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Lista abrevieri

NF-«B =factorul nuclear-kappa

ADN-= acid dezoxiribonucleic

REL= virusuri a reticuloendoteliozei

UV=raze ultraviolete

MMP= metaloproteaze matriciale

VEGF= factorul de crestere vascular endotheliala

COX-2= ciclooxigenaza-2

IkBo= Inhibitor al factorului nuclear kappa B, izoforma alpha
JAK=janus kinaza

CAPE-= esterul fenetil al acidului cafeic

TNF= factor de necroza tumorala

TNFo= casectina

TNF-p= limfotoxina

IL-1= interleukina-1

IL-8= interleukina-8

LOX-2= lipoxigenaza-2

uPA= activatorul de plasminogen de tip urokinaza

JNK= kinaza N-terminala c-Jun

MEK= Kinaza mitogen-activata a proteinei kinaza extracelulare
Cdk-4= kinaza dependenta de ciclind 4

Cdk-6= kinaza dependenta de ciclind 6

Cdk-7= kinaza dependenta de ciclind 7

Cdc2= iclu de diviziune celulara 2

NO=oxid de azot

ROS= specii reactive de oxigen

RNS= specii reactive de azot

HIF= factorul inductibil prin hipoxie

PAMP= modele moleculare asociate agentilor patogeni
iINOS= oxid de azot sintaza inductibil

Cdk= Ciclin dependent kinaza

EGF= factorul de crestere epidermal

PDGF=factorul de crestere derivat din trombocite

factorii de crestere fibroblastici (FGF),

Epo=eritropoietina

IGF=factor de crestere insulin-like

IL=interleukine

AP-1=proteina activator 1

AuNPs= nanoparticule de aur

AgNps=nanoparticule argint

SAgNPs-WT = nanoparticule de argint obtinute din Salix alba
AuNPsEEgron =nanoparticule de aur obtinute din extract etanoic de pelinita
AuNPsEaqSW=nanoparticule de aur obtinute prin extract apos de pelinita
Eeton-SW =extract etanolic de pelinita

Eaq-SW = extract apos pelinita

IMTB=imatinib

SNTB= sunitinib



INTRODUCERE

In ultimele decenii, interesul pentru utilizarea compusilor naturali bioactivi in terapiile
moderne a crescut semnificativ datorita proprietatilor biologice remarcabile, printre care se numara
activitatea antiproliferativa, antimicrobiand, antioxidantd si antiinflmatorie. Plantele medicinale
reprezintd o sursd importanta de metaboliti secundari cu potential terapeutic, iar numeroase studii
au demonstrat eficienta acestora in prevenirea si tratamentul unor afectiuni severe, inclusiv

cancerul si bolile infectioase.

In contexul cresterii rezintentei microbiene la antibiotice si al limitirilor conventionale
impotriva concerului, dezvoltarea unor noi abordari terapeutice bazate pe compusi naturasi devine
o necesitate. Mecanismele raspunsului imun la infectiile microbiene si strategiile pentru
intensificarea acestuia sunt aspecte esentiale in descoperirea unor agenti antimicrobieni eficienti.
In acest sens, plante precum Artemisia annua, Silybum marianum, Chelidonium majus, Taraxacum
officinale si Salix alba au fost intens studiate pentru compozitia fitochimica si capacitatea acestora

de a modula procesele biologice critice.

Nanotehnologiile oferd o noud dimensiune in valorificarea potentialului terapeutic al
acestor compusi naturali. Nanoparticulele, in special cele de aur si argint, au demonstrat proprietati
antimicrobiene si antitumorale exceptionale, iar sinteza lor prin metode ,,verzi” utilizdnd extracte
vegetale reduce toxicitatea si impactul negativ asupra mediului. Sinergismul dintre nanoparticulele
biosintetizate si terapiile antitumorale pot duce la crearea unor sisteme avansate de administrare a

medicamentelor, care sd permita o tintire selectiva si eficientd a celulelor tumorale.

Partea experimentald a acestei lucrdri contine studii in vitro a activitatatii antimicrobiana
si tumorale a extractelor vegetale si a nanoparticulelor biosintetizate, evidentiind impactul acestora
asupra liniilor tumorale. De asemenea, sunt evaluate proprietitile fizico-chimice ale

nanoparticulelor si efectele lor antibiofilm impotriva bacteriilor rezistente la antibiotice.

In final, acesta teza isi propune si contribuie la dezvoltarea unor produse farmaceutice
inovatoare bazate pe combinatia compusilor bioactivi din plante si nanotehologii, avand ca scop
imbunatatirea terapiilor actuale pentru infectii microbiene si afectiuni oncologice. Studiile viitoare
vor fi directionate catre optimizarea formularilor, evaluarea sigurantei acestora si brevetarea

compozitiilor dezvoltate, deschizdnd noi perspective naturale in medicina moderna.



PARTEA SPECIALA

4. STUDII PRIVIND EFECTUL ANTIMICROBIAN SI ANTIOXIDANT
AL EXTRACTELOR DIN SILYBUM MARIANUM, ARTEMISIA
ANNUA, TARAXACUM OFFICINALE S1 CHELIDONIUM MAJUS

4.1 INTRODUCERE
Scopul acestui capitol este studiul activitatii antimicrobiene si antioxidante a unor extracte
de Taraxacum officinale (tincturd), Chelidonium majus (tincturd), Silybum marianum (tincturd) si

Artemisia annua (extracte alcoolice). Pentru indeplinirea acestui scop au fost propuse urmatoarele

obiective:

A. Capacitatea antioxidanta

1. determinarea continutului total de polifenoli
2. determinarea continutului total de flavonoide
3. determinarea actiunii antioxidante

B. Capacitatea antimicrobiana

1. Evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene
2. Determinarea cantitativa a activitatii antimicrobiene
3. Investigarea in vitro a proprietatilor anti-biofilm

O noua directie de cercetare este reprezentata de exploatarea proprietatilor antimicrobiene
a unor mari varietdti de plante, acestea reprezentand un rezervor ce furnizeaza numerosi compusi
utili in lupta impotriva microorganismelor multi-rezistente [206].

Taraxacum officinale, cunoscuta in mod obisnuit sub numele de papadie, este o planta
medicinala utilizata de secole pentru beneficiile aduse in tratamentul unor afectiuni precum cele
ale vezicii biliare, pentru Tmbunétitirea functiei ficatului, scaderea tensiunii arteriale si a nivelului
de colesterol din sange sau pentru efectul diuretic. In plus, studii din literatura de specialitate au
aratat ca infuzia realizata din aceasta planta prezinta efecte benefice asupra caliculilor renali [207].

Chelidonium majus, rostopasca, reprezinta una dintre cele mai vechi si mai utilizate plante
in medicina traditionald. Beneficiile acesteia sunt multiple, fiind adesea folosita in tratarea
eczemelor si condiloamele produse de infectia cu Virusul Papiloma Uman (HPV), bolilor hepatice
si gastrice, avand de asemenea efecte antiinflamatoare si analgezice [208-210].

Proprietatile terapeutice ale extractelor obtinute din Silybum marianum (armurariu) sunt
cunoscute de secole datoritd folosirii frecvente a acesteia in medicina traditionald pentru tratarea

diferitelor afectiuni hepatice, precum icterul. In prezent, numeroase studii clinice si experimentale
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au demonstrat ca S. marianum reprezintd un agent hepatoprotector, cu functii antiinflamatorii si
antioxidante datorate prezentei silimarinei, fiind utilizat de asemenea in tratamentul intoxicatiilor
cu Amanita muscaria [211-212].

Artemisia annua reprezintd una dintre cele mai renumite plante medicinale utilizate in
prezent, proprietatea principald a acesteia fiind reprezentatd de activitatea antimalarica,
descoperire ce a fost onorata cu Premiul Nobel pentru Medicina in anul 2015.

Mai mult decat atat, studiile de specialitate au demonstrat eficacitatea acesteia in
tratamentul unor multiple afectiuni, precum astmul, artrita reumatoida, tuberculoza, herpesul sau
virusurile hepatice B si C. In plus, o alte functii farmacologice importante sunt reprezentate de

proprietatile anti-cancerigene si anti-tumorale [213-214].

4.2. MATERIAL SI METODA
A. CAPACITATEA ANTIOXIDANTA
4.2.1 DETERMINAREA CONTINUTULUI TOTAL DE POLIFENOLI

Determinarea continutului total de polifenoli a fost realizata utilizdnd metoda
spectrofotometrica Singleton, bazata pe masurarea absorbantei solutiei obtinute prin reactia dintre
polifenoli si reactivul Folin-Ciocalteu, la o lungime de unda de 765 nm. Acidul galic a fost utilizat
ca standard pentru cuantificare.

Pentru aceastd analiza, s-au preparat extracte etanolice (50%) din materialul vegetal
uscat, in concentratie de 1%. Probele analizate au inclus: Chelidonium majus, Artemisia annua,
Taraxacum officinale, Silybium marianum, Salix alba

Materialul vegetal a fost supus extractiei prin reflux timp de 30 de minute pe baie de apa,
urmata de filtrare si completarea volumului pana la semn intr-un balon cotat. Pentru analiza, 1 mL
de extract etanolic a fost amestecat cu 5 mL de reactiv Folin-Ciocalteu (diluat de 10 ori cu apa
distilatd) si 4 mL de solutie de carbonat de sodiu 7,5%.

Reproductibilitatea metodei a fost verificatd prin linearitatea curbei de regresie si valoarea
coeficientului de determinare r* (0,999439), calculate cu ajutorul programului software Analyst al
spectrofotometrului. Toti regentii au fost de calitate analitica, iar solventii au fost de calitate HPLC.

4.2.2 DETERMINAREA ACTIUNII ANTIOXIDANTE

Metoda de determinare a actiunii antioxidante a extractelor de plante are la baza captarea
radicalului 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Pentru aceasta, s-au obtinut extracte etanolice
(50%) in concentratie de 1% din produsele vegetale uscate prin refluxare pe baie de apa, timp de

30 minute, filtrare si completare la semn in balon cotat.



B. CAPACITATEA ANTIMICROBIANA

In cadrul acestui studiu s-au analizat un numir de 6 extracte: tincturd de Taraxacum
officinale (papadie); tincturd de Chelidonium majus (rostopascd); tincturd de Silybum marianum
(armurariu); extract alcoolic din plantd maturd cu seminte Artemisia annua (pelinitd); extract
alcoolic din planta in timpul infloririi Artemisia annua (pelinitd); extract alcoolic din planta nainte
de inflorire Artemisia annua (pelinita).

Au fost testate microorganisme de referintd, doud tulpini bacteriene Gram-negative:
Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, doua tulpini Gram-
pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Enterococcus faecalis ATCC 29212 si o tulpina
de fungi: Candida albicans ATCC 10231.

