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CAPITOLUL I - Cancerul de san: epidemiologie si status quo n
practica clinica curenta

Cancerul de san reprezinta cea mai frecventa tumora maligna n randul
femelilor, peste 2 milioane de persoane fiind diagnosticate cu aceasta
patologie 1n 2018. Din perspectiva mortalitatii, cancerul de san a cauzat in
acelasi an 626.000 de decese la nivel global, reprezentand 24,2% din totalul
deceselor cauzate de cancer in randul populatiei feminine (Bray si colab.,
2018).

in abordarea clinici curentd, diagnosticul si prognosticul cancerului de
s&n presupun in principal determinarea stadiului tumoral, gradului tumorii si
statusului unor biomarkeri cu valoare de prognostic si tintd terapeutica,
parametrii pe baza cédrora se va stabili strategia terapeutica potrivita fiecarei
paciente. Cancerul de san se clasificd la modul general in carcinom in situ si
carcinom invaziv, in functie de infiltrarea celulelor tumorale in tesuturile
adiacente, clase care la randul lor pot fi impartite in carcinom ductal si
carcinom lobular, in dependentd de localizarea tumorii primare
(Mastropasqua si Viale, 2017).

Stadiul tumorii este cel mai des determinat cu ajutorul sistemului de
stadializare  TNM, in functie de dimensiunea tumorii (T), numaérul
ganglionilor limfatici axilari invadati (N) si existenta metastazelor in alte
organe (M) (Koh si Kim, 2019). Sistemul TNM indica stadiul in care se afla
o tumord la momentul diagnosticului, dar nu reuseste sa stabileasca
agresivitatea celulelor tumorale, factor extrem de important din perspectiva
evolutiei bolii. Gradul histologic al tumorii reprezintd gradul de diferentiere
al celulelor tumorale in comparatie cu celulele normale din acelasi tesut si
este stabilit de cele mai multe ori Th cancerul de san cu ajutorul sistemului de
gradare Nottingham. Gradul Nottingham este determinat in functie de trei
parametrii histologici: polimorfismul nuclear (indicator din perspectiva
structurii celulare), indexul mitotic (indicator din perspectiva capacitatii de
proliferare) si prezenta formatiunilor epiteliale tubulare (indicator din
perspectiva arhitecturii tisulare) la nivelul tesutului tumoral (Dalle si colab.,
2008).

Chiar daca stadiul si gradul tumorii sunt elemente importante ale
diagnosticului cancerului mamar ce influenteaza strategia terapeutica (in
special din punctul de vedere al interventiei chirurgicale si al radioterapiei),
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decizia din perspectiva tratamentului adjuvant/ neoadjuvant bazat pe
chimioterapie se bazeaza cu precadere pe statusul unor biomarkeri cu valoare
de prognostic si tinta terapeutica. Dintre acestia, cei mai des utilizati markeri
tumorali in clasificarea moleculard a canceului mamar sunt receptorii
hormonali pentru estrogen (ER) si progesteron (PR), receptorul tirozin-
kinazic Her2/Neu (ERBB2) si markerul de proliferare Ki67 (Nounou si
colab., 2015). Pe baza nivelului de exprimare al acestor patru categorii de
molecule, cancerul de san a fost Tmpartit in patru subtipuri moleculare
generale: luminal A, luminal B, Her2 pozitiv (Her2+) si triplu negativ
(Onitilo si colab., 2009). Tncadrarea unei tumori intr-unul dintre aceste
subtipuri moleculare ofera informatii atat din prisma evolutiei si progresului
bolii In organism, cat si din perspectiva raspunsului la tratament. Astfel, pe
baza clasificarii cancerului de sin in subtipuri moleculare va fi stabilita grila
de tratament specifica fiecarei paciente.

Tratamentul conventional al cancerului de sdn constd in interventia
chirurgicald pentru extirparea tumorii, dublatd de radioterapie pe de o parte
si terapie sistemica (chimioterapie, terapie hormonala si terapie tintita) pe de
cealalta parte, in dependentd de caracteristicile clinice ale pacientului
(Dhankhar si colab., 2010). Tn cazul tumorilor mamare localizate se intervine
prin rezectie chirurgicald, de cele mai multe ori prin lumpectomie (operatie
cu conservare a sanului) (Matsen si Neumayer, 2013). Interventia
chirurgicald poate fi precedatd de tratament neoadjuvant, pentru a micgora
dimensiunile tumorii. Ulterior extirparii tumorii, se apeleaza de cele mai
multe ori si la terapie adjuvantd, cu scopul de a minimiza sansele de
metastazare si recidivd a bolii (Matsen si Neumayer, 2013). Decizia
terapeutica din perspectiva terapiilor sistemice ce urmeaza a fi administrate
pacientelor cu cancer de sin este luatd pe baza apartenentei tumorii la unul
dintre cele patru subtipuri moleculare.

Réspunsurile clinice ale pacientilor cu cancer mamar depind in
mare masurd de subtipul molecular, atat datoritd fenotipului caracteristic
fiecaruia dintre acestea, cat si datoritd optiunilor terapeutice mai mult sau mai
putin limitate (Fig. 1). Astfel, subtipul luminal A, cu un fenotip mai putin
agresiv, cu capacitate de proliferare redusd si cu terapie hormonald
disponibila in clinica prezintd cel mai bun raspuns clinic, cu rate de
supravietuire la 5 ani de peste 90%. La polul opus se afla cancerele mamare



triplu negative, ce apartin celui mai agresiv subtip molecular de cancer de
sén, In cazul cérora nu existd nici o terapie tintitd in practica clinica curenta.

gii in | de sén
Luminal A I—m—l Her2 pozitiv Triplu Negativ
Her2+ Her2-

| |

Terapie hormonala Terapie hormonald Chimioterapie Chimioterapie

+ + +

Terapie hormonala
(majoritatea cazurilor)

Ch i Chimioterapie Terapie anti-Her2

Chimioterapie
(tumori cu risc crescut)

Terapie anti-Her2

Fig. 1 Optiunile terapeutice in cancerul de sin, in functie de subtipul
molecular (adaptat dupa Nounou si colab., 2015).

Coroborand aceste date, se evidentiazd faptul ca tratamentul
conventional al cancerului de san este departe de a fi Intr-adevar eficient.
Chiar daca, in practica clinicd curentd, existd o serie de optiuni terapeutice
tintite, acestea sunt limitate la anumite subtipuri moleculare, iar rezistenta la
aceste tratamente a diferitelor subtipuri moleculare la care terapia tintita este
recomandatd, este un fenomen incd des intdlnit (Chun si colab., 2017).
Totodata, lipsa unor tratamente tintite in cancerul triplu negativ, precum si
ineficienta terapiei in general in cazul tumorilor mamare de stadiu avansat
cresc sansele esecului terapeutic (Ismail-Khan si Bui, 2010). Astfel, cancerul
de s&n metastatic este aproape universal fatal Th 5-10 ani de la momentul
diagnosticului, fapt rimas valabil in ultimii 30 de ani (Tevaarwerk si colab.,
2013).

In acest context, o parte importanti din eforturile comunitatii stiintifice
se concentreaza pe identificarea de noi compusi cu actiune anti-tumorala, cu
scopul de a imbunatati eficienta tratamentului si de a diminua efectele
secundare ale terapiei. Una dintre cele mai importante surse de compusi
bioactivi cu potential anti-cancer este reprezentatd de organismele vegetale.



CAPITOLUL Il - Compusi de origine vegetald in managementul
cancerului de san

1. Compusi vegetali in terapia conventionala a cancerului de san

Organismele vegetale reprezintd o sursa primara de compusi naturali, cu
precadere metaboliti secundari pentru oncologia moderna. Peste 3000 de
specii de plante au fost identificate de-a lungul timpului detinand proprietati
anti-tumorale (Tariq si colab., 2017), mecanismele de inducere a mortii
celulare provocate de compusii naturali fiind extrem de diverse (Gali-
Mubhtasib si colab., 2015). Intre anii 1940 si 2014, 49% dintre medicamentele
oncologice aprobate spre utilizare ca parte a grilelor de chimioterapie au fost
compusi de origine naturala (Newman si Cragg, 2016), dovedind impactul
acestor constituenti vegetali in terapia conventionald a cancerului. Cu toate
acestea, din totalul de 250.000 de specii de plante existente, doar 10% au fost
testate din perspectiva farmacologicéd pana in acest moment (Igbal si colab.,
2017).

Interesul pentru integrarea compusilor de origine vegetala in terapia
conventionald a cancerului a aparut dupa anii 1950, cand au fost descoperiti
alcaloizii vinca si podofilotoxinele, doud categorii de metaboliti secundari
izolati din plante, caracterizate de o puternica activitate anti-tumorala (Cragg
si Newman, 2005). Ulterior, numerosi alti compusi de origine vegetala cu
potential anti-tumoral au fost identificati, cele mai importante clase fiind
taxanii si camptotecinele, compusi ce au fost inclusi in grilele de
chimioterapie conventionald incepand cu anii 1990 (Safarzadeh si colab.,
2014). Astfel, o proportie covarsitoare de medicamente oncologice utilizate
in ziua de astdzi sunt de provenientd naturald. Din totalul de 65 de astfel de
medicamente aprobate in perioada 1981-2002 pentru tratarea cancerului, 48
sunt din surse naturale (Wang si colab., 2012). Din cele 121 de medicamente
oncologice aprobare de Agentia de Administrare a Hranei si Medicamentului
(FDA - Food and Drug Administration) utilizate in S.U.A Tn anul 2013, 90
au fost izolate initial din randul organismelor vegetale (Safarzadeh si colab.,
2014). Dintre toate acestea, doua clase de compusi de provenienta vegetala
sunt utilizate la modul general n tratamentul cancerului de san: alcaloizii
vinca si taxanii (Igbal si colab., 2017).

Coreland toate aceste date este demonstrat impactul major al compusilor
de origine vegetald in tratamentul cancerului de sin, ca parte a terapiei
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conventionale din practica clinica curenta. Totodata, este subliniat potentialul
constituentilor vegetali 1n dezvoltarea de noi terapii eficiente, avand in
vedere si faptul cd doar 10% din toate speciile de plante au fost testate pentru
proprietatile farmacologice pana in acest moment (Igbal si colab., 2017).

2. Compusi vegetali in medicina complementara si alternativa a
cancerului de san

Medicina complementara si alternativd (CAM — Complementary and
Alternative Medicine) cuprinde toate practicile legate de sanatatea umana
care nu fac parte integranta din sistemul de sanatate conventional, dar care
sunt utilizate de catre multi pacienti cu scopul de a-si completa ingrijirea
(Eisenberg si colab., 1998). Peste 49% dintre pacientii diagnosticati cu cancer
dupa anul 2000 utilizeaza cel putin un astfel de produs asociat CAM in timpul
sau dupa finalizarea tratamentului conventional (Horneber si colab., 2012).
Cea mai des utilizatd forma de CAM in randul pacientilor cu cancer este
utilizarea diferitelor extracte, formule sau suplimente de origine vegetala,
reunite sub denumirea generica de preparate vegetale (Molassiotis si colab.,
2006).

