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CAPITOLUL | — De la plante la terapii: Fitocompusii in lupta impotriva
cancerului si bacteriilor rezistente

1. Fitocompusii: definitie, clasificare si rol

Plantele au fost folosite in scopuri terapeutice inca din cele mai vechi timpuri, cand diferite
extracte erau folosite pentru a trata diferite boli (Rodrigues & Delerue-Matos, 2022). Calea catre
utilizarea plantelor in terapie a fost marcata de numeroase incercari si erori si, treptat, oamenii au
transformat aceasta practica intr-una dintre cele mai vechi stiinte — fitoterapie (Jamshidi-Kia et al.,
2017). Cunostintele transmise de-a lungul anilor, sustinute astdzi de dovezi stiintifice,
demonstreazd ca plantele sunt o sursa valoroasd de fitochimice cu rol atat preventiv, cat si
terapeutic, contribuind la reducerea riscurilor majore de boli cronice (Liu, 2004).

Fitocompusii sunt clasificati in sase grupe majore, inclusiv compusi fenolici, alcaloizi,
compusi care contin azot, compusi organosulfurati, fitosteroli si carotenoizi, compusii fenolici
fiind cei mai amplu studiati (Liu, 2004, 2013).

Compusii fenolici prezintd numeroase roluri terapeutice si au fost intens investigati. Acidul
cafeic si acidul clorogenic sunt recunoscuti pentru proprietatile lor antioxidante si
cardioprotectoare, reducand tensiunea arteriala (Agunloye et al., 2019). S-a demonstrat ca acidul
galic protejeaza celulele de oxidare (Dludla et al., 2019). Acidul vanilic exercitd efecte
antitumorale prin inhibarea factorului 1 inductibil de hipoxie (HIF-1), un factor cheie Tn adaptarea
celulelor canceroase la medii cu oxigen scazut (Gong et al., 2019). Dintre flavonoide, naringenina
si hesperidina au demonstrat efecte cardioprotectoare, antivirale si antitumorale impotriva
cancerului de san, prostatd, plaman si colon (Motallebi si colab., 2022; Pyrzynska, 2022;
Stabrauskiene si colab., 2022; Syahputra si colab., 2022). Flavonele si izoflavonele prezinta
proprietati antiinflamatorii, antimicrobiene si anticancerigene (Catarino si colab., 2015; Jiang si
colab., 2016). Quercetina are efecte antioxidante notabile, neutralizand radicalii liberi, cum ar fi
peroxidul de hidrogen, superoxidul si radicalii hidroxil (Deepika & Maurya, 2022). Mai mult,
quercetina a demonstrat activitate antitumorala impotriva cancerului de san (H. Zhang si colab.,
2014), ovarian (Gao si colab., 2012), colorectal (Darband si colab., 2018) si hepatic (Fernandez-
Palanca si colab., 2019), precum si activitate antibacteriand semnificativa impotriviva speciilor
rezistente la antibiotice (Bhattacharya, 2022).

Astfel, consumul unei game variate de produse pe baza de plante oferd o gama larga de
nutrienti si compusi bioactivi cu proprietdti terapeutice multiple, contribuind la reducerea

diferitelor boli cronice (Liu, 2004).



2.1. Incidenta cancerului de sin si colorectal

Conform datelor furnizate de GLOBOCAN 1n 2022, cancerul de san este al doilea cel mai
frecvent tip de cancer la nivel global, dupa cancerul pulmonar, cu aproximativ 2,3 milioane de
cazuri noi diagnosticate in acel an. Aceasta reprezinta 11,5% din toate cazurile noi de cancer din
intreaga lume, la ambele sexe. Cancerul de san este principala cauza a mortalitdtii cauzate de
cancer in randul femeilor, reprezentind 15,4% din totalul deceselor cauzate de cancer si provocand
666.103 decese la nivel global (Global Cancer Observatory, n.d.).

Cancerul colorectal (CRC) este al treilea cel mai frecvent diagnosticat de cancer la nivel
mondial, dupa cancerul de san si cel pulmonar, si este a treia cauza principala de decese cauzate
de cancer. CRC reprezinta aproximativ 9,8% din toate cazurile de cancer, cu 1,85 milioane de
cazuri noi raportate anual. Acest tip de cancer afecteaza atat barbatii, cat si femeile, cu o incidenta
putin mai mare la barbati (Marcellinaro et al., 2023).

Varsta medie la diagnosticare este de 68 de ani pentru barbati si 72 de ani pentru femei.
Incidenta ridicatd a CRC in tarile dezvoltate este asociatd cu factori precum speranta de viatd mai
lunga si imbatranirea populatiei, care contribuie la cresterea poverii cancerului colorectal
(Goodarzi si colab., 2019).

2.2. Factori de risc

Aparitia cancerului de san si a cancerului colorectal (CRC) este influentatd de o varietate
de factori de risc nemodificabili si modificabili, reflectand asemanarile dintre cele doua afectiuni.
Printre factorii comuni nemodificabili se numara varsta, sexul, predispozitia genetica,
antecedentele familiale si istoricul medical. Factorii de risc modificabili sunt in mare masura
influentati de stilul de viata, dietd, activitate fizica, consumul de alcool si fumat, care sunt factori
modificabili comuni pentru ambele tipuri de cancer (Haggar & Boushey, 2009; Majeed si colab.,
2014).

2.3. Strategii actuale de preventie si tratamente a cancerului colorectal si de san

Situat pe locul al treilea in ceea ce priveste incidenta, CRC a devenit o povara financiara si
o provocare globald; prin urmare, strategiile de prevenire sunt cruciale pentru reducerea riscului
CCR si a numarului de cazuri noi (Xi & Xu, 2021). Spre deosebire de alte tipuri de cancer, CCR
este o boala care poate fi prevenita si se estimeaza ca aproximativ 75% din cazurile de CCR ar
putea fi evitate prin adoptarea unui stil de viatd sdnatos (Giovannucci, 2001).

2.3.1. Preventia primara

Anumite studii au evidentiat ca defectele genetice sunt responsabile pentru doar 5%-10%

din toate cazurile de cancer, restul de 90%-95% fiind atribuite factorilor de mediu si stilului de

viatd. Astfel, cea mai buna strategie de combatere a cancerului este prevenirea (Anand et al., 2008).
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Preventia primara are ca scop reducerea incidentei bolii prin promovarea unui stil de viatd sanatos
si a abordarilor proactive pentru eliminarea factorilor de risc. Acesta vizeazad indivizii sanatosi
inainte de aparitia bolii si include o combinatie de interventii axate pe modificari ale stilului de
viata, dieta, interventii farmacologice si, in unele cazuri, interventii chirurgicale.
2.3.2. Preventia secundara

Preventia secundarda se concentreazd pe depistarea precoce a cancerului, inainte ca
simptomele sa devina vizibile, pentru a permite interventia timpurie si pentru a reduce progresia
bolii. Include metode de screening care ajuta la identificarea persoanelor cu risc crescut de cancer,

avand ca scop reducerea mortalitatii prin detectie precoce (Kisling & Das, 2025).

2.3.3. Preventia tertiara

Preventia tertiara 1si propune sa reducd impactul bolii dupd debutul acesteia prin prevenirea
complicatiilor, recidivelor si metastazelor, imbunatitind astfel calitatea vietii pacientilor (Kisling
& Das, 2025). In cazul cancerului, prevenirea tertiard poate include o combinatie de interventii
chirurgicale, radioterapie si chimioterapie pentru a indeparta tumora din organism si a preveni
reaparitia acesteia (Feinleib, 2001).

1. Rezistenta la antibiotice: impactul fitocompusilor asupra bacteriilor multirezistente

Gestionarea agentilor patogeni care provoaca numeroase boli infectioase a fost intotdeauna
o prioritate globald. Mai mult, din cauza contamindrii incrucisate si a utilizarii excesive a
antibioticelor, au aparut tulpini microbiene rezistente, faicand aceasta problema mult mai complexa
si mai urgenta (Kraemer et al., 2019).

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) este o problemd recunoscuta la nivel mondial,
estimata a fi direct responsabild pentru 1,27 milioane de decese la nivel mondial in 2019 si a
contribuit la 4,95 milioane de decese. Organizatia Mondialda a Sanatatii (OMS) subliniaza
importanta utilizarii prudente a antibioticelor si dezvoltarea urgenta a unor noi clase de antibiotice,
deoarece in ultimii 40 de ani au fost dezvoltate doar doud noi clase de antibiotice (Organizatia
Mondiala a Sanatatii, 2015).

