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Rezumat. Aceasta lucrare este dedicata obtinerii particulelor de ciclodextrine incarcate cu Juglona in calitate de
compus antimicobacterian. Au fost descrise metoda de preparare si morfologia particulelor obtinute. Sunt prezen-
tate datele privind activitatea antimicobacteriana a sistemelor obtinute. S-a detectat, ca sistemele de particule de
ciclodextrine incarcate cu Juglona sunt la fel de eficiente ca Juglona pura aplicata in doze mai mari.

Cuvinte cheie: Juglone; B-ciclodextrina; (2-Hidroxipropil) -B-ciclodextrind; Sare de sodiu sulfobutil-beta-ciclo-

dextrina

Abstract. This paper is dedicated to obtaining of cyclodextrins particles loaded with Juglone as antimycobacterial
compound. Method of preparation and morphology of the obtained particles have been described. The antimyco-
bacterial activity data of the obtained systems is presented. It has been detected that cyclodextrins particulate
systems loaded with Juglone are as effective as pure Juglone applied in higher dosages.

Keywords: Juglone; B-cyclodextrin; (2-Hydroxypropyl)-B-cyclodextrin; Sulfobutyl-beta-Cyclodextrin sodium salt.

INTRODUCERE

Tratamentul antituberculos, considerat ca una din
metodele principale de prevenire a raspandirii infectiei,
tot mai des in ultima perioada nu se soldeaza cu rezultate
asteptate si unul din motivele de baza a ineficacitatii tera-
peutice este rezistenta M.tuberculosis fata de preparatele
antituberculoase. Extinderea nivelului rezistentei primare
si acumularea unui numar tot mai mare de tulpini de M.
tuberculosis rezistente la preparatele antituberculoase a
devenit o problema majora in controlul acestei infectii la
etapa actualad. Urmare a acestui fenomen este cresterea
numarului de esecuri terapeutice si a numarului de bolnavi
cronici. Este o problema destul de alarmanta, deoarece in
viitor pot aparea tot mai frecvent forme de tuberculoza
incurabila, ori, alte preparate antituberculoase noi nu se
elaboreaza prea des [9].

Rezistenta M.tuberculosis fata de preparatele antitu-
berculoase strategice, utilizate pe larg la etapa actuala in
tratamentul acestei infectii a atins cifre extrem de peri-
culoase. Dupa datele studiului national de supraveghere
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a rezistentei medicamentoase (2020), realizat de catre
Laboratorul National de Referinta in microbiologia tuber-
culozei al Institutului de Ftiziopneumologie “Chiril Draga-
niuc”, demonstreaza un nivel extrem de mare a tubercu-
lozei multirezistente (TBMDR) la preparatele strategice
utilizate in tratamentul tuberculozei (Izoniazida si Rifam-
picind). TB MDR a fost determinata la 24.9% din pacientii
cu tuberculoza pulmonara caz nou examinati, iar printre
cazurile cu re-tratamente - 54,3%. Un nivel inalt al re-
zistentei micobacteriilor tuberculozei fatd de remediile
specifice se observa nu numai in regiunile cu incidenta
sporita a acestei infectii, dar si in tarile, unde incidenta
tuberculozei este joasa. Organizatia Mondiala a Sanatatii
a declarat tuberculoza o urgenta globala, iar fenomenul
in cauza de o importantd primordiala si recomanda ca
cercetarile efectuate in domeniul elaborarii unor remedii
noi, mai efective in tratamentul cazurilor de tuberculoza
cu rezistentd multipla la medicamente, sa fie apreciate ca
directie de studiu prioritar.

Tratamentul diferitor forme de tuberculoza este unul
complex, cu utilizarea preparatelor din diverse grupe
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farmacoterapeutice. Studierea unor substante noi cu
activitate antituberculoasa si elaborarea unor noire-
medii, care ar putea largi arsenalul preparatelor antitu-
berculoase si influenta esential la eficacitatea tratamen-
tului cazurilor de tuberculoza multirezistenta, este de o
importanta majora, atat din punct de vedere stiintific, cat
si pentru domeniul sénatatii publice.

