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SOD (1,2,3) — superoxid dismutaza, care poate fi in variantele 1, 2 sau 3;
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SSRI — inhibitori selectivi ai reabsorbtiei serotoninei

TAC - capacitate antioxidanta totala;

TE — echivalenti trolox;
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Cuvinte cheie: extracte vegetale, Plantago, Galium, Hypericum, antioxidanti, inflamatie, celule, stres

oxidativ, flavonoide, mimetism, estrogen.

Scopul studiului

Teza de doctorat are ca scop obtinerea unor extracte, bogate in compusi cu potential antioxidant,
din specii de Plantago, Galium si Hypericum, in vederea testarii pe modele biologice in vivo de stres
oxidativ.

Obiectivele lucrarii privesc urmatoarele aspecte:

1. Evaluarea fitochimica, activitatatii antioxidante si potentialului regenerativ in vitro al
extractului de Plantago sempervirens.

2. Exploatarea potentialul adjvuant si anti-inflamator al extractului de P. sempervirens in conditii
de inflamatie sistemica de tip acut, la sobolanul de laborator.

3. Investigarea efectului estrogeno-mimetic al flavonoidelor din extracte de Plantago pe un model
biologic de stres oxidativ in vivo asupra sistemului reproducator la femele.

4. Prepararea extractului de Galium verum si analiza chimica a acestuia in vederea evaluarii in
vivo pe un model de stres oxidativ indus prin stresul neuropsihic.

5. Verificarea eficientei rutinului in comparatie cu extractul de H. capitatum bogat in rutin, Intr-
un model in vivo de stres oxidativ asociat cu inflamatia sistemica de tip acut.

6. Prepararea extractelor hidroalcoolice de P. cornuti, P. lanceolata, P. major si P. media si
analiza comparativd a acestora, atat din punct de vedere al compozitiei chimice, cat si al activitatii

antioxidante.



I. Date din literatura
1.1. Caracteristici biologice ale unor specii de Plantago

1.1.1. incadrare sistematici si speciatie

Genul Plantago face parte din familia Plantaginaceae, ordinul Lamiales, subclasa
Asteridae, clasa Magnoliposida (Dicotyledonatae), increngétura Tracheophyta, regnul Plantae!.
Ordinul Lamiales cuprinde plante erbacee, cu frunze simple, nestipelate, grupate in rozete bazale,
foarte rar opuse. Florile sunt actinomorfe, pe tipul 4, gamosepale si gamopetale cu caliciul
persistent, ovar superior, iar fructul capsulda (Ciocarlan, 2009). Genul Plantago cuprinde
aproximativ 250 de specii, avand o distributie geograficd raspanditd, cu precadere in zonele
temeperate, dar si In zonele tropicale (Hassemer et al., 2018). Speciile din acest gen au fost intens
studiate, de-a lungul timpului, atat din punct de vedere morfologic, anatomic, cat si fitochimic,
terapeutic etc. (Hetland et al., 2000; Rahn, 1996; Taskova et al., 1999).

Pe plan international, au fost descoperite si descrise specii noi, cum ar fi Plantago
nebularis si Plantago zoellneriana in America latina (Hassemer et al., 2018). In Romania, in anul
2003, a fost raportata, pentru prima data, specia Plantago sempervirens Crantz, in flora spontana,
in localitatea Pusta, comuna Sincai din judetul Mures (Puscas et al., 2003).

Dintre speciile de Plantago, in cadrul tezei de doctorat au fost cercetate Plantago cornuti
Gouan, Plantago major L., Plantago media L., Plantago lanceolata L. si Plantago sempervirens

Crantz.

Fig. 1. P. major L. Fig. 2. P. Fig. 3. P. media L. Fig. 4. P. cornuti Fig. 5. P.
(imagine originald)  lanceolata L. (imagine originald) Gouan (imagine  sempervirens Crantz
(imagine originald) originala) (imagine originala)

1.1.3. Compozitie chimica

Genul Plantago este o sursd promititoare de noi molecule bioactive, fiindca doar o parte
din speciile acestui gen au fost studiate, indeaproape, cu privire la compozitia lor chimica
(Gongalves and Romano, 2016). Cele mai multe lucrari care descriu compozitia chimica la specii
de Plantago, cuprind in special P. major, P. lanceolata si P. media (Beara et al., 2009; Jankovi¢
et al., 2012; Lukova et al., 2017).

Fitochimia genului a fost investigatd in principal prin metode cromatografice (HPLC),

1 https://eunis.eea.europa.eu/species/177829
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cromatografice cuplate (HPLC-MS, LC-MS/MS) pentru determinarea continutului de flavonoide
(Jankovi¢ et al., 2012), dar si colorimetrice (pentru determinarea fenolilor totali, a iridoidelor
totale sau a glicozidelor fenilpropanoidice totale) (Handjieva et al., 1993; Jankovi¢ et al., 2012;
Taskova et al., 1999). Speciile de Plantago contin numerosi compusi cu proprietati biologice
precum: polizaharide, lipide, terpene, compusi benzoici (acid vanilic), taninuri, saponine, steroli,
compusi fenolici, flavonoide (ex. luteolin, apigenin, rutin), glicozide iridoide (ex. aucubina,
catalpol), acid cafeic (principalul derivat al acestuia este plantamajozida) (Samuelsen, 2000;
Stanisavljevic et al., 2008).

Profilul fenolic la P. major pune in evidentd cativa compusi majoritari, anume acidul
ferulic, acidul elagic, dar si luteolinul, care conform literaturii de specialitate este compusul
majoritar din multe specii de Plantago, atat din frunze, flori, cat si din seminte (Kawashty et al.,
1994; Samuelsen, 2000).

P. media apartine tot subgenului Plantago, astfel un profil fenolic similar cu cel al speciei
P. major poate fi luat in considerare. Alti compusi identificati, in aceastd specie, sunt: aucubina,
melitozida, plantamajorozida, monomelitozida, 10-acetilmonomelitozida, acteozida, izoacteozida
si acid clorogenic (Olennikov et al., 2011; Saadi et al., 1988).

P. cornuti este o alta specie care apartine subgenului Plantago si din care s-a izolat pentru
prima datd un compus din clasa iridoidelor, anume 10-hidroxiridoida, a doua ca importanta din
aceastd clasi (Handjieva et al., 1993). In aceastd specie au fost identificate si aucubina si
catalpolul (Rensted et al., 2000).

P. sempervirens apartine subgenului Psyllium si este mai putin raspanditd geografic, ceea
ce poate constitui un motiv pentru care nu se cunoaste inca potentialul sau medicinal. Studiile
cromatografice, efectuate pe aceastd specie, aratd doar cateva elemente identificate din clasa
iridoidelor, precum aucubina, plantarenalozida, carioptozida, gardozida si acidul 8-epiloganic
(Venditti et al., 2011).

1.1.4. Efecte terapeutice

Activitate cicatrizanta

In timpul procesului de cicatrizare, in pielea mamiferelor sunt activate o serie de procese,
care implicd inflamatie, generarea si remodelarea tesutului nou. Peste o leziune cutanatd, procesul
de re-epitelizare presupune migrarea keratinocitelor spre marginile leziunii, unde vor incepe sa
prolifereze (Schéfer si Werner, 2007). Studii despre prolificitatea celulard stimulata de prezenta
extractelor de P. major, la anumite concentratii, au fost asociate cu efectul cicatrizant al acestei
specii. Compusii responsabili pentru efectul cicatrizant inca nu se cunosc cu certitudine, nsa
acestia pot fi asociati cu compusii responsabili pentru activitatea anti-inflamatoare si

antioxidanta, cum ar fi plantamajozida (Mahmood si Phipps, 2006).
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Activitate antibacteriana

In vitro, activitatea antibacteriand a extractelor de Plantago a fost investigata folosind
principiul antibiogramei, in care discurile sunt impregnate cu extract, iar apoi aplicate pe placa
insamantatd cu tulpinile de interes. Extractele de P. major si P. lanceolata au fost testate
experimental pe culturi de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
iar antibioticele de referinta au fost penicilina si trimetoprim-sulfametoxazol. Astfel, extractul de
P. major a fost eficient la toate cele trei tulpini, iar extractul de P. lanceolata a avut efect doar
asupra S. aureus (Caceres et al., 1987; Mazzutti et al., 2017).

Activitate antioxidanta

Activitatea antioxidantd se manifestd intr-o varietate ampla de actiuni, printre care
inhibitia enzimelor oxidante, chelatarea metalelor tranzitionale, transferul de hidrogen sau
electroni neimperecheati radicalilor, detoxifierea enzimatica a speciilor reactive de oxigen etc.
(Bahadori et al., 2020; Beara et al., 2012). Activitatea antioxidantd mai puternica este exprimata
de P. lanceolata, urmata de P.major, apoi P. arenaria si P. cornuti (Nikolova et al., 2011).
Compusii fenolici si flavonoidele prezente In extracte sunt responsabile in principal de aceasta
activitate; mai exact, grupdrile hidroxilice prezente In compusii fenolici actioneaza ca
neutralizatori de radicali liberi (Beara et al., 2012).

Activitate antiinflamatoare

Extractele de P. major au dovedit ca sporesc producerea factorului de necroza tumorala
alfa (TNF-a) si de oxid nitric (NO), care protejeazd gazda impotriva unor infectii si a dezvoltarii
tumorilor (Nathan si Hibbs, 1991). Activitatea anti-inflamatoare poate fi evaluata prin mai multe
metode, printre care si evaluarea enzimelor ciclooxigenaza-1 (COX-1) si lipooxigenaza-12 (12-
LOX), care sunt implicate in metabolismul acidului arahidonic, iar acesta, de obicei deriva din
fosfolipidele membranare sub actiunea fosfolipazelor. Pentru a stabili activitatea anti-
inflamatoare a extractelor, au fost cuantificati produsi ai activitatii enzimatice a COX-1 si 12-
LOX, folosind cromatografia lichidd cuplata cu spectrometria de masa. Atat extractul de P.
major, cat si cel de P. lanceolata, au prezentat activitate anti-inflamatoare, inhiband enzimele
COX-1 si 12-LOX. Raportarea a fost facutd fata de doi compusi standard, care se cunosc a fi
inhibitori ai acestor enzime (aspirina si quercetinul). Astfel, extractele studiate au prezentat
activitate mai scazutd decat aspirina, insd mai crescuta decat quercetinul (Beara et al., 2010).

Activitate citotoxica

Unele studii arata faptul ca activitatea citotoxica este asociatd cu scindarea ADN-ului, in
care flavonoidele intervin prin activarea unui complex de clivare in care sunt implicate
topoizomeraza I si II (Galvez et al., 2003). Tratamentul cu extracte de P. major, P. lanceolata si

P. altissima a demonstrat un efect inhibitor dozo-dependent (Mello et al., 2015). Testele
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efectuate pe celule sdnatoase au ardtat un efect inhibitor mai slab decat in cazul celulelor
tumorale, ceea ce sugereaza faptul cd aceste extracte sunt mai toxice pentru celulele tumorale
decat pentru cele sanatoase (Beara et al., 2012).

Activitate imunomodulatoare

Prezenta agentilor imunopotentiatori in P. major ar putea explica activitatea profilactica
impotriva dezvoltdrii unor boli, precum cancerul (Gomez-Flores et al., 2000). Compusii
responsabili de activitatea imunomodulatoare sunt: aucubina, acidul clorogenic, acidul ferulic,
acidul p-cumaric, acidul vanilic, baicaleinul si baicalinul. Acidul oleanoic si acidul ursolic nu au
stimulat prolificitatea limfocitara, insa au prezentat activitate puternica in stimularea secretiei de
IFN-y (L. Chiang et al., 2003).

Activitate gastroprotectoare

In America latind si in Turcia, P. major este folositd pentru a preveni sau a combate
afectiuni digestive precum ulcerul gastric (Abud et al., 2017; Samuelsen, 2000). Efectele
gastroprotectoare ale acestei specii sunt asociate cu o serie de principii active, cum ar fi
polizaharidele, flavonoidele si alcaloizii. Aceste clase de compusi sunt cunoscute pentru
proprietatile lor antioxidante, de neutralizare a radicalilor liberi si inhibare a lipoperoxidarii
lipidelor (Beara et al., 2012; Samuelsen, 2000). Astfel, aceste proprietati pot fi asociate cu efectul
gastroprotector, dat fiind ca au fost raportate in literatura, efectele protective ale flavonoidelor
asupra mucoasei gastrice, impotriva formarii unor leziuni datorate factorilor necrotici (Mahmood
si Phipps, 20006).

Activitate hepatoprotectoare

Revenind la secretele medicinei traditionale, produsele naturale cu proprietati
antioxidante sunt intens apreciate pentru efectele protectoare asupra ficatului. P. major,
cunoscutd pentru numeroasele ei proprietati si efecte benefice, a fost investigatad si in conditii de
toxicitate hepatica, demonstrand Inca o data ca efectele protectoare sunt datorate unei palete largi
de antioxidanti naturali. Experimentele desfdsurate, pe biosisteme model, au ardtat faptul ca
tratamentul cu extract de patlagina, nu doar cad previne depletia de GSH, ci chiar reduce stresul
oxidativ. Enzimele specifice activititii hepatice (alaninaminotrasferaza (ALT) si
aspartataminotrasferaza (AST)) sunt semnificativ scazute in conditii de tratament cu Plantago si
pe fondul unor intoxicatii cu medicamente.

1.2. Caracteristici biologice ale unor specii de Galium

1.2.1. Incadrare sistematica si speciatie
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Genul Galium face parte din familia Rubiaceae, ordinul
Gentianales, subclasa  Asteridae, clasa Magnoliopsida
(Dicotyledonatae), increngatura Tracheophyta, regnul Plantae?.
Familia Rubiaceae este a patra cea mai mare familie ca
dimensiune de angiosperme, cu aproximativ 660 genuri si

13526 specii (De Toni si Mariath, 2015; Sik et al., 2016).