Mai mult, in ciuda gamei largi de antibiotice disponibile pe piata farmaceutica globala,
existd o nevoie criticd de a identifica noi agenti potentiali antimicrobieni care sd utilizeze noi
mecanisme antibacteriene pentru a preveni rezistenta incrucisatd si pentru a oferi optiuni
terapeutice eficiente impotriva infectiilor cauzate de bacterii rezistente la antibiotice (lvanov et
al., 2022).

Astfel, explorarea antimicrobienelor pe bazd de plante pentru a aborda criza RAM
reprezintd o noua directie de cercetare, oferind o oportunitate de a descoperi noi solutii terapeutice
care au potentialul de a oferi alternative sigure si eficiente la antibioticele conventionale, la care

multe bacterii au dezvoltat rezistentd (Ranjbar & Alam, 2023).
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CAPITOLUL Il. Fitocompusi din genul Allium cu proprietati medicinale

Plantele din genul Allium au fost cultivate inca din antichitate, fiind apreciate pentru
proprietatile lor culinare si medicinale. Cei mai cunoscuti reprezentanti ai acestui gen - Allium
cepa (ceapa), Allium sativum (usturoi), Allium porrum (praz) si Allium ascalonicum (salota) - se
disting prin numeroasele lor proprietati terapeutice, inclusiv hipoglicemiante, hipolipidemiante,
antimicrobiene, antiinflamatorii, antitumorale si cu efect inhibitor de agregare a trombocitelor,
care au fost utilizate si utilizate in medicina traditionala (Rabinowitch & Goldstein, 2020).

Proprietatile terapeutice ale acestor plante sunt atribuite unor compusi activi care pot fi
extrasi sau uneori izolati in forma lor purd, oferind o bazd valoroasa pentru aplicatiile lor
medicinale (Stanescu si colab., 2002). Prin prelucrarea acestor plante S-au obtinut extracte care, in
functie de solventul si organele plantelor folosite pentru extractie, diferd calitativ si cantitativ n
ceea ce priveste compozitia chimicd si actiunea terapeutica. Aceastd diversitate contribuie la
versatilitatea lor atat in medicina traditionala, cat si in cea moderna (Rodrigues & Delerue-Matos,
2022).

1. Stadiu actual al cunoasterii compusilor cu proprietiti medicinale din genul Allium

Speciile din genul Allium au in general o compozitie chimica similara datorita relatiilor lor
filogenetice, dar pot aparea variatii In concentratia si proportia acestor compusi, care pot influenta
activitatea biologicd a acestor specii. Cele mai comune fitochimice includ compusi
organosulfurati, polifenoli, saponine, vitamine, uleiuri volatile si prostaglandine (Beretta et al.,
2017). Acesti compusi bioactivi oferd numeroase beneficii pentru sdnatate. Pot aparea variatii din
cauza diferentelor genetice, a factorilor de mediu, a stadiilor de dezvoltare a plantelor, a
interactiunilor cu factorii abiotici si a tratamentelor post-recoltare (Shahid si colab., 2022; Vukovi¢
si colab., 2023).

De exemplu, usturoiul este cunoscut pentru continutul sau ridicat de alicind, un compus cu
sulf format prin actiunea enzimei aliinazei asupra aliinei. Gustul si mirosul caracteristic acestor
plante sunt atribuite in principal tiosulfinatilor si aliinei (S-alil cisteind sulfoxid). In plus fata de
alicind, produsii de degradare ai aliinei includ disulfuri de dialil, ajoena si vinil ditiine (Jabbes si
colab., 2012). Descompunerea tiosulfinatilor produce sulfuri, cum ar fi disulfura de dialil, sulfura
de alil metil si disulfura de alil metil (Lanzotti si colab., 2014).

Dincolo de proprietatile lor aromatice, acesti compusi organosulfurati ofera o serie de
beneficii terapeutice, fiind responsabili de efectele antitumorale (Khanum si colab., 2004),
antidiabetice (Eidi si colab., 2006), antiinflamatoare (Lee si colab., 2012), antimicrobiene (Harris
si colab., 2003, 2003), 2013; Chen et al., 2013), cardioprotectoare (Higuchi si colab., 2003) si

imunomodulatoare (Schafer & Kaschula, 2014). Tn plus, usturoiul este una dintre cele mai bogate
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surse de compusi polifenolici, ceea ce 1l face o sursa alimentara importantad de polifenoli (Martins
et al., 2016).

Pe langa alicind si polifenoli, usturoiul contine, de asemenea, lectine, prostaglandine,
fructan, pectind, lipide, adenozina, vitaminele B1, B2, B6, C si E, biotind, acid nicotinic, acizi
grasi, glicolipide, fosfolipide, minerale si aminoacizi esentiali (Fenwick & Hanley, 1985).
Anumite saponine, cum ar fi B-clorogenina, au efecte antifungice, antibacteriene, antitumorale,
antiinflamatorii si hipocolesterolemice (Lanzotti, 2006; Rekowska & Skupien, 2009). Dintre
aceste fitochimice medicinale, compusii cu sulf, flavonoidele si compusii fenolici sunt cei mai
amplu studiati (Lanzotti et al., 2014).

2. Fitocompusi din genul Allium cu potential antitumoral in cancerul colorectal

De cand Weisberger si Pensky (1958) au demonstrat in vitro si in vivo ca extractul de
usturoi inhiba cresterea celulelor tumorale, cercetdrile asupra usturoiului au crescut semnificativ
(Weisberger & Pensky, 1958). Alaturi de usturoi, au fost studiate si alte specii de Allium pentru a
determina efectele lor chemopreventive, in special in ceea ce priveste inhibarea cresterii tumorii
si suprimarea proliferarii celulare. Studiile arata cd usturoiul si ceapa reduc riscul de sarcoame si
carcinoame in diferite organe, inclusiv stomac, colon, esofag, prostata, ficat, plamani, piele si
creier (Corzo-Martinez et al., 2007).

Usturoiul (Allium sativum), o planta bulboasa din familia Liliaceae, este una dintre speciile
cele mai studiate pe larg din genul Allium, cu o vasta literatura stiintificd care demonstreaza
efectele sale antitumorale. Dupd cum s-a mentionat, usturoiul contine un amestec complex de
metaboliti, inclusiv compusi fenolici, flavonoizi, carotenoizi, alcaloizi si compusi organosulfurati
(OSC) (Ansary et al., 2020). Printre acestea, componentele bioactive care par sa prevind CRC
includ compusi organosulfurati precum aliina, alicina, ajoena, sulfura de dialil (DAS), disulfura
de dialil (DADS), trisulfura de dialil (DATS), S-alilcisteina (SAC) si S-alilmercaptocisteina
(SAMC) (Mitra, et al. Al-Wabel, 2010).

Astfel, usturoiul poate fi considerat un model excelent pentru ilustrarea potentialului
antitumoral al ntregului gen Allium, datorita continutului sau ridicat de compusi bioactivi si a
rolului sdu important in alimentatia umana, facandu-1 una dintre plantele cele mai studiate pe larg
pentru efectele sale benefice, in special in prevenirea cancerului colorectal.

Deoarece alte specii de Allium contin compusi activi similari care contribuie la efectele lor
antitumorale, acestia nu vor fi detaliati in acest capitol. Prin urmare, acest capitol trece in revista
cele mai recente actualizari privind activitatea antitumorala a Allium sativum, ca principal
reprezentant al genului Allium, atét in vitro, cat si in vivo, alaturi de constituentii sdi fitochimici
responsabili de astfel de activitati biologice, cu accent pe mecanismele celulare si moleculare de

actiune.



2.1. Mecanisme de actiune antitumorale in vitro ale fitocompusilor din genul Allium, in

cancerul colorectal

Studiind mecanismele fitochimice ale usturoiului si proiectdnd tratamente eficiente,
oamenii de stiintd au folosit linii celulare de cancer colorectal (CRC) bine caracterizate ca modele
biologice. Pentru a sprijini studiile in vitro, 10 linii de celule CRC, cum ar fi Caco-2, DLD-1,
HCT-15, HCT116, HT-29, COLO 205, SW480 si SW620, au fost utilizate de-a lungul anilor.

