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Introducere

In aceasta teza de doctorat sunt prezentate rezultatele cercetirii efectuate privind plantele
de Berberis vulgaris L., Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt. si Phellodendron amurense Rupr. si
extractele vegetale obtinute din aceste plante. Cercetarea comparativa a acestor specii de plante,
cu importante activitati biologice, a vizat: morfologia, anatomia si ultrastructura frunzei, a
tulpinii si a scoartei tulpinii, compozitia fitochimica si potentialul biologic al extractelor
alcoolice, privind: citotoxicitatea in vitro pe linii celulare tumorale, activitatile antininflamatorii
si antioxidante in vitro, capacitatea de reducere a Ag-NO;3 in scopul formarii nanoparticulelor de
Ag, Incorporarea extractelor vegetale in complexe lipidice.

Prezenta teza de doctorat este structuratd in patru capitole majore, iar rezumatul de fata
cuprinde idei principale din aceasta. Primul capitol curpinde Date din literatura de specialitate
despre importanta utilizarii plantelor de-a lungul timpului si si contributia acestora la progresul
cercetarilor stiintifice. Al doilea capitol descrie Materialele si metodele folosite in realizarea
activitatii de cercetare, cel de-al treilea capitol prezintd principalele Rezultate si discutii, iar cel

de-al patrulea capitol grupeaza Concluziile.

Scopul si obiectivele

Lucrarea investigheaza profilul fitochimic si functional al extractelor de Berberis
vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense, coreland compozitia chimica cu
efectele asupra stresului oxidativ, inflamatiei cronice si citotoxicitdtii, urmdrind totodata relatia
dintre structurile celulare si biosinteza compusilor activi, precum si posibile aplicatii
biotehnologice prin obtinerea de nanoparticule si lipozomi incércati cu extracte.

Obiectivele specifice ale cercetarii au fost:

1. Evidentierea structurilor tisulare vegetale ale speciilor Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium
si Phellodendron amurense, implicate n biosinteza si acumularea compusilor bioactivi cu
relevanta fitoterapeutica;

2. Caracterizarea fitochimica a extractelor din scoarta tulpinii speciilor Berberis vulgaris,
Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense prin tehnici biochimice si fizice, in scopul
evaludrii variabilitatii compozitiei chimice (alcaloizi, polifenoli etc.) In functie de tipul de
extract (tincturd) si a coreldrii acesteia cu posibile efecte biologice;

3. Evaluarea activitdtii citotoxice a extractelor din Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si
Phellodendron amurense in modele in vitro, pe linii celulare tumorale umane A375 si A549;

4. Evaluarea activitatii antiinflamatorie si antioxidante in vivo a extractelor din Phellodendron

amurense;



5. Utilizarea extractelor de Berberis vulgaris pentru obtinerea nanoparticulelor de argint (Ag)
prin sinteza verde;
6. Incorporarea extractelor din Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron

amurense in complexe lipidice si caracterizarea lor prin metode fizice.

1. Date din literatura

Speciile Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense, apartinand
familiilor Berberidaceae si Rutaceae, se remarcd printr-un profil fitochimic bogat in alcaloizi,
flavonoide si compusi fenolici, responsabili pentru o gama variatd de efecte biologice. B.
vulgaris a fost asociatd cu efecte hepatoprotectoare, hipolipemiante si antioxidante, atribuite in
special alcaloizilor precum berberina si berbamina, substante cu rol antiinflamator si
antimicrobian (Mohammadi si colab., 2014; Song si colab., 2015; Laamech si colab., 2017; Aafi
si colab., 2022; Shakeri, 2024). M. aquifolium, originard din America de Nord, este valorizata
atat ornamental si ecologic, cat si pentru compozitia sa fitochimica complexa, corelatd cu
activitati antioxidante, antiinflamatorii, antimicrobiene si citotoxice (Manosalva si colab., 2016;
Tuzimski si colab., 2023). P. amurense, cunoscut si ca arborele de plutd Amur, utilizat traditional
sub denumirea de ,,Huang Bai”, prezintd o concentratie ridicatd de alcaloizi — berberina,
palmatind, jatrorhizina si felodendrina — responsabili pentru efecte antimicrobiene,
antiinflamatorii si metabolice semnificative (Zarmouh si colab., 2016; Sun si colab., 2016;
Akihisa si colab., 2017; Sun si colab., 2019).