Genul Galium L. cuprinde peste 650 de specii, larg distribuite

e
in zone tropicale si temperate, avand specii anuale, dar si Fig. 6. Galium verum L.

perene (Bradic et al., 2019; Frisci¢ et al., 2018). (imagine originald)
1.2.3. Compozitie chimica
O serie de compusi bioactivi au fost izolati din specii de Galium, care arata, Inca o data,
asemanarea dintre G. verum si G. mollugo, insa exista cateva diferente care constituie importanti
indicatori chemotaxonomici. Categoriile de compusi chimici identificati la G. verum sunt
urmatoarele: iridoide glicozidice, compusi fenolici, antrachinone, triterpene, taninuri, saponine,

uleiuri esentiale, pigmenti si vitamine (Bradic et al., 2016).

Fig. 9. Profilul chimic la G. verum, adaptare dupa (Bradic et al., 2016; Mocan et al., 2019).

Figura 9 ilustreazd date din literatura, care au avut ca obiectiv fie identificarea, fie
cuantificarea compusilor chimici din specia G. verum, care se incadreaza in principalele clase de
compusi prezenti in plante.

1.2.4. Efecte terapeutice

Activitate antioxidanta

Studii de specialitate recente dovedesc activitatea antioxidantd la extracte de Galium,

obtinute din diferite specii (G. verum, G. mollugo, G. aparine, G. odoratum) cu solventi precum

2 http://eunis.eea.europa.eu/species/181730
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apa, alcool si metanol. Rezultatele obtinute folosind metoda DPPH aratd concentratia inhibitorie
50% (ICso), care ordoneaza cele patru extracte de Galium, in functie de potentialul antioxidant.
Astfel G. verum se claseazda pe primul loc (ICs50=105.4340.15), apoi G. mollugo
(IC50=107.45£0.53), urmat de G. aparine (IC50=116.43+0.46) si G. odoratum
(IC50=264.42%0.74) (Vlase et al., 2014).
Activitate antibacteriana si antifungica

Experimentele derulate cu bacterii gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes) si gram-negative (Salmonela typhimurium, Escherichia coli) aratd o sensibilitate
mai mare a bacteriilor gram-pozitive la actiunea extractului de G. verum (Bradic et al., 2016).

Activitatea antifungicd a extractelor de Galium este foarte scazutd. Studiile asupra
coloniilor de C. albicans aratd un G. verum ineficient, insd complexele formate din acesta,
impreund cu G. dasypodum, G. aparine si G. pseudomollugo reprezintd un remediu antifungic
foarte eficient (Vasilevna et al., 2016).

Activitate antiinflamatoare

Pe fondul unei inflamatii de tip acut, indusd experimental la sobolanul de laborator,
administrarea pe cale orald a infuziei de G. verum a redus cu aproximativ 37% edemul format de
caragenan (Fig. 10). Medicamentele de sinteza folosite ca antiinflamator sau control pozitiv au
redus edemul cu 47%, ceea ce aratd o diferentd foarte micd in comparatie cu alternativa naturala
(Mazko et al., 2017). Rezultatul statistic semnificativ, de reducere a inflamatiei, a fost inregistrat
la numai doua ore de la inducerea experimentald a inflamatiei, ceea ce dovedeste efectul rapid al
extractului de G. verum.

Activitate antitumorala

Experimente in vitro au ardtat o sensibilitate crescutd a liniilor celulare de carcinom
laringeal, ceea ce arata potentialul curativ al extractului de G. verum, impotriva cancerelor de gat
si laringe (Bradic et al., 2016). Extractul etanolic de sanziana a dovedit ca inhibd dezvoltarea
celulelor canceroase de san prin activarea apoptozei. Flavonoidele din extractul de G. verum, in
special diosmetina, este recunoscutd a fi un inhibitor al tumorilor de cervix si timus, prin

semnalizarea dependentd Fas-FasL, cu activarea caspazelor care induc apoptoza (Zhao et al.,

2011).
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1.3. Caracteristici biologice ale unor specii de Hypericum
1.3.1. incadrare sistematici si speciatie
Genul Hypericum apartine familiei Clusiaceae,
ordinul ~ Malpighiales, clasa  Magnoliopsida,
increngitura Tracheophyta, regnul Plantae’. In alte
baze de date, genul Hypericum, face parte din familia

Clusiaceae, ordinul Theales, sublasa Dilleniidae,

clasa Magnoliopsida (Dicotyledonatae), increngatura . . )
Fig. 11. Hypericum capitatum Choisy

Magnoliophyta, regnul Plantae®.

(https://www.turkiyebitkileri.com/en/photo-gallery/view-
photo/3599/15974.html)

1.3.2. Morfologie si ultrastructura

H. capitatum este o specie originard din Lebanon, Siria si Turcia. Este o specie perena,
care poate ajunge la o Tndtime de pana la 50 cm (Fig. 11). H. capitatum este caracterizat de
prezenta micilor canalelor secretorii translucide, specifice genului, atat pe tulpina cat si pe frunze
si care contin biomarkeri vegetali (Esra si Afife, 2013). Florile sunt colorate, dar variaza de la
portocaliu inchis la rosu intens (Robson, 1987).

1.3.3. Compozitie chimica

Cele mai recente date, despre compozitia chimicd a speciilor de Hypericum, indica un
continut bogat in metaboliti secundari bioactivi, precum uleiuri esentiale, naftodiantrone,
flavonoide si altele (Avato, 2005; Cirak et al., 2016). Una din particularitatile speciilor de
Hypericum este prezenta glandelor specializate, care au o compozitie aparte, avand hidrocarburi,
monoterpene si seschiterpene, cunoscute pentru activitatea antibacteriand (Boga et al., 2016;
Crockett si Robson, 2011; Ero si Mat, 2013).

Din punct de vedere farmacologic, naftodiantronele reprezintd una dintre cele mai
interesante categorii de compusi chimici la genul Hypericum, datoritd efectelor terapeutice pe
care aceste structuri le determind. Cele mai importante naftodiantrone sunt hipericina si
pseudohipericina, care sunt localizate in frunze si flori (Boga et al.,, 2016; Nahrstedt si
Butterweck, 1997). Flavonoidele si compusii fenolici reprezintd categorii de compusi chimici
prezenti in concentratii ridicate, la speciile din genul Hypericum, care sunt responsabili 1n
principal, de activitatea antioxidanta (Nahrstedt si Butterweck, 1997).

1.3.4. Efecte terapeutice

Activitate antibacteriana, antifungica si antivirala

Mai multi autori au studiat efectul antibacterian al extractelor de Hypericum, precum H.

3 https://eunis.eea.europa.eu/species/173352
4 https://plants.sc.egov.usda.gov/core/profile?symbol=HYPER
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heterophyllum, H. hyssopifolium, H. scabrum (Boga et al., 2016; Unal et al., 2008). Aceste specii
au dovedit a avea remarcabile efecte antibacteriene asupra coloniilor de bacterii gram-pozitive si
mai putin asupra celor gram-negative, iar efecte antifungice absente. Astfel, substantele chimice
responsabile de aceastd activitate se considera a fi flavonoidele, compusii fenolici,
naftodiantronele si uleiurile esentiale (Radulovi¢ et al., 2007). Mai mult decat atit, a fost
doveditd activitatea antiretrovirald a speciei fatd de virusul HIV-I, dovedind inhibitia absorbtiei
virusului (Sokmen et al., 1999).

Activitate antioxidanta si antiinflamatoare

Speciile de Hypericum sunt cunoscute pentru efectele antioxidante, antiinflamatorii si
antidepresive, insd mecanismele care stau la baza acestor efecte nu sunt pe deplin cunoscute (Du
et al., 2014; Miller, 1998; Sanchez-Reus et al., 2007). Ceea ce a fost identificat, pana in present,
este activitatea antioxidanta puternica a extractului de H. performatum, activitate care se bazeaza
pe mecanismul de actiune al flavonoidelor similar cu cel al reductonilor. Acestia sunt structuri
chimice care reactioneazd cu anumiti precursori ai peroxizilor, In acest fel impiedicand formarea
peroxizilor.

Activitate de protectie a ADN

Activitatea de protejare a ADN-ului a fost demonstratd folosind un ADN plasmidial,
oxidat cu radicali -OH obtinuti din fotoliza apei oxigenate si in prezenta extractului metanolic de
H. capitatum var. capitatum. Adaugarea extractului in mixtura de reactie a inhibat formarea de
ADN plasmidial circular si linear deschis, intr-un mod dozo-dependent (Boga et al., 2016).

Activitate antidepresiva

Farmacoterapia tulburdrilor depresive constd in medicamente antidepresive, precum
inhibitori ai enzimei monoamino oxidaza (MAO) si inhibitori selectivi ai reabsorbtiei serotoninei
(SSRI). Desi aceste substante sunt foarte eficiente, pentru tratarea tulburarilor depresive, frecvent
au fost raportate efecte adverse precum tahicardie, hipotensiune arteriala, senzatia de gura uscata,
toxicitate hepatica. H. perforatum a fost indrodus, in terapia depresiei, inca din anii 1980, fiind
recomandat pentru depresiile usoare si moderate (Wurglics si Schubert-Zsilavecz, 2006).

1.4. Fiziologia si patologia stresului oxidativ
., Nu este stresul cel care ne omoard, ci este reactia noastra la stres” Hans Selye

Expunerea zilnica la diferiti stresori, precum malnutritie, sedentarism, medicamente si
droguri, poluare, radiatii UV, micro-organisme, virusuri, poate conduce la dezvoltarea unor
patologii asociate stresului, precum depresie, anxietate, disfunctii gastrointestinale, boli
cardiovasculare etc. Toate aceste conditii deterioreazd homeostazia celulara producand
modificari biochimice, chiar si leziuni care se intalnesc sub denumirea de stres oxidativ (Ochi et

al., 2008; Sies et al., 2017).
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1.4.1. Tipuri si forme
Tabelul 9. Clasificarea stresului oxidativ in functie de intensitate, forme, terminologie si tipuri de

raspunsuri asociate

Criterii de clasificare Tipuri de stres oxidativ

Intensitate Bazal

Scazut
Intermediar
Crescut/Intens

Forme specifice Fiziologic (eustres)

Nutritional, postprandial

Glico-oxidativ

Proteotoxic, asociat cu reticulul endoplasmatic (RE-stres) si/sau cu legaturile disulfidice
Fotooxidativ (UV-A, UV-B, vizibil, infrarosu)
Stres indus de radiatii

Nitrozativ

Stres indus de nano-particule

Stres de mediu (SO2, NO:, O3)

Terminologie asociati Oxidant/pro-oxidant

Redox, stres electrofilic

Stres reducator, hipoxic

Stres de energie

Raéspunsuri asociate Soc termic

Proteine despachetate
Proliferare celulara
Autofagie, apoptozd, necroza

(Lushchak, 2014; Sies, 2015; Sies et al., 2017)

1.4.2. Mecanisme celulare si moleculare ale stresului

Stresul oxidativ apare, in celule, In momentul in care balanta oxidanti/antioxidanti se afla
intr-un dezechilibru, marcat de cresterea concentratiei unor produsi cunoscuti dupd denumirea
populard de ,radicali liberi”. Astfel, stresul oxidativ este o consecintd a excesului de specii
reactive, precum acesti radicali liberi, care nu au putut fi neutralizate de sistemele defensive ale
celulei (Ahmadinejad et al., 2017; Crockett si Robson, 2011; Pan et al., 2019).

Datele din literatura arata faptul ca cea mai mare cantitate de specii reactive provine din
lantul transportor de electroni, unde la nivelul coenzimei Q exista posibilitatea ca o cantitate mare
de electroni sa fie eliberati, care apoi interactioneaza cu oxigenul molecular cu formarea de anion
superoxid

Polifenolii, desi se regdsesc intr-o gama destul de variatd, sunt considerati a fi un grup de
antioxidanti foarte puternici, uneori chiar mai puternici decat acidul ascorbic (Prior si Cao,
2000). Printre mecanismele in care acestia se angajeazd, se numard: directa purificare a
radicalilor liberi, activarea enzimelor antioxidante (Tabelul 10), chelatarea metalelor, reducerea
radicalilor a-tocoferil, inhibitia oxidazelor (Tabelul 10), atenuarea stresului nitro-oxidativ,
cresterea concentratiei de acid uric (Hirano et al., 2001; Lotito si Frei, 2006; Prochazkova et al.,
2011a). O etapa limitantd a activitatii antioxidante a polifenolilor este absorbtia in micromediul

de reactie celular, care are loc cu o degradare microbiand in prealabil, n intestinul subtire.
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Astfel, dupa acel soi de degradare, compusii fenolici fie se absorb individual, fie in structuri
condensate, denumite agliconi. Fenomenul de absorbtie poate fi prin doud mecanisme:

a) prin intermediul cardusului dependent de sodiu al glucozei (Wurglics si Schubert-
Zsilavecz, 2006);

b) difuzia pasivd a moleculei sau agliconului in fluxul sangvin, precedata de deglicozilarea
structurilor fenolice (ex: rutin) cu ajutorul enzimei floridzin-hidrolaza in apropierea
membranei enterocitelor (Wurglics si Schubert-Zsilavecz, 2006).

Cu toate acestea, antioxidantii exogeni au o naturd duald, in sensul in care, pe langa
efectele pozitive, pot avea si un impact negativ asupra micromediului celular.