Studierea activitatii antituberculoase a unor substan-
te noi sintetizate - particule de ciclodextrind incarcate
cu juglona - cu perspectiva elaborarii unor noi remedii,
este o directie de cercetare promitatoare, care ar aduce
contributii noi la eficientizarea tratamentului cazurilor de
tuberculoza multirezistenta.

Juglona (5-hidroxi-1,4-naftochinona) 1 este o sub-
stantd organica naturald din clasa naftochinonei, care
se prezinta sub forma de glucozid 1,4,5-trihidroxinafta-
linului in frunze, radacini, coji, fructe (pericarp) si scoarta
de plante din familia Juglandanceae. Juglona are actiu-
ne antimicrobiana, antifungica, antimicobacteriana, an-
tihelmintica, antiproliferativa. Aceasta substanta este si
un agent nespecific pentru tratamentul bolilor de piele
provocate de infectii stafilococice si streptococice, a bo-
lii parodontale si a tuberculozei cutanate [1-6].

Ciclodextrinele sunt o clasa de oligozaharide ciclice,
compuse din resturi de D-glucopiranoza legate prin lega-
turi a-1,4-glicozidice. Forma moleculei de ciclodextrina
seamana cu un con trunchiat gol, unde cavitatea interi-
oara este hidrofoba, iar suprafata exterioara este hidro-
fild. Datoritd acestui fapt, ciclodextrinele sunt capabile
s& formeze clatrati (complexe de incluziune) cu diverse
substante biologic active. Astfel de clatrati se caracte-
rizeaza prin solubilitate ridicata, stabilitate si toxicitate
scazuta.

Scopul acestei lucrari este de a obtine complexe de
juglona cu B-ciclodextrina, cu hidroxipropil-B-ciclodex-
trina, cu sare de sodiu a sulfobutil-B-ciclodextrinei si de
a studia activitatea lor anti-tuberculoasa.

MATERIALE S| METODELE DE CERCETARE

Juglona 1a fost obtinuta din materie prima autohtona,
si anume din frunze de nuc (Juglans regia L.), prin extrac-
tie cu cloroform, cu separarea ulterioarad de alte compo-
nente ale extractului prin cromatografie pe coloana. In
calitate de al doilea component pentru studiu s-a utilizat
B-ciclodextrind sau derivatii ei: hidroxipropil-p-ciclodex-
trind (producator - CycloLab R&D Ltd., Ungaria) si sarea
de sodiu al sulfobutil-p-ciclodextrinei (producator - Cy-
Dex Inc., SUA).

Complexele de incluziune au fost obtinute prin metoda
de macinare, cu adaos de apa si prin metoda coevaporarii
conform metodei descrise in literatura [7].

Raportul molar al componentelor din sistemele juglona
- B-ciclodextrina 2, juglona - hidroxipropil-#-ciclodextrina
3, juglona - sare de sodiu a sulfobutil-B-ciclodextrinei 4 a

fost 1:1,in timp ce in sistemele juglona - B-ciclodextrind 5,
juglona - hidroxipropil-B-ciclodextrina 6, juglona - sare de
sodiu a sulfobutil-B-ciclodextrinei 7 a fost 1: 2.

La utilizarea metodei de macinare, s-au adaugat la
mojar portiuni cantarite de ciclodextrina si juglona (0,03
mmol de fiecare substanta), apoi s-a addugat apa disti-
lata, intr-o cantitate suficientd pentru a forma o pasta.
Amestecul rezultat a fost macinat intr-un mojar cu pistil
timp de 90 de minute: primele 60 de minute cu adaugarea
periodicd de apa distilatd (pentru a asigura consistenta
unei paste), ultimele 30 de minute amestecul a fost tritu-
rat pana la uscare pentru a forma o pulbere fina. Sistemele
rezultate au fost depozitate in flacoane inchise ermetic
pentru a preveni absorbtia umezelii atmosferice.

