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Stabilitatea si proprietatile biologice ale antocianilor liberi si incapsulati din fructe de padure

1. Introducere

Antocianii, compusi majori din grupa flavonoidelor apartinand clasei polifenolilor, sunt
compusi bioactivi responsabili de culoarea si protectia tesuturilor plantelor expuse la radiatii
UV (Richmond et al.,, 2019). In ciuda gamei largi de efecte benefice asupra sanatitii pe care
antocianii le exercitd, cum ar fi activitatea antioxidanta (Carvalho si colab. 2016),
antiangiogenica si antitumorala (Tarone si colab., 2020; Kauppinen si colab., 2016),
aplicabilitatea lor este limitatd nu doar de stabilitatea redusa, dar si de biodisponibilitatea
scazuta (Wu et al., 2020). Antocianii sunt compusi instabili care sufera modificari structurale in
prezenta unor factori externi cum ar fi variatiile de pH, temperatura, lumina, oxigenul, enzime,
etc,, si care determina diminuarea efectelor lor terapeutice (Jiang et al., 2017).

Pentru a evita degradarea antocianilor si pentru a pastra astfel efectele lor benefice
atunci cand sunt ingerati sau utilizati In diferite tratamente medicale, acestia pot fi incorporati
in sistemele de livrare sau copigmentati cu alte molecule (Esfanjani et al., 2018; Fang et al.
2020). In consecintd, oamenii de stiintd depun eforturi pentru a gisi modalititi de a imbunatiti
stabilitatea antocianilor, biodisponibilitatea si preluarea lor celulara precum si pentru a
intelege mecanismele din spatele efectelor biologice si a localizarii lor intracelulare (Bunea si
colab., 2013; Rugina si colab., 2015).

Antocianii au demonstrat efecte benefice legate de inhibarea angiogenezei atat In studii
invitro, cat siin vivo, cu implicatii Tn mai multe boli, inclusiv retinopatia diabetica (Khan si colab.,
2018; Tsakiroglou si colab., 2019). De asemenea, antocianii au determinat o inhibare a
dezvoltarii tumorale, o reducere a proliferarii celulelor canceroase de colon, blocarea leziunilor
ADN 1in celulele de cancer mamar si inhibarea celulelor canceroase hepatice HepG2 (Li et al,,
2009). Mai mult, antociani precum cianidin-3-glucozid, delfinidin-3-glucozid si petunidin-3-
glucozid au demonstrat un control eficient asupra supraexpresiei si secretiei anormale a
factorilor inflamatori prin inhibarea factorului de transcriptie NF-kB (Lin et al.,, 2017). Reglarea
stresului oxidativ si suprimarea apoptozei celulare indica faptul ca antocianii pot proteja
impotriva leziunilor pielii induse de UV-B si a altor patologii care implica leziuni oxidative. Pe
langa inhibarea expresiei factorilor inflamatori, antocianinele reduc si productia de substante
inflamatorii (Qi et al., 2022). Antocianii au determinat o reducere a placilor de amiloid-f1-42 si
a markerilor neuro-apoptotici prin inhibarea caii p-JNK/NF-kB/p-GSK3p in creierul soarecilor
(Kim et al., 2017).

2. Studiul de literatura

Capitolul 1 prezinta cele mai relevante si cele mai noi aspecte privind chimia si
biochimia antocianilor. Primele subcapitole includ structura chimica si cei mai relevanti factori
care afecteaza stabilitatea acestora: pH-ul, temperatura, lumina, oxigenul si prezenta altor
molecule. In continuare sunt trecute in revisti biosinteza antocianilor si de o prezentare mai
detaliata a distributiei acestora in cele mai comune surse alimentare (fructe silegume). Al doilea
subcapitol este dedicat proprietatilor farmacologice ale antocianilor, incepand cu
biodisponibilitatea si absorbtia acestora. Sunt detaliate efectele antioxidante, antiangiogenice,
antitumorale, antiinflamatorii, antidiabetice, neuroprotectoare, subliniind cele mai relevante si
recente dovezi stiintifice rezultate din studii in vitro si in vivo.
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3. Contributii originale

