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OBIECTIVELE ŞI SCOPUL LUCRĂRII  
 

În domeniul dezvoltării cosmeticelor moderne, un obiectiv principal îl reprezintă crearea unor strategii 
terapeutice care să aducă beneficii majore asupra statusului ţesutului cutanat, prin acţiunea ţinta a unor 
ingrediente active la nivel de genă sau receptor celular, delimitȃndu-se de efectul de curăţare şi 
înfrumuseţare aparentă caracteristic până acum pentru  acest tip de produse.  
 

În acest context, scopul cercetărilor realizate îl reprezintă evidenţierea unor mecanisme de reglare a 

funcţionalităţii dermo-epidermice care stau la baza homeostaziei ţesutului cutanat şi modularea 
acestor procese prin acţiunea unor compuşi de origine vegetală. 

 

Unul dintre obiectivele principale ale acestor studii s-a axat pe definirea principalelor procese celulare 

în funcţie de ţinta terapeutică, după cum urmează: la nivel de epiderm, primul strat cu funcţie de barieră 
a pielii faţă de agresiunea mediului extern (keratinocite) – inflamaţie, stres oxidativ, iniţierea apoptozei în 
condiţiile impactului cu radiaţia UV; la nivel de derm, regiune responsabilă de apariţia ridurilor 
(fibroblaşti) -  status proliferativ, sinteza proteinelor din matrixul extracelular,  expresia moleculară a 
integrinelor de tip α1β1 şi α2β2; la nivel de endoteliu vascular, cu rol major în homeostazia pielii prin 
furnizarea de oxigen, nutrienţi şi hormoni (celule endoteliale umane) – inflamaţie, angiogeneza. 
 

Un alt obiectiv a fost dezvoltarea de strategii terapeutice diferenţiate în funcţie de specificitatea 
mecanismului ţinta definit anterior, bazate pe valorificarea unor specii de plante medicinale indigene în 
sensul obţinerii unor clase de compuşi bioactivi cu eficacitate demonstrată. Modularea mecanismelor 

de protecţie faţă de agresiunea mediului extern  şi reconstrucţie cutanată anti-ȋmbătrȃnire s-a realizat prin 

utilizarea individuală sau ȋn asociere a principiilor active de tip saponine, flavone şi izoflavone, acizi 
polifenolicarboxilici, din următoarele specii de plante: Trifolium pratense, Medicago sativa, Crataegus 

monogyna, Trigonella foenumgraecum, Triticum aestivum, Hedera helix şi Aesculus hippocastanum. 

 

Modelele experimentale concepute şi aplicate în testarea acestor principii active demonstrează 
eficacitatea strict direcţionată a principiilor bioactive în funcţie de specificitatea indusă în procesele de 
dinamică celulară monitorizate.  
 

Metodele experimentale utilizate în definirea mecanismelor de acţiune a compuşilor bioactivi sunt 
tehnici moderne de investigare celulară multiparametrică (citometria în flux orientată  atȃt spre marcarea 

şi analiză fluorescentă a parametrilor celulari, cât şi spre detecţia proteinelor solubile din mediul de 
cultură prin tehnică bazată pe particule fluorescente cuplate cu anticorpi – „beads-based assay”; analiză 
de morfologie celulară prin microscopie optică inversată, spectrofotometrie). Acestea reunesc 
metodologii complementare şi corelative de caracterizare a unor procese celulare, analiză simultană 
complexă  a principalilor parametrii de funcţionalitate a pielii creând premizele definirii corecte a 

ţintelor terapeutice pentru fiecare compus şi a ȋmbunataţirii eficacităţii produselor dermatocosmetice 
viitoare.  
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PARTEA I. STADIUL CUNOAŞTERII 

Capitolul 1. 

MECANISME CELULARE IMPLICATE IN FUNCŢIONALITATEA ŢESUTULUI CUTANAT 

Pielea este unul dintre cele mai mari organe, având o suprafaţă de aproximativ  2m2 şi cântărind 16% din 
greutatea corpului. Funcţiile ei sunt variate: strat protector faţă de agresiunea microorganismelor; previne 
deshidratarea; organ senzorial; participă la termoreglare. Epiderma este un strat epitelial de suprafaţă, 
derma este un ţesut conex situat sub epidermă, iar hipoderma este un ţesut conjunctiv subcutanat. 
(YOUNG, 2000; FAWCETT, 2002) 

 

În cadrul procesului de îmbătrânire, au loc o serie de evenimente celulare şi moleculare complexe şi 
diferenţiate în funcţie de agresiunea mediului extern (foto-îmbătrânire), dar şi de specificitatea intrinsecă 
a organismului respectiv (îmbătrânirea cronologică). Proliferarea celulară şi corelarea ei cu diverse căi 
metabolice (Calciu intracelular, protein kinaza C) este un parametru relevant pentru studii de tip „anti-
ageing” la nivelul pielii (SOROKA et al., 2008),  fiind cunoscută scăderea ratei de multiplicare şi a turn-

overului celular ale fibroblastului asociate cu îmbătrânirea. 
 

