cd rhamnetina nu a avut interactiune directd cu zincul catalitic, a Inregistrat
cea mai mare afinitate prezisa fatd de MMP-1. Sophoricozida a avut cea mai buna afinitate fata
de celelalte izoforme (MMP-2, MMP-3, MMP-9), dar a format legaturi metalice doar cu zincul
catalitic al izoformei MMP-9. Sapte fitocompusi au interactionat cu zincul catalitic pentru
MMP-1 (calendoflavozida, calendulozida G, isoquercitrina, kaikasaponina III, acidul
clorogenic, narcissina, sophoricozida) si pentru MMP-2 (narcissina, calendoflavozida,
calendulozida G si H, kaikasaponina III, ginkgolida B si rutozida). Legaturi cu zincul catalitic
din MMP-3 au realizat zece compusi: calendulozidele (E, F, G), narcissina, thyphaneozida,
ginkgolida C, isoquercitrina, kaikasaponina III, catechina si rutozida. Cele mai multe
interactiuni cu zincul catalitic s-au inregistrat pentru MMP-9 realizate de 12 fitocompusi:
calendoflavozida, thyphaneozida, narcissina, calendulozidele (E, F, G), ginkgolidele (A, B, C),
kaikasaponina I, rutozida si sophoricozida. Dintre toti fitocompusii studiati, narcissina si
calendulozida G au realizat interactiuni cu zincul catalitic la nivelul tuturor celor patru izoforme
MMP analizate. Asadar, fiecare fitocompus are o afinitate diferitd si stabileste un sistem propriu
de legaturi cu diverse tipuri de MMP. In afectarea din boala venoasi cronica intervin mai multe
izoforme de MMP, iar extractele vegetale, asimilate ca fitocomplexe de compusi activi, pot
inhiba izoformele MMP prin polivalenta interactiunilor dezvoltate de constituentii lor [43].
4.3. Studii de citotoxicitate

Un dezechilibru aditional produs prin administrarea unor substante citotoxice trebuie
evitat pentru a nu propaga distructia endoteliala. Studiile de citotoxicitate sunt utile pentru
compusii naturali izolati, dar mai ales pentru extractele vegetale care sunt fitocomplexe [55].
Unii compusi activi (ex. flavonele) isi pot manifesta activitatea bidirectional. Pot fi atat
antioxidanti cat si prooxidanti, dependent de concentratie, tip de celule, conditii de cultura
celulard sau context patologic preexistent [55,56]. Astfel, citotoxicitatea extractelor a fost
studiata, Tn cercetarea curentd, pe trei cai: in vitro, in vivo, in silico.

Materiale si metoda

1. in vitro: studiul pe linii celulare endoteliale tip HPAEC (Primary Pulmonary Artery

Endothelial Cells, ATCC, PCS-100-022) prin testare MTT cu formare de formazan
violet colorimetrabil (Tecan Infinite 200 Pro reader, A= 570 nm) [55];

2. in vivo: testul BSLA — Brine Shrimp Lethality Assay care utilizeaza specia Artemia

salina (protocol ARTOXKIT), s-au urmadrit trei tipuri de efecte: letale,

comportamentale si citologice [55];

15



3. in silico: predictia difuziunii prin membrana celulard: s-a realizat cu PerMM
(Permeability of Molecules across Membranes) [57]; simulari de andocare avand ca
tinte caspaza-3 (PBD ID: 1QDU [58]), caspaza-8 (PDB ID: 1F9E [59]) ca
homodimeri in complex cu inhibitori peptidici si heterodimerul c-Myc/Max in
complex cu ADN (PDB ID: INKP [60]) preluate din baza de date RCSB PDB [61].

Rezultate si discutii

Asupra liniilor celulare HPAEC extractul de Ginkgo bilobae folium este cel mai citotoxic
(ICs0=11.17 pg/ml), urmat de extractul de Sophorae flos (1Cs50=44.37 pug/ml), apoi de extractul
de Calendulae flos (IC50=66.43 ng/ml), iar cel mai putin citotoxic s-a dovedit extractul de
Meliloti herba (ICs50=136.87 pg/ml).