Capitolul 2. Ipoteza de lucru si obiectivele specifice

Scopul principal al acestei teze de doctorat a fost cel de a incorpora antociani intr-un
sistem de livrare, care ar putea creste stabilitatea chimicdi a acestor molecule si
biodisponibilitatea lor. Utilizarea materialelor sensibile la pH pentru a construi acest
nanosistem ne va permite sa controldm mai eficient eliberarea de antociani in interiorul
celulelor tumorale B16-F10. Toate acestea nu Tnainte de o colectare consistentd de informatii
actualizate despre antociani ca fiind compusi bioactivi, dar si de testare a proprietatilor
antioxidante, a bioaccesibilitatii si stabilitatii lor in urma expunerii la factori externi (pH,
temperaturd, luming, toate dependente de timp) pentru o intelegere mult mai buna a modului
de actiune si a comportamentului chimic al acestor compusi.

Pentru realizarea acestui scop, cercetarea doctorala a fost indreptata spre urmatoarele
obiective:
Obiectivul 1: Extractia, identificarea si cuantificarea extractelor de antociani din Amelanchier
lamarckii, Aronia melanocarpa si Vaccinium corymbosum folosind cromatografie lichida de
inaltd performanta cu fotodioda si detectie prin spectrometrie de masa (HPLC-PDA, HPLC-MS)
Obiectivul 2: Determinarea activitatii antioxidante si a bioaccesibilitatii compusilor fenolici din
Amelanchier lamarckii si a activitatii lor inhibitoare enzimatice Impotriva a-glucozidazei,
tirozinazei si acetilcolinesterazei
Obiectivul 3: Determinarea proprietatilor protectoare si antioxidante ale extractelor bogate in
antociani pe celulele epiteliale pigmentare retiniene umane (celule RPE, linie celulara D407)
cultivate in conditii de stres oxidativ standard sau indus;
Obiectivul 4: Testarea stabilitatii antocianilor din extractul de Amelanchier lamarckii expus la
diferite pH-uri, temperaturi si lumina, pentru diferite intervale de timp;
Obiectivul 5: Sinteza prin tehnica layer-by-layer si caracterizarea nanocapsulelor ce contin
antociani purificati din A. melanocarpa, polimeri biocompatibili incarcati (+/-) si fluorofori;
Obiectivul 6: Monitorizarea eliberarii controlate de pH a antocianilor din nanocapsule,
internalizarea si citotoxicitatea acestora in celulele de melanom murin (B16-F10).

Capitolul 3 : Efectul antioxidant, inhibitor al enzimelor si protector al extractului de
Amelanchier lamarckii

Scopul studiului. Acest studiu a avut ca scop determinarea compozitiei chimice a
boabelor de A. lamarckii cultivate in Romania, oferind informatii originale si valoroase pentru
industria nutraceutica si de sanatate privind activitatea antioxidanta si activitatea inhibitorie
enzimatica a extractului de fructe. De asemenea, a determinat bioaccesibilitatea compusilor
fenolici bioactivi majori.

Metodologie. Caracterizarea si cuantificarea compusilor fenolici si a fractiei de antociani
a fost efectuata prin HPLC-PDA si HPLC-ESI+-MS si calibrare externa. Activitatea antioxidanta a
extractului de A. lamarckii (AME) a fost determinata prin testele FRAP si CUPRAC. Activitatea
inhibitoare a extractului impotriva tirozinazei, a-glucozidazei si acetilcolinesterazei a fost
determinatd prin metode spectrofotometrice. Bioaccesibilitatea compusilor fenolici a fost
determinata utilizand protocolul standardizat de digestie statica in vitro INFOGEST (Minekus et
al, 2014). Efectul protector al extractului a fost investigat folosind un model celular de
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retinopatie diabetic3, in care celulele RPE umane au fost expuse la o concentratie ridicata de
glucoza.