Numeroase studii in vitro au demonstrat activitatile antiproliferative (citostatice),
inductoare de apoptoza/necroptoza (citotoxice), anti-migratie, anti-invazie si imunomodulatoare

ale usturoiului si ale constituentilor sdi impotriva cancerului colorectal.

2.2. Mecanisme de actiune antitumorale in vivo ale fitocompusilor din genul Allium, n
cancerul colorectal

Activitatea in vivo a mai multor compusi bioactivi din Allium sativum a fost investigata
pentru a determina capacitatea acestora de a inhiba carcinogeneza CRC si/sau progresia tumorii la
diferite modele animale. Activitatea antitumorala a DAS, DADS si DATS a fost studiata la soareci
masculi nuzi BALB/c in varsta de treizeci si sase de saptamani injectati anterior cu celule COLO
205. Doi dintre acesti compusi, DADS si DATS, dar nu DAS, au suprimat semnificativ
xenogrefele tumorale (atat greutatea, cat si dimensiunea) in acest model animal, DATS fiind cel
mai citotoxic dintre toti compusii testati. (Lai et al., 2012). De asemenea, s-a constatat ca DATS
este eficient la soarecii carora li s-a injectat celule CT-26, unde s-a observat o reducere atét a
volumului, cat si a greutatii tumorii. (Wu et al., 2011). Totusi, atdit DATS, cat si DADS au
demonstrat capacitatea de a induce expresia mai multor gene implicate in rezistenta multipla la
medicamente, inclusiv MDR1, MRP1, MRP4 si MRP6 — un aspect care trebuie luat n
considerare n studiile viitoare (Lai et al., 2012).
2. Fitocompusi din genul Allium cu proprietiti antitumorale Tn cancerul de san
3.1. Mecanisme de actiune antitumorale in vitro ale fitocompusilor din genul Allium in
cancerul de san

Desi studiile epidemiologice nu au aratat o corelatie semnificativa intre consumul de
usturoi si un risc redus de cancer de san, studiile in vivo si in vitro au demonstrat ca diversi compusi
de usturoi si extracte de usturoi intreg reduc semnificativ riscul de cancer mamar (Tsubura si
colab., 2011). Aceste studii sugereaza ca usturoiul si compusii sdi pot interfera prin mecanisme
moleculare multiple, inclusiv inhibarea cailor de semnalizare intracelulard care contribuie la
dezvoltarea, supravietuirea si proliferarea celulelor tumorale, promovarea mortii celulare si
reducerea metastazelor. Aceste efecte sunt asociate cu modificari ale expresiei proteinelor cheie

implicate in reglarea ciclului celular si procesele de migrare si invazie celulara (Pandey si colab.,

8



2023). Mecanismele lor de actiune includ inducerea apoptozei prin cdi de semnalizare specifice,
inhibarea proliferarii celulare si blocarea proceselor de metastaza prin modularea proteinelor cheie
precum Bcl-2, Bax si E-caderina.

3.2. Mecanisme de actiune antitumorale in vivo ale fitocompusilor din genul Allium in
cancerul de san

Numerosi cercetatori au investigat, de asemenea, activitatea in vivo a extractelor de usturoi
si a compusilor acestora la soareci albinos elvetieni, soareci BALB/c, sobolani Sprague-Dawley si
soareci cu imunodeficientd combinata severa (SCID). Extractele de usturoi si compusii lor prezinta
activitate chimiopreventiva, antitumorald si anti-metastaticd. Mecanismele lor de actiune includ
stimularea apoptozei prin reglarea expresiei proteinei Bax si Bel-2, blocarea cailor de semnalizare
implicate in metastaze si reglarea in jos a metaloproteinazelor MMP-2 si MMP-9, precum si factori
cheie de angiogenezd, cum ar fi VEGF-A si HIF-1a. Mai mult, inhibarea ALDH]1 sugereaza ca
acesti compusi pot contribui la epuizarea celulelor stem canceroase, care sunt responsabile de
recidiva si metastaza (Oravetz et al., 2023).

3. Fitocompusi din genul Allium cu proprietati antibacteriene

Numeroase studii asupra efectelor antibacteriene ale extractelor de usturoi crud au
investigat activitatea acestora atat impotriva speciilor bacteriene comensale, cat si a celor patogene
(inclusiv Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus, Mycobacterium spp., MRSA
(Staphylococcus aureus rezistent la meticilind), Bacillus subtilis, Streptococcus mutans,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Bacteroides spp. si Lactobacillus casei (Daka,
2011; 1998; Roshan et al., 2017; Viswanathan et al., 2014);

Efectul sinergic dintre extractele de usturoi si antibiotice a fost demonstrat n mai multe
studii, in care combinatia de extract de usturoi proaspat cu gentamicina a imbunatatit eficacitatea
antimicrobiand impotriva tulpinilor rezistente precum MRSA si Klebsiella pneumoniae (Magry$
etal., 2021).

5. Specia Allium ursinum: caracteristici generale si activitati biologice

5.1. Caracteristicile generale ale plantei

Leurda este o planta monocotiledonata care apartine familiei Liliaceae. Leurda este o
plantd spontand, raspandita in padurile din Europa si Asia de Nord (Schmitt et al., 2005). O
intalnim la altitudini de maximum 1900m si nu mai departe de 64° latitudine nordica, extinzandu-
se din regiunea mediteraneand pana in Scandinavia, preferand zonele umede si umbroase, dar se
poate adapta la o varietate de conditii climatice si de sol (Oborny et al., 2011). Aceasta creste
primdvara, de obicei Intre lunile martie si iunie, Tnainte de a infrunzi complet arborii foiosi din

padurile de fag si stejar, unde aceasta este frecvent intilnita (Jandl et al., 1997).
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In ceea ce priveste caracteristicile morfologice, leurda este o planti geofiti vernala, perena,
inalta pand la 50 cm si care se inmulteste prin seminte (Sobolewska et al., 2015). Radacinile
contractile incep sd se dezvolte aproximativ de la varsta de trei ani si au rolul de a trage bulbul
adanc n sol pentru a-1 fixa si pentru a facilita accesul la nutrienti. Bulbul sau este ingust, alungit,
avand o lungime de aproximativ 1,5-6 cm, inconjurat de straturi de tunici transparente (Clapham
etal., 1990). Frunzele au forma eliptica si culoare verde stralucitor pe partea superioara si mate pe
partea inferioara. Limbul este intreg, de forma eliptica-lanceolata, cu dimensiuni de pana la 25 cm
lungime si 7 cm latime, iar petiolul are o lungime de pana la 20 cm (Clapham et al., 1990).
Inflorescentele umbeliforme sunt compuse din 3-30 flori albe, stelate, inconjurate de 2-3 bractee.
Florile sunt alcatuite din 6 tepale de 16—20 mm, ovarul este superior, trilocular, stilul se termina
cu un stigmat simplu, iar staminele sunt mai scurte decat periantul (Btazewicz-Wozniak &
Michowska, 2011). Inflorirea leurdei incepe, de reguld, in luna aprilie si se incheie in prima

jumatate a lunii mai.

5. 2. Activitatile biologice ale speciei Allium ursinum

Datele din literaturda au aratat ca Allium ursinum prezinta activitati antiinflamatorii,
antioxidante, antitumorale, antimicrobiene si cardioprotectoare.

Numeroase studii care analizeaza extracte din diferite parti ale A. ursinum au demonstrat
ci toate prezintd activitate antioxidanta (Putnoky si colab., 2013; Stajner si colab., 2006). In plus,
Pavlovi¢ si colab. (2017) au raportat ca extractele de A. ursinum au o capacitate antioxidanta
superioara in comparatie cu alte specii sdlbatice de Allium (Pavlovi¢ et al., 2017). Aceasta
superioritate a fost confirmata si intr-un studiu comparativ care a analizat extracte din usturoi,
arpagic, ceapa rosie, ceapa galbena si ceapa alba, situand leurda pe locul doi, dupa usturoi in ceea
ce priveste activitatea antioxidanta.