Medii de cultura si reactivi

> Mediu PCA (Plate Count Agar)

Digest enzimatic de cazeing..........ccoceeeveerevenienienienieeeeeeene 5,0g
Extract de drojdie..........ccveveeiiieiieiieieeeecee e 2,5g
Dextroza (GIUCOZA).......ccuvvevvieeiiieiieeiee e 1,0g
F N - RO USSRURR 15,0g
pH 7,0+0,2 la 25°C
» Mediu Tryptic Soy Broth (TSB); Bulion de soia triptic
Peptond de cazeing...........cccveeveevieeriienienieeie e 17,0g
Peptona de SO1a........ceeeviieiiiiieiieeecee et 3,0g
Clorura de SOAIU......cccueeviieiieiieii et 5,0g
Fosfat dipotasic........ceoeereieiiieiieiere et 2,5g
Dextroza (GIUCOZA).......c.vevevieiieiieiieeeseeeee e 2,5¢
pH 7,3+0,2 la 25°C
» Apa fiziologica sterila (AFS)
NaCl..oooiiiieeeeee e 8,5¢g
Apa distilata..........cceeeeennne 1000mL
» Cristal violet 1%
Cristal violet........ccoccveveereenieenen. g
Apa distilata........c..cceeveeeeennnnnen. 100 mL
» Acid acetic 33%
Acid acetiC......ccceverenenenenennenne. 33mL
Apa distilata........c..cceeveeriennnnnen. 100 mL



4.2.3 EVALUAREA CALITATIVA A ACTIVITATII ANTIMICROBIENE

Evaluarea calitativa a extractelor vegetale s-a realizat prin metoda in picatura, pe mediu
solid cu agar. Principiul metodei: Pe suprafata unui mediu PCA, inoculat cu o suspensie
microbiana standardizata obtinuta din tulpina de testat prin tehnica insamantarii in panza, s-a depus
in picatura, la distante egale, un volum de 5pul din fiecare extract vegetal. Sensibilitatea la un
anumit extract vegetal poate fi observatd prin inhibitia cresterii microbiene in jurul picaturii
depuse. Interpretarea rezultatelor: activitatea antimicrobiand a extractelor s-a determinat prin
evaluarea formarii unui halou de inhibitie in jurul picaturii de extract depuse, si masurarea

diametrului acesteia cu ajutorul unei rigle.

4.2.4 EVALUAREA CANTITATIVA A ACTIVITATII ANTIMICROBIENE

Evaluarea cantitativa a activitatii antimicrobiene a extractelor vegetale s-a realizat prin
metoda microdilutiilor in mediu lichid. Principiul metodei: in microplaci ELISA cu 96 de
godeuri in care este repartizat mediu de culturd lichid , sunt inoculate suspensii microbiene diluate
1/100, cu densitatea initiala de 0,5 McFarland, ale tulpinilor testate intr-un gradient de concentratii
ale extractelor vegetale. Valorile concentratiei minime inhibitorii (CMI) si a concentratiei minime
bactericide (CMB) sunt determinate prin insdmantarea in picaturda pe mediu agar a primelor 8
godeuri corespunzand concentratiilor 50%- 0,39% ale fiecarui extract vegetal. Interpretarea
rezultatelor: activitatea antimicrobiand a extractelor s-a determinat prin evaluarea dezvoltarii
culturilor microbiene pe mediu agar. Valoare CMI reprezinta concentratia la care extractul vegetal
inhiba cresterea si multiplicarea microorganismelor, avand efect bacteriostatic, iar valoarea CMB
reprezintd concentratia la care extractul vegetal are actiune letald asupra microorganismelor, avand

efect bactericid.

4.2.5 EVALUAREA IN VITRO A ACTIVITATII ANTIBIOFILM

Evaluarea activitatii antibiofilm a extractelor vegetale a fost testatd prin metoda
microtitrarii cu cristal violet 1%. Principiul metodei: in urma incubirii de microplici sterile
ELISA cu 96 de godeuri cu mediu de cultura lichid in care sunt inoculate suspensii microbiene
intr-un gradient de concentratii ale extractelor vegetale testate, activitatea antibiofilm in vitro a
diferitelor concentratii de tincturi si extracte alcoolice este analizatd pe baza valorilor absorbtiei
colorantului cristal violet 1%, la 492 nm. Interpretarea rezultatelor: activitatea antibiofilm a
extractelor vegetale a putut fi evaluatd prin determinarea valorii absorbantei in urma citirii
spectofotometrice la 492 nm. Concentratia extractelor vegetale necesarad inhibarii dezvoltarii de
biofilme corespunde ultimului godeu la nivelul céruia valoarea absorbantei este mai mica decat

jumatatea valorii absorbantei controlului pozitiv corespunzand aceluiasi extract vegetal.
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4.3. REZULTATE SI DISCUTII
A. EVALUAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE
4.3.1 EVALUAREA CONTINUTULUI TOTAL DE POLIFENOLI
Cantitatea de polifenoli gasita n extractele studiate este prezentata in tabelul de mai jos:

Tabel I Cantitatea de polifenoli a extractelor

Denumire planta Polifenoli totali (mg GAE/g PV uscat)
Chelidonium majus 13.41
Artemisia annua 16,82
Taraxacum officinale 31,56
Silybium marianum 15,70
Salix alba 33,37

Dintre cele cinci specii analizate, Salix alba (33,37 mg GAE/g) prezintd cea mai mare
concentratie de polifenoli, urmata indeaproape de Taraxacum officinale (31,56 mg GAE/g).
Aceste niveluri ridicate sugereaza ca aceste plante ar putea avea proprietdti antioxidante si
antiinflamatorii puternice, ceea ce le face valoroase in fitoterapie, in special pentru tratarea
afectiunilor inflamatorii.

Pe de alta parte, Chelidonium majus (13,41 mg GAE/g) are cel mai scazut continut de
polifenoli, ceea ce poate indica un potential antioxidant mai scazut in comparatie cu celelalte
specii. Aceste rezultate nu implica in mod evident o eficacitate terapeutica mai scazuta, deoarece
alti compusi bioactivi, cum ar fi alcaloizii, ar putea contribui la proprietétile sale farmacologice.

Artemisia annua (16,82 mg GAE/g) si Silybium marianum (15,70 mg GAE/g) se
incadreaza intr-un interval intermediar, sugerand un continut moderat de polifenoli.

Rezultatele indica o variabilitate semnificativa a continutului de polifenoli intre plantele
studiate, care poate influenta proprietitile lor medicinale. In timp ce concentratia de polifenoli este
un factor important in determinarea potentialului antioxidant al acestor plante, valoarea lor

terapeutica este influentata de asemenea si de alti compusi bioactivi.

4.3.2 EVALUAREA ACTIUNII ANTIOXIDANTE
Evaluarea capacitatii de captare a radicalilor liberi in randul plantelor medicinale selectate
releva o variatie semnificativa, sugerand diferente in potentialul lor antioxidant.
Cea mai mare capacitate de absorbtie a radicalilor liberi a fost observata la Artemisia

annua (65,44%), urmata indeaproape de Taraxacum officinale (59,34%).



Tabel Il Actiunea antioxidanta a extractelor

Denumire planta Capacitate de captare a radicalilor liberi
Chelidonium Majus 27,13 %
Artemisia Annua 65,44 %
Taraxacum Officinale 59,34 %
Silybium Marianum 21,30 %
Salix Alba 40,54 %

Aceste rezultate indica faptul cd aceste specii posedd un potential antioxidant puternic,
datorita continutului lor bogat de polifenoli, flavonoide si alti compusi bioactivi care contribuie la
activitatea lor de anihilare a radicalilor. Pe de alta parte, Silybium marianum (21,30%) a prezentat
cea mai scdzutd capacitate antioxidanta dintre plantele testate, urmata de Chelidonium majus
(27,13%).

In ciuda capacititii lor antioxidante mai scizute in acest test, aceste plante sunt cunoscute
pentru alte proprietati farmacologice. De exemplu, Silybium marianum este bine cunoscuta pentru
efectele sale hepatoprotectoare, atribuite in principal silimarinei, un complex de flavonolignani cu
proprietati antioxidante si antiinflamatorii.

Salix alba (40,54%) a demonstrat o capacitate antioxidantd moderatd, care ar putea fi
asociatd cu prezenta sa bine documentata de glicozide fenolice, flavonoide si taninuri. Rezultatele
indica o variabilitate semnificativa a activitatii de absorbtie a radicalilor liberi in randul speciilor
de plante analizate.

In timp ce continutul de polifenoli pare si joace un rol in potentialul antioxidant, alti factori
precum structura chimica a polifenolilor, prezenta altor compusi bioactivi si interactiunile
acestora pot influenta rezultatele observate. Investigatii suplimentare, inclusiv identificarea
compusilor specifici si studii in vivo, ar putea oferi o perspectivd mai profundd asupra
mecanismelor antioxidante ale acestor plante medicinale.

Extractele plantelor cercetate prezintd o actiune antioxidantd importantd, datorita
continutului mare in polifenoli, ceea ce le imprima un mare potential de utilizare si valorificare n
terapeutica.

B. EVALUAREA CAPACITATII ANTIMICROBIENE
4.3.4 REZULTATELE EVALUARII CALITATIVE A ACTIVITATII ANTIMICROBIENE

In acest studiu s-a urmarit investigarea proprietitilor antimicrobiene ale unor extracte

vegetale de Taraxacum officinale (tincturd), Chelidonium majus (tincturd), Silybum marianum

(tincturd) si Artemisia annua (extracte alcoolice).
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In studiul prezent, evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene a extractului vegetal de
T. officinale a determinat o inhibitie a cresterii microbiene fatd de tulpinile E. faecalis ATCC
29212, P. aeruginosa ATCC 27853 si C. albicans ATCC 10231, prezentand valori ale haloului de
inhibitie de 9 mm, 8 mm cu o slaba crestere microbiana in interiorul zonei de inhibitie microbiana
si respectiv 8 mm cu prezenta unui numar mare de colonii in interiorul haloului de inhibitie. A fost
inregistrata o rezistenta la actiunea extractului vegetal in cazul tulpinilor de S. aureus ATCC 25923
si E. coli ATCC 25922, prezenta tincturii de 7. officinale neinhiband cresterea microbiand a
acestora.

Chelidonium majus este o plantd medicinala apartindnd familiei Papaveraceae ce este
intalnita in flora spontand a Europei, Asiei, Americii de Nord, precum si in anumite regiuni din
Africa. La nivelul compozitiei extractelor obtinute din aceastd plantd se regisesc alcaloizi
cuaternari (cheleritrind, sanguinarind), alcaloizi tertiari (chelidonind), proptopind, coptizina,
berberind, acizi precum acidul malic, citric si hidrobenzoic, compusi polifenolici, dar si derivati ai
acidului hidroxicinamic [218,219].

Cresterea microbiand a tulpinii fungice a fost inhibatd in prezenta extractului vegetal din
C. majus, determinand o valoare a zonei de inhibitie de 7 mm. Acelasi diametru al zonei de
inhibitie a cresterii a fost inregistrat si in cazul tulpinii de E. coli ATCC 25922, iar o valoare de 11
mm a fost observata la tulpina Gram pozitiva E. faecalis ATCC 29212 (Tabel VI). Acest extract
nu a manifestat activitate antimicrobiana fata de tulpinile S. aureus ATCC 25923 si P. aeruginosa
ATCC 27853.

Silybum marianum este o planta anuald sau bianuala din familia Asteraceae ce, in prezent,
reprezintd una dintre cele mai cultivate plante medicinale din Europa. Silibina prezenta proprietati
antioxidante puternice, moduland numeroase de cdi de semnalizare celulard ce determina
reducerea mediatorilor proinflamatori, iar in studiile recente a fost descoperitd capacitatea acestui
flavonolignan de a inhiba serin proteazele implicate in coagularea sangelui [220-222].

Studiul determinarii calitative a activitatii antimicrobiene a tincturii din S. marianum
asupra tulpinilor de referinta releva faptul ca atat asupra tulpinilor Gram-negative, E. coli ATCC
25922 si P. aeruginosa ATCC 27853, cat si a tulpinii fungice, C. albicans ATCC 10231, extractul
vegetal nu a manifestat activitate antimicrobiana (Tabel VI). Inhibarea cresterii microbiene a putut
fi Insd observatd in cazul tulpinilor Gram-pozitive S. aureus ATCC 25923 si E. faecalis ATCC
29212, fiind Inregistrate valori ale zonei de inhibitie a cresterii de 9 mm si respectiv 8§ mm.

Artemisia annua este o plantd anuald originara de pe continentul asiatic ce este in prezent
intalnita si in Europa, Australia si Statele Unite ale Americii. Proprietatile antimicrobiene,
antiinflamatorii si antiparazitare sunt determinate de prezenta, in concentratii variate la nivelul

fiecarui exemplar datoritd modul de cultivare si de localizare a acestora, a metabolitilor secundari:
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compusi flavonoizi, monoterpenoide, sesquiterpenoide, cumarine si compusii alifatici si lipidici
[223-225].