Rezultate si conclutii. Polifenolii A. lamarckii, dintre care acizii fenolici, antocianii,
flavonolii si flavonele se dovedesc a avea o contributie semnificativa la activitatea antioxidanta
sila potentialul de inhibitie enzimatica asupra tirozinazei, a-glucozidazei si acetilcolinesterazei.
Concentratia totald de polifenoli In AME a scazut de sase ori dupa faza gastrica a digestiei
comparativ cu cea initiala si de zece ori dupa faza intestinald. Bioaccesibilitatea totala a
polifenolilor indicd faptul ca doar o mica parte a acestora este accesibild pentru absorbtie,
probabil din cauza transformarilor chimice in diferite conditii de pH si a mediului usor alcalin
al intestinului subtire. Flavonolii si acizii hidroxicinamici au avut cea mai mare bioaccesibilitate,
in timp ce antocianii si flavonele nu au putut fi detectate in digesta finala. Intr-un model simulat
de retinopatie diabetica, polifenolii din AME au exercitat un efect protector in cazul celulelor
cultivate in mediu cu 30 mM de glucoza. in schimb, cultivarea in condifii ce mimeaza
hiperglicemia extrema (glucoza 60 mM), efectul protector al AME asupra viabilitatii celulelor
D407 este redus. In concluzie, toate aceste date sugereazi ca A. lamarckii ar putea fi o sursi
valoroasa de compusi polifenolici cu potential antioxidant si efecte de protectie Impotriva
bolilor metabolice. Aceste fructe meritd sa fie investigate si exploatate in continuare, pentru
aplicatii In industria alimentara sau a nutraceuticelor.

Rezultatele acestui studiu au fost publicate in: Adela Maria DAESCU, Midilina NISTOR,
Alexandru NICOLESCU, Roxana POP, Andrea BUNEA, Dumitrita RUGINA, Adela PINTEA, 2024,
Antioxidant, Enzyme Inhibitory, and Protective Effect of Amelanchier lamarckii Extract. Plants
2024, 13, 1347. https://doi.org10.3390/plants13101347. Impact Factor 4.000, Q1

Capitolul 4. Activitatea antioxidanta in vitro a antocianidinelor din afinele cultivate

Scopul studiului. Acest studiu isi propune sa evalueze capacitatea antocianidinelor
(agliconi), antioxidanti cu structura fenolica extrasi din afine, de a Imbunatati statusul
antioxidant al celulelor RPE expuse la concentratii mari de glucoza, situatie care mimeaza
retinopatia diabetica. Obiectivele specifice ale studiului au fost: extractia si caracterizarea
profilului de antocianidine din afine de cultura Vaccinium corymbosum L. varietatea Bluegold
cultivate In Romania; de a determina activitatea antioxidanta a extractului prin metode chimice
si de a evalua efectul extractului de antocianidine asupra statutului antioxidant al celulelor
epiteliale pigmentare retiniene cultivate in conditii normale si In mediu cu continut ridicat de
glucoza.

Metodologie. Caracterizarea si cuantificarea antocianidinelor a fost efectuata prin
HPLC-PDA cu calibrare externa. Activitatea antioxidanta a extractelor a fost determinata prin
teste ABTS, FRAP si CUPRAC. Efectul protector al extractului a fost investigat folosind un model
celular de retinopatie diabetica, in care celulele RPE umane au fost expuse la o concentratie
ridicata de glucoza. Activitatea enzimelor antioxidante SOD, GPx, CAT si nivelul glutationului
redus (GSH) au fost evaluate folosind kituri comerciale.

