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1. Motivarea cercetirii

Protocoalele de desinfectie in cabinetele dentare sunt foarte importante, deaorece previn
transmiterea agenfilor infectiosi, iar educatia si formarea continua a profesionistiilor dentari
privind metodele de desinfectie reprezintd componente esentiale ale unei practici dentare eficiente,
impreund cu mentinerea standardelor de igiend ridicate. Dezinfectantii sunt esentiali in diverse
proceduri dentare, de la dezinfectarea amprentelor dentare la tratamentul bolilor orale, iar
eficacitatea lor este influentatd in primul rdnd de natura dezinfectantului i de concentratia
acestuia. Multi dezinfectanti sunt disponibili sub forma de compusi individuali sau in combinatii,
ceea ce le sporeste spectrul antimicrobian si eficacitatea. Mai mult, eficacitatea dezinfectantilor
bucali mai depinde si de metodele de aplicare in practica dentara. Alegerea de cétre profesionistul
dentar a unor protocoale adecvate de aplicare a desinfectantilor dentari (inclusiv durata de
expunere si concentratia dezinfectantului), sunt esentiale pentru obtinerea unor rezultate optime.
Practicile de dezinfectie inadecvate pot duce la o contaminare microbiana persistentd, prezentand
riscuri atdt pentru pacienti, cat si pentru medicii stomatologi. Prin urmare, respectarea
protocoalelor standardizate de dezinfectie este esentiala pentru asigurarea sigurantei si eficacitatii
tratamentelor dentare.

In prezenta tezi de doctorat, am ales sa investigdm unul dintre cei mai utilizati dezinfectanti
in practica dentari - clorhexidina (CHX), a cérei eficacitate se extinde dincolo de proprietatile sale
antibacteriene. Utilizarea clorhexidinei joaca un rol crucial in reducerea contaminarii mediului in
cadrul cabinetelor dentare. Eficacitatea sa impotriva unui spectru larg de microorganisme, inclusiv
bacterii Gram-pozitive si Gram-negative, precum si ciuperci, subliniaza utilitatea sa in diverse
aplicatii dentare. Mecanismul de actiune al clorhexidinei implica perturbarea membranelor
celulare microbiene, ducand la liza si moartea celulelor, care este deosebit de eficientd impotriva

tulpinilor rezistente, cum ar fi Enterococcus faecalis, un agent patogen comun in infectiile



endodontice. Cu toate astea, in ciuda numeroaselor sale avantaje, utilizarea clorhexidinei nu este
lipsitd de dezavantaje. Un alt compus studiat in tezd a fost eugenolul, utilizat pe scard larga in
practica stomatologici datoriti propriettilor sale farmacologice. Caracteristicile sale analgezice,
antiinflamatorii, antimicrobiene si antifungice il fac un agent valoros in diverse aplicatii dentare.
Eugenolul prezinti o activitate antimicrobiana cu spectru larg impotriva diferitilor agenti patogeni
bucali, inclusiv Streptococcus mutans si speciile Candida. Aceasta actiune antimicrobiand este
deosebit de valoroasd in prevenirea infectiilor secundare in cadrul procedurilor dentare si in
gestionarea bolilor orale. Efectele antiinflamatoare ale eugenolului contribuie la utilitatea acestuia
in gestionarea durerii si inflamatiei dentare, ficindu-l un element de bazd in practica
stomatologicd. Totusi, in ciuda avantajelor sale, utilizarea eugenolului prezinta anumite
preocupiri. Eugenolul prezinta efecte citotoxice la anumite concentratii, in special asupra
fibroblastelor pulpei dentare umane. Aceasti citotoxicitate este un aspect critic pentru medicii
stomatologi, deoarece poate duce la reactii adverse la pacienti, inclusiv iritatie localizati, dermatita
alergica de contact si, in cazuri rare, reactii anafilactice. De aceea, este imperativ necesar ca
echilibrul dintre beneficiile terapeutice ale eugenolului si toxicitatea sa potentiald necesitd o
analizi atentd a concentratiei si aplicarii sale in contexte clinice. Aceste reactii pot varia de la
iritatii localizate la reactii sistemice mai severe, necesitdnd precautie in aplicarea sa. In plus, in
timp ce eugenolul este in general sigur la concentratii terapeutice, doze mai mari au fost asociate
cu efecte citotoxice asupra fibroblastelor din pulpa dentard umand, ridicand ingrijoréri cu privire
la utilizarea sa pe termen lung in tratamentele dentare.

