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A. Introducere si obiective

Bolile cardiovasculare (BCV) reprezinta principala cauza de mortalitate in
Roménia, responsabile pentru peste 55% dintre decesele anuale (Institutul National de
Sanatate Publici, 2024). In acest context, ateroscleroza (AS), o afectiune cronici
inflamatoare a peretelui vascular, joaca un rol central in dezvoltarea complicatiilor
cardiovasculare acute, precum infarctul miocardic sau accidentul vascular cerebral. Desi
terapiile conventionale, cum ar fi statinele si agentii antitrombotici, reduc incidenta
evenimentelor cardiovasculare, acestea nu reusesc sd abordeze eficient inflamatia
vasculara persistentd, o componenta esentiala a progresiei placii aterosclerotice (d’Aiello
et al., 2024).

Tn mod particular, s-a demonstrat ci esecul rezolutiei inflamatiei, proces fiziologic
activ si coordonat, contribuie semnificativ la instabilitatea placilor si progresia bolii
(Fredman, 2019). in acest context, mediatori specializati pro-rezolutie (SPM) precum
resolvinele sau lipoxinele, reprezintd o clasd emergentd de molecule capabile sa
restabileascd homeostazia vasculara prin inducerea activa a rezolutiei inflamatiei. Cu toate
acestea, utilizarea terapeutica a SPM este limitatad de stabilitatea lor redusa in circulatie si
de biodisponibilitatea scazuta la locul leziunii aterosclerotice (Fredman & Serhan, 2024).

in paralel, compusi naturali precum acidul protocatehuic (PCA), cu rol anti-
inflamator si antioxidant, au fost propusi ca adjuvanti in combaterea inflamatiei
endoteliale si macrofagice. Totusi, eficacitatea lor terapeuticd este limitata de
biodisponibilitatea redusa si tintirea nespecifica (Cory et al., 2018). Nanotehnologia ofera
o solutie inovatoare pentru aceste provocari, facilitind livrarea tintita si protejarea
compusilor de interes in forme farmaceutice stabile (Ahmad et al., 2022).

Pornind de la aceste premise, scopul principal al acestei teze de doctorat a fost
dezvoltarea si caracterizarea unor platforme nanoterapeutice inovatoare pentru
combaterea inflamatiei vasculare in AS, avand ca mecanisme complementare: (1)
inducerea activd a rezolutiei inflamatiei prin livrarea de SPM sau (2) inhibarea cailor
inflamatoare pro-aterogene prin livrarea de PCA.

Au fost propuse si realizate urmatoarele obiective specifice:

1. Caracterizarea si testarea unor nanoparticule magnetice acoperite cu dextran si

incarcate cu acid protocatehuic (MNP-Dex/PCA), cu scopul de a inhiba inflamatia



vasculard prin reducerea expresiei citokinelor pro-inflamatoare si a adeziunii
monocitelor la celulele endoteliale (CE) activate, in modele celulare in vitro.

2. Dezvoltarea si caracterizarea unor nanoparticule biomimetice incarcate cu SPM
(Bio-LN/SPM) si testarea efectului acestora in vitro asupra fenotipului inflamator
al CE, macrofagelor (M) si celulelor musculare netede (CMN) implicate n
patogeneza AS.

3. Evaluarea biodistributiei si a efectelor acute ale nanoparticulelor Bio-LN/SPM in
modelul murin de AS (soareci ApoE '~ hiperlipidemici), prin analizarea
acumularii la nivelul aortei, a modificarilor in compozitia celulelor imune
circulante si a profilului de citokine inflamatoare, la 24 de ore de la administrare.

4. Validarea eficacitatii preclinice a strategiei nanoterapeutice pro-rezolutive in AS,
in modelul murin ApoE ', prin demonstrarea efectului terapeutic al
nanoparticulelor Bio-LN/SPM asupra leziunilor aterosclerotice aflate in doua
stadii de progresie a placii, cu accent pe reducerea inflamatiei vasculare si

acumularii lipidice 1n aorta si rdddcina aortica.
B. Structura tezei

Teza de doctorat este structuratd in doud parti majore:

Partea | — Stadiul actual al cunoasterii cuprinde o analizd a literaturii de
specialitate privind rolul inflamatiei in ateroscleroza (AS), mecanismele moleculare
implicate in rezolutia acesteia si strategiile nanoterapeutice emergente, care pot influenta
pozitiv cursul bolii. Aceasta parte este alcatuitd din sase capitole, care ofera o baza
teoretica solida pentru dezvoltarea celor doud directii experimentale.

