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REZUMAT

Afectiunile pielii, de la simple iritatii la afectiuni maligne, au prezentat in ultimii ani
trasaturi diversificate, mai ales datoritd factorilor de mediu care au crescut atit ca numar cat si ca
agresivitate. Melanomul malign este tipul de cancer de piele cu cea mai mica incidentd dar cel mai
agresiv, cu un prognostic extrem de scazut, fiind si responsabil pentru marea majoritate a deceselor
cauzate de cancerul de piele. In ciuda progreselor inregistrate in ultimii ani atét in ceea ce priveste
metodele de diagnostic, dar si aborddrile terapeutice, existd incd, cateva dezavantaje legate de
rezistenta la chimioterapie tumorala si de reactiile adverse severe exercitate de terapiile clasice. Cu
scopul de a remedia aceste inconveniente, domeniul de cercetare al compusilor naturali este
explorat intens pentru a gasi noi alternative eficiente si sigure pentru terapia cancerului. Compusii
derivati din plante poseda efecte farmacologice multiple devenind candidati ca agenti antitumorali
autentici. Rutinul (flavonoida glicozilatd) este un compus de origine naturald, care datorita
structurii sale chimice, exercitd o multitudine de efecte biologice benefice la nivel cutanat, precum:
activitate antioxidantd si antiinflamatorie, si actioneazd totodati ca un filtru pentru radiatiile
ultraviolete. Alti doi compusi de origine naturala, betulina si acidul betulinic (triterpene
pentaciclice) sunt investigati pentru proprietétile lor de inducere a apoptozei in diferite celule
tumorale.

O preocupare semnificativ crescutd pentru bolile maligne, in special cele ale pielii,
plamanilor si ficatului existd la nivel mondial si implicit la noi in tard. Acest lucru poate fi atribuit
necesitatii unei sperante de viata prelungite prin tratamente adecvate si adoptarea unui stil de viata
care diminueaza factorii de risc. O serie de factori sunt asociati cu un risc crescut de aparitie si
evolutie a cancerului, cum ar fi: (i) mutatiile genetice, consumul de alcool, obezitatea si
inactivitatea fizica, toate au fost legate de un risc crescut de cancer, (ii) hepatita virald cronica,
ciroza, consumul de alcool si tutun sunt cateva dintre principalele cauze care duc la aparitia
carcinomului hepatocelular, (iii) fumatul, expunerea la compusi toxici (arsen, azbest etc.), poluarea
mediului, utilizarea anumitor suplimente alimentare se traduc in cancer pulmonar. Tratamentele
utilizate pentru fiecare dintre aceste patologii, prezinta diferente in ceea ce priveste mecanismul de
actiune, dar au ca trasaturd comuna aparitia reactiilor adverse grave. Majoritatea reactiilor adverse
dupa chimioterapie sunt determinate de lipsa specificitatii agentilor antitumorali fata de celulele
tumorale. Aceste efecte pot fi contracarate prin stabilirea unui tratament personalizat si prin
fabricarea unor formulari optime care sa asigure o livrare tintitd a substantei active. Descoperirea
unor formulari adecvate care sa actioneze ca purtatori tintiti ai substantei active si sd-i sporeasca
proprietatile benefice este un domeniu de interes 1n expansiune.

Reducerea efectelor secundare ale medicamentelor chimioterapeutice clasice este o

provocare continud pentru cercetatorii din domeniu. In prezent, dezvoltarea unor formulari care
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cresc gradul de stabilitate si biodisponibilitate, Impreuna cu reducerea dozei, pastrarea activitatii
biologice si reducerea efectelor adverse este o problema de actualitate. In ciuda progreselor
inregistrate in ultimii ani, este incd nevoie de multd munca asidud pentru a elucida mecanismele
implicate in diferite patologii, noi si vechi. Prin urmare, specialistii in domeniu lucreaza constant la
metode noi si eficiente de crestere a sperantei de viata si a calitatii vietii bolnavilor de cancer.