Derma este alcătuită în mare parte din fibre de colagen şi elastină. Fibrele groase de colagen susţin pielea. 
Fibrele de elastină sunt foarte flexibile şi conferă rezistenţă mecanică şi adaptabilitate la modificările 
conformaţionale ale pielii. Derma consta în mare parte din ţesut conjunctiv, cunoscut şi ca matrice 
extracelulară (ECM) secretata de fibroblaşti. ECM-ul este alcătuit din 3 clase de biomolecule, cu o mare 
varietate de forme şi mărimi: proteine structurale: colagen şi elastină, proteine specializate: fibrilină, 
fibronectină şi laminina,proteoglicani. Considerând că dominant în piele colagenul de tip I şi III, se vor 
folosi agenţi şi tratamente pentru a stimula sinteza acestor tipuri de colagen. De asemenea, se poate 

apela la inhibarea degradării colagenului ca metodă unică sau în conjuncţie cu stimularea sintezei. 
Multe cercetări s-au axat pe găsirea unor inhibitori topici eficienţi ai metaloproteinazelor (în particular: 
colagenaza), în timp ce modulatori la nivel molecular şi chiar genic (ex. activarea/ inhibiţia expresiei 
TGF-β) reprezintă ţinta cea mai recentă a formulelor inovatoare de dermatocosmetice anti-ageing. 

Efectul profund al TGF-β în homeostazia matrixului extracelular se datorează abilităţii sale de alterare a 
balanţei activare/inhibiţie matrix metaloproteinaze (MMP) la nivel de expresie genică. TGF-β1 este 
izoforma majoră preponderenta în ţesuturi, şi în fluidul intercelular implicat în procesul de vindecare al 
rănilor, cu rol în stimularea sintezei de colagen, modularea turn-overului matrixului prin efecte inhibitoare 

asupra MMP, precum şi prin inducerea diferenţierii miofibroblaştilor, un tip de celulă care intervine în 
procesul de contracţie a rănilor, în sinteza constituenţilor ţesutului de granulaţie, inclusiv formarea 

colagenului şi fibronectinei în noul compozit dermic (RHEIN, 2010) 

 

Un alt aspect important este cicatrizarea imperfectă după expunere solară sau traume minore, datorată 
depozitelor de colagen şi elastină formate din fibre dezorganizate. Intervenţia terapeutică în acest caz 
trebuie să aibă loc pe două căi: degradare enzimatică a acestor aglomerări fibrilare sub acţiunea 
metaloproteinezelor activate şi stimularea sintezei proteice pentru regenerarea suportului structural 

din matrixul extracelular. Pe lângă acest proces, recent a fost descoperit un  mecanism convergent la 

nivelul integrinelor α1β1 şi α2β1 cu rol în realizarea legăturilor celulă – matrice proteică extracelulară, 
amplificarea expresiei acestora la nivel de fibroblast dermic susţinând restabilirea fermităţii pielii. 
 

Rolul estrogenilor ȋn piele este recunoscut, aceştia actionȃnd prin receptori celulari asupra proliferarii şi 
sintezei de colagen (EUI DONG SON et al., 2005).  

 

Pielea poate fi considerată o interfaţă între corp şi mediul înconjurător, acţionând ca o barieră faţă de 
efectele dăunătoare ale agenţilor fizici şi chimici exogeni, inclusiv radiaţia UV. (CARINI et al., 2000) 

Stresul foto-oxidativ, originar din speciile de oxigen reactive formate în pielea expusă la soare reprezintă 
un mecanism patologic cheie, având consecinţe atât la nivelul degradării matricei extracelulare şi 
formarea ridurilor, cât şi în foto-mutageneza celulară implicată în carcinogeneza pielii. Foto-îmbătrânirea, 
cauzată de acţiunea radiaţiilor UV generatoare de radicali liberi la nivel celular are caracteristici 

fiziologice distincte faţă de îmbătrânirea cronologică. Având în vedere cele prezentate, una dintre 
acţiunile ţintă ale unui ingredient dermatocosmetic ar trebui să fie cea de reducere a stresului oxidativ 

celular şi a reacţiilor în lanţ declanşate de acesta: inducerea apoptozei, a secreţiei citokinelor pro-
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inflamatorii, vascularizare aberantă promovată la nivel molecular de factorul VEGF (WONDRAK, 2007). 

 

Abordările tradiţionale asupra îmbătrânirii pielii par incomplete, în special datorită modificărilor 
importante la joncţiunea dermo-epidermică, la nivelul evaluării proteinelor cheie.  
 

Din această clasă de proteine fac parte şi integrinele, receptori de suprafaţă celulară responsabili de 
transferul informaţiilor între interiorul şi exteriorul celulei. Integrinele sunt implicate în diferite funcţii 
celulare, de la creştere şi dezvoltare, la răspuns imun şi vindecarea rănilor. Integrina α1β1 mediază feed-

back-ul de reglare a sintezei de colagen, realizând legături de tip celulă–colagen sau celulă–laminina1 din 

matrixul extracelular, iar integrina α2β1 mediază stimularea colagenazei de tip I (MMP1) cu rol în 
fibrilogeneza (organizarea colagenului în fibrile), leagă colagenul de tip I. Balanţa între integrina α1β1 si 

integrina α2β1 este importantă pentru menţinerea echilibrului între degradarea şi sinteza de colagen. 
(RIIKONEN et al., 1995;  ZHANG et al., 2006; FUJIMURA et al., 2007). 