Astfel, prezenta tezd de doctorat se axeazd pe studierea comparativdi a compozitiei
fitochimice si a potentialului biologic, al extractelor vegetale de B. vulgaris, M. Aquifolium si P

Amurense.

2. Materiale si metode
Pentru a Indeplini obiectivele prezentei teze de doctorat, s-au realizat mai multe studii:

a. Analiza morfologica si ultrastructurald a frunzei, tulpinii si scoartei de B. vurgaris, M.
aquifolium si P. amurense, prin microscopie cu transmisie (S/TEM);

b. Analiza fitochimica comparativa a extractelor vegetale de B. vulgaris, M. aquifolium si P
amurense in ceea ce priveste potentialul biologic (activitdti citotoxice in vitro, activitati
antiinflamatorii si antioxidante in vivo);

c. Exploatarea biotehnologica a extractelor vegetale de B. vulgaris, M. aquifolium si P.
Amurense (sinteza-verde de nanoparticule de Ag si Incorporarea extractelor vegetale in

complexe lipidice).



3. Rezultate si discutii
a. Morfologie si ultrastructura frunzei, tulpinii si scoartei de B. vulgaris, M. aquifolium si P,

Amurense

Frunzele, tulpinile si scoarta de Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron
amurense au fost investigate prin microscopie electronica cu scanare (SEM) (Figura 1, 2 si 3).
Frunzele sunt locul sintezei compusilor naturali, in timp ce scoarta este folositd pentru
depozitare. Aspectul morfologic al celor trei organe ofera informatii privind starea generala de
sandtate a plantei (Ciorita si colab., 2024). Caracterizarea SEM a evidentiat prezenta stomatelor
pe suprafata tulpinii (Figura 2), in timp ce sectiunile transversale si sectiunile longitudinale au

aratat o distributie normala a celulelor fara infectii microbiene (Figura 3).

Figura 1. Imagini de microscopie electronicd de baleiaj ale frunzelor B. vulgaris

(a—c), M. aquifolium (d—f) si P. amurense (g—i) care aratd epiderma superioara (a,d,g), epiderma
inferioard (b,e,h) si marginile (c,f,i); Mv = vena mediand; sv = vena secundara; sidgeata alba =
protuberantd/tector tricom; sdgeata neagrd = tricom secretor; * = stomate (Cioritd si colab.,
2024).



Figura 2. Imagini de microscopie electronicd de baleiaj ale tulpinilor de B. vulgaris (a-c), M.
aquifolium (d-f) si P amurense (g-i) care aratd suprafetele (a,d,g), sectiunea transversala (b,e,h)
si sectiunile longitudinale (c,f,i); ale tulpinilor cu stomatele distribuite aleator (sdgeata alba) si
aspectul normal al fasciculelor vasculare (Ciorita si colab., 2024).

Figura 3. Imagini de microscopie electronicd de baleiaj ale scoartelor de B.vulgaris (a),
M.aquifolium (b) si Pamurense (c¢) care au prezentat un aspect normal.

Analiza morfologica si ultrastructurala a frunzei (Figura 4 a-f), tulpinii (Figura 5 a-f) si
scoartei tulpinii (Figura 6 a-i) celor trei plante de interes, au fost investigate prin microscopie
electronica cu transmisie (TEM). Cu ajutorul acestui tip de investigare s-au putut evidentia
veziculele bogate in fitoconstituenti, intalnite la nivel celular, in cazul celor trei tipuri de plante
investigate, dar si structura celulelor si a peretilor celulari. De asemenea, cu ajutorul TEM s-a
putut evidentia ultrastructura normalad a celor trei plante de B. vulvaris, M. agifolium si P.

amurense.
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Figura 4. Imagini de microscopie electronica de transmisie ale sectiunilor ultrafine prin frunze
de Berberis vulgaris (a—b), Mahonia aquifolium (c—d) si Phellodendron amurense (e—f). Se
observa cloroplastele (C), structura peretelui celular (Pc) si veziculele cu fitoconstituenti
marcate cu asterisc (*). Sagetile indica zone de diferentiere ale peretelui celular si organizarea

ultrastructurald a cloroplastelor. Bare de scald: 1-10 um.