Preparatele vegetale au potentialul de a creste atat durata de viata, cat si
calitatea vietii pacientilor oncologici, studii multiple sugerand rolul adjuvant,
respectiv paliativ pe care acestea ar putea si il detina (Efferth si colab., 2007;
Seely si Oneschuk, 2008). Aceste metode de medicind complementara bazate
pe compusi de origine vegetala ar tine sub control simptomele asociate
tratamentului conventional, ar creste sensibilitatea celulelor tumorale la
actiunea chimioterapiei, ar scadea citotoxicitatea compusilor conventionali
asupra celulelor normale si ar imbunatiti raspunsurile imune ale
organismului (Helyer si colab., 2006; Navo si colab., 2004). Totusi, marea
majoritate a datelor ce sustin beneficiile preparatelor vegetale provin din
studii preclinice, in vitro si in vivo, ce nu pot fi transpuse automat pe pacienti.
In cazul subiectilor umani, eficienta acestor terapii complementare este
bazata de cele mai multe ori pe dovezi empirice si pe studii de caz particulare,
studiile clinice la scard larga fiind extrem de putine (Liao si colab., 2013).

Atat efectele benefice cat si cele nocive ale preparatelor vegetale
consumate concomitent cu tratamentul conventional al cancerului se
datoreaza In mare masura interactiunilor farmacodinamice dintre compusii
implicati (Cheng si colab., 2010). Astfel, chiar dacd compusii de origine
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vegetala pot sd potenteze efectele chimioterapiei clasice, acestia pot si
interfera cu activitatea anti-tumorala a medicamentelor oncologice (Aung si
colab., 2017), prin alterarea cdilor responsabile de metabolizarea
chimioterapicelor, si astfel scdderea expunerii tumorii la actiunea acestora
(Enioutina si colab., 2017). Astfel, utilizarea preparatelor vegetale de catre
pacientii oncologici nu este intotdeauna eficientd (Saxe si colab., 2008) si/
sau sigura (Hu si colab., 2005).

Avand 1n vedere toate aceste date se constatd cd preparatele vegetale
sunt tot mai des utilizate de catre pacientele cu cancer mamar, chiar daca
eficienta si siguranta acestora nu este intotdeauna doveditd. Potentialul dual
al preparatelor vegetale in terapia cancerului mamar, dublat de increderea
crescutd in eficienta utilizarii acestor preparare n randul pacientelor
demonstreazd necesitatea studierii 1n profunzime a interactiunilor
farmacodinamice dintre acestea si compusii chimioterapici conventionali.
Totodata, lipsa dovezilor stiintifice clare asupra eficientei si sigurantei
utilizarii unui preparat vegetal, independent sau in asociere cu o grild
specifica de tratament conventional, face ca subiectul eficientei remediilor
naturale alternative sd ramand deocamdata fard un consens in comunitatea
stiintifica.

3. Compusi vegetali in preventia cancerului de sén: concepte de
nutrigenomica

Tot mai multe studii recente demonstreaza rolul important jucat de
compusii bioactivi de origine vegetald in preventia cancerului, nutrientii din
plante fiind capabili de modularea exprimarii unor gene esentiale in
tumorigeneza si in evolutia bolii (Braicu si colab., 2017; Kotecha si colab.,
2016). Astfel, obiceiurile alimentare influenteazd riscul de aparitic a
cancerului, multe componente ale dietei modificdnd procese fiziologice
celulare relevante in initierea, promovarea si progresul tumorii in organismul
uman (Nicastro si colab., 2012; Turati si colab., 2015). Cancerul de san este
unul dintre tipurile de cancer a caror incidenta este influentata de factori de
mediu, inclusiv de nutritie si dietd (Davis, 2007).

Studiul preventiei cancerului se raliaza in jurul identificarii de compusi
ce ar putea avea un impact pozitiv impotriva transformarii celulare in fazele
initiale ale oncogenezei (Sapienza si Issa, 2016). O serie de compusi de
origine vegetala au potentialul de a se opune initierii si promovarii cancerului,
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atat la nivelul celulelor initiate, cat si prin declansarea altor raspunsuri
fiziologice ale organismului. Astfel, diversi fitoconstituenti pot induce
detoxifierea carcinogenilor prin activarea unor cidi metabolice specifice
(Royston si Tollefsbol, 2015), dar si imbunitatirea supravegherii imune ce
duce la eliminarea celulelor transformate (Luis Espinoza si colab., 2013). Tn
celulele initiate, compusii de origine vegetala pot creste stabilitatea ADN,
atat prin prevenirea degradarii, cat si prin inducerea repararii materialului
genetic (Ferguson si colab., 2004). Totodata, numerosi constituenti vegetali
sunt capabili sa induca modificari epigenetice substantiale la nivelul celulelor
transformate, prin care se vor opune initierii si promovarii tumorii (Kotecha
si colab., 2016).

Totusi, efectele benefice ale nutrientilor in preventia cancerului nu
depind doar de compusii bioactivi in sine, ci si de predispozitia geneticd a
fiecarui individ. Astfel, variatia din perspectiva incidentei cancerului In
populatii umane cu obiceiuri alimentare similare poate fi explicata tocmai din
prisma particularitatilor genetice si epigenetice a fiecarui individ, ce
influenteaza susceptibilitatea la actiunea beneficd a dietei (Ardekani si
Jabbari, 2009). Tn tot acest context s-a dezvoltat in ultimii ani nutrigenomica
in cancer, stiinta ce studiaza impactul nutrientilor asupra genomului celular,
subliniind modul in care modificarile epigenetice induse de dietd influenteaza
tumorigeneza prin modularea exprimarii genelor relevante in initierea si
promovarea cancerului.

In acest context se evidentiaza necesitatea de a testa nutrientii de origine
vegetala din perspectiva efectelor epigenetice induse la nivelul celulelor
initiate si de a identifica acele componente ale dietei ce ar avea un potential
rol protector impotriva initierii, promovarii i progresului cancerului in
organism. Totodata, barierele biologice ce se opun efectelor anti-tumorale,
cum sunt biodisponibilitatea redusd a unor nutrienti, gradul scdzut de
absorbtie al acestora sau concentratiile prea mici ale compusilor activi in
alimente vor necesita atentie sporitd in vederea depasirii acestora.



CAPITOLUL 111 - Calendula officinalis: plantid medicinala cu
proprietiti anti-tumorale
[Capitolul I, intr-o forma adaptatd, a fost publicat ca: Cruceriu D,
Balacescu O, Rakosy-Tican E, 2018. Calendula officinalis: potential roles
in cancer treatment and palliative care. Integrative Cancer Therapy
17(4):1068-1078]

Calendula officinalis (familia Asteraceae), denumita popular filimica
sau galbenele, este o specie des utilizatd in medicina traditionald. Diverse
preparate vegetale obtinute din florile si frunzele acestei specii sunt folosite
popular ca anti-spasmodic si anti-inflamator, in tratarea ranilor, arsurilor
minore, iritatiilor si a altor eruptii cutanate (Mehta si colab., 2012). Extractele
de C. officinalis sunt caracterizate de activitati farmacologice diverse, cele
mai importante proprietati medicinale raportate in literatura fiind activitatile
antiinflamatoare, antioxidantd (Frankic si colab., 2009), antibacteriana
(Goyal si Mathur, 2011), antifungicd (Gazim si colab., 2008), si
imunostimulatoare (Varlijen, 1989). Activitatea biologicd a extractelor se
datoreaza profilului biochimic, cu precadere metabolitilor secundari.

1. Profilul fitochimic al speciei C. officinalis

Cele mai importante clase de compusi ce se gasesc in organele speciei
C. officinalis sunt polifenolii, terpenele, cumarinele si chinonele (Ashwlayan
si colab., 2018; Khalid si Da Silva, 2012). Compusii fenolici, incluzand in
acest caz acizii fenolici si flavonoidele, se gasesc in cantititi mari in toate
organele supraterane ale acestei specii. Terpenoidele se gisesc atat in
extractele obtinute cu ajutorul solventilor mai putin polari, cat si in fractia de
compusi volatili ai preparatelor din C. officinalis, terpenele reprezentand o
parte importanta a uleiurilor esentiale de origine vegetala.

Avénd in vedere diversitatea constituentilor din preparatele vegetale
obtinute din C. officinalis, se contureaza premisa conform careia aceasta
specie ar putea avea potential si in managementul cancerului. Polifenolii si
terpenele volatile sunt clase de compusi cunoscute pentru activitatea anti-
tumorald, fiind fitoconstituenti capabili sa inhibe proliferarea celulara si sa
induca apoptoza (Fantini si colab., 2015; Nichenametla si colab., 2006). Mai
mult decét atét, trei compusi izolati direct din C. officinalis, luteina si doud
triterpene glicozilate, au fost testati pentru efectele anti-tumorale si s-au
dovedit a fi citotoxici in diverse patologii tumorale.
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2. C. officinalis Tn managementul cancerului

Efectele anti-tumorale ale extractelor de C. officinalis atét in vitro, cat si
in vivo in modele animale au fost dovedite pentru prima datd acum mai mult
de 25 de ani (Boucaud-Maitre si colab., 1988). Numeroase alte studii au reusit
ulterior s3 completeze aceste date, diverse preparate vegetale obtinute din
frunzele, florile si radacinile acestei specii fiind caracterizate de actiune anti-
tumorala. Stadiul actual al cunoasterii din perspectiva efectelor anti-tumorale
in vitro si in vivo, dar si al potentialului in ingrijirea paliativa a pacientilor
oncologici a preparatelor din C. officinalis fiind prezentate in figura 2.

Activitate in vitro B, o ¢ / Activitate in vivo
Citotoxicitate selectiva Toxicitate generala
1C50: 50 pg/mL == 2300 pg/mL Fara toxicitate acutd, locald sau sistemica
« Linii celulare: melanom, leucemie,
cancer pulmonar gastric, de san,
col uterin, colon si pancreas.

Efect chemo-preventiv
Scaderea numarului total de
tumori si a dimensiunilor tumorilor

i . Efect anti-tumoral
Activitate in vitro «__ 4 Inhibarea cresterii tumorale
Citotoxicitate
1C50: 50 pg/mL == 410 pg/mL
« Linii celulare: melanom, leucemie,
cancer de san si colon.

Efect anti-metastatic
Scaderea numarului tumorilor
secundare

Tngrijire paliativa
Tratarea radio-dermatitei
* Pacienti cu cancer de san, de cap si gat

Activitate in vitro s——__

Citotoxicitate
1C50: 230 pg/mL

« Linii celulare: leucemie Tratarea mucozitei orofariengiene induse de

radioterapie
’ * Pacienti cu cancer de cap si gat

Fig. 2 Aspecte generale ale activitatii anti-tumorale a extractelor de C.
officinalis. Extractele din flori: activitate in vitro, in vivo si in ingrijirea
paliativa; extractele din frunze: activitate in vitro; extractele din radacini:
activitate in vitro (tradus dupa Cruceriu si colab., 2018).