 

Celulele endoteliale din dermă sunt implicate în vindecarea rănilor, inflamaţii, angiogeneza tumorală, şi 
sunt predominant de origine micro-vasculară, fiind de provenienţă şi funcţionalitate distincte faţă de 
celulele endoteliale din vasele mari, utilizate pentru cercetarea in vitro vasculară. Creşterea şi turnoverul 
celulelor endoteliale în piele este fundamentală nu numai în cadrul dezvoltării normale, dar şi în 
vindecarea rănilor, ciclul foliculilor piloşi, metastaza celulelor tumorale, şi a diferitelor stadii ale 
patologiei cutanate. Există mai multe aspecte privind fiziologia vasculaturii dermice şi implicarea acesteia 
în homeostazia ţesutului cutanat. Dintre acestea enumeram: inflamaţia vasculară, caracterizată de 
adeziunea între limfocit şi endoteliu declanşată de exprimarea unor molecule de adeziune –markeri de 

inflamaţie şi secreţia de citokine pro-inflamatorii; implicarea anumitor citokine, esenţială în cadrul 
activării endoteliale, a vindecării leziunilor provocate de radiaţia UV sau a rănilor cutanate; fenomenul de 

angiogeneză şi proliferare celulară. 
 

Capitolul 2. 

COMPUŞI NATURALI IMPLICAŢI ÎN MODULAREA PROCESELOR CELULARE DERMO-

EPIDERMICE 

 
Plantele sintetizează o gamă largă de compuşi organici ce sunt clasificaţi în mod obişnuit în metaboliţi 
primari şi secundari. Metaboliţii primari sunt compuşi ce au un rol esenţial în fotosinteză, respiraţie, 
creştere şi dezvoltare. Aceasta clasificare poate  include : fitosterolii, lipidele acilate, nucleotidele, 
aminoacizii, acizii organici. 

 

Ceilalţi compuşi ce sunt de obicei în cantităţi foarte mici dar care în unele specii în mod surprinzător se 
acumulează în concentraţii foarte mari, sunt metaboliţii secundari. Aceştia au structuri diverse (unele 
distribuite într-un număr limitat de specii din lumea plantelor) şi au fost ignorate mult timp, dar în ultima 
perioadă au devenit de interes,  având rol cheie în protecţia plantei faţă de infecţiile microbiene, în 
atragerea polenizatorilor, în protecţia UV, în fixarea azotului. De asemenea aceşti metaboliţi sunt 
interesanţi datorită posibilităţilor de utilizare drept coloranţi, fibre, agenţi de lipire, uleiuri,  ceruri, agenţi 
de parfumare şi reprezintă noi surse naturale pentru obţinerea de noi medicamente, antibiotice, 
insecticide, ierbicide. 

 

Pe baza structurii lor, metaboliţii secundari pot fi clasificaţi în trei mari grupe: 
 compuşi fenolici: flavonoidici şi non-flavonoidici; flavonoide: flavone, izoflavone,  

proantociani;  non-flavonoidici: acizi polifenolici, stilbeni, chalcone; 

 compuşi triterpenoidici 
 alcaloizi cu azot sau cu sulf  

 saponine: steroidice şi triterpenice cu agliconii corespunzători; 
 

Numeroase substanţe biologic active cu efecte cunoscute asupra fiziologiei umane au fost identificate 
pornind de la datele oferite de medicină tradiţională şi utilizate în ultima vreme atât în scop terapeutic cât 
şi în scop cosmetic. Chimia compuşilor naturali nu formează doar baza ştiinţifică  a utilizării plantelor 
medicinale, ci joacă un rol important în descoperirea ingredientelor active cosmetice, farmaceutice şi 
nutraceutice. 
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Capitolul 3. 

MENŢINEREA FUNCŢIONALITĂŢII ŢESUTULUI CUTANAT CA URMARE A 

TRATAMENTULUI ACTIV LA NIVELUL PIELII 

Status-ul pielii este definit în general ca o combinaţie a caracteristicilor fiziologice, de culoare şi textură 
date de conţinutul de sebum, de nivelul de hidratare, de pH-ul suprafeţei epidermei. Prezenţa unei 
cantităţi adecvate de apă în stratul corneum este importantă pentru aspectul neted şi catifelat al pielii. 
Sebumul, secretat de glandele sebacee împreună cu alte lipide epidermale ajută la menţinerea hidratării 
prin crearea unui strat protector la suprafaţa pielii care reduce pierderea de fluid prin epidermă. De 
asemenea, lipidele împreună cu aminoacizii contribuie la menţinerea acidităţii pielii, iar un pH scăzut 
protejează pielea de germeni patogeni. 
 

Dermatocosmetica are ca obiectiv principal găsirea unor soluţii la graniţa terapiei, urmărind restabilirea 
unui echilibru  fiziologic al parametrilor esenţiali pe baza investigaţiilor la nivelul dermei şi epidermei. 
 

