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Nanoformulari topice ale extractelor vegetale selective cu proprietati antiinflamatoare si analgezice performante —
NANOGELEXPLORE

ETAPA 1/2021 - Dezvoltarea metodelor de extractie si de separare a fitocompusilor derivati din A. toxicum Reichenb., H. odorus
Waldst. & Kit. Ex Willd si A. nemorosa L.

Utilizate din cele mai vechi timpuri si in cele mai diverse scopuri, speciile familiei Ranunculaceae sunt recunoscute in medicina
traditionala si conventionala ca fiind bogate in metaboliti secundari cu proprietati extrem de atractive, de la ameliorarea imunitatii la chimioterapia
anti-cancer sau inversarea rezistentei la medicamentele antitumorale.

Multe neamuri si popoare utilizeaza diferite specii de Ranunculaceae n cele mai diverse scopuri, de la otrdvirea sagetilor (Teit, 1900, citat
de Turner, 1984), la remedii naturiste, la revitalizarea persoanelor inconstiente, la insceticide etc., insa manipularea acestor plante toxice trebuie sa
se realizeze cu foarte mare atentie, pentru a minimiza consecintele nocive. Despre toxicitatea si potentialul terapeutic al Ranunculaceaelor s-a scris
inca de la inceputul secolului trecut, dar pentru valorificarea acestora si utilizarea lor sigurd in tratarea unor afectiuni sunt necesare studii si
cercetari in vitro si in vivo suplimentare si aprofundate.

Familia Ranunculaceae (ordinul Ranunculales), include 62 genuri si 2525 species (Stevens, 2001; Cossard si colab., 2016), cunoscute inca
din cele mai vechi timpuri datorita proprietatilor terapeutice ale acestora, proprietati datorate metabolitilor secundari existenti din abundenta in
aceste specii. Cele mai noi studii vizeaza utilizarea fitometabolitilor Ranunculaceelor, precum alacaloizi, terpenoide, saponine si polizaharide, in
chimioterapia anti-cancer, prin blocarea ciclului celular si inducerea apoptozei celulelor canceroase (Khurshid si colab., 2020), prin ameliorarea
imunitatii (Wu si colab., 2012), prin inhibarea proliferarii celulare, angiogenezei si metastazarii, prin reducerea sau inversarea rezistentei la
medicamentele antitumorale (Schink si colab., 2015). Separarea metabolitilor secundari din corpul plantelor de componentele inactive ale acestora
se realizeaza prin extractie. Existd doua tipuri de metode de extractie: metodele conventionale sau clasice si metodele moderne, denumite si
,tehnici verzi de extractie”. Exista doua tipuri de metode de extractie: metode conventionale sau clasice si metode moderne, numite si ,tehnici de
extractie verde”. Cea mai populara si comuna tehnica de extractie este macerarea. Aceasta presupune plasarea materialului vegetal intr-un
recipient peste care se toarna solventul specific pand cand este complet acoperit si mentinut la temperatura camerei timp de cel putin trei zile
(Abubakar si Haque, 2020). Tehnica de extractie prin macerare este potrivitd pentru extractia compusilor termolabili. Metodele moderne de
extractie includ extractia asistatd cu microunde (MAE), extractia asistata cu ultrasunete (UAE), extractia cu fluid supercritic (SFE). Au fost folosite
diverse metode de extractie pentru a obtine un randament cat mai mare de fitochimice, de la anumiti reprezentanti ai familiei Ranunculaceae.

n ultimii ani, s-a observat o crestere a cererii de extracte naturale obtinute prin tehnici de extractie ,verzi”, neconventionale de
prelucrare a materiilor prime. Aceste tehnici au fost dezvoltate si pentru a rezolva problemele ce apar in cazul utilizarii metodelor conventionale de
extractie. Tehnica ,verde” poate fi definita ca o ,metoda de extractie ce se bazeaza pe descoperirea si proiectarea proceselor de extractie care vor
reduce consumul de energie, permitand utilizarea de solventi alternativi si produse naturale regenerabile si asigura un extract/ produs sigur si de
nalta calitate”. Tehnicile moderne de extractie sunt reprezentate de extractia asistata de microunde, extractia asistata de ultrasunete si extractia
cu fluide supercritice.

Etapa de dezvoltare a metodelor de extractie si de separare a fitocompusilor derivati din A. toxicum Reichenb., H. odorus Waldst. & Kit Ex
Wild si A. nemorosa L. a constat in colectarea si autentificarea materialului vegetal, din care s-au obtinut extracte folosind solventi diferiti
(H,0:EtOH 40:60, H,0:MeOH 40:60, apad) si utilizdnd patru tehnici de extractie, macerarea, extractia asistata de ultrasunete, extractia asistata de
microunde si extractia cu fluide supercritice (metanol, cosolvent). Considerand toate variabilele (materialul vegetal, solventul, tehnica de extractie)
au fost obtinute in total 35 de extracte, care au fost caracterizate pentru identificarea de fitocompusi cu proprietati antiinflamatoare si analgezice.
Dependent de specie, in extractele obtinute au fost identificate diverse flavonoide si alcaloizi.