Figura 5. Imagini de microscopie electronicd de transmisie ale sectiunilor transversale
ultrafine prin tulpina de Berberis vulgaris (a-b), Mahonia aquifolium (c-d) si Phellodendron
amurense (e—f). Se observa peretele celular (Pc), cloroplastele (C), amiloplastele (A) si
plasmodesmele (Pd). Sdgetile indica particularititi structurale ale peretelui celular si zone de

conexiune intercelulara.



Figura 6. Imagini de microscopie electronicd de transmisie ale sectiunilor transversale prin
scoarta internd la Berberis vulgaris (a—), Mahonia aquifolium (d—f) si Phellodendron
amurense (g—1), care evidentiazd structura peretelui celular (Pc) si prezenta veziculelor cu

fitoconstituenti (*). Sagetile indica zone de ingrosare si diferentiere ale peretelui celular.

b. Compozitia fitochimica si potentialul farmacologic al extractelor de B. vulgaris, M.

aquifolium si P. amurense

Determinarea compozitiei fitochimice a evidentiat ca berberina, compusul de interes, a
fost identificat in fiecare dintrre cele trei specii de plante in concentratii diferite (B. vulgaris -
10.2+1.1 mg/g; M. aquifolium - 2.84+0.23 mg/g; P. amurense - 2.63+0.22) (Figura 1 si Tabel 1).
Activitatea citotoxica a extractelor vegetale de B. vulgaris, M. aquifolium si P. amurense este
dependeta de specie si compozitie fitochimicd. Activitate citotoxicd a celor trei extracte vegetale
investigate, a fost testatd pe doud linii celulare tumorale: A375 (melanom) si A549
(adenocarcinom pulmonar) (Figura 2, 3 si 4) (Ciorita si colab., 2024). Rezultatele au aratat ca B.
vulgaris are cea mai puternicd capacitate de inhibitie Tmpotriva ambelor linii celulare, in timp ce
M. aquifolium are un potential mai bun impotriva liniilor celulare A375, iar P. amurense a fost

cel mai putin toxic dintre cele trei extracte de plante testate.



Tabelul 1. Determinarea cantitativa a compusilor chimici din extractele de plante Berberis
vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense (Ciorita si colab., 2024).

No. | Compusi teluare B. vulgaris M. P. amurense
(min) (mg/g) aquifolium (mg/g)
(mg/g)
1 Acid galic 3.32 0.08+0.02 <LOD 0.10+0.01
2 Acid 4-hidroxibenzoic | 9.98 0.26+0.03 <LOD 0.38+0.03
3 Acid cafeic 12.25 <LOD <LOD <LOD
4 Acid p-coumaric 15.79 <LOD <LOD <LOD
5 Acid ferulic 17.24 <LOD <LOD <LOD
6 Berberamina 21.80 1.32+0.11 1.09+0.12 <LOD
7 Jatrorhizina 24.70 5.27+0.43 12.7+1.0 0.37+0.03
8 Palmatina 29.70 0.15+0.02 2.02+0.17 0.09+0.01
9 Berberina 31.59 10.2+£1.1 2.84+0.23 2.63+0.22
LOD = limita de detectie
Standard —— P. amurense M. aquifolium —— B. vulgaris
1000 1. Galic acid
2. 4-hydroibenzoic acid
900 3. Caffeic acid
4 4. P-coumaric acid
800 - 1 t 5. Ferulic acid
J ‘ i f . (; ?elrbarr]nine
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Figura 1. Cromatograme HPLC ale extractelor de B. vulgaris, M. aquifolium, si P. amurense

monitorizate la 280 nm; datele cantitative sunt prezentate in Tabelul 1.



