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TEZA DE DOCTORAT
Extracte selective din scoarta
de mesteacan si testarea lor experimentala
antiproliferativa
si prin metode neinvazive

Rezumat

Plantele au fost folosite de-a lungul istoriei pentru proprietatile lor
medicinale. Utilizarea plantelor pentru a trata diferite afectiuni a aparut inca din
epoca egiptenilor (1500 Tnainte de Hristos), cand cepele au fost folosite pentru
tratamentul ranilor inflamate. O varietate de sisteme medicinale antice din
India, Asia si Africa demonstreaza, de asemenea, utilizarea imensa si larg
raspandita a plantelor pentru proprietatile lor medicinale. Medicina traditionala
pe baza de plante a jucat un rol esential in tratamentul cancerului de-a lungul
istoriei, desi doar din anii 1950 medicina moderna si-a indreptat atentia asupra
plantelor cu activitate anticanceroasa. S-au descoperit compusi anticancerosi
din plante, cum ar fi alcaloizi vinca si podofilotoxine in aceasta perioada.
Datoritd succesului in gasirea in trecut a unor compusi anticancerigeni
semnificativi in plante, Institutul National al Cancerului din Statele Unite (NCI) a
inceput un program in 1960, in care plantele au fost colectate din intreaga
lume si testate pentru posibile activitati anticanceroase. Compusii
anticancerosi, incluzand taxanii si camptotecinele, au fost descoperiti prin
acest program si sunt inca utilizati astazi pentru tratamentul unor diferite tipuri
de cancer.

Cancerul este o modificare moleculara a ADN-ului uman care duce la
modificarea functiilor biochimice si fiziologice ale corpului. Aceasta este a doua
cauza principala de mortalitate si este responsabila pentru 1 din 6 decese la
nivel global. Cancerul de piele a evoluat ca cea mai frecventa boald maligna
constatand 4,5% din toate cazurile noi de cancer, cu o crestere medie de
aproximativ un milion de cazuri noi anual. Aceasta prevalenta este mai mare
decat in cazul oricarui alt tip de cancer. Aceastad crestere alarmanta si
ingrozitoare a ratei mortalitatii datorata diferitelor tipuri de cancer de piele a
provocat urmarirea unor agenti anticancerigeni eficienti cu efecte secundare
mai mici pentru a combate aceasta boala, deoarece obiectivul final al terapiei
anticanceroase este gasirea de agenti chimioterapeutici selectivi care ucid sau



fac ca celulele tumorale maligne sa devina benigne, fara efect asupra celulelor
normale. Agentii chimioterapeutici utilizati in prezent in oncologie sunt, din
pacate, toxici pentru celulele normale. Astfel, compusii noi, eficienti si netoxici
izolati din surse naturale, cum ar fi fitochimicalele cu activitati anticanceroase,
au nevoie de o atentie sporita.

Un sistem ideal de livrare a medicamentelor indeplineste obiectivul de
maximizare a efectului terapeutic, reducand in acelasi timp toxicitatea. Odata
cu progresul in timp si progresele in domeniul stiintei si al tehnologiei, formele
de dozare au evoluat de la amestecuri simple si pastile la sisteme foarte
sofisticate, cunoscute ca sisteme noi de eliberare a medicamentelor. Unul
dintre exemplele unui nou sistem de administrare a medicamentelor sunt
nanoemulsiile. Nanoemulsia este definita ca o dispersie limpede izotopica,
termodinamic stabila, a doua lichide nemiscibile, cum ar fi uleiul si apa,
stabilizate de un film interfacial al moleculei de surfactant. Nanoemulsia este o
emulsie cu o dimensiune uniforma si extrem de mica a picaturilor in intervalul
20-200 nm. Nanoemulsiile nu se formeaza spontan; pentru a rupe picaturile
mai mari in cele mai mici, trebuie aplicata forfecare exterioara. Primele
nanoemulsii au fost preparate in anii 1940, pot fi de trei tipuri, adica ulei-in-apa
(U/A), apain ulei (A/U) si bi-continua.