1.4.3. Stresul oxidativ si antioxidantii in toxicitatea ovariana

Speciile reactive de oxigen (SRO) afecteaza mai multe procese fiziologice, incepand de
la maturarea oocitului, fertilizare, dezvoltare embrionard si sarcind. Fiind implicate in functia
ovariand, aceste specii contribuie semnificativ in dezvoltarea unor boli, care afecteaza
feritilitatea (e.g. malformatii, dezvoltarea anormald a embrionului, a pubertatii, a
comportamentului sexual, etc.).

Flavonoidele din plante, pe langd efectul antioxidant oferit de structura lor chimica,
activeazd cdi de semnalizare celulard, prin care stimuleaza lupta internd a celulei in fata
radicalilor instabili. Astfel, prin activarea caii de semnalizare a factorilor de transcriere NRF2
(factor nuclear asociat cu factorul eritroid 2) si PPARy (gamma receptor activat de peroxizom),
activeaza enzimele antioxidante si blocheazd producerea de SRO, inflamatia si apoptoza
(Aladaileh et al., 2019; Sun et al., 2012). Efectele secundare ale tratamentelor cu CPA sunt
reprezentate de productia de specii reactive (*OH, O2*, H>0O.) in ovar si foliculi, in special in
timpul ovulatiei (Iorio et al., 2014). Acesti radicali se cunosc a fi daunatori atat foliculilor, cat si
oocitelor, fiind asociati cu modificari ale proteinelor, ale unor fragmente esentiale mentinerii
integritatii organitelor, citoscheletului, astfel pot afecta activitatea, organizarea si distributia
organitelor celulare (Devine et al., 2012; Goud et al., 2008). Astfel, In conditii patologice,
nivelurile ridicate de SRO/SRA si stresul oxidativ asociat accelereaza imbatranirea oocitelor si
cauzeaza deteriorarea calitativd a oocitului. Nivelul crescut de radicali liberi declanseaza
lipoperoxidare 1n celulele luteale, ceea ce poate conduce la regresia corpului galben.
Intensificarea sintezei de molecule instabile este asociatd cu reducerea activitdtii enzimelor
antioxidante, ceea ce contribuie la apoptoza mediati via stres oxidativ. In conditii patologice,
speciile reactive pot contribui la faza luteala defectuoasa, care poate fi o cauza a infertilittii si

avort spontan (Devine et al., 2012; Zuo et al., 2016).
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I1. Contributie personala
2.1. Materiale si metode de cercetare

2.1.1. Obtinerea extractelor vegetale

2.1.1.1. Extracte de Plantago

Speciile de Plantago sempervirens, P. cornuti, P. lanceolata, P. major $i P. media au fost
colectate din Gradina Botanicd “Alexandru Borza”, Universitatea Babes-Bolyai din Cluj-
Napoca, in Septembrie 2015. Extractele hidroalcoolice au fost obtinute din frunze prin
repercolare la rece, folosind alcool alimentar 96% (Prodvinalco)(Parvu et al., 2009).

2.1.1.2. Extract de Galium verum

Partile aeriene ale speciei Galium verum L. au fost culese in perioada infloririi,din
localitatea Mihai Viteazu, judetul Cluj. Plantele au fost uscate si macinate fin, din care 150 g de
pudrd a fost maceratd cu 450 mL solutie hidroalcoolica (70% etanol), timp de 7 zile, la
temperatura camerei, iar extractul obtinut fost filtrat pentru analize ulterioare (Farcas et al., 2018;
Velickovic¢ et al., 2007).

2.1.1.3. Extract de Hypericum capitatum

Plante de Hypericum capitatumau fost colectate, in anul 2015, din zona Kilis, Turcia, in
diferite stadii ale dezvoltdrii: Tnainte de inflorire, in timpul infloririi si dupa inflorire. Pentru
analizele chimice comparative, a fost preparat si un extract de H. perforatum, cea mai
reprezentativa specie a genului Hypericum (Aidi Wannes et al., 2010; Farcas et al., 2019).

2.1.2. Metode de determinare a compozitiei chimice a extractelor

2.1.2.1. Analiza HPTLC

O separare cromatografica preliminard si calitativa a fost efectuatd cu ajutorul placilor
pentru cromatografie 1n strat subtire HPTLC (Cimpoiu et al., 2010; Hosu et al., 2016).

2.1.2.2. Analiza HPLC-DAD

Pentru a efectua o separare cantitativd, a compusilor de interes, a fost utilizata
cromatografia de lichide de inaltd performantd cuplatd cu detector de retea de diode (HPLC-
DAD) (Farcas et al., 2019).

2.1.2.3. Analiza de rezonanta electroparamagnetica de spin (RES)

Reactivitatea antioxidantd a fost evaluatd si prin profilul radicalilor semiquinonici
generati printr-un tratament alcalin al extractelor si monitorizati prin rezonanta electromagnetica
de spin (RES) (Mot et al., 2009, 2015).

2.1.3. Determinarea activitatii antioxidante la extracte vegetale
2.1.3.1. Metoda DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
Metoda DPPH de evaluare a activitatii antioxidante a extractelor vegetale este o metoda

de neutralizare a radicalului DPPH, un radical stabil, care poate fi monitorizat spectrofotometrico
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perioadd determinata.Calcularea concentratiei de DPPH, rdmasd la un moment dat, oferda
informatii cu privire la gradul de neutralizare a radicalului, ceea ce poate fi tradus in activitatea
antioxidanta a extractului testat (Mot et al., 2011).
2.1.3.2. Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
Metoda TEAC se bazeaza pe abilitatea antioxidantior prezenti in probe de a neutraliza
radicalul ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolind-6-acidsulfonic) (Mot et al., 2009).
2.1.3.3. Metoda Folin-Ciocalteu
Metoda Folin-Ciocalteu (FC) este utilizata pentru cuantificarea antioxidantilor hidrofilici
si se bazeazd pe reducerea reactivului FC de catre compusii cu potential antioxidant (Mot et al.,
2009).
2.1.3.4. Metoda B-caroten
B-carotenul este un compus natural, galben-portocaliu, intdlnit, In abundenta, in
produsele vegetale. Datoritd structurii chimice, acesta realizeazd activitdti antioxidante in
interactiune cu membrane biologice (Nimse si Pal, 2015). Evaluarea capacitatatii antioxidante a
extractelor vegetale, prin metoda f-caroten, presupune inhibitia testului de neutralizare indus de
B-caroten (Mot et al., 2016).
2.1.4. Determinarea activitatii prooxidante a extractelor vegetale
Activitatea prooxidantd a fost determinatd spectrofotometric, folosind o metoda care
implica radicali liberi generati de o enzima (lacaza) si oxidarea hemoglobinei (Mot et al., 2014).
2.1.5. Evaluarea potentialului de regenerare in vitro la extracte de Plantago
Testarea potentialului de regenerare, al celulelor in culturd, poate fi realizata prin lezarea
culturilor celulare pe mediu de cultura solid. Capacitatea celulelor de a recoloniza spatiul vacant
indica modificari ale dinamicii celulare (Jin et al., 2017).
2.1.6. Evaluarea potentialului antioxidant si antiinflamator, la extracte vegetale, cu
model experimental pe sobolan
2.1.6.1. Modele biologice de stres la sobolan
2.1.6.1.1. Model de inflamatie sistemica de tip acut
Pentru a investiga potentialul antioxidant, dar si antiinflamator, la extracte de Plantago
sempervirens $i Hypericum capitatum, a fost adoptat un model de inflamatie sistemica de tip
acut, indus cu ulei de terbentind, la sobolanul de laborator. Uleiul de terebentind functioneaza ca
stimul non-antigenic si afecteaza fagocitoza ca parte a raspunsului celular de fazd acuta, asociat
inflamatiei. Leziunile oxidative asociate cu raspunsul inflamator au fost cuantificate prin prisma
parametrilor de stres oxidativ si nitro-oxidativ, precum stres oxidativ total (TOS), MDA
(malondialdehida), OSI (indicele de stres oxidativ) si NO (oxidul nitric). Activitatea antioxidanta

este determinatd prin evaluarea nivelului de glutation (GSH), activitatilor enzimatice precum
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superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT) si prin capacitatea antioxidantd totala (TAC).

Totodata, folosind acest model, poate fi evaluat raspunsul inflamator, prin markeri specifici ai

inflamatiei, precum proteinele de fazd acuta (proteina C reactivd - CRP), cuantificarea celulelor

polimorfonucleare (PMN), oxidul nitric (NO), gradul de nitrare al tirozinei (3NT) (Andreicut et

al., 2018; Farcas et al., 2019; Farcas et al., 2019; Parvu et al., 2014; Tiperciuc et al., 2013).
2.1.6.1.2. Model de stres neuropsihic

Modelul stresului neuropsihic a fost utilizat, pentru a evalua in vivo efectele antioxidante
ale extractului de G. verum. Stresul neuropsihic a fost indus, la sobolanii de laborator prin
imobilizare, timp de 3 ore pe zi, pe parcursul a 6 zile. Acest model genereaza stres oxidativ in
vivo printr-un alt mecanism, spre deosebire de uleiul de terebentina. Imobilizarea pe parcursul a
3 ore pe zi reprezintd un stimul care induce numeroase schimbari celulare si care activeaza
cascadele de stres oxidativ cu producerea unei stari neobisnuite pentru organism (Liu et al.,
2014; Rahal et al., 2014). Axa hipotalamo-hipofizo-suprarenaliand (HHS) este o componenta
esentiald pentru reactiile de rispuns la stres. In cazul stresului de imobilizare, activitatea axei
HHS creste si se reflecta in tabloul biochimic sangvin, prin prisma concentratiilor de hormoni ai
stresului, precum corticosteron (CS) si epinefrina (EP) (Naila Sheikh et al., 2007). Odata cu
modificarile hormonale, cascadele biochimice sunt activate, iar ca urmare, sistemele antioxidante
enzimatice sunt alterate direct proportional cu nivelul stresului oxidativ (Selman et al., 2000).
Astfel, pentru evaluarea activitatii antioxidante a extractului de Galium, un set de markeri
specifici ai stresului au fost investigati din serul animalelor stresate, nestresate, dar expuse
tratamentului cu extract. Parametri precum MDA, CS, EP, SOD, CAT, colesterolul total (CT),
aspartataminotransferaza (AST), alaninaminotransferaza (ALT), creatinind (Crea) si proteine
totale (PT) au fost evaluate din ser. Interpretarea rezultatelor si analizele statistice contribuie la
demonstrarea efectului antioxidant (Amin et al., 2017; Samarghandian et al., 2016; Thakare et
al., 2016).

2.1.6.1.3. Gonadotoxicitate indusa cu ciclofosfamida (CPA)

Modelul cu CPA, la sobolanul de laborator, a fost indus pe fondul unui tratament
profilaxic cu extract de P. lanceolata. Pentru a induce o depletie foliculard de aproximativ 50%,
doza de CPA a fost stabilitd la 150 mg CPA/kg greutate corporald, administratd o singura data,
prin injectie intramusculard, dupd modelul propus de (Horicks et al., 2015). Stresul oxidativ
generat este asociat si cu un raspuns inflamator, care se reflectd inclusiv in glandele sexuale.
Astfel, pentru evaluarea stresului oxidativ si raspunsului inflamator, parametri precum TOS,
MDA, OSI, NO, 3NT au fost evaluati din serul animalelor, dar si din tesutul ovarian. Pe langa
acesti parametri, au fost determinati indicatori ai sistemelor antixidante enzimatice (SOD, CAT,

GPX- glutation peroxidaza) si non-enzimatice (GSH). Pentru un tablou biochimic-endocrin
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complet, hormonii sexuali precum, hormonul foliculo-stimulant (FSH), estrogen (E2),
progesteron (PRO) au fost determinati din serul sangvin la toate animalele din experiment.

2.1.6.2. Animale si etica cercetarii

Toate experimentele au fost organizate in acord cu Legea 43/2014 de protectie a

animalelor folosite 1n scop stiintific si a directivei europene 63/2010. Experimentele au obtinut
avizul de la Directia Sanitar Veterinard si pentru Siguranta Alimentelor din Cluj-Napoca
(nr.22/13.12.2016).