Potentialul sdu ca agent antibacterian natural este sustinut de un numar mare de studii care
evidentiaza eficacitatea extractelor de A. ursinum Tmpotriva numeroaselor tulpini bacteriene, atat
Gram-pozitive, cat si Gram-negative (Ivanova et al., 2009; Lupoae et al., 2013; Rank, Putnovic et
al.; 2021; Tomsik et al., 2019).

Datele disponibile din literatura de specialitate cu privire la efectele antitumorale ale
extractelor de A. ursinum sunt foarte limitate. Un studiu a raportat citotoxicitatea scazuta pana la
moderatd a extractelor metanolice din frunzele de A. ursinum impotriva melanomului murin B16
si a liniilor celulare de sarcom XC (Sobolewska si colab., 2006). in plus, s-au demonstrat efecte
citotoxice impotriva liniilor celulare HelLa (adenocarcinom de col uterin uman) si LS174
(adenocarcinom de colon uman) (Stanisavljevi¢ si colab., 2020), precum si impotriva AGS si

MKN74 (celule canceroase gastrice) (Singleton si colab.,1999).
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Extractele de Allium ursinum au fost caracterizate printr-o activitate cardioprotectoare
puternicd demonstrata prin inhibarea agregarii plachetare. Extractul etanolic a prezentat activitate
inhibitoare impotriva agregarii induse de adenozin difosfat (ADP), cu un mecanism de actiune

similar cu cel al clopidogrelului, o clasd de medicamente antiplachetare (Hiyasat si colab., 2009).
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Scopul si obiectivele studiului

Scopul studiului

Optimizarea extractiei fitochimicalelor din Allium ursinum pentru conservarea proprietatilor lor
biologice

Obiectivele studiului

Objective 1. Prepararea extractelor de plante din frunzele de Allium ursinum folosind macerarea
conventionald (CM) si extractia asistata cu ultrasunete (UAE) pentru analizd comparativa.
Objective 2 Caracterizarea biochimica a extractelor vegetale metanolice obtinute din frunze de A.
ursinum prin tehnica asistata de ultrasunete (UAE) si macerare conventionala (CM), din prisma
continutului de polifenoli si sulfoxizi prin metode spectrofotometrice, LC/ESI+-MS.

Obiectiv 3. Determinarea activitatii biologice a extractelor din A. ursinum din perspectiva
activitatii antioxidante prin metodele CUPRAC si de captare a peroxidului de hidrogen, a activitatii
antibacteriene prin metoda difuzimetrica in agar pe cinci tulpini patogene si a activitatii anti-
tumorale pe liniile celulare de cancer mamar T47D, MDA-MB-231 si pe liniile celulare de cancer
colorectal DLD-1 si HT29, prin metoda MTT.

Obiectiv 4. Analiza comparativa a eficientei extractiei asistate cu ultrasunete (UAE) fatd de
macerarea conventionald (CM) avand ca scop evaluarea imbunatatirii proprietatilor bioactive ale

extractelor obtinute.
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CAPITOLUL I11. Materiale si metode

1. Material vegetal si pregatirea extractelor vegetale

Materialul vegetal a constat din frunze de Allium ursinum. Acestea au fost colectate in
aprilie 2019 din flora salbaticd a Padurii Carbunari, Comuna Dumbravita, judetul Maramures,
Romaénia (47°34'28.4"N 23°40'13.9"E).

Dupa colectare, frunzele au fost imediat pregatite pentru procesul de uscare, fiind lasate sa
se usuce la aer in mod natural intr-un mediu controlat la temperatura camerei, ferite de expunerea
directa la lumina, pentru o perioada de patru saptamani.

Frunzele de Allium ursinum au fost extrase folosind metanol 70% (12,5 ml/g) prin macerare
conventionald (CM) si extractie asistatd cu ultrasunete (UAE).

Pentru a indeparta solventul, metanolul a fost evaporat la 40°C sub presiune redusa folosind
un evaporator rotativ. Reziduurile uscate ale ambelor extracte au fost cantarite si ulterior utilizate
pentru prepararea solutiilor stoc la o concentratie de 100 mg/mL. Metanolul 70% a fost ales ca
solvent pentru analiza biochimica, in timp ce dimetilsulfoxidul (DMSO) a fost utilizat pentru
experimentele de citotoxicitate, extractele din ambii solventi fiind utilizate pentru screening-ul
activitatii antibacteriene. Tnainte de a efectua procedurile analitice, extractele au fost filtrate Tn
continuare printr-un filtru cu o dimensiune a porilor de 0,22 pm..

2. Analiza chimica calitativa si cantitativa a extractelor de leurda
Pentru a sublinia spectrul de compusi din cele doua extracte si pentru a cuantifica principiile
bioactive, au fost utilizate metode analitice avansate, precum cromatografia lichida de inalta

performanta (HPLC) si analiza spectrofotometrica.

2.1. Determinarea cantitatii totale de polifenoli si flavonoide prin metode
spectrofotometrice

Determinarea continutului total de polifenoli caracteristic fiecarui extract a fost efectuata prin
metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu (Singleton si colab., 1999) cu adaptari.

Continutul total de flavonoide (TFC) al fiecarui extract a fost determinat folosind o metoda
spectrofotometricd bazatd pe formarea unui complex flavonoid-aluminiu, urméand metodologia
descrisa de Zhishen si colaboratori (Zhishen si colab., 1999).

2.2. ldentificarea si cuantificarea compusilor fenolici si a sulfoxizilor prin LC/ESI+-MS

In acest studiu, compusii fenolici si sulfoxizii au fost identificati si cuantificati folosind
cromatografie lichida (LC) combinata cu spectrometrie de masa (MS), folosind ionizare prin
electrospray in mod pozitiv (ESI*) (LC/ESI*-MS). Aceastd metoda a permis separarea eficientd a

compusilor, urmata de analiza lor detaliata bazatd pe spectre de masa.
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Pentru a identifica compusii si a atribui varfurile corespunzatoare pe cromatograme, timpul
de retentie (Rt), spectrul de absorbtie UV-VIS si spectrul de masa al fiecdrui fitoconstituent au fost
comparate cu varfurile standardelor comerciale in aceleasi conditii cromatografice. Standardele au
inclus acid clorogenic, acid cafeic, quercetin-rutinozid, quercetin-glucozid, acid elagic si
miricetina.

Pentru cuantificarea compusilor fenolici, curbele standard de calibrare au fost mai intai
determinate pentru acidul galic si rutin. Mai exact, continutul de aliind a fost determinat folosind
o curba de calibrare bazata pe acid galic (R* = 0,9978), intr-un interval de concentratie de 10-100
pg/mL, in timp ce continutul de flavonol a fost evaluat folosind o curba de calibrare bazata pe
rutina (R?=0,9981) cu acelasi interval de concentratie.

3. Determinarea activitatii biologice a extractelor
3.1. Determinarea activitatii antioxidante a extractelor

Activitatea antioxidantd a extractelor a fost determinatd folosind doud metode: testul
capacitatii antioxidante reducétoare cuprice (CUPRAC) si metoda de captare a peroxidului de
hidrogen (HPS).

Rezultatele au fost exprimate ca echivalenti Trolox In micromoli pe litru de probd (TE

umol/L), pe baza unei curbe standard determinate anterior folosind diferite concentratii de Trolo

(Fig. 1).

A. Curba standard — Trolox (CUPRAC) B. Curba standard — Trolox (HPS)
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Fig. 1 Curbele de calibrare pentru standardele Trolox in metoda CUPRAC (A.) si in metoda
captare a peroxidului de hidrogen (HPS) (B.) utilizate la determinarea activitatii antioxidante a

celor doua extracte vegetale de A. ursinum.
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3.2. Evaluarea in vitro a activitatii antimicrobiene a extractelor metanolice de A. ursinum

Activitatea antimicrobiand a extractelor metanolice de Allium ursinum a fost evaluata prin
bacteriene la diferite substante antimicrobiene (Balan, 2022).

Pentru testarea antibacteriana a extractelor de usturoi salbatic s-au folosit cinci tulpini
bacteriene de referinta: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, and Escherichia
coli ATCC 25922.

Rezultatele au fost Inregistrate prin masurarea diametrului zonelor de inhibitie folosind o

rigla, diametrele mai mari indicand o sensibilitate bacteriana mai mare la extractul testat (Carpa et

al., 2014).
3.3. Evaluarea in vitro a activititii antitumorale a extractelor metanolice de A. ursinum

3.3.1. Linii celulare si conditii de cultura

Activitatea antitumorald a extractelor de Allium ursinum a fost testata pe doua linii celulare
de cancer de san (T47D si MDA-MB-231) si doua linii celulare de carcinom colorectal (DLD-1 si
HT29).