Betulinolul este o triterpena pentaciclica de tip lupan: lup-20 (29) -en-3p3, 28-
diol (CAS nr. 47398-3). Apare in mai multe specii de plante, mai ales in multe
specii de mesteacan, unde se gaseste in cantitati mari in scoarta exterioara.
Cantitatea de betulinol poate fi de pana la 20-30% (sau chiar aproape 45%) din
greutatea partii exterioare a scoartei, in functie de speciile de arbori si
localizarea sa regionala. O cantitate mai mica de betulinol poate fi gasita si in
invelisul exterior al radacinii si in frunzele de mesteacan.

Obtinerea extractelor din scoarta de mesteacén si a formulérilor pe baza de
extracte din scoartad de mesteacéan

A fost dezvoltatd o metoda chimica relativ simpla, ecologica, pentru izolarea
betulinolului din scoarta de mesteacan si purificarea ulterioara pentru a obtine
betulinol de inaltéd puritate (mai mare de 99%). Etanolul, apa si clorura de
calciu sunt compusi inofensivi. Doi solventi - benzen si cloroform - sunt nedoriti
din punct de vedere ecologic, dar ambii sunt aproape 100% reciclati prin
distilare si pot fi utilizati Tn mod repetat pentru purificarea ulterioara a
betulinolului. Hidroxidul de sodiu si acidul clorhidric sunt utilizati in cantitati
relativ mici si practic in raport stoechiometric si, prin urmare, nu sunt periculosi
pentru mediu. Deseurile solide din scoarta dupa extractie sunt destul de
inofensive pentru mediu si pot fi folosite si ca o sursa relativ pura de suberine.



Doua dintre produsele secundare reprezinta o sursa potential pretioasa de acid
betulinic (fractiunea F1) si lupeol (fractiunea F2). Luand toate acestea in
considerare se poate spune despre metoda aleasa ca este de tip "verde".
Eficienta totala a procesului de purificare in cazul nostru (rezultat: mici cristale
din fractiunea BBES) a fost de aproximativ 20% din greutatea initiala a
extractului uscat BBEO. Aceastd eficienta "totald" a fost calculata ca un
multiplu al eficientei etapelor particulare de purificare. Eficienta reala in ceea
ce priveste continutul de betulinol in fractiunea BO este ceva mai mare. Cu
toate acestea, betulinolul din toate "deseurile" si produsele secundare poate fi
refolosit Th urmatorul proces de purificare ca aditiv la extractul initial sau la
solutii de faze ulterioare de purificare. Teoretic, intr-un proces (semi) industrial
si continuu, eficienta ar putea ajunge ih mod substantial la peste 90% din
continutul de betulinol din extractul uscat, dacad nu sunt luate in considerare
pierderile de la filtrare sau de pe suprafetele vaselor.

S-au obtinut extracte brute si purificate care au fost caracterizate prin metode
fizico-chimice uzuale (punct de topire, spectrofotometrie UV-Vis, spectrometrie
FTIR, analiza cromatografica). Extractele obtinute au fost incluse in formulari
de tipul nanoemulsiilor, microemulsiilor si microstructurilor poliuretanice.
Nanoemulsiile sunt o alegere populara ca sistem de administrare datorita
eficacitatii lor in incapsularea medicamentului terapeutic hidrofob in faza de
ulei. Microemulsiile sunt amestecuri clare, stabile, izotropice de ulei, apa si
agent tensioactiv, frecvent in combinatie cu un cosurfactant. Aceste sisteme
sunt in prezent de interes pentru stiinta farmaceutica din cauza potentialului lor
considerabil de a actiona ca vehicule de eliberare a medicamentelor prin
incorporarea unei game largi de molecule de medicament. Toate formularile
obtinute s-au caracterizat din punct de vedere al formarii, stabilitatii si eficientei
de incapsulare iar rezultatele au fost pozitive si in concordanta cu datele din
literatura de specialitate. Termogramele DSC pentru probele analizate au
aratat o buna stabilitate termica, deoarece prezinta mici modificari ale fluxului
de caldura, care au fost asociate cu pierderea apei din sistem si cu transferul
redus de caldura al sistemului.