2.1.6.3. Design experimental

A. Inflamatie sistemica de tip acut si tratament cu P. sempervirens

Tabelul 11. Loturi experimentale si tratament cu P. sempervirens

Loturi/n=6 C EtOH 1 P25 P50 P100 1+P25 1+P50 1+P100
(0.6 mL/ kg I+ I+ I+
Etanol Extract Extract Extract
Tratament H.O corp ulei de Extract Extract Extract
30% 25% 50% 100%
terbentind) 25% 50% 100%
Animale sobolani din rasa Wistar, femele, 160+20 g
Durata )
. 8 zile
experiment
Administrare ) ) ) o )
) 0.6 mL ulei de terebentind in penultima zi (ziua 7) de experiment
agent inflamator
Administrare
Etanol 30% si extractele au fost administrate intragastric,1 mL, zilnic
tratament
Conditii Apd si mancare ad libitum

B. Gonadotoxicitate asociatd cu raspuns inflamator si tratament cu luteolin si P. lanceolata

Tabel 12. Loturi experimentale si tratamentul corespunzator

Loturi/n=6 C CPA CPA+E CPA+L1 CPA+L2 CPA+L3
Tratament DMSO 150 mg/kg CPA+ extract de | CPA+ 04 mg | CPA+ 5 mg | CPA+ 10 mg
3% corp, i.m., P. lanceolata | luteolin/ kg corp luteolin/ kg corp luteolin/ kg
in ziua 15 (0.4 mg luteolin corp
in extract/ kg
corp)
Animale sobolani din rasa Wistar, femele, 160£20 g
Durata 21 zile
experiment
Administrare CPA, 150 mg/ kg greutate corporald, administrat intramuscular in ziua 15
agent toxic
Administrare DMSO 3%, extractul si solutiile de luteolin au fost administrate intragastric, o datd la doua zile
tratament
Conditii Apa si mancare ad libitum
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C. Inflamatie sistemica de tip acut si tratament cu H. capitatum

Tabelul 13. Loturi experimentale si tratament cu H. capitatum

Loturi/n=5 C 1 I+Dcf I+R 1+D1 1+D2 1+D3
. I+ Extract I+ Extract I+ Extract
+ +
Tratament DMSO (0.6 mL/ kg corp ! (%CILOf/inac Irutzirsl/ll?g cul2.5mg cu25mg cu 50 mg
4.7% ulei de terbentind) eke & rutin in rutin in rutin in
corp) corp
extract extract extract
Animale sobolani din rasa Wistar, femele, 160£20 g
Duljata 8 zile
experiment
Administrare . s .
. 0.6 mL ulei de terebentind in ziua 7 de experiment
agent inflamator
Administrare DMSO 4.7%, diclofenacul (10 mg/kg corp), rutinul (25 mg kg corp) si extractele (D1, D2, D3) au fost administrate
tratament intragastric,1 mL, zilnic
Conditii Apd si mancare ad libitum

D. Stres neuropsihic indus prin imobilizare si tratament cu G. verum

Tabelul 14. Loturi experimentale si tratament cu G. verum

Loturi/n=6 C S SG1 SG2
- . 50 tract/k
. - Imobilizare 3 h/zi, la 25 mg extract/ kg corp+ Mg extractikg corp
Tratament Dietd normala N . . . Lo . imobilizare 3 h/zi la
intuneric imobilizare 3 h/zi la intuneric N .
Intuneric
Animale sobolani din rasa Wistar, femele, 160+20 g
Durata experiment 7 zile
Stresor imobilizare, in containere speciale, 3 ore/zi, timp de 7 zile
Administrare tratament extractele (G1 si G2) au fost administrate intragastric,] mL, inainte de perioada de stres, zilnic
Conditii apa si mancare ad libitum

2.1.6.4. Markeri de stres oxidativ si inflamatie

Stresul oxidativ si nitro-oxidativ a fost investigat prin prisma mai multor parametri care
cuantifica, pe de o parte, radicalii liberi generati In fluxul sangvin (TOS, OSI, MDA, NO, 3NT),
iar pe de alta parte, sistemele antioxidante endogene, enzimatice (CAT, SOD, GPX) si non-
enzimatice (GSH), care contribuie la indepartarea speciilor oxidative, dupd cum urmeaza:

a. Stresul oxidativ total (TOS) (Erel, 2005);

b. Capacitatea antioxidanta totald (TAC) (Erel, 2004);

c. Indicele de stres oxidativ (OSI) reprezintd raportul TOS/TAC (Harma et al., 2003;
Miranda et al., 2001);

d. Oxidul nitric (NO) (Miranda et al., 2001).

e. Malondialdehida (MDA) (Mitev et al., 2010);

f. Gruparile tiolice (SH) reprezintd, in ansamblu, sistemul antioxidant neenzimatic al

celulelor (GSH) (Mitev et al., 2010);
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g. Catalaza (CAT) este o enzimd care apartine sistemului antioxidant enzimatic propriu
celulei si care poate fi determinata utilizand o metoda cineticd (Aebi, 1984);

h. Superoxid dismutaza (SOD) este o enzimd antioxidantd care protejeaza celulele vii
impotriva radicalilor liberi de superoxid (Sun et al., 1988);

i. Glutation peroxidaza (GPX) este o oxidoreductaza, care catalizeaza reactia dintre
glutation si apa oxigenata;

j. Proteina C reactiva (CRP) este una dintre cele mai importante proteine de faza acuta,
fiind implicatd in inflamatie, traume, infarct miocardic si alte patologii (Eckschlager et al.,
2019);

k. Albumina (ALB) este o proteind globulard, majoritard in serul uman, cu rol in
mentinerea presiunii osmotice, antioxidanta si de sprijin in transportul unor medicamente sau alte
substante (Ueno et al., 2016);

1). Proteinele totale (PT) (Zheng et al., 2017);

2.1.6.5. Parametri hematologici

Hemoleucograma completa se realizeaza, prin citometrie in flux, folosind un analizor
automat de hematologie (Abacus Junior Vet, Diatron, Messtechnik, Budapesta, Ungaria).

2.1.6.6. Markeri hormonali

Principalii markeri ai dezvoltarii foliculare sunt hormonii FSH si E>. FSH contribuie la
stimularea si cresterea folculilor la mamiferele post-pubertale, iar E> are rolul de a forma bucla
de feedback a axei hipofizo-ovariene cu inhibarea concentratiei de FSH (Kaygusuzoglu et al.,
2018).

2.1.6.7. Markeri hepatici si renali

Enzimele hepatice precum alaninaminotransferaza (ALT), aspartataminotransferaza
(AST), reprezinta markeri ai integritatii membranelor celulare hepatice (Yang et al., 2010).
Colesterolul total (CT) este un parametru cheie al metabolismului lipidic, iar determinarea
nivelului seric al acestuia se realizeaza prin metode colorimetrice enzimatice (Anwar si Meki,
2003). Creatinina (Crea) este un marker specific functiei renale, care poate fi evaluat folosind
metoda Jaffe sau metoda enzimatica (Schmidt et al., 2015).

2.1.6.8. Markeri moleculari

Factorul 9 de crestere si dezvoltare (GDF9) este un membru al superfamiliei TGF-f si
este responsabil pentru cresterea si dezvoltarea celulelor granuloase in timpul dezvoltarii
foliculare (Giirgen et al., 2013). Receptorii pentru estrogen (ER) au o multime de roluri
fiziologice, datorita vulnerabilitdtii pentru o multime de liganzi (Imamov et al., 2005). Atat ER,
cat si GDF9, au fost determinati prin metoda ELISA, cu ajutorul kiturilor standard. Caspaza 3

(Casp3) este un indicator al apoptozei (El-Readi et al., 2013).
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2.1.6.9. Analize histologice si ultrastructurale
Pentru analiza histologica, tesutul ovarian a fost prelucrat conform protocolului descris

(Toma et al., 2017). Analiza ultrastructurald a celulelor granuloase si tecale din ovar a fost
realizatd cu ajutorului microscopului electronic cu transmisie (TEM) conform protocolului
descris de (Craciun si Barbu-Tudoran, 2013).

2.1.6.10. Docking molecular la flavonoide

Simularile ligand-receptor au fost efectuate folosind docking-ul molecular, o metoda
computationala care, pe baza unor functii de scalare, poate prezice orientarea unei molecule fata
de alta, precum si stabilitatea complecsilor moleculari in cazul in care acestia se formeaza.
Aceste date pot fi utilizate pentru a prezice puterea de asociere sau afinitatea de legare a acestor
molecule (Ferreira et al., 2015).

2.1.7. Analiza statistica

Toate datele experimentale sunt exprimate ca medie + SEM. Distributia normala a datelor
a fost verificata cu testul Shapiro-Wilk. Testul statistic pentru investigarea semnificatiei statistice
a fost ANOVA one-way, urmata de comparatia multipla a lui Bonferroni. Semnificatia statistica
a fost stabilita la un p<0.05 (intervalul de incredere de 95%). Valorile statistice au fost obtinute
atat cu programul Microsoft Excel, cat si cu programul GraphPad Prism (5.0). Analiza
multivariatd a datelor a fost realizatd cu testul PCA (Analiza componentului principal), cu
ajutorul programului statistic Statistica 12 (Statsoft, USA) (Farcas et al., 2019).
2.2. Rezultate si discutii

2.2.1. Caracteristici biologice ale unor extracte de Plantago

2.2.1.1. Compozitie chimica

Profilul chimic al speciilor aratd, pe de o parte, specia P. lanceolata cu un continut
polifenolic abundent cantitativ, iar pe de altd parte, P. sempervirens, o specie bogatd in
numeroase flavonoide si acizi fenolici, cu continut peste limita de quatificare (LOQ) (Tabelul 15,
Figura 20).
Tabelul 15. Continutul in compusi polifenolici al unor extracte de Plantago (ug/g plant

material)(Farcas et al., 2019).

Compusi P. cornuti P. lanceolata P. major P. media P. sempervirens
polifenolici (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Acid gentisic <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
Acid cafeic <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 <0.2
Acid clorogenic <0.2 8.253 <0.2 1.836 <0.2
Acid p-coumaric  <0.2 <0.2 <0.2 0.501 0.682
Acid ferulic <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 0.456
Rutin <0.2 8.253 <0.2 <0.2 2.787
Luteolin 6.487 23.214 1.021 0.951 1.021
Apigenin 0.383 0.677 1.755 0.285 2.344
Quercitrin <0.2 <0.2 <0.2 <0.2 NF
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Nota: Valorile sunt exprimate ca medie + SD (n = 3).

Mai mult decat atat, odatd stabilit profilul fenolic, au putut fi simulate spectrele RES
pentru fiecare extract, in functie de amprenta compusilor principali identificati (apigenin, rutin,
luteolin, acid clorogenic, quercetin, kaempferol) (Figura 21). Spectrele RES au fost efectuate
pentru fiecare extract, folosind dilutii diferite (10x, 50x, 100x si 250x).

2.2.1.2. Activitate antioxidanta

Tabelul 16. Activitate antioxidanta la extractele de Plantago studiate (Farcas et al., 2019).

Extracte . . 5 ;
Metoda P. cornuti P. lanceolata P. major P. media P. sempervirens
DPPH . 0.95+0.15 1.25+0.15 0.90+0.15 2.20+0.15 6.03+0.48""
(mg QE/g plantd)
TEAC -
. 132.40+9.42 194.20+1.41 188.70+£16.77 272.1049.18 459.50+35.78
(pg TE/g planta)
FC
21.39+1.10 32.15+0.65 30.66+1.6 40.65+1.85" 59.144+4.34™"
(mg GAE/g planta) 7

**Semnificativ la p <0.001 in comparatie cu P. cornuti, P. lanceolata, P. major si P. media
# Semnificativ la p <0.01 in comparatie cu P. cornuti

Nota: Valorile sunt exprimate ca medie + SD (n = 3)

Analiza comparativd a celor cinci extracte arata faptul ca extractul hidroalcoolic de P.
sempervirens este, de departe, de 3-5x mai antioxidant decat omologii sai (P. cornuti, P. major,
P. media si P. lanceolata) (Tabelul 16). Activitatea antioxidanta rezultd din reactiile Tmpotriva
radicalilior DPPH si ABTS, dar si prin reducerea reactivului Folin-Ciocalteu. Aceste rezultate
sunt asociate, in principal, cu concentratiile in rutin si apigenin, dar si cu intreg spectrul de
compusi identificati peste LOQ, prin metoda cromatograficad. P. sempervirens este o specie
descrisa vag in literaturd, cu mici exceptii, care includ si rezultatele prezente in aceastd teza de
doctorat (Farcas et al., 2019; Venditti et al., 2011).

2.2.1.3. Activitate prooxidanta

4.0 Se cunoaste faptul cd unii
3.0 . . ..
compusi polifenolici precum
w >
g 2.0 . .
& 1o . quercetinul sau  rutinul au
0.0 i i i . . posibilitatea de a genera radicali, care
Q." OQ' \6(0' 0&0

.\o‘
o°‘° < d
Q- R \,b(\ N
QS 2014).

au proprietdti prooxidante (Mot et al.,

Figura 22. Activitatea prooxidantd a extractelor de Plantago
exprimata ca factor prooxidant de quercetin (pQF) (Farcas et
al., 2019).

In Figura 22 se observa rezultatele activititii prooxidante pentru fiecare extract de
Plantago, insa, desi existd diferente intre extracte, rezultatele nu sunt statistic semnificative.

Existd studii care aratd posibilitatea luteolinului, rutinului si quercetinului de a genera radicali
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liberi, care prezintd proprietati prooxidante (Baldim et al., 2017; Cherrak et al., 2016;
Eghbaliferiz si Iranshahi, 2016; Farcas et al., 2018; Mot et al., 2014).

2.2.1.4. Evaluarea potentialului regenerativ in vitro

=
~

g

Gradul de regenerare celulara la 6 ore

*
0 I I I I I I

P.major  P.comuti  P.media P.sempervirens P.lanceolata Control

Control

Aria de acoperire (%)
8 8 & 83 8 23 8 2

P sempervirens
s

Figura 23. Gradul de regenerare celulara dupd expunerea la extracte de Plantago (b); Aria de acoperire a leziunii
inainte si dupd expunerea celulelor la extract de P. sempervirens, (6 ore) (Farcas et al., 2019).

Rezultatele obtinute In urma testelor in vitro pentru regenerare celulara (Figura 23 a,b)
prezintd extractul de P. sempervirens ca potential stimulent al procesului de regenerare celulara,
statistic semnificativ mai eficient in comparatie cu omologii sai (Figura 23, b). Expunerea
celulelor EA.hy926 la P. sempervirens a indus o migrare celulara constanta chiar si dupa 6 ore
(Figura 23, a). In acest punct, analizele statistice arata procesul regenerativ crescut cu 20% la
celulele cu P. sempervirens in mediul de culturd, spre deosebire de grupul control.

Asadar, rezultatele obtinute in aceastd tezd de doctorat demonstreaza faptul ca, extractul
de P. sempervirens poate modula procesul de migrare celulara mult mai eficient decat extractele
omoloage. Un continut bogat in flavonoide si fenilpropanoide, responsabile de neutralizare a
radicalilor, poate contribui la procesul de migrare celulara (Zubair et al., 2012a).