Rezultate si concluzii. Cultivarul Bluegold este o sursa valoroasa de antocianidine
(95,02 £ 2,45 mg/100g FW), in special malvidind (31,68 * 0,81 mg/100 FW), cu activitate
antioxidanta remarcabila (10,56 + 1,87 pmol TE/100 g FW; pmol Fe2+/g FW - FRAP; 104,22 *
9,44 ymol TE/ g FW - CUPRAC). Extractul nu a prezentat citotoxicitate in celulele RPE la
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concentratii de pana la 250 pM. Pretratarea culturii RPE cu malvidina timp de 24 de ore a
imbunatatit viabilitatea celulelor cultivate in mediu bogat in glucoza. Mai mult, malvidina a
determinat o scadere a generarii de ROS atat in celulele de control (concentratii normale de
glucozd), cat si in celulele expuse la stresul oxidativ indus de concentratia mare de glucoza.
Administrarea extractului a indus o crestere a activitatii SOD, atat in conditii normale, cat si in
conditii de stres oxidativ, dar nu a avut un efect semnificativ asupra activititilor GPx si CAT. in
plus, pre-tratamentul cu malvidina a crescut nivelul de GSH 1n celulele de control si a restabilit
nivelul de GSH in celulele cultivate in conditii de hiperglicemie simulata. Inhibarea generarii
speciilor reactive de oxigen, cresterea concentratiei GSH si a activitatii SOD intaresc ipoteza ca
malvidina poate contribui la sistemul de aparare antioxidant al celulelor RPE. Sunt necesare
studii suplimentare pentru a Intelege mecanismele responsabile de proprietatile antioxidante
ale antocianidinelor in celulele RPE.

Acest studiu a fost publicat in: Adela Maria DAESCU, Dumitrita RUGINA, Andrea BUNEA,
Adela PINTEA, 2024, In vitro Antioxidant Activity of Anthocyanidins from Cultivated
Blueberries, ProEnvironment, 17/57, 57 - 66. BDI

Capitolul 5. Stabilitatea termica, fotochimica si la pH a antocianilor pe baza de cianidina
din extractul de fructe de Amelanchier lamarckii.

Scopul studiului. Studiul a fost axat pe determinarea stabilitdtii extractului de antociani
pe bazda de cianidind din fructele Amelanchier lamarckii. Abordarea noastra a implicat
determinarea efectelor cumulate ale glicozilarii, pH-ului, temperaturii si luminii asupra
stabilitatii antocianilor in timp. Astfel, extractul a fost expus simultan la diferite pH-uri,
intensitati luminoase sau variatii de temperatura, pentru diferite intervale de timp.

Metodologie. in primul experiment, antocianii (ANTEX) au fost extrasi din fructe de
padure si expusi la diferite valori de pH (1,1; 5,1 ; 8,0), la temperatura camerei, timp de Oh, 1h,
4h, 8h si 24h. In al doilea experiment, ANTEX a fost expus la aceleasi conditii de pH si mentinut
la temperaturi diferite (4°C, 24°C, 37°C, 60°C si 100°C), timp de Oh, 1h, 4h, 8h si 24h. in al treilea
experiment, ANTEX a fost expus la diferite intensitati luminoase 10% (785 lux), 40% (6773 lux),
60% (10038 lux) si 80% (14296 lux), la diferite temperaturi 10°C, 24°C , 37°C si 50°C, pentru
aceleasi intervale de timp ca si mai sus. Identificarea antocianilor si cuantificarea lor pentru
fiecare dintre conditiile experimentale a fost efectuata prin HPLC-PDA cu calibrare externa.