Studii in vitro pe linii celulare sanatoase si pe linii celulare tumorale

in lucrarea de fata s-a evaluat citotoxicitatea prin metode in vitro, exercitata de
extractul brut obtinut din scoarta de mesteacan si alte trei tipuri de extracte
derivate din acesta (pana la purificarea finala in betulinol). Tn plus, au fost
testate si trei tipuri de formulari ale acestor extracte de tipul nanoemulsie,
microemulsie si microstructuri poliuretanice. Liniile celulare utilizate au fost atat
linii sanatoase (keratinocite si fibroblaste umane, celule epidermice de



soarece) cat si linii tumorale (melanom uman si murin, carcinom epidermoid Si
adenocarcinom mamar).

Morfologia celulara analizata in cazul stimularii cu extracte a scos in evidenta
urmatoarele:

- in prezenta compusilor de testat, la concentratii scazute, forma keratinocitelor
umane a ramas bine definita, a fost alungita, iar celulele au fost atasate la
placa de cultura; in prezenta concentratilor mari de extracte, celulele si-au
schimbat drastic aspectul morfologic, devenind rotunde si unele dintre ele
plutitoare, in special cele testate cu extractul brut si microemulsia cu acesta,
observandu-se in aceste cazuri si contractia celulelor care ar putea fi
considerata un semn al apoptozei timpurii;

- fenomene asemanatoare au putut fi observate si in cazul fibroblastelor care
au fost stimulate cu concentratii mari de extracte si formulari (intre 25-50
Mg/ml) in special in cazul microemulsiilor unde au fost prezente diferite grade
de contractie a celulelor;

- celulele murinice epidermice au aratat o buna confluenta si compusii de testat
nu au perturbat forma celulelor la concentratii mai mici de 25 pg, in timp ce
dupa aplicarea concentratiilor ridicate, celulele stimulate cu compusi de testat
pareau afectate dar s-au observat doar modificari minore in cazul utilizarii
extractelor si modificari ceva mai pronuntate in cazul microemulsiilor cu
extracte;

- 0 scadere semnificativa a confluentei celulelor de melanom uman a fost
inregistrata la stimularea cu extractele ca atare, in special in cazul extractului
standardizat in betulinol, cand s-au observat unele celule detasate si plutitoare,
celulele au devenit rotunde si au inceput sa se detaseze, indicand procesul de
apoptoza;

- modificarile in forma celulelor melanomului murin au fost observate, de
asemenea, dupa stimularea cu compusi de testat sub forma de microemulsii
dar, pe de altad parte, celulele stimulate cu compusi de testat sub forma de
microstructuri poliuretanice au evidentiat o crestere a confluentei si modificari
minore in morfologia celulelor.

In cazul evaluarii viabilitatii celulare s-au constatat urmatoarele :

- stimularea keratinocitelor cu concentratii crescute ale compusilor de testat
(peste 25 pg) a determinat o reducere semnificativa a viabilitatii celulelor
(~67% BBEO si ~61% BBE5, ~48% BBEO_NE, ~32% BBEO_ME, ~52%
BBE1_ME, ~62% BBE5_ME), in comparatie cu celulele stimulate cu
concentratii mai mici (situate intre 1-25 ug) ;

- stimularea fibroblastelor umane timp de 24 ore cu extractele ca atare a
condus la o usoara scadere a viabilitatii intr-o maniera dependenta de doza,



cele mai pronuntate efecte fiind observate in cazul utilizarii unei concentratii de
50 pg (~87% BBEO, ~84% BBE1, ~90% BBE2 si ~80% BBES5), nanoemulsiile
cu extracte au prezentate efecte asupra viabilitdti celulelor ceva mai
pronuntate decat extractele neformulate (~80% BBEO_NE, ~72% BBE1_NE,
~88% BBE2_NE si ~82% BBES5_NE), microemulsiile cu extracte au prezentate
cele mai pronuntate efecte asupra viabilitatii celulelor (~48% BBEO_ME, ~70%
BBE1_ME, ~38% BBE2_ME si ~50% BBES5_ME) iar structurile poliuretanice
nu au avut efecte negative semnificative asupra viabilitatii celulelor ci
comparabile cu cele exercitate de extractele ca atare;

- pe celulele epidermice murinice in cazul utilizarii concentratiilor mai scazute
se poate observa un usor efect stimulativ, in special in cazul extractelor brute
si standardizate, dar si in cazul structurilor poliuretanice care contin aceste
tipuri de extracte;