Extractele vegetale de C. officinalis s-au dovedit a fi caracterizare de
activitate anti-tumorala in sisteme in vitro, asupra a numeroase linii celulare
de cancer. Mai mult decat atat, In cazuri specifice, aceste preparate au fost si
selective in actiunea anti-tumorald. Marea majoritate a studiilor au fost
efectuate pe extracte obtinute din florile acestei specii, chiar daca un studiu
din 2012 sugereaza ca preparatul din radicini ar fi superior (Wegiera si
colab., 2012). Preparatele obtinute in apa distilatd prin infuzie sau macerare
sunt caracterizate de actiune citotoxicd mai redusd, chiar daca Jimenez-
Medina si colab. (2006) reusesc sd creascd performantele acestui tip de
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extract prin activare cu laser. Extractele obtinute in metanol sunt superioare
celor in apa din perspectiva actiunii anti-tumorale exercitate asupra liniilor
celulare (Miguel si colab., 2016). Din perspectiva mecanismelor de actiune,
extractele de C. officinalis par a avea efecte atét citotoxice ct si citostatice
in cazul celulelor tumorale. Scaderea nivelelor de exprimare a ciclinelor in
urma tratamentului sugereazi stoparea ciclului celular, iar activarea
caspazelor ca raspuns la administrarea acestora subliniazd probabilitatea
inducerii apoptozei (Jimenez-Medina si colab., 2006).

Activitatea in vivo a extractelor obtinute din florile de C. officinalis a
fost investigatd in ultimii 20 de ani din perspectiva toxicitatii generale, a
efectelor anti-genotoxice/ chemo-preventive, a actiunii anti-tumorale si a
capacitatii anti-metastatice, In diferite animale model. Preparatele vegetale
obtinute din florile de C. officinalis nu induc toxicitate acutd si subacutd
(Silva si colab., 2007) si nici sistemica sau locala (Jimenez-Medina si colab.,
2006) la dozele necesare pentru tratarea patologiei tumorale. Atat extractul
etanolic (Barajas-Farias si colab., 2006), cat si cel metanolic (Ali si colab.,
2014) obtinute din florile de Calendula au efecte chemo-preventive in
carcinogeneza indusd chimic in animale model. Pe langd capacitatea de
preventie a aparitiei cancerului, extractul de C. officinalis are si actiune anti-
tumorald (Jimenez-Medina si colab, 2006). Un alt extract etanolic din florile
aceleiasi specii a crescut durata de viatd cu 43% si a inhibat metastazarea
pulmonara a melanomului in soarecii tratati (Preethi si colab., 2010).

Pe langd actiunea anti-tumorald a extractelor din C. officinalis, mai
multe studii clinice recente sugereaza ca preparatele vegetale obtinute din
florile acestei specii ar putea deveni resurse relevante si in paliatia pacientilor
oncologici cu cancer de san, de cap sau de gat a caror grila terapeutica include
radioterapie (Pommier si colab., 2004; Sharp si colab., 2013).

Astfel, preparate vegetale obtinute din organele speciei Calendula
officinalis, au potential in managementul cancerului, atit in preventie si
terapie, cat si in Ingrijirea paliativa. Diversitatea metabolitilor secundari, cu
precadere polifenoli si terpene ce sunt caracterizati de actiune citotoxica si
citostaticd asupra celulelor canceroase, fac ca extractele de Calendula sa
detinad activitate anti-tumorala, in vitro. Totodatd, faptul cd activitatea
biologica se mentine si in modele animale, atit ca actiune anti-genotoxica,
cat si anti-tumorald si anti-metastatica, creste potentialul utilizarii acestei
specii in preventia si tratamentul cancerului.
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CAPITOLUL 1V - Solanum spp.: specii salbatice cu potential
nutrigenomic Tn cancer

Cartoful (Solanum tuberosum), ca specie cultivata, este una dintre cele
mai importante surse vegetale de hrana pentru populatia lumii, fiind situat pe
locul 4 din perspectiva consumului, dupa grau, orez si porumb (FAO -
Organizatia pentru Hrana si Agricultura a Organizatiei Natiunilor Unite,
2018). Astfel, S. tuberosum joaca un rol esential in asigurarea accesului la
hrana pentru populatia lumii, cu precadere in tarile subdezvoltate, avand in
vedere si cresterea rapidd a natalitatii globale (Centrul International al
Cartofului, 2018).

Cu toate acestea, specia Solanum tuberosum este susceptibild la atacul
diversilor consumatori/ paraziti/ patogeni (insecte, nematode, fungi, bacterii,
virusuri) si are rezistentd scazutd la factorii abiotici de mediu, ce cauzeaza
pierderi serioase in culturd (Haldar si colab., 2006). Cauza principald pentru
care specia cultivatd de cartof si-a pierdut caracterele de rezistentd este
interventia umana, prin monocultura, selectia artificiala cu scopul cresterii
productivititii si fnmultirea asexuati prin tuberculi. In acest context,
comunitatea stiintifica si-a propus reintegrarea acelor trasaturi importante, ce
sunt implicate in raspunsul la diversi factori de mediu. Astfel, s-a apelat la
speciile salbatice de cartof, cum sunt S. chacoense si S. bulbocastanum, ce
joaca rolul de resurse genetice in programele de ameliorare ale cartofului (De
Haan si Rodriguez, 2016; Rakosy-Tican si colab., 2019).

S. bulbocastanum este utilizat in ameliorarea cartofului datoritd
rezistentei la Phytophthora infestans (Lokossou, 2010; Rakosy-Tican si
colab., 2015), iar S. chacoense datorita rezistentei la gandacul de Colorado si
la atacurile bacteriene (Chen si colab., 2013; Molnar si colab., 2017; Rakosy-
Tican si colab., 2019). Rezistenta acestor specii salbatice de cartof la diversi
patogeni se bazeaza in mare masura pe constituentii fitochimici, metabolitii
secundari prezenti in diferite organe, cum sunt glicoalcaloizii, avand efecte
repelente si/ sau toxice asupra daunatorilor (Mweetwa si colab., 2012). Fara
a fi o coincidenta, diversi astfel de compusi ce fac parte din profilul fitochimic
al speciilor sélbatice de cartof, cum sunt solamargina (Liu si colab., 2004;
Shiu si colab., 2007), a-chaconina sau a-solanina (Friedman, 2015), au si
proprietati anti-tumorale.
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1. Profilul fitochimic al speciilor S. chacoense si S. bulbocastanum

Datele legate de profilul biochimic al speciilor sdlbatice de Solanum sunt
extrem de putin prezente in literatura si sunt departe de a fi exhaustive. Cele
douad clase de metaboliti secundari ce caracterizeaza speciile de Solanaceae
sunt polifenolii, cu precadere acizii fenolici si alcaloizii. Din perspectiva
continutului de glicoalcaloizi, speciile S. bulbocastanum si S. chacoense
prezinta nivele ridicare de a-solanind si a-chaconind la nivelul frunzelor, si
cantitéti mari de solamargina si solasonind in tuberculi (Distl si Wink, 2009).
Din perspectiva polifenolilor, acidul clorogenic reprezinta compusul ce se
gaseste In cea mai mare abundentd in organele acestor doua specii (Hale si
colab., 2008; Navarre si colab., 2011).

2. Activitatea anti-tumorala a speciilor de Solanum spp.

Extractele vegetale obtinute din speciile salbatice S. chacoense si S.
bulbocastanum au fost extrem de putin investigate din perspectiva
proprietatilor anti-tumorale. Doar doud extracte vegetale obtinute din S.
chacoense (Mamone si colab., 2011; Mongelli si colab., 1999) au fost testate
din perspectiva activitatii anti-tumorale, ambele preparate fiind caracterizate
de activitate citotoxica. Nici un studiu nu a investigat proprietatile anti-
tumorale ale unor extracte obtinute din specia S. bulbocastanum. Chiar daca
extractele complete din aceste doua specii de interes nu au fost intens studiate,
alcaloizii specifici familiei Solanaceae, o-solanina, o-chaconina sau
solamargina au fost analizati extensiv din prisma efectelor anti-tumorale. Toti
acesti compusi sau dovedit a fi citotoxici si/sau citostatici in diverse patologii
tumorale, inclusiv in cancerul de san(Friedman, 2015).

In acest context, extractele vegetale obtinute din speciile silbatice de
Solanum ar putea fi surse relevante de constituenti bioactivi cu activitate anti-
tumorald ce ar putea fi inclusi in grilele terapeutice conventionale. Mai mult
decat atat, datoritd utilizarii intense a acestor specii in programele de
ameliorare, soiurile nou obtinute de cartof ar putea fi caracterizate de
continuturi ridicate de astfel de nutrienti cu activitate anti-tumorald. Astfel,
aceste noi plante cultivate ar putea juca un rol in preventia aparitiei cancerelor
prin nutritie si dietd. Totodata, avand in vedere importanta cartofului ca sursa
vegetald de hrand pentru populatia umana, impactul noilor soiuri cu
continuturi ridicate de compusi cu proprietati nutrigenomice in cancer ar fi
unul semnificativ.
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Scopul si obiectivele lucrarii

Scopul lucrarii

Evaluarea potentialul anti-tumoral a cinci extracte vegetale obtinute din
florile si frunzele de C. officinalis, frunzele de S. bulbocastanum si frunzele
si tuberculii de S. chacoense, impotriva a trei linii celulare apartindnd
subtipurilor luminal si triplu negativ de cancer de san.

Obiectivele lucrarii

Obiectiv 1. Caracterizarea biochimica a extractelor vegetale metanolice din
C. officinalis si S. chacoense obtinute prin tehnica asistatd de ultrasunete
(UAE), din prisma continutului de polifenoli, compusi volatili si alcaloizi
prin metode spectrofotometrice, HPLC si MS.

Obiectiv 2. Determinarea activitatii biologice a extractelor din C. officinalis,
S. chacoense si S. bulbocatanum din perspectiva activitatii antioxidante prin
metodele ABTS, FRAP si CUPRAC, si a activitatii anti-tumorale selective
pe liniile celulare de cancer mamar MCF7, MDA-MB-231 si HS578T
comparativ cu linia celulara sanatoasa HUVEC, prin metoda MTT.

Obiectiv 3. Identificarea unor mecanisme moleculare de actiune a extractelor
din C. officinalis, S. chacoense si S. bulbocastanum pe linia celularda MCF7,
pe baza evaludrii nivelelor de exprimare genici a 14 gene relevante in
apoptoza si proliferare, prin tehnica RT-qPCR.
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CAPITOUL V - Materiale si metode

1. Producerea extractelor vegetale
2.1. Material vegetal si conditii de cultura

Plante de C. officinalis au fost obtinute pornind de la seminte germinate
in sol, si culturd ulterioara ex vitro, in conditii controlate de laborator.
Autentificarea speciei a fost efectuatd in ierbarul Universitatii “Babes-
Bolyai”, Roméania (CL Herbarium; voucher de autentificare specimen
668431). Frunzele si florile plantelor au fost uscate la intuneric si au fost
mojarate sub forma de pudra, in vederea obtinerii extractelor vegetale.