Evaluarea calitativd a activitatii antimicrobiene a extractelor vegetale din 4. annua s-a
realizat utilizand extracte alcoolice realizate din plante in 3 stadii diferite de dezvoltare: inainte de
inflorire, in timpul infloririi si in stadiu matur, cu seminte.

O valoare constanta de 10 mm a diametrului haloului de inhibitie a cresterii microbiene a
fost observatd in cazul tuturor extractelor atat la tulpina E. faecalis ATCC 29212, cat si P.
aeruginosa ATCC 27853. Similar, cele 3 extracte alcoolice au inhibat cresterea tulpinii C. albicans
ATCC 10231, determinand o valoare a zonelor de inhibitie a cresterii de 11 mm (Tabel VI).

Extractele alcoolice din plantd inainte de inflorire, In timpul infloririi si cu seminte au
manifestat activitate antimicrobiand fatd de tulpina Gram-negativd E. coli ATCC 25922,
prezentand valori ale zonei de inhibitie de 11 mm, 10 mm si respectiv 9 mm (Figura 6). Activitatea
antibacteriana a extractelor nu a fost observata in cazul tulpinii S. aureus ATCC 25923.

Analiza rezultatelor obtinute in urma testdrii activitdtii antimicrobiene au ardtat faptul ca
cresterea tulpinii de S. aureus ATCC 25923 nu este inhibata de majoritatea extractelor vegetale, o
inhibitie a cresterii putand fii Inregistrata doar in prezenta tincturii din S. marianum, in timp ce
tulpina de E. faecalis ATCC 29212 a fost inhibata de toate extractele vegetale.

Tinctura de S. marianum nu a prezentat activitate antimicrobiana asupra tulpinilor Gram
negative si fungice, insd a determinat inhibitia cresterii tulpinilor Gram pozitive. Extractele
alcoolice din A. anuua utilizate in cadrul acestui studiu au prezentat cea mai mare activitate
antimicrobiana, determinand un efect inhibitor asupra tuturor tulpinilor microbiene, cu exceptia

tulpinii de S. aureus ATCC 25923 (Figura 7).

la verso 1c



Sa verso 5b fata Sc

Figura 1 Rezultate ale evaluarii calitative a activitatii antimicrobiene a produselor vegetale pentru
tulpini de S. aureus (pozitia la,1b,1c), E. faecalis (pozitia 2a,2b,2c), E.coli (pozitia 3a,3b,3c), P.
aeruginosa (pozitia 4a,4b,4c) si C. albicans (pozitia 5a,5b,5¢) dupa incubare, 18-24h la 37°C.
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Tabel Il Determinarea calitativa a activitatii antimicrobiene a produselor vegetale

Tulpina Diametrul zonei de inhibitie a cresterii (mm)
Testata ; ; ;
T. officinale | C. majus | S.marianum A.annua
(tinctura) (tinctura) (tinctura) (extract alcoolic)
seminte | inflorire | inainte de
inflorire
S. aureus 0 0 9% 0 0 0
ATCC 25923
E. faecalis 9% 11 8 10% 10% 10%
ATCC 29212
E. coli 0 7 0 9x 11 10
ATCC 25922
P.aeruginosa 8x 0 0 10 10 10
ATCC 27853
C.albicans Ko 7 0 11 11% 11%
ATCC 10231

Legenda: « slabd/usoara crestere microbiana in interiorul zonei de inhibitie.

% prezenta unui numar mare de colonii in interiorul zonei de inhibitie.

4.3.5 REZULTATELE DETERMINARII CANTITATIVE A ACTIVITATII
ANTIMICROBIENE

Metoda de determinare cantitativd a activitatii antimicrobiene a permis evidentierea
concentratiilor extractelor vegetale la care are loc inhibarea cresterii si dezvoltarii tulpinilor de
referinta testate, cat si concentratiile ce determina actiunea bactericida.

Extractul vegetal de T. officinale prezenta un efect puternic inhibitor asupra tulpinii Gram-
negative P. aeruginosa ATCC 27853 si fungice, efectul bacteriostatic fiind atins la concentratia
de 3,13%, in timp ce asupra tulpinilor Gram-pozitive si tulpinii de E. coli ATCC 25922
concentratia extractului vegetal necesara inhibarii cresterii microbiene este de 12,5-25%.

Asupra tulpinilor Gram-negative si tulpinii E. faecalis ATCC 29212, concentratia de
12,5% a extractului din C. majus are efect bacteriostatic, fiind Inregistrat astfel un efect inhibitor
mediu, insd a fost observat un slab si un puternic efect inhibitor al acestui extract asupra tulpinilor
C. albicans ATCC 10231 si S. aureus ATCC 25923, inregistrandu-se valori CMI de 50% si
respectiv 3,13% (figura 10).

In cazul tincturii de S. marianum, concentratile minime ce au indus inhibarea cresterii si
dezvoltarii bacteriene pentru tulpinile S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 si C. albicans ATCC 10231 au atins valorile de 12,5%,
6,25%, 25%, 12,5% si respectiv 50% (Figura 8).
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Figurd 2 Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei minime inhibitori ale tincturilor de T.

officinale, C. majus si S. marianum, exprimate in procente

In prezenta extractul alcoolic din 4. annua inainte de inflorire, inhibarea cresterii si
dezvoltarii tulpinilor Gram-pozitive a fost inregistratd la o concentratie de 25%, iar pentru tulpinile
Gram-negative si tulpina fungica a fost observata la concentratia de 12,5%.

Activitatea puternic antimicrobiand a extractelor alcoolice din 4. annua matura cu seminte
si 1n timpul infloririi a fost Inregistratd in prezenta tuturor tulpinilor de referinta testate, efectul
bacteriostatic pentru tulpinile S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC
25922 si C. albicans ATCC 10231 fiind atins la valori C.M.I. de 12,5%, 25%, 25% si respectiv
6,25%.

Activitatea microbiana a tulpinii P. aeruginosa ATCC 27853 este inhibata in prezenta
extractelor alcoolice din 4. annua maturd cu seminte si in timpul infloririi la concentratii de 12,5%

s1 6,25% (Figura 9 ).
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Figura 3 Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei minime inhibitorii a extractelor alcoolice

de A. annua, exprimate in procente.

Tincturile testate in cadrul studiului au prezentat actiune letala asupra tulpinilor microbiene
de referintd la o concentratie medie de 20,8%. Pentru extractul vegetal de 7. officinale a fost
necesard o concentratie de 12,5% pentru obtinerea efectului bactericid asupra tulpinilor S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 si C. albicans ATCC 10231, iar pentru tulpinile E.
faecalis ATCC 29212 si P. aeruginosa ATCC 27853 au fost necesare concentratii de 50% si
respectiv, 6,25% (figura 10). in prezenta tincturii de C. majus, cea mai mica valoarea CMB
inregistrata a fost de 6,25%, pentru tulpina de S. aureus ATCC 25923.

Actiunea bactericida asupra tulpinilor E. faecalis ATCC 29212 si P. aeruginosa ATCC
27853 a fost observata la o concentratie de 12,5% a extractului vegetal, in timp ce pentru tulpina
Gram-pozitivd E. coli ATCC 25922 si cea fungicd au fost necesare concentratii de 25% si
respectiv, 50%.

Testarea actiunii bactericide a tincturii de S. marianum releva faptul ca este necesara o
concentratie de 12,5% pentru obtinerea acestui efect asupra tulpinilor Gram-negative si P.
aeruginosa ATCC 27853, in timp ce pentru tulpinile E. coli ATCC 25922 si C. albicans ATCC

10231 acest efect este obtinut al o concentratie mult mai mare, de 50% (Figura 10).
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Figura 4 Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei minime bactericide a tincturilor de 7.

officinale, C. majus si S. marianum, exprimate in procente

Prin analiza rezultatelor obtinute, a fost observata o aceeasi eficientd din punctul de vedere
al concentratiei la care se produce efectul bactericid pentru extractele alcoolice din plantd matura

cu seminte si planta in timpul infloririi de 4. annua (Figura 11).
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Figura 5 Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei minime bactericide a extractelor

alcoolice de A. annua, exprimate in procente.
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Acestea au prezentat actiune letald asupra tulpinilor Gram-pozitive si a tulpinii E. coli
ATCC 25922 la o concentratie de 25% , iar pentru tulpina fungica si P. aeruginosa ATCC 27853
efectul bactericid a fost observat la o concentratie de 12,5%. In conditiile testate, extractul alcoolic
din plantd inainte de inflorire 4. annua isi exercita efectul bactericid asupra tulpinilor E. faecalis
ATCC 29212551 C. albicans ATCC 10231 la o concentratie de 25%, pentru tulpinile Gram-negative
la o concentratie de 12,5%, iar pentru tulpina de S. aureus ATCC 25923 a fost observata o
concentratie de 50% (Figura 12).

25923 29212

Escherichia coli ATCC
25922 27853

Candida albicans ATCC
10231

Figura 6 Rezultate ale determinarii cantitative a activitatii antimicrobiene a produselor vegetale
prin metoda microdilutiilor. Microplaci cu 96 de godeuri Insaméntate cu tulpini de S. aureus, E.
faecalis, E.coli, P. aeruginosa si C. albicans dezvoltate in prezenta extractelor vegetale, dupa
incubare 18-24h la 37°C.
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Figura 7 Rezultate ale testarii activitatii antimicrobiene. Mediu agarizat, insdimantat in picatura din

microplaci cu 96 de godeuri cu tulpini de S. aureus, E. faecalis, E.coli, P. aeruginosa si C.

albicans, dupa incubare timp de 18-24h la 37°C.
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Figura 8 Reprezentarea graficd a valorilor concentratiei minime inhibitorii a tincturilor de T.

officinale, C. majus $i S. marianum pentru inhibarea dezvoltarii biofilmelor, exprimate 1n procente.
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4.3.6 REZULTATELE EVALUARII IN VITRO A ACTIVITATII ANTIBIOFILM

Analiza datelor spectofotometrice a relevat faptul ca tinctura de 7. officinale prezinta un
efect redus asupra tulpinile Gram-pozitive, inhiband dezvoltarea biofilmului la o concentratie de
25%. Efectul acestei tincturi a fost mai crescut asupra tulpinilor Gram-negative si celei de fungi,
fiind observatd o inhibitie a dezvoltarii biofilmului la concentratii de 0,78%, 1,56% si 3,13%
pentru C. albicans ATCC 10231, E. coli ATCC 25922 si respectiv P. aeruginosa ATCC 27853
(Figura 16).

Activitatea antibiofilm a extractului vegetal din S. marianum a fost atinsa la o concentratie
minima de 3,13% pentru tulpinile bacteriene Gram-pozitive si cea fungicd, iar pentru tulpinile
Gram-negative E. coli ATCC 25922 si P. aeruginosa ATCC 27853 au fost Inregistrate
concentratii minime de 12,5% si 6,25%.

Concentratia minima a tincturii de C. majus necesard pentru inhibarea dezvoltarii
biofilmului tulpinii de C. albicans ATCC 10231 este de 1,56%, in timp ce pentru E. faecalis ATCC
29212 si E. coli ATCC 25922 activitatea antibiofilm a fost atinsa la o concentratie de 12,5%, iar
pentru S. aureus ATCC 25923 si P. aeruginosa ATCC 27853 la 6,25% (Figura 15).

