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INTRODUCERE

Plantele medicinale sunt surse importante de fitocompusi cu un spectru
terapeutic extraordinar. Acest fenomen se observa si din perspectiva publicatiilor
stiintifice, care recent s-au concentrat intens pe studiul compusilor naturali. Cele mai
aprofundate si studiate sunt triterpenele si bioflavonoidele [1]. Una dintre cele mai
cercetate afectiuni cu o ratd a mortalitati in continua crestere este cancerul.
Terapiile clasice evolueaza progresiv, dar insuficient si cu multe reactii adverse, cea
mai grava fiind toxicitatea ridicata. Din acest motiv, compusii naturali sunt studiati
intens pentru a servi drept alternative sau chiar tratamente/co-tratamente anticancer.

Lupeol este un reprezentant triterpenic cu proprietati antibacteriene,
antioxidante, antiinflamatorii si anticancerigene cunoscute [2]. Acest compus natural
este studiat intens pe formele de cancer de ficat, san, gastro-intestinal, de prostata,
cap, gat si vezica urinard si mai putin studiat pe formele de cancer de piele, in
special pe melanomul malign (MM), care reprezinta cel mai amenintator cancer de
piele din lume, cu un tratament chimioterapeutic ineficient [3].

Rutinul este un alt fitocompus important, dar din clasa flavonoidelor, intalnit
frecvent in citrice, mere, ceai verde, hrisca, ceai negru si legume, cu un spectru larg
de potential terapeutic, incluzand activitati antioxidante si antitumorale [4].

Scopul prezentei lucrari este de a analiza in vitro si in ovo potentialul biologic al
lupeolului si rutinului si optimizarea proprietatilor de bioviabilitate ale acestora.

Principalele obiective ale acestui studiu sunt:

a) analiza potentialului citotoxic exercitat de lupeol asupra celulelor

melanomului uman,

b) analiza potentialului citotoxic exercitat de rutin asupra celulelor

melanomului uman,

c) obtinerea, caracterizarea si evaluarea potentialului citotoxic al unor
formulari inovatoare pe baza de nanoparticule metalice incarcate cu

lupeol,

d) obtinerea unei formulari pentru aplicare topica pe baza de gel proniozomal

incarcat cu rutin si evaluarea biocompatibilitatii.



Cercetarea a fost impartita in trei parti:

1. obtinerea de nanoparticule metalice prin metoda verde si sinteza,

incarcate cu lupeol, caracterizare si evaluare biologica

2. prepararea gelului proniozomal pentru administrarea locala cu rutin,
caracterizarea fizico-chimica si analiza profilului toxicologic in vitro folosind

tesut epidermic uman reconstruit 3D si celule 2D

3. investigarea in vitro si in ovo a lupeolului ca agent anti-melanom

Contributia personald consta in evaluarea in vitro pe si in ovo a lupeolului si
rutinului, formularea nanoparticulelor de lupeol si prepararea si caracterizare a

gelului proniozomal cu rutin.

REZULTATE

in primul studiu, dou& nanoparticule de aur (AuNP) diferite au fost obtinute
prin sinteza chimica si, respectiv, biochimica. Limita de detectie a aurului a fost
obtinuta la 0,0036 ug/L, iar concentratia de aur in AuNP-uri si nanoparticulele de aur
cu lupeol (Lup_AuNP) obtinute prin ICP-MS a fost de 29,8374 si 24,1642 yg Au/mL
suspensie. Nanoparticulele de aur obtinute prin sinteza chimica au fost incarcate cu
lupeol pentru a vedea activitatea in urma asocierii cu aceasta molecula bioactiva.

Datele sunt prezentate in tabelul 1 impreuna cu datele de dimensiune si stabilitate.

Tabelul 1. Caracterizarea nanoparticulelor de aur: i) sintetizate chimic, ii) incarcate cu lupeol si iii) biosintetizate

Exemplu Concentratie (ug / Au/mL) Marime (nm) potential Zeta (mV)
AuNPs 29,486 38 -31
Lup_AuNPs 24,322 54 -38
B_AuNPs 31,485 82 27

Testul de viabilitate celulara cu 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- bromura
difeniltetrazolium (MTT) a fost efectuat pentru a evalua viabilitatea nanoparticulelor
de aur chimice si biochimice, nanoparticulelor de aur incarcate cu lupeol apos,
lupeol, si balsam de lamaie pe liniile celulare de cancer de colon HT-29 si CaCo-2.