Rezultate si concluzii. Antocianii pe baza de cianidina au prezentat o stabilitate buna la
temperaturi de pana la 37°C, pentru toate valorile de pH, respectiv 1,1, 5,1 si 8,0. Totusi, pentru
temperaturi ce depasesc 60°C, indiferent de pH, retentia antocianilor totali si individuali a
scazut semnificativ. La temperatura camerei si In absenta luminii, derivatii glicozilati, Cy-3-gal
si Cy-3-arab, au fost mai stabili fata de variatia pH-ului comparativ cu agliconul liber Cy, in
special pentru timpii de expunere mai lungi. La temperaturi ridicate, Cy a avut o retentie mai
buna decat forma glicozilatd, dar acest lucru se datoreaza cel mai probabil hidrolizei (partiale)
induse termic a derivatilor glicozilati, avand ca rezultat eliberarea agliconului. intre Cy-3-gal si
Cy-3-arab, primul compus a fost in general mai stabil fata de variatia intensitatii luminii la
temperaturi ridicate (>37°C) si o durata lunga de expunere (>4h), dar cu o stabilitate mai buna
pentru Cy-arab 1n cazul variatiilor de pH la temperaturi ridicate (>37°C) si durata lunga de
expunere (>4h). Contrar, in conditiile variatiilor de pH si temperatura, Cy-3-arab a avut o
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retentie mai buna in aproape toate experimentele. Cu toate acestea, Cy-3-gal a fost compusul
major din extract si, ca atare, a avut, de asemenea, cea mai mare contributie la stabilitatea totala
a antocianilor totali. De asemenea, este important de remarcat impactul duratei tratamentului.
Un tratament termic la 60°C sau un proces de fierbere (100°C), prelungit pana la maximum 1
ord la un pH usor acid, a dus la o pierdere de aproximativ 23% si, respectiv, 46% din totalul
antocianilor din extract. Antocianii pe baza de cianidind au un mare potential ca si coloranti
naturali in industria alimentara. Prin urmare, pentru a asigura pdstrarea antocianilor in
alimentele procesate cu un pH mai mic de 6, se recomandd reducerea duratei tratamentului
termic in timpul procesarii alimentelor nainte de a scadea pH-ul alimentelor. Studiile viitoare
ar trebui sa se concentreze pe elucidarea mecanismelor de interactiune inter- si
intramoleculari consecutive expunerii la temperaturi si/sau la lumini derivati de cianidina. In
plus, testarea stabilitatii antocianilor din sucul de A. lamarckii in timpul pasteurizarii sau a
obtinerii de dulceata ar oferi informatii suplimentare si utile. Acest studiu releva importanta
utilizarii ambalajelor opace si a metodelor alternative de prelucrare termica alternativelor
pentru a mentine culoarea antocianilor atunci cand se doreste utilizarea lor ca si coloranti
naturali.

Acest studiu a fost submis spre publicare: Adela Maria DAESCU, Roxana POP, Dumitrita
RUGINA, Adela PINTEA, Thermal, photochemical, and pH stability of cyanidin-based
anthocyanins in Amelanchier lamarckii fruit extract, Foods- 3177218 (in evaluare)

Capitolul 6. Nanocapsule sensibile la pH pentru livrarea de antociani, urmarirea
intracelulara si eliberarea controlata in interiorul celulelor melanomului B16-F10.

Scopul studiului. Scopul prezentului studiu a fost fabricarea unui nanosistem
functionalizat (Nano@AntS) capabil sia capteze antocianinele (AntS), sa le transporte in
interiorul celulelor de melanom, permitand monitorizarea cu usurinta a fluorescentei acestora
si eliberdnd AntS pentru un potential efect terapeutic. Pentru a obtine Nano@AntS cu
comportament sensibil la pH, s-au utilizat doi polielectroliti slabi sensibili la pH si doi fluorofori
(FITC sensibil la pH, pKa 6-6,5 si RBITC insensibil la pH). Cand unul dintre polielectroliti isi
pierde sarcina electrica 1n acest interval de pH, AntS ar trebui sa fie eliberati direct in celulele
de melanom pentru a-si exercita efectele.

Metodologie. Nanocapsulele (Nano@AntS) au fost sintetizate prin metoda layer-by-
layer, bazata pe sarcina electrica a polimerilor, pe un miez de CaCO3(+), cu PAA(-), urmata de
AntS(+), PAA(-) , fluorofori (RBITC(+); FITC(-), PAA(-) si stratul superior de PEI(+)).
Nano@AntS au fost caracterizate prin microscopie cu fluorescenta, SEM, TEM, DLS si potential
zeta. Viabilitatea celulele de melanom tratate cu Nano@AntS a fost determinatd prin testul
WST-1. Caracterizarea AntS si eficienta Incorporarii acestira a fost determinata prin HPLC-PDA.