In prezenta tuturor extractelor alcoolice din 4. annua utilizate in acest studiu, inhibarea
dezvoltarii biofilmelor bacteriene pentru tulpinile E. faecalis ATCC 29212 si E. coli ATCC 25922
s-a realizat la o concentratie minimd de 12,5%, iar pentru tulpina fungica a fost observata o
eficacitate mai mare a acestor trei extracte, actiunea antibiofilm fiind Inregistratd la o concentratie

minima de 1,56% (Figura 15).
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Figurd 9 Reprezentarea grafica a valorilor concentratiei minime de inhibitie a biofilmului ale
extractelor alcoolice de A. annua, exprimate in procente.
Extractul alcoolic din 4. annua maturd cu seminte a prezentat o inhibitie a dezvoltarii
biofilmelor la o concentratie de 3,13% pentru tulpina de S. aureus ATCC 25923 side 6,25% pentru

P. aeruginosa ATCC 27853. Dezvoltarea biofilmului bacterian in prezenta extractului alcoolic din
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A. annua in timpul infloririi a tulpinilor de S. aureus ATCC 25923 si P. aeruginosa ATCC 27853
a fost inhibata la o concentratie minima de 6,25% , iar in prezenta extractul alcoolic din 4. annua

inainte de inflorire au fost inregistrate valori de 12,5% si respectiv 3,13% (Figura 16).

C. albicans ATCC 10231

Figura 10 Rezultate ale determinarii activitatii antibiofilm a extractelor vegetale testate- aspectul

placilor cu 96 de godeuri dupd solubilizarea cu acid acetic 33%.

4.4 Concluzii

Cea mai mare capacitate de absorbtie a radicalilor liberi a fost observata la Artemisia
annua (65,44%), urmatd indeaproape de Taraxacum officinale (59,34%). Pe de alta parte,
Silybium marianum (21,30%) a prezentat cea mai scazutd capacitate antioxidanta dintre plantele
testate, urmata de Chelidonium majus (27,13%). In ciuda capacititii lor antioxidante mai scizute
in acest test, aceste plante sunt cunoscute pentru alte proprietati farmacologice.

Salix alba (40,54%) a demonstrat o capacitate antioxidanta moderatd, care ar putea fi

asociata cu prezenta sa bine documentata de glicozide fenolice, flavonoide si taninuri. Rezultatele
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indicd o variabilitate semnificativa a activitatii de absorbtie a radicalilor liberi in randul speciilor
de plante analizate.

In plus, in cadrul acestei lucriri au fost studiate proprietatile antimicrobiene a 6 extracte
vegetale de Taraxacum officinale (tincturd), Chelidonium majus (tincturd), Silybum marianum
(tincturd) si Artemisia annua (extract alcoolic din plantd maturd cu seminte; extract alcoolic din
plantd in timpul infloririi; extract alcoolic din plantd inainte de inflorire) asupra a 5 tulpini
bacteriene de referinta, doua Gram-pozitive (Staphylococcus aureus ATCC 25923 si Enterococcus
faecalis ATCC 29212), doud Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922 si Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) si o tulpina fungica, Candida albicans ATCC 10231.

Testarea calitativa a activitatii antimicrobiene a pus in evidenta ca extractele vegetale au
inhibat cresterea si dezvoltarea tulpinilor microbiene testate, tinctura de S. marianum avand un
efect antimicrobian mai mare fata de tulpinile Gram-pozitive testate, in timp ce extractele alcoolice
din A. anuua prezinta o actiune antimicrobiand cu spectru larg, fiind activa fata de toate tulpinile
microbiene de referinta testate, cu exceptia S. aureus ATCC 25923.

Determinarile cantitative ale activitatii antimicrobiene a permis stabilirea concentratiilor
de extracte vegetale responsabile de efectului bacteriostatic si bactericid, putdnd fi observata o
sensibilitate mai ridicatd a tulpinilor microbiene in prezenta tincturilor comparativ cu prezenta
extractelor alcoolice de 4. annua.

Evaluarea in vitro a activitatii antibiofilm a produselor vegetale a pus in evidenta
capacitatea acestora de a inhiba dezvoltarea de biofilme la substrat inert; extractele vegetale de C.
majus, S. marianum si A. annua au fost determinat inhibarea formarii de biofilme in cazul tuturor
tulpinilor bacteriene testate, In timp ce tinctura de 7. officinale a prezentat o activitate foarte buna
asupra tulpinilor Gram-negative si a celei de fungi.

Rezultatele obtinute sunt promititoare, sustindnd cercetarea mai Indeaproape a
caracteristicilor biochimice a acestor extracte, in scopul formularii unor strategii pentru controlul

infectiilor bacteriene si fungice la om.

Rezultatele acestui capitol au fost publicate n articolele:

1. Daniel Cord, Mirela Claudia Rimbu, Liliana Popescu, New prospects in oncotherapy:
bioactive compounds from Taraxacum officinale, Medicine and Pharmacy Reports,

https://doi.org/10.15386/mpr-2875

19



5. SISTEME AVANSATE DE ADMINISTRARE A MEDICAMENTELOR
ANTIMICROBIENE SI ANTITUMORALE: NANO PARTICULE DE
AUR SI ARGINT REALIZATA PRIN SINTEZA VERDE CU
COMPUSI BIOACTIVI DIN EXTRACTE VEGETALE
5.1 INTRODUCERE

In contextul actual marcat de cresterea alarmanti a infectiilor cu bacterii multirezistente,
plantele medicinale reprezintd o sursa promitatoare de compusi bioactivi cu potential
antimicrobian, antiinflamator si antioxidant. Utilizarea extractelor vegetale pentru sinteza de
nanoparticule prin metode verzi a atras un interes semnificativ in ultimele decenii.

Plantele studiate — Taraxacum officinale (papadie), Artemisia annua (pelinitd), Melisa
officinalis (roinitd) si Salix alba (salcie) — sunt recunoscute pentru multiplele lor aplicatii
terapeutice in medicina traditionald si moderna. Compusii activi extrasi din acestea prezinta
proprietati antioxidante, antibacteriene, antifungice si chiar antitumorale.

Scopul general al acestui studiu a fost sinteza ecologica a nanoparticulelor din extracte
vegetale (Melissa officinalis, Artemisia annua, Salix alba) si evaluarea potentialului lor terapeutic,
farmaceutic si antimicrobian prin metode avansate de caracterizare fizico-chimica si biologica.
Totodata, studiul a urmarit investigarea efectelor sinergice ale nanoparticulelor derivate din
Melissa officinalis in asociere cu agenti chimioterapici conventionali utilizati in tratamentul
carcinomului hepatic, in vederea dezvoltarii unor sisteme eficiente de administrare a terapiei
antitumorale.

5.2 MATERIALE SI METODE

5.2.2 SINTEZA GREEN DE NANOPARTICULE
5.2.2.1 SINTEZA NANOPARTICULELOR DIN OBTINUTE DIN EXTRACTUL SALIX ALBA

Formarea Ag-NPs in timpul biosintezei a fost confirmata de schimbarea culorii solutiei de
la galben la maro inchis dupa adaugarea a 18 mL de extract de Salix alba. O proprietate unica a
Ag-NPs sferice este ca lungimile de unda in rezonanta plasmaticd de suprafatd (SPR) pot fi
modificate de la 400 nm (lumina violetd) la 530 nm (lumina verde) prin modificarea dimensiunii
particulei si a indicelui de refractie In apropierea suprafetei particulei [240].

Pentru a determina dimensiunile Ag-NP, a fost utilizata spectrometria UV-Vis pentru a
inregistra lungimile de unda ale acestora si a le corela cu dimensiunea nanoparticulelor obtinute
dupd sinteza lor. Absorbtia UV-Vis si lungimea de undd maxima a Ag-NP sunt date de
dimensiunea, forma si mediul in care sunt dispersate, de densitatea de electroni liberi si de

interactiunile lor cu alti compusi chimici din mediu [241].
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5.2.2.3 SINTEZA NANOPARTICULELOR DIN ARTEMISIA ANNUA
In mod similar, nanoparticulele de aur au fost obtinute folosind doar extractul apos de pelin.
Nanoparticulele de aur obtinute din extractul apos de pelin au fost abreviate ca AuNPsEaqSW.
5.2.2.4 SINTEZA NANOPARTICULELOR DIN MELISSA OFFICINALIS
S-a verificat sinteza vizual, prin schimbarea culorii solutiei, iar probele au fost colectate
pentru analiza spectroscopicd UV-Vis, confirmand formarea nanoparticulelor.
5.2.5.METODE DE EVALUARE A EFECTULUI ANTIMICROBIAN
5.2.5.1 Evaluarea efectului antimicrobian a extractului de Salix alba si a nanoparticulelor obtinute
Au fost alese specii reprezentative pentru principalele grupe de bacterii patogene (cele mai
frecvente in patologia infectioasd umand si veterinard, in flora spitaliceascd, in infectiile
nosocomiale si 1n infectiile multidrog-rezistente): Staphylococcus aureus (S.a), pentru cocci gram-
pozitivi; Escherichia coli (E.c), pentru bacili gram-negativi, enterobacterii; Pseudomonas

aeruginosa (P.a), pentru bacili gram-negativi, non-enterobacterii.
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5.2.5.2 Evaluarea efectului activitatii a extractului de Artemisia annua

Pentru activitatea antibacteriand, tulpinile bacteriene patogene oportuniste selectate, si
anume Staphylococcus aureus un cocc Gram-pozitiv; Escherichia coli un bacil Gram-negativ,
familia Enterobacteriaceaee; Pseudomonas aeruginosa un bacil Gram-negativ, din familia non-

Enterobacteriaceae si Bacillus subtilis un bacil Bacillaceae
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Pentru activitatea antifungica, au fost testate mai multe specii de agenti patogeni fungici
emergenti, inclusiv drojdii, precum Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans §i ciuperci
filamentoase precum Penicillium sp. si Aspergillus sp., utilizand un mediu Sabouraud Agar.

Activitatea citotoxica potentiald a extractelor studiate a fost evaluatd pe doua linii celulare
canceroase umane aderente standardizate Impotriva celulelor endoteliale umane normale si
comparatd cu citotoxicitatea medicamentelor oncologice utilizate in mod obisnuit pentru
tratamentul cancerului.

5.2.6 Metode de evaluare a efectului antitumoral (antiproliferativ)
5.2.6.1 Evaluarea activitatii antiproliferative a extractului de Salix alba si a nanoparticulelor
sintetizate

Viabilitatea celulara a fost determinatd utilizand testul colorimetric MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu bromurd). Dupa tratament, celulele au fost incubate timp
de 24 si 48 de ore, respectiv, cu diferite concentratii (5, 10, 25, 50 si 100 pg/mL) de nanoparticule
[50]. Ulterior, mediul de cultura a fost indepartat, iar fiecare godeu a fost spalat cu solutie tampon
5.2.6.2 Evaluarea activitatii antiproliferative a extractului de Artemisia annua §i a
nanoparticulelor sintetizate

Activitatea citotoxica potentiald a extractelor studiate din pelinitd a fost evaluata pe doua
linii celulare canceroase umane aderente standardizate impotriva celulelor endoteliale umane
normale si comparatd cu citotoxicitatea medicamentelor oncologice utilizate in mod obisnuit
pentru tratamentul cancerului.
5.2.6.3 Evaluarea activitdtii antiproliferative a extractului de Melisa officinalis si al
nanoparticuelor sintetizate

Potentialul citotoxic al extractelor vegetale investigate, al combinatiei acestora cu
nanoparticule, medicamente antitumorale si medicamente anticancer utilizate ca grupuri de control
(sunitinib si imatinib) a fost evaluat pe o linie celulara umana standardizata, aderenta, de cancer,
si comparat cu efectele asupra celulelor endoteliale umane normale, utilizand un medicament
oncolitic frecvent folosit in terapia cancerului ca etalon.