Principalele obiective stabilite pentru teza de doctorat au fost: (i) analiza efectului citotoxic
exercitat de compusii naturali, rutinul si acidul betulinic, asupra a trei tipuri diferite de celule
melanom (studiu in vitro pe celule 2D) (ii) prepararea unei formuldri pe baza de rutin pentru
aplicare locala si evaluarea profilului sdu de siguranta prin metode moderne efectuate pe produse
cu aplicabilitate dermo-cosmetica (studiu in vitro pe tesut uman reconstruit - celule 3D) si (iii)
obtinerea de nanoparticule metalice Incarcate cu betulind si acid betulinic, cu eficacitate crescuta
impotriva celulelor melanomului (studiu in vivo - model murin de melanom) si a celulelor tumorale
hepatice si pulmonare (studiu in vitro cu celule 2D).

Teza de doctorat este structurata conform normelor metodologice in patru parti principale:
(i) partea generala, (ii) partea originala de cercetare, (iii) contributii si concluzii personale si (iv)
bibliografie. Partea generala cuprinde doud capitole care descriu notiunile actuale legate de: (a)
plantele medicinale ca surse de noi compusi cu potential terapeutic si (b) sisteme inteligente de
functionalizare si transport de compusi biologic activi.

Partea originald de cercetare, care cuprinde cele trei studii experimentale (obiective,
metodologie si rezultate), aratd: (a) contributiile legate de comportamentul liniilor celulare de
melanom in urma stimuldrii cu compusii de origine naturald, rutinul si acidul betulinic; (b)
prepararea unui gel proniozomal incércat cu rutin cu profil toxicologic sigur pentru utilizare locala
in afectiunile pielii si (c) sisteme teranostice de nanoparticule de argint pe baza de betulina si acid
betulinic evaluate in ceea ce priveste potentialul antimelanom si efectele citotoxice exercitate
asupra altor tipuri a celulelor tumorale (carcinom hepatocelular i pulmonar). Partea finala a tezei
integreaza concluziile si contributiile personale, precum si referintele bibliografice citate, curente
care au fost studiate pentru documentarea de fond, selectia metodelor de cercetare aplicate si pentru
interpretarea rezultatelor obtinute. Partea experimentald a tezei a fost realizatd folosind metode
standard validate la nivel international.

Primul studiu s-a axat pe evaluarea in vitro a doi compusi naturali, rutinul (RUT) si acidul
betulinic (BA) 1n ceea ce priveste potentialul citotoxic in celulele umane sanatoase (HaCaT) si
melanom (A375, RPMI-7951 si SK-MEL-28). Potentialul citotoxic al RUT si BA a fost evaluat
prin monitorizarea unor parametri specifici, cum ar fi: viabilitatea celulara, morfologia celulara si
nucleard. Pentru a verifica impactul compusilor de testat asupra viabilitatii celulelor au fost aplicate
doud metode colorimetrice standardizate, MTT ((bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu) si albastru Alamar, teste care ofera date privind procentul de celule viabile active
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metabolic capabile s transforme MTT in formazan si respectiv resazurin in resorufin fluorescent
(figurile 1 si 3). Modificarile induse de compusii de testat asupra caracteristicilor morfologice
celulare au fost monitorizate microscopic in camp luminos si prin realizarea de fotografii la 24 h
post stimulare. Modificarile nucleare in urma tratamentului cu compusii de testat (timp de 24 de
ore) au fost evidentiate prin intermediul coloratiei nucleare Hoechst 33342 (exemplificare in figura
2). Potentialul de inducere a senescentei al RUT a fost verificat prin intermediul unei metode
validate, test de colorare X-Gal. Cei doi compusi au declansat un efect citotoxic selectiv dependent
de dozi in celulele melanomului, caracterizat prin caracteristici apoptotice. In plus, RUT a
prezentat un efect de inducere a senescentei, ce a fost evidentiat prin expresia crescutd a SA-f-gal
(beta-galactozidaza asociata senescentei) in celulele melanomului SK-MEL-28. Rutinul exercita un
profil citotoxic selectiv in vitro, dupa cum urmeaza: (i) fara impact daundtor asupra celulelor
sdnatoase — keratinocite umane imortalizate (celule HaCaT) in ceea ce priveste viabilitatea celulara,
morfologia celulard si nucleara la concentratiile testate (1-50 uM) si (ii) un efect citotoxic in
celulele melanomului uman (A375, RPMI-7951 si SK-MEL-28) dependent de concentratie si tipul
celulei: A375 (ICso = 8.601 uM) > SK-MEL-28 (ICso = 47.44 uM) > RPMI-7951 (ICso = 64.49
uM).