A375 A549

120
100 100 4
80 4 80 -
& g
£ 60- £ 60-
el o
S ]
> S
40 40
20 4 20
0~ 04
T20 50 25 125 625 312 156 078 039 0 T20 50 25 125 625 312 156 078 039 0
a 2% 2%
Plant extract concentration (%) Plant extract concentration (%)
120 120
101§ 100 4 I
80 - \ 80 \
~ 60 \ =
T I \
404
g .\ Q 40 .
20 4 . \,
20 4
\
04 X\ ‘r 4 -\
-20 \'-"—v--§“-/ :—:—’—"—1“'1"1-—[‘/:
T T T T T LI | WA ) T T T v '20 T T T T T T T T T T
T20 50 25 125 625 312 156 0.78 039 0 T20 50 25 125 625 3.12 156 0.78 039 0
2%
b Plant extract concentration (%) Plant extract concentration (%)
14 05
12
> &
E £
€104 1 ;
3 3 034
] A s |
§ - § 024
£ : A
204 .§ 014 -
< < l
S0z A, 3 1AA 4 4,,,4
¢
0‘0-4 *—4—4—44
T T T T T T T T T T 0.1 T T T T T T T T T T
T20 50 25 125 625 312 156 078 039 0 T20 50 25 125 625 312 156 078 039 0
2%

@ Plant extract concentration (%) Plant extract concentration (%)

Figura 2. Citotoxicitatea extractului de B. vulgaris pe celulele de melanom uman A375 si
celulele de adenocarcinom pulmonar A549; a) Testul de viabilitate MTT, b) Testul de integritate

a membranei LDH, c) Testul NO Griess. T20 = control negativ Tween 20 (Ciorita si colab.,
2024).
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Figura 3. Citotoxicitatea extractului de M. aquifolium pe celulele de melanom uman A375 si
celulele de adenocarcinom pulmonar A549; a) Test de viabilitate MTT, b) Test de integritate a

membranei LDH, ¢) Test NO Griess. T20 = control negativ Tween 20 (Ciorita si colab., 2024).
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Figura 4. Citotoxicitatea extractului de P. amurense pe celulele de melanom uman A375 si
celulele de adenocarcinom pulmonar A549; a) Testul de viabilitate MTT, b) Testul de
integritate a membranei LDH, c) Testul NO Griess. T20 = control negativ Tween 20. (Ciorita
si colab., 2024).

Extractul de P. amurense s-a dovedit a avea o activitate antiinflamatorie, prin reducerea
NF-kB, NOx si 3NT, mai proeminenta in cazul in care este administrat ca tratament terapeutic, si
antioxidanta, prin reducerea biomarkerilor de stres oxidativ, MDA, TOS si OSI, mai proeminenta
in cazul tratamentului profilactic in inflamatia indusa cu ulei de terebentind, in tr-un model

experimental in vivo pe sobolani (Figura 5) (Erhan si colab., 2023).
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Figura S. Teste privind activitatea antiinflamatorie si de stres oxidativ — monoploturi PCA de
corelatie ale raspunsurilor biologice la sobolani cu inflamatie acutd indusd de administrarea
uleiului de terebentina si tratati cu extract din scoartd de P. amurense. (A) Inflam - grup
inflamator; B) Diclo - grup inflamator tratat cu diclofenac; C) Inflam/Phell00 - grup de
inflamatie cu extract de P. amurense 100% tratament; D) Inflam/Phel50 - grup de inflamatie cu
extract de P. amurense 50% tratament; E) Inflam/Phel25 - grup de inflamatie cu extract de P,
amurense 25% tratament; F) grupa cu Phel100/Inflam - extract de extract de P. amurense 100%
profilaxie urmata de inflamatie; G) grupa cu Phel50/Inflam - extract de extract de P. amurense
50% profilaxie urmata de inflamatie; H) grupa cu Phel25/Inflam - extract de extract de P.
amurense 25% profilaxie urmata de inflamatie (Erhan si colab., 2023)

c. Exploatarea biotehnologica a extractelor vegetale de B. vulgaris, M. aquifolium si P.
Amurense (sinteza-verde de nanoparticule de Ag si Incorporarea extractelor vegetale in

complexe lipidice).