Cercetări avansate au ca scop dezvoltarea unor produse pentru îmbunătăţirea hidratării la nivelul 

stratului corneum şi a integrităţii barierei hidrolipidice bazată pe biologia stratului cornos 
deshidratat. Acestea au dus la evidenţierea unor mecanisme celulare şi moleculare care au fundamentat 
dezvoltarea ingredienţilor dermatocosmetici cu ţintă biologică specifică. 
 

De asemenea, adeziunea celulară prezinta noi perspective privind restaurarea fermităţii pielii (MOREAU, 
2006).Fermitatea pielii reprezintă, la nivel molecular, consecinţa adeziunii celulare şi a expresiei 
integrinelor poduse de fibroblaşti. 
 

Interacţia celulelor cu mediul lor este mediată de receptori specifici pe suprafaţa lor. În matricea 
extracelulară a pielii, o familie de receptori de membrană numite integrine joacă un rol important în 
adeziunea intercelulară şi adeziunea celulă-proteină şi în organizarea şi asamblarea mătricii extracelulare 
de care depinde fermitatea pielii. 

 

S-au studiat capacităţile de adeziune şi expresia integrinelor membranare ale celulelor în prezenţa sau 
absenţa expunerii la radiaţie UV. 
 

Inducerea inflamaţiei este de cele mai multe ori asociată cu disfuncţii imunologice, această stare fiind 
dificil de tratat, fiind un fenomen auto-indus ce parcurge un ciclu de amplificare. În cadrul aplicaţiilor 
cosmetice, inflamaţia poate avea cauze multiple, cum ar fi îmbătrânirea, radiaţia UV , poluarea. 
Expunerea pe termen lung la aceşti factori  induce un fenomen iritativ la nivelul pielii manifestat prin 
activarea slabă, dar progresivă a citokinelor proinflamatorii, accelerarea turn-overului keratinocitelor care 

afectează funcţionalitatea şi homeostazia acestora, perturbând structura stratului cornos, ceea ce  măreşte 
riscul de penetrare al agenţilor externi agresori. 
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PARTEA a-II-a: CONTRIBUŢII PERSONALE 

Capitolul 4. 

INTRODUCERE 

 
 

Este bine cunoscut impactul negativ al unor produse care prin strategii agresive de marketing, fără a se 
baza pe teste biologice elocvente, induc la nivelul populaţiei consumatoare iniţierea unor afecţiuni 
dermatologice pe termen lung (reacţii alergice sau sensibilizări la anumite substanţe, dermatoze, etc) sau 

nu aduc beneficiile promise. Implicarea cercetării ştiinţifice în această problemă este foarte importantă, ea 
putând aduce elucidarea unor procese biologice la nivel de ţesut dermo-epidermic şi demonstrarea 
potenţialei toxicităţi şi / sau a eficacităţii anumitor compuşi activi, particularizat pe un anumit tip de 
mecanism fiziologic, precum şi evidenţierea unor interacţiuni între diferite componente active care pot 
potenţa sau inhiba efectul terapeutic ţintă. 
 

În contextul unei explozii de produse pe piaţa de dermatocosmetice internaţională şi  al diversificării 
efectelor declarate pe de o parte, precum şi în condiţiile existenţei unor consumatori din ce în ce mai 
exigenţi şi educaţi, prezentul studiu îşi propune să completeze un domeniu de interes atât pentru 
cercetarea ştiinţifică, producătorii de dermatocosmetice cât şi publicul larg, acela al explicitării unor 
mecanisme celulare şi moleculare implicate în funcţionalitatea ţesutului cutanat, cât şi evidenţierea 
potenţialului terapeutic al unor principii active de origine vegetală. 
 
Interdependenţa unor procese celulare şi moleculare, precum şi specificitatea reglării unor căi de 
semnalizare pentru iniţierea mecanismelor de control fiziologic alcătuiesc un algoritm ce defineşte 
funcţionalitatea unui anumit tip de ţesut şi este ulterior integrat la nivelul răspunsului global al 
organismului cu privire la toleranţa sau eficacitatea unui tratament. 
 

În acest context, ne propunem realizarea unui screening complet la nivelul principalelor tipuri celulare 

care formează sau susţin activitatea ţesutului cutanat, keratinocitele, fibroblaştii şi celulele endoteliale 
vasculare, privind modularea funcţionalităţii acestora cu anumiţi compuşi biologic activi izolaţi şi 
purificaţi din plante cu potenţial fitoterapeutic din flora indigenă. 
 

Funcţionalitatea celulară va fi definită prin investigarea şi corelarea unor parametrii complementari 
specifici fiecărui tip de proces urmărit, de exemplu: 

 Pentru keratinocit, principala linie de apărare a organismului faţă de agresiunea mediului 

extern, am selectat un model experimental de iradiere UV în care vom evidenţia impactul tratării 
cu anumiţi compuşi bioactivi asupra apoptozei celulare, secvenţialităţii ciclului celular, 
principalele citokine pro-inflamatorii (IL6 şi IL8) şi pro-iritative (IL 1α), stres oxidativ celular 

(exprimat prin apa oxigenată şi anionul superoxid eliberate intracelular) şi factorul pro-

angiogenic VEGF; 