A375 - human amelanotic melanoma cells 24h

120+

Cell viability (%)

CONTROL RUT1pM  RUT5uM RUT10uM RUT25pM  RUT 50 uM

Figura 1. Evaluarea in vitro a activitatii rutinului (RUT) asupra viabilitatii celulelor melanomului uman
(A375) dupa un tratament de 24 de ore cu cinci concentratii diferite (1, 5, 10, 25 si 50 uM) efectuata prin
testul Alamar Blue. Rezultatele sunt prezentate ca procent (%) de celule viabile normalizate la celulele
martor si sunt exprimate ca valori medii + abaterea standard (SD) a trei teste independente efectuate in
triplicat. Diferentele statistice (intre celulele netratate si cele tratate) au fost calculate prin analiza ANOVA
unidirectionala, urmata de post-testul lui Tukey (****p <0.0001).
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Figura 2. Marcare nucleara folosind Hoechst 33342 in celulele melanomului uman (A375) dupa
tratamentul cu rutin (RUT) la doua concentratii diferite (10 si 50 uM) timp de 24 de ore. Controlul
pozitiv pentru modificérile apoptotice la nivel nuclear a fost solutia de Staurosporina (STP) 5 uM, iar
sagetile galbene evidentiaza celulele apoptotice cu fragmentare nucleard. Bara de scara a fost de 20 pM.

Efectul citotoxic indus de rutin in celulele melanomului a fost caracterizat prin urmatoarele
caracteristici: o scadere dependentd de doza a procentului de viabilitate celulara, modificari ale
morfologiei celulelor (forma rotunda, celule plutitoare, pierderea aderentei si o confluenta redusa)
si semne nucleare specifice apoptotice (condensarea cromatinei, fragmentarea nucleard si
blebbing). Tratamentul in vitro cu rutin declanseaza capacitatea de pro-senescentd in celulele
melanomului uman SK-MEL-28 - un nou mecanism potential de actiune antimelanom.

Cele mai mari concentratii de BA (25 si 50 pM) au indus o reducere a keratinocitelor
umane imortalizate - viabilitatea celulelor HaCaT, modificari ale morfologiei celulelor (celule
rotunde si plutitoare) si fragmentare nucleara. Acidul betunic a dovedit un efect citotoxic dependent
de doza in celulele melanomului uman A375 (ICso = 16.91 uM) caracterizat printr-o scadere
semnificativd a viabilitatii celulelor, modificari morfologice atat la nivel celular (celule rotunde
plutitoare, pierderea aderentei celulare, resturile celulare si o confluentd diminuatd) si la nivel
nuclear (condensarea cromatinei, fragmentarea nucleara si prezenta corpilor apoptotici).
Tratamentul cu acid betunic a declansat un efect citotoxic similar dependent de doza in celelalte
douad tipuri de celule de melanom uman, RPMI-7951 si SK-MEL-28, scdderea viabilitatii celulelor

fiind mai pronuntata in cazul celulelor RPMI-7951 (figura 3).
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Figura 3. Evaluarea in vitro a activitatii acidului betulinic (BA) asupra viabilitatii celulelor
melanomului uman (RPMI-7951) dupa un tratament de 24 de ore cu cinci concentratii diferite (1, 5,
10, 25 si 50 pM) efectuata prin test MTT. Rezultatele sunt prezentate ca procent (%) de celule
viabile normalizate la celulele martor si sunt exprimate ca valori medii + abaterea standard (SD) a
trei teste independente efectuate in triplicat. Diferentele statistice (intre celulele netratate si cele
tratate) au fost calculate prin analiza ANOVA unidirectionald, urmata de post-testul lui Tukey (*p <
0.1, **p <0.01, ***p < 0.001 si **** p <0.0001).