Chiar daca prin test BSLA, din punct de vedere citologic s-au observat deformari ale
corpului si incluziuni celulare, extractele analizate nu au afectat viabilitatea larvelor de Artemia
salina la concentratii sub 1200 pg/mL, asadar pot fi considerate netoxice [55].

Rezultatele studiilor in silico evidentiaza permeabilitate mica pentru: calendoflavozida,
calendulozide (G, H), acid clorogenic, rutozida, sophoricozida, iar permeabilitate mai buna
pentru: calendulozide (E, F), isorhamnetina, ginkgolide (A,B,C), bilobalid, bilobetina,
quercetind. Dupa difuziune prin membrand, compusii analizati se localizeaza la nivel
mitocondrial. De asemenea, s-au evidentiat interactiuni cu componente ale cdii apoptotice:
caspaza-3, caspaza-8 si heterocomplexul c-Myc-Max [55].

Analiza curentd s-a axat mai mult pe citotoxicitatea compusilor din extractul de Ginkgo
bilobae folium, deoarece conform rezultatelor in vitro (HPAEC) si in vivo (BSLA) s-a dovedit
cel mai citotoxic, astfel bilobalidul si bilobetina au dovedit potential de activatori ai caspazei-
3, iar ginkgolidele de inhibitori. De remarcat sunt si compusii din extractul de Calendulae flos:
calendulozidele au avut potential citotoxic (activatoare ale caspazelor), insa prezenta lor in
fitocomplex nu pare a imprima citotoxicitate marcantd intrucat extractul de Calendulae flos a
fost cel mai putin citotoxic conform analizelor in vivo (BSLA) si slab citotoxic in vitro
(HPAEC), comparativ cu celelalte extracte. Quercetina, isorhamnetina si rutozida, prezente in
toate extractele obtinute, pot imprima citotoxicitate, dar conform rezultatelor in silico au
implicatii limitate 1n acest sens.

Asadar, extractele analizate pot fi considerate adecvate integrarii in forme farmaceutice

complexe pentru valorificarea potentialului lor terapeutic.
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5. STUDIUL PRELIMINAR AL INTEGRARII EXTRACTELOR iIN
NANOFORMULARI SI DEZVOLTARII UNUI PROTOTIP DE PRODUS
FARMACEUTIC TOPIC-TRANSDERMIC

Acest capitol contureaza includerea extractelor in nanoformuléri pe baza de biopolimeri
impregnare pe suprafata unui ciorap compresiv.
5.1. Procedeul de obtinere a nanoformulirilor si determinarea pH-ului

Materiale si metoda

Formularile cu extracte s-au realizat prin emulsionare ulei-apa si evaporarea solventului.
Faza uleioasa: polimerul formator de nanoparticule (PHB, PLGA, amestec PHB:PLGA 1:1
m/m, Merck) dizolvat in cloroform. Faza apoasa: ES, EM, EC, EG si amestec de extracte
1:1:1:1 dizolvat in etanol. Peste amestecul celor doud faze se adauga 100 ml alcool polivinilic
3%. Evaporarea solventului se realizeaza prin mentinere timp de doua ore la 1000 rpm (agitator
magnetic) [62]. S-a determinat pH-ul utilizand hartie indicator (Merck).

Rezultate si discutii

Se obtin 15 probe tip suspensii cu particule dispersate in alcool polivinilic. Prin uscarea
in strat subtire pe suprafatd pland la temperatura camerei (12h) rezultd un film polimeric
incdrcat cu particule extract-biopolimer. Toate probele obtinute au pH 5.5, valori compatibile
pentru administrare topic-transdermica [63].
5.2. Determinarea capacititii de intindere

Materiale si metoda

S-a aplicat metoda Ojeda-Arbussa: dispozitiv alcdtuit din doud placi suprapuse, cu
gradatie milimetrica pe partea externd a placii inferioare. [63,64]. Se calculeaza suprafata pe
care se etaleaza proba sub actiunea greutatilor.