2.2.1.5. Activitate antioxidanta si antiinflamatoare in vivo

Inflamatia este asociatd cu o multime de boli cronice, iar raspunsul inflamator este strans
legat de stresul oxidativ si nitro-oxidativ (Akchurin si Kaskel, 2015; Verdile et al., 2015). Pentru
a evalua potentialul antioxidant al extractului de P. sempervirens, a fost adoptat un model in vivo
de inflamatie cu ajutorul uleiului de terebentina.

Inflamatia indusa experimental (Figura 24, ABCD, grupul I) se remarca dintre toate
celelalte grupuri experimentale, din pricina faptului ca valorile parametrilor de stres oxidativ sunt
semnificativ modificate, dupa cum urmeaza: TOS (p <0.001); OSI (p <0.001) si MDA (p <0.01)
semnificativ crescute fatd de control (C). Dupd cum se observa in Figura 24, cea mai micd doza
(IP25) de P. sempervirens a avut cel mai bun efect inhibitor asupra concentratiilor TOS (p
<0.05). O consecinta a stresului oxidativ crescut este formarea de lipoperoxizi, un proces care
afecteaza puternic membranele celulare (Chen et al., 2013). Asa cum se observa in Figura 24,

nivelul MDA a fost puternic crescut ca urmare a proceselor inflamatorii.
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Figura 24. Efectele extractului de P. sempervirens asupra raspunsului antioxidant total (TAR) (A), stresului
oxidativ total (TOS) (B), indicelui de stres oxidativ (OSI) (C) si asupra malondialdehidei (MDA) (D) in ser la
sobolan. Datele reprezintd media £ SEM. A fost aplicat testul ANOVA One-way urmat de testul pentru
comparatie multipld a lui Bonferroni; * Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p < 0.01; *** Semnificativ
la p <0.00 (Farcas et al., 2019).

Toate cele trei dilutii de P. sempervirens au redus semnificativ productia in vivo de NO,
ceea ce ar putea reduce si mai mult inflamatia. Rezultatele noastre, legate de nivelurile de NO, au
fost in concordantd cu concentratiile TOS, OSI si MDA. Cele trei doze de extract au sporit
semnificativ concentratiile de SH intr-un mod dozo-dependent. Mai mult, reactiile oxidativ-
inflamatorii sunt corelate cu activitatea enzimelor antioxidante (Lee et al., 2012). SOD si CAT
au prezentat o scadere a activitatii In inflamatie, dar extractul de P. sempervirens si-a dovedit
incd o data potentialul benefic prin sustinerea utilitatii sale in cresterea activitdtii acestor doua
enzime.

A) B) SH
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Figura 25. Efectele extractului de P. sempervirens asupra oxidului nitric (NO) (A), concentratiei de tioli (SH) (B),
activitatii catalazei (CAT) (C) si activitatii superoxid dismutazei (SOD) (D) 1n ser la sobolan. Datele reprezintd media +
SEM. A fost aplicat testul ANOVA One-way urmat de testul pentru comparatie multipla a lui Bonferroni. *
Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p <0.01; *** Semnificativ la p <0.00 (Farcas et al., 2019).

Biomarkeri ai inflamatiei, cum ar fi TP, Alb, Glob, Alb/Glob si CRP, sunt prezentati in

Tabelul 17. Efectul inflamator al uleiului de terebentind este asociat cu cresterea stresului

oxidativ, asa cum se aratd in sectiunile anterioare, dar si odatad cu cresterea biomarkerilor timpurii

ai metabolismului proteic al inflamatiei (Tabelul 17). Tratamentul cu P. sempervirens a

determinat scaderea concentratiilor proteice aproape de nivelul control sau chiar sub acest prag

(CRP 1a IP100, p <0.05), (ALB la IP100, p <0.05), (TP la IP50, p <0.05, iar la IP100, p <0.05).

Tabelul 17. Concentratia proteinei C reactive (CRP), albuminei (ALB) si a proteinelor totale

(PT) la control si animalele experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie = SEM (Farcas et

al., 2019).
Param. Control EtOH | P25 P50 P100 1P25 IP50 1P100
(Cngl/)dL) 47.6+6.3 50.3+£5.3 184.3+28.4* 110£25.2 79.6+251 162.7£29.3  72.3+£27.5 64.3+11.5 40+4.3#
ALB (g/dL) 1.59+0.3 1.79+0.1 2.50+£0.6%* 1.31+0.9 1.70+0.5 2.01+0.8 1.67+0.3 1.46+0.4 1.160.0#
TP (g/dL) 6.5+0.6 9.6+0.6 11.3+1.0%* 3.0+0.5 4.3+£1.0 5.6£1.1 8.5£0.4 7.0+0.9# 6.8+0.6#
:;((;l])_‘) 4.75+0.6 7.58+0.7 8.86+0.9* 1.69+0.52  2.6+0.9 3.67+0.9 6.82+0.4 5.55+0.9 5.22+0.4
ALB/Glob 0.36+0.05 0.31+0.08 0.29+0.02 0.44+1.08 -0.10+1.03 -0.07+£0.50 0.25+0.04 0.34+0.10 0.224+0.06

* Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p < 0.01; *** Semnificativ la p < 0.001 (comparat cu Control); *Semnificativ la p <

0.05; *Semnificativ la p < 0.01; *# Semnificativ la p < 0.001 (compared with I); Param = parametri.

2.2.1.6. Activitate estrogeno-mimetica a flavonoidelor
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Figura 27. Efectele luteolinului si extractului de P. lanceolata asupra raspunsului imun la sobolan expus la
ciclofosfamida; Numar de leucocite (A); Numar de limfocite (B); Numar de granulocite (C); Numar de trombocite
(D); concentratia IgG (E); concentratia IgM (F); Datele reprezintad media + SEM. A fost aplicat testul ANOVA One-
way urmat de testul pentru comparatie multipla a lui Bonferroni; * Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p <

0.01; *** Semnificativ la p < 0.00.

Modificarile hematologice, din Figura 27 (A, B, C, D), ne aratd o imunosupresie masiva,
care implica scaderea semnificativda a leucocitelor (p <0.001), limfocitelor (p <0.001),
granulocitelor (p <0.001) si a trombocitelor (p <0.01), ceea ce demonstreaza activitatea
imunosupresoare a ciclofosfamidei. Extractul si cele trei doze de luteolin nu contracareaza acest
efect, cel putin nu la nivel celular. Concentratia imunoglobulinelor (IgG si IgM) (Figura 27, E si
F) prezintd modificari, Insd fara semnificatie statistica. Extractul si cele trei doze de luteolin nu
induc modificari semnificative ale acestor parametri, cu exceptia L1 care pare sd stimuleze
semnificativ productia de anticorpi, spre deosebire de dozele mai concentrate (Figura 27, E si F).

Stresul oxidativ determinat din ser (Figura 28, ABCD) variaza direct proportional cu
parametri de stres oxidativ din ovare (Figura 29, ABCD). CPA induce o crestere semnificativa a
valorilor MDA, din ser (p <0.05) (Figura 28, A) si din tesut (p <0.001) (Figura 29, A).
Activitdtile enzimatice si valorile GSH sunt scazute considerabil (p <0.05; p < 0.01), iar extractul
de P. lanceolata si cele trei doze de luteolin (L1, L2 si L3) contribuie semnificativ la restabilirea
echilibrului homeostazic, la valori apropiate de lotul control. Proteina C reactivda (CRP), desi
prezintd modificari vizibile grafic, acestea nu sunt statistic semnificative. Depletia masiva de
GSH poate fi atribuita conjugdrii directe a acroleinei, metabolit secundar al CPA, reducand astfel
nivelul de glutation si generand stres oxidativ (Nafees et al., 2015). Luteolinul, ca tratament

individual, dar si luteolinul din extract, previne depletia de glutation, iar astfel, sistemele
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antioxidante sunt stimulate sa neutralizeze radicalii liberi produsi de actiunea CPA. Colesterolul

si proteinele totale determinate din tesutul ovarian prezintd variatii Intre loturile experimentale,

insa fard semnificatie statistica (Figura 29, E, F).
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Figura 28. Efectele luteolinului si extractului de P. lanceolata asupra stresului oxidativ din serul de la sobolan

expus la ciclofosfamida; concentratia de malondialdehida (MDA) (A); activitatea superoxid dismuzatei (SOD)

(B); activitatea catalazei (CAT) (C); concentratia glutationului (D); concentratia proteinei C reactive (CRP)

(E). Datele reprezintd media £ SEM. A fost aplicat testul ANOVA One-way urmat de testul pentru comparatie

multipla a lui Bonferroni; * Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p < 0.01; *** Semnificativ la p < 0.00.
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Figura 31. Efectele luteolinului si extractului de P. lanceolata asupra functiei de reproducere in tesutul ovarian la
sobolan expus la ciclofosfamida; concentratia estradiolului (A); expresia receptorului pentru estrogen (ER) (B);
factorul 9 de crestere si dezvoltare (GDF9) (C); caspaza 3 (Casp3) (D); Datele reprezintd media + SEM. A fost
aplicat testul ANOVA One-way urmat de testul pentru comparatie multipld a lui Bonferroni; * Semnificativ la p <
0.05; ** Semnificativ la p < 0.01; *** Semnificativ la p < 0.00.

Acesti hormoni au capacitatea de a mentine focarele de celule germinale, datorita
receptorilor pentru estrogen (ER1 si ER2). In Figura 31 sunt reprezentate concentratia
estradiolului (A) si expresia receptorului acestuia (ER) (B), ambele fiind puternic afectate de
CPA. Un marker cheie al reglarii foliculogenezei si al ovulatiei este factorul de crestere si
diferentiere 9 (GDF9). De obicei, expresia acestui factor este asociata cu o dezvoltare normalad a
oocitelor si apoi a celulelor cumulus, care inconjoard oocitul spre formarea primului folicul,
numit si primordial (Sanchez si Smitz, 2012) (Figura 32). In figura 31 (C), se observi o crestere
aberanta (p <0.001) a acestui indicator de dezvoltare in cazul lotului expus ciclofosfamidei, iar
extractul si cele 3 doze de luteolin prezintd modificari semnificativ mai mici (p <0.001), in
comparatie cu lotul CPA. Un potential mecanism terapeutic al luteolinului, dar si al extractului,
s-ar putea sprijini pe efectul anti-apoptotic. In figura 31 (D) se observi o crestere a caspazei 3,
indicator al apoptozei In urma administrarii ciclofosfamidei, nsd extractul, dar mai ales

luteolinul, prezinta un efect anti-apoptotic.
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Figura 33. Microfotografii reprezentative ale dinamicii foliculare la sobolan (Control, CPA, CPA+ extract,

CPA+LI, CPA+L2, CPA+L3), coloratie cu hematoxilind-eozind, la microscop optic, magnificatie x200.

Analiza histologica (Figura 33) prezintd dinamica foliculard la toate loturile
experimentale (Control, CPA, CPA+extract, CPA+L1, CPA+L2, CPA+L3). In imaginile
corespunzatoare lotului CPA, se poate observa un singur folicul antral, care in interiorul sdu a
acumulat o cantitate considerabild de lipide (Figura 33, CPA). Cea mai spectaculoasd evolutie
foliculard se observa in imaginile corespunzatoare lotului CPA+L3, in care o serie de foliculi
primordiali, primari, secundari, dar si antrali pot fi usor identificati (Figura 33, CPA+L3).
Imaginile din figura 33 demonstreaza efectul dozo-dependent al luteolinului, care, atat prin
mecanisme de reducere a stresului oxidativ, cat si prin calitatea de modulator selectiv al

receptorului pentru estrogen, stimuleaza foliculogeneza ovariana.

CPA+L1 CPA+L2 CPA+L3
Figura 34. Detalii ultrastructurale ale celulelor granuloase si celulelor theca din ovare la sobolan (Control, CPA,
CPA+ extract, CPA+LI, CPA+L2, CPA+L3), la TEM, magnificatie x3000.

Evaluarea prin microscopie electronica prin transmisie (TEM) a celulor granuloase, a
celulelor cumulus si a celulelor theca arata cateva detalii surprinzitoare ale unor corpusculi
electron-densi, care pot fi asociati cu granule secretoare de hormoni (Figura 34).

2.2.1.7. Concluzii

Extractele de Plantago cercetate (P. cornuti, P. major. P. media, P. lanceolata si P.
sempervirens) au fost analizate prin metode moderne (HPLC) si se deosebesc fitochimic in ceea
ce priveste cantitatea de compusi fenolici, in special apigenin, luteolin, rutin si acid clorogenic;

Profilul chimic al speciilor aratd, pe de o parte, specia P. lanceolata cu un continut

polifenolic abundent in luteolin, iar pe de alta parte, specia P. sempervirens, o specie bogatd in
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numerosi compusi (flavonoide si acizi fenolici), cu continut peste limita de cuantificare (Tabelul
15, Figura 20) (Farcas et al, 2019);

Activitatea antioxidantd in vitro a fost investigatd prin metode diferite (DPPH, TEAC,
FC), care, desemneaza P. sempervirens ca fiind cel mai puternic antioxidant dintre toate cele
cinci extracte investigate (Tabelul 16) (Farcas et al, 2019);

Extractul de P. sempervirens a indus o migrare celulard constanta a celulelor endoteliale,
chiar i dupa 6 ore, ceea ce demonstreazd un efect proliferativ semnificativ mai mare, in
comparatie cu extractele omoloage (Figura 23, a si b) (Farcas et al, 2019);

Activitatatea antioxidantd in vivo a fost evaluata pe un model de inflamatie sistemicd de
tip acut, la sobolan de laborator, folosind ulei de terebentina. Tratamentul preventiv cu extract de
P. sempervirens, in trei doze diferite, a redus stresul oxidativ indus de inflamatie, prin
diminuarea valorilor de stres nitro-oxidativ (MDA, TOS, OSI, NO) (Fig. 24 si Fig. 25) si prin
stimularea antioxidantilor neenzimatici si enzimatici endogeni (SOD, CAT, GSH, TAR) (Fig.
25) intr-un mod dependent de doza (Farcas et al, 2019);

Activitatea estrogenica a luteolinului a fost demonstratd prin cresterea indicatorilor
esentiali ai foliculogenezei precum: concentratia estrogenului, GDF9, dinamica foliculara (Fig.
33), expresia receptorului pentru estrogen, dar si prin efectul anti-apoptotic (Fig. 31).