Rutinul (RUT), o quercetind ramnoglucozidica, cunoscuta si sub denumirea de soforina,
rutozida sau quercetin-3-rutinozida, poate fi gasitad in naturd (citrice, legume, ceai negru, mere,
hriscd, ceai verde etc.) si pe baza structurii chimice a acesteia Indeplineste profilul unui compus
antioxidant valoros. RUT (moleculd polifenolica hidrofoba) face parte din marea clasa de
flavonoide, una dintre cele mai studiate clase de compusi derivati din plante datoritd proprietatilor
lor antioxidante. Aceastd moleculd mica si-a castigat locul in diferite studii care au vizat evaluarea
potentialului sdu ca agent natural activ formulat atat ca produse farmaceutice, cat si cosmetice
datoritda efectelor sale farmacologice si biochimice multispectrale, in special antioxidante,

antiinflamatorii i antitumorale (figura 4).
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Figura 4. Structura chimica a rutinului (RUT) cu evidentierea gruparilor functionale responsabile de
efectul antioxidant.

In ciuda proprietitilor farmacologice multiple ale RUT, aplicarea sa in vivo este limitati de

solubilitatea foarte scazuta in medii apoase si de stabilitatea sa scazuta in fluidele biologice. Pentru
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a remedia aceste inconveniente legate de administrarea RUT in vivo, al doilea studiu al tezei a fost
orientat spre obtinerea si caracterizarea unei nanoformuldri inovatoare a RUT pentru aplicare topica

— un gel proniozomal (figura 5).

Physicochemical and
rheological characterization
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Figura 5. Schema protocolului aplicat in studiu

Gelul proniozomal a fost preparat prin metoda coacervare-separare a fazelor, o metoda
descrisa frecvent in literatura de specialitate pentru prepararea gelurilor proniozomale ale diferitilor
agenti terapeutici. Gelul proniozomal pe bazd de RUT obtinut respecta cerintele standard in ceea ce
priveste dimensiunea particulelor (140.5+£2.56 nm), potential zeta (-27.33£0.09 mV), capacitate de
incapsulare (> 50%), pH (7.002+0.18) si proprietatile reologice (comportament de subtiere-
tixotrop, capacitate crescutd de penetrare, vascozitate si consistentd optime si usurintd in aplicare)
tipice ale preparatelor semisolide de uz medical. Evaluarea toxicologicad a gelului a fost efectuata
pe tesuturi de epiderma umana reconstruita 3D, o metoda alternativa in vitro la studiile in vivo, care
a fost validata si inclusé in ghidurile internationale pentru evaluarea dispozitivelor medicale. Gelul
a prezentat un profil de sigurantd in vifro care aratd o biocompatibilitate ridicatd in modelul de
epiderma umana reconstruitd 3D, caracterizat printr-o viabilitate crescuta a celulelor si o lipsa de
potential iritant si fototoxic.

Cel de-al treilea studiu al tezei a constat in sinteza si caracterizarea (fizico-chimica si
toxicologicd) a nanoparticulelor de argint si a nanoparticulelor de argint PEGilate ca transportori de
medicamente pentru betulind (B) si acid betulinic (BA), doi compusi naturali antitumorali foarte

activi si cu o solubilitate slaba in medii apoase (figura 6).
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Figura 6. Procolul schematic al studiului in vivo

Nanoparticulele de argint simple si Incarcate cu compusi activi au fost sintetizate prin
aplicarea unei metode consacrate — procedeul Turkevich si au fost caracterizate folosind tehnici
standard ca TEM, SEM, UV-VIS, DLS, etc. Nanoparticulele obtinute au fost stabile, au prezentat
forme sferice si diametre medii hidrodinamice in intervalul 25 nm si 75 nm.

Profilul toxicologic al AgNPs incarcate cu betulind si PEG_AgNPs a fost analizat atat in
vitro, cat si in vivo. Pentru evaluarea in vitro, experimentele au fost efectuate pe celule umane
sanatoase (HaCaT — keratinocyte umane imortalizate si HEMa — melanocite umane primare) si pe
celule de melanom murin (B164A5 si B160va) folosind metoda MTT si testul Annexin V-FTIC
(kit de detectare a apoptozei).