Semintele de Solanum chacoense Bitt., accesiunea Pl 458310 provin de
la Sistemul National de Germoplasma Vegetala al Statelor Unite ale Americii
(NPGS — National Plant Germoplasm System, Sturgeon Bay, WI, USA), iar
plantele apartindnd speciei S. bulbocastanum, accesiunea GLKS-31741
provin de la Institutul pentru Geneticd Vegetald si Cercetare a Plantelor
Cultivate, Germania [Gross Liisewitz Potato Collections (GLKS) of the IPK
Gene Bank, Leibniz— Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research,
Germany]. Cele doua specii au fost cultivate in vitro, in conditii de laborator
optimizate pentru speciile de cartof. Ulterior, explantele au fost aclimatizate
ex vitro n sol, fiind cultivate in conditii controlate de laborator. Materialul
vegetal, constand in frunze provenite de la ambele specii si tuberculi recoltati
de la specia S. chacoense a fost uscat la intuneric si mojarat sub forma de
pudra, in vederea obtinerii extractelor vegetale.

2.2. Producerea extractelor vegetale prin tehnica ultrasonicarii

Pe baza materialului vegetal recoltat de la cele trei specii incluse Tn studiu,
au fost preparate cinci extracte vegetale: C. officinalis — flori; C. officinalis —
frunze; S. bulbocastanum — frunze; S. chacoense — frunze; S. chacoense —
tuberculi. Indiferent de materialul vegetal de la care s-a pornit, protocolul de
obtinere a extractelor a fost acelasi, fiind bazat pe tehnica ultrasonicarii, Th
metanol 70%. Materialul vegetal uscat (5 g) recoltat de la fiecare dintre cele
trei specii a fost macerat in metanol 70% (50 mL) si ultrasonicat in trei cicluri
succesive, cu un sonicator Sonics Vibra-cell (VC750, Sonics). Suspensia
obtinuta a fost lasata la macerat pentru alte 24 h, la temperatura camerei, la
intuneric. Ulterior, omogenatul a fost centrifugat, iar supernatantul ce
continea compusii vegetali difuzati in solvent a fost colectat si filtrat.
Solventul din acest extract metanolic crud a fost evaporat la presiune redusa,
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la 40°C, intr-un evaporator rotativ cu vid (Laborota 4000 Efficient, Heidolph
Instruments GmbH), pand la obtinerea unei pudre. Jumdtate din pudra
obtinutd pentru fiecare extract a fost omogenizatd in dimetil sulfoxid 100%
(DMSO) pentru obtinerea preparatelor de testat pe culturi celulare in vitro,
iar cealalta jumatate a fost redizolvatd in metanol 70% in vederea determinarii
profilului biochimic al extractelor.

3. Analiza profilului fitochimic al extractelor
3.1. Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici si a alcaloizilor prin

HPLC-PDA/ESI-MS

Analiza HPLC-PDA a celor patru extracte de interes a fost efectuata pe
un aparat Agilent 1200, cu un detector PDA (DAD) de tip SPD-M20 UV-
VIS. Faza mobild a constat in: solvent A — apa bidistilata si 0,1% acid
acetic/acetonitril (99/1) v/v; Solvent B — acentonitril si acid acetic 0,1%.
Cromatogramele au fost monitorizate la 340 nm.

Pentru analiza spectrometrica de masa a fost utilizat un spectrometru de
masd unic, cvadruplu de tip 6110 (Agilent Technologies), cuplat cu un
ionizator de tip ESI. Datele experimentale au fost achizitionate in modul de
scanare complet (full scan), in intervalul 280-1000 m/z. Identificarea
compusilor si atribuirea varfurilor (peaks) corespondente pe cromatograme
s-a efectuat pe baza timpului de retentie (Rt), a spectrului de absorbtie in UV-
VIS si a spectrului de masa specifice fiecarui compus din extractele vegetale
analizate, prin comparatia cu o serie de standarde comerciale.

3.2. Identificarea si cuantificarea relativa a compusilor volatili prin ITEX/

GC-MS

Compusii volatili au fost extrasi din faza gazoasd (evaporatd) a
extractelor cu ajutorul unui autosampler de tip Combi PAL AOC-5000 (CTC
Analytics) dotat cu o seringd ITEX-1I (ITEX-2TrapTXTA, Tenax TA 80/100
mesh) si propulsati direct In GC. Analiza de GC-MS a fost efectuata pe un
spectrometru de masa cuplat cu cromatografie de gaze de tip GCMS QP-2010
(Shimadzu Sci. Instruments). Gazul utilizat pentru crearea curentului de gaz
curol in transportul compusilor volatili a fost heliul, cu un debit de 1 mL/min,
intr-un raport de 1:20. Detectia in MS a fost efectuata pe un spectrometru
cvadruplu. Datele experimentale au fost achizitionate in modul de scanare
complet (full scan), in intervalul 40-450 m/z.
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Identificarea compusilor volatili a fost facutd prin compararea
rezultatelor obtinute pentru fiecare compus cu spectrele de masé continute de
librariile disponibile on-line (NIST27 si NIST147), luand in considerare o
similaritate de cel putin 85%. Totodata, timpii de retentie obtinuti pentru
fiecare compus au fost comparati cu indicii de retentie din bazele de date
www.pherobase.com si www.flavornet.org. Cuantificarea relativa a fiecarui
compus volatil identificat a fost estimata ca fractia reprezentatd de suprafata
aferentd compusului in cauza din suprafata totald a cromatogramei (TIC —
Total lon Chromatograms area — 100%).

4. Determinarea activititii biologice a extractelor

4.1. Linii celulare si conditii de culturd

Tn cadrul acestui studiu au fost utilizate patru linii celulare umane:
MCF7, MDA-MB-231, HS578T si HUVEC. Toate liniile celulare au fost
obtinute de la Colectia Europeand de Culturi Celulare Autentificate
(European Collection of Authenticated Cell Cultures). Celulele MCF7 au fost
crescute in mediu MEM, linia celulara MDA-MB-231 in mediu RPMI-1640,
linia HS578T in mediu DMEM, iar celulele HUVEC in mediu EGM. Toate
liniile celulare au fost mentinute la 37°C, intr-o atmosfera umidificatd (90%)
ce continea 5% CO, Tn incubator.

4.2. Determinarea activitatii anti-tumorale a extractelor prin testul MTT

Activitatea anti-tumorala a celor cinci extracte a fost determinatd prin
testul MTT (Sigma-Aldrich) pe liniile celulare MCF7, MDA-MB-231 si
HS578T de cancer de san si pe linia HUVEC de celule endoteliale normale,
conform protocolului producitorului. Pe scurt, 2 x 10* celule/ godeu au fost
insdmantate in placi de 96 de godeuri. Tratamentul a fost adaugat dupa 24h,
in noud concentratii succesive (50-1000 pg/ml). Dupa 48h de incubare a
celulelor cu extractele vegetale in conditii de cultura celulara, supernatantul
a fost eliminat si solutia de MTT a fost addugatd in cantitate de 100 pL/
godeu. Dupa o incubare de 1h, la Intuneric, la 37°C, solutia de MTT a fost
inlocuitd cu 150 pL DMSO 100% (Carl Roth GmbH) pentru solubilizarea
formazanului, iar absorbanta probelor a fost masuratd la 570 nm (Synergy
HTX, BioTek).

Viabilitatea celulara a fost calculatd ca fractia de celule viabile in
probele tratate comparativ cu celulele control netratate, pe baza absorbantelor

obtinute. Valorile ICso pentru fiecare extract, pe fiecare linie celulara au fost
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calculate n software-ul GraphPad Prism Versiunea 5 (GraphPad Software).
Selectivitatea extractelor Tn activitatea anti-tumorala a fost determinati prin
calcularea coeficientilor de selectivitate specifici pentru fiecare linie celulara,
prin raportarea valorilor I1Csg a fiecarui extract pe linia HUVEC normala la
valorile ICs a fiecarui extract pe fiecare linie celulara de cancer de sin.

4.3. Determinarea efectelor moleculare ale extractelor prin RT-qPCR

Efectele moleculare ale celor cinci extracte obtinute din materialul
vegetal recoltat de la C. officinalis, S. chacoense si S. bulbocastanum au fost
determinate pe linia celulara MCF7 prin cuantificarea nivelelor de exprimare
a 14 gene considerate de interes, prin RT-gPCR. Cele 14 gene evaluate
(BCL2, BAX, BID, BBC3, PMAIP, TP53, TP53INP1, CASP3, CASP7,
CCNDI, NFkB, STAT3, ZMAT3 si DRAM]I) codificd proteine extrem de
relevante in procesele de proliferare celulara sau apoptoza, fiind considerate
Tn marea lor majoritate markeri moleculari specifici acestor procese in cancer.

Din perspectiva designului experimental, celule apartinand liniei
celulare MCF7 au fost insdmantate in placi cu 12 godeuri, la o densitate de 2
X 10° celule/godeu. Dupd 24h de la insimantare, celulele au fost tratate cu
fiecare dintre cele cinci extracte la concentratia corespondenta valorii ICso, Tn
duplicate tehnice. Dupa 48h de la administrarea tratamentului, celulele au fost
lizate cu solutia de liza TriReagent (Sigma-Aldrich), iar ARN-ul total a fost
extras prin tehnica clasica cu fenol: cloroform. Cantitatea si calitatea ARN-
ului a fost evaluatd cu ajutorul nanodropului (NanoDrop 1000,
ThermoScientific) si a bioanalizorului (Agilent Technologies). Sinteza de
ADN complementar, pornind de la 500 ng de ARN total din fiecare proba, a
fost efectuata cu ajutorul kitului de revers-transcriere RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (#1622, ThermoScientific). Evaluarea nivelelor de
exprimare ale genelor de interes a fost efectuatd cu ajutorul RT-qPCR in
sistemul TagMan, cu ajutorul kitului LightCycler TagMan Master (Roche),
pe un aparat de qPCR de tip LightClycler 480 (Roche). Nivelul relativ de
exprimare al genelor de interes a fost calculat conform metodei AACt (Livak
si Schmittgen, 2001).
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CAPITOLUL VI - Rezultate

[Parti din Capitolele V, VI si VII intr-o formd adaptata, au fost publicate
ca: 1. Cruceriu D, Diaconeasa Z, Socaci S, Socaciu C, Rakosy-Tican E,
Balacescu O, 2020. Biochemical profile, selective cytotoxicity and
molecular effects of Calendula officinalis extracts on breast cancer cell
lines. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici 48(1):24-39; 2. Cruceriu D,
Diaconeasa Z, Socaci S, Socaciu C, Balacescu O, Rakosy-Tican E, 2020.
Extracts of the wild potato species Solanum chacoense on breast cancer
cells: biochemical characterization, in vitro selective cytotoxicity and
molecular effects. Nutrition and Cancer online first: https://doi.org/
10.1080/ 01635581.2020.1761407]

1. Profilul fitochimic al extractelor vegetale

Profilul fitochimic al extractelor de C. officinalis si S. chacoense a fost
evaluat din perspectiva continutului de polifenoli si compusi volatili, datele
din literatura de specialitate sugerand atat prezenta acestora In compozitia
biochimica a acestor specii (Ashwlayan si colab., 2018; Caruso si colab.,
2013), cat si potentialul anti-tumoral al unor astfel de constituenti (Dhifi si
colab., 2016). Totodatd, in extractele de S. chacoense a fost evaluatd si
prezenta alcaloizilor, compusi cu activitate citotoxica recunoscuta (Friedman,
2015).