Toate liniile celulare utilizate in acest studiu au fost achizitionate de la Colectia Europeana
de Culturi de Celule Autentificate (ECACC) si cultivate in mediu RPMI-1640.

Celulele au fost mentinute intr-un incubator la 37°C intr-o atmosfera umidificata (90%
umiditate) cu 5% CO2.
3.3.2. Determinarea activitdtii antitumorale a extractelor prin testul MTT

Prezenta celulelor viabile in culturile incubate cu extracte a fost evaluatd folosind testul
MTT.

In esenta, celulele au fost insdmantate in plici cu 96 de godeuri la o densitate initiald de 2 x
10* celule/godeu, cu 200 uL de mediu de cultura per godeu. Dupa 24 de ore, mediul de cultura din
fiecare godeu a fost inlocuit cu 180 uLL de mediu proaspat, la care s-au adaugat extractele de plante
in noud concentratii crescande progresiv: 50, 100, 150, 200, 250, 350, 500, 750 si 1000 pg/mL, cu
sase replici testate in concentratii tehnice fiecare. Tratamentul, administrat intr-un volum de 20 uL
per godeu, a constat dintr-un amestec de solutie de extract stoc (concentratie de 100 mg/mL) si
solutie salina fiziologica sterila.

Dupa o perioada de incubare de 48 de ore la 37°C, Intr-o atmosfera de 5% CO2, supernatantul
a fost indepartat si s-au addugat 100 uL de solutie MTT in fiecare godeu. Dupad o ora de incubare,

solutia MTT a fost indepartata si s-au adaugat 150 uL de DMSO 100% (Carl Roth GmbH) in
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fiecare godeu pentru a solubiliza formazanul format. Absorbanta a fost masurata spectrofotometric
la o lungime de unda de 570 nm.

Pentru a exclude posibilitatea ca solventul utilizat in extractele finale, DMSO, sa influenteze
viabilitatea celulara, au fost efectuate experimente separate. DMSO (<1%) nu a aratat nicio
citotoxicitate pe liniile celulare de cancer de san (T47D, MDA-MB-231) si colorectal (DLD-1,
HT29).
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CAPITOLUL IV — Rezultate

1. Randamentele extractiei prin tehnicile UAE si CM

Extractele din frunzele de A. ursinum au fost obtinute folosind metanol 70%, pornind de la 4
g de material vegetal uscat, folosind doua tehnici alternative de extractie: macerarea conventionala
(CM) si extractia asistatd cu ultrasunete urmata de macerare (UAE+CM).

Sa observat cd randamentul de extractie pentru metoda conventionala de macerare (CM) a fost
de 41,325%. Pe de alta parte, metoda combinata UAE+CM a prezentat o eficientd mai mare,
obtinand o rata de extractie de 45,825% (Tabelul 1).

Tabel 1. Randamentul de extractie pentru cele doud extracte vegetale obtinute prin macerare
clasica (CM) si prin tehnica ultrasonicarii urmata de maceratie (UAE+CM), pornind de la 4 g de

material vegetal uscat.

Extract Material vegetal uscat Pudra extrasa Randament
BW @l [PW ()] (%)
CM 4¢g 1.653 g 41.325 %
UAE+CM 4¢g 1.833 g 45.825 %

2. Analiza chimici calitativa si cantitativa a extractelor de Allium ursinum
Profilul fitochimic al celor doua extracte de A. ursinum a fost evaluat folosind metode
spectrofotometrice pentru a identifica constituentii majori cu potentiale proprietati antibacteriene
si antitumorale. Astfel, polifenolii si compusii care contin sulf au fost evaluati in ambele extracte
Continutul total de polifenoli si flavonoizi ale extractelor a fost determinat prin tehnici
spectrofotometrice, in timp ce identificarea compusilor fenolici a fost realizata prin cromatografie
lichida de Tnaltd performantd cu detectie cu fotodiode (HPLC-PDA). Cuantificarea acestor

compusi a fost efectuata prin spectrometrie de masa cu ionizare electrospray (ESI-MS).

2.1 Determinarea continutului total de polifenoli si flavonoide prin metode
spectrofotometrice
Rezultatele au aratat ca extractul obtinut prin macerare conventionala (CM) a fost caracterizat
printr-un continut total de polifenoli (TPC) de 47,63 mg GAE (echivalent acid galic)/100 mL,
indicand prezenta unor cantitati semnificative de compusi fenolici.
In comparatie, extractul obtinut prin macerare asistata cu ultrasunete (UAE+CM) a prezentat
un continut de polifenoli de 48,14 mg GAE/100 mL, reprezentand o usoard crestere de 3,23% fata

de extractul CM. Astfel, ambele extracte au prezentat valori similare, aceasta diferenta relativ mica
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sugerand cd ambele metode de extractie sunt eficiente in obtinerea unui continut semnificativ de
polifenoli din frunzele de Allium ursinum.

In ceea ce priveste continutul total de flavonoide, analiza a relevat ci cele doua extracte de A.
ursinum obtinute prin macerare conventionald (MC) si macerare asistatda cu ultrasunete
(UAE+CM) prezinta valori similare. Extractul obtinut prin macerare conventionala are un continut
de 4,68 mg QE (echivalenti de quercetind)/mL, in timp ce cel obtinut prin UAE+CM este cu 1,92%
mai mare, cu o valoare de 4,59 mg QE/mL (Fig. 2).

Cantitatea total de polifenoli Cantifatea totala de flavonoide

50000 5000
40000 4000

30000 3000

ng QE/mL

20000 2000

10000 1000

Concentratie ng GAE/mL

Concentratie

CM UAE+CM CM UAE +CM

Fig. 2. Cantitatea totala de polifenoli si flavonoide in extractele obtinute din frunzele de A.
ursinum, conform metodelor spectrofotometrice. Rezultatele sunt exprimate Tn pg echivalenti
acid galic (GAE) /mL extract, respectic pug echivalenti quercetind /mL extract.

2.2. Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici si a sulfoxizilor prin LC/ESI-MS

Analiza cromatografica a relevat prezenta a sapte varfuri majore in spectrele obtinute, dintre
care sase au fost atribuite flavonoidelor, iar un varf corespunde sulfoxidului aliinei (varful 1), un
compus bioactiv specific genului Allium (Tabelul 2).

Acest studiu a constatat cd ambele extracte, obtinute prin macerare conventionald (CM) si
macerare asistata cu ultrasunete (UAE+CM), contin cantitdti notabile de aliina, care a fost
compusul major identificat in categoria sulfoxidului. In plus, concentratia de aliini a fost putin
mai mare In extractele obtinute prin metoda UAE+CM comparativ cu metoda traditionala.

Cei sase flavonoli prezenti in extracte au fost identificati ca kaempferol-glucosil-glucosil-
ramnozida (varful 2), kaempferol-diglucozida (varful 3), kaempferol-galactosil-ramnozida (varful
4), kaempferol-rutinozida (varful 5), quercetin-rutinozida) si (punctul 7-glucozid). Tn special,
derivatul de quercetina, rutina, a fost gasit in cantititi semnificative in ambele extracte analizate.

Cantitatea totald de compusi fenolici determinatd 1n extractul obtinut prin macerare
conventionald (CM) a fost de 12,539 mg/mL. Kaempferol-glucosil-glucosil-ramnozida a fost
componenta majord, reprezentand 29,49% din totalul compusilor identificati, urmat de

kaempferol-rutinozida, care a reprezentat 17,75%. In plus, compusul sulfoxid aliina a fost
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identificat ca un constituent semnificativ, cuprinzand 26,05% din totalul compusilor prezenti n
extractul CM.

Pentru extractul UAE, rezultatele au aratat o compozitic similara atat in ceea ce priveste
diversitatea, cat si proportia de compusi individuali. Cu toate acestea, utilizarea UAE ca pas
suplimentar 1n procesul de extractiec a dus la o crestere generald de aproximativ 20% a
concentratiilor ambelor categorii principale, flavonoli si aliina. Aceasta crestere a fost observata
in mod constant in toate categoriile de compusi analizate.