AgNPs simple s-au dovedit a fi foarte citotoxice in vitro dupa un tratament de 72 de ore
atat pe celule sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare - HEMa) cat si
pe celulele melanomului murin (B164A5 si B160va) Intr-o maniera dependenta de doza si tip de
celule, dupad cum urmeaza: HEMa (ICso = 26 uM) > HaCaT (ICso = 40 uM) > B164A5 (ICso =
70.81 uM) > B160va (ICso = 73.07 uM).

PEG_AgNPs simple s-au dovedit a fi mai citotoxice dupd tratamentul de 72 de ore pe
celulele melanomului murin (B164A5 si B160va) in comparatie cu AgNPs si mai putin citotoxice
pe celulele sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare - HEMa), ceea ce
aratd un comportament toxic selectiv orientat spre celulele tumorale: B160va (ICso = 17 pM) >
B164A5 (ICso = 28.44 uM) > HaCaT (ICso = 31.77 uM) > HEMa (ICso = 39.73 uM).

PEG_AgNPs incarcate cu betulind au prezentat cel mai sigur profil toxicologic in vitro
pentru celulele sandtoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare - HEMa) si un
efect citotoxic puternic asupra celulelor melanomului murin in comparatie cu AgNPs Incarcate cu

betulina si betulina ca atare. PEG_AgNPs incércate cu betulina au exercitat un efect pro-apoptotic
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dependent de doza, inducand apoptoza tardiva si necroza in celulele melanomului murin dupa
tratamentul de 72 de ore. In plus, PEG_AgNP B au scizut semnificativ viabilitatea celulelor de
carcinom pulmonar uman - A549 si carcinom hepatocelular - HepG2 dupa un tratament de 24 si 48
de ore cu 10 uM in comparatie cu AgNPs Incarcate cu betulina si betulina simpla.

Potentialul antitumoral in vivo al PEG_AgNPs iIncarcate cu betulina a fost verificat intr-un

model de melanom murin de soarece folosind tehnici neinvazive pentru supravegherea
modificarilor fiziologice ale parametrilor pielii si examinarea histopatologica a organelor recoltate.
Un model animal reproductibil de melanom murin a fost dezvoltat folosind soareci femele
C57BL/6J si o suspensie de celule B164AS inoculate subcutanat. PEG_AgNPs incarcate cu
betulind au exercitat potential antimelanom in vivo, deoarece lotul de soareci tratat (grupul D) a
prezentat mase tumorale reduse, prezenta unor zone mari de necroza, fenotip modificat al celulelor
tumorale (de la celule epitelioide agresive la cele mai putin invazive cu forma fuziformad) si o
cantitate crescutd de melanina intracitoplasmatica ca semn al unui raspuns bun la terapie. Nu au
fost detectate semne de metastaza in grupul de soareci tratat (PEG_AgNPs incarcate cu betulind —
grupul D). Rezultatele in vitro si in vivo sustin utilizarea in sigurantda a PEG_AgNPs incércate cu
betulina si obtinute 1n conditiile experimentale descrise.
Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de argint cu BA (simple si PEGilate) a aratat
urmatoarele rezultate: AgNPs si PEG_AgNPs nou sintetizate au prezentat o forma sferica si nano-
dimensiuni optime, in intervalul 21 — 68 nm (pentru AgNPs simple si incarcate) si 53 — 75 nm
(pentru PEG_ AgNPs simple si incarcate).

In cazul nanoparticulelor de argint incarcate cu BA, evaluarea biologica a fost efectuata pe
doud modele experimentale in vifro - linii celulare de carcinom hepatocelular (HepG2) si cancer
pulmonar (A549), folosind testul Alamar albastru pentru evaluarea impactului nanoparticulelor
asupra viabilitatii celulelor.

AgNPs incarcate cu BA s-au dovedit a fi mai citotoxice in vitro la o concentratie de 10 uM (dupa
24 si 48 de ore) pentru celulele de carcinom hepatocelular uman (HepG2) si pulmonar (A549), in
comparatie cu PEG_AgNPs incércate cu BA si acidul betulinic.