1.1. Profilul fitochimic al extractelor de C. officinalis

1.1.1.  Continutul de compusi fenolici al extractelor de C. officinalis

Din randul constituentilor fenolici, 14 compusi au fost identificati
individual in extractul obtinut din florile de C. officinalis, pe cand Tn extractul
din frunze s-au gésit doar 12 astfel de compusi (Tabel 1). Ambele extracte au
fost dominate de flavonoli, incluzand multipli derivati ai quercetinei si
izoramnetinei. Pe langd flavonoli, ambele extracte au fost caracterizate de
prezenta acizilor fenolici, incluzand acizii hidroxibenzoici si hidroxicinamici
si cumarine (Tabel 1).

Constituentii majori identificati in extractul obtinut din florile de C.
officinalis au fost acidul clorogenic din randul acizilor fenolici, si 3-O-
glucozil-ramnozil-glucozid-quercetina, 3-O-galactozid-izoramnetina, 3-O-
glucozil-ramnozid-izoramnetina si 7-O-ramnozid-izoramnetina din fractia
flavonolilor. Cei mai importanti constituenti polifenolici identificati in
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extractul obtinut din frunzele acestei specii au fost acidul dihidroxibenzoic,
izoquercetina si 3-O-glucozil-ramnozid-izoramnetina (Tabel 1).

Comparand profilul polifenolic al celor doua extracte de C. officinalis,
mai multe diferente relevante trebuie subliniate. Extractul obtinut din florile
de C. officinalis este caracterizat de cantititi mai mari de polifenoli
comparativ cu cel din frunzele aceleiasi specii. Singura clasd de compusi
fenolici ce este prezenta in cantitate mai mare in extractul de frunze este clasa
acizilor hidroxibenzoici, concentratia acestora fiind cu 57% mai mare in acest
extract. In schimb, acizii hidroxicinamici au o concentratie de doud ori mai
mare Tn extractul din florile de C. officinalis. Si din perspectiva continutului
de flavonoli, extractul de flori s-a dovedit a fi superior, acesta continand cu
188% mai multi compusi din aceastd subclasd. Mai mult decat atat, doi
flavonoli, izoramnetina si 3-O-glucozid-izoramnetina au fost identificati doar
in extractul obtinut din florile de C. officinalis. Nu in ultimul rand, 7-O-
glucozid-scopoletina, compus ce face parte din clasa cumarinelor, a avut o
concentratie de peste trei ori mai mare 1n extractul din flori comparativ cu cel
din frunzele de C. officinalis (diferenta de 244%).

1.1.2.  Continutul de compusi volatili al extractelor de C. officinalis

Un numar de 24 de compusi volatili au fost identificati in extractul
obtinut din florile de C. officinalis, in timp ce extractul din frunzele aceleiasi
specii a continut doar 16 astfel de compusi (Tabel 2). Constituentii volatili
identificati In extracte fac parte din mai multe clase importante de metaboliti
secundari, cum ar fi monoterpenele, sesquiterpenele, cetonele sau aldehidele
volatile.

Comparand profilul biochimic volatil al celor doua extracte de C.
officinalis, o serie de diferente relevante ies in evidentd. Abundenta relativa
a sesquiterpenelor in extractul de flori (38,07%) este mult mai mare decét in
extractul de frunze (4,65%). Mai multi compusi apartinand clasei aldehidelor
volatile au fost identificati doar in extractul de flori (Tabel 2). Coroborand
aceste date, extractul din florile de C. officinalis poate fi considerat superior
din perspectiva diversitatii compusilor volatili prezenti, in comparatie cu cel
obtinut din frunze.

21



Tabel 1 Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din extractele obtinute din florile si frunzele de C. officinalis.. Rt — timpul de
retentie; [M+H]*- ioni moleculari protonati; UV Amax— lungimea de unda cu absorbanta maxima

Clasa de Nr. Rq (min) [M+HT* UV Anax Compus identificat Concentratie (ng/mL extract)
compusi varf ! (m/z) (nm) predictionat C. officinalis flori C. officinalis frunze
Acizi hidroxi- 1 305 156,139 240 Acid dihidroxibenzoic 366,89 576,00
benzoici (AB)
TOTAL AB! 366,89 576,00
Acid 3-cafeilchinic
. 2 987 355 320 (Avid neaclorogenic) 458,61 321,11
clzl Acid 5-Cafeilchinic
hidroxicinamici 3 11,85 355 320 - - 1261,26 386,57
(Acid clorogenic)
(AHB) Acid 3,5-Dicafeilchinic
11 17,00 517 330 d 3, : 842,42 365,29
(Acid izoclorogenic A)
TOTAL AHB? 2562,29 1072,97
4 1393 757,303 360,260 o O-ramnozil-ramnozil- 401,66 103,05
glucozid-Q
5 1468 773,303 355,255  o-0-glucozil-ramnozil- 1165,46 423,18
glucozid-Q
6 1534 611,303 360,250 ?ﬁﬁ;ﬂfgnoz'd'Q 37452 402,98
F'?‘écl’_r;"" 7 1577 478,317 350,250  3-O-galactozid-I 1273,79 106,05
8 1600 465,303 361,251  o-O-glucozid-Q 243,65 591,78
(Izoquercetina)
9 16,15 478, 317 350, 250 3-0O-glucozid-I 634,70 nd
10 16,53 624,317 350,260  3-O-glucozil-ramnozid-I 1866,82 767,72
12 1731 479,317 362,352 7-O-ramnozid-I 1727,26 375,56
14 22,92 317 Izoramnetind 300,53 Nd
TOTAL FL® 8728,98 2985,54
Cumarine (CM) 13 18,07 355, 193 358, 261 7-O-glucozid-S 740,59 215,22
TOTAL CM? 740,59 215,22
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Table 2. Identificarea si cuantificarea relativd a compusilor volatili din
extractele obtinute din frunzele si florile de C. officinalis. Rt — timpul de
retentie; Abundenta relativa — procentul relativ (%) din aria totala a varfurilor
cromatografice.

Abundenta relativa (%)

Clasi de Nr. R. (min) Compus identificat R R
compusi varf t predictionat C. offl(:l_nalls C. officinalis
flori frunze
(Mono-) 14,30 p-_Cimen 0,35 0,96
Terpene 14,45 Limonen 0,32 0,38
(MT) 15 17,80 Cosme_n nd 0,64
16 18,20 Alloocimen 0,80 2,60
TOTAL MT 147 4,58
23 24,60 Alfa-Cubeben 0,59 nd
(Sesqui-) 24 25,60 Copaen 1,01 nd
Terpene 25 29,50 Gamma-Muurolen 3,15 0,73
(sT) 26 30,40 Alfa-Muurolen 8,81 3,92
27 31,10 Delta-Cadinen 24,51 nd
TOTAL ST 38,07 4,65
5 12,15 Benzaldehida 3,37 1,60
10 15,00 Benzenacetaldehida 0,62 0,26
Aldehide 7 13,60 Octanal 0,28 nd
14 17,10 Nonanal 0,42 nd
20 20,30 Decanal 0,22 nd
TOTAL 491 1,86
11 15,70 Acetofenoni 8,89 7,08
Cetone 18 19,00 Propiofenona nd 0,20
21 22,70 2-Cloroacetofenonid 0,87 nd
TOTAL KT 9,76 7,28
2 5,90 Metil izovalerat 0,33 nd
3 7,05 Butil acetat 30,45 69,91
4 10,80 Metil hexanoat 0,10 nd
Esteri 13 16,70 Met@l ber)z_oat 4,64 3,60
19 19,90 Metil salicilat 0,31 nd
Acid .alpha.-oxo-,
22 23,00 metil ester 1,12 nd
benzenacetic
TOTAL 36,95 73,51
Dimetil acetal
! 480 obutilaldehida 0.37 0.67
12,70 1,1-Dimetoxihexan 7,24 6,08
Altele 2"Metil-1-
12 16,50 . nd 0,56
fenilpropen
17 18,70 Acid benzoic 1,22 0,83
TOTAL 8,83 8,14

nd — nedetectat

23



2.1. Profilul fitochimic al extractelor de S. chacoense

2.1.1.  Continutul de compusi fenolici al extractelor de S. chacoense

Din perspectiva claselor de polifenoli identificate in extractele de S.
chacoense, acizii fenolici s-au dovedit a fi constituentii majoritari. Acizii
fenolici individuali, identificati in cele doua extracte de S. chacoense fac parte
din clasele de acizi hidroxibenzoici si hidroxicinamici. Patru acizi fenolici au
fost identificati in extractul de frunze, la care s-au adaugat alti doi acizi
fenolici (acidul cafeic si ferulic) in extractul obtinut din tuberculi (Tabel 3).

Cantitatile de acizi fenolici au fost mai mari in extractul din tuberculi
decat Tn cel din frunzele de S. chacoense, cu 67% in cazul acizilor
hidroxibenzoici si cu 77% in cel al acizilor hidroxicinamici (Tabel 3). Astfel,
extractul obtinut din tuberculii de S. chacoense poate fi considerat superior
celui din frunzele aceleiasi specii, atat din perspectiva diversitatii compusilor
fenolici, cat si a concentratiei acestora.

2.1.2.  Continutul de alcaloizi al extractelor de S. chacoense

Patru alcaloizi specifici familiei Solanaceae au fost identificati in
concentratii mari in extractul obtinut din frunzele de S. chacoense (Tabel 4).
Acesti compusi nu au fost prezenti in cantitati semnificative in extractul din
tuberculii aceleiasi specii. Din perspectiva claselor de compusi din care
acestia fac parte, alcaloizii identificati sunt atit solasodine (derivati ai
solasodinei) cat si solanidane (derivati ai solanidinei).

2.1.3.  Continutul de compusi volatili al extractelor de S. chacoense

Un numar de 18 compusi volatili au fost identificati In extractul de
frunze, in timp ce extractul din tuberculii de S. chacoense a continut 21 de
astfel de compusi. Acesti constituenti fac parte, iIn marea lor majoritate din
clasele de terpene, aldehide, alcooli grasi, esteri si cetone (Tabel 5).

Terpenele, aldehidele si cetonele identificate au avut abundente relative
mai mari in extractul de tuberculi (5,15%, 20,79% si 21,47%), in comparatie
cu cel din frunzele speciei S. chacoense (2,01%, 6,06% si 12,35%). Compusi
ca limonenul, octanalul, nonanalul si mai multe acetofenone au avut
abundente relative mult mai mari in extractul din tuberculi, iar constituentii
eucaliptol**, decanal, dodecanal si alcooli grasi au fost prezenti doar in acest
extract. Singura clasa de compusi a carei abundenta relativa a fost mai mare
n extractul din frunze a fost clasa esterilor, butil acetatul reprezentand 53,7%
din totalul compusilor volatili identificati in acest extract.
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Tabel 3 Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din extractele obtinute din frunzele si tuberculii de S. chacoense.. R; — timpul de retentie;
[M+H]*- ioni moleculari protonati; UV Amax— lungimea de unda cu absorbantd maxima.