Rezultate si discutii

Din punct de vedere al biopolimerilor, probele cu PHB au avut capacitate de intindere
mai buna fatd de cele cu PLGA. Cea mai mare suprafatd de etalare s-a remarcat pentru proba
EC-PHB (141.72 £ 7.24 cm?). Asocierea PHB cu PLGA in amestecul polimeric reduce
extensibilitatea PHB, wvalorile corespunzatoare formuldrilor cu PHB-PLGA 1:1 fiind
intermediare (PHB>PHB-PLGA>PLGA) [63]. Din punct de vedere al extractelor, probele cu
EC si EG au avut capacitate de intindere mai buna fatd de cele cu EM si ES. Grupele hidroxilice

(-OH) si carboxilice (-COOH) prezente in moleculele fitoconstituentilor care alcatuiesc

.....
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lanturile polimerice. De asemenea, moleculele compusilor naturali au dimensiune mare si prin
interactiune sterica pot afecta conformatia si flexibilitatea lanturilor polimerice [65,66].

Chiar daca s-au remarcat variatii In functie de biopolimer si de extract, toate probele
prezinta capacitate de intindere adecvata etalarii pe piele si pe suprafata materialului ciorapului
compresiv.

5.3. Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformatid Fourier in reflexie total
atenuata (ATR-FTIR)

Materiale si metoda

Analiza FTIR s-a realizat utilizand spectrofotometrul JASCO FTIR-4200 cu accesoriu
ATR-PRO450-S (Tokyo, Japonia). Inregistrarea spectrelor s-a realizat in domeniul numerelor
de undi 4000-400 cm’!, rezolutie de 4 cm™ [63,67].

Rezultate si discutii

Spectrele componentelor de baza ale formularilor se redau in figura 5.1.
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Figura 5.1. Spectrele ATR-FTIR caracteristice componentelor de baza ale formularilor. ES = extract
Sophorae flos; EG = extract Ginkgo bilobae folium; EM = extract Meliloti herba, EC = extract
Calendulae flos; AM = amestec extracte 1:1:1:1; PHB = polihidroxibutirat; PLGA = acid polilactic
co-glicolic.

Spectrele formularilor se redau in figura 5.2.
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Tratand spectrele comparativ: spectrele compusilor de baza ai formularilor vs. spectrul
formularii se pot observa modificari de intensitate ale picurilor. Interactiunile intre extracte si
biopolimeri pot fi variate avand in vedere fitocomplexul care defineste extractul si se traduc
prin modificarea nivelelor vibrationale. Totodata se remarca atat deplasari ale picurilor la
numere de unda mai mari cat si la numere de unda mai mici. Spre exemplu, in cazul formularii
ES-PHB, pentru regiunea 4000-2500 cm™, picurile caracteristice vibratiei O-H pentru ES
(3407.9 cm™) si pentru PHB (3430.1 cm™!) au ambele valoare inferioar picului formulirii ES-
PHB (3461.7 cm™). Dintre toate formulirile obtinute, cea mai vizibild reducere in intensitate a
benzilor se remarca la formularile cu EC. Se poate explica pe baza continutului mare de acid
clorogenic (determinat prin analiza UHPLC-HRMS cantitativ), care prin prezenta grupelor
carboxil (-COOH) poate fi implicat in mai multe interactiuni cu polimerii rezultand in reducerea
intensitatii picurilor grupdrilor -OH. Toate aceste deplasari ale picurilor sugereaza interactiuni
intre extracte si biopolimeri cu posibilitatea formarii de complexe (traduse prin modificari ale
intensitatii picurilor) sau aducti (evidentierea unor noi picuri sau modificari majore ale picurilor
deja existente care indica noi legaturi).

5.4. Analiza prin difractometrie de raze X (XRD)

Materiale si metoda

Analiza s-a realizat cu difractometrul Rigaku Ultima IV (Rigaku Co., Tokyo, Japonia) in
cAmp geometric paralel cu radiatie CuKa (A = 1.5406 A), fanta de divergentd 1.00 mm cu
limitare la 10 mm, analiza 20 Intre 10° si 60°, la viteza de 2°/min cu pas la 0.02°. Analiza s-a
realizat pe probele in film polimeric [63,67].