Substantele incluse in studiu au fost testate prin me-
toda fenotipica de testare a sensibilitatii la M. tuberculosis
pe medii nutritive solide si lichide. A fost utilizatd metoda
concentratiilor absolute pe mediile de culturd Lowenste-
in-Jensen (LJ) si metoda proportiilor (mediul Middlebrook
7H9). Activitatea bactericida si bacteriostatica a fost de-
terminata utilizadnd tulpina de referintad H, Rv, precum si
tulpini de M.tuberculosis ,salbatice”, izolate de la bolnavi
de tuberculoza pulmonara aflati la tratament in clinica In-
stitutului de Ftiziopneumologie ,Chiril Draganiuc”. Inves-
tigatiile in cauza au fost realizate in Laboratorul National
de Referinta in microbiologia tuberculozei. S-a determinat
concentratia minima de inhibitie (CMI) .in vitro” a sub-
stantelor sintezate catre M.tuberculosis.

Pregatirea suspensiei de M.tuberculosis
complex.

Au fost utilizate tulpinile de referinta H, Rw, precum si
tulpini de M.tuberculosis ,salbatice”, izolate de la pacienti
cu tuberculoza pulmonara cu termenul de izolare pana la
2 saptamani. Suspensia micobacteriana a fost pregatita
pe apa distilata sterild dupa standardul de turbiditate de
5.0 UFC.

Studierea activitatii antituberculoase
bactericide a substantelor sintezate.

Pentru studierea activitatii antituberculoase bactericide,
substantele sintezate in acest studiu au fost dizolvate
initial in dimetilsulfoxid (DMSO). Dilutiile ulterioare au fost
efectuate pe apa distilata sterild. Au fost pregatite solu-
tille preparatelor studiate cu urmatoarele concentratii:
500ug/ml, 100 pg/m si 50 pg/ml. Au fost utilizate 3 ex-
pozitii - 60 minute, 240 minute si 24 ore. Suspensia de
M.tuberculosis complex (0.2 ml) a fost inoculatd cu 2.0
ml solutia de substante studiate la diferite concentratii si
pentru diferite expozitii. Dupa fiecare expozitie se centri-
fuga 10 min. la 3000 rotatii, dupa care se varsa superna-
tantul si la sediment se adduga 1,0 ml apa distilata sterila.
Concentratiile si expozitiile utilizate pentru studierea ac-
tivitatii antituberculoase bactericide a substantelor sinte-
zate sunt redate in tabelul 1.
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Tabelul 1. Studierea activitatii antituberculoase bactericide a substantelor sintezate

Tulpina M.tuberculosis M.tuberculosis**

500 pg/ml 60 minute 240 minute 24 o0re 60 minute 240 minute 24 ore
100 pg/ml 60 minute 240 minute 24 o0re 60 minute 240 minute 24 ore
50 ug/ml 60 minute 240 minute 24 o0re 60 minute 240 minute 24 ore

Control 1- Suspensie M.tuberculosis complex 0.2 mi+2.0ml apd sterild;

Pentru determinarea activitatii bactericide, substan-
tele au fost a fost inoculat pe medii lichide in conditiile
expuse in tabel si incubate in sistemul BACTEC MGIT 960
si pe medii solide Lowenstein-Jensen.

Studierea activitatii antituberculoase bacte-
riostatice a substantelor sintetizate

Pentru studierea activitatii bacteriostatice fata de M.
tuberculosis initial au fost pregatite mediile nutritive lichi-
de si solide cu 3 concentratii de substante sintetizate: 200
pg/ml, 100 pg/ml si 50 pg/ml.

Inocularea.

Pentru insdméantare sa-u fost utilizat cate 0,2 ml sus-
pensie H,.Rv si suspensie tulpina salbatica cu turbiditate 5
UFC la fiecare concentratie a substantei studiate (200 ug/
ml, 100 ug/ml si 50 ug/ml). In calitate de control a fost uti-
lizate: tubul cu mediu de cultura fara substanta (placebo),
tubul mu mediu L3J cu o concentratie de 40 pg/ml Rifam-
picina si mediu lichid Middlebrook 7H9 cu concentratie de
1,0 pg/ml Rifampicina.