Magnoflorina si alti alcaloizi, glicozide cardiace, flavonide cu proprietati antitumorale si activitate citotoxica impotriva celulelor tumorale
umane au fost extrase din plantele Ranunculaceae. Aconitum sp. au fost folosite Tn medicina traditionald chineza pentru a trata artrita, paralizia si
infarctul, dar si ulcerul duodenal si gastroenterita. Activitatea antibacteriand a fost demonstrata asupra bacteriilor din specia Staphylococcus
aureus, efectele farmacologice datorandu-se flavonoidelor, compusilor fenolici, terpenoidelor, polizaharidelor (Hao, 2019; Yin si colab., 2019).
Preparatele obtinute din rizomi de anemone sunt utilizate in tratamentul dizenteriei, ulcerelor, malariei si altor boli parazitare, faringolaringitei,
hepatitei. Efectul substantelor din compozitia chimica a acestor plante este antiinflamator, antimicrobian, antitumoral, sedativ si analgezic, dar si
antihistaminic, anticonvulsivant, antipiretic. Datorita continutului ridicat al acestor substante, rizomii proveniti de la specia Anemone raddeana sunt
folositi pentru ameliorarea nevralgiilor si a simptomelor reumatice. Anemona coronaria a fost utilizata pe scard larga ca antinevralgic si
antireumatic In medicina traditionala din Liban (Raafat si El-Lakany, 2018). Pulberea obtinuta din radacinile de Pulsatilla chinensis a prezentat un
efect antibacterian evidentiat in tratamentul sindromului diareic indus la soareci prin inocularea bacteriilor enterotoxigene E. coli 0101 (Yu si
colab., 2017). Utilizarea acestor plante in diferite terapii este limitatd de efectul toxic pe care il pot avea dacd nu sunt respectate concentratiile
potrivite (Wang si colab., 2020).

n vederea realizérii cercetarilor asumate prin cererea de finantare, am utilizat partile subterane si supraterane ale plantelor din speciile
Helleborus odorus Waldst. & Kit. ex Willd., Anemone nemorosa L. si Aconitum toxicum Reichenb.

Materialul vegetal de la specia H. odorus a constat in rizomi si tulpina florifera, provenind din populatii bine reprezentate numeric, din mai
multe puncte de colectare raspandite intr-o suprafata de cca 30 ha din situl de importanta comunitara ROSCI0405, din dealurile Strehaia-Batlanele,
judetul Mehedinti. Localizarile GPS ale punctelor de colectare sunt: N 44° 35' 19,2", E 023" 07' 38,1"; N 44° 35' 16,5", E 023" 08' 11,5"; N 44° 35'
13,0", E023° 07'56,9"; N 44° 35'12,5", E 023" 07' 50,7".

Rizomii si partea supraterana inflorita de la A. nemorosa au fost colectate in data de 25 aprilie 2021, precum si rizomi si partea supraterana
fructificata, in 6 mai 2021, din Padurea Trivale din municipiul Pitesti, cu urmatoarea localizare GPS: N 44°51'09.7" E 24°51'07.8"; N 44°51'17.6", E
24°51'25.5"; N 44°51'13.2", E 24°51'15.1".
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Plantele intregi de A. toxicum au fost colectate in peioada de inflorire din Valea Rudaritei (Muntii Leaota) — 31.07.2021, iar din Valea
Valsanului in 13.08.2021 si 20.08.2021.

Dintre plantele de A. toxicum (colectata din Cheile Rudaritei), A. nemorosa si H. odorus au fost alese si presate exemplarele voucher, care
au fost inregistrate in colectia de herbar a Muzeului Judetean Arges, primind urmadtoarele numere: Aconitum toxicum Reichenb. — exemplar
voucher nr. 11376, Anemone nemorosa L. — exemplar voucher nr. 11377, Helleborus odorus Waldst et Kit. — exemplar voucher nr. 11378.

Rizomii/ frunzele/ florile s-au folosit pentru a obtine extracte cu diversi fitocompusi, in special pentru determinarea partilor de plante
bogate in alcaloizi si flavonoizi. Solventii utilizati pentru macerare au fost etanol 962 si metanol 962. Extractele alcoolice au fost preparate prin
macinarea a 10 g de plante in 100 ml alcool timp de 48 de ore la temperatura camerei.

Pentru MAE, UAE si SFE: raportul de solventi utilizat: H,0: EtOH 40:60, H,0:MeOH 40:60; raport plante: solvent 1: 10.

Etapele prelucrarii primare a materialului vegetal: (1) plantele proaspete au fost uscate la 40 °C in cuptorul Memmert timp de 48 h; (2) cu
ajutorul balantei termice KERN MLB50-3N s-a determinat umiditatea relativa pentru fiecare parte a plantei; (3) plantele uscate au fost pre-
macinate cu moara de laborator RETSCH GM200 timp de 3 minute la 4000 rpm si macinate timp de 10 secunde la 10.000 rpm; (4) cantitatea
necesara de pulbere a fost cantdritd cu balanta analiticd METTLER. Extractia asistata cu microunde a fost efectuatd timp de 5 min in vasul de
extractie de NEOS MILESTONE GR sub agitare continua, 220W, 63-67 °C. Extractia asistata cu ultrasunete a fost efectuata timp de 10 min. in vasul
de extractie cu racire al echipamentului HIELSCHER UP200ST, sub actiunea sonotrodului la o amplitudine de 72 um.

Extractele obtinute au fost centrifugate la 6000 rpm timp de 5 min folosind dispozitivul EBA200 - HETTIC. Dupd centrifugare,
supernatantul a fost filtrat sub vid prin hartie de filtru cu filtrare medie. Extractia cu CO, supercritic a fost efectuata pe echipamentul SFT-110 SFE
SYSTEM la urmatorii parametri: CO,: MeOH 20: 1; 3000 psi; debit: 6 mL/min CO,; 0,3 ml/min MeOH; extractie statica: 10 min (4 cicluri); extractie
dinamica: 10 min (4 cicluri). Toate extractele obtinute au fost pastrate la o temperatura de 4 °C.