Rezultate si discutii

S-a evidentiat obtinerea unor formulari predominant amorfe. Lipsa organizarii moleculare
cristaline poate constitui un avantaj prin solubilizarea mai buna si eliberarea mai rapida a
componentei active din structurd, comparativ cu formularile cristaline [68]. Rezultatele sunt Tn

concordantd cu cele raportate in literaturd, spre exemplu s-a observat ca atat quercetina cat si
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catechina, compusi regasiti si in extractele analizate, interactioneaza cu polimerii fiind
dispersati in matricea polimerica in faza necristalina [69].
5.5. Analiza prin microscopie de forta atomica (AFM)

Materiale si metoda

Analiza s-a derulat utilizand microscopul de forta atomica XE-100 (Park Systems
Corporate) cu scanner XY/Z decuplat si varf NSC36B (MicroMasch) operat iIn mod non-
contact, cu urmatoarele caracteristici: raza curburii mai mica de 8 nm, unghi de con complet de
40°, lungimea de 90 pm, latimea de 32 um, grosimea de 1 pm, inaltimea de 15 pum, cu frecventa
de rezonanti de 130 kHz. Inregistrarea imaginilor s-a realizat cu programul XEI (v 1.8.0, Park
Systems) [63,70].

Rezultate si discutii

Rezultatele confirma ipoteza obtinerii unor nanoformulari si contureaza o perspectiva
complexd asupra acestora.

Dintre formularile cu PHB, ES-PHB are aspectul cel mai compact si mai uniform, EM-
PHB, EG-PHB, EC-PHB fiind caracterizate de pori mai mari, iar pentru AM-PHB se observa
nanostructuri cu margini neregulate tip agregate. Rugozitatea variaza astfel: EC-PHB>EM-
PHB>AM-PHB>ES-PHB>EG-PHB (scala 8x8 pm?) si AM-PHB>EC-PHB>ES-PHB>EM-
PHB>EG-PHB (scala 2x2 um?).

Pentru formularile cu PLGA, ES-PLGA si EM-PLGA prezinta nanostructuri mari (400-
500 nm), iar EG-PLGA si EC-PLGA nanoparticule mici (30-40 nm). Cea mai mare valoare
pentru rugozitate apartine ES-PLGA la ambele scale analizate, indicand cea mai rugoasa
suprafati. Succesiunea de variatie a rugozititii la 8x8 pm? este: ES-PLGA>AM-PLGA>EG-
PLGA>EC-PLGA>EM-PLGA, iar la 2x2 um? este: ES-PLGA>AM-PLGA>EM-PLGA>EG-
PLGA>EC-PLGA, pentru probele cu EM, EG si EC valorile fiind apropiate.

Raportat la formularile cu PHB-PLGA (1:1), EM-PHB-PLGA prezinta cele mai putin
definite porozitdti, fiind caracterizata in principal de nanoparticule mici. Variatia rugozitatii
este: AM-PHB-PLGA>ES-PHB-PLGA>EM-PHB-PLGA>EG-PHB-PLGA>EC-PHB-
PLGA>EG-PHB-PLGA (scala 8x8 um?) si ES-PHB-PLGA>AM-PHB-PLGA>EG-PHB-
PLGA>EC-PHB-PLGA>EM-PHB-PLGA (scala 2x2 pm?).

Probele cu amestec de extracte sunt cele mai complexe, de aceea aspectul lor topografic
difera semnificativ. Scala mai largd a permis examinarea caracteristicilor pe suprafatd mai
extinsa, uniformitatea are importantad mai ales pentru formarea filmelor subtiri rezultate prin
uscarea probelor. Scala mai ingustd (2x2 um?) a permis analiza in detaliu cu evidentierea

agregatelor care sugereaza informatii despre stabilitatea probelor si care pot determina
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modificarea caracteristicilor la scald mai largd prin formarea nanostructurilor mai mari.
Aspectele topografice ale probelor pot avea impact ulterior in posibilitatea de adeziune si
impregnare pe matricea ciorapului compresiv.
5.6. Analiza posibilitatii de impregnare pe materialul ciorapului compresiv

Materiale si metoda

Imersarea matricei ciorapului compresiv (buciti 2x2 cm?) Tn suspensia cu nanoparticule,
mentinerea in contact timpi diferiti (30 min, 60 min si 90 min) si evaluare prin cantarire si
analiza la stereomicroscop.