Nanotehnologia a revolutionat industria farmaceuticd permitind dezvoltarea sisteme
purtitoare de agenti terapeutici. Aceste sisteme sunt concepute pentru a Imbunitati eficienta
administrarii medicamentelor sau a diversilor agenti cu actiune terapeuticd, prin cresterea
penetrarii lor prin barierele biologice. Nanosistemele solide au aparut ca un progres semnificativ
in tehnologiile de administrare a medicamentelor. Unul dintre nanosistemele solide utilizate in
domeniul biomedical este reprezentat de nanoparticulele de oxizi de fier. Modificarea suprafetei
nanoparticulelor de oxid de fier este un aspect critic al clasificarii si aplicarii lor in stomatologie.
Acoperirea acestor nanoparticule cu diversi agenti terapeutici activi, poate spori semnificativ
stabilitatea lor, poate reduce toxicitatea agentilor utilizati si poate imbunitati interactiunea lor cu

sistemele biologice. In plus, incorporarea agentilor antimicrobieni in suprafata nanoparticulelor de



oxid de fier poate oferi o functionalitate dubla, oferind atét efecte terapeutice, cét si proprietiti
materiale Iimbunatatite pentru aplicatii dentare.

Prin urmare, in contextul de mai sus, teza de doctorat face parte din tema de cercetare
referitoare la prepararea unei matrice solide de tip nano-purtatoare utilizatd ca suport pentru
administrarea a doua tipuri de dezinfectanti bucali (eugenol si clorohexidind), pentru a spori efectul
terapeutic al acestora si a reduce efectele secundare adverse pe care le pot exercita cei doi
dezinfectanti, mai ales daca sunt utilizati in concentratii mari. Nanoparticulele sintetizate, utilizate
ca malrice purtdtoare, precum si intregul nanosistem Incorporat cu dezinfectanti bucali vor fi
caracterizate si investigate in continuare din punct de vedere al posibilelor sale aplicatii
biomedicale in practica stomatologica. Ca matrice purtitoare, am decis sd sintetizim si sa
caracterizam doua tipuri de nanoparticule de oxid de fier - s1 anume maghemite (y-Fe2Os) si
hematita (o-FexO3), deoarece aceste oxizi de fier sunt biocompatibile, posedd proprietati
antibacteriene, sunt stabile chimic, ceea ce le face materiale fiabile pentru diferite proceduri

dentare.

2. Lista de lucriri care fac parte integranta din teza de doctorat

1. Alexandra-Ioana Dinild, Stefania Dinu, Daniel Pop, Malina Popa, Ramona Amina
Popovici, Mihai Rominu, Mhd Kher Alsaeyd Ahmad, Dana Emanuela Pitic(Cot), Dana Cristina
Bratu. Characterization and Biosafety Profile of Eugenol Incorporated in Iron Oxide
Nanoparticles. Romanian Journal of Oral Rehabilitation (2024), 16(3), 442-452.
https://doi.org/10.6261/RJOR.2024.3.16.46 (1.F.=0.7)

2. Daniel Breban-Schwarzkopf, Alexandra-loana Danila, Alina Doina Tanase, Krisztina
Munteanu, Diana Haj Ali, Ramona Popovici, Camelia Szuhanek, Mihai Rominu. Eugenol - a
natural alternative in dentistry: an in vitro and in ovo biosafety assessment. Farmacia (2024), 72(5),
1011-1018. https://doi.org/10.31925/farmacia.2024.5.4 (LF.=1.4)

3. Alexandra-lToana Danild, Mihai Rominu, Krisztina Munteanu, Elena-Alina Moaca,
Andreea Geamantan-Sirbu, Tustin Olariu, Diana Marian, Teodora Olariu, loana-Cristina Talpos-
Niculescu, Raluca Mioara Cosoroabd, Ramona Popovici, Stefania Dinu. Development of solid
nanosystem for delivery of chlorhexidine with increased antimicrobial activity and decreased
cytotoxicity: characterization, in vitro and in ovo toxicological screening. Molecules (2025), 30(1),
162-195. https://doi.org/10.3390/molecules30010162 (I.F.=4.2)




3. Date despre evolutia cercetirii

Scopul teze de doctorat a fost sinteza, caracterizarea si evaluarea biologicid a unui
nanosistem solid pentru administrarea de eugenol si clorohexidind, doud tipuri de dezinfectanti
bucali, in vederea minimizarii toxicitatii acestora, maximizand in acelasi timp eficacitatea lor
antimicrobiand, prin efectuarea unui screening toxicologic in vitro si in ovo.

Prin urmare, activitatile intreprinse pentru atingerea scopului tezei, au constat in:

a) proiectarea, caracterizarea si evaluarea in vitro a unor nanoparticulelor de oxid de fier
(hematita) cu EUG incorporat pe suprafatd (NP@EUG), pe o linie celulara séndtoasa (JB6 CI 105
41-5a— linie celulara de epiderm murinic) si analiza rezultatelor in comparatie cu efectele produse
doar de EUG, precum si de nanoparticulele goale pentru a observa daci citotoxicitatea EUG poate
fi redusa prin incorporarea lui In matrici solide.