Extractele de analizat au fost filtrate prin filtre de 0,22 um pentru a indeparta eventualele depuneri. Extractele filtrate au fost transferate
in flacoane de unica folosinta pentru analiza HPLC. Un sistem LC Agilent seria 1200, constand dintr-o pompa cuaternard, un detector cu matrice de
diode si un prelevator de mostre automate. Analiza aconitinei a fost efectuata pe o coloand ZORBAX Eclipse plus C18 (150 mm x 4,6 mm i.d.;
dimensiunea particulei 5 um; Agilent Technologies Inc., SUA) la 30 °C. Solventii utilizati pentru separarea HPLC a compusului tinta din probe au fost
acetonitril (A) si o solutie tampon (B) care contine 40 mmol/mL acetat de amoniu ajustata cu solutie de amoniac la pH 10,0. Debitul a fost de 1,0
ml/min si gradientul de eluare a fazei mobile a fost 15 - 70% (A) in 0 - 45 min si 70% (A) in 45 - 50 min. Detectarea a fost efectuatd la 240 nm. Curba
de calibrare a fost construitd in domeniul de concentratii 0-50 mg/L. Standardele utilizate au fost aconitind, hipaconitind, mezaconitina si
magnoflorine. Acetonitrilul, apa si acetatul de amoniu au fost de calitate HPLC.

Compusii naturali identificati in extractele de plante au fost aconitina, mesaconitina, hipaconitina, magnoflorina, flavonoidele specifice si
alti compusi fenolici la 280-300 nm si 300-350 nm.
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ETAPA 2/2022 - Caracterizarea fizico-chimicd a extractelor crude, amestecurilor nanostructurate si nanoparticulelor metalice.
Evaluarea bioactivitatii extractelor crude, fitocompusilor izolati si a amestecurilor nanostructurate

Proprietdtile nanoparticulelor metalice (NPs) si bio-nano-interactiunile sunt influentate de o multitudine de factori, printre care
compozitia elementald a coroanei, dimensiunea, forma si suprafata, cristalinitatea suprafetei, interfata solid-lichid, suprafata de contact cu o
moleculd organica, factori de micromediu. Tn functie de aceastd multitudine de factori, bio-nano-interactiunile pot induce o mare varietate de
raspunsuri celulare.

Utilizand extracte de A. toxicum, H. odorus si A. nemorosa ca agenti reducatori, au fost dezvoltate 33 de variante experimentale definite
de 8 variabile, respectiv specia, organul vegetal, metoda de extractie, tipul solventului utilizat pentru obtinerea extractelor, concentratia extractului
si concentratia HAuCl,/AgNQOs, timpul si temperatura de de incubare.

Biosinteza nanoparticulelor metalice a fost confirmata prin variatia de culoare a extractelor, de analizele spectrale FTIR si UV-Vis, analiza
STEM-EDS si analiza prin difractie cu radiatii X. Compartiv cu extractele obtinute cu ultrasunete, testul DPPH a indicat o activitate antioxidantda mai
ridicata a extractelor obtinute cu microunde, indiferent de specie si de organul vegetal.

Dependent de metoda de biosinteza, unele extractele suplimentate cu nanoparticule metalice au manifestat fitotoxicitate (inhibarea
cresterii radacinilor si tulpinilor, inhibarea germinatiei, diminuarea biomasei), citogenotoxicitate (inhibarea diviziunii celulare, aberatii
cromozomiale in celulele meristematice de ceapa) si hepatotoxicitate. Suplimentarea extractelor cu nanoparticule metalice a intensificat efectul
antimicrobian al extractelor indiferent de variabilele de incubare pentru biosinteza. Extractele de H. odorus au avut un efect antimicrobian mai
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pronuntat asupra tulpinilor de B. subtilis si C. albicans, cel mai slab efect fiind evidentiat fata de E. coli. Extractele obtinute cu ajutorul metanolului
au dovedit un efect inhibitor mai slab decat cele obtinute cu ajutorul etanolului.

Prin modelul experimental al edemului urechii indus de xilen, respectiv al edemul labei indus de caragenan, s-a observat ca in functie de
metoda de obtinere a extractelor si de biosintezd a nanoparticulelor metalice potentialul antiinflamator a inregistrat variatii importante, cele mai
bune rezultate fiind determinate de extractele obtinute cu ultrasunete.

Un numar de 21 de compusi au fost analizati din punct de vedere bioinformatic (aconitina, hipaconitina, mezacontina, magnoflorine, acid
galic, catechin, acid caffeic, acid ferulic, acid clorogenic, epicatechina, delfinidina, acid cumaric, daidzein, hiperozid, rutin, naringin, malvidina,
quercitina, naringenin, genistein, acid siringic).

Pentru evaluarea caracterului de posibil medicament compusii au fost prelucrati in baza de date Expasy [https://www.expasy.org/], si
testati pentru a respecta regulile de chimie medicala: regula Lipinski, Egan, Muegge. Pentru compusii mentionati s-a calculat masa moleculara,
hidrofobicitatea, ponderea atomilor donori/acceptori de legaturi de hidrogen, ponderea numarului de legaturi rotabile, suprafata moleculara
polara etc. Prin calculul bioinformatic al caracterului drug-like am constat ca o parte dintre compusi analizati respecta profilul de drug-like (acid
galic, catechin, acid ferulic, acid cafeic, acid clorogenic, epicatechin, acid cumaric, quercitina etc).