Rezultate si discutii

Nu s-au observat diferente importante de masa intre timpii de imersie: 30 min = 60 min
= 90 min, prin urmare o imersie pe o perioada de 30 de minute este suficienta. Prin analiza la
stereomicroscop a bucdtilor de material uscate, s-a remarcat dispunerea nanoformularilor ca
film polimeric pe suprafata materialului ciorapului compresiv.
5.7. Analiza termogravimetrica (TGA)

Materiale si metoda

S-a utilizat termogravimetrul Mettler Toledo TGA-SDTAS851e (Mettler-Toledo,
Greifensee, Elvetia) operat la urmatorii parametrii: flux de aer sub 80 mL/min, rata de incalzire
de 10 °C/min [63].

Rezultate si discutii

Analiza termogravimetricd a avut utilitate bidirectionala, pe de-0 parte s-a evidentiat
stabilitatea nanoformularilor, pe de altd parte a permis evaluarea gradului de impregnare.
Nanoformularile au prezentat pierdere de masa treptatd in intervalul 25-115°C (pierdere
solventi volatili) si in intervalul 200-650°C (caracteristic substantelor organice). Totodata, prin
diferenta intre pierderile de masa, s-a evaluat capacitatea de impregnare pe matricea ciorapului
compresiv. Variatia este cuprinsa in intervalul 2.7-12.4%. Dintre cele 15 probe analizate, doar
doua probe (EM-PHB si EG-PHB-PLGA) au avut impregnare sub 5%, majoritatea (11 probe)
au condus la un grad de impregnare in intervalul 5-10% si doua probe (EM-PHB-PLGA si EM-
PLGA) au depasit procentul de 10%.
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CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

Concluzii generale

Cercetarea curenta, ca analiza preliminard in dezvoltarea unui produs util in tratamentul
bolii venoase cronice, a urmarit obtinerea si caracterizarea fitochimica a unor extracte derivate
din surse vegetale cu potential terapeutic. Totodata, studiul vizeaza evaluarea activitatii si
citotoxicitatii precum si includerea in formulari complexe cu polimeri biodegradabili alaturi de

Avand la baza datele din literatura de specialitate, s-au selectat patru surse vegetale
remarcate pentru proprietatile antioxidante, antiinflamatoare, drenoare veno-limfatice,
capilaroprotectoare si favorizante ale reepitelizarii: Sophorae flos (produs vegetal cunoscut mai
ales pentru continutul de rutozida), Ginkgo bilobae folium, Meliloti herba si Calendulae flos.
S-au obtinut patru extracte uscate (ES, EG, EM, EC) prin extractie cu etanol apoi liofilizare.
Screeningul fitochimic realizat asupra extractelor a condus la identificarea cu succes a
compusilor de interes terapeutic, unii fiind comuni (ex. rutozida, quercetina, isoquercetina), iar
altii fiind particulari anumitor extracte: sophoricozida (ES), bilobalid, bilobetina, ginkgolide
(EG), acid melilotic (EM) si calendulozide (EC). Din punct de vedere cantitativ, toate extractele
prezintd cantitdti importante de flavone, acizi fenolcarboxilici si polifenoli, dar se distinge
extractul de Sophorae flos cu cele mai mari valori, mai ales pentru continutul de flavone
(37.45%). Raportat la principiile active identificate (UHPLC-HRMS/MS), pentru ES, in cele
mai mari cantitdti se regdsesc: rutozida, isorhamnetina si quercetina. Nici celelalte extracte nu
sunt de neglijat intrucat dispun de cantitdti importante de principii active.

Din punct de vedere al stabilitatii pe o perioadd de 12 luni, toate extractele analizate au
dovedit o stabilitate relativ buna, continutul de flavonoide inregistrand cele mai reduse variatii.