A fost investigatd capacitatea extractului de B. vulgaris de a reduce azotatul de argint,
concentrandu-ne pe timpii de reactie de 5 si 18 ore de agitare continua (Figura 6). Scopul
metodei a fost de a evidentia posibilitatea obtinerii de NP prin sintezd verde urmarindu-se
obtinerea de nanoparticule de dimensiuni reduse si uniforme. Aceastd abordare, care utilizeaza
extracte vegetale, este din ce in ce mai populara datorita caracterului ecologic si potentialului de

productie accelerata.
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Figura 6. Imagini de microscopie de transmisie si spectre EDX ale nanoparticulelor Ag
sintetizate cu extract de B. vulgaris timp de 5 ore (a) si 18 ore (b). Se poate observa ca
nanoparticulele se pot forma dupa 5 ore de incubare cu extractul de planta, cu o distributie a
dimensiunilor mai larga (insertii) comparativ cu 18 ore de incubatie. Prin EDX s-a confirmat
prezenta argintului in probe, Impreuna cu elemente organice precum C, N, O, S si Cl, care pot
fi atribuite compusilor din extractul vegetal, sugerand o structurd de tip core—shell, cu miez
metalic de Ag si un strat organic de acoperire, care confera stabilitate nanoparticulelor (Ciorita

si colab., 2024).

Luand in considerare faptul ca berberina, alcaloidul principal comun plantelor de B.
vulgaris, M. aquifolium si P. amurense, este instabil (Aljiin si colab., 2017; Calvo si colab., 2020;
Duong si colab., 2021), s-a ales incorporarea acestor extracte vegetale in trei tipuri diferite de
complexe lipidice: DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolind), DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolind) si POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolind). Pentru a investiga
stabilitatea acestora in diferite conditii de temperatura (Figura 17), dar si influenta extractelor
vegetale asupra structurii complexelor lipidice (Figurile 18-23), s-a optat pentru doud metode de
investigare structurala: imprastierea la unghi mic cu neutroni si raze X (SANS si SAXS), metode

ce aduc noutate 1n aceasta teza de doctorat.
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Figura 7. Spectre de imprastiere SANS ce prezintd evolutia stabilitatii structurale pentru complexe
lipidice multilamelare incarcate cu extracte vegetale de Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si
Phellodendron amurense: DPPC MLV+B. vulgaris, DPPC MLV+M. aquifolium, DPPC MLV+P.
amurense, testate la aceeasi temperaturd de 38 °C (I(Q)cm™' — intensitatea de impristiere; Q[A™]

— vector de Tmprastiere; B. vulgaris MLV 38 °C; M. aquifolium MLV 38 °C; P. amurense MLV
38 °C).
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Figura 8. Spectre de Tmprastiere SAXS pentru complexe lipidice DMPC ULV+B.
vulgaris (indigo - dmpc_ulv_berb _subl.dat), DMPC ULV+M. aquifolium (verde -
dmpc_ulv_mah subl.dat); DMPC ULV+P. amurense (galben -
dmpc _ulv_phel subl.dat) si DMPC+ apd ultra-purd Milli-Q (albastru -
dmpc_ulv subl.dat) (I(q)em” — intensitatea de impristiere; S(qQ)A' — vector de
imprastiere).
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Figura 9. Spectre de imprastiere SAXS pentru complexe lipidice DMPC MLV+B. vulgaris
(turcoaz - dmpc mlv berb subl.dat;), DMPC MLV+M.  aquifolium  (roz -
dmpc_mlv_mah subl.dat); DMPC MLV+P. amurense (maro - dmpc_mlv_phel subl.dat) si
DMPC+api ultra-purd Milli-Q (rosu - dmpc_mlv subl.dat) (I(q)em™ — intensitatea de