Structurile chimice in format Smiles au fost incarcate in softul MOE si transformate in fisiere.mol2. Aceste fisiere au fost utilizate pentru
calculul de proprietati fizico-chimice precum flexibilitatea exprimata in numarul de legaturi rotabile, refractivitatea (Az), suprafata moleculara
polara (A?), hidrofobicitatea si solubilitatea in apa. Rezultatele au indicat cd flexibilitatea este mare, in special in seria compusilor din clasa
alcaloizilor. Compusii au o hidrofobicitate medie si prezintd un caracter hidrofil mediu.

Rezultatele pe tinte indica predictie mare pe anhidrazele carbonice isoforme, predictie nesemnificativa pe aconitine si derivati.

Rezultatele predictive pentru profilul ADME-Tox au aratat cd majoritatea compusilor prezintd o buna absorbtie la nivel intestinal;
compusii nu sunt inhibitori pentru receptorii OCT2/ OCT, iar in cazul profilului farmacogenomic s-a inregistrat o activitate redusa ca substrat/
inhibitor la nivelul situsului citocromului CYP2D6.

Un numar semnificativ de itemi reprezentand toxicitatea a fost analizat pentru compusii naturali analizati: Ames (mutageneza),
carcinogenitatea, toxicitatea pentru diferite specii (crustaceae, albine, pesti), nefrotoxicitatea, hepatotoxicitatea, cardiotoxicitatea, toxicitatea
mitocondriald, toxicitatea pentru receptorii nucleari, etc. Rezultatele au aratat ca la nivelul organismului uman unii compusi induc hepatotoxicitate,
nu sunt nefrotoxici si cardiotoxici.

ETAPA 3/2023 Dezvoltarea nanogelurilor incircate cu compusi bioactivi si AuNPs/ AgNPs. Validarea tehnologiei pentru obtinerea
nanogelurilor functionalizate cu extracte naturale si nanoparticule metalice

Nanogelurile sau nanohidrogelurile sunt sisteme coloidale formate dintr-o retea tridimensionala de polimeri hidrofili, care pot incorpora
substante active in matricea lor. Nanohidrogelurile prezintd avantaje ca sisteme de eliberare controlata a medicamentelor, cum ar fi stabilitatea
fizica, biocompatibilitatea, capacitatea de solubilizare si protectia substantelor active de degradare. Nanohidrogelurile pot fi aplicate pe piele,
mucoase sau pot fi injectate in organism, in functie de scopul terapeutic (Chander si colab., 2021; Wang si colab., 2023).

Pentru obtinerea de nanohidrogeluri, este necesara alegerea unei formulari optime de excipienti, care sa asigure proprietatile dorite ale
produsului final. Excipientii sunt substante care nu au efect farmacologic, dar care contribuie la stabilizarea, conservarea, imbunatatirea
biodisponibilitdtii sau facilitarea administrarii substantelor active. Excipientii folositi in formularea nanohidrogelurilor pot fi clasificati in trei
categorii: polimeri, agenti de reticulare si aditivi (Patel si colab., 2020).

n cazul nanohidrogelurilor cu extracte din plante, care au proprietiti antioxidante, antiinflamatoare, antimicrobiene sau anticanceroase,
alegerea formularii optime de excipienti este influentatda de urmatorii factori: compatibilitatea dintre extractul vegetal si polimer, stabilitatea
extractului vegetal in conditiile de preparare si depozitare, eliberarea controlata a extractului vegetal in functie de pH-ul si temperatura mediului,
biodisponibilitatea si bioactivitatea extractului vegetal la locul de actiune (Kyriakoudi si colab., 2021).

Un exemplu de formulare optima de excipienti pentru obtinerea de nanohidrogeluri cu extracte din plante este cea bazatd pe carbopol,
Tween 80 si trietanolamina.

Carbopolul este un polimer sintetic, derivat al acidului acrilic, care are proprietati de gelificare, vascozitate, stabilizare si mucoadezivitate.
Carbopolul poate forma nanohidrogeluri prin reticulare fizica, prin variatii de pH sau prin adaugarea de electroliti. Carbopolul este biocompatibil,
biodegradabil si non-toxic, fiind folosit in diverse aplicatii farmaceutice, cosmetice si alimentare (Bonacucina si colab., 2004).

Tween 80 este un emulgator non-ionic, derivat al acidului oleic, care are proprietati de solubilizare, dispersare, umectare si stabilizare.
Tween 80 poate facilita formarea de nanogeluri prin reducerea tensiunii superficiale si prin imbunatatirea compatibilitatii dintre fazele apoasa si
uleioasa. Tween 80 este biocompatibil, biodegradabil si non-toxic, fiind folosit in diverse aplicatii farmaceutice, cosmetice si alimentare (Nielsen si
colab., 2016).

Trietanolamina este o substanta alcalind, derivatda din amoniac, care are proprietdati de tamponare, neutralizare, solubilizare si
emulsionare. Trietanolamina poate contribui la formarea de nanogeluri prin ajustarea pH-ului si prin favorizarea interactiunilor electrostatice dintre
polimer si extractul vegetal. Trietanolamina este biocompatibild, biodegradabila si non-toxica, fiind folosita in diverse aplicatii farmaceutice,
cosmetice si alimentare (URL1).