Rezultatele obtinute au aratat ci, examinarea biologicd a nanosistemului solid preparat a
indicat un profil bun de biosecuritate atunci cand celulele de epiderm murinic (JB6 Cl 41-5a) au
fost expuse la concentratia maxima de nanoparticule de oxid de fier (100 ug/mL). In ceea ce
priveste nano-formularea preparatd (EUG incorporat pe suprafata nanosistemului solid),
rezultatelor obtinute din experimentele in vitro, au aritat ca, proba NPs@EUG pare sa reduca
citotoxicitatea EUG asupra celulelor epidermice, actiuni evidentiate de o viabilitate celulard mai
mare In urma tratamentului cu NPs@EUG comparativ cu EUG singur, cu mai putine modificari
morfologice si pierderi mai mici de lactat dehidrogenaza (LDH), reprezentind o alternative pentru
administrarea eugenolului, cu un profil de sigurantd imbunatatit pentru aplicatii medicale.

b) sinteza si caracterizarea CHX incapsulatd pe suprafata nanoparticulelor de maghemiti
(CHX-NPS), pentru a minimiza toxicitatea CHX, maximizind in acelasi timp eficacitatea ei
terapeuticd. Noul nanosistem magnetic obtinut a fost caracterizat prin metode fizico-chimice, cum
ar fi spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) - pentru a identifica moleculele
functionale de clorhexidina incorporate pe suprafata nanoparticulelor de maghemita; precum si
microscopia electronica (de scanare i transmisie) - pentru a investiga morfologia si ultrastructura
nanosistemului magnetic.

Rezultatele acestui studiu au ardtat ci, noul nanosistem dezvoltat ar putea fi utilizat in
domeniul stomatologiei si al utilizarii maghemitei ca sistem purtitor de medicamente. Proprietatile

unice ale nanoparticulelor de maghemita, inclusiv superparamagnetismul si biocompatibilitatea, le



transformd in candidati ideali pentru aplicatiile privind administrarea directionati a
medicamentelor.

In ceea ce priveste clorhexidina, aceasta rimane o piatra de temelie in prevenirea infectiilor
In cadrele medicale, in special in gestionarea igienei orale pentru pacientii grav bolnavi, dar sunt
necesare cercetdri continue pentru a optimiza utilizarea sa, pentru a aborda potentialele efecte
adverse, in special in aplicatiile pe termen lung, si pentru a se asigura cd furnizorii de asistenti
medicala sunt echipati cu cunostintele necesare pentru a pune in aplicare protocoale eficiente de
ingrijire orala.

¢) evaluarea unui screening toxicologic in vitro si in ovo, demonstrind astfel versatilitatea
suportului solid pe bazi de nanoparticule de maghemitd obtinut, care Imbunitateste
biodisponibilitatea clorhexidinei. Modelele in vitro utilizate in acest studiu au fost doud linii
celulare sanitoase: keratinocite umane imortalizate HaCaT si celule epidermice murinice JB6 Cl
41-5a la 24 h dupa expunerea lor la nanoparticulele de maghemita, nanosistemul CHX-NPS si
solutie de CHX 2% (o concentratie destul de ridicatd in comparatie cu cele raportate in literatura
stiintificd), pentru intervale scurte. Screeningul in ovo a fost evaluat cu ajutorul testului HET-CAM
(Hen's Egg-Chorioallantoic Membrane) pentru a investiga daci probele de testare prezinta vreun
potential efect iritant asupra membrane corioalantoice ale oului de gaina embrionat.

Dupé caracterizarea nanosistemului CHX-NPS sintetizat prin spectroscopie FTIR si
microscopie electronicd, rezultatele in vitro au aratat ca eficacitatea antimicrobianid a CHX a fost
imbunatatitd atunci cdnd a fost administratd printr-un sistem la scard nanometricd, cu
biodisponibilitate imbunatatita si toxicitate redusa atunci cand a fost testat noul nanosistem CHX-
NPS. Screeningul in ovo a ardtat ca nanosistemul CHX-NPS nu a provocat niciun semn de iritare
asupra vasculaturii membranei corioalantoice si a fost clasificat ca substantd neiritanta. In ciuda
acestui fapt, cercetdrile viitoare ar trebui sd se concentreze pe optimizarea acestui tip de nanosistem
si pe efectuarea unor studii in vivo cuprinzétoare pentru validarea eficacitatii si sigurantei lor
terapeutice in contexte clinice.

Prin urmare, putem spune cd, constatirile obtinute in acest studiu, intaresc afirmatia
referitoare la faptul ¢4 sistemul de nano-transport sintetizat compus din solutie de CHX incorporati
pe suprafata nanoparticulelor magnetice de oxid de fier ar putea fi utilizat in domeniul
stomatologiei, iar utilizarea maghemitei ca sistem purtitor de medicamente, poate fi consideratd

ca o abordare pentru terapia agentilor patogeni bucali, datoritd caracteristicilor lor fizico-chimice.