In capitolul 1 este prezentati organizarea structurala si functionala a sistemului
cardiovascular, cu accent pe arhitectura peretelui arterial si pe rolul critic al celulelor
endoteliale Tn mentinerea homeostaziei vasculare. Sunt discutate dezechilibrele care pot
perturba functia endoteliala si care contribuie la declansarea patologiilor vasculare,
precum AS.

Capitolul 2, ,Inflamatia in Ateroscleroza”, detaliazd in mod sistematic etapele

progresiei leziunilor aterosclerotice, pornind de la activarea endoteliald si acumularea



LDL in spatiul subendotelial, pana la formarea celulelor spumoase, a miezului necrotic si
ruperea placii. Sunt evidentiate procesele inflamatoare care amplificd vulnerabilitatea
placii si sunt discutate elementele celulare implicate.

Capitolul 3 este dedicat conceptului de ,,Rezolutie a inflamatiei” ca proces activ si
cu mecanisme de reglare complexe, diferit de inhibarea clasicd a inflamatiei. Este
prezentat un cadru conceptual complet privind mediatorii specializati pro-rezolutie (SPM),
precum lipoxinele, resolvinele, maresinele si protectinele, accentudnd rolul lor in
restabilirea homeostaziei tisulare. O sinteza extinsa a claselor, functiilor, mecanismelor de
actiune si receptorilor acestor mediatori a fost detaliatd in cadrul acestui capitol,
constituind baza teoretica pentru strategiile farmacologice pro-rezolutive propuse ulterior
in partea experimentala a tezei.

Capitolul 4 evidentiaza limitarile terapiilor conventionale actuale, care vizeaza in
principal scaderea nivelului lipidelor sau suprimarea raspunsului inflamator. Se
argumenteaza ca aceste strategii nu reusesc sd previna progresia leziunilor aterosclerotice
si nu abordeaza cauza persistentei inflamatiei. Astfel, este justificatd necesitatea unor
interventii terapeutice inovatoare, capabile nu doar sa inhibe inflamatia, ci si sa activeze
mecanismele fiziologice de rezolutie, promovand restaurarea homeostaziei vasculare.

Capitolul 5 introduce domeniul nanomedicinei, cu accent pe nanoterapia aplicata
in bolile cardiovasculare. Sunt detaliate tipurile de nanoparticule utilizate n acest context,
punandu-se accent pe avantajele livrarii directionate si pe strategiile de functionalizare
menite sa creascd eficienta terapeuticd. De asemenea, este prezentat conceptul de
nanoparticule biomimetice, cu evidentierea potentialului acestora de a imita componente
celulare naturale pentru a facilita recunoasterea specificd a tesuturilor inflamate si a
imbundtati distributia tintita a agentilor terapeutici.

Capitolul 6 exploreaza aplicatiile directe ale SPM si ale analogilor lor sintetici in
inflamatia cronicd siin AS. Sunt descrise studii preclinice si potentiale directii de cercetare
in care SPM sunt considerati terapii promitdtoare, cu mecanisme complementare fata de

medicamentele anti-inflamatoare traditionale.

Partea a ll-a — Contributii originale este dedicata studiilor experimentale

realizate, impartite in doua directii nanoterapeutice distincte:



Capitolul 1 descrie dezvoltarea, caracterizarea si evaluarea in vitro a
nanoparticulelor magnetice acoperite cu dextran si incarcate cu acid protocatehuic (MNP -
Dex/PCA). Studiul demonstreaza eficienta acestor nanoparticule in reducerea expresiei
citokinelor pro-inflamatoare in celulele endoteliale si in macrofagele de tip M1. De
asemenea, MNP-Dex/PCA inhiba caile de semnalizare NF-kB si MAPK si reduc adeziunea
monocitelor la endoteliul activat, sustinand potentialul acestora in terapia inflamatiei
vasculare.