Utilizarea carbopolului si a trietanolaminei in formuldrile de tip gel reprezintd o alegere strategicd pentru dezvoltarea de produse
farmaceutice si cosmetice cu proprietati terapeutice. Aceste componente furnizeaza stabilitate, vascozitate controlata, consistenta optima precum
si o eliberare eficientd a substantelor active, contribuind astfel la eficacitatea si acceptarea produselor de catre utilizatori.

Pentru obtinerea a 50 mL de nanogel corespunzator fiecarei variante experimentale de extract vegetal, s-au utilizat: 5 mL din fiecare tip
de extract, apa distilatd, Tween 80, carbopol si trietanolamina (TEA).

Astfel, s-a amestecat apa distilata cu extractul. Jumatate din acest volum s-a introdus intr-un pahar Berzelius si s-a agitat pe plita de
laborator la 80 °C. Cand s-a atins aceastd temperaturd, s-a pipetat 6,25 mL Tween 80 si s-a ldsat 15 minute la agitat la aceeasi temperatura. Cealaltd
jumatate de amestec de apa si extact, s-a introdus intr-un pahar Berzelius si s-a agitat pe plita de laborator la 40 °C. Cand s-a ajuns la aceasta
temperatura, s-a addugat cantitatea de carbopol si s-a continuat agitarea pana la solidificarea medie a acestuia. Apoi, primul amestec a fost din nou
supus agitarii pe plita de laborator, tot la 80 °C, dupa care s-a addugat treptat si restul cantitatii de Tween 80, continuandu-se agitarea pentru inca
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5 minute. Ulterior, primul amestec a fost addaugat peste cel de-al doilea, sub agitare la 80 °C. Dupa incorporarea celor douda amestecuri, s-a pipetat
TEA. Amestecul final s-a omogenizat cu ajutorul unui omogenizator de laborator, timp de 3 min.

Analizele SEM-EDS a gelurilor obtinute din complecsii fitochimici nanostructurati de A. nemorosa L. s-au efectuat folosind microscopul
electronic HITACHI SU500 din cadrul Centrului Regional de Cercetare-Dezvoltare pentru materiale, produse si procese inovatoare destinate
industriei de automobile (CRC&D - AUTO). Microscopul electronic HITACHI SU500 este echipat cu un cooling stage capabil sa aduca proba pana la -
30 °C si s3 0 mentind la temperatura prestabilits in timpul analizei.

Modulul de lucru in presiune variabila (30Pa) si vid scdzut a permis analiza morfologica a gelurilor inghetate pe cooling stage fara a fi
necesar sputtering-ul.

Modul de lucru a fost urmatorul: s-a prelevat o mostra de gel si s-a intins o cantitate infima pe suportul de proba (cooling stage); s-a adus
suportul de proba (cooling stage) la temperatura de -20 °C pand ce proba de gel a inghetat; s-a inchis incinta microscopului si s-a adus pané la o
presiune de 30Pa; s-a efectuat analiza SEM a morfologiei gelului; dupa finalizarea analizei, se aduce incinta la presiune atmosferica, se curata
suportul de probd si se reia analiza pentru urmatoarea mostrd. Micrografia la mdrirea 100x obtinute pentru mostra de gel RAnU,-25% este
prezentata in Fig. 1.
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Figura 1. Proba por-gel RAnU,-25%. Micrografie SEM x100

Pentru extractele hidroalcoolice morfologia particulelor este aproximativ sferica, iar dimensiunile si dispersia difera de la un extract la
altul. Tn continuare sunt prezentate micrografii la diferite mariri obtinute pentru proba RAnU,T,t;. Analiza SEM-EDS pentru extractele hidroalcoolice
confirma prezenta particulelor de Ag cu dimensiuni nanometrice, sub 50 nm.

S-a constatat ca pentru extractele hidroalcoolice morfologia particulelor este aproximativ sperica iar dimensiunile si dispersia difera de la un extract
la altul. De asemenea, pentru extractele hidroalcoolice se confirma prezenta particulelor de argint cu dimensiuni nanometrice, sub 50 nm.

Evaluarea in vivo a potentialului antiinflamator al nanogelurilor la soareci Wistar a fost efectuata prin doua metode:

e Metoda edemului auricular. Animalele au fost grupate in 4 loturi experimentale: lotul sanatos (tratat cu apa distilata), lotul de control
(tratat doar cu TPA pentru inducerea edemului), lotul experimental (tratat cu TPA si gelurile de experimentat) si lotul tratat cu TPA si indometacina.

Edemul urechii (urechea dreaptd) a fost indus prin aplicarea locald multipla (timp de 6 zile, o datad pe zi) a 2.5 pg/ureche de TPA (12-O-
tetradeca noylphorbol-13-acetate) dizolvat in 20 pL etanol (10 pL pe ambele fete ale urechii tratate) (Tratamentul cu gel s-a facut simultan cu
aplicarea TPA (20mg/zi/ureche timp de 6 zile). Ca referinta a efectului antiinflamator a fost utilizat medicamentul indometacina (1mg/g/zi/ureche).

La 4 ore dupa ultima administrare animalele au fost sacrificate prin luxatie cervicala (dupa anestezie prealabild cu 0,01 ml dietil eter -
Sulaiman si colab., 2008).) Au fost prelevate cu un perforator cu diametrul de 8 mm urechile drepte si stangi ale soarecilor si cantarite imediat (Gou
si colab., 2017). A fost calculatd diferenta de greutate a edemului dintre urechea dreapta si stangd a aceluiasi animal.