Tabel 2. Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din extractele metanolice obtinute din
frunzele de Allium ursinum. Rt — timpul de retentie; UV Amax — lungimea de unda cu absorbanta

maxima; [M+H]+- ioni moleculari protonati. Cantitate exprimata in mg/ml.

Nr. Rt uv [M+H]* Compusi  Subclasd Leurdd  Leurda
varf  (min) Amax (m/z) fenolici CM UAE
(hm)
1 291 230 178 Aliina Sulfoxid 4.641 5.575
2 11.38 260, 757, 611, Kaempferol- Flavonol
350 449, 287 glucozil-
glucozil-
ramnozid 5.068 5.967
3 12.65 260, 611, 449, 287 Kaempferol- Flavonol
351 diglucozid 1.759 2.259
4 14.65 261, 595, 287 Kaempferol- Flavonol
350 galactzil-
raamnozid 0.925 1.120
5 1556 261, 595, 287 Kaempferol- Flavonol
350 rutinozid 3.050 3.450
6 16.05 250, 611, 303 Quercetin- Flavonol
350 rutinozid 1.248 1.572
7 17.15 260, 449, 287 Kaempferol- Flavonol
351 glucozid 0.489 0.620
Total
compusi 17.181 20.563
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3. Activitatea antioxidanta a extractelor

Folosind metoda CUPRAC, extractul UAE a aratat o activitate antioxidanta de 87,07 uM
Trolox/mL. Totusi, diferenta fatd de extractul obtinut prin macerare conventionala (CM), care a
avut o valoare de 85,68 uM Trolox/mL, nu a fost considerata semnificativa (Fig. 3).

Pe de alta parte, utilizarea metodei HPS pentru a determina capacitatea de captare a peroxidului
de hidrogen a relevat diferente mai pronuntate intre cele doua tipuri de extracte. Extractul UAE a
prezentat o capacitate antioxidanta de 37,71 uM Trolox/mL, semnificativ mai mare decat cea de

22,82 uM Trolox/mL inregistrata pentru extractul obtinut prin CM (Fig. 3).

A. Activitate antioxidanta - B. Activitate antioxidanta -
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Fig. 3. Activitatea antioxidanta a extractelor obtinute din frunzele de A. ursinum, conform: A.
metodei CUPRAC B. metodei HPS.

Conform informatiilor disponibile, aceasta este prima datd cand capacitatea antioxidantd a
extractelor metanolice de A. ursinum a fost masurata folosind metoda de captare a peroxidului de
hidrogen.

4. Activitatea antibacteriana a extractelor vegetale

Activitatea antimicrobiana a extractelor de A. ursinum a fost evaluata in raport cu cinci tulpini
bacteriene deosebit de relevante din punct de vedere clinic: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis si Escherichia coli. Evaluarea a fost
realizata utilizand metoda difuziei pe discuri.

Rezultatele au aratat ca ambele tipuri de extracte de A. ursinum au demonstrat activitate
antibacteriand semnificativd impotriva tuturor tulpinilor bacteriene testate, in comparatie cu
solventii vehicul, care nu au ardtat niciun efect antimicrobian. Valorile detaliate ale zonelor de
inhibitie pentru fiecare extract si combinatie de microorganisme sunt rezumate in Tabelul 3.
Table 3. Activitatea antimicrobiand a extractelor din frunze de Allium ursinum obtinute prin
macerare conventionald (CM) si extractie asistata de ultrasunete (UAE) asupra microorganismelor

patogene Gram+ si Gram—
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Extracte Controale

MET CM DMSO MET UAE DMSO MET DMSO
Activitate G c s
entamicina
(1) CM (2) 3) UAE (4) ™M) (D)
antibacteriala
DIZ DIZ DIZ DIZ DIZ DIZ DIZ
PI PI PI PI PI PI PI
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Gram-pozitive
Staphylococcus
10.0 +x 10.0 +x 11.9 +x 12.0 +x 0 -- 0 -- 20 ++
aureus
Enterococcus faecalis 8.5 +- 11.0 ++ 8.5 += 12.1 ++ 0 - 0 -= 17.8 ++
Streptococcus mutans  11.9 ++ 12.0 ++ 11.5 +x 12.5 ++ 0 -- 0 - 18.2 ++
Gram-negative
Porphyromonas
12.9 ++ 12.0 ++ 15.1 ++ 10.5 ++ 0 -- 0 - 14.5 ++
gingivalis
Escherichia coli 8.0 +- 17.1 ++ 8.5 +- 15.0 ++ 0 -- 0 - 18.5 ++

MET —metanol 70% (solvent); DMSO —dimetil sulfoxid 100% (solvent); DIZ—diametru de inhibitie; PI—potential de

inhibitie.

Un aspect deosebit de important al studiului nostru este faptul ca, potrivit cunostintelor de care
dispunem, aceasta reprezinta prima evaluare a activitatii antibacteriene a extractelor de A. ursinum
Tmpotriva tulpinilor S. mutans si P. gingivalis, organisme bacteriene adesea implicate in infectiile

orale si gingivale.

In concluzie, rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu subliniazi faptul ci activitatea
antimicrobiand a extractelor de leurdd a fost cea mai puternicd Impotriva bacteriilor Gram-
negative, in special Escherichia coli si Porphyromonas gingivalis, pentru care s-au obtinut zone
de inhibitie semnificative (17,1 mm, respectiv 15,1 mm). Aceste valori indicd o eficienta
comparabila cu cea a gentamicinei, un agent de referinta in testele de control pozitiv. Importanta
solventului si a metodei de extractie s-a dovedit a fi esentiald in obtinerea activitatii antimicrobiene
optime. Astfel, utilizarea DMSO ca solvent sau aplicarea metodei UAE, care a demonstrat o
capacitate mai mare de extragere a compusilor bioactivi din plantd, a condus la o crestere
semnificativa a eficientei antimicrobiene, in special impotriva E. coli. De asemenea, observatiile
au fost similare si pentru tulpinile bacteriene Gram-pozitive, unde atait DMSO, cat si metoda UAE

au fost factori determinanti in Tmbunatatirea activitatii antimicrobiene a extractelor. Prin urmare,
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extractul obtinut prin UAE utilizand DMSO a prezentat cea mai puternica activitate antimicrobiana
pentru toate tulpinile bacteriene testate, evidentiind potentialul acestei combinatii in dezvoltarea

unor tratamente antimicrobiene eficiente pe baza plantelor medicinale (Fig. 4).
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Fig 4. Activitatea antimicrobiana a extractelor din frunze de Allium ursinum obtinute prin macerare
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conventionald (CM) si extractie asistata de ultrasunete (UAE) asupra microorganismelor patogene
Gram+ si Gram— (A). Compararea extractelor UAE in solventi metanol 70% si DMSO, in functie
de diametrul zonei de inhibitie (DIZ), pentru toate tulpinile bacteriene. (B) Compararea extractului
UAE cu extractul CM in solvent DMSO, in functie de diametrul zonei de inhibitie (DIZ), pentru
toate tulpinile bacteriene (0.05 > p* > 0.01 semnificativ; ns, nesemnificativ).

5. Activitatea antitumorala a extractelor vegetale

Prezentul studiu si-a propus sa evalueze activitatea antitumorala in vitro a extractelor de frunze
de Allium ursinum impotriva a patru linii celulare tumorale: doua linii celulare de cancer de san
(T47D st MDA-MB-231) si doua linii celulare de cancer colorectal (DLD-1 si HT29). Conform
literaturii disponibile, acest studiu reprezintd prima investigatiec documentatd care testeaza
extractele de Allium ursinum pe liniile celulare de cancer de san si liniile celulare de cancer
colorectal DLD-1 si HT29.

In experiment, ambele tipuri de extracte testate au demonstrat activitate antitumorald
dependentd de doza, indicand o relatie direct proportionala intre concentratia extractului si efectul
citotoxic. O reducere progresiva a viabilitatii celulare a fost observata pentru toate cele patru linii
de celule tumorale pe masura ce concentratia de extracte administrate a crescut (Fig. 5). Cu toate
acestea, citotoxicitatea observata poate fi consideratd moderatd, in conformitate cu standardele
farmacologice generale, deoarece nu a atins niveluri ridicate de toxicitate.