 Pentru fibroblast, cu important rol structural şi funcţional în special în procesul de îmbătrânire, 

am selectat studii explorative în condiţii normale de dezvoltare, dar şi de depleţie estrogenică, 
urmărind: statusul proliferativ celular corelat cu modularea influxului de calciu intracelular, 
precum şi molecule reglatoare ale formării colagenului (TGFβ) şi molecule exprimate la nivel 
membranar cu rol de adeziune celula –matrix extracelular(integrine α1β1 şi α2β1); 

 Pentru endoteliul vascular, implicat în procesele inflamatorii asociate afecţiunilor 
dermatologice (ex. acnee, edeme de diferite etiologii, etc) vom investiga parametrii reprezentativi 

sub acest aspect citokine pro-inflamatorii (IL6 şi IL8), molecule de adeziune endoteliu – monocit 

(ICAM şi VCAM) precum şi factorul VEGF (vascular endothelial growth factor) ca indicator al 
permeabilizării vasculare. 

 

Compuşii de origine vegetală, potenţiali modulatori ai acestor procese, au fost selectaţi pe baza 
componentelor bioactive conţinute şi al impactului direct al acestora în mecanismele celulare ţinta. Astfel, 
se vor testa extracte standardizate şi substanţe purificate din următoarele categorii:  

 Biocomplexe cu un total izoflavonoidic standardizat ( minim 200 mg/100 mL) din 

Trifolium pratense  - efect la nivel de fibroblast şi keratinocit 
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 Biocomplexe cu conţinut ridicat de componente polifenolice de tipul flavonoide, acizi 
polifenolcarboxilici şi proantociani  - efect fotoprotector la nivel de keratinocit 

 Biocomplexe în conţinutul cărora saponinele triterpenice se găsesc alături de flavone, 

proantociani sau izoflavone – efect fotoprotector la nivel de keratinocit 

 Biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici, saponine sau agliconi - efect la 

nivel de fibroblast şi keratinocit 
 Saponine triterpenice, efect la nivel de endoteliu vascular 

 

Capitolul 5. 

MATERIALE ŞI METODE 

5.1. CULTURI CELULARE 
 

Demonstrarea efectelor biologice ale extractelor vegetale s-a realizat la nivel de celulă ţintă, pe linii 
celulare standardizate relevante pentru mecanismul studiat:  

 Efectul de restructurare dermică (turn-over celular şi restabilirea fermităţii ţesutului 
cutanat) s-a testat pe fibroblaşti dermici umani (HS 27), principalul tip celular responsabil atât de 
sinteza proteinelor structurale din matricea extracelulară, sub strictă semnalizare a factorului 
TGFβ, cat şi de expresia integrinelor – molecule ce realizează adeziunea celula – matrix proteic. 

A fost experimentat si mecanismul de actiune estrogen-mimetic, depleţia estrogenică fiind un 

proces conex important în îmbătrânire, cu impact considerabil la nivelul pielii. 

 Efectul antiinflamator la nivel de endoteliu vascular s-a evidenţiat pe linia specifică HUVEC 
(human umbilical vein endothelial cells) datorită relevanţei acesteia în simularea procesului 
inflamator la nivel de vas sanguin 

 Efectul fotoprotector s-a demonstrat pe linia de keratinocite umane HaCaT, acest tip de celule 

formând epidermul, primul strat al ţesutului cutanat, cu funcţie de barieră faţă de acţiunea nocivă 
a radiaţiei UV. 

 

5.2. COMPONENTE BIOLOGIC ACTIVE TESTATE 

 

a) Biocomplex cu un total izoflavonoidic standardizat ( minim 200 mg/100 mL) Dermo ET, obţinut 
din Trifolium pratense 

b) Biocomplex cu conţinut ridicat de componente polifenolice de tipul flavonoide, acizi 
polifenolcarboxilici şi proantociani (Dermo P), obţinut din Crataegus monogyna – extract 

standardizat având următoarea compoziţie:  
 Proantociani: 0,336 g / 100g extract 

 Flavone: 0,473g / 100g extract 

 Acizi polifenol carboxilici: 0,833g / 100g extract 

c) Biocomplexe în conţinutul cărora saponinele triterpenice se găsesc alături de flavone, 
proantociani sau izoflavone: Dermo Egr – din Triticum aestivum şi  Dermo L din Medicago sativa,  

 Dermo-Egr – având un conţinut de saponine steroidice specifice nehidrolizate de 0,308 
g/100g extract, condiţionat în PG  

 Dermo-L – având un conţinut de 0,208g/100g extract saponine triterpenice şi steroidice 
nehidrolizate, împreună cu izoflavone (77,078mg/100g extract), condiţionat în PG  

d) Biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici: saponine sau agliconi (Dermo SK-a, 
Dermo SK-s şi Dermo-Dis) izolate din Trigonella foenumgraecum 

  Dermo-Ska – are aglicon steroidic liber (procedeul de obţinere presupune o etapă de 
hidroliză a saponinelor din componenţa extractului) 0,194g/100g. extract, din care Dermo – 

Dis 1.288mg / ml Dermo-Dis.  - condiţionat în PG  
 Dermo-Sks – are un conţinut de saponine steroidice nehidrolizate de 1,494g/100g extract - 

condiţionat în PG.  
 Dermo-Dis - aglicon steroidic liber purificat, conţinut şi în Dermo-Ska 

e) Biocomplexe cu conţinut ridicat de saponine triterpenice DERMO-Es din Aesculus hipocastanum; 