Rezultate si concluzii. A fost dezvoltat un nou nanosistem de livrare, Nano@AntS,
pentru antociani care poate fi livrat, monitorizat si localizat In interiorul celulelor melanomului
B16-F10. Acest lucru este posibil datorita caracteristicilor sale: suprafata acoperita pozitiv,
forma sferica, dimensiuni nanometrice, reactie la pH a polimerilor si fluoroforilor din structura
si capacitate de Incarcare a antocianilor de 63%. Eliberarea AntS din Nano@AntS expuse la trei
solutii diferite (pH 4,5, pH 5,5, pH 6,5) timp de 24 de ore a fost investigata prin analiza HPLC-
DAD. Eliberarea de AntS (155,7 uM Cy-3-gal) observata la un pH de 4,5 poate fi atribuita
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stabilitatii ridicate a AntS in conditii acide (Enaru si colab., 2021). La un pH de 5,5, a fost
eliberatd o cantitate mai mica de AntS, poate din cauza formei de pseudobaza carbinol a
antocianilor la acest pH sau a unui raport de umflare scizut al polimerilor. In consecint3,
deoarece PAA si PEI sunt sensibile la 6,0 - 6,5 pH, a accelerat eliberarea datorita proprietatilor
specifice ale polimerilor (Lim et al.,, 2017), ceea ce duce la o concentratie mai mare de AntS
identificatd (52,0 uM Cy-3-gal). Nano@AntS nu afecteaza viabilitatea celulelor tumorale, in
schimb, AntS Incapsulat (652,70+18,95 uM ca Cy-3-gal) exercita un efect citotoxic puternic
asupra celulelor melanomului B16-F10. Nano@AntS se poate localiza in interiorul celulelor
melanomului, fie In citoplasm3, fie in lizozomi. Nano@AntS reprezintd un potential sistem de
livrare pentru terapia melanomului si poate fi utilizat in co-terapie daca in structura sa se
incapsuleaza alte molecule terapeutice.

4. Concluzii generale si perspective de viitor

Studiile efectuate in cadrul cercetarii doctorale au adus informatii noi si valoroase cu
privire la proprietatile chimice si biologice ale antocianilor din fructele de padure cultivate in
Romania.

A. lamarckii este o sursa importanta de compusi fenolici, inclusiv antociani, chiar daca
este mai pufin cunoscutd in fara noastra. Extractul de A. lamarckii a ardtat o activitate
antioxidanta semnificativa si un potential de inhibitie enzimatica impotriva tirozinazei, a-
glucozidazei si acetilcolinesterazei. Digestia in vitro simulata indica faptul ca doar o mica parte
din compusii fenolici sunt disponibili pentru absorbtie, dintre care flavonolii si acizii
hidroxicinamici au fost cei mai bioaccesibili, in timp ce antocianii si flavonele au avut cea mai
scazuta bioaccesibilitate. Polifenolii din extractul de A. lamarckii au demonstrat un efect
protector intr-un model celular de retinopatie diabetica, cand celulele RPE au fost expuse la o
concentratie moderata de glucoza (30 mM).

Prin utilizarea tehnicilor cromatografice, a testelor antioxidante chimice si a unui model
celular de retinopatiei diabetici, am evaluat efectul antioxidant si citoprotector al
antocianidinelor din soiul Vaccinium corymbosum var. Bluegold. Malvidina a fost identificata
drept agliconul major din fructe de padure, urmata de delfinidina si petunidina. Studiul nostru
a demonstrat lipsa de toxicitate a extractului bogat in malvidina pe celulele RPE cultivate in
conditii normale de glucoza. Mai mult, extractul a aratat efect protector asupra viabilitatii
celulelor RPE cultivate In conditii de glucoza ridicata. Activitatea antioxidanta celulara a
extractului bogat in malvidina a fost demonstrata prin inhibarea productiei intracelulare de
ROS, cresterea nivelului de glutation redus (GSH) si cresterea activitatii SOD. Cu toate acestea,
lipsa efectului asupra altor enzime antioxidante si semnificatia statistica redusa a unor rezultate
reprezinta limitari ale acestui studiu. Sunt necesare investigatii suplimentare pentru a intelege
mecanismele care guverneaza proprietatile antioxidante ale antocianidinelor in celulele RPE.