Linia celulara de adenocarcinom hepatic uman (HepG2, HB-8065) si celulele endoteliale
ale venei ombilicale umane (HUVEC, CRL-1730) au fost obtinute de la American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, WV, SUA). Au fost utilizate capsule de Sunitinib 50 mg (Sunitinib®
— Accord, Barcelona, Spania) si comprimate de Imatinib 100 mg (Imakrebin® — Alvogen,
Luxemburg) ca agenti clasici anticancer pentru tratarea grupurilor de control celular. Solutiile de
lucru au fost preparate proaspat pentru fiecare experiment prin dilutii in serie ale solutiilor stoc in

mediul de cultura.
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5.3. REZULTATE SI DISCUTII
5.3.1 CARACTERIZAREA FIZICO - CHIMICA A NANOPARTICULELOR
5.3.1.1 CARACTERIZAREA OPTICA SI STRUCTURALA A NAOPARTICULELOR OBTINUTE
DIN SALIX ALBA PRIN UV-VIS, FLUORESCENTA SI DIFRACTIE DE RAZE X
Compusii fitochimici din extractul de scoartd de Salix alba au fost reducitori si
stabilizatori ai argintului, iar addugarea unor volume repetate de extract a dus la cresterea

concentratiei de nanoparticule de argint.
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Figurd 11 (a) Scoarta de Salix alba L. a fost colectata in judetul Dambovita, Romania, de la arbori
de salcie. (b) Schimbarea culorii solutiei de la galben la maro inchis. (¢) Spectre UV-Vis ale
probelor SAgNP-WT obtinute prin reducere in timp cu extract apos de salcie: 1-agnos 0,5 mM; 2-
SAgNPs-WT 1S (dupa 5 min); 3-extract de salcie; 4-SAgNPs-WT 4S (dupa 10 min); 5-SAgNPs-
WT 58S; 6-SAgNPs-WT 7S; 7-SAgNPs-WT 9S; si 8-SAgNPs-WT 10S.

Spectrele din Figura 18c reprezinta aparitia unui maxim initial de absorbtie dupa 5 min de
reactie la o lungime de unda de 409 nm (spectrele 2), manifestdndu-se ca o banda care se largeste
si, astfel, arata o polidispersie a nanoparticulelor de argint formate. Aceastd banda se ingusteaza si
atinge o lungime de unda de 420 nm dupa 10 minute (spectrele 4).

Stabilitatea SAgNPs-WT a fost, de asemenea, evaluata spectrofotometric dupa un an de la
sinteza. Spectrele UV-Vis prezentate in Figura 19 nu aratd modificari notabile in banda maxima

de absorbtie dupa stocarea solutiilor timp de un an la temperatura camerei.
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Figura 12 Spectre UV-VIS ale: Solutiei coloidala initiald cu SAgNPs-WT; 2. dupa un an de
depozitare la temperatura camerei la adapost de lumina
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Figura 13 Spectre UV-Vis care arata efectul variatiei pH-ului asupra stabilitatii SAgNPs-WT

Posibilitatea utilizarii SAgNPs-WT in medii cu pH diferit a fost, de asemenea, evaluata
prin caracterizare UV-Vis,
SAgNPs-WT modificate prin ajustarea pH-ului cu solutii 1 M de NaOH sau 1 M de HCIL. Putem
observa stabilitatea acestora intr-un interval de pH cuprins intre 2 si 8; benzile incep sa se largeasca
odata cu cresterea valorilor pH-ului. Solutiile au prezentat o stabilitate foarte buna in medii acide,

dar, de asemenea, nu au prezentat modificari majore ale lungimii de unda initiale atunci cand au

avut un pH usor bazic.

Figura 31 prezentand spectrele caracteristice ale solutiilor coloidale cu

24



Prezenta unor cantitdti mici de aminoacizi a fost evidentiatd de spectrul de emisie obtinut
la 280 nm, cu un maxim la 312 nm, si de spectrul de excitare cu un maxim la 276 nm, care sunt

benzile caracteristice ale tirozinei Figura 21b.
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Figura 14 Spectrele de excitatie (PLE) si emisie (PL) de fotoluminescenta inregistrate pentru
dispersia coloidalda SAgNPs-WT la (a) excitatie de 320 nm; (b) caracteristicile benzii de
tirozind la ex/ em = 276/312 nm; si (c) cresterea benzii de tirozina (312 nm) cu

concentratia extractului n timpul biosintezei.

O usoara deplasare spre rosu a fost identificatd in comparatie cu tirozina libera a carei
fluorescenta este localizata la Aex/Aem = 274/310 nm. In plus, a fost analizati emisia PL a opt

probe de SAgNPs-WT extrase in timpul sintezei la intervale de 3-5 minute si sunt prezentate

in Figura 21c.

Intensitatea peak-ului PL de 312 nm aratd ca concentratia de tirozina creste semnificativ in
functie de timpul de reactie odatd cu cresterea cantitétii de extract addugate In timpul sintezei.
Aceasta poate fi o alta confirmare a existentei compusilor polifenolici care prezintd fluorescentd
si a caror fluorescenta creste odata cu formarea nanoparticulelor de argint.

Din punct de vedere cantitativ, scaderea latimii peak-ului este corelatd cu o crestere a

dimensiunii medii a cristalitelor, conform ecuatiei Debye-Scherrer. O dimensiune de 5,67 nm a
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fost gasitd pentru Au-NPs, in timp ce Ag-NPs au prezentat dimensiuni medii ale cristalitelor mai
mari (16,12 nm). Prezenta peak-urilor XRD si dimensiunile medii ale cristalitelor de cativa nm

indica faptul ca NP-urile sintetizate au fost nanocristaline.
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Figurd 15 Model de difractie de raze X cu incidentd razantd (GIXRD) pentru (a) SAgNPs-WT si
(b) SAuNPs-WT. Picurile au fost indexate in conformitate cu baza de date ICDD

5.3.1.2 CARACTERIZARE UV-VIS SI DETERMINAREA CONTINUTULUI DE
POLIFENOLI DIN PROBELE EXTRACTELE SI NANOPARTICULELE PE BAZA
DE ARTEMISIA ANNUA

Analiza spectrofotometrica UV-VIS a monitorizat formarea de nanoparticule de argint si
aur reduse de extractele Aremisia annua. Spectrele de absorbtie ale extractelor au fost inregistrate
la 200-700 nm.

Figura 23 prezinta spectrele UV-VIS obtinute pentru solutiile de nanoparticule formate
prin bioreducere cu extracte apoase sau alcoolice. Figura 18(a) prezinta spectrele UV-VIS pentru
nanoparticulele de argint reduse cu extractul apos de pelinitd, AgNPsEaqSW (I), si extractul
alcoolic , AgNPsEerouSW (I1). Pentru nanoparticulele de aur din Artemisia annua, spectrele sunt
prezentate in figura 1(b), cu extractul apos indicat ca AuNPsEaqSW (1) si extractul alcoolic ca

AuNPsEeTonSW (II).
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Figura 16 Spectrele UV-VIS obtinute pentru solutiile de nanoparticule formate prin bioreducere
cu extracte apoase sau alcoolice
Bioreducerea aurului din pelinitd a dus la formarea unei absorbante maxime la 563 nm
pentru AuNPs EaqSW, corespunzdtoare unei dimensiuni a nanoparticulelor de aproximativ 105,67
nm (ecuatia Haiss), dupa cum se arata in spectrele din Figura 18 fiind spectrele UV-VIS ale AuNPs
EetonSW, care are o absorbantd maxima la 557 nm si o dimensiune calculata corespunzatoare de
111,12 nm. Insertia din Figura 23 (b) prezintd o schimbare de culoare de la maro la rosu-violet,
confirmand formarea nanoparticulelor de aur.
5.3.1.3 Caracterizareaa uv-vis a extractului si nanoparticulelor pe baza de Melissa oficinalis
Schimbarea culorii solutiei de la rosu-maroniu la maro-inchis confirma reducerea ionilor
de argint de catre extractul de Melissa officinalis. Spectrul UV-Vis (Figura 24) a indicat un maxim
initial de absorbtie la 453 nm, care s-a stabilizat la 440 nm dupa 30 de minute, indicand formarea
stabila a nanoparticulelor. Raportul final volumetric intre AgNOs 0.5 mM si extractul de roinita a

fost 3,2:1 (v:v).
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Figura 17 Distributia dimensiunilor masurata prin DLS prezentata in Figura 24 a aratat
doua populatii: Particule cu dimensiuni intre 75 nm — 255 nm, cu un maxim la 143 nm.

5.3.1.4 Caracterizarea FTIR a extractului si nanoparticulelor pe baza de Salix alba

Spectrele ATR-FTIR inregistrate pentru extractul de salcie si probele de SAgNPs-WT

inregistrate la 1 zi, 7 zile si, respectiv, 180 de zile dupa sinteza sunt prezentate in Figura 25.
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Figura 18 Spectre ATR-FTIR pentru (a) extract de salcie si nanoparticule de argint, (b) 1 zi, (c) 7

zile si (d) 180 de zile de la sinteza.

Comparand spectrele probelor de sinteza de nanoparticule de argint (Figura 25 b-d) cu

spectrul extractului de salcie, s-a observat o modificare a spectrului sub 700 cm™, confirmand

astfel formarea de nanoparticule de Ag la care sunt ancorate gruparile de salcie.

28



5.3.1.5 Caracterizare FTIR a formularilor pe baza de Salix alba
Principala compozitie structurala a materiilor prime (chitosan, gelatina si nanoparticule de
argint) si a hidrogelurilor cu continut de nanoparticule de argint, obtinute conform protocolului

biogenic prezentat anterior, poate fi dedusa din spectrele FT-IR prezentate in Figura 26.
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Figurd 19 Spectre ATR-FTIR pentru (a) nanoparticule de argint din salcie; (b) chitosan; (c)
gelatind; si (d) hidrogel cu nanoparticule de argint.

In functie de parametrii procesului, s-a constatat ca hidrogelurile pe bazi de gelatina si
chitosan pot conduce la diferite tipuri de interactiuni (electrostatice, legaturi de hidrogen, Van der
Waals, ionice sau covalente), cu formarea unei retele tridimensionale datorita gelatinei. In spectrul
hidrogelului prezentat in Figura 9 se poate observa un amestec de benzi caracteristice nu numai
grupelor amina ale chitosanului, ci si grupelor carboxil ale gelatinei.

Interactiunea dintre nanoparticulele de argint si componentele hidrogelului este sustinuta
de deplasarea benzilor care pot fi asociate cu legaturile C-O din grupa carboxil (pana la 1398,
1197, 1156 si 1030 cm™), precum si de lipsa benzilor spectrale sub 900 [246,247].
5.3.1.6 Caracterizarea FTIR a extractului §si nanoparticulelor pe baza de Artemisa annua

Artemisia annua are ca fitoconstituenti, cis-epoxiocimena, cis-crisantenolul, tuhona,
acetatul de bornil sau de crisantenil, crisantenolul, camazulenul, sabinilul, 1,8-cineolul,
cariofilenul, mirenul, sabinenul, linalolul, acetatul de crisantenil si acetatul de trans-sabinil pot fi
izolate din pelinita.
5.3.1.7.1 Caracterizarea dimensionala si morfologicd a nanoparticulelor obtinute din Salix alba
prin DLS, PDI, potential zeta, SEM si TEM

S-au efectuat masuratori de dispersie hidrodinamica si electroforetica a luminii (DLS/ELS)

pentru a obtine informatii privind diametrul hidrodinamic (dh) si potentialul zeta () pentru a
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prezice stabilitatea pe termen lung a solutiilor coloidale SAg/AuNP-WT obtinute dupa bioreducere
in extractul apos de Salix alba.