Procentul de inhibitie a fost comparat cu lotul de control, dupa urmatoarea formula:
greutatea edemului (control) — greutatea edemului (test)

% Inhibitie = - x 100
greutatea edemului (control)

Cel mai mare efect antiinflamator al gelurilor experimentate a fost constatat la varianta cu gel cu extract de rizom obtinut la ultrasunete si AgNPs
incubate 48 ore la temperatura de 40 2C (cu un procent de inhibare a edemului de 24,1%). Nu au fost constatate diferente semnificative
antiinflamatorii intre aplicarea gelurilor fara AgNPs in functie de modalitatea de extractie, procentele de inhibitie a edemului fiind Tnsa mai mici
comparativ cu administrarea extractelor prin gavaj.

e Testarea efectului antiinflamator prin modelul experimental al edemul labei indus de caragenan. Gelurile realizate din extractele de
rizom de A. nemorosa testate, cu si fara AgNPs fitosintetizate au prezentat actiune antiinflamatorie in modelul experimental al edemului labei indus
de caragenan, cu exceptia extractului realizat cu ajutorul microundelor (fara nanoparticule metalice fitosintetizate), pentru care rezutatele au fost
neconcludente. Si Tn acest caz, cele mai bune rezultate antiinflamatoare au fost obtinute pentru extractele realizate prin metoda cu ultrasunete.

n general, cresterea procentuald a volumului labei a fost mai redusa in variantele cu gel (comparativ cu rezultatele antiinflamatorii ale
extractelor raportate in faza anterioard a proiectului).

Scopul experimentelor realizate in cercetarea de fata a fost si acela de a testa efectul antimicrobian al nanogelurilor in care au fost
incorporate extracte vegetale de rizom de A. nemorosa obtinute prin MAE si UAE, cu sau fara nanoparticule fitosintetizate, asupra a sase tulpini
microbiene (doud fungice din genul Candida si patru bacteriene: trei Gram pozitive si una Gram negativa) de referintd. Cele 6 variante
experimentale sunt prezentate in Tabelul 1, iar tulpinile microbiene de referinta folosite sunt prezentate in Tabelul 2.

Metoda folosita pentru testarea efectului antimicrobian al gelurilor cu extracte vegetale a fost o varianta adaptatd a metodei difuzimetrice
Kirby-Bauer (Balouiri, 2016), in care in locul discurilor standard impregnate cu antibiotice au fost folosite discuri sterile de hartie de filtru pe care au
fost depuse gelurile in strat subtire (in doua repetitii), dar si o metoda difuzimetrica utilizand godeuri realizate in stratul de mediu solid.

Pe langd gelurile cu extracte vegetale au fost utilizati: martorul negativ (Tween 80) si martorii pozitivi reprezentati de antibiotic
(Gentamicind 10ug/disc) si antifungic (Fluconazol 25ug/disc) sub forma de microcomprimate standardizate.



Tabel 1. Variante experimentale pentru testarea efectului antimicrobian al nanogelurilor

Variante Tipul de extract Concentratie AgNO; Temperatura Timp incubare Codul
experimentale (mM) incubare (°C) (h) variantei
RANU2 25% - - - 1
RANU2T1t1 UAE 22°C (T1 24h (t1
n 5mM (U2) (1) (t1) 3
RANU2T2t1 40°C (T2) 24h (1) 4
RANM2 25% - - - 2
RANM2T1t1 MAE 22°C(T1 24h (11 5
n 5mM (M2) C(T1) (t1)
RANM2T2t2 40°C (T2) 48h (t2) 6

Tabel 2. Tulpini microbiene de referinta folosite

Tulpinile microbiene de referinta Simbolul folosit Mediul utilizat pentru testarea efectului antimicrobian
Staphylococcus aureus ATCC 25923 S.a. Geloza Mueller Hinton

Bacillus subtilis ISM 68/53 B.s. Geloza Mueller Hinton

(echivalent ATCC 6633)

Escherichia coli ATCC 25922 E.c. Geloza Mueller Hinton

Streptococcus pyogenes S.p. Geloza Mueller Hinton suplimentata cu 5% sange de berbec
Candida albicans ATCC 10231 C.a. Sabouraud

Candida parapsilosis ATCC 22019 C.p. Sabouraud

Experimentele realizate cu extracte din rizom de A. nemorosa in absenta AgNPs nu au prezentat efect antibacterian in experimente
anterioare. Gelurile cu astfel de extracte utilizate in experimentul de fata (codificate 1 si 2) nu au determinat nici ele o actiune antimicrobiana prin
metoda difuzimetrica cu discuri, nici asupra bacteriilor, nici asupra drojdiilor testate. Tn schimb variantele de geluri care au avut in compozitia lor
extracte vegetale cu nanoparticule de argint au exercitat un efect antimicrobian evidentiat printr-o zona de inhibitie a cresterii microbiene.

Gelul din varianta 4 (RAnU2T2t1) a avut efect asupra a 3 dintre cele 4 tulpini bacteriene, iar gelul din varianta 6 (RAnM2T2t2) a produs o
usoara inhibitie a doua tulpini bacteriene (S. aureus si B. subtilis) si a tulpinii de C. parapsilosis. O singura tulpina bacteriand (cea Gram negativa) a
fost usor inhibatd de Tween 80, dar toate zonele de inhibitie determinate au fost mult inferioare celor produse de martorii pozitivi (antibiotic/
antifungic). Desi extractele de A. nemorosa cu AgNPs au avut efect antimicrobian mai puternic atunci cand au fost obtinute cu microunde, sub
forma de geluri au actionat mai intens cele obtinute cu ajutorul ultrasunetelor, mai ales printr-o incubare la 40 °C.

n cazul metodei godeurilor a existat o usoara inhibitie a bacteriilor E. coli si B. subtilis exercitata de gelurile cu extracte nesuplimentate cu
nanoparticule de argint (6,5 mm diametru), dar efectul antimicrobian a fost mai evident in cazul celor cu AgNPs. Din nou varianta 4 de gel a
determinat inhibitia cresterii bacteriene mai mult decat celelalte variante testate. Drojdiile testate nu au fost sensibile la actiunea gelurilor folosite.