Intelegerea proprietitilor optice (culoarea) si a comportamentului antocianilor in raport
cu factorii de mediu este cruciald pentru anticiparea schimbarilor care pot aparea in produsele
alimentare In timpul procesarii. Studiul nostru asupra antocianilor din A. lamarckii a
imbunatatit cunostintele privind efectul temperaturii, pH-ului si luminii asupra stabilitatii
acestor compusi. Faptul ca toti antocianii identificati in aceste fructe au la baza acelsi aglicon,
cianidina, ne-a permis sa facem comparatii intre stabilitatea formelor libere si glicozilate, dar si
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intre diferitele forme glicozilate, in functie de natura fragmentului glucidic. Dintre factorii
investigati, temperaturile ridicate (>60°C) si pH-ul bazic au avut efectul cel mai daunator asupra
tuturor antocianilor, mai ales atunci cand sunt aplicate simultan si pentru o durata de expunere
indelungata (>4 ore). Pentru cea mai mare intensitate luminoasa (14296 lux), la temperatura
scazuta (10°C), dupa 24 de ore, retentia antocianilor totali si individuali a ramas in jur de 90 %,
insd pe masurd ce temperatura creste (50°C), stabilitatea formelor glicozilate a scazut
semnificativ. In concluzie, pentru a conserva mai bine antocianii din alimentele procesate,
expunerea la lumina si tratamentul termic trebuie reduse la minimum (atat temperatura cat si
timpul) in timpul procesarii alimentelor inainte de scaderea pH-ului alimentelor. Studiile
ulterioare ar trebui sa se concentreze pe elucidarea mecanismelor interactiunilor inter si
intramoleculare determinate de expunerea antocianilor la pH, temperatura si/sau lumina.

Antocianii din fructele de Aronia, care contin derivati monoglicozilati ai cianidinei, au
fost extrasi, purificati, caracterizati prin cromatografie si in continuare incapsulati cu eficienta
buna in nanocapsule polimerice inovatoare (Nano@AntS). Aceste capsule, care includ polimeri
biocompatibili si fluorofori, sunt sensibile la pH si sunt capabile sa livreze si sa elibereze
antocianii la nivel celular in celulele de melanom, asa cum a demonstart analiza HPLC, si
tehnicile de microscopie (SEM, TEM). Avand capacitatea mare de Incarcare, dimensiunea
redusa, suprafata pozitiva si fiind lipsit de citotoxicitate, acest nanosistem ar putea fi utilizat
pentru terapia melanomului sau pentru co-terapie.

Perspective de viitor

In urmaitoarele decenii, putem asista la dezvoltarea de noi terapii pentru melanom, avand
in vedere potentialul citotoxic al antocianilor Incapsulati in nanosisteme fluorescente. Aceasta
abordare de livrare tintitd ar putea aduce noi strategii pentru tratamentul cancerului de piele,
abordand problemele legate de recidivele frecvente si eficacitatea limitatd a tratamentelor
actuale. In plus, stabilitatea crescuti a cianidinei in diferite conditii de mediu ar putea duce la
formularea de produse alimentare si farmaceutice mai eficiente care pastreaza proprietatile
benefice ale antocianilor. Aceste progrese ar putea aduce contributii nu doar pentru sanatate,
cat si pentru industria alimentara, prin imbunatatirea aportului de compusi bioactivi cat si a
aspectului/culorii produselor alimentare pe baza de fructe bogate in antociani.

5. Originalitate si contributii personale

Rezultatele cercetarii doctorale actuale contribuie cu elemente noi la chimia si biochimia
antocianilor din fructe de padure, reprezentand o contributie originala la cunostintele deja
existente In domeniul acestor compusi bioactivi polifenolici.