Imaginile SEM inregistrate pentru SAu/AgNPs-WT sunt prezentate in Figura 27 a,b pentru
SAuNPs-WT si Figura 4 d,e pentru SAgNPs-WT, cu nanoparticule sferice de aur/argint cu o
distributie medie a dimensiunilor de 8-25 nm (dimensiune medie, 19,5 + 0,7 nm) observate pentru

SAuNPs-WT, in timp ce cele pentru AgNPs-WT au fost mai mari, de 10-38 nm (dimensiune
medie, 21,5 £ 0,7 nm).
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Figura 20 Imagini SEM la diferite marimi si diametre hidrodinamice determinate prin DLS: (a)-
SAuNPs-WT (40,000%); (b)-SAuNPs-WT (300,000%); (c)-DLS de SAuNPs-WT; (d)-
SAgNPs-WT (40,000%); (e)-SAgNPs-WT (300,000x), si (f)-DLS de SAgNPs-WT.
Histogramele distributiilor dimensiunilor Sau/AgNPs-WT au fost ajustate prin functii

gaussiene si sunt prezentate in Figura 28. Valorile obtinute sunt in concordanta cu datele colectate

anterior pentru nanoparticulele Salix alba (aur/argint) extrase din frunzele si, respectiv, scoarta sa.
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Figurd 21 (a)Distributia SAgNPs-WT cu N=389 si (b) Distributia SAuNPs-WT cu N=375
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5.3.1.7.2 Hidrogel pe baza de SAgNPs-WT

I\ v /' \
A B
C.

Figurd 22 Hidrogeluri cu: A. raport volum chitosan-gelatind-SAgNPs-WT =
3:7 si 5 ml SAgNPs-WT; B. raport = 5:5 (v/v) ; C. raport = 1:9
Hidrogelurile obtinute au fost inodore, brun-roscate si omogene, dupa cum se observa
in Figura 29. Principalul avantaj al hidrogelului, bazat pe nanoparticulele green din Salix alba este
ca s-a obtinut o uniformitate a SAgNPs-WT in structura sa fard addugarea unui stabilizator
suplimentar. Acest lucru poate fi confirmat intr-o imagine SEM din Figura 30, in care pot fi

observate nanoparticule distribuite uniform intre retelele de lanturi polimerice.

Gelatin

SNPsAg-WT

det mag HV WD |spot
D 110000 x 00 S54mm!| 30

Figura 23 Imagine SEM a hidrogelului pe baza de CS/G si SAgNPs-WT
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5.3.1.7.3 Caracterizarea dimensionald si morfologicda a nanoparticulelor pe baza de Artemisa
annua prin DLS, PDI, potential zeta
Indicele de polidispersitate (PDI) reprezintd raportul dintre particulele de dimensiuni
diferite si numarul total de particule. O valoare scizutd a IDP (<0,1) indicd o proba mai
monodispersatd. Spectrele DLS si potentialul zeta corespunzator pentru toate probele sunt

prezentate in Figura 31* (al-d2) si Figura 32** (al-d2).
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Figure S31*(al) Diametrul hidrodinamic, indicele de polidispersitate pentru AgNPsEaqSW

Version 3.73 [ 2.30

i
Sampling Time : 400 (ps) Correlation Method : TD
Correlation Channel :512 (ch) Accumulation times : 10 (times)
Scattering Angle :15.0 (®) Temperature : 25.0 (°C)
Intensity 166084 (cps) Attenuator 1 : 112 (%)
Cell Center : X: 6.710 (mm) Attenuator 2 : 4.420 (%)
Z: 6.825 (mm) Pinhole : 50 (pm)
Cell Constant :105.530 (1/cm)
Cell Type : Flow Cell
Apply Voltage Type :NEGATIVE
Electric Fi
Avg. Electric Field :-10.82 (V/em) Avg. Current : -0.10 (mA)
Dilusnt P :
Diluent Name : WATER Dielectric Constant : 78.2
Refractive Index :11.3328 Viscosity : 0.8878 (cP)
Analysis Results
Zeta Potential :-41.95 (mV) Zeta Potential of Cell (Upper) : -29.64 (mV)
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Figura 31*(a2Potentialul zeta pentru AgNPsEaqSW
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Figure S31*(b1) Diametrul hidrodinamic, indicele de polidispersitate pentru AgNPsEeTronSW

Version 3.73 / 2.30

Measurement Condition

Sampling Time 1400 (us) Correlation Method :TD

Correlation Channel 1512 (ch) Accumulation times : 10 (times)

Scattering Angle :15.0 ®) Temperature : 251 (°C)

Intensity : 78454 (cps) Attenuator 1 1 4.2 (%)

Cell Center : X 6.710 (mm) Attenuator 2 : 5.510 (%)
Z: 6,945 (mm) Pinhole : 50 (um)

Cell Constant : 187.620 (1/cm)

Cell Type : Flow Cell

Apply Voltage Type : NEGATIVE

Electric Field

Avg. Electric Feld 1-6.06 (V/em) Avg. Current :-0.32 (mA)

Diluent Properties

Diluent Name : WATER Dielectric Constant : 78.2

Refractive Index :1.3328 Viscosity : 0.8858 (cP)

Analysis Results
Zeta Potential :-57.14 (mV) Zeta Potential of Cell (Upper) : -64.73 (mV)
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Figure 31*(b2) Potentialul zeta pentru AgGNPSEerouSW

Figura 24 Diametrul hidrodinamic, indicele de polispersitate si potentialul Zeta (mV) al
naoparticuelor “green” in solutie coloidala
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Figura 25 Imagini SEM la diferite marimi a. AgNPsEgtouSW (100 000x); b. AgNPsEeronSW
(300 000x); c. AuNPsEeronSW (150 000x).

Figura 33 (a-d) prezintd imagini TEM pentru toate probele analizate.
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Figura 26 - imagini TEM pentru toate probele analizate

Din analiza TEM a tuturor probelor, nanoparticulele de Au si Ag au prezentat predominant
o morfologie sferica.
5.3.1.7.4 Caracterizarea dimensionald si morfologica a nanoparticuelor pe baza de Melissa
officinalis prin DLS si PDI
Distributia dimensiunilor masurata prin DLS prezentatd in Figura 34 a aratat doud populatii:
particule cu dimensiuni intre 75 nm — 255 nm, cu un maxim la 143 nm; particule mai mari cu un

centru la 1108 nm, probabil atribuite resturilor de extract vegetal.

Frequency (F
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30 [ IMEAgNPs
[l Mean = 14 5nm ‘
SD=29nm
20
3
1 1
0 12 14 16 18 20 22 24
2 Size (nm)
74
\ .
o e
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Zeta Potential (
Measurement Rest
Zeta Potential 1 -12.29 (mv)
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Figura 27 (a)Schimbarea culorii solutiei de la rosu-maroniu la maro-inchis ca urmare a bioreducerii Ag de cdtre
extractul de Melissa officinalis; - Figura 1(a)- DLS inregistrat pentru ME AgNPs, (b) Spectrele UV-Vis Spectrele
UV-Vis ale probelor ME AgNPs obtinute prin reducerea in timp cu extractul de Melissa officinalis(c) Spectrul Uv-
Vis al solutiei de AgNO3 0,5mM- Figura 1(b). Potentialul zeta pentru ME AgNPs
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Microscopia electronica cu scanare (SEM) prezentata a confirmat ca nanoparticulele reale
sunt mult mai mici decat cele observate prin Dynamic Light Scattering (DLS) la, datorita
acoperirii lor cu compusi bioactivi din extract. Extractul de Melissa officinalis a fost utilizat cu
succes pentru biosinteza nanoparticulelor de argint, generand nanoparticule relativ stabile si cu
dimensiuni controlabile. Nanoparticulele ME AgNPs au demonstrat caracteristici optice si
structurale bine definite, avand un potential ridicat pentru utilizare in aplicatii terapeutice si
farmacologice.

5.3.2 Evaluarea antimicrobiana
5.3.2.1 Evaluarea activitatii antimicrobiene a nanoparticuelor sintetizate cu Salix alba

SAgNPs-WT obtinute prin ,,sintezd verde” din scoartd de salcie au fost testate comparativ
cu diferite forme farmaceutice, cu si fara substante active, pentru a evidentia posibilul efect de
control pozitiv si negativ, observandu-se un efect antibacterian asupra tuturor celor trei bacterii
testate. Pentru E.c si P.a, eficienta solutiilor creste odatd cu diluarea (la 600 nm), in timp ce
pentru S.a, solutiile de nanoparticule par sa aiba doar un efect redus asupra modificarii eficientei,

aceasta variind in jurul valorii de 50%, dar prezentand o tendinta redusa de scadere.

a. - 100% W Abs 562 nm B Abs 600 nm BN Fluorescence B Abs 570 nm

- ‘ |
100

A:1 A2 A3 Bl B2 B3 C1 G2 G3 D1 D2 D3 E1 E2 E3 F1 F2 F3 G1 G2 G3 H:1 H2 H3
Sample : Position in Dilution Sequence

B g

g

Efficiency (%)

b. - 100% WSS Abs562nm WM Abs600nm MMM Fluorescence WM Abs 570 nm

&
2
=
<
S
=
=
Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 C2 C3 D1 D2 D3 E1 E2 E3 F1 F2 F3 G1 G2 G3 H:1 H2 H3
Sample : Position in Dilution Sequence
250
C. 100% . Abs 562 nm s Abs 600 nm B Fluorescence s Abs 570 nm
200
&
150
z
=
k> |
= 100
&
=
50

Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 G2 C3 D1 D:2D3 E1 E2 E3 F1 F2 F3 G1 G2 G3 H:1 H2 H3
Sample : Position in Dilution Sequence
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Figura 28 Eficienta raspunsului antibacterian (n) al probelor SAg/AuNP-WT la trei niveluri de dilutie testate

impotriva (a) Escherichia coli, (b) Pseudomonas aeruginosa si (c) Staphylococcus aureus. Probele A—H reprezintd
urmdtoarele solutii testate impotriva bacteriilor: A—SAuNPs-WT 1S; B-SAgNPs-WT 1S; C—Extract de Salix Alba;
D—Extract de Salix Alba; E—SAuNPs-WT 7S; F—SAuNPs-WT 10S; G—SAuNPs-WT 7S; si H-SAuNPs-WT 10S

Componentele PCA au fost mapate pana cand o componenta a explicat mai putin de 5 %

din variatia datelor, reprezentdrile 2D ale spatiului caracteristic fiind prezentate in figura

40A pentru masuratorile fluorescente si la 570 nm si 1n figura 40b pentru masuratorile la 562 nm

si 600 nm. In plus, hartile caracteristice pentru componentele principale (PC) sunt prezentate

in Figura 36 a,b.
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Figura 29 Reprezentarea PCA pentru masurdtorile pe o singura lungime de unda pentruSAg/AuNPs-WT(a)
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Reprezentarea PCA a masuratorilor pe mai multe lungimi de unda pentru SAg/AuNPs-WT

(b)
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Figura 30 Caracteristici reprezentind corelatia dintre informatia explicate de componentele principale (PCs)

aproximative prin PCA si caracteristicile colectate in timpul analizei probelor Sau/AgNP-WT

Caracteristicile aratad corelatia dintre PC si o anumita caracteristica, culorile mai inchise
semnificand o corelatie inversd, iar culorile mai deschise semnificand o corelatie directd. Faptul
ca probele A si B sunt substantele ineficiente pentru masuratori este confirmat in continuare de
PCA Figura 38, deoarece toate aceste masuratori sunt grupate impreund, indiferent de bacteria
interogata.
5.3.2.1.1 Evaluarea activitatii antimicrobiene a formularilor bazate pe Salix alba- formulari
(hidrogel)

Se poate observa din Figura 42 a, b ca solutia H este cea mai receptiva la o
modificare a dilutiei, avand cea mai mare variatie fatd de medie, dupa cum arata
prima componenta principald. Cu toate acestea, acest raspuns pentru H pare sa vina
indiferent de interactiunea cu o cultura celulara specifica.