Cele mai scazute concentratii necesare pentru a inhiba 50% din viabilitatea celulara (IC50),
658,1 pg/mL si 755,8 pg/mL, au fost obtinute pentru extractul CM impotriva celulelor HT29 si,

respectiv, DLD-1. Pentru celelalte linii celulare, valorile IC50 au depasit pragul de 1 mg/mL
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(Tabelul 4). Desi extractele CM au ardtat o activitate mai promitdtoare impotriva liniilor de celule
de cancer colorectal (HT29 si DLD-1), extractul UAE s-a dovedit a fi mai eficient impotriva
liniilor de celule de cancer de san (T47D si MDA-MB-231). Cu toate acestea, diferentele de
eficacitate citotoxica dintre cele doua extracte nu au fost semnificative statistic.

Table 4. Valorile IC50 (ug/mL) ale extractelor de A. ursinum pe liniile celule T47D, MDA-
MB-231, DLD-1 si HT29

1Cs0? Extract CM Extract UAE
T47D 1,693 pg/mL 1,361 pg/mL
MDA-MB-231 0,9948 pg/mL 0,9454 pg/mL
DLD-1 0,7558 pg/mL 9,444 pg/mL
HT29 0,6581 pug/mL 1,092 pg/mL

& Concentratiile raportate de extract vegetal la care doar jumatate dintre celulele tratate mai

sunt viabile
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CAPITOLUL V - Discutii
1. Analiza extractelor: randament si caracterizare fitochimica

1.1. Randamentul de extractie a extractelor de leurda

Rezultatele au aratat o diferentd semnificativa intre cele doua tehnici de extractie. Randamentul
de extractie obtinut pentru CM a fost de 41,32%, in timp ce metoda UAE+CM a dus la o ratd de
extractie mai mare de 45,82%. Aceasta crestere a randamentului folosind metoda UAE+CM se
aliniaza cu studiile anterioare care demonstreaza ca Incorporarea ultrasunetelor in procesele de
extractie Imbunatateste eficienta si randamentul in extractia compusilor bioactivi in comparatie cu
metodele traditionale (Chemat et al., 2017). Ultrasunetele afecteaza peretele celular al plantei,
facilitand eliberarea compusilor intracelulari in solvent, maximizand astfel extractia substantelor
bioactive.

Randamentul de extractie obtinut n acest studiu folosind 70% metanol depaseste atat valoarea
maxima de 33,50% raportatd intr-un studiu anterior pentru acelasi solvent, cat si randamentul de
43,06% obtinut cu apa distilata, considerat cel mai mare in studiul realizat de (Pavlovi¢ et al.,
2017).

In plus, dimensiunile mai mici ale particulelor, cum ar fi cele obtinute prin maicinarea
materialului vegetal intr-o pulbere find, maresc suprafata disponibila pentru interactiunea cu
solventul, facilitand difuzia compusilor din materialul vegetal in solvent, ceea ce poate duce la
randamente de extractie mai mari (Meng & Cheng, 2019). Astfel, macinarea frunzelor de Allium
ursinum pentru a obtine o pulbere find este o etapa care poate contribui semnificativ la cresterea
randamentului (Meng & Cheng, 2019).

In concluzie, studiul nostru demonstreazi ca utilizarea unei tehnici avansate de extractie, cum
ar fi UAE, impreuna cu un solvent eficient precum 70% metanol, contribuie semnificativ la
cresterea randamentelor de extractie a frunzelor de Allium ursinum. Aceastd metoda a permis un
randament de extractie de 45,82%, superior metodelor traditionale sau celor raportate in alte studii
similare. In plus, optimizarea dimensiunii particulelor prin macinare joacd un rol important in
maximizarea eficientei extractiei.

1.2.  Profilul fitochimic

Profilurile de sulfoxid si polifenoli ale Allium ursinum variaza in functie de factori precum
organul plantei, timpul de recoltare si procesareA. Astfel, extractele de flori contin mai multa
alicind (1,946 mg alicind/ml) decat extractele de frunze (0,028 mg alicind/ml) (Parvu, 2011) si cea
mai mare cantitate de aliind a fost observatd in extractele de frunze care au fost recoltate intre
martie si aprilie (Schmitt et al., 2005). De asemenea, frunzele uscate de usturoi salbatic contin 0,7—

1,7% aliind, 1n timp ce frunzele proaspete de usturoi sdlbatic contin cantitdti mai mici, cuprinse
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intre 0,25 si 1,15% (Bagiu si colab., 2012). In conformitate cu aceste date, in acest studiu au fost
observate cantitdti semnificative de aliind in ambele tipuri de extracte analizate, obtinute din
frunzele de A. ursinum recoltate in aprilie si uscate la aer.

De asemenea, frunzele de A. ursinum au un continut total de polifenoli semnificativ mai mare
in comparatie cu alte organe ale plantelor, cum ar fi florile sau bulbii (Kovarovic, 2019). Derivatii
de kaempferol au fost predominanti in frunze in comparatie cu seminte si tulpini. Frunzele
colectate in luna mai au prezentat cea mai mare concentratie de compusi fenolici, ajungand la 128
mg/100 g FW (Mahmutovic si colab., 2009). Un studiu a aratat ca in extractul etanolic din frunze
de usturoi salbatic obtinut prin macerare la temperatura camerei timp de 12 ore, cantitatea de
polifenoli exprimata in echivalenti de acid galic a fost mai mare decét cea obtinuta prin extractia
asistatd cu ultrasunete. in schimb, intr-un alt studiu, extractia asistat cu ultrasunete s-a dovedit a
fi mai eficientd In maximizarea extractiei polifenolilor din A. ursinum (Gitin si colab., 2012;
Tomsik si colab., 2016).

In studiul de fata, continutul total de polifenoli (TPC) si continutul de flavonoide (TFC) au fost
similare pentru ambele tipuri de extracte investigate. in studiul nostru, diferentele dintre cele douz
metode de extractie sunt minore si ar putea indica o eficientd similard in extractia polifenolilor
(Gitin et al., 2012). Cu toate acestea, este important de luat in considerare ca aceste metode de
cuantificare sunt inca destul de rudimentare.

In studiul de fata, utilizarea metaniolului 70% a dus la un continut total de polifenoli (TPC)
comparabil cu valorile raportate in literatura, ceea ce poate indica faptul ca un continut mai scazut
de metanol nu compromite semnificativ extractia globala a polifenolilor. Diferentele dintre valorile
obtinute 1n acest studiu si cele raportate anterior ar putea fi atribuite mai multor factori, precum
metoda de extractie utilizata, originea materialului vegetal, perioada de recoltare, sau conditiile de
mediu care pot influenta compozitia fitochimica a usturoiului salbatic.

Identificarea tentativa a celor sase flavonoli principali a confirmat prezenta derivatilor de
kaempferol si quercetina, In acord cu literatura specificd. Mai mult, analiza fitochimica a relevat
cd cei mai importanti compusi fenolici detectati in extractele noastre sunt glicozidele de
kaempferol, care sustin rezultatele studiilor anterioare (Burton et al., 2023; Furdak et al., 2023;

Oszmianski et al., 2013).

25



2. Extractele de A. ursinum si potentialul lor terapeutic

2.1.  Activitatea antioxidanta a extractelor

Cea mai mare activitate antioxidanta a fost observata la frunze, in timp ce cea mai scazuta
a fost inregistrata la bulbi, cu valori de 83,7 umol Trolox/g pentru frunze si 33,9 umol Trolox/g
pentru bulbi (Lachowicz et al., 2018). Aceste constatari sunt sustinute de cercetarea lui Voca si
colab. (2022), care au raportat cd activitatea antioxidanta a usturoiului salbatic este cu pana la 28%
mai mare Tnainte de nflorire decét in timpul infloririi, sugerand niveluri mai mari de compusi
bioactivi Tnainte de aceasta etapa (Voca et al., 2022). Petkova si colab. (2021) au demonstrat ca
metoda UAE aplicata florilor de A. ursinum a avut ca rezultat o activitate antioxidanta ridicata
conform testului CUPRAC, demonstrand influenta semnificativa a tehnicilor de extractie asupra
randamentului compusilor bioactivi.