Capitolul 2 este dedicat unui studiu amplu ce cuprinde sectiuni experimentale care
vizeaza promovarea activda a rezolutiei inflamatiei prin utilizarea de nanoparticule
biomimetice incarcate cu mediatori specializati pro-rezolutie (Bio-LN/SPM).

e Sectiunea 1 prezintd procesul de sinteza si caracterizare fizico-chimica a
nanoparticulelor biomimetice, inclusiv evaluarea compozitiei, dimensiunii si
potentialului zeta.

e Sectiunea 2 analizeaza efectele in vitro ale acestor nanoparticule asupra liniilor
celulare relevante pentru AS (CE, M¢ si SMC). S-a constatat o scadere semnificativa
a expresiei markerilor inflamatori si promovarea unui fenotip anti-inflamator.

e Sectiunea 3 se concentreaza pe testarea in vivo a Bio-LN/SPM in modelul murin ApoE-
", la 24 de ore post-injectare. Au fost evaluate distributia nanoparticulelor si efectele
acute asupra profilului imun.

e Sectiunea 4 investigheaza impactul terapeutic al Bio-LN/SPM asupra leziunilor
aterosclerotice ale soarecilor ApoE”" aflate in douid stadii diferite de progresie (4
saptamani si 8 saptamani de dietd bogata in grasimi), evidentiind reducerea inflamatiei
sistemice si locale si a acumularii de lipide, precum si inducerea unui fenotip pro-

rezolutiv al macrofagelor de la nivelul placii aterosclerotice.

Astfel, structura tezei reflectd o abordare integrata si progresiva, de la intelegerea
detaliatd a patologiei AS si a proceselor moleculare implicate in inflamatie si rezolutie,
pand la dezvoltarea si validarea experimentald a unor solutii terapeutice inovatoare.
Fiecare capitol contribuie logic si stiintific la consolidarea ipotezei de cercetare si la
demonstrarea aplicabilitatii nanomedicinei in tratamentul personalizat al inflamatiei

vasculare asociate AS.



C. Principalele rezultate si concluzii:

1. Obtinerea nanoparticulelor magnetice MNP-Dex/PCA care pot fi folosite ca

vehicule teranostice ce combina diagnosticul si terapia intr-o singura platforma

e Au fost obtinute nanoparticule stabile coloidal in care PCA a fost eficient adsorbit pe
suprafata nanoparticulelor si mentinut in forma activa.
e MNP-Dex/PCA au fost preluate eficient de celulele endoteliale si de macrofagele pro-
inflamatoare M1, fara efecte citotoxice la concentratii < 100 pg/mL.
e Tratamentul cu MNP-Dex/PCA a determinat:
o Inhibarea cdilor de semnalizare inflamatorii NF-«B si MAPK cu reducerea expresiei
IL-1B8, TNF-a, IL-6, MCP-1, p38 si ERK1/2.
o Diminuarea adeziunii monocitelor la endoteliul activat.

Aceste date confirma potentialul acestor nanoparticule de a inhiba raspunsul inflamator

vascular, deschizind posibilitatea utilizirii lor in preventia progresiei placii aterosclerotice.

2. Obtinerea si validarea preclinica a nanoparticulelor biomimetice incircate cu

mediatori specializati pro-rezolutie intr-un model murin de ateroscleroza

e S-au obtinut nanoemulsii acoperite cu membrane celulare pentru a mima structura
monocitelor circulante, avand ca incarcatura activa SPM (Bio-LN/SPM).
e Invitro, Bio-LN/SPM:
o Au redus expresia markerilor inflamatori (VCAM-1, MCP-1, NLRP3, IL-1p),
o Au promovat un fenotip M2 pro-rezolutiv in macrofage (scaderea iNOS si cresterea
capacitatii fagocitare),
o Au diminuat adeziunea si transmigrarea monocitelor prin endoteliul activat.
e Invivo (soareci ApoE” hriniti cu dietd bogati in grisimi):
o Administrarea intravenoasa a Bio-LN/SPM a dus, dupa 24 de ore, la:
= Reducerea monocitelor si neutrofilelor circulante,
» Scaderea nivelurilor plasmatice de citokine (IFN-y, CXCL10, IL-16, TIMP-1 si
TNF-a) si chemokine (MCP-1 si C5a),