In plus, PC2 serveste drept clasificator pentru raspunsul solutiei de hidrogel la S.a,
deoarece la a treia dilutie, nicio solutie de hidrogel nu are o eficienta semnificativa atunci cand
este masuratd la 562 nm si 600 nm. PC3 pare, de asemenea, sa diferentieze efectele hidrogelului
asupra P.a, raspunsurile fiind mai apropiate de alb si de alb negativ, atit sub lumina de 562 nm,

cat si sub excitatia de 600 nm pentru aceasta interactiune.
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Reprezentarea PCA a mdsurdtorilor pe mai multe lungimi de undd pentru hidrogeluri (b)

Din Figura 39 se poate observa din nou ca H nu pare sa varieze cu cultura celulard; prin
urmare, ar putea fi utilizatd ca masurdtoare de referintd pentru toate celelalte substante. PC2 se

coreleaza cu un raspuns puternic la lumina de 570 nm si, astfel, poate fi utilizata pentru a diferentia

raspunsul la P.a de toate celelalte culturi celulare.
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Figura 32 Caracteristicile masurdtorilor pe o singurd lungime de unda pentru hidrogeluri (a) pe mai multe lungimi de
unda pentru hidrogeluri (b)

In Figura 40 se poate observa ca eficienta unguentului masurata cu ajutorul excitatiei la
570 nm creste puternic odata cu diluarea substantelor atunci cand interactioneaza cu P.a, in timp

ce nu a existat un raspuns semnificativ la interactiunea cu celelalte doua culturi celulare.
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Figurd 33 Eficienta raspunsului antibacterian (n) al probelor de unguent SAgNPs-WT la trei niveluri de dilutie testate
impotriva (a) Escherichia coli, (b) Pseudomonas aeruginosa si (c) Staphylococcus aureus. Probele A-H reprezinta
urmatoarele solutii testate impotriva bacteriilor: A-Tween 20; B-Ont 1 + SAgNPs-WT 10S + 1% tween 20; C-Ont 1
+ SAgNPs-WT 10S + 1% tween 20 (1:1:1); D-Ont 1 + SAgNPs-WT 10S + 1% tween 80 (1:1: 1); E-Ont 2 + SAgNPs-
WT 10S + 1% tween 80; F-Ont 2 + SAgNPs-WT 10S + 1% tween 20 (1:1:1); G-Ont 2 + SAgNPs-WT 10S + 1% tween
80 (1:1:1); si H-Tween 80

Din masurarea PCA pentru unguent prezentatd in Figura 46 a,b nu pare sa existe un grup
al tuturor celor trei culturi celulare care sa fie suficient de apropiat pentru a sugera o solutie de
referintd. Cu toate acestea, sub excitatie de 562 nm si 600 nm, niciun unguent nu pare sa fie foarte
selectiv. PC2, care diferentiaza intre a treia si prima dilutie, pare sd serveasca drept un bun

indicator al eficientei unguentelor impotriva P.a, singura exceptie fiind unguentul B.
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Figura 34 Reprezentare PCA pentru mdasurdtorile cu o singurd lungime de undd pentru unguente
(a), pe mai multe lungimi de undd pentru unguente (b)

Pentru masuratorile la 570 nm si fluorescentd Figura 42 PC1 prezinta o buna impartire

intre raspunsul la P.a si celelalte culturi celulare datoritd cresterii puternice a eficientei odata cu

dilutia atunci cand este expusa la excitatia de 570 nm. Singura exceptie este unguentul B, care

prezinta o scadere a eficientei sub iluminare la 570 nm odata cu diluarea.

In mod similar, PC2, care aratd comparatia dintre fluorescenta si iluminarea la 570 nm,

serveste ca un bun clasificator pentru raspunsul la S.a, fiind caracterizat de diferente constant

ridicate intre cele doud masuréatori in toate dilutiile.
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Figurd 35 Harta caracteristicilor pentru masurdtorile pe o singurd lungime de unda pentru
unguente (a); pe mai multe lungimi de unda pentru unguente (b)

5.3.2.2 EVALUAREA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A NANOPARTICUELOR SINTETIZATE
CU ARTEMISIA ANNUA

Efectul antifungic a fost evaluat pe Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans,
Penicillium sp si Aspergillus sp, prin incubare pe medii Sabouraud solide timp de 3 zile péana la 1
sdptaméana la 23-26° C, masurandu-se zona de inhibitie ca In cazul bacteriilor.

Figura 43 ilustreaza zona de inhibitie In functie de concentratia de inhibitie calculata pentru

esantioanele de pelinita
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MIC (ug/uL) 1Z (mm)
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EaqSW e Sacharomyces cerevisiae
m. Candida albicans

= Penicilium sp

= Aspergillus sp

Figura 37 Efectul antifungic al extractelor apoase/etanolice si al nanoparticuelor obtinute

din Artemisia Annua

Legend: Mikrozid — solutie alcoolicd 60%; Erronson-SW — extract alcoolic 50% din Artemisia Annua;
Erromsou-SW- extract alcoolic 30% from din Artemisia Annua; AgNPsEgronsw- SW- obtinute prin reducerea
arginului cu extract 50% Egronso%-SW (1 :10, extract: AgNO3 1mM —v:v ); AgNPsEgrons%- SW- obtinut
prin reducerea argintului Egromnsos-SW (1 :10, extract: AgNO3 ImM —v:v )
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ANPSE o-SW 2001,

EaSW 2041,
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AGNPSEgonss-SW 10041,

Eq-SW 10041

(b)
Figurd 36 Reprezentarea zonei de inhibitie calculatd pentru Artemisa annua

Efectul antifungic al nanoparticulelor a fost prezentat in Figura 44 pentru probele de absint

dulce.
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5.3.3 EVALUAREA IN VITRO AL EFECTULUI CITOTOXIC SI SINERGETIC
5.3.3.1 EVALUAREA IN VITRO A EFECTULUI CITOTOXIC SI SINERGIC AL EXTRACTULUI
SI NANOPARTICULELOR PE BAZA DE SALIX ALBA

Citotoxicitatea SAgNPs-WT a fost evaluata prin testele MTT si LDH utilizand liniile
celulare HaCaT Figura 48 a,b. Raspunsul inflamator a fost analizat utilizind metoda Griess[250].
La 24 si 48 h, dupa expunerea keratinocitelor la diferite concentratii de NPs (0,4-17,5 pg/mL), a

fost testatd productia de oxid nitric din mediul de cultura, care este prezentata in Figura 45.

120{ W 24h  mem 4sh

Cell viability (% of control)
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Control 04 0.6 1.0 35 58 87
Nanoparticle concentration (jig/mL)

10/ W 24h  mem 4sh

LDH release (% of control)
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mm 2h = gh * -
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5 2
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Control 04 0.6 1.0 35 58 87
Nanoparticle concentration (pg/mL)

Figura 38 Testele biologice efectuate pe SAg/AuNPs-WT utilizand urmatoarele tehnici: (a) Testul MTT dupa 24 h si
48 h de expunere la diferite concentratii de SAgNPs-WT in keratinocite. Viabilitatea celularad a fost normalizatd la
celulele netratate (fara SAgGNPs-WT). Rezultatele sunt exprimate ca medie = SD (n = 3) si prezentate ca procent (%)
fata de control. (b) Activitatea lactat dehidrogenazei (LDH) eliberatd dupd 24 h si 48 h de expunere la diferite
concentratii de SAgGNPs-WT in celule HaCaT. Rezultatele sunt exprimate ca medie = SD (n = 3) si raportate
ca procent (%) fata de control. (c) Efectele SAgGNPs-WT asupra productiei de oxid nitric (NO) in celulele HaCaT.
Celulele au fost tratate cu SAgGNPs-WT (0.4—17.5 ug/mlL) timp de 24 h si 48 h. Rezultatele sunt exprimate ca medie £
SD (n = 3) si raportate ca procent (%) fata de control. Indicatii statistice: p < 0.01 ( semnificativ ridicat ), * p < 0.05

( semnificativ moderat
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In Figura 45a, rezultatele MTT au aritat o scidere de aproximativ 20% dupi 48 h la
concentratii de 17,5 pg/mL de NP comparativ cu nivelul de control. Nu au fost inregistrate

modificari semnificative pentru celelalte concentratii.

5.3.3.2 EVALUAREA IN VITRO A EFECTULUI CITOTOXIC SI SINERGIC AL EXTRACTULUI
SI NANOPARTICULELOR PE BAZA DE ARTEMISIA ANNUA

Studiile au fost efectuate in vitro pentru a investiga efectul probelor testate asupra celulelor
tumorale umane LoVo (adenocarcinom de colon uman) si MDA-MB-231 (adenocarcinom de san
uman) si asupra liniei tumorale hepatice HepG2 in comparatie cu linia celulara normala HUVEC
(celule endoteliale din vena ombilicald umana).

Controalele pozitive ale studiului au fost CisPt si DOX, care sunt utilizate in mod obisnuit
pentru tratarea cancerului de colon si, respectiv, de san. Pentru a evalua viabilitatea celulara, au
fost realizate dilutii ale solutiilor coloidale initiale si liniile celulare au fost expuse timp de 24 si
48 de ore. CisPt si DOX par sa afecteze liniile tumorale investigate; cu toate acestea, efectele lor

s-au extins si la linia celulara normala dupa 24 de ore [figura 46(a)].
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Figura 39 Efectul diferitelor dilutii ale probei pe baza de papadie si pelinitd asupra viabilitatii (%) liniilor de celule
canceroase umane: cancer de sin (MDA-MB-231), linia celulara de adenocarcinom colorectal uman LoVo si celulele
endoteliale din vena ombilicala umana HUVEC la (a) 24h si (b) 48h ; (Dilutiile sunt date de nuanta graficelor cu bare
suprapuse, o nuantd mai deschisa corespunzand unei dilutii mai mici); (¢) Efectul diferitelor dilutii ale probei pe baza
de papadie si papadie asupra viabilitatii (%) HepG2 (linie celulara de carcinom hepatic uman) la 24h si 48h. Dilutiile

sunt date de nuanta graficelor cu bare suprapuse, o nuanta mai deschisa corespunzand unei dilutii mai mici.
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5.3.3.3 EVALUAREA IN VITRO A EFECTULUI CITOTOXIC $I SINERGIC AL EXTRACTULUI
SI NANOPARTICULELOR PE BAZA DE MELISA OFFICINALIS

Combinatia dintre extractul alcoolic si nanoparticulele de argint biogene (ME AgNPs)

poate imbunatati eficacitatea tratamentului si ar putea fi la fel de eficientd, sau chiar mai eficienta,

avand efecte toxice minime asupra celulelor normale. Astfel, efectul citotoxic al extractelor

derivate din Melissa officinalis a fost evaluat la 24 si 48 de ore dupa tratament. Figurile 47(a) si

25(b) prezinta masuratori ale viabilitatii celulare la 24, respectiv 48 de ore de tratament cu extracte,

comparativ cu medicamentele administrate individual.

HepG2 24h (b) HepG2 48h
HLlEL2E 4@ 18 mL16m 1:32 @ 1:64 W 1:128 HL1lmL2® k4w L8 M 116 M 1:32 B 1:64 M 1:128

Cell Viability (%)
Cell Viability (%)

Figurd 40 Viabilitatea celulara (%) a liniilor HepG2 dupa: (a) 24 de ore de tratament cu diferite dilutii de probe pe
bazd de Melissae extractum si medicamentele chimioterapeutice Sunitinib si Imatinib si (b) prezintd aceleasi

masuratori dupa 48 de ore de tratament
5.4 CONCLUZII

In ceea ce priveste caracterizarea fizico-chimicd a nanoparticulelor, nanoparticulele de
argint si aur au fost obtinute cu succes prin bioreducerea extractelor vegetale (Salix alba, Artemisia
annua, Melissa officinalis). Spectroscopia UV-Vis, FTIR, PL, XRD si microscopiile electronice
(SEM/TEM) au confirmat formarea nanoparticulelor si compozitia lor.

SAgNPs-WT au demonstrat stabilitate pe termen lung si comportament stabil in medii cu
pH variat. Dimensiunea si forma particulelor au fost corelate cu parametrii de sinteza si extractul
utilizat, iar nanoparticulele au fost in mare parte sferice, cu distributii dimensionale intre 10-76
nm. Evaluarea antimicrobiana a aratat ca SAgNPs-WT au avut un efect antibacterian semnificativ,
in special asupra Pseudomonas aeruginosa si Staphylococcus aureus.