Evaluarea in vitro a evidentiat un efect citotoxic dependent de tipul celulei si de timp, caracterizat
printr-o scadere a viabilitatii celulare, dupd cum urmeaza: (i) AgNPs BA (66.44%) <
PEG_AgNPs BA (72.05%) < BA_DMSO (75.30%) in celulele HepG2 si (ii) AgNPs_BA
(75.28%) < PEG_AgNPs BA (86.80%) < BA_DMSO (87.99%) in celulele A549. Noii nanocoloizi

de argint Incarcati cu BA au indus un efect antitumoral crescut in comparatie cu BA singur.



CONCLUZII FINALE

COMPORTAMENTUL CELULELOR DE MELANOM IN PREZENTA RUTINULUI SI A
ACIDULUI BETULINIC — STUDIU IN VITRO PE CELULELE 2D

L.

Rutinul exercitd un profil citotoxic selectiv in vitro, dupa cum urmeaza: (i) fara impact
déunator asupra celulelor sdnatoase — keratinocite umane imortalizate (celule HaCaT) in
ceea ce priveste viabilitatea celulard, morfologia celulard si nucleara la concentratiile
testate (1-50 pM). ) si (ii) un efect citotoxic in celulele melanomului uman (A375, RPMI-
7951 si SK-MEL-28) dependent de concentratie si tipul celulei: A375 (ICso = 8.601 uM) >
SK-MEL-28 (ICso = 47.44 uM) ) > RPMI-7951 (ICso = 64.49 uM).

Efectul citotoxic indus de rutin in celulele melanomului a fost caracterizat prin urmatoarele
caracteristici: o scadere dependentd de doza a procentului de viabilitate celulard, modificari
ale morfologiei celulelor (forma rotunda, celule plutitoare, pierderea aderentei si o
confluentd redusd) si semne apoptotice specifice nucleare (condensarea cromatinei,
fragmentarea nucleara si blebbing).

Tratamentul in vitro cu rutin declanseaza capacitatea pro-senescentd in celulele
melanomului uman SK-MEL-28 — un nou mecanism potential de actiune antimelanom.
Cele mai mari concentratii de BA (25 si 50 pM) au indus o reducere a keratinocitelor
umane imortalizate - viabilitatea celulelor HaCaT, modificari ale morfologiei celulelor
(celule rotunde si plutitoare) si fragmentare nucleara.

Acidul betunic a dovedit un efect citotoxic dependent de doza in celulele melanomului
uman A375 (IC50 = 16.91 uM) caracterizat printr-o scddere semnificativa a viabilitatii
celulelor, modificari morfologice atat la nivel celular (celule rotunde plutitoare, pierderea
adeziunii celulare, resturile celulare si o confluenta redusd) si nivel nuclear (condensarea
cromatinei, fragmentarea nucleara si prezenta corpurilor apoptotice).

Tratamentul cu acid betunic a declangat un efect citotoxic similar, dependent de doza, in
celelalte doua tipuri de celule melanom umane, RPMI-7951 si SK-MEL-28, scaderea

viabilitatii celulelor fiind mai pronuntata in cazul celulelor RPMI-7951.

GEL PRONIOZOMAL PE BAZA DE RUTIN PENTRU APLICARE TOPICA — STUDIU IN VITRO
PE CELULE 3D

L.

Rutinul a fost Incdrcat intr-o formulare inovatoare pentru aplicare topica — un gel
proniozomal obtinut prin metoda de coacervare-separare a fazelor.

Gelul proniozomal pe bazd de rutin obtinut a prezentat proprietati fizico-chimice si
reologice optime pentru formularile semisolide utilizate in scopuri biomedicale, precum:
un pH neutru, o stabilitate ridicatd, un comportament de subtiere-tixotrop, capacitate
crescutd de penetrare, vascozitate si consistenta optime, si usurintd in aplicare.
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Evaluarea profilului toxicologic al gelului proniozomal pe baza de rutin folosind tesuturi de
epiderma umana reconstruitd 3D a indicat un profil de sigurantd pentru formula noud de
RUT pentru aplicare topicd, deoarece nu s-a observat nicio afectare in ceea ce priveste

viabilitatea tesuturilor si lipsa potentialului iritant si fototoxic.