2.2.2. Caracteristici biologice ale extractului de Galium verum

2.2.2.1. Compozitie chimica

Analiza fitochimica a extractului de G. verum dezvaluie un set de compusi fenolici,
printre care se remarca, intr-o proportie mare, acidul clorogenic si rutinul (Tabelul 21).
Tabelul 21. Timpul de elutie, parametri analitici si concentratiile compusilor determinati in

probele de extract de Galium verum (Farcas et al., 2018).

Nr Compusi telutie R? LOD LOQ extract SD extract SD
(min) (ng/mL)  (pg/mL) nehidrolizat (ng/mL) hidrolizat  (ug/mL)
(ng/mL) (ng/mL)
1 ac. clorogenic 6.32 0.997 43 13.0 1748 42 568 59
2 ac. p-coumaric 8.43 0.998 1.4 4.1 82 1 80 3
3 ac. ferulic 9.28 0.999 1.5 4.7 24 0.1 39 7
4 rutin 12.28 0.999 1.9 5.8 1604 10 91 0.1
5 isoquercitrin 1294 0.999 2.1 6.3 308 8 168 10
6 quercetind 19.27  0.999 6.0 18.1 36 1 659 139

LOD - limita de detectie, LOQ — limita de cuantificare, R> — coefficient de determinare pentru curbele de calibrare, SD

reprezintd deviaia standard (n=4).

Pe langa continutul bogat in acid clorogenic si rutin, extractul de G. verum contine
cantititi importante de acid p-coumaric, acid clorogenic, isoquercitrin si quercetind. Date din
literaturd arata un profil similar de compusi fenolici identificat la specia G. verum (Chen et al.,
2017; Kuhtinskaja si Vaher, 2018). Extractul hidrolizat contine o cantitate mult mai mare de

quercetind care provine de la glicozide pe baza de quercetind, cum ar fi rutin si isoquercitrin.
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Figura 35. Analiza HPLC-UV-vis a extractului de G. verum hidrolizat si nehidrolizat (A) Grafic de tip heatmap a profilului
cromatografic in functie de timpul de elutie; (B) Cromatogramele celor doud extracte (hidrolizat si nehidrolizat) si a standardelor

monitorizate la 320 nm; (C) Spectrul UV-vis de absorbtie moleculara la sase standarde folosite (Farcas et al., 2018).

Pe de o parte, dupa hidrolizare, extractul de G. verum prezinta, in primul rand, o cantitate
mult mai mare de quercetind (de la 36 pg/mL 1n extractul nehidrolizat, la 659 pg/mL 1n extractul
hidrolizat; Tabelul 21). Pe de alta parte, hidrolizarea extractului dezvéluie o serie de compusi
chimici noi, precum cei prezentati in tabelul 22, pozitiile 9 si H14, care reprezintd structuri
chimice similare acizilor fenolici (9) si flavonoidelor (14).

2.2.2.2. Activitate antioxidanta si prooxidanta
In comparatie cu alte extracte vegetale analizate, in prezenta lucrare de doctorat, G.
verum pare sa aiba o activitate semnificativ mai mare prin testul cu DPPH (4,6 mg echivalenti de
quercetind/g de material vegetal), comparativ cu metoda TEAC (0,082 mg echivalenti
quercetind/g plantd). Aceasta Inseamna cd majoritatea constituentilor chimici actioneaza mai
bine Intr-un mediu mai hidrofob sau asociat cu compartimentele celulelor hidrofobe, cum ar fi

membranele (Benedec et al., 2014b).
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Figura 37. Evaluarea activitatii prooxidante a extractului de G. verum. oxiHb (25 pM) este rapid oxidatd la forma metHb in

prezenta extractului si lacazei (100 nM) (A); Comparatia dintre reactivitatea prooxidantd si compusii identificati in extract, la
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aceeasi concentratie (5 pM) (B); amestecul compusilor 1n proportii identice, cu cele din extract, inainte de hidrolizare (Mixtura 1)
si dupa amestec (Mixtura 2) (C); Comparatia profilului cinetic al oxidarii oxiHb in prezenta celor doud extracte si a lacazei (D)
(Farcas et al., 2018).

Experimente anterioare au ardtat faptul ca existd o relatie directa intre continutul fenolic
total al extractelor de plante si intensitatea semnalului detectat folosind metoda RES, pentru
probe tratate in mediu alcalin (Mot et al., 2009).

2.2.2.3. Activitate antioxidanta in vivo

Expunerea la stres de imobilizare, combinat cu stresul de intuneric, a dus la cresterea
corticosteronului plasmatic (RS; p <0,05). Loturile tratate cu G. verum (SG1 si SG2) au prezentat
o scadere dependentd de doza a nivelului corticosteronului (Figura 39A). Pe de alta parte,
nivelurile plasmatice ale epinefrinei, in conditii de stres, s-au modificat similar cu
corticosteronul, mai exact, o crestere semnificativa (p <0.05) in comparatie cu grupul control.
Mai mult, s-au constatat diferente Intre cele doud doze distincte de extract (SG1 si SG2), asa cum
se vede in figura 39 (AB), in care doza mai concentrata (SG2), spre deosebire de SG1, a redus in
mod remarcabil si statistic semnificativ nivelurile hormonale. Acest indicator (colesterolul) se
modificd dozo-dependent, scade la o concentratie mai mare de extract (SG2), ceea ce poate
determina inhibitia caii de sintezd a corticosteronului (Abobaker et al., 2019; Teixeira et al.,

2017).

Corticosterone Epinephrine

ug/dL

& o5
&

Figura 39. Determinarea concentratiei hormonilor de stres (corticosteron si epinefrind) la control si loturile experimentale tratate
cu G. verum; Histogramele reprezintd media+SEM, n=6, (A) C= 0.434 ng/dL; S= 1.96 pg/dL; SG1= 1.29 pg/dL; SG2= 0.90
pg/dL; (B) C= 44.4 pg/mL; S= 125.7 pg/mL; SG1= 106 pg/mL; SG2= 63.7 pg/mL; * Semnificativ la p < 0.05; (testul t test
pentru concentratiile de corticosteron si testul ANOVA urmat de testul post-hoc a lui Bonferroni pentru concentratiile de

epinefrind; GraphPad software, San Diego, CA)(Farcas et al., 2018).

Efectele stresului repetat asupra activitatilor enzimelor antioxidante (CAT, SOD) alaturi
de TBARS (MDA), markeri ai stresului oxidativ, sunt descrise in tabelul 23. Activitatile CAT si
SOD au fost semnificativ (p <0.05) scazute in stresul de imobilizare, spre deosebire de valorile
obtinute la grupul control. In plus, nivelul TBARS a crescut semnificativ (p <0.05) doar in stres,
comparativ cu valorile de control. Tratamentul cu extract de G. verum a determinat o crestere
semnificativa (p <0.05) a activitatilor enzimatice, in comparatie cu lotul expus doar la stres (S).
Tabelul 23. Parametri de stres oxidativ la control si loturile experimentale tratate cu G. verum.

Valorile sunt exprimate ca medie + SEM (Farcas et al., 2018).
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Parametri Control S SG1 SG2

CAT(U/mL) 56.36+4.10 41.51+5.99° 56.95+3.14% 61.01+1.21%
SOD (USOD/mL/min) 0.80+0.00 0.68+0.01" 0.82+0.01 0.85+0.00%
TBARS (nmol/mL) 4.43+0.47 8.06+1.26" 4.74+0.67 3.73+0.69%

* Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p < 0.01; *** Semnificativ la p < 0.001 (in comparatie cu Control); #

Semnificativ la p < 0.05; ## Semnificativ la p <0.01; ### Semnificativ la p <0.001 (in comparatie cu RS).
Modificari similare au fost observate in nivelurile circulante ale markerilor biochimici ai
grupurilor control si cele cu tratament (Tabelul 24). Nivelurile de colesterol (p <0,05) si
creatinind (p <0,001) au fost semnificativ crescute doar in timpul stresului, comparativ cu
valorile de control, in timp ce expunerea la G. verum a redus nivelul colesterolului. Cea mai
spectaculoasa scddere a fost observatd in grupul SG2 (p <0,01) in comparatie cu lotul S.
Activitatea TP si ALT nu a suferit modificari, dupd expunerea la stres, dar existd o tendinta de
crestere a activitdtii AST. Activitatea AST a urmat aceeasi tendintd precum nivelul
colesterolului. Astfel, cea mai micd activitate a fost Inregistrata in grupul SG2, diferit
semnificativ (p <0,05) fatd de grupul S. In comparatie cu controlul, activitatea ALT a fost redusi
semnificativ (p <0,01) In ambele grupuri tratate cu extract (SG1 si SG2), dar rezultatele sunt
semnificative doar intre SG1 si S (p <0,05).
Tabelul 24. Biochimie sericd la control si loturile experimentale tratate cu G. verum. Valorile

sunt exprimate ca medie = SEM (Farcas et al., 2018).

Parametri Control S SG1 SG2

TP (g/dL) 12.96+2.48 11.44+6.61 11.22+1.37 8.60+2.06""#
Chol (mg/dL) 83.50+12.59 135.0+9.80" 118.0+14.39 74.29+3 79%
AST (U/L) 221.0+10.88 243.0+8.00 235.2+13.68 166.7+10.93%
ALT (U/L) 86.0£0.00 90.0+1.95 54.0+5.37"" 59.8+3.73"

Crea (mg/dL) 0.80+0.00 1.17+0.02"" 1.20+0.05™" 1.26+0.04™"

* Semnificativ la p < 0.05; ** Semnificativ la p <0.01; *** Semnificativ la p < 0.001 (in comparatie cu Control);
# Semnificativ la p < 0.05; ## Semnificativ la p < 0.01; ### Semnificativ la p < 0.001 (in comparatie cu RS).

In experimentele noastre, a fost utilizat un model de stres de imobilizare, asociat cu
expunerea la intuneric, pentru a perturba echilibrul homeostazic si pentru a investiga si valida
efectele protectoare si adaptogene ale extractului de G. verum. Animalele expuse stresului au
prezentat nivelurile de corticosteron si epinefrina semnificativ crescute, ca dovada a unei glande
suprarenale hiperactive. Astfel, cercetdrile noastre, prin prisma markerilor de stres oxidativ
(TBARS, SOD, CAT), parametrilor hepatici (ALT si AST, concentratia totald a proteinelor,
colesterolul), parametrilor renali (creatinina), in conditii de stres oxidativ, prezintd rezultate
similare cu cele raportate in literaturda Ambele doze de extract de G. verum, utilizate in
experimentele noastre, au imbunatatit rezultatul clinic investigat, in special doza mai concentrata
(SG2). Cercetdrile noastre aratd faptul ca extractul contine polifenoli, cu precadere acid
clorogenic si rutin, responsabili, probabil, pentru rezultatul Tmbunatétit al parametrilor clinici.

Dupa expunerea la stres, o activitate ridicata a transaminazelor hepatice reprezinta un marker al
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deteriorarilor hepatice (Bao et al., 2008). ALT si AST rdméan cei mai importanti indicatori pentru
evaluarea celulelor hepatice, care, in experimentul nostru, au fost puternic influentate de
extractul de G. verum. Tratamentul s-a dovedit a fi extrem de eficient prin reducerea nivelurilor
acestor enzime, atingand valori chiar mai mici decat valorile de control. In plus, sciderea
enzimelor hepatice apare rar si nu este pe deplin inteleasa (Lum, 1995), dar scdderea acestor
enzime, dupd numai 7 zile de tratament cu G. verum, aratd o potentiald regenerare rapida a
hepatocitelor. De asemenea, SG2 a scazut semnificativ nivelul colesterolului seric, efect care
poate fi legat de efectele hipocolesterolemiante ale acidului clorogenic. De asemenea, exista
studii care aratd eficienta acidului clorogenic in stimularea B-oxidarii acizilor grasi si inhibitia
activitatilor HMG-CoA reductazei in ficat (Cho et al., 2010).