Formularile precum hidrogeluri si unguente au imbundtatit activitatea antimicrobiana, in

special cand au fost combinate cu agenti de dispersie (Tween 20). Comparativ, nanoparticulele
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derivate din Artemisia annua au aratat o activitate antibacteriana mai redusa si un efect antifungic
limitat, posibil din cauza structurii mai complexe a peretelui celular fungic.

Evaluarea in vitro a efectului citotoxic si sinergetic a aratat ca SAgNPs-WT au prezentat
citotoxicitate redusa asupra keratinocitelor (HaCaT) pana la o anumita concentratie, indicand un
potential sigur pentru aplicatii farmaceutice. Extractele si nanoparticulele din Artemisia annua si
Melissa officinalis au prezentat efecte citotoxice selective asupra liniilor tumorale, in special
MDA-MB-231 (san), LoVo (colon) si HepG2 (hepatic).

Efectul sinergic al nanoparticulelor cu medicamente chimioterapice a dus la o eficienta
crescutd antitumorala si toxicitate scazuta asupra celulelor normale, ceea ce indicd un potential
terapeutic ridicat. In concluzie, biosinteza nanoparticulelor din extracte vegetale este o metoda
ecologica, eficienta si promitatoare pentru obtinerea de nanomateriale functionale.

SAgNPs-WT se remarca prin stabilitate crescutd, activitate antimicrobiand semnificativa
si biocompatibilitate, reprezentand un candidat ideal pentru dezvoltarea de produse farmaceutice
topice (geluri, unguente).

Extractele de Artemisia si Melissa, in combinatie cu nanoparticulele, au potential in
tratamente oncologice, datoritd efectului sinergic si citotoxicitatii selective asupra celulelor
tumorale. Dimensiunea, morfologia si compozitia superficiala a nanoparticulelor sunt esentiale
pentru proprietdtile lor bioactive, iar caracterizarea completd este cruciald pentru aplicatii
medicale.

In ansamblu, rezultatele sustin utilizarea nanoparticulelor biosintetizate in aplicatii
biomedicale, oferind o alternativa sigura si eficienta la tratamentele conventionale.

Rezultatele acestui capitol au fost publicate in articolele:

1. Mirela Claudia Rimbu, Liliana Popescu, Mirela Mihaila, Roxana Colette Sandulovici, Daniel Cord*-autor
corespondent, Carmen Marinela Mihailescu, Mona Luciana Galatanu, Mariana Panturoiu, Carmen Elisabeta Manea,
Adina Boldeiu, Oana Brincoveanu, Mihaela Savin, Alexandru Grigoroiu, Florin Dan Ungureanu, Emilia Amzoiu,
Mariana Popescu, Elena Truta, Synergistic Effects of Green Nanoparticles on Antitumor Drug Efficacy in
Hepatocellular Cancer, Biomedicines 2025, 13, 641, https://doi.org/10.3390/biomedicines13030641 , FI=3,9

2. Mirela Claudia Rimbu, Daniel Cord*-autor corespondent, Mihaela Savin, Alexandru Grigoroiu, Mirela
Antonela Mihaild, Mona Luciana Galdtanu, Viorel Ordeanu, Mariana Panturoiu, Vasilica Tucureanu, Iuliana
Mihalache, Oana Brincoveanu, Adina Boldeiu, Veronica Anastdsoaie, Carmen Elisabeta Manea, Roxana Colette
Sandulovici, Marinela Chirila, Adina Turcu Stiololicd, Emilia Amzoiu, Victor Eduard Peteu, Cristiana Tanase,
Bogdan Firtat, Carmen Marinela Mihailescu, Harnessing Plant-Based Nanoparticles for Targeted Therapy: A Green
Approach  to  Cancer  and  Bacterial  Infections, Int. J. Mol  Sci. 2025,26(14), 7022,
https://doi.org/10.3390/ijms26147022 , FI=4,9

3. Daniel Cord, Mirela Claudia Rimbu, Cristiana Tanase, Cristina Tablet, Gheorghe Duca, Molecular docking
study of some active principles from Silybum marianum, Chelidonium majus, Ginkgo biloba, Gelsemim sempervirens,
Artemisia annua and Taraxacum officinale, Chemistry Journal of Moldova. General, Industrial and Ecological
Chemistry. 2025, 20(1), 100-105 https://doi.org/10.19261/cjm.2025.1337 , FI=0,5

4. Mirela Claudia Rimbu, Dan Florin Ungureanu, Cosmin Modovan, Madalina Toba, Marinela Chirila, Elena
Truta, Daniel Cord, Cystic Hepatic GIST: A Case Report of Rare Presentation and Long-Term Survival, Curr. Oncol.
2025, 32, 383 https://doi.org/10.3390/curroncol32070383 , FI=3,4
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6. CONCLUZII GENERALE

Aceastd lucrare a analizat proprietitile antimicrobiene a extractelor vegetale de.
Taraxacum officinale, Chelidonium majus, si Silybum marianum, precum si extracte aloolice din
Artemisia annua.

Testele calitative au demonstrat ca toate extractele vegetale au inhibat cresterea si
dezvoltarea tumpinilor microbiene. Extractul de Silybum marianum a prezentat cel mai puternic
efect antimicrobian asupra tulpinilor gram-pozitive. Extractele alcoolide din Artemisia annua au
avut un spectru microbian larg, fiind eficiente impotriva tuturor tulpinilor, cu exceptia
Staphylococcus aureus.

Determinarile cantitative au stabilit concentratiile necesare pentru efectele bacteriostatice
si bactericide. Tulpinile microbiene au prezentat o sensibilitate mai mare la tincturi, comparativ
cu exrtactele alcoolide de Artemisia annua.

Studiile in vitro au evidentiat si activitatea antibiofilm a extractelor. Chelidonium majus,
Silybum marianum $i Artemisia annua au inhibat formarea biofilmelor la toate tulpinile testate.
Tinctura de Taraxacum officinale a fost eficienta in special impotriva bacteriilor gram-negative si
a fungilor.

Rezultatele obtinute sunt promitatoare si sustin necesitatea unor studii suplimentare asupra
compoztiei biochimice a acestor extracte. Cercetdrile viitoare ar putea facilita dezvoltarea unor
strategii eficiente impotriva infectiilor bacteriene si fungice.

Un alt obiect al studiului a fost dezvoltarea si caracterizarea nanoparticulelor obtinute prin
sintezd verde folosind extractul de Artemisia annua. Acestea au fost testate in formulari
farmaceutice topice.

Nanoparticulele de aur au prezentat activitate antimicrobiana, Insa tendinta lor de floculare
le-a facut mai putin potrivite pentru formularile farmaceutice. Toate nanoformularile testate, care
contineau nanoparticule de argint, au demonstrat un potential ridicat ca agenti antimicorbieni si
antiinflmatorii.

Celulele expuse la nanoparticule de argint nu au prezentat semne de citotoxicitate la
concentratiile utilizate pentru teste antimicrobiene. Acesti compusi ar putea fi integrati in
medicamente antiinfectioase, produse igienice si cosmetice pentru tratamentul leziunilor
provocate de diverse patologii.

Nanoparticuelel de argint obtinute prin sinteza verde din bioextractele din Salix alba au

demnostrat o activitate antimicrobiand si antibiofilm. Hidrogelurile forumlate cu aceste
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nanoparticule au prezentat stabilitate fizico-chimica ridicata si activitate antibacteriand crescuta,
fiind mai eficiente decat nanoparticulele din aur.

Aceasta lucrare prezinta si o serie de limitari. Studiile au fost realizate doar in vitro.
Efectele in organismul viu pot fi diferite din cauza biodisponibilitatii, metabolismului sau
raspunsului imun. Extractele vegetale pot avea compozitii chimice variabile in functie de sezon,
zond geografici, metodd de extractie, ceea ce afecteazd reproductibilitatea. Testarea
antimicrobiana a fost realizata pe un numar restrans de tulpini bacteriene de referinta, fara tulpini
clinice sau rezistente la antibiotice.

Rezultatele promitatoare ale acestor extracte sustin continuarea cercetdrilor pentru
optimizarea formularilor si testarea stabilitatii si sigurantei acestora. In acest scop, vor fi realizate
studii suplimentare in ceea ce priveste validarea eficacitatii formularii-comprimatelor-, urmand
initierea procesului de brevetare.

Aceasta cercetare deschide noi perspective pentru utilizarea compusilor naturali in terapii
inovatoare, oferind alternative la tratamentele conventionale.

Studiul de fatd a demonstrat potentialul ridicat al unor plante medicinale autohtone in
generarea de compusi bioactivi cu activitate antioxidanta, antimicrobiana si antitumorald, precum
si aplicabilitatea extractelor lor in biosinteza de nanoparticule metalice functionale. Rezultatele
obtinute evidentiaza contributii importante in domeniul biotehnologiei verzi, cu implicatii directe
in dezvoltarea de noi terapii si produse farmaceutice.

Evaluarea capacitatii antioxidante a extractelor vegetale a indicat diferente semnificative
intre speciile analizate, cu Artemisia annua si Taraxacum officinale prezentand cea mai mare
activitate de captare a radicalilor liberi. Aceasta proprietate este corelatd cu continutul ridicat de
polifenoli si flavonoide, care pot contribui la prevenirea sau ameliorarea unor afectiuni asociate cu
stresul oxidativ. In ciuda unei capacititi antioxidante mai reduse, plante precum Silybum
marianum $1 Chelidonium majus sunt valoroase din punct de vedere terapeutic, avand efecte
hepatoprotectoare si antiinflamatorii documentate.

Pe plan antimicrobian, extractele vegetale testate au demonstrat activitate bacteriostatica si
bactericida variabild in functie de specie si solvent de extractie. S. marianum s-a dovedit eficienta
impotriva tulpinilor Gram-pozitive, in timp ce A. annua a prezentat un spectru larg de actiune
antimicrobiana. In plus, s-a constatat capacitatea anumitor extracte de a inhiba formarea
biofilmelor bacteriene, aspect relevant pentru controlul infectiilor persistente.

Unul dintre punctele centrale ale lucrarii a fost reprezentat de biosinteza nanoparticulelor
metalice (Ag si Au) utilizand extracte din Salix alba, Artemisia annua si Melissa officinalis.
Caracterizarea fizico-chimica a acestor nanoparticule a confirmat formarea de structuri sferice si

stabile, cu dimensiuni cuprinse intre 10 si 76 nm. SAgNPs-WT s-au remarcat prin stabilitate
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coloidala, potential antioxidant si activitate antimicrobiana superioara, fiind validate ca ingrediente
promitatoare in formulari topice precum hidrogeluri si unguente.

Evaluarea biologicd in vitro a aritat ca nanoparticulele de argint au o toxicitate redusa
asupra keratinocitelor umane, sugerand un profil de sigurantd favorabil pentru aplicatii
dermatologice. Mai mult, combinatia extractelor vegetale cu nanoparticule metalice a produs
efecte antitumorale semnificative asupra liniilor celulare canceroase (san, colon, hepatic),
depasind 1n unele cazuri eficienta medicamentelor chimioterapice uzuale. Aceste rezultate
subliniaza un efect sinergic promititor care ar putea fi exploatat In terapii oncologice alternative,
cu toxicitate redusa asupra celulelor sanatoase.

In concluzie, lucrarea sustine ferm aplicabilitatea biosintezei verzi in obtinerea de
nanomateriale functionale cu valoare terapeutica ridicata. Integrarea extractelor vegetale in
procesele de sintezd a nanoparticulelor deschide perspective inovatoare pentru dezvoltarea de
produse farmacologice si cosmetice, cu un impact pozitiv asupra sanatatii umane si un profil
ecologic sustenabil. Continuarea cercetdrilor 1n aceasta directie ar putea conduce la identificarea
unor solutii naturale eficiente impotriva rezistentei antimicrobiene si la optimizarea tratamentelor

personalizate in oncologie.
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