NANOPARTICULE PE BAZA DE ARGINT INCARCATE CU COMPUSI BIOACTIVI IN
CELULELE TUMORALE — STUDIU IN VIVO PE MODEL ANIMALE

L.

AgNPs si PEG_AgNPs stabile, simple si incarcate cu betulind si acid betulinic au fost
sintetizate prin metoda lui Turkevich adaptata.

AgNPs si PEG_AgNPs nou sintetizate au prezentat o forma sfericd si nano-dimensiuni
optime, in intervalul 21 — 68 nm pentru AgNPs simple si incarcate si intre 53 — 75 nm
pentru PEG_AgNPs.

AgNPs simple s-au dovedit a fi foarte citotoxice in vitro dupa un tratament de 72 de ore
atat pe celule sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare -
HEMa) cat si pe celulele melanomului murin (B164A5 si B160va) intr-o maniera
dependenta de doza si tip de celule, dupa cum urmeaza: HEMa (ICso = 26 pM) > HaCaT
(ICs0 =40 uM) > B164AS5 (ICso = 70.81 uM) > B160va (ICso = 73.07 pM).

PEG_AgNPs simple s-au dovedit a fi mai citotoxice dupa tratamentul de 72 de ore pe
celulele melanomului murin (B164AS si B160va) in comparatie cu AgNPs si mai putin
citotoxice pe celulele sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare
- HEMa), ceea ce aratd un comportament toxic selectiv orientat catre celulele tumorale:
B160va (ICso = 17 uM) > B164A5 (ICso = 28.44 pM) > HaCaT (ICso = 31.77 uM) >
HEMa (ICso = 39.73 pM).

PEG_AgNPs incarcate cu betulind au prezentat cel mai sigur profil toxicologic in vitro
pentru celulele sanatoase (keratinocite umane - HaCaT si melanocite umane primare -
HEMa) si un efect citotoxic puternic asupra celulelor melanomului murin in comparatie cu
AgNPs incarcate cu betulind si betulina ca atare.

PEG_AgNPs incarcate cu betulind au exercitat un efect pro-apoptotic dependent de doza,
inducand apoptoza tardiva si necroza in celulele melanomului murin dupé tratamentul de
72 de ore.

PEG_AgNPs incdrcate cu betulind au scdzut semnificativ viabilitatea celulelor
carcinomului pulmonar uman — A549 si carcinomului hepatocelular — HepG2 dupa un
tratament de 24 si 48 de ore cu 10 uM in comparatie cu AgNPs incarcate cu betulina si
betulina simpla.

Un model animal reproductibil de melanom murin a fost dezvoltat utilizdnd soareci femele

C57BL/6J si celule B164AS5 inoculate subcutanat.
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PEG_AgNPs incarcate cu betulind au prezentat potential antimelanom in vivo deoarece
lotul de soareci tratat (grupa D) a prezentat mase tumorale reduse, prezenta unor zone mari
de necroza, fenotipul modificat al celulelor tumorale (de la celule epitelioide agresive la
cele mai putin invazive fuziforme) si o cantitate crescutd de melanina intracitoplasmatica
ca semn al unui raspuns bun la terapie.

Nu au fost detectate semne de metastaza la lotul de soareci tratat (PEG_AgNPs incércate
cu betulina — grupul D).

Rezultatele in vitro si in vivo sustin utilizarea in sigurantd a PEG_AgNPs incarcate cu
betulina si obtinute 1n conditiile experimentale descrise.

AgNPs incarcate cu BA s-au dovedit a fi mai citotoxice in vitro la o concentratie de 10 uM
(dupa 24 si 48 de ore) pentru celulele de carcinom hepatocelular uman (HepG2) si
pulmonar (A549) in comparatie cu PEG_AgNPs incarcate cu BA si acidul betulinic ca

atare.
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