DERMO-Hdc din Hedera helix 

 Dermo-Es - din Aesculus hippocastanum - preparat sub forma unei pulberi alb cafenii  

cu un conţinut de min 70 %  
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 Dermo-HdC – din Hedera helix - preparat sub forma unei pulberi alb gălbui  cu un conţinut 
de 60-66% saponina triterpenica  bidesmozidica   

 

5.3. METODE DE INVESTIGARE 

 

 Citotoxicitate evaluată prin determinarea activităţii metabolice (tehnica MTS) şi eliberarea lactat 
dehidrogenazei (LDH) în mediul extracelular ca răspuns la un stimul toxic (BARLTROP et al., 

1991, RISS et al., 1992) (FOTAKIS  şi TIMBRELL  2006). 

  Determinarea secventialitatii ciclului celular prin citometrie în flux 
(http://www.biology.arizona.edu/cell_bio/tutorials/cell_cycle/cells2.html) 

 Evidenţierea succesiunii generaţiilor proliferative prin marcare fluorescenta cu CFSE (carboxi-

fluorescein-succinimidil ester) (LYONS si DOHERTY 2004; LYONS 2000) 

 Evaluarea statusului apoptotic prin dublă marcare fluorescenta şi citometrie în flux (MARTIN, et 

al., 1995). 

 Tehnica de detecţie flow-citometrica  a analiţilor solubili „BEADS-BASED ASSAY” (COOK, 

2001). 

 Evidenţierea supra-expresiei moleculelor de adeziune ICAM, VCAM, precum şi a lanţurilor 
glico-proteice α1, α2, şi β1 ale integrinelor prin marcare cu anticorpi fluorescenţi 

 Determinarea apei oxigenate şi a anionului superoxid intracelular prin citometrie în flux(CARINI 

et al., 2000; ROBINSON et al., 2009). 

  Determinarea calciului intracelular prin citometrie în flux (marcare fluorescenta cu FLUO 4) 

(VARANI et al, 1990; MONACO et al, 2009) 

 

Capitolul 6.  

REZULTATE ŞI DISCUŢII 

6.1. STABILIREA LIMITELOR DE CITOTOXICITATE PENTRU PRINCIPIILE ACTIVE 

STUDIATE ÎN FUNCŢIE DE TIPUL DE CELULĂ TINTA  

 

6.1.1. Citotoxicitate la nivel de fibroblast uman dermic (linia HS 27) 

 

După tratarea cu diferite concentraţii de extract, pe o perioadă de 24h, a celulelor de fibroblast linia 
normală HS27 aderate 24h, am măsurat absorbanţele corespunzătoare activităţii metabolice celulare 
(MTS) şi acumulării în mediul de cultură a enzimei citosolice stabile LDH ca urmare a acţiunii toxice a 
compuşilor. Rezultatele sunt prezentate, pentru fiecare compus bioactiv. 
 

a) Biocomplexe cu conţinut total de izoflavone standardizat (Dermo ET) - Considerăm diluţii optime 
de lucru pe această linie celulară ca fiind diluţiile mai mari sau egale cu 1/800 Dermo-ET (această 
valoare reprezintă punctul de inflexiune de la care activitatea metabolică se amplifică şi scade secreţia 
lactat dehidrogenazei, indicator de toxicitate celulară). 

 

b) Biocomplexe cu conţinut ridicat de saponine steroidice hidrolizate şi nehidrolizate (Dermo-Dis, 
Dermo SK-a şi Dermo SK-s) - Dermo Dis are limită de citotoxicitate corespunzătoare dozei de 170mM, 
testele de eficacitate putând fi configurate începând cu această concentraţie, în ordine descrescătoare. 
Considerăm  ca diluţii optime de lucru peste 1/5000 Dermo-Ska pentru testarea activităţii specifice a 
compusului pe linia de fibroblaşti umani normali – HS27. Extractul Dermo-Sks este mai toxic decât 
omologul său care conţine saponină hidrolizată (Dermo-Ska), putând fi testat în privinţa activităţii 
specifice la nivel de fibroblaşti umani normali la diluţii mai mari de 1/18000. 

 

6.1.2. Citotoxicitate la nivel de endoteliu vascular (linia HUVEC) 

 

După tratarea cu diferite concentraţii de extract, pe o perioadă de 24h, a celulelor de endoteliu vasculat tip 

HUVEC, aderate 24h, am măsurat absorbanţele corespunzătoare activităţii metabolice celulare (MTS) şi 
acumulării în mediul de cultură a enzimei citosolice stabile LDH ca urmare a acţiunii toxice a compuşilor. 
Rezultatele sunt prezentate, pentru fiecare compus bioactiv, în figurile 37-39. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fotakis%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16111842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Timbrell%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16111842
http://www.biology.arizona.edu/cell_bio/tutorials/cell_cycle/cells2.html
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a) Biocomplexe cu conţinut ridicat de saponine triterpenice DERMO-Hdc din Hedera helix şi 
DERMO-Es din Aesculus hipocastanum; 

Limita citotoxică pentru Dermo-HdC este 50µM, activitatea specifică a acestui compus la nivel de 
endoteliu vascular putând fi evaluată sub această concentraţie Pragul de citotoxicitate la nivel de 
endoteliu vascular este de 2,5 µM pentru Dermo-Es. Testele de activitate specifică pentru Dermo-Dis pe 

celule endoteliale HUVEC se pot derula începând cu doza de 0,14μM (140 nM), conform profilului 
citotoxic prezentat în fig.39. 
 