Au fost obtinute date originale privind compozitia chimica si activitatea antioxidanta a
fructelor de Amelanchier lamarckii cultivate In Romania. Extractele polifenolice bogate in
antociani din A. lamarckii au exercitat activitate inhibitorie asupra tirozinazei, a-glucozidazei si
acetilcolinesterazei, printr-o abordare in vitro utilizata pentru a descoperi potentiale molecule
antidiabetice, anti-pigmentare si anti- neurodegenerative. Screening-ul pentru potentiale efecte
antidiabetice a fost extins la un model de cultura celulara a retinopatiei diabetice folosind celule
RPE expuse la conditii de glucoza ridicatd. Din cunostintele noastre, acesta este primul studiu
care a evaluat efectele antioxidante, inhibitorii enzimatice si citoprotectoare ale polifenolilor
din A. lamarckii impreuna cu evaluarea bioaccesibilitatii acestora.
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In ciuda numeroaselor studii care asociazi afinele cu protectia ochilor si imbunititirea
vederii, studiul nostru ofera noi informatii despre mecanismul antioxidant al antocianidinelor
extrase din Vaccinium corymbosum cv. intr-un model celular de retinopatie diabetica. Dincolo
de activitatea de neutralizare a radicalilor stabili (ABTS) si de reducere a metalelor (Fe3+, Cu?*)
demonstrata de testele chimice, am demonstrat ca extractul bogat In malvidina a neutralizat
eficient speciile reactive de oxigen generate in celulele RPE in conditii de hiperglicemie simulata
si a Imbunatatit starea antioxidanta a celulelor.

Cercetdrile noastre au oferit, de asemenea, noi informatii privind stabilitatea
antocianilor, compusi sensibili la efectele nocive ale factorilor externi in timpul depozitarii si
procesarii fructelor. Folosind o sursa europeana mai putin investigata, Amelanchier lamarckii,
am obtinut un extract care a fost analizat prin cromatografie HPLC pentru a urmari stabilitatea
la variatiile de pH, temperatura si lumina ale antocianilor totali si individuali. Acesta este primul
studiu axat pe stabilitatea extractului de A. lamarkii, care releva impactul glicozilarii asupra
stabilitatii antocianilor pe baza de cianidina in raport cu factorii mai sus mentionati. Aceste date
vor avea un impact semnificativ asupra mentinerii proprietdtilor antocianilor in fructele
proaspete si procesate sau In extractele derivate, avand in vedere proprietatile de colorare ale
acestor compusi si potentialele lor efecte farmacologice.

in final, aceasti tezi a oferit un model inovator de nanosistem ce vizeazi dezvoltarea de
noi terapii/sau co-terapie pentru cel mai letal tip de cancer de piele, melanomul, o boala cu
impact major din cauza recidivelor frecvente si a raspunsului limitat la terapiile conventionale.
Antocianii extrasi si purificati din fructele de Aronia au fost incapsulati cu succes in
nanocapsulele fluorescente sensibile la pH (Nano@AntS), care pot fi preluate in celule si pot
elibera antociani (AntS). Nano@AntS nu afecteaza viabilitatea celulelor melanomului B16-F10,
chiar daca o concentratie de AntS identica cu cea incapsulatd In Nano@AntS s-a dovedit ca
exercita un efect citotoxic puternic. Un alt aspect original a fost monitorizarea intracelulara a
Nano@AntS prin co-incapsularea celor doi fluorofori, izotiocianatul de fluoresceina (FITC) si
izotiocianatul de rodamina B (RBITC). Conform imaginilor TEM si a microscopiei cu
fluorescentd, Nano@AntS au fost gasite din abundenta in citoplasma celulelor melanomului
B16-F10, dar si in interiorul lizozomilor. Nano@AntS poate fi transpus de la scara de laborator
intr-o aplicatie medicala viitoare pentru exploatarea in terapii noi pentru melanom.
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