< + . e Concentratie (ng/mL extract)
Clasa d‘f l\{r. R (min) [M+H] UV A Compus.ld'e ntificat S. chacoense S. chacoense
compusi varf (m/z) (nm) predictionat frunze tuberculi
Acizi hidroxi- 3,05 156, 139 240 Acid dihidroxibenzoic 91,20 152,48
benzoici (AB)
TOTAL BA! 91,20 152,48
2 10,66 355 320 Acid 3-cafeilchinic 183,74 69,06

(Acid neoclorogenic)
Acid 4-cafeilchinic

Acizi 3 11,35 355 320 L - 214,60 77,56
hidroxicinamici (Acid criptoclorogenic)
Acid 5-Cafeilchinic
(AHB) 4 11,85 355 320 (Acid clorogenic) 271,10 242,32
5 13,57 181 320 Acid cafeic nd 431,25
8 16,88 195 322 Acid ferulic nd 364,92
TOTAL HBA! 669,43 1185,11
L exprimat caug acid clorogenic /mL nd-nedetectat

Tabel 4 Identificarea si cuantificarea alcaloizilor din extractele obtinute din frunzele si tuberculii de S. chacoense.. R; — timpul de retentie; [M+H]"-
ioni moleculari protonati; UV Ama— lungimea de unda cu absorbanta maxima.

Concentratie (ng/mL extract)

S(:::;:; \i\;_f R (min) [I\(Ar;/;')] U(\:]:]";ax Corgf:jig;r:lt;?cat S. chacoense S. chacoense
’ ’ frunze tuberculi
Solasodine 6 14,77 414 350, 290 Solasodina 331,40 nd
7 16,02 868 370,320,230 Solamargina 451,39 nd
. 9 17,29 868 370,320,230 a-Solanina 573,33 nd
Solanidane .
10 19,56 852 420,310,240 a-Chaconina 657,23 nd
TOTAL Alcaloizit 2013,37 -
Lexprimat caug acid clorogenic /mL nd-nedetectat
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Tabel 5 Identificarea si cuantificarea relativd a compusilor volatili din
extractele obtinute din frunzele si tuberculii de S. chacoense. R; — timpul de
retentie; Abundenta relativa — procentul relativ (%) din aria totala a varfurilor
cromatografice.

Abundenti relativa (%)

Clasa de Nr. R: Compus identificat
compusi varf (min) predictionat S. chacoense S. chacoen_se
’ i frunze tuberculi
11 14,486  Limonen 1,13 4,09
Terpene 12 14,591  Eucaliptol** nd 1,06
25 31,087 delta-cadinen 0,88 nd
TOTAL 2,01 5,15
4 11,997  2-Heptenal, (E)- nd 2,26
Aldehide 5 12,150 Benzaldehida 4,67 9,39
10 13,639  Octanal 0,35 1,52
13 15,029 Benzeneacetaldehida 0,58 1,19
14 15,510  2-Octenal, (E)- nd 1,73
Aldehide 18 17,082  Nonanal 0,46 1,50
20 20,336  Decanal nd 1,10
23 26,713  Dodecanal nd 2,10
TOTAL 6,06 20,79
Alcooli 16 15,940  1-Octanol nd 2,28
grasi 24 29,460  1-Dodecanol nd 1,73
TOTAL nd 4,01
2 7,048  Butil acetat 53,7 8,04
3 10,830  Metil hexanoat 0,25 nd
Esteri 17 16,727 Me_til benzoat ) 6,89 9,08
22 23,002 Acid .aIpha.-oxo_—, metil 1,06 3,59
ester benzenacetic,
26 31,216  Metil laurat** 0,49 nd
TOTAL 62,39 20,71
Cetone 15 15,743  Acetofenona 10,91 17,01
21 22,692  2-Cloroacetofenona 1,44 4,46
TOTAL 12,35 21,47
Dimetil acetal
L 4798 sbutilaldehida 145 nd
6 12,291  N-Metilanilind 0,71 nd
Altele 7 12,700  Dimetil acetal hexanal 9,55 4,12
8 12,754  Fenol nd 5,38
9 13,120  2-Pentilfuran nd 6,49
19 18,864  Acid benzoic 3,24 11,90
27 31,394  Anhidrida fenilmaleica 2,23 nd
TOTAL 17,18 27,89

** - similaritate mai mica de 85% cu spectrele

de masa din bazele de date NIST27 si NIST147
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3. Activitatea anti-tumorali a extractelor vegetale in cancerul de sin

3.1. Activitatea anti-tumorald a extractelor de C. officinalis

Ambele extracte obtinute din florile si frunzele de C. officinalis au fost
caracterizare de activitate anti-tumorala in dependenta de doza (Fig. 3). Prin
compararea valorilor 1Csq obtinute pentru liniile celulare de cancer de sén cu
cele caracteristice liniei celulare sanatoase HUVEC, ambele extracte s-au
dovedit a fi selective in activitatea anti-tumorala (Tabel 6).

Ambele extracte au avut cel mai puternic efect anti-tumoral pe linia
celulara de cancer de sdn luminal MCF7. Totusi, extractele pot fi considerate
la nivel general selective Tn activitatea anti-tumorald, chiar daca coeficientul
de selectivitate al extractului de frunze pe linia HS578T este sub 1.
Comparand rezultatele pentru cele doud extracte obtinute din C. officinalis,
cel din flori a fost caracterizat de activitate anti-tumorald mai puternica pe
toate cele trei linii celulare de cancer de sén, comparativ cu cel din frunze.

Calendula officinalis - flori Calendula officinalis - frunze

-~ MCF7 - MCF7

100 -=- MDA-MB-231 100 - MDA-MB-231
- HS578T b -« HS578T

75 -+ HUVEC 75 - HUVEC

® \& ; N

VPP PSS S S & S S & >
LS P LS A S L F LSS

Viabilitate (%)
Viabilitate (%)

Concentratie (ug/mL) Concentratie (ug/mL)

Fig. 3 Activitatea anti-tumorala a extractelor obtinute din florile si frunzele
de C. officinalis,, la 48h de la administrare.

Tabel 6 Concentratiile ICso si coeficientii de selectivitate in actiunea anti-
tumorala a extractelor obtinute din florile si frunzele de C. officinalis la 48h

de la administrarea tratamentului.
Linie celulara

MDA-MB-
Extract vegetal MCF7 931 HS578T HUVEC
C. 1Cs (Mg/mL) 213,4%** 386,9%** 520,5%** 651,4%**

officinalis -
flori Coeficient de 31 17 13 ;
selectivitate

C. ICso(UgimL)  252,4%%* 519,7% 749.4%%%  B31,0%**

officinalis o
f
frunze  [ESRER 24 12 0,9
selectivitate
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3.2. Activitatea anti-tumorald a extractelor din speciile de Solanum spp.
Extracte obtinute din speciile S. bulbocastanum si S. chacoense au fost
caracterizare de activitate anti-tumorala in dependenti de doza (Fig. 4).
Linia celulara de cancer de san luminal MCF7 s-a dovedit a fi cea mai
sensibild la actiunea anti-tumorald a celor trei extracte (Tabel 7). Astfel,
aceastd linie celulard a avut o sensibilitate de peste doud ori mai mare la
extractele obtinute din specia S. chacoense si de cinci ori mai mare la
extractul din frunzele de S. bulbocastanum, in comparatie cu linia celulara
HUVEC. Liniile apartinand subtipului molecular triplu negativ au fost mai
rezistente la actiunea extractelor obtinute din speciile de Solanum.

Solanum bulbocastanum - frunze Solanum chacoense - frunze Solanum chacoense - tuberculi

125- 125 , 125.
- MCF7 - MCF7 -»- MCF7

10 T - MDAMB-231 100 = MDA-MB-231 100 - MDA-NB-231
g -+ HS578T g -+ HS578T 3 -+ HS578T
R - HUVEC g 75 - HUVEC g™ \ - HWVEC
| £ 3
F o N R e ks , e g WpsenmseecMadguensaniecs
s \ z = = 2

2 e o

LSS PSS ’\‘,\“@ AR R @Qe RIOICIROI IR “,s@@
Concetratie (pg/mL) Concetratie ( pgimL) Concetratie ( pg/mL)
Fig. 4 Activitatea anti-tumorala a extractelor obtinute din frunzele de S.
bulbocastanum si din frunzele si tuberculii de S. chacoense, la 48h de la
administrare.

Tabel 7 Concentratiile ICsq si coeficientii de selectivitate in actiunea anti-
tumorald a extractelor obtinute din frunzele de S. bulbocastanum si frunzele

si tuberculii de S. chacoense, la 48h de la administrarea tratamentului.
Linie celulara

MDA-
Extract vegetal MCF7 MB-231 HS578T HUVEC
S. ICs (Mg/mL)  139,1%** 273,2%** 351,6%** 689,9%***
bulbocastanum Al
frunze Coeficient de 5.0 25 20 i

selectivitate

Kk *k g -
S. chacoense ICso (Mg/mL) 1329 3104 390,7 3288

frunze Coeficient de

L. 2 1,1 -
selectivitate S ' =

il Hkk FkKk oy
S. chacoense 1Cso (o/mL) 143, 203,1 350,0 335,9

tuberculi Coeficient de

selectivitate 24 17 1,0 -
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Dintre cele trei extracte testate, cel produs din frunzele de S.
bulbocastanum a fost cel mai eficient din perspectiva actiunii anti-tumorale.
Chiar dacd, empiric, concentratiile 1Cso a celor trei extracte pentru fiecare
dintre cele trei linii celulare canceroase in parte sunt relativ egale, extractul
din specia S. bulbocastanum se diferentiaza prin toxicitatea mult mai scazuta
asupra liniei celulare sinitoase de celule endoteliale HUVEC (Tabel 7). Intre
extractele de S. chacoense, extractul obtinut din tuberculi a fost superior celui
obtinut din frunze, cu coeficienti de selectivitate peste 1.5 in cazul a doua linii
celulare (MCF7 si MDA-MB-231).

4. Efectele moleculare ale extractelor vegetale Tn cancerul de san

4.1. Efectele moleculare induse de extractele de C. officinalis

Cele doud extracte obtinute din frunzele si florile de C. officinalis au
indus efecte moleculare similare (Fig. 5). Astfel, genele CCND1, NFkB si
STAT3, ce codifica proteine ce stimuleazd progresul ciclului celular si
proliferarea, au fost subexprimate semnificativ in celulele tratate cu ambele
extracte din C. officinalis. De asemenea, nivelele de exprimare genica a
BCL2, una dintre cele mai relevante gene anti-apoptotice implicatd in
mecanismul intrinsec de inducere a apoptozei, au fost scazute in probele
tratate cu ambele extracte. Pe de cealaltd parte, BAX si BBC3, gene pro-
apoptotice implicate in acelasi mecanism intrinsec de inducere a apoptozei ca
si BCL2, au fost supraexprimate ca raspuns la administrarea celor doua
extracte. Totodata, nivelele de exprimare a genei ZMAT3 implicatd in mai
multe mecanisme ce promoveazd moartea celulard programatd, au fost
crescute in celulele MCF?7 tratate cu extractele de C. officinalis.

4.2. Efectele moleculare induse de extractele din speciile de Solanum spp

Extractul obtinut din frunzele speciei S. bulbocastanum a indus
modularea a sase gene dintre cele 14 considerate de interes. Astfel atat gena
anti-apoptotica BCL2, cat si genele STAT3 si CCND1 implicate in
proliferarea celulard au fost subexprimate in celulele tratate cu acest extract.
Pe de cealalta parte, genele pro-apoptotice BAX si BBC3, dar si gena ZMAT3
au avut nivele de exprimare crescute ca raspuns la administrarea extractului
din frunzele de S. bulbocastanum (Fig. 6).