Testarea in vitro a extractelor vegetale Thainte si dupa fitosinteza nanoparticulelor metalice utilizand culturi de celule umane normale si
tumorale, respectiv analiza cantitativda pentru testul cometei alcaline, a aratat o crestere nesemnificativa a dimensiunii cozii cometei dupa
tratamentul cu extracte de A. nemorosa, cu si fara AgNPs indicand absenta deteriorarii ADN. Cuantificarea momentului cozii a confirmat scaderea
acestuia n variantele experimentale caracterizate de prezenta AgNPs, cea mai mica valoare fiind caracteristica probei RAnU2T2t2. Aceste date
permit evaluarea deteriorarii ADN. Totodata, cantitatea de ADN din capul cometelor a fost mai mare in cazul celulelor tratate cu extracte de A.
nemorosa suplimentate cu AgNPs, comparativ cu extractele crude, sugerand efectul genoprotector al acestora.

Preconizarea beneficiilor nanoformularilor topice de extracte vegetale selective cu proprietati antiinflamatoare si analgezice

Inflamatia este asociata cu diverse boli, iar persistenta inflamatiei indica Tn mod sistemic disfunctia si afectarea diferitelor organe.

Exceptand efectele antiinflamatorii si analgezice, printre beneficiile preconizate ale nanoformuldrilor topice de extracte vegetale selective
se numara:
- cresterea capcitatii de penetrare a pielii a substantelor active hidrofile/lipofie si controlul eliberarii firocompusilor activi;
- nanoparticulele metalice pot reduce inflamatia pielii indusa de alergeni;
- prin compozitia bogata n compusi fenolici, exercitd un efect antioxidant, protejand pielea de atacul radicalilor liberi care se formeaza sub efectul
radiatiilor UV si care pot provoca leziuni celulare;
- efectele antibacteriene si prevenirea infectarii ranilor;
- ameliorarea biodisponibilitatii principiilor active;
- protectia principiilor active impotriva degradarii enzimatice si hidrolitice si ameliorarea stabilitatii.

Beneficiile nanoformularilor topice de extracte vegetale selective cu proprietati antiinflamatoare si analgezice, propuneri si proiectii
ale studiilor viitoare
Dintre extractele testate, cele de A. nemorosa s-au remarcat prin cel mai mare continut de rutind, catechina si malvidina. Rutina

(3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucozidad) este un flavonoid pentru care a fost demonstratd o serie de activitati farmacologice, precum
activitati antioxidante, citoprotectoare, vasoprotectoare, anticancerigene, cardioprotectoare, inclusiv prevenirea neuroinflamatiei (Khan si colab.,
2009; Ganeshpurkar si Saluja, 2017). De asemenea, catechinele derivate din plante asigura stabilizarea raspunsului antiinflamator pe baza unei
activitati antioxidante excellente si sunt eficiente in suprimarea stresului inflamator pe termen scurt si lung (Kim si Heo, 2022).

De altfel, cea mai pronuntatd activitate antioxidanta (DPPH) a fost detereminatd pentru varianta RAnU2, definitd de extractele
hidrometanolice obtinute din rizom de A. nemorosa prin extractie cu ultrasunete.

Pentru toate probele analizate, ulterior fitosintezei de nanoparticule metalice s-a confirmat prezenta particulelor de Ag cu dimensiuni
nanometrice, sub 50 nm.



Totodatd, extractele de A. nemorosa au avut un efect inhibitor mai pronuntat fatd de bacteriile Gram negative si pozitive testate
comparativ cu celelalte extracte obtinute din H. odorus si A. toxicum.

Extractele de A. nemorosa suplimentate cu AgNPs au exprimat un efect inhibitor evident in toate variantele experimentale prin comparatie
cu extractele lipsite de AgNPs, in absenta AgNPs efectul antimicrobian fiind nul. Tulpina de E. coli a fost cel mai putin sensibild la actiunea
extractelor de A. nemorosa, iar cel mai pronuntat efect antibacterian a fost exercitat asupra tulpinii de K. pneumoniae. Prin comparatie cu
antibioticele folosite ca martori pozitivi, respectiv Amikacina 30 ug pentru S. aureus, B. subtilis, K. pneumoniae si Gentamicind 120 ug pentru E. coli,
actiunea antimicrobiana a extractelor a fost mai slaba.

in privinta extractelor de A. nemorosa obtinute cu microunde, in absenta AgNPs (RAnM), efectul antimicrobian a fost absent. Pentru toate
celelalte extracte obtinute efectul antimicrobian a fost prezent.

Prin incubarea culturilor de S. aureus si B. subtilis (bacterii Gram pozitive) cu extracte din rizom de A. nemorosa obtinute cu ultrasunete s-au
format zone de inhibitie de pana la 14 mm. Temperatura aplicata pentru sinteza de AgNPs in extracte de A. nemorosa a influentat efectul
antibacterian exercitat de acestea asupra bacteriilor Gram pozitive folosite.