Studiul de fatd a aratat un continut mai mare de polifenoli in extractul obtinut de UAE
comparativ cu cel obtinut prin macerare conventionala (CM), sugerand ca extractia asistatd cu
ultrasunete poate imbunatati extractia compusilor cu potential antioxidant. Determinarile efectuate
folosind metodele CUPRAC si HPS au indicat un potential antioxidant mai mare pentru extractele
obtinute de UAE, confirmand in continuare datele din literaturd care sugereaza ca metodele de

extractie pot influenta semnificativ activitatea antioxidanta a extractelor de A. ursinum.

2.2.  Activitatea antimicrobiana a extractelor

Numeroase studii au demonstrat activitatea antimicrobiana a extractelor de Allium ursinum
impotriva diversilor agenti patogeni; cu toate acestea, eficacitatea lor variaza semnificativ de la un
studiu la altul, in functie de solventul si metoda de extractie utilizate, de organele plantelor
selectate si de caracteristicile agentilor patogeni inclusi in experimente.

Extractul metanolic a demonstrat o eficacitate mai mare, inhiband cresterea bacteriilor
precum Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis si Salmonella enteritidis,
precum si a ciupercilor, inclusiv Candida lipolytica si Aspergillus niger (Sobolewska et al., 2015).

Extractele etanolice din frunze si flori de A. ursinum au prezentat o eficacitate ridicata
Tmpotriva ciupercilor, cum ar fi Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Botrytis paeoniae, Fusarium
oxysporum, Penicillium gladioli si Sclerotinia sclerotiorum. Rezultatele au indicat ca extractele
de flori au prezentat o activitate antifungica mai mare, probabil datoritd continutului lor mai mare
de alicina (Parvu, 2011).

In acest studiu, cele mai puternice efecte antimicrobiene au fost observate Tmpotriva
bacteriilor Gram-negative, in special E. coli si P. gingivalis, extractele prezentand activitate
antimicrobiand comparabila cu cea a gentamicinei, care a fost folositd ca martor pozitiv.

Rezultatele noastre par sa contrazica rapoartele anterioare, care sugereaza ca extractele de

A. ursinum sunt mai eficiente impotriva bacteriilor Gram-pozitive decat impotriva celor Gram-
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negative si ca tulpinile de E. coli sunt mai putin sensibile decat E. faecalis (Stupar si colab., 2022)
sau S. aureus (Barbu si colab., 2023; Ivanovapic si colab., 2023; Krivopic et al. 2022). Este
important de mentionat cd niciunul dintre aceste studii nu a folosit extractia asistatd cu ultrasunete
(UAE) sau DMSO ca solvent final, ambele putand influenta puternic rezultatele.

Cand 70% metanol a fost folosit ca solvent in macerarea conventionald, rezultatele noastre
au indicat cd extractul de A. ursinum a prezentat cea mai scazutd activitate antimicrobiana
Tmpotriva E. coli (DIZ = 8,0) in comparatie cu toate tulpinile bacteriene Gram-pozitive, asa cum
era de asteptat. Cu toate acestea, utilizarea DMSO, cunoscut pentru proprietatile sale excelente de
solvent pentru compusii bio-organici la concentratii mari (Modrzynski et al., 2019) sau aplicarea
metodei UAE, despre care s-a demonstrat in acest studiu ca extrage cantitati mai mari de compusi
bioactivi, au imbunatatit semnificativ activitatea antimicrobiana a extractului impotriva E. coli.

O tendinta similara a fost observata pentru toate tulpinile bacteriene Gram-pozitive utilizate
in acest studiu: atat extractia cu DMSO, cat si UAE au crescut semnificativ activitatea
antimicrobiani a extractelor. In consecintd, pentru toate tulpinile bacteriene testate, extractul
obtinut prin UAE folosind DMSO a prezentat cea mai puternica activitate antimicrobiana.

Compozitia biochimica a extractelor explica activitatea lor antimicrobiand Inregistrata,
deoarece diferiti tiosulfinati si compusi polifenolici sunt bine cunoscuti pentru capacitatea lor de
a conferi activitate antimicrobiana speciilor Allium (El-Saber Batiha et al., 2020; Stupar et al.,
2022).

2.3. Activitatea antitumorala a extractelor

Extractele de Allium ursinum au aratat efecte anticancer in vitro notabile asupra mai multor
linii celulare, inclusiv melanomul murin (B16), sarcomul murin (XC) si cancerul gastric uman
(AGS).

Atat cancerele de san, cat si cele colorectale utilizate in acest studiu sunt influentate
semnificativ de factorii dietetici, sugerand cd anumite alimente pot juca un rol important in
prevenirea lor (Buja si colab., 2020; Hou si colab., 2013). In plus, compusii derivati din plante au
fost propusi ca terapii complementare valoroase in tratamentul acestor tipuri de cancer (Rejhova
si colab., 2018; Y. Zhang si colab., 2020). Cu toate acestea, eterogenitatea ridicatd a tumorilor,
atat intre diferitele tipuri de cancer, cat si in cadrul aceluiasi tip, duce la variatii considerabile in
sensibilitatea celulelor canceroase la compusii naturali. In acest context, studiul de fata reprezinta
prima investigatie de testare a extractelor de A. ursinum pe linii celulare de cancer de san, precum
si pe liniile celulare de cancer colorectal DLD-1 si HT29.

Desi a fost observata o scadere dependentd de doza a viabilitatii celulare pentru ambele

tipuri de extract, CM si UAE, in toate cele patru linii de celule canceroase, citotoxicitatea acestor
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extracte ramane relativ moderatd atunci cand este analizatd din perspectiva standardelor

farmacologice generale.
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Concluzii generale si perspective de cercetare

Cele doua extracte metanolice obtinute din frunzele de A. ursinum prin macerare
conventionala si extractie asistata cu ultrasunete au fost bogate in polifenoli si sulfoxizi.

Extractia asistata cu ultrasunete (UAE) a fost mai eficientd decat macerarea conventionala,
producand cu 20% mai multi compusi bioactivi. Analiza LC/ESI+-MS a identificat sase flavonoide
si un sulfoxid, constituentii principali fiind derivatii de kaempferol, rutina si aliina - compusi
cunoscuti pentru proprietatile lor biologic active. Descoperirile studiului sustin datele existente din
literatura, confirmand ca frunzele de A. ursinum sunt o sursa importanta de compusi bioactivi.

In ceea ce priveste potentialul terapeutic al A. ursinum, extractele prezinti activitate
antioxidanta si antibacteriand puternica, dar activitate antitumorald moderatd. Ambele extracte au
demonstrat activitate antimicrobiand impotriva tulpinilor bacteriene = Gram-pozitive
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus mutans
ATCC 25175 si Gram-negative Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 si Escherichia coli
ATCC 25922.. Activitatea antimicrobiana, deosebit de notabilda Tmpotriva bacteriilor Gram-
negative, subliniaza importanta acestei plante in gestionarea infectiilor bacteriene. Rezultatele au
indicat citotoxicitate moderata, dependenta de doza pentru ambele tipuri de extract analizate (CM
si UAE). Desi nu au existat diferente semnificative statistic intre cele doua tipuri de extracte, a fost
observata o tendinta in care extractul CM a aparut mai eficient impotriva cancerului colorectal, in
timp ce extractul din UAE a prezentat o activitate citotoxica mai puternicad impotriva cancerului
de san. Aceasta variabilitate in raspunsul celular evidentiaza influenta eterogenitatii tumorii asupra
eficacitatii compusilor naturali.

Originalitatea acestui studiu constd in investigarea pentru prima datd a capacititii
antioxidante a extractelor de A. ursinum folosind peroxid de hidrogen (H20:) activitate de captare.
Mai mult, acesta este primul studiu care evalueaza extractele de A. ursinum impotriva tulpinilor
de bacterii Streptococcus mutans si Porphyromonas gingivalis, precum si activitatea antitumorala
pe linii de celule de cancer de san si linii de celule de cancer colorectal DLD-1 si HT29.

Studiile viitoare ar trebui sd exploreze efectele procesarii termice asupra profilului sau
biochimic, sd investigheze mecanismele moleculare si antimicrobiene implicate si sd evalueze
potentialul de sinergie cu diverse antibiotice. Tn plus, cercetarile viitoare ar trebui sa evalueze
citotoxicitatea selectiva a extractelor de A. ursinum asupra celulelor tumorale fata de celulele

normale.
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