6.1.3. Citotoxicitate la nivel de keratinocit uman normal (HaCaT) 
 

După tratarea cu diferite concentraţii de extract, pe o perioadă de 24h, a keratinocitelor umane normale 

din linia standardizata HaCaT, aderate 24h, am măsurat absorbantele corespunzătoare activităţii 
metabolice celulare (MTS) şi acumulării în mediul de cultură a enzimei citosolice stabile LDH ca urmare 
a acţiunii toxice a compuşilor.  

 

a) Biocomplex cu conţinut ridicat de componente polifenolice de tipul flavonoide, acizi 
polifenolcarboxilici şi proantociani (Dermo P), obţinut din Crataegus monogyna – Conform curbei de 

citotoxicitate, activitatea specifică la nivel de keratinocit uman normal se poate evalua de la diluţii mai 
mari sau egale cu 1/500 Dermo-P. 

 

b) Biocomplexe în conţinutul cărora saponinele triterpenice se găsesc alături de flavone, 
proantociani sau izoflavone: Dermo Egr – din Triticum aestivum şi  Dermo L din Medicago sativa. 

Conform curbei de citotoxicitate extractul Dermo-Egr este ne-citotoxic la nivel de keratinocit uman 

normal de la diluţii 1/500 sau mai mari. Limita de citotoxicitate la nivel de keratinocit uman normal 

pentru Dermo-L este de 1/2000. 

 
c) Biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici: saponine sau agliconi (Dermo SK-a, Dermo 

SK-s) izolate din Trigonella foenumgraecum - Conform curbelor de citotoxicitate prezentate mai sus, 

activitatea specifică la nivel de keratinocit poate fi evaluată pentru diluţii mai mari sau egale cu 1/18 000 

Dermo-Sks. Limita de citotoxicitate pentru Dermo-Ska este de 1/4000 la nivel de keratinocit uman 

normal. 

 

d) Biocomplexe cu conţinut total de izoflavone standardizat (Dermo ET) - La nivel de keratinocit 

uman normal, limita de citotoxicitate este de 1/480 Dermo-ET.  

 

6.2. ACŢIUNEA UNOR COMPUŞI OBŢINUŢI DIN TRIGONELLA FOENUMGRAECUM ŞI 
TRIFOLIUM PRATENSE ASUPRA STATUSULUI PROLIFERATIV CELULAR AL 

FIBROBLAŞTILOR DERMICI ÎN CONDIŢII NORMALE DE CULTIVARE PRECUM ŞI ÎN 
DEPLEŢIE ESTROGENICĂ; CORELAŢII CU MODULAREA CALCIULUI INTRACELULAR 

 

Efectul s-a evidenţiat pe culturi de fibroblaşti dermici umani (linie celulară selectivă pentru procesul 
urmărit), prin date complementare la nivelul sintezei de ADN şi a succesiunii în procesul de diviziune a 

generaţiilor proliferative. Cunoscut fiind rolul calciului în activarea unor însemnate căi metabolice şi 
reglarea proceselor de diviziune celulară, o parte din experimente au cuprins şi determinări de calciu 
intracelular, în scopul evidenţierii unor posibile mecanisme de acţiune ale principiilor active studiate.  
 

S-a analizat statusul proliferativ celular prin tehnici complementare de analiză şi anume: secvenţialitatea 
ciclului celular şi succesiunea generaţiilor proliferative (citometrie în flux, marcare cu iodură de propidiu 
şi respectiv CFSE - carboxy fluorescein diacetat succin imidil ester), corelate şi cu determinarea influenţei 
asupra sintezei de colagen şi a activităţii metaloproteinazelor.  
 

Rezultatele s-au estimat ca Indice de Proliferare, respectiv suma procentelor de celule în fazele de 
multiplicare S şi G2/M. calculate cu un soft de analiză specific (FACS Express V3 modulul DNA cell 
cycle şi proliferare).  
 

Datele experimentale (5 experimente succesive) demonstrează faptul că atât proliferarea celulară cât şi 
secvenţialitatea ciclului celular sunt reglate la nivelul receptorilor de estrogen, capacitatea proliferativă 
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scăzând în condiţiile depleţiei acesor hormoni şi amplificându-se sub acţiunea echivalentului sintetic β-

estradiolul. 

 

Bazându-ne pe aceste observaţii am verificat efectul compuşilor la 48h. de acţiune, pe 2 serii 
experimentale cu / fără estrogen, având ca martor pozitiv pentru acţiunea estrogenică 17-β-estradiolul. 

Extractul de trifoi, Dermo ET izolat din Herba Trifolium pratense, conţine ca principii active 
daidzeina, genisteina, formononetina şi biochanina A, astfel că în demonstrarea acţiunii sale s-a evaluat 

comparativ şi activitatea acestor componente, precum şi a combinaţiei lor în dozele corespunzătoare 
extractului de trifoi. 