2.2.2.4. Concluzii

Pe baza datelor din literatura si a rezultatelor cercetdrii efectuate, pe extractul de Galium
verum, pot fi formulate mai multe concluzii:

Compozitia chimicd a extractelor de G. verum este reprezentatd de compusii: acid
clorogenic (predominant cantitativ), rutin, acid p-coumaric, acid ferulic, isoquercitrin si
quercetind, identificati 1n cantitati diferite (Tabelul 21);Extractul de G. verum hidrolizat contine o
cantitate mult mai mare de quercetina care provine de la glicozide pe bazd de quercetind, cum ar
fi rutin si isoquercitrin (Tabelul 21);

Evaluarea activitatii antioxidante in vitro a extractului de G. verum a fost realizatd prin
metode diferite (DPPH si TEAC), care au ardtat o activitate semnificativ mai mare prin metoda
cu DPPH, comparativ cu metoda TEAC (pag 94);

Extractul de G. verum diminueaza leziunile oxidative induse de stresul neuropsihic avand
un efect modulator asupra axei hipotalamo-hipofizo-adrenocorticala, prin reducerea nivelurilor
plasmatice de corticosteron, epinefrind si parametrilor de stres oxidativ (Fig. 39, Tabelul 23);

Profilul biochimic a fost semnificativ imbunatatit, dupa tratamentul cu extract, in conditii
de stres (Tabelul 24);

2.2.3. Caracteristici biologice ale extractului de Hypericum capitatum

2.2.3.1. Compozitie chimica

Analiza cromatografica de inaltd performanta in strat subtire (HPTLC) a fost efectuata,
pentru o evaluare preliminard a profilului chimic general al fiecarui extract de investigat.
Compusii au fost identificati, in primul rand, cu ajutorul factorului de retentie (Rf) si apoi prin

culoarea emisa in fluorescenta.
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Figura 40. Analiza HPTLC indica principalii metaboliti secundari pe care ii contin extractele de Hypericum capitatum si de H.
perforatum (fiecare banda contine 8 pL of 10 mg/mL); Standarde: Standardul 1 si 2 (std 1 —2 pL si std 2 — 10 uL of 100 pg/mL
solutie stoc ce contine un amestec de: rutin (1), acid clorogenic (2), isoquercitrin (3), hiperozida (4), hipericina (5), quercetin (6)

si kaempferol (7)). Std3 — standard de rutin — 2 pL from 3.5 mg/mL (Farcas et al., 2019).

In tabelul 25 se observd faptul ci cel mai concentrat extract, din punct de vedere al
rutinului, este cel preparat din tulpina aflata in perioada de inflorire (Tulpina (F)).
Tabelul 25. Timpul de elutie (minute), concentratia identificatd (ug/mg, masa uscatd) pentru
standardele testate din probele de H. capitatum, pregétite in diferite etape: prefloral (PreF), in
timpul infloririi (F) si postfloral (PostF). Celelalte standarde (2, 3, 8, 10, Figura 40) sunt toate
sub limita de detectie (Farcas et al., 2019).

Nr. standard 1 4 5 6 7 9 11 12
Compusi clorogenic rutin isoquercitrin  quercitrin  quercetin  kaempferol hiperforina  hipericina
Lotutie (Min) 2.89 7.86 8.04 8.54 10.22 11.25 16.89 17.11
Frunza (PreF) 42.1 638 8.4 1.4 <LOD 0.5 <LOD <LOD
Tulpina (PreF) 33 521 5.8 33 <LOD <LOD <LOD <LOD
Frunza (F) 222 707 9.8 8.6 <LOD <LOD <LOD <LOD
Tulpina (F) 25.8 527 6.9 11 <LOD <LOD <LOD <LOD
Floare (F) 6.5 332 24 47 16 <LOD <LOD <LOQ
Herba (F) 5 517 4.8 7.6 1.1 <LOD <LOD <LOQ
Tulpina (PostF) 39 609 7.6 9.0 <LOD <LOD <LOD <LOQ
Radacina (PostF) 10.1 163 5.5 5.6 <LOD 2.8 <LOD <LOD
Herba (PostF) 34 363 52 5.0 <LOD 0.4 <LOD <LOD
Seminte (PostF) 44 159 4.0 1.3 0.8 0.5 <LOD <LOD
H. perforatum 36.8 49 23 42 6.1 0.9 0.9 0.31

Pe langd rutin, au fost identificati si acid clorogenic, isoquercitrin si kaempferol, dar in
concentratii mult mai mici In comparatie cu rutinul. Isoquercitrin se regaseste in concentratie
mare in extractele preparate din frunze din perioada preflorald (Frunza (PreF)), iar quercetina in

extractele preparate din flori (Floare (F)).
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Figura 41. Profilurile HPLC ale extractelor de Hypericum capitatum studiate. Standarde: 1 — acid clorogenic, 2 — acid p-
coumaric, 3 — acid cafeic, 4 — rutin, 5- isoquercitrin, 6 — quercitrin, 7 — quercetin, 8 — apigenin, 9 — kaempferol, 10 — crizina, 11 —
hiperforind, 11 — hipericina. Cel mai 1nalt varf cromatografic apartine rutinului, care reprezintd mai mult de 70% din suprafata de

varf, la toate probele (Farcas et al., 2019).

Literatura de specialitate atesta faptul ca familia Hypericaceae contine flavonol glicozide
de quercetind in partile aeriene, in special rutin, iar H. capitatum pare s prezinte o cantitate mult
mai ridicata de rutin decat binecunoscutul H. perforatum. Concentratiile metabolitilor secundari
al plantelor se modificd in functie de perioadele de dezvoltare, iar rutinul se formeaza in
concentratii mai mari in stadiul de inflorire sau in etapa postflorald (Avato, 2005).

Cercetdrile noastre, cu privire la extractul de H. capitatum, indica faptul ca doar
isoquercitrin a fost prezentd in cantitate detectabila si la o concentratie mult mai mica comparativ
cu cea determinatd pentru rutin. Literatura evidentiazd, cand vine vorba de speciile de
Hypericum, existenta unei corelatii pozitive intre concentratia de rutin si altitudinea mediului, in
timp ce existd o dependentd negativa daca sunt luate in considerare nivelurile de isoquercitrin
(Umekl et al., 1999).

Un aspect cu adevarat remarcabil, care pare sa diferentieze H. capitatum de alte specii,
este nivelul scazut de naftodiantrone, hipericina si pseudohipericind, detectabile doar In urme, in
perioada de inflorire. Naftodiantronele sunt considerate indicatori specifici ai acestei familii si
sunt considerate a fi responsabile pentru efectele terapeutice ale familiei Hypericaceae (Crockett
si Robson, 2011).

2.2.3.2. Activitate antioxidanta si prooxidanta

Activitatea antioxidantd a fiecarui extract de H. capitatum a fost analizatd prin
intermediul a trei metode foarte bine cunoscute (DPPH, TEAC, B-caroten) si, desigur, prin
concentratia totald a fenolilor. Extractul din toata planta, in stadiul postfloral, prezinta cea mai
mica activitate antioxidantd determinatd. De remarcat este si faptul cd, de departe, activitatile
antioxidante ale extractelor preparate din flori in stadiul de inflorire si din frunze in stadiul

prefloral au fost cele mai mari din toate probele analizate.
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Tabelul 26. Evaluarea activitatii antioxidante in vitro a extractelor de Hypericum capitatum, prin trei
metode diferite (DPPH, TEAC, [B-caroten) si metoda pentru continutul total de polifenoli (TPC).
Rezultatele sunt exprimate ca echivalenti de rutin (RE), echivalenti trolox (TE) si echivalenti de acid galic

(GE) 1n extract uscat (Farcas et al., 2019).

- DPPH TEAC B-car. TPC
) (mg RE/g) (mg TE/g) (mg RE/g) (mg GE/g)
Frunzi (PreF) 107.6 7.3 12536 70.9+3.9 384+03
Tulpini (PreF) 57.5+25 809 + 27 449 +0.2 22.9+0.9
Frunza (F) 31.0+£42 442 +2 489 +0.3 14.1+0.1
Tulpini (F) 21.3+0.6 29+ 1 56.3+0.5 8.5+0.1
Flore (F) 90.5+8.8 1260 + 33 46.1+0.1 37.8+0.5
Herba (F) 36.4+0.9 527+9 56.5+0.1 15.7+0.1
Tulpini (PostF) 33.9+1.6 401 +3 56.4+0.7 12.3+0.2
Radacina (PostF) 24+1.4 295 +3 76.5+1.1 8.6+0.1
Herba (PostF) 155+2.5 207 +5 58.4+0.5 63+0.1
Seminte (PostF) 31.5+0.7 430+ 9 67.1+7.1 15.1+04

2.2.3.3. Activitate antiinflamatoare si antioxidanta in vivo
In cercetarea prezenti, stresul oxidativ a fost evaluat folosind teste TOS, TAC si OSL.
Concentratia de TOS a fost semnificativ crescutd (p <0.01) in grupul I. Tratamentul preventiv cu
diclofenac, rutin si extract de H. capitatum a redus TOS, la valori aproape normale. In grupele I
+ D2 (p <0.05) si I + D3 (p <0.01), H. capitatum a avut un efect inhibitor mai eficient asupra

TOS decét rutinul, ceea ce indica actiunea flavonoidelor din extract.
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Figura 43. Efectele antioxidante in vivo ale extractului de H. capitatum (herba) asupra TOS, TBARS, TAC si OSI
din ser de la sobolan. Datele reprezintd media + SEM; ANOVA One-way urmata de testul post-hoc a lui Bonferroni;
* Semnificativ la p < 0.05; **Semnificativ la p < 0.01; ***Semnificativ la p < 0.00 — In comparatie cu grupul C; *
Semnificativ la p < 0.05; * Semnificativ la p < 0.01; Semnificativ la p < 0.00 — in comparatie cu grupul I; /C-
Control; I- Inflamatie; Dcf- Diclofenac; I+R- Inflamatie +Rutin ; [+DI1 — Inflamatie + Doza 1 de extract de H.
capitatum; 1+D2 - Inflamatie + Doza 2 de extract de H. capitatum; I+D3 - Inflamatie + Doza3 de extract de H.
capitatum](Farcas et al., 2019).

Sinteza de NO a fost determinata, prin masurarea concentratiilor serice de NOx si 3-NT.

Dupa cum se vede in figura 44, inflamatia a condus spre cresterea NOx, in comparatie cu grupul

Control (p <0,5). Toate tratamentele testate au avut un efect inhibitor asupra NOx (p <0.05), in
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comparatie cu grupul L. Cele trei doze de extract de H. capitatum au redus concentratia de NOx
aproape la nivelul de control si similar cu diclofenacul. Tratamentele cu extract de H. capitatum
au avut efect inhibitor invers proportional cu doza administrata asupra valorilor 3-NT, D1 avand

cel mai puternic efect inhibitor si D3 cel mai scazut.
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Figura 44. Efectele antiinflamatoare in vivo ale extractului de H. capitatum asupra valorilor NO si 3-NT din ser de
la sobolan. Datele reprezintd media + SEM; ANOVA One-way urmata de testul post-hoc a lui Bonferroni; *
Semnificativ la p < 0.05; **Semnificativ la p < 0.01; ***Semnificativ la p < 0.00 — in comparatie cu grupul C; *
Semnificativ la p < 0.05; * Semnificativ la p < 0.01; Semnificativ la p < 0.00 — in comparatie cu grupul I; /C-
Control; I- Inflamatie; Dcf- Diclofenac; I+R- Inflamatie +Rutin ; I+DI1 — Inflamatie + Doza 1 de extract de H.
capitatum; 1+D2 - Inflamatie + Doza 2 de extract de H. capitatum; I+D3 - Inflamatie + Doza3 de extract de H.

capitatum](Farcas et al., 2019).

Dupa cum se observa in figura 45, aproape toate tratamentele experimentale contribuie la
reducerea activitatii SOD, cu exceptia D3, concentratia cea mai mare de extract, care a reusit sa
stimuleze activitatea enzimatica peste nivelul de control (p <0,05).
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Figura 45. Efectele extractului de H. capitatum asupra activitatilor CAT si SOD, precum si asupra concentratiei de
SH din ser de la sobolan. Datele reprezintd media + SEM; ANOVA One-way urmatd de testul post-hoc a lui
Bonferroni; * Semnificativ la p < 0.05; **Semnificativ la p < 0.01; ***Semnificativ la p < 0.00 — in comparatie cu
grupul C; # Semnificativ la p < 0.05; * Semnificativ la p < 0.01; Semnificativ la p < 0.00 — in comparatie cu grupul

I; /C- Control; I- Inflamatie; Dcf- Diclofenac; I+R- Inflamatie +Rutin ; [+DI — Inflamatie + Doza I de extract de
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H. capitatum; I+D?2 - Inflamatie + Doza 2 de extract de H. capitatum, I+D3 - Inflamatie + Doza3 de extract de H.

capitatum](Farcas et al., 2019).

Managementul stresului oxidativ intracelular se bazeazd pe mentinerea unui echilibru in
activitatile SOD si CAT. Structurile tiolice, precum glutationul, sunt implicate in reactivitatea
plasmatica a antioxidantilor, precum si In semnalizare, aparare si cataliza (Gilmore et al., 2008).
Figura 45 dezvéluie valorile SH in toate grupurile experimentale.