In cazul administrarii extractelor obtinute din frunzele si tuberculii de S.
chacoense, genele BCL2, BAX, ZMAT3, STAT3 si CCND1 sunt modulate n
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acelasi sens ca si in cazul tratamentului cu extractul din frunzele de S.
bulbocastanum. in plus fatd de aceste modificari de exprimare genici, ambele
extracte obtinute din specia S. chacoense induc subexprimarea factorului de
transcriere NFkB (Fig. 6)
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Fig. 5 Exprimarea genelor implicate in proliferare si apoptoza in linia celulara

MCF7 tratatd cu extractele obtinute din florile si frunzele de C. officinalis la

concentratii egale cu valorile ICso, la 48h de la administrare.
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Fig. 6 Exprimarea genelor implicate in proliferare si apoptoza in linia celulara
MCF7 tratatd cu extractele obtinute din frunzele de S. bulbocastanum si din
frunzele si tuberculii de S. chacoense la concentratii egale cu valorile ICsp, la
48h de la administrare
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CAPITOLUL VII - Discutii

1. C. officinalis: potentialul in managementul cancerului de sin

1.1. Profilul fitochimic al extractelor din C. officinalis
In extractul obtinut din florile de C. officinalis au fost identificati 14
compusi fenolici, pe cand diversitatea acestei clase de compusi in preparatul
vegetal din frunzele aceleiasi specii a fost mai redusa, fiind cuantificati doar
12 compusi fenolici. Dintre toti acesti constituenti biochimici, 10 au fost
raportati si in prealabil in diferite preparate obtinute din organele acestei
specii (Mehta si colab., 2012; Miguel si colab., 2016; Olennikov si colab.,
2017; Rigane si colab., 2013). Totusi, patru dintre acestia, acidul
dihidroxibenzoic, 3-0O-glucozil-ramnozil-glucozid-quercetina, 3-0-
galactozid-izoramnetina si 7-O-ramnozid-izoramnetina, au fost identificati
pentru prima data ca parte a profilului biochimic al speciei C. officinalis.
Compusii fenolici sunt printre cele mai importante clase de metaboliti
secundari ce sunt caracterizati de activitatea anti-tumorala, fiind capabili sa
inhibe proliferarea celulara si sa induca apoptoza (Fantini si colab., 2015;
Nichenametla si colab., 2006). Numerosi compusi fenolici dintre cei
identificati in extractele de C. officinalis utilizate in acest studiu, cum sunt
acidul clorogenic (Yamagata si colab., 2018), derivatii de quercetind
(Kashyap si colab., 2016), derivatii de izoramnetina (Wu si colab., 2018) si
derivatii de scopoletind (Li si colab., 2015) sunt recunoscuti pentru
proprietatile anti-tumorale n literatura de specialitate.
Un numér de 28 de compusi volatili au fost identificati in extractele de
C. officinalis, 24 dintre acestia fiind prezenti in preparatul vegetal din flori si
doar 16 in cel obtinut din frunze. Rezultatele obtinute din prisma profilului
biochimic volatil sunt in concordanta cu datele din literaturd, diferite studii
raportdnd prezenta cimenului, limonenului, cubebenului, copaenului,
muurolenului, cadinenului si nonanalului in diverse preparate vegetale
obtinute din C. officinalis (Gazim si colab., 2008; Kaskoniené si colab., 2011;
Okoh si colab., 2007; Petrovic¢ si colab., 2010). Totusi, acest studiu identifica
pentru prima datd compusii octanal, cosmen, alocimen, propiofenond si
cloroacetofenona ca parte a profilului biochimic al acestei specii.
Compusii volatili, cum sunt monoterpenele si sesquiterpenele, sunt
recunoscuti pentru activitatea anti-tumorald, atit individual, cat si ca

amestecuri de constituenti vegetali (Dhifi si colab., 2016; Greay si Hammer,
32



2015). Activitate anti-tumorala a fost raportatd anterior pentru mai multi
compusi volatili individuali ce au fost identificati in extractele de C.
officinalis utilizate in cadrul acestui studiu. Astfel de compusi sunt cadinenul
(Hui si colab., 2015), copaenul (Turkez si colab., 2014), metil benzoatul si
multiple acetofenone (Nakamura si colab., 2002).

1.2. Selectivitatea in activitatea anti-tumorala a extractelor de C. officinalis
Extractele metanolice din florile si frunzele de C. officinalis obtinute prin
UAE au dat rezultate mai bune din prisma activititii anti-tumorale in
comparatie cu extractele din aceeasi specie preparate prin metode clasice
(Wegiera si colab., 2013; Matic si colab., 2013; Miguel si colab., 2016).
Cele mai puternice efecte anti-tumorale n cazul ambelor extracte au fost
inregistrate pe linia celulara MCF7. Aceasta linie celulara apartine subtipului
molecular luminal A de cancer mamar, fiind astfel mai putin agresiva si cu
rispuns mai bun la chimioterapie. In schimb, liniile celulare MDA-MB-231
si HS578T sunt triplu negative de tip claudin-low, cu un fenotip caracterizat
de raspuns scazut la tratamentul adjuvant conventional (Holliday si Speirs,
2011). In acest context, diferentele observate din perspectiva concentratiilor
ICs0 a celor doua extracte In dependenta de linia celulara sunt explicabile.
Activitatea anti-tumorala selectiva a extractelor din florile de C.
officinalis a fost raportatd anterior in literaturd, prin compararea citotoxicitatii
asupra liniilor celulare canceroase cu cea asupra celulelor mononucleare
imunocompetente (PBMC — Matic si colab., 2013), a celulelor hepatice
porcine (PLP2 — Miguel si colab., 2016) si a unei linii celulare sanatoase de
colon (CCD18 — Mouhid si colab., 2018). Totusi, extractul metanolic obtinut
din florile acestei specii nu a avut citotoxicitate selectiva asupra cancerului
de san (linie celulard T47D) in comparatie cu o linie celulard de fibroblasti
umani (HSF — Matysik si colab., 2013). Astfel, in cadrul acestui studiu a fost
evaluata pentru prima data toxicitatea extractelor de C. officinalis asupra unei
linii celulare sandtoase de celule endoteliale (HUVEC), demonstrand
citotoxicitatea selectiva a extractului din florile de C. officinalis. Mai mult
decét atat, in lucrarea de fata este doveditd pentru prima data selectivitatea
extractului din frunzele de C. officinalis din perspectiva activitatii anti-
tumorale.
Comparand cele doua preparate vegetale utilizate obtinute, extractul de
flori a avut rezultate superioare in ceea ce priveste activitatea anti-tumorala
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n cazul tuturor celor trei linii celulare de cancer de san. Aceste rezultate sunt
in concordantd cu singurul studiu ce a mai determinat comparativ
citotoxicitatea extractelor din florile si frunzele de C. officinalis asupra unor
linii celulare tumorale, Wegiera si colaboratorii (2012) demonstrand
activitatea anti-tumoralad mai scizutd a extractului de frunze, cu valori ale ICsg
in acelasi interval ca si in studiul de fatd. Diferentele observate din prisma
activitatii anti-tumorale exercitate asupra liniilor celulare, pot fi explicate, cel
putin partial, de profilul biochimic distinct al celor doud extracte de interes.
Extractul de flori a fost superior din prisma cantitatii totale de polifenoli,
acesti compusi fiind cunoscuti pentru activitatea anti-tumorala (Fantini si
colab., 2015). Diversitatea compusilor fenolici din extractul obtinut din
florile de C. officinalis a fost de asemenea mai bogata. Mai mult decat atat,
mai multi compusi volatili recunoscuti pentru activitatea anti-tumorala, cum
sunt delta-cadinenul (Hui si colab., 2015) si copaenul (Turkez si colab.,
2014), au fost identificati doar in preparatul din florile acestei specii.

1.3. Mecanismele de actiune ale extractelor de C. officinalis

Activitatea anti-tumorald a extractelor de C. officinalis se bazeaza pe
capacitatea de a induce apoptoza (Jimenez-Medina si colab., 2006; Mouhid
si colab., 2018; Wegiera si colab., 2012) si de a stopa ciclul celular in faza
G1/Go (Jimenez-Medina si colab., 2006). Atat caspaza 3 cit si caspaza 7 sunt
activate prin clivaj la nivel proteic ca raspuns la administrarea extractelor din
florile de C. officinalis si astfel este indusa apoptoza prin caspaze (Jimenez-
Medina si colab., 2006; Mouhid si colab., 2018). Pe de cealalta parte, efectele
citostatice ale extractelor din florile acestei specii au la baza subexprimarea
ciclinelor D1, D3, A, E si a unor kinaze ciclin-dependente (CDK - Cyclin
Dependent Kinases) (Jimenez-Medina si colab., 2006). In acest context, in
lucrarea de fatd au fost identificate sapte gene implicate in progresul ciclului
celular si in apoptoza ce sunt modulate de tratamentul cu cele doua extracte
din C. officinalis, in linia celularda MCF7, subliniind noi efecte moleculare ce
stau la baza activitatii anti-tumorale a acestor preparate vegetale.

Genele BCL2, BAX si BBC3 codifica proteine din familia BCL2 capabile
de homo- si heterodimerizare, ce functioneaza ca reglatori ai apoptozei (Cory
si Adams, 2002). Conform datelor obtinute, BCL2, una dintre cele mai
importante gene anti-apoptotice din aceastd familie, a fost subexprimata in
celulele de cancer mamar tratate cu extractele de C. officinalis. Pe de cealalta
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parte, genele pro-apoptotice BAX si BBC3 au fost supraexprimate in celulele
MCF7 caraspuns la administrarea extractelor la concentratii egale cu valorile
ICso. Astfel, eliberarea citocromului ¢ din mitocondrie ar putea fi stimulata
de ambele extracte analizate, si astfel apoptoza a fost cel mai probabil
implementatd prin activarea caspazelor, dupd cum au demonstrat studiile
anterioare (Jimenez-Medina si colab., 2006; Mouhid si colab., 2018).
Nivelele de exprimare ale ZMAT3, gend implicata atat in cresterea celulara
cat si in semnalizarea apoptozei (Bersani si colab., 2014) au fost de asemenea
crescute in celulele tratate cu ambele extracte vegetale. Toate aceste ate
sugereazd inducerea apoptozei de catre extracele din C. offcinalis.