Citirea rezultatelor.

Controlul tuburilor inoculate s-a efectuat in sistemul
automat BACTEC MGIT 960 la fiecare 60 minute de in-
cubare si pe mediile solide la fiecare a 7a zi de incubare la
termostat.

Controlul eficacitatii testarii.

In calitate de control a fost utilizat tubul placebo si
tubul cu concentratii de Rifampicina de 40 ug/ml pentru
mediile solide si de 1.0 pg/ml pentru mediile lichide.

REZULTATE

Analiza fizico-chimicd

Pentru studierea activitatii bactericide au fost efec-
tuate mai multe experiente la date diferite in dinamica.
Astfel, au fost montate 11 testari, utilizand la fiecare tes-
tare tulpina de referintd H, Rv si de la 2 pana la 5 tulpini
salbatice la fiecare concentratie. Fiecare substanta a fost
testata la trei concentratii si trei expozitii diferite. Astfel,
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*Tulpind de referintd - H, Rv;

**Tulpind sdlbaticd M.tuberculosis, izolatd de la pacienti TB.

au fost efectuate 384 testari la diferite concentratii si ex-
pozitii pe medii lichide (BACTEC MIGIT) si medii solide (LJ).
Rezultatele testarilor au demonstrat, ca substantele cer-
cetate nu poseda activitate bactericidd in concentratii
dela’50 pg/ml pana 500 ug/ml si expozitie de la1ora pana
la 24 ore.

Totodata, testarea activitatii bacteriostatice a demon-
strat alte rezultate. La analiza cresterii pe medii lichide
(BACTEC MIGIT), utilizand programa BD EpiCenter™ TB-
eXiST, s-a constat, ca o parte din substante au demon-
strat activitate bacteriostatica inhibitorie la toate con-
centratiile si expozitiile utilizate a substantelor testate.
Aceasta activitate se exprima prin stoparea cresterii colo-
niilor de microorganisme in cazul acestor substante, fata
de testele control.

Studierea activitatii bacteriostatice ..in vitro” a noilor
agenti antimicrobieni din Juglone 1pe medii solide LJ s-a
efectuat prin metoda concentratiilor absolute. Astfel, au
fost testate 7 substante a cate trei concentratii fiecare
(50 pug/ml, 100 pg/ml si 200 pg/ml). Rezultatele testarii au
fost evaluate dupa 2 luni de incubare la 37°C. Toate sub-
stantele cercetate au demonstrat actiune bacteriostatica
in concentratie de 200 pg/ml pe mediu solid LI fata de
tulpina de referinta H, Rv si tulpinile salbatice de M.tuber-
culosis luate in studiu.

Rezultatele studierii activitatii antituberculoase bac-
teriostatice a substantelor sintezate 2-7 sunt demonstra-
te in tabelul 2.

In tabel sunt date abreviatiile substantelor studiate si
concentratia minimé inhibitorie (CMI) la care sa constatat
activitate bacteriostatica (um/ml).

DISCUTII

Rezultatele obtinute in acest studiu argumenteaza
necesitatea cercetarii permanente a componentilor pro-
duselor medicamentoase mai efective, care sa posede o
activitate biologica inalta, au o arie larga de utilizare si to-
xicitate joasa.

Studierea activitatii bactericide .in vitro” a noilor
agenti antimicrobieni din Juglone 1 pe medii solide si li-
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chide in majoritatea cazurilor nu au demonstrat careva
actiune bactericida fata de tulpina de referinta H,,Rv sau
fata de tulpinile salbatice de M.tuberculosis.

In acelasi timp, toate aceste substante sintezate 1-7

au demonstrat activitate bacteriostaticd inhibitorie in
concentratii de 200 pg/ml fata de tulpina de referinta si
tulpini salbatice de micobacterii, pe medii de cultura lichi-
de si solide.