2.2.3.4. Concluzii

Compozitia chimica a extractelor de H. capitatum este reprezentatd de compusii rutin
(predominant cantitativ), acid clorogenic, isoquercitrin, quercitind, kaempferol, hipericind si
hiperforind, identificati in cantitati diferite (Tabelul 25 si Figura 41), in functie de organul
vegetal din care a fost obtinut (extractul);

Evaluarea activitatii antioxidante in vitro a celor 10 tipuri de extracte de H. capitatum a
fost realizata prin trei metode diferite (DPPH, TEAC si PB-caroten), iar prin metoda Folin-
Ciocélteu s-a determinat continul total de polifenoli (TPC) (Tabelul 26 si Fig. 42);

Activitatatea antioxidantd in vivo a fost determinatd pe un model de inflamatie sistemica
de tip acut, la sobolanul de laborator, folosind ulei de terebentind, ca agent inflamator.
Tratamentul preventiv cu extract de H. capitatum a redus stresul oxidativ indus de inflamatie,
prin scaderea parametrilor de stres nitro-oxidativ (TBARS, TOS, OSI, NO, 3-NT) (Fig. 43 si Fig.
44) si prin stimularea antioxidantilor neenzimatici si enzimatici endogeni (SOD, CAT, SH) (Fig.
45), intr-un mod dependent de doza;

Concluzii generale

Cercetarea compozitiei chimice a extractelor vegetale - obtinute din frunze de Plantago
cornuti, P. lanceolata, P. major, P. media si P. sempervirens, din herba de Galium verum si din
diferite organe ale plantei (radacina, tulpind, frunza, floare, seminte, herba) Hypericum capitatum
si din diferite fenofaze (prefloral, floral, postfloral) ale acesteia - s-a realizat comparativ, prin
utilizarea unor metode cromatografice (HPTLC, HPLC-DAD), metode de evaluare a activitatii
antioxidante (DPPH, TEAC, FC, p-caroten, RES) si prooxidante (lacazd si oxidarea
hemoglobinei), metode evaluare a regenerdrii celulare (in vitro) (masurarea distantei de migrare
celulard);

Compozitia chimicd a extractelor de Plantago este reprezentatd de compusii: acid
gentisic, acid cafeic, acid p-coumaric, acid clorogenic, acid ferulic, rutin, apigenin, luteolin
(predominant cantitativ), quercitrin, identificati n cantitati diferite, In functie de specie;

Compozitia chimicd a extractelor de G. verum este reprezentatd de compusii: acid
clorogenic (predominant cantitativ), rutin, acid p-coumaric, acid ferulic, isoquercitrin si

quercetind, identificati in cantitati diferite;
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Extractele de H. capitatum analizate prezinta cantitati foarte mici de hipericind (urme),
iar acest fapt se intdmpla doar in perioada de inflorire. Cea mai mare cantitate de rutin a fost
determinatd in extracte de H. capitatum obtinute din frunza (din perioada florald si respectiv
preflorald), tulpina (din perioada postflorala si respectiv preflorald) si herba;

Evaluarea activitatii antioxidante in vitro a extractului de G. verum a fost realizatd prin
metode diferite (DPPH si TEAC), care au aratat o activitate semnificativ mai mare prin testul cu
DPPH, comparativ cu metoda TEAC. Reactivitatea prooxidanta a extractului de G. verum este
mult mai mare la extractul hidrolizat, in comparatie cu extractul nehidrolizat, datorita
continutului bogat in quercetina, care prezintd cea mai mare reactivitate prooxidanta;

Extractele de H. capitatum, preparate din flori 1n stadiul de inflorire si din frunze aflate in
stadiul prefloral, au prezentat cea mai mare activitate antioxidantd, Tn comparatie cu toate
probele analizate, iar extractul preparat din toatd planta, in stadiul postfloral, prezinta cea mai
mica activitate antioxidanta;

In vivo, pe un model biologic de inflamatie sitemicd de tip acut, P. sempervirens
determind reducerea markerilor de stres oxidativ, a neutrofiliei si a proteinelor de faza acuta,
alaturi de cresterea activitatilor enzimelor antioxidante;

Extractul cel mai bogat in luteolin a fost cel de P. lanceolata si acesta a fost studiat pe un
model de gonadotoxicitate indusa cu CPA. Efectul in vivo al extractului de P. lanceolata si al
luteolinului, ca tratament individual, a fost demonstratd prin cresterea indicatorilor specifici
foliculogenezei (concentratia estrogenului, GDF9, dinamica foliculara, expresia ER, prin efectul
anti-apoptotic si prin prezenta unor structuri electron-dense, in celulele granuloase/cumulus/theca
din ovare, care pot fi asociate cu granule secretoare de hormoni);

Tratamentul cu extract de P. lanceolata, intr-un model de gonadotoxicitate indusa cu
ciclofosfamida, dovedeste efectul estrogeno-mimetic al flavonoidelor, stimularea foliculogenezei
si reducerea stresului oxidativ;

Extractul de G. verum, diminueaza in vivo leziunile oxidative induse de stresul
neuropsihic (stres de imobilizare combinat cu stresul de lumind/intuneric) printr-un efect
modulator asupra axei HHA. Atat studii din literaturd, cat si experimentele din aceasta lucrare de
doctorat, arata faptul ca pe fondul unor patologii cronice, administrarea extractului de G. verum,
bogat in quercetina, produce o crestere a vulnerabilitatii renale;

Tratamentul in vivo cu extract de H. capitatum contribuie, intr-un mod dependent de
doza, la reducerea stresului nitro-oxidativ asociat cu o inflamatie sistemica de tip acut. Aceste
rezultate incurajeaza studiile viitoare pentru a dezvolta alternative derivate din plante, pentru

medicamente antiinflamatoare conventionale, cum ar fi diclofenac;
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Rezultatele cercetarilor, descrise in aceasta teza de doctorat, au fost valorificate in reviste
de specialitate, cu factor de impact (FI), precum PlosOne, Oxidative Medicine and Cellular
Longevity si BMC Complementary and Alternative Medicine. Pe langa cele 3 articole stiintifice,
din domeniul tezei de doctorat, publicate In calitate de prim autor, mentiondm: 2 articole
stiintifice, cu FI, publicate in calitate de autor principal; 3 articole stiintifice, cu FI, publicate in
calitate de contributor; articole stiintifice, in reviste indexate BDI, ca autor principal si/sau
contributor; membru in echipa de cercetare la 5 proiecte; participari la peste 10 conferinte

nationale si internationale.
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Multumiri

Prezenta tezd de doctorat este rezultatul efortului tuturor colaboratorilor din Cluj-Napoca si
Bucuresti, care au contribuit semnificativ la cresterea calitdtii acestei lucrari. Avand un caracter
interdisciplinar, prezenta tezd de doctorat cuprinde rezultatele activitatilor desfasurate in mai multe
laboratoare de cercetare, dupa cum urmeaza:
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Babes-Bolyai au fost depuse vouchere de indentificare a speciilor (P. cornuti-CL663371; P. lanceolata-
CL663372; P. major- CL663369; P. media- CL663370; P. sempervirens- CL663373, Galium verum —
CL666632);

2. Departamentul de Biologie al Facultatii de Arte si Stiinte de la Universitatea Kilis 7 Aralik,
Turcia, unde a fost preparat extractul de Hypericum capitatum si unde a fost depus un voucher de
identificare pentru aceasta specie (K.A.1109);

3. Laboratorul de Chimie Bioanorganica de la Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica a
Universitatii ,,Babes-Bolyai”, unde a fost preparat extractul de Hypericum capitatum, au fost efectuate
analizele cromatografice pentru extractul de Galium verum, H. capitatum, au fost realizate analizele de
activitate antioxidanta si pro-oxidanta, dar si evaluarea prin rezonanta electronica de spin;

4. Laboratorul de Chimie Analiticd de la Facultatea de Chimie si Inginerie Chimicd a
Universitétii ,,Babes-Bolyai”, unde a fost efectuata analiza cromatografica in strat subtire pentru extractul
de G. verum;

5. Laboratorul departamentului de Tehnologie Farmaceutica si Biofarmacie de la Facultatea de
Farmacie a Universitatii de Medicina si Farmacie ,,luliu Hatieganu” din Cluj-Napoca, in care a fost
efectuata analiza cromatografica la extractele de Plantago;

6. Biobaza Facultatii de Biologie si Geologie de la Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, de
la Facultatea de Medicind Veterninard a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, Cluj-
Napoca si de la Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Iuliu Hatieganu”, Cluj-Napoca. Cele trei biobaze
au fost folosite pentru experimentele in vivo, fiind gazdele animalelor de experiment;

7. Laboratorele de Biochimie si Histologie Animala de la Institutul de Cercetari Biologice, in care
au fost prelucrate si analizate probele biologice prelevate de la animalele din experimentele in vivo.
Analizele efectuate au cuprins, In principal, biochimia sangelui, parametri de stres oxidativ, determinari
hormonale, examinari citologice si prelucrarea statistica;

8. Laboratorul de Hematologie de la Facultatea de Medicind Veterinara din cadrul USAMYV Cluj-
Napoca, in care s-au efectuat hemoleucograma completd, Intr-un timp foarte scurt de la prelevarea
probelor;

9. Laboratorul de Chimie din cadrul Departamentului de Fiziopatologie de la Facultatea de
Medicina din cadrul UMF Cluj-Napoca, in care au fost determinati markeri ai stresului nitro-oxidativ din

ser prelevat de la experimentele in vivo cu P. sempervirens si H. capitatum;
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10. Laboratorul de Celule Stem al Institutului de Biologie si Patologie Celulard al Academiei
Roméne de la Bucuresti, in care a fost efectuat testul de regenerare celulara in culturi in vitro imbunatatite
cu extract de P. sempervirens;

11. Laboratorul de Biologie Tumorala al Institutului Oncologic ,,Prof. Dr. Ion Chiricutd” din
Cluj-Napoca, in care au fost citite microplacile pentru testele ELISA;

12. Centrul de Microscopie Electronica “Constantin Craciun” al Universitatii “Babes-Bolyai, in
care au fost prelucrate tesutul ovarian din experimentele cu P. sempervirens, in vederea analizelor de
microscopie electronica a celulelor granuluoase si celulelor theca din ovare;

13. Departamentul de Fizicd Moleculara si Biomoleculara de la Institutului de Cercetare-
Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare, unde au fost efectuate simuldrile de docking
molecular la flavonoide;

Totodata, pentru realizarea experimentelor prezentate in teza de doctorat, sprijinul financiar a fost
unul considerabil, cu precidere din proiecte de cercetare, dupa cum urmeaza:

a. PN09-44 02 13 (2016) — Evaluarea biochimica si biofizicd a unor proteine implicate in
metabolismul oxidativ din cadrul Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si
Moleculare coordonat de CS1 dr. Ioan Turcu. Acest proiect a stat la baza dezvoltarii laboratoarelor de
Biochimie si Histologie din cadrul Institutul de Cercetéri Biologice si In care am efectuat cea mai mare
parte din analize pentru aceasta tezd de doctorat (https://www.itim-

cj.ro/documents/Raport%20£final%20nucleu%202009-2015.pdf);

b. PN16-30 02 03 - Cercetari de frontierd dedicate dezvoltarii de tehnologii moleculare din cadrul
Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare, Faza 4 - Explorarea
potentialului adjuvant al unor fitocompusi din genul Plantago in medicatia bolilor degenerative prin

interactie cu biosisteme expuse unor metabolifi toxici ai ciclofosfamidei, coordonat de CSIII Dr. Silvia

Neamtu si CS1 dr. Lorant Janosi. In acest proiect am avut sansa sa fiu responsabila de o parte din ideile
tezei de doctorat, care a inceput In toamna anului 2015. Resursele financiare au contribuit semnificativ la
realizarea cercetarilor asupra celor cinci extracte de Plantago, de la analizele de compozitie chimica, la
cele de regenerare in vitro si terminand cu studiile in vivo pe modele de stres oxidativ si gonadotoxicitate;

c. PN-II- RU-TE- 4-2014-2555 - Hemoglobine nonsimbiotice din plante cu implicare in
raspunsuri asociate stresului, 2015-2017, in care am efectuat cercetari in echipa de cercetare coordonata
de directorul de proiect lector dr. Mot Augustin, cercetdri care au privit activititi antioxidante ale
extractelor de Galium si Hypericum;

d. Grantul doctoral (2015-2018) de la Scoala doctorald Biologie Integrativa de la Universitatea
Babes-Bolyai, care a fost un sprijin financiar semnificativ pentru materiale si taxa de publicare a
articolului Chemo-mapping and biochemical-modulatory and antioxidant/pro-oxidant effect of Galium
verum extract during acute restraint and dark stress in female rats, Farcas A.D., Mot A.C., Zagrean-Tuza
C., Toma V.Al., Cimpoiu C., Hosu A., Parvu M., Roman 1., Silaghi-Dumitrescu R., (2018), PlosOne,
13(7), 1-18 ((https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200022));
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Toata activitatea de cercetare cuprinsa in aceasta tezad a fost atent coordonatd si in permanenta
verificatd de coordonatorul stiintific al tezei de doctorat, Prof. univ. dr. Marcel Parvu si de catre comisia
de indrumare, Conf. univ. dr. Manuela Banciu, Conf. univ. dr. Lucian Barbu si Lect. univ. dr. Augustin
Mot.

Multumesc tuturor colaboratorilor care m-au ajutat la realizarea obiectivelor acestei teze de
doctorat, atat cu indrumari stiintifice, cat si cu sprijin tehnic si financiar: d-lui Conf. univ. dr. Bogdan
Sevastre (USAMYV Cluj-Napoca), d-soarei Asist. univ. dr. Orsolya Sarpataki; d-nei Prof. univ. dr. Alina
Parvu (UMF Cluj-Napoca); d-nei CSI dr. Eva Fischer-Fodor (IOCN Cluj-Napoca); d-nei CSIII dr. Silvia
Neamtu (INCDTIM Cluj-Napoca); d-lui CSI dr. Ioan Turcu (INCDTIM Cluj-Napoca); d-nei CSIII dr.
Luiza Buimagé-larinca (INCDTIM Cluj-Napoca); Dr. Cristina Mihai (IBPC Bucuresti), Dr. Mirel Popa
(IBPC Bucuresti).

Multumiri speciale le adresez colegilor Vlad Alexandru Toma si dr. loana Roman, cu care am
impartasit idei, am proiectat experimente si am petrecut cel mai mult timp in laboratoarele de la ICB Cluj-
Napoca. Totodata, multumiri speciale d-lui Lect. univ. dr. Augustin Mot, care m-a indrumat indeaproape
pe parcursul celor 5 ani, in special 1n pregatirea manuscriselor stiintifice si publicarea acestora.

Nu in ultimul rand, coordonatorului tezei de doctorat, d-lui Prof. univ. dr. Marcel Parvu, alese
multumiri pentru toate eforturile pe care le-a depus pe parcursul celor aproape 5 ani de doctorat, pentru

indrumarile stiintifice, pentru rabdare, spirit critic si pentru increderea acordata.
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