Celulele au fost stimulate cu diferite concentratii de compusi de testat la intervale de



24 de ore. In cazul lupeolului (Lup) si al Lup_AuNPs, datele au aratat ca o scadere
usoara a viabilitatii celulare poate fi observata la concentratii scazute pentru toate
substantele testate. In schimb, la concentrati mari de Lup_AuNPs viabilitatea
celulelor HT-29 a fost de aproximativ 76% (la 25 pM) si aproximativ 68% (la 50 uM),
iar la celulele CaCo-2 a fost de aproximativ 85% (la 25 uM) si aproximativ 78% (la 50

uM), asa cum se poate vedea in Figura 1.
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Figura 1. Viabilitatea celulelor de adenocarcinom colorectal in prezenta nanoparticulelor de aur lupeol si lupeol

La testarea altor tipuri de formulari de lupeol prin testul MTT nu a evidentiat o
scadere brusca a viabilitatii celulare, iar tratamentele cu acesta si PLGL au aratat
diferente: la utilizarea lupeolului, viabilitatea a fost mai micd in comparatie cu
nanoparticulele PLGL [134]. Atat extractul apos de melisa (LBE), cat si
nanoparticulele de aur biosintetizate (B_AuNPs) au fost evaluate pentru viabilitatea
celulara. Dupa cum se arata in Figura 2, extractul de melisa la concentratiile testate
(intre 10-500 pg/mL) nu prezintd un efect semnificativ asupra viabilitatii celulelor HT -
29 sau CaCo-2.
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Figura 2. Viabilitatea celulelor de adenocarcinom colorectal in prezenta extractului apos de melisa si a
nanoparticulelor de aur biosintetizate



In cel de-al doilea studiu, in cazul proniozomilor, s-a observat un potential
zeta negativ, iar incarcarea cu rutin a condus la o usoara modificare a potentialului
zeta la o valoare mai negativa. in ceea ce priveste dimensiunea medie si distributia
acestor tipuri de polimeri biodegradabili, se poate observa o crestere a dimensiunii
proniozomilor pe baza de rutin in comparatie cu dimensiunea proniozomilor martor.
Tabelul 2 enumera véascozitatea aparenta si valorile tixotropiei obtinute pentru

formularile de gel proniozomal medicamentos si valorile pH-ului.

Table 2. Caracteristicile gelurilor proniosomale: vascozitate, tixotropie, valori de penetrare si pH

. . : . Valoare de . . {
Cod gel Viscozitate | Thixotropie penetrare Valoare | Dimensiune Potential EE (%)
(Step) (Pals) (mm) PH (nm) (mV)
0.502 £ 7.105 £ 116.2 + 2553 £
PNS GEL 0.24 2567 233.00+1.15 0.09 113 0.2 -
0.488 + 7.002 £ 140.5 + 27.33
RUT_PNS GEL 0.62 2930 249.00 £ 0.82 0.18 256 0.09 506+4.8

Rezultatele testului de raspandire sunt prezentate in Figura 3 ca profile
extensiometrice. Aria de raspandire a crescut progresiv odata cu cresterea greutatii
aplicate, iar pentru toate greutatile aplicate, gelul proniozomal care contine 0,3%
rutin a prezentat zone mai mari de raspandire. Rezultatele evaluarii consistentei prin
penetrometrie si testului de raspandire au fost in concordanta cu cele obtinute in
urma testului de curgere in regim de echilibru, sugerand influenta proprietatilor

chimice ale moleculelor de medicament incorporate (rutin).
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Figura 3. Curbele extensometrice ale gelului proniozomal experimental care contine 0,3% rutin si formulari de
control



Viabilitatea epidermei umane reconstituite (RhE) a fost obtinuta folosind testul
MTT dupa 18 ore de expunere, iar apa ultrapura si Triton X-100 1% au fost utilizate
ca control negativ si control pozitiv conform recomandarilor Organizatia pentru
Cooperare si Dezvoltare Economica (OCDE). Viabilitatea RhE dupa expunerea la
control pozitiv si perioada de incubatie de 18 ore dupa aplicare a scazut la
aproximativ 5% (Figura 4). Gelurile de rutind si proniosomal (martor si cu rutina
incarcate) au prezentat o viabilitate semnificativ mai mare decat controlul pozitiv, dar

si comparativ cu controlul negativ.

EPI 200 ET-50

Figura 4. Procentul de viabilitate al insertului epidermic EpiDerm (EP1 200 ET-50) la 18 ore cu probele testate (gel de
control proniozomal, gel proniosomal de rutin si rutin).