Cu scopul de a evidentia implicatiile Tn tratamentul bolii venoase cronice ale extractelor
obtinute si pentru a evalua citotoxicitatea, s-au derulat analize in vitro, in vivo si in silico. S-au
aplicat trei metode in vitro pentru determinarea activitatii antioxidante, inregistrand cele mai
bune rezultate pentru extractul de Sophorae flos. Pentru celelalte extracte, activitatea
antioxidantd urmeaza succesiunile: EC>EG>EM (FRAP), EG>EC>EM (DPPH) si
EG>EM>EC (ABTS). Valoarea concentratiei inhibitorii asupra radicalilor (ICso sau ECso) este
cu atat mai micd cu cat concentratia de principii active este mai mare (corelatie inversa apreciata
prin coeficient Pearson negativ). /n silico, s-au remarcat interferente cu zona zinc-catalitica a
MMP (izoformele MMP1, MMP2, MMP3, MMP9) pentru unii constituenti activi din extracte

(ex. isoquercitrind, narcissind, catechind, sophoricozidd). Inhibarea acestor enzime poate fi
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consideratd un mecanism complementar activitatii antioxidante pentru anihilarea proceselor
patologice din boala venoasa cronica.

Analiza de citotoxicitate in vitro, prin testare MTT pe linii celulare endoteliale (tip
HPAEC), a evidentiat ca, dupd 72 de ore de expunere la extractele analizate, viabilitatea celulara
este afectatd in ordinea: EG>ES>EC>EM. In silico, s-a urmadrit posibilitatea de patrundere
intracelulara, de atingere a tintelor intracelulare si de interactiune a unor fitoconstituenti din
extracte cu posibile cdi apoptotice. Astfel, cea mai bund permeabilitate celularda apartine
urmatorilor compusi: calendulozide, isorhamnetina, ginkgolide, bilobalid, bilobetina si
quercetind. Totodata s-a evidentiat patrunderea la nivel mitocondrial si interactiuni cu caspaza-
3, caspaza-8 si heterocomplexul c-Myc-Max ce ar putea explica implicatiile citotoxice. In vivo,
prin testare BSLA (Artemia salina) s-au observat modificari citologice la 24h: deformari ale
corpului, pierderea aderentei de cuticuld (ES), incluziuni celulare (EG, EC, EM), dar pentru
niciunul dintre extracte nu s-au evidentiat efecte letale asupra larvelor la concentratii sub 1200
ug/mL, concluzionand ca sunt netoxice.

Extractele au fost integrate in formulari cu biopolimeri (PHB, PLGA), rezultand 15 probe
tip suspensii care dupa uscare formeaza film polimeric. Testul de extensibilitate (metoda Ojeda-
Arbussa) a evidentiat o capacitate mare de etalare (mai ales pentru probele cu PHB, iar dintre
extracte, probele cu EC si EG). Toate formularile au pH 5.5, concluzionand ca sunt adecvate
unei administrari topic-transdermice (compatibile cu pH-ul pielii). Prin analizda ATR-FTIR
comparativa intre spectrele componentelor de baza si formulari s-au observat deplaséri ale
benzilor la numere de undd mai mari, precum si modificari ale intensitdtii acestora, confirmand
formarea de aducti sau complecsi intre extracte si biopolimeri. Aceste modificari au fost cel mai
bine reprezentate pentru probele EC. Prin analiza XRD, s-a remarcat faptul ca formularile
obtinute sunt amorfe. Analiza AFM a confirmat obtinerea nanoparticulelor si a conturat
profilele topografice ale nanoformularilor prin evaluare la doud scale (2x2 um?, 8x8 um?). S-
au observat diferente atat dependent de polimer cat si dependent de extract. Pentru formularile
cu PHB, cea mai redusa rugozitate (apreciatd prin Rq, rugozitate medie patratica) apartine EG-
PHB. Raportat la probele cu PLGA, cea mai mare rugozitate se observa pentru ES-PLGA.
Pentru probele cu amestecul de polimeri, s-a remarcat topografia duald a probei cu EM, care la
scald mai largd are o rugozitate intermediara, rugozitatea se reduce la scald mai mica, conturand
cea mai find suprafata dintre toate probele analizate. Probele cu amestec de extracte sunt cele
mai complexe si prezintd diferente semnificative de aspect topografic. Pentru unele probe s-a

observat si formarea de agregate.
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S-a investigat potentialul de functionalizare a unei matrici de ciorap compresiv. Imersarea
timp de 30 de minute a ciorapului compresiv In nanoformulare si uscare timp de 12h la
temperatura camerei duce la formarea unui film polimeric pe suprafata materialului compresiv.