Directiile viitoare de cercetare se vor axa pe optimizarea formuldrilor care vizeaza
imbundtitirea rezultatelor pentru pacienti, reducand in acelasi timp la minimum efectele adverse
ale CHX, prin utilizarea nanoparticulelor de oxid de fier si functionalizarea suprafetei acestora.
pentru a spori biocompatibilitatea si pentru a reduce potentialele efecte secundare asociate cu
utilizarea lor.

Noua formuld bazatd pe nanoparticule de oxid de fier a fost conceputd pentru a oferi o
actiune antimicrobiana eficienta cu citotoxicitate in vitro redusa asupra liniilor celulare sdnatoase.
In conformitate cu aceasti afirmatie, am demonstrat in studiul de fatd ca nanosistemul CHX-NPS
a prezentat proprietdti bacteriostatice si bactericide imbundtitite impotriva E. coli, S. aureus si P.
aeruginosa, comparativ cu solutia CHX, testati la aceleasi concentratii ca si nanosistemul
sintetizat. In concluzie, evaluarea in vitro a nanosistemelor purtitoare de clorhexidini care
utilizeazd nanoparticule de oxid de fier prezinta o strategie promitatoare pentru cregterea

eficacititii acestui agent antimicrobian.

4. Aprecierea conducitorului de doctorat in ceea ce priveste datele stiintifice din teza

Din analiza de ansamblu a tezei de doctorat elaborata de Drd. Alexandra-loana Pop
(Danild), consider cd lucrarea se incadreazd intr-o tematica de cercetare complexd, privind
utilizarea nanotehnologiei in stomatologie, prin sintetizarea unor nanosisteme pe bazd de
nanoparticule de oxizi de fier (hematitd $i maghemitd), biocompatibile, cu suprafa(d adecvati
pentru atasarea a doi dezinfectanti utilizati in practica dentara, clorhexidina si eugenolul.

Noutatea acestei teze de doctorat consta in faptul ¢i cercetarea de fata aduce o contributie
importanta in directia dezinfectantilor bucali, in special a clorohexidinei, si a eugenolului, care
sunt cunoscuti pentru potentialele lor efecte secundare, mai ales atunci cind sunt utilizati la
concentratii mari. Un alt aspect demn de noutate este reprezentat de nanosistemul purtitor, in
sensul cd@ pentru prima data in literatura de specialitate au fost utilizate nanoparticule de hematita
(a-Fe203), aldturi de nanoparticule de maghemitd (y-Fe»Os) pentru transportul celor doi
dezinfectanfi investigati. Diferenta dintre acestea constd in faptul cd nanoparticulele de hematiti
sunt slab feromagnetice sau cu proprietati antiferomagnetice, dar dintre toti oxizii de fier, acesta
este cel mai stabil din punct de vedere chimic si termodinamic la temperatura camerei. Prin urmare,

maghemita si hematita au fost utilizate in prezenta tezi de doctorat ca un sistem purtitor pentru a



furniza clorohexidina si eugenolul in cavitatea bucald, fird aparitia altor potentiale efecte
secundare, dar cu proprietiti terapeutice imbunititite.

La sfargitul experimentelor, doctoranda a demonstrat versatilitatea nanosistemului purtitor
cu dezinfectanfi, prin faptul ci a demonstrat c¢i acesta imbunititeste biodisponibilitatea
clorhexidinei si eugenolului.

Cercetarile viitoare ar trebui sa se concentreze pe optimizarea formularii acestui sistem
purtdtor si a mecanismelor de livrare a dezinfectantilor sau a altor compusi utilizati in
stomatologie, pentru a maximiza potentialul lor terapeutic, a minimiza efectele toxice adverse,
asigurand in acelasi timp siguranta si eficacitatea utilizarii lor in cadrul clinic.

Teza de doctorat a fost conceputa si redactatd in conformitate cu rigorile impuse de catre
Universitatea de Medicind gi Farmacie “Victor Babes” din Timisoara, doctoranda aratind un
caracter matur gi profesionalism in domeniul stiintific datoritd seriozititii §i a muncii depuse in
rezolvarea cu succes a obiectivelor propuse. Mai mult, doctoranda a aratat ca stipaneste tehnica
experimentald, inclusiv tehnici de prelucrare §i interpretare a rezultatelor obtinute, raportandu-se
constant la datele existente in literatura de specialitate. Rezultatele originale ale tezei au fost
publicate in reviste indexate si cotate ISI Thompson Reuters, cu un factor de impact cumulat de
6.3, fapt ce confirma importanta acestora.

In concluzie consider ci teza de doctorat indeplineste conditiile cerute unui doctorat pentru

domeniul ,,Medicind Dentara”.
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