O alta linie celulara utilizata in prezentul studiu ca model experimental in vitro
pentru a stabili profilul toxicologic al lui Ruth a fost A375 - linia celulara de melanom
uman. Pentru a determina viabilitatea celulara, celulele au fost tratate cu diferite
concentratii de Ruth (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 20, 25, 50 si 75 uM) timp de 24 de ore.
Rezultatele au aratat semne de citotoxicitate in celulele A375 incepand cu cea mai
mica concentratie - 1 yM, dar cea mai semnificativa scadere a procentului de celule
viabile a fost observata la cele mai mari concentratii testate (25, 50 si 75 pM): 53,19
%, 58,12% si, respectiv, 49,32% (Figura 5). Valoarea ICs, calculatd pentru Ruth este
de 8601 pM.
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Figura 5. Evaluarea efectului in vitro al rutinei (Ruth; 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 20, 50 si 75 uM) asupra viabilitatii celulelor
melanomului uman (A375) dupa un tratament de 24 de ore prin aplicarea testului alamarBlue.

In cazul lupeolului, efectul anti-melanom a fost evaluat pe doua linii de
melanom malign uman: A375 si RPMI-7951. Siguranta LUP a fost evaluata pe doua
tipuri de celule ale pielii sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si fibroblaste umane
- 1BR3).

Celulele au fost evaluate dupa un tratament de 24 de ore cu concentratii
crescande (10-50 pM) de LUP. Rezultatele au indicat o activitate citotoxica
dependenta de doza a LUP pe ambele linii celulare (Figura 6A, B), cea mai mare
inhibare a viabilitatii celulare fiind inregistrata la cea mai mare concentratie testata
(50 uM) cand procentele au atins 61, 29% pentru A375 si, respectiv, 37,78% pentru
RPMI-7951.
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Figura 6. Evaluarea in vitro a efectului LUP (10, 20, 30, 40 si 50 uM) asupra viabilitatii (si (B) a celulelor RPMI-7951
MM dupa 24 de ore de tratament prin aplicarea testului MTT si a morfologiei (C) si confluenta celulelor MM dupa un
tratament de 24 de ore cu LUP 10, 30 si 50 yM

In ceea ce priveste efectul de apoptoza indus de LUP, nu au fost detectate
modificari semnificative in celulele A375 la 10 yM in comparatie cu controlul (celule
netratate), in timp ce la concentratii mai mari pot fi observate caracteristici apoptotice
specifice (indicate prin sageti), cum ar fi fragmentarea nucleara si corpi apoptotici
(LUP 20 uM), blebbing membranar si condensare a cromatinei (LUP 50 uM). in
cazul celulelor RPMI-7951, semnele de apoptoza (umplerea membranei,
fragmentarea nucleilor celulari) au fost inregistrate la toate concentratiile (indicate

prin sageti). Rezultatele sunt prezentate in Figura 7.
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A375 RPMI-7951

LUP 30 uM

Figura 7. Colorarea nucleelor celulare folosind Hoechst 33342 in celulele de melanom malign A375 si RPMI-7951
dupa un tratament de 24 de ore cu LUP 10, 30 si 50 pM. Staurosporina (STP) 5 pM a fost selectatd ca martor pozitiv
pentru apoptoza. Séagetile indica nuclee apoptotice care exprima caracteristici specifice. Barele scarii reprezinta 30

Mm

Pentru a obtine o perspectiva completa asupra impactului LUP asupra
morfologiei celulelor melanom A375 si RPMI-7951, a fost aplicatd o tehnica de
imunochimie prin fluorescenta care evidentiaza modificarile care au avut loc in
distributia componentelor citoscheletice (filamente de actina (AT) - rosii si microtubuli
(MT) - verde) dupa 24 de ore de tratament. In plus, nucleele celulare au fost
contracolorate cu DAPI. La cea mai mica concentratie testatd (10 pM) LUP nu a
indus modificari semnificative in aspectul citoscheletului celulelor A375 si RPMI-
7951. Cu toate acestea, la concentratii mai mari (30 si 50 uM), pot fi observate unele
modificari Tn organizarea AF si MT (indicate prin sageti), dupa cum urmeaza: (i) in
celulele A375 (Figura 8) - condensarea fasciculelor de actina si reorganizarea de MT
intr-un inel cortical care duce la rotunjirea celulelor; si (ii) in celulele RPMI-7951
(Figura 9) - condensarea actinei, distributia perinucleara a MT si axa longitudinala

scurtata a celulelor.
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Contral