Prin analiza termogravimetrica s-a conturat profilul de degradare al nanoformularilor,
observand pierdere de masa treptatd pentru solventi volatili in intervalul 25-115°C si pierdere
de masa a substantelor organice in intervalul 200-650°C. S-a determinat si capacitatea de
impregnare a extractelor pe matricea de ciorap compresiv. Majoritatea probelor au Tnregistrat
un grad de impregnare intre 5-10%.

Tn concluzie, rezultatele prezentei cercetdri reprezinti un punct de orientare citre
dezvoltarea de noi produse farmaceutice avand la baza extracte vegetale, biopolimeri si matrici
compresive, constituind noi oportunitati terapeutice pentru tratamentul bolii venoase cronice.
Rezultatele obtinute au fost diseminate in literatura de specialitate prin intermediul a trei
articole originale.

Elemente de originalitate

Tn contextul acestui proiect de cercetare gradul de originalitate se regiseste in urmatoarele
elemente:

- selectia produselor vegetale pentru acoperirea cat mai cuprinzatoare a manifestarilor
de afectare vasculara induse de boala venoasd cronica: Sophorae flos (remarcat
pentru continut mare de flavonoide antioxidante, antiinflamatoare si
capilaroprotectoare), Ginkgo bilobae folium (continut de ginkgolide cu efecte
antitrombotice), Meliloti herba (cunoscut ca drenor veno-limfatic) si Calendulae
flos (recunoscut pentru efectul cicatrizant si de reepitelizare) si evidentierea
fitocompusilor activi de interes terapeutic n extractele obtinute din aceste materii
prime vegetale (Capitolul 3);

- aplicarea de metode in vitro, in vivo si in silico pentru caracterizarea detaliatd a
extractelor obtinute si a constituentilor activi de interes, atat din punct de vedere al
implicatiilor terapeutice (Capitolul 4 —4.1., 4.2.) cat si al citotoxicitatii (Capitolul 4
—4.3));

- integrarea celor patru extracte Tn nanoformulari alaturi de biopolimeri precum si
realizarea de nanoformulari cu amestecul extractelor pentru a obtine beneficiile
terapeutice cumulate ale acestora (Capitolul 5 —5.1.);

- caracterizarea fizico-chimicad prin metode avansate si realizarea de comparatii

extinse intre formularile obtinute (Capitolul 5 —5.2.,5.3., 5.4., 5.5.);

24



- investigarea posibilitatii de administrare concomitente a terapiei farmacologice si
compresive prin analiza de impregnare a nanoformuldrilor pe matricea ciorapilor
compresivi in vederea obtinerii unor ciorapi compresivi functionalizati, care sa
favorizeze complianta (Capitolul 5 — 5.6., 5.7.)

Perspective de cercetare

Intrucat demersul de cercetare prezent constituie o analiza preliminara ca prim pas citre
dezvoltarea unor produse farmaceutice complexe, perspectivele de cercetare sunt extensive. Ca
etapd consecutiva studiului curent se va analiza stabilitatea nanoformuldrilor in timp si
posibilitatea optimizarii acestora in vederea deprinderii unor proprietati fizico-chimice foarte
bine definite ce ar permite o reproductibilitate optimd unui viitor flux tehnologic. Totodata
evaluarea cedarii in vitro a principiilor active din aceste nanoformulari reprezinta o directie de
analizd ulterioard, precum si studiul permeabilitdtii transcutanate atat a nanoformularilor ca
atare cat si a principiilor active cedate. De asemenea, o posibilitate de optimizare pentru modul
de impregnare ar putea fi consideratd realizarea unei forme farmaceutice tip spray cu
nanoparticule extract-biopolimer si analiza particularitatilor farmacotehnice pentru acest tip de
produs. Introducerea filmului polimeric, rezultat dupa uscarea nanoformularilor, intr-o matrice
tip plasture transdermic este o directie de investigat. Izolarea nanoparticulelor din
nanoformulare si reintegrarea acestora in alte forme farmaceutice reprezinta o pistd de cercetare
promitatoare. Posibilitatea dezvoltarii unor produse farmaceutice variate, avand la baza aceste
nanoformulari, vine aditiv cu perspectivele de caracterizare a acestora din punct de vedere

biofarmaceutic, farmacocinetic, farmacodinamic si farmacotoxicologic.
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