impristiere; S(q)A! — vector de impristiere).
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Figura 10. Spectre de imprastiere SAXS pentru complexe lipidice DPPC ULV+B. vulgaris
(Berbl —indigo - DPPC_ULV_Berbl sub 001.dat), DPPC ULV+M. aquifolium (MAH — rosu
- DPPC ULV_MAH sub 001.dat), DPPC ULV+P. amurense (Phell — albastru -
DPPC ULV Phell sub 001.dat), DPPC ULV+apa ultra-pura Milli-Q (verde -
DPPC ULV sub001.dat) (I(q)em — intensitatea de impristiere; S(q)A! — vector de

imprastiere).
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Figura 11. Spectre de imprastiere SAXS pentru complexe lipidice DPPC MLV+B. vulgaris
(Berbl — portocaliu - DPPC_MLV_ Berbl sub 001.dat), DPPC MLV+M. aquifolium (MAH —
indigo - DPPC_MLV_MAH sub 001.dat), DPPC MLV+P. amurense (Phell — verde -
DPPC_MLV Phell sub 001.dat), DPPC MLV+apa ultra-purda Milli-Q (albastru -
DPPC MLV sub001.dat) (I(q)em” — intensitatea de impristiere; S(q)A' — vector de

impragtiere).

T T T T T T T T T T T T

* POPC_ULV_Berb1_sub_001.dat |
* POPC_ULV_MAH_sub_001 dat -
* POPC_ULV_Phel1_sub_001.dat _
+ POPC_ULV_sub_001.dat

I(q)
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Figura 12. Spectre de imprastiere SAXS pentru complexe lipidice POPC ULV+B. vulgaris (Berbl
— rosu - POPC ULV Berbl sub 001.dat), POPC ULV+M. aquifolium (MAH - verde -
POPC ULV _MAH sub 001), POPC  ULV+P amurense  (Phell — maro -
POPC ULV _Phell sub 001.dat), POPC ULV+apa ultra-pura Milli-Q (indigo -
POPC ULV sub 001.dat) (I(q)em' — intensitatea de impristiere; S(q)A! — vector de
imprastiere).

17



* POPC_MLV_Berb_sub_001.dat |
+ POPC_MLV_MAH_sub_001.dat

* POPC_MLV_Phel_sub_001.dat ]|
*3*POPC_MLV_sub_001.dat

I(q)
i

. et e e, .
AN NS -,',s.'\'_'r_-‘\‘:'.“_‘ kg

s@
Figura 13. Spectre de impréstiere SAXS pentru complexele lipidice POPC MLV+B. vulgaris
(Berbl — verde - POPC_MLV Berbl sub 001.dat), POPC MLV+M. aquifolium (MAH — indigo -
POPC_MLV_MAH sub 001.dat), POPC MLV+P. ~ amurense (Phel — burgundi -
POPC_MLV Phell sub 001.dat), POPC MLV+apd ultra-pura Milli-Q (negru -
POPC_ MLV sub 001.dat) (I(q)em”' — intensitatea de Impristiere; S(q)A' — vector de

impragtiere).

4. Concluzii
Cercetdrile realizate in cadrul acestei teze au furnizat date relevante privind caracterizarea
fitochimica, activitatea biologica si aplicabilitatea bionanotehnologica a extractelor de Berberis
vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense, evidentiind potentialul lor bioactiv si
integrarea in sisteme inovative cu aplicatii biotehnologice moderne.
e Demonstrarea activitatii citotoxice a extractelor de Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si
Phellodendron amurense pe celulele umane de adenocarcinom pulmonar si melanom;
e Evidentierea activitatilor antiinflamatorii si antioxidante ale extractului de Phellodendron
amurense;,
e Obtinerea si functionalizarea nanoparticulelor de Ag cu extract de Berberis vulgaris;
e Realizarea si caracterizarea unor complexe lipidice incarcate cu extract de Berberis vulgaris,

Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense.

Prezenta teza de doctorat descrie comparativ potentialul biologic al extractelor vegetale
de Berberis vulgaris, Mahonia aquifolium si Phellodendron amurense. Aspectele morfologice ale

frunzei, tulpinii si scoartei tulpinii, compozitia chimica a extractelor veetale, efectele biologice si
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influenta acestora asupra formularii complexelor lipidice, au fost investigate prin diferite metode

de cercetare, in mai multe laboratoare de cercetare.
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