LUP 10 uM

LUP 30 uM

LUP 50 uM

Figura 8. Celulele de melanom uman (A375) vizualizate prin microscopie cu fluorescenta dupé un tratament de 24
de ore cu LUP (10, 30 si 50 uM). Nucleele celulare (DAPI), filamentele de actin (faloidina) si microtubulii (a-
tubulind) sunt prezentate individual si, de asemenea, combinate (suprapuse). Barele scarii indicé 20 pum.

a-tubulin

DAPI Phalloidin

LUP 10 pM

LUP 30 uM

”
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Figura 9. Celule de melanom uman (RPMI-7951) vizualizate prin microscopie cu fluorescentd dupa un tratament de
24 de ore cu LUP (10, 30 si 50 uM). Nucleele celulare (DAPI), filamentele de actina (faloidina) si microtubulii (a-
tubulind) sunt prezentate individual si combinate (suprapuse). Barele scarii indica 20 pm.

Pentru a observa efectul LUP asupra dezvoltarii vaselor de sange, metoda in
ovo a fost aplicata folosind testul CAM. Profilul potential antiangiogenic al LUP la cea
mai mare concentratie testata in vitro (50 pM) a fost examinat timp de 24 de ore.

Dupa acest timp, s-au observat o serie de modificari la nivelul plexului vascular,
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precum scaderea densitatii capilare, unele zone ale membranei corioalantoice fiind
lipsite de vascularizare. In plus, este de remarcat faptul ca vasele de sange formate
sunt lipsite de ramuri, ceea ce este un aspect crucial in ceea ce priveste
angiogeneza in procesul tumoral. Mai mult, la nivelul membranei corioalantoice se
poate observa o microhemoragie care in urma tratamentului cu LUP a fost

impiedicata sa evolueze (Figura 10).

Figura 10. Imagistica stereomicroscopicd a membranei corioalantoice evidentiind procesul angiogenetic dupa
tratament timp de 24 de ore cu LUP 50 pM.

CONCLUZII

Datele obtinute au relevat un efect anti-melanom eficient si selectiv exercitat
de lupeol la concentratii bine stabilite impotriva ambelor tipuri de celule melanom

umane utilizate. S-a observat:

a) o scadere dependentd de doza a celulelor viabile si, de asemenea, a

confluentei celulare,

b) aparitia unor caracteristici nucleare apoptotice specifice in urma utilizarii

lupeolului,

~

c) reorganizarea componentelor citoscheletice de importantd relevanta in

procesele apoptotice

d) inhibarea capacitatii celulelor de a migra in prezenta lupeolului

14



In cazul formul&rii nanoparticulelor de lupeol, s-au tras urmétoarele concluzii:

a) formarea nanoparticulelor metalice a fost confirmata prin spectroscopie
UV-Vis, dimensiunile acestora au fost in intervalul necesar utilizarii in
medii biologice (38-82 nm) iar stabilitatea a fost buna raportat la valorile

potentialului zeta inregistrate.

b) pentru evaluarea efectului citotoxic asupra celulelor tumorale
(adenocarcinom de colon), s-a realizat incarcarea nanoparticulelor
metalice cu lupeol; in acelasi timp au fost testate si nanoparticule goale
(descarcate) si nanoparticule obtinute prin sinteza verde folosind extract

de planta.

c) a fost observatd o activitate citotoxica mai pronuntata asupra celulelor

tumorale pentru nanoparticulele de aur incarcate cu lupeol.

In studiul cu gel de rutind s-au evidentiat:

a) formularea a prezentat caracteristici de aplicabilitate biologica (marime,

potential zeta, grad de incapsulare, pH, proprietati reologice)

b) studiul de biocompatibilitate pe tesutul epidermic uman reconstruit a
evidentiat lipsa de toxicitate corelata cu viabilitatea, potentialul iritant si

fototoxicitatea.

c) rutinul a exercitat efecte toxice asupra celulelor tumorale (melanomul uman)
exprimate prin scaderea viabilitatii celulare, inducerea fragmentarii nucleare si
modificarea morfologiei celulare fara a fi toxica asupra cheratinocitelor

umane.
In concluzie, studiile experimentale reflectd contributii originale care

completeaza in principal datele existente privind profilul terapeutic al compusilor

naturali si al formularilor inovatoare.
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