Proliferarea celularad este controlatd de multiple cdi de semnalizare la
nivelul carora numeroase proteine reglatoare cum sunt ciclinele sau factorii
de trascriere NFkB si STAT3 joaca un rol decisiv. Gena CCND1 codifica
ciclina D1, componenta reglatoare a complexelor ciclina D — CDK4/6 ce sunt
responsabile de inducerea trazitiei din faza G1 in faza S a ciclului celular,
prin trecerea prin punctul R (Musgrove, 2006). Tn cadrul acestui studiu,
ciclina D1 a fost subexprimata in celulele MCF7 in urma administrarii
ambelor extracte obtinute din C. officinalis. Aceste date sunt in concordanti
cu rezultatele obtinute de Jimenez-Medina si colaboratorii (2006), care au
demonstrat subexprimarea acestor proteine la nivel proteic Tn urma
tratamentului cu un extract apos activat prin laser obtinut din florile acestei
specii. NFkB este un factor de transcriere ce este activat de un panel vast de
stimuli extra- si intracelulari, a cdrui activare este asociatd cu proliferarea
celulard (Serasanambati si Chilakapati, 2016). STAT3 este un factor de
transcriere care mediaza raspunsurile celulare la citokine si factori de
crestere, fiind implicat in tranzitia G1-S a ciclului celular (Levy si Lee, 2002).
Activarea acestuia induce exprimarea unor gene cheie n proliferare, cum este
si CCND1. Rezultatele obtinute demonstreazd subexprimarea factorilor de
transcriere NFkB si STAT3. Aceste date subliniazd o serie de modificari
moleculare importante in celulele tumorale mamare induse de extractele de
C. officinalis, ce ar putea sta la baza efectelor citostatice ale acestor preparate
vegetale.
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2. 8. chacoense si S. bulbocastanum: potentialul in preventia cancerului
de san

2.1. Profilul fitochimic al extractelor din S. chacoense

Acizii hidroxicinamici, inclusiv derivati ai acizilor cafeic si clorogenic,
sunt cunoscuti a fi principalii compusi fenolici prezenti in organele speciei S.
chacoense (Hale si colab., 2008; Navarre si colab., 2011). Tn schimb, acidul
ferulic si acidul hidroxibenzoic au fost identificati pentru prima data in
compozitia biochimica a acestei specii, in acest studiu. Acizii fenolici sunt
caracterizati de activitate anti-tumorald substantiala, cu potential atat in
preventia cancerului, cit si in tratarea acestuia (Saibabu si colab., 2015).
Acizi fenolici individuali identificati In preparatele metanolice din S.
chacoense, cum sunt acidul clorogenic (Yamagata si colab., 2018), acidul
cafeic (Rosendahl si colab., 2015) sau acidul ferulic (Gao si colab., 2018), au
fost identificati in studii anterioare ca agenti anti-cancer. In acest context,
profilul fenolic al extractelor din S. chacoense a contribuit substantial la
activitatea anti-tumorala observata pe linii celulare de cancer de séin.

Studiile anterioare au cuantificat cantitdti mari de a-solanina si o-
chaconind 1n tuberculii si frunzele a diferite specii salbatice de cartof (Distl
si Wink, 2009), inclusiv a speciei S. chacoense (Mweetwa si colab., 2012).
Cu toate acestea, In extractul din tuberculii recoltati de la plante de S.
chacoense, accesiunea PI 458310 crescute pentru 12 saptamani in laborator
in cadrul acestui studiu, compusii a-solanina si a-chaconina nu au fost
prezenti in cantitati detectabile. Pe 1anga aceste doua solanidane, in extractul
de frunze au fost identificati si alcaloizii solasodind si derivatul acesteia,
solamargind. Acesti compusi au fost identificati in prealabil in organele
supraterane ale unor specii sdlbatice de Solanum (Distl si Wink, 2009), dar
niciodata in frunzele de S. chacoense. Toti acesti alcaloizi sunt recunoscuti in
literaturd pentru activitatea anti-tumorala, fiind capabili sd induca atat
moartea celulard cat si stoparea ciclului celular (Milner, si colab., 2011;
Friedman, 2015), contribuind astfel la activitatea anti-tumorala a extractului
din frunze.

Studiul de fatd prezintd pentru prima datd caracterizarea profilului
biochimic volatil al extractelor obtinute din tuberculii si frunzele de S.
chacoense. Profilul biochimic volatil al speciei S. chacoense se suprapune
partial, dupa cum era de asteptat, cu compozitia volatild a speciei cultivate S.
tuberosum (Morris si colab., 2010; Mosneaguta si colab., 2012), cu compusi
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din clasele aldehidelor, esterilor, alcoolilor grasi si cetonelor fiind prezenti in
ambele specii. Totusi, constituenti cum sunt cadinenul, 2-cloroacetofenona,
dimetil acetal izobutilaldehida sau anhidrida fenilmaleica par a fi specifici
acestei specii sdlbatice. Compusii volatili individuali identificati In extractele
de S. chacoense, cum sunt cadinenul (Hui si colab., 2015), metil benzoatul
sau acetofenonele (Nakamura si colab., 2002) sunt cunoscuti in literatura
pentru activitatea anti-tumorala.

2.2. Selectivitatea in activitatea anti-tumorald a extractelor din Solanum
spp.

Cele mai mici valori ale 1Cso corespondente celor trei extracte din
speciile de Solanum au fost obtinute pe linia MCF7. Tn mod similar cu datele
obtinute pentru extractele din C. officinalis, rezultatele mai bune obtinute pe
aceasta linie celulara de cancer mamar luminal au fost de asteptat, avand in
vedere cd aceasta este mai putin agresiva (Holliday si Speirs, 2011).

Ambele extracte obtinute din S. chacoense au fost selective in actiunea
anti-tumorala fata de linia celulara MCF7 cu coeficienti mari de selectivitate,
dar doar preparatul din tuberculi a mentinut selectivitatea si impotriva liniei
MDA-MB-231. Acest studiu este primul care evalueaza actiunea anti-
tumorala selectiva a extractelor obtinute din aceasta specie. Extractul obtinut
din frunzele de S. bulbocastanum a produs cele mai bune rezultate din prisma
selectivitdtii In activitatea anti-tumorala, cu coeficienti de selectivitate de
pana la 5,0 (linie celularda MCF7). Acest studiu este primul care evalueaza
activitatea anti-tumorald in general, si selectivitatea in actiunea anti-cancer in
particular a fitoconstituentilor din S. bulbocastanum.

Comparand cele doud preparate vegetale obtinute din specia S.
chacoense, extractul din tuberculi a fost superior din perspectiva efectelor
citotoxice/ citostatice observate in cazul tuturor celor trei linii celulare de
cancer mamar. Acest lucru a fost observat in ciuda faptului cd acesta nu a
continut glicoalcaloizi, compusi carora le-a fost atribuitd activitatea anti-
tumorald a extractelor din diferite specii de Solanum (Freidman, 2015). Cu
toate acestea, extractul din tuberculi a continut mai multi compusi fenolici.
Totodata, acizii cafeic si ferulic, cunoscuti pentru activitatea anti-tumorala
(Rosendhl si colab., 2015, Gao si colab., 2018), au fost identificati doar in
acest preparat. Mai mult decat atat, diversitatea crescuta a compusilor volatili
cunoscuti pentru activitatea anti-tumorala (cetone si aldehide), dublatd de
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abundente relative mai mari a acestora, au fost elemente remarcate in profilul
biochimic al extractului din tuberculi, comparativ cu cel din frunzele de S.
chacoense.

2.3. Mecanismele de actiune ale extractelor de Solanum spp.

Din familia de proteine reglatoare a apoptozei BCL2, trei gene au fost
modulate de extractele obtinute din speciile de Solanum incluse in studiu.
Astfel, gena BCL2, una dintre cele mai importante proteine anti-apoptotice
din aceasta familie a fost subexprimata, iar BAX, gena pro-apoptotica cu mai
multe domenii BH, a fost supraexprimata In urma administrarii tuturor celor
trei extracte. Gena pro-apoptoticd BBC3 a fost de asemenea supraexprimata
in celulele MCF7 tratate cu extractul obtinut din frunzele de S.
bulbocastanum. Toate aceste date sugereaza inducerea apoptozei prin
eliberarea citocromului ¢ cu formarea apoptosomului in urma tratamentului
cu extractele de S. chacoense si S. bulbocastanum. Intru sustinerea ipotezei
inducerii apoptozei de citre extractele din aceste specii vine si
supraexprimarea semnificativa statistic a genei ZMATS3.

Ciclina D1, implicata in progresul ciclului celular prin punctul R din
faza Gy in faza S, a fost subexprimata substantial Tn urma tratamentului cu
toate cele trei extracte obtinute din speciile de Solanum. Similar, si factorul
de transcriere STAT3, relevant in transcrierea a multiple gene implicate Tn
proliferare, a avut nivele scazute de exprimare in urma administrarii celor trei
extracte de interes. Exprimarea NFkB a fost modulata semnificativ in sensul
inhibarii proliferarii celulare doar de catre extactele din specia S. chacoense.
Asfel, se evidentiaza premisa conform careia extractele obtinute din speciile
de Solanum ar putea stopa procesul ciclului celular si proliferarea celulara,
subliniind potentialul citostatic al acestora.

Avénd 1n vedere toate aceste date, sunt evidentiate pentru prima data
bazele moleculare ale efectelor citotoxice si citostatice ale compusilor
bioactivi din speciile S. chacoense si S. bulbocastanum.
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Concluzii

Extractele metanolice obtinute din florile si frunzele de C. officinalis
prin tehnica UAE au fost bogate in polifenoli si compusi volatili, constituenti
cunoscuti pentru activitatea anti-tumorala. Atat extractul din frunze, cat si cel
din florile de C. officinalis au fost caracterizate de activitate anti-tumorald in
vitro Tmpotriva tuturor celor trei linii de cancer mamar. Mai mult decét atat,
acestea au fost si selective din perspectiva citotoxicitatii impotriva liniilor
celulare tumorale in comparatie cu celulele endoteliale sandtoase. Ambele
extracte au modulat exprimarea mai multor gene relevante in proliferare si
apoptoza, sugerand capacitatea extractelor de a induce moartea celulard si
stoparea ciclului celular n celulele tumorale. Aceste date demonstreaza, cel
putin partial, bazele moleculare ale efectelor celulare observate anterior,
conform carora extractele din C. officinalis ar avea atat efecte citotoxice, cat
si citostatice. Astfel, C. officinalis poate fi consideratd o sursa relevantd de
compusi bioactivi cu proprietati anti-cancer, iar preparatele vegetale din
aceastda specie ar putea fi incluse ca produse asociate medicinei
complementare in tratarea si ingrijirea paliativi a pacientelor cu cancer
mamar.

Extractele obtinute din frunzele si tuberculii de S. chacoense au fost
bogate in acizi fenolici si compusi volatili. Aditional, extractul din frunze a
continut patru alcaloizi specifici familiei Solanaceae. Cele doua extracte
obtinute din S. chacoense au fost caracterizare de activitate anti-tumorala pe
toate cele trei linii celulare de cancer mamar si au fost selective impotriva
liniei celulare de cancer de sain MCF7. In schimb, extractul obtinut din
frunzele recoltate de la S. bulbocastanum a avut toxicitate semnificativ mai
redusd asupra liniei celulare sandtoase HUVEC si astfel selectivitate mult
crescutd In activitatea anti-tumorald. Toate cele trei extracte obtinute din
speciile sdlbatice de Solanum au modulat expresia unor gene implicate in
apoptoza si proliferare celulara, sugerand activitatea citotoxica, dar si
citostaticd ce ar caracteriza aceste preparate vegetale. Astfel, speciile
salbatice de Solanum, fiind intens utilizate in programele de ameliorare a
cartofului, ar putea imbunatati semnificativ profilul biochimic responsabil de
activitatea anti-tumorald a noilor soiuri cultivate de cartof, participand astfel
la preventia cancerului mamar prin nutritie, la nivel mondial.
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