- pe celulele de melanom uman extractul brut si extractul standardizat in
betulinol au indus o scadere semnificativa a procentului de celule vii la
concentratiile cele mai ridicate testate - la 25 pg / ml viabilitatea a fost de ~
30%, in timp ce la 50 pg / ml viabilitatea a fost de ~15%;

- pe celulele de melanom murin dintre toate cele patru extracte testate,
extractul standardizat in betulinol, BBE5 s-a dovedit a fi cel mai activ,
microstructurile poliuretanice nu au exercitat efecte citotoxice semnificative
comparative cu extractele ca atare, doar in cazul BBE5 PU scaderea
viabilitatii a fost mai mare comparativ cu formularile celorlalte trei tipuri de
extracte, nanoemulsile au indus o usoara scadere a viabilitati iar
microemulsiile o scadere ceva mai pronuntata;

- pe celulele de carcinom epidermoid datele obtinute au aratat ca extractele
BBEO, BBE1 si BBE2 au avut efecte stimulative asupra celulelor, in timp ce
extractul standardizat in betulinol, BBE5 a indus o usoara scadere a viabilitatii
celulare;

- In cazul adecarcinomului mamar, pe ambele tipuri de celule utilizate s-au
putut observa efecte stimulative, in special pe celulele MDA-MB-231, in cazul
acestor celule viabilitatea a fost semnificativ crescuta la stimularea cu BBES5,
dupa cum urmeaza: la 5 pg / ml viabilitate ~ 128%, la 10 ug / ml viabilitate ~
140%, la 25 pg / ml viabilitate ~ 141% si la 50 pg / ml viabilitate ~ 150%.
Rapoartele de apoptoza induse de compusii de testat in celulele canceroase
de melanom uman si murin fost evaluate cantitativ prin citometrie in flux, si s-a
constatat ca extractele induc apoptoza, intr-o maniera semnificativa
dependenta de doza. Cel mai mare raport de apoptoza in cazul celulelor de
melanom uman, 81.9% a fost obtinut dupa 24 de ore de tratament la o
concentratie de 10 ug a BBES iar in cazul celulelor de melanom murin 31.1%
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dupa tratamentul cu BBEO_ME. Datele obtinute sunt in concordanta cu cele
prezentate in urma evaluarii viabilitatii celulare.

Studii in vivo — masuratori ale parametrilor fiziologici ai pielii prin metode
neinvazive

Datorita complexitatii structurii si functiei pielii, un singur parametru nu este
suficient pentru a descrie in intregime proprietatile fiziologice ale pielii. Astfel, o
abordare multi-parametrica s-a dovedit a fi cea mai utila si s-au realizat
masuratori ale parametrilor pielii prin metode neinvazive.

Pierderea de apa a fost monitorizata constant pe parcursul perioadei de studiu
atat pentru extractele descrise cat si pentru formulérile acestora. S-a constatat
ca a existat o scadere a acestui parametru dupa aplicarea extractului brut,
BBEO dar si dupa aplicarea formularilor acestuia, in special tipul de
microstructuri poliuretanice.

in cazul formularilor experimentale cu continut de substante active a existat o
crestere continua a continutului de umiditate pe parcursul perioadei de studiu
si toate cele trei tipuri de formulari prezintd o imbunatatire a nivelului de
umiditate a pielii, indicand faptul ca acestea pot fi utilizate in studii detaliate
legate de tratarea tulburarilor de uscaciune a pielii.

Aplicarea topica a extractelor si formularilor a determinat scaderi
nesemnificative ale eritemului. Continutul de melanina din piele, exprimat in
procente de schimbare fata de punctul de inceput initial (t = 0), a fost marit la
aplicarea formularilor cu extractele BBE1 si BBE2 si a formularilor control pe
durata studiului, in special in saptamanile a treia, a patra, a sasea si a opta, si
scazut in aceeasi perioada, la aplicarea formularilor cu continut de principii
active (betulinol).

Modificarea procentuald a elasticitatii pielii a fost scazutd la utilizarea
extractelor simple pe parcursul perioadei de studiu, in special in ultimele zile,
in timp ce acest efect a fost inversat din a 2-a saptamana in cazul formularilor.
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