*  Acumulare selectiva la nivelul aortei.



o Administrarea repetatd in doud stadii diferite de progresie a placii aterosclerotice a
demonstrat:

= Scaderea inflamatiei sistemice si modularea populatiilor imune circulante,

» Reducerea inflamatiei locale si inducerea unui fenotip pro-rezolutiv de tip M2 in
macrofagele aortice, evidentiatd prin cresterea expresiei markerilor CD206 si
MerTK, concomitent cu scaderea nivelului iNOS,

= Reducerea acumularii lipidice in leziuni.

Aceste rezultate confirmad faptul cd Bio-LN/SPM nu doar inhiba inflamatia, ci

promoveaza rezolutia acesteia, reprogramand fenotipul imun si micromediul aortic.

D. Contributiile originale ale tezei

1. Dezvoltarea a doua platforme nanoterapeutice cu mecanisme complementare, validate in
vitro sau in vivo, pentru combaterea inflamatiei vasculare:

a) MNP-Dex/PCA — efect anti-inflamator prin inhibarea NF-xB si MAPK (Figura 1).

Celula endoteliald } Inhibarea cailor de
activata semnalizare NF-kB si
MAPK (p-38a si ERK 1/2)

| Reducerea MCP-1 si
adeziunea monocitelor

e ” >
@ Tnvelis de dextran
@ Oxiddefier
*}  Acid protocatehuic } Inhibarea céilor de
semnalizare NF-«B si
MAPK (p-38a si ERK 1/2)
4 | Reducerea CCR2, IL-1B,

................. TNF-q si IL-6

Figura 1. Strategia nanoterapeutica dezvoltatd in cadrul primului studiu pentru combaterea
inflamatiei vasculare asociate AS. Schema ilustreaza mecanismul de actiune al nanoparticulelor
magnetice acoperite cu dextran si incarcate cu acid protocatehuic (MNP-Dex/PCA), care sunt
internalizate de CE s1 M® de tip M1, determinand inhibarea cdilor de semnalizare inflamatorii

(NF-xB si MAPK p38a si ERK1/2) si limitarea adeziunii monocitelor.



b) Bio-LN/SPM - efect pro-rezolutiv, prin inducerea unui fenotip M2 1in

macrofage, scaderea merkerilor inflamatori si reducerea depozitelor lipidice in

placa aterosclerotica (Figura 2).
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Figura 2. Reprezentare schematica a strategiei nanoterapeutice dezvoltate in cel de-al doilea
studiu 1n vederea promovarii rezolutiei inflamatiei vasculare asociate AS. Este ilustrat
efectul nanoparticulelor biomimetice incarcate cu mediatori specializati pro-rezolutie (Bio-
LN/SPM) asupra CE, CMN vasculare si M® in modelul murin ApoE~~ hiperlipidemic.
Tratamentul cu Bio-LN/SPM determina reducerea expresiei markerilor inflamatori

circulanti si locali, inducerea unui fenotip reparator in M® si diminuarea acumularii lipidice

Tn leziunile aterosclerotice.

2. Confirmarea rolului rezolutiei inflamatorii in controlul AS si validarea SPM ca

agenti terapeutici viabili in nanomedicina cardiovasculara.



E. Concluzii generale

Aceasta tezd aduce o contributie semnificativa la intelegerea si tratarea inflamatiei
vasculare cronice In contextul AS, propunand doua abordiri nanoterapeutice complementare. In
timp ce MNP-Dex/PCA inhiba ciile inflamatorii pro-aterogene, Bio-LN/SPM promoveaza activ
rezolutia inflamatiei, un proces esential, dar ignorat pana recent in tratamentele actuale. Prin
aceste strategii, lucrarea demonstreaza aplicabilitatea nanomedicinei in terapia cardiovasculara

personalizata, deschizand noi directii pentru interventia precoce si tintitd in AS.
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