Fata de bacteriile Gram negative testate s-a constatat ca extractele de A. nemorosa au avut un efect inhibitor mai pronuntat asupra tulpinii
K. pneumoniae decat asupra tulpinii de E. coli.

Important de subliniat este faptul ca toate extractele de rizom de A. nemorosa testate, cu si fara AgNPs fitosintetizate au prezentat actiune
antiinflamatorie In modelul experimental al edemului urechii indus de xilen si al edemului labei indus de caragenan. Cele mai bune rezultate au
fost obtinute pentru extractele realizate prin metoda cu ultrasunete. De asemenea, actiunea antiinflamatoare a extractelor studiate s-a observat
printr-o tendinta de crestere a numarului de eritrocite si trombocite, in paralel cu scaderea numarului de leucocite. Asociat cresterii numarului de
eritrocite se observa cresterea cantitdtii de hemoglobina si a procentului globular (hematocrit). O usoara crestere a numarului de elemente figurate
a fost inregistrata Tn cazul administrarii extractelor vegetale ce contin nanoparticule fitosintetizate.

Caracterizarea si cuantificarea fizico-chimica a proprietatilor antiinflamatorii si analgezice ale alcaloizilor si flavonoizilor din extractele de A.
toxicum, H. odorus si A. nemorosa, standardizarea fitosintezei nanoparticulelor metalice, definirea celor mai eficienti excipienti in functie de
biocompusii activi si tipul de nanoparticule metalice au adus o contributie semnificativa la Tmbogatirea cunostintelor in domeniu. Proiectul
reprezinta o sursa importanta de informatii pentru standardizarea metodelor de extractie si izolare a alcaloizilor si flavonoizilor din membrii familiei
Ranunculaceae.

Rezultatele acestui proiect deschid si alte directii de cercetare: micropropagarea in vitro a speciilor A. toxicum, H. odorus si A. nemorosa in
scopul de a controla continutul constituentilor activi, abordari holistice in vivo, modificari ale transcriptomului si proteomului, si studiile clinice,
productia la scara industriala de medicamente utile si produse noi in domeniul specializarii inteligente. Rezultatele proiectului directioneaza
valorificarea resurselor naturale autohtone si revitalizeaza medicina traditionald in concordanta cu medicina moderna.
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NU AU FOST INREGISTRATE NEREALIZARI FATA DE REZULTATELE ESTIMATE

o Impactul estimat al rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat obtinut.

Integrarea datelor rezultate din experimente de extractie si separare a principiilor fitochimice (alcaloizi, flavonoide), de fitosinteza a
nanoparticulelor metalice, de evaluare in vitro, in vivo si in silico a bioactivitatii extractelor si nanoformularilor si din studiul farmacodinamicii si
farmacocineticii biocompusilor activi a facut posibila selectia si ameliorarea proprietatilor antiinflamatoare si analgezice ale nanoformularilor topice
de A. nemorosa. Cel mai semnificativ rezultat obtinut in cadrul cercetarilor realizate a fost evidentierea unui semnificativ efect antiinflamator si
analgezic al extractelor obtinute din rizomi de A. nemorosa prin extractie cu ultrasunete, cu si fara nanoparticule de argint biosintetizate. Important
de subliniat este faptul cd cea mai importanta activitate antiinflamatoare si analgezica a fost determinata de nanoformuldrile RAnU2T2t2, obtinute
prin incubarea extractelor de A. nemorosa cu solutie de AgNO; 5 mM pentru biosinteza AgNPs, la o temperatura de 40 °C, timp de 48h. Totodata,
aceasta nanoformulare, precum si nanogelul corespunzator au indus si cel mai important efect antimicrobian, precum si cea mai scazuta
citogenotoxicitate asupra fibroblastelor umane normale. Screening-ul literaturii de specialitate evidentiaza faptul ca acesta este primul stduiu care
demonstreaza prin studii in vitro, in vivo si in silico potentialul antiinflamator si analgezic al extractelor obtinute din rizomi de A. nemorosa si al
nanoformuldrilor acestora.

Proiectul a permis dezvoltarea unui laborator de culturi de celule umane si crearea unei echipe de cercetare competitiva, capabila sa
abordeze, sa dezvolte si sa cuantifice studiul extractelor selective cu proprietati antiinflamatoare si analgezice si sa creasca excelenta in cercetare.
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Astfel, studii ulterioare privind manipularea nanoparticulelor metalice pentru controlul eliberarii fitocompusilor activi si ameliorarea
biodisponibilitatii principiilor active, protectia principiilor active Tmpotriva degradarii enzimatice si hidrolitice si ameliorarea stabilitatii, precum si
dezvoltarea de nanoformuldri antialergice/ antitumorale/ antioxidante/ antimicrobiene pot fi abordate prin intermediul noilor echipamente de
laborator achizitionate si a membrilor echipei de cercetare.

Promovarea si diseminarea rezultatelor la nivelul proiectului

in cadrul proiectului au avut loc numeroase activitdti pentru promovarea si diseminarea rezultatelor obtinute la nivelul proiectului,
respectiv: 2 workshop-uri care au marcat deschiderea si inchiderea proiectului, participarea la 19 manifestari stiintifice nationale si internationale,
publicarea a 13 lucrari stiintifice Tn reviste cotate ISI, 4 capitole de carti si Tnaintarea catre OSIM a doua cereri de brevet. De asemenea, proiectul a
fost promovat prin intermediul paginii web http://nanogelexplore.upit.ro/diseminare_en.html.

Director proiect,
(Sutan Nicoleta Anca, Semndtura)
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