Tabelul 2. Rezultatele studierii activitatii antituberculoase bacteriostatice a substantelor sintezate

din Juglone 1

Continutul juglonei
Substanta Raportul componentelor in probi de 200 pg CMI um/mL
1 200 115

Juglone
2 Juglone- hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1) 20.3 0117
3 Juglone - B- ciclodextrina (1:1) 26.8 0.153
4 J}ngone - sare de sodiu a sulifobutil -p- 155 0.089
ciclodextrinei (1:1)
5 Juglone- hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:2) 15.3 0.088
6 Juglone - B-- ciclodextrina (1:2) 10.69 0.061
7 Juglone - sare de sodiu a sulifobutil -3- 747 0.043

ciclodextrinei (1:2)

Astfel, sunt necesare cercetari ulterioare pentru determina concentratiile inhibitorii mai joase a noilor agenti anti-
microbieni 6 si 7. De asemenea este necesar de studiat si toxicitatea substantelor voi, studiate in acest studiu.

CONCLuzII

Majoritatea compusilor din Juglone manifesta activi-
tate bacteriostatica fata de M.tuberculosis in concentra-
tie de 0.089-0.043 um/ml.

Datele experimentale obtinute indica la perspectiva
studierii in continuare a substantelor cu activitate anti-
tuberculoasa din Juglone 1 pentru elaborarea unor noi re-
medii medicamentoase impotriva tuberculozei.

Lucrarea a fost realizata in cadrul proiectelor cu cifru
20.80009.5007.17 si 20.80009.8007.14 ale Agentiei Nati-
onale pentru Cercetare si Dezvoltare din Moldova (ANCD).

BIBLIOGRAFIE

1. XyHruety I'W., Bnag JI.LA. HOrnoH 1 poACTBEHHbIE
1,4-HagpTOXMHOHDI. KnwnHes: WTnnHUa, 1978.

2. Jiayi Wang, Yuhuan Cheng, Rina Wu, Donghua Ji-
ang, Bing Bai, Dehong Tan, Tingcai Yan, Xiyun Sun, Qi
Zhang, Zhaoxia Wu Antibacterial Activity of Juglone
against Staphylococcus aureus: From Apparent to
Proteomic. Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 965-977.

3. Bhasin D., Chettiar S.N., Etter J. P., Mok M., Li P.K. Anti-
cancer activity and SAR studies of substituted 1,4-na-
phthoquinones. Bioorg. Med. Chem., 2013, 21, 4662-
4669.

4. Clark A.M., Jurgens T.A., Hufford C.D. Antimicrobial ac-
tivity of juglone. Phytotherapy Research, 1990, 4(1).
1-14.

5. Zmantar T., Miladi H., Kouidhi B., Chaabouni Y., Slama
R.B, Bakhrouf A., Mahdouani K., Chaieb K. Use of juglo-
ne as antibacterial and potential efflux pump inhibitors
in Staphylococcus aureus isolated from the oral ca-
vity. Microbial Pathogenesis, 2016, 101, 44-49

6. Tran T., Saheba E., Arcerio A. V., Chavez V., Li Q.-Y.,
Martinez L. E., Primm T. P. Quinones as antimycobac-
terial agents. Bioorg. Med. Chem. 2004, 12,4809.

7. lvancic, A.; Macaev, F.; Aksakal, F.; Boldescu, V.; Po-
grebnoi, S.; Duca, Gh. Preparation of alginate-chito-
san-cyclodextrin micro- and nanoparticles loaded
with anti-tuberculosis compounds. Beilstein J. Nano-
technol. 2016, 7, 1208-1218.

8. Uncu A. Evaluation of the latest achievements in
the discovery of new molecules and drugs regimens
for the treatment of tuberculosis. In: MaTepianu IV
MixHapoaHOi HayKOBO-NpakTU4HOI KoHbepeHuii “TIIKA
- NOOMHL. CYYACHI MPOBMEMN ®APMAKOTEPAMIT
| MPU3HAYEHHA NIKAPCbKMX 3ACOBIB”. Xapkig,
Hday, 2020, ToM 1, c. 27-35. ISSN 2412-0456.

15

2021