 

În tabelele de mai jos prezintă acţiunea compuşilor asupra liniilor celulare standardizate de 
fibroblaşti umani normali (HS 27), comparativ cu martorul pozitiv (β estradiolul 1nM). 
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Tabelul 1  Impactul Dermo-ET asupra capacitatii proliferative a fibroblaştilor dermici. 

  

mediu cu conţinut normal de estrogeni mediu fără estrogeni 
%faza 

S+G2/M % de 

variaţie 

Indice 

proliferare % de 

variaţie 

%faza S+G2/M 
% de 

variaţie 

Indice 

proliferare % de 

variaţie 

MARTOR 23,5  3,5  18,5  2,4  

Martor solvent 27,7  3,0  19,5  2,6  

Dermo ET  1/1000 28,9 23,0 4,2 19,4 25,7 39,1 4,3 79,2 

Dermo ET  1/2000 25,3 7,8 4,2 18,6 25,1 35,6 3,9 62,5 

Formononetin echivalent Dermo ET1/2000 49,7 111,5 2,8 -19,4 44,2 138,9 3,5 45,0 

Formononetin echivalent Dermo ET 1/1000 48,4 106,0 3,2 -8,0 47,6 157,3 6,0 149,2 

Biochanina echivalent Dermo ET  1/2000 51,3 118,3 2,4 -32,0 48,7 163,2 3,8 56,3 

Biochanina echivalent Dermo ET  1/1000 47,2 100,9 3,9 10,6 47,3 155,7 6,0 150,8 

Genisteina echivalent Dermo ET  1/2000 29,4 25,1 3,8 9,1 30,0 62,2 4,0 67,9 

Genisteina echivalent Dermo ET  1/1000 17,4 -25,9 3,3 -5,4 23,1 25,0 3,8 58,3 

Daidzeina echivalent Dermo ET 1/2000 46,1 96,2 2,6 -24,6 51,6 178,9 4,1 71,7 

Daidzeina echivalent Dermo ET 1/1000 27,8 18,3 3,5 -0,6 44,5 140,5 4,1 71,7 

(Daidzeina+Genisteina+Biochanina+ 

Formononetin) echivalent Dermo ET  1/1000 56,1 138,7 5,4 53,4 50,6 173,5 3,5 45,8 

(Daidzeina+Genisteina+Biochanina+ 

Formononetin) echivalent Dermo ET 1/2000 54,0 129,8 5,1 45,1 48,8 163,8 3,6 49,6 

17 β estradiol 1nM 53,6 128,1 3,48 -0,6 54,6 195,1 4,11 71,3 

 
Fitoprodusul Dermo-ET stimulează rata de proliferare celulară a fibroblaştilor atât în condiţii normale de dezvoltare celulară, cât şi în condiţii de depleţie 
estrogenică, similar cu estrogenul sintetic, β-estradiolul. Efectul estrogen- mimetic este demonstrat de fiecare component al amestecului de izoflavone,  în 
special de daidzeina, formononetin şi biochanina în ceea ce priveşte rata de sinteză ADN şi iniţierea mitozei în cadrul ciclului de diviziune celulară.  
 
Activitatea de transport transmembranar s-a verificat prin acţiunea ionoforului A 23187 care deschide canalele de calciu şi asigură un influx al ionilor de la 
exterior la interiorul celulei, în cazul unei concentraţii superioare în mediul extracelular, respectiv o scădere a concentraţiei de calciu intracelular în cazul în 
care mediul extern al celulei este mai sărac în ioni de calciu în comparaţie cu cel intracitoplasmatic. 
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Tabelul 2 Modularea calciului intracelular (exprimată prin mediana canalului de emisie fluorescenţă 
FITC-A) sub influenţa compuşilor izolaţi din Trifolium pratense în medii de cultură cu conţinut 
estrogenic diferit 

  

mediu de cultură fără 
estrogeni 

mediu de cultură cu 
estrogeni 

FITC-A fără 
ionofor 

FITC-A cu 

ionofor 

FITC-A fără 
ionofor 

FITC -A 

cu ionofor 

Martor celular 112 187 285 392 

Martor solvent 113 181 278 397 

DERMO ET 1/1000 222 318 298 481 

DERMO ET 1/2000 140 219 303 421 

Genisteina+Daidzeina +Biochanina+Formononetin  

echiv. DERMO ET 1/1000 170 289 258 302 

Genisteina+Daidzeina +Biochanina+Formononetin  

echiv. DERMO ET 1/2000 132 254 347 403 

17 β estradiol 306 455 180 381 

 

Nivelul de calciu intracelular bazal al fibroblastului este inferior concentraţiei din mediul extracelular 
experimental, efectul ionoforului fiind acela de a crea un influx de calciu de la exterior la interior. 

Experimentele realizate la 48h au demonstrat o creştere masivă a calciului intracelular indusă de 
DERMO ET 1/1000, compus care accelerează şi proliferarea celulară a fibroblaştilor umani testaţi. S-

a demonstrat astfel acţiunea complexă a Dermo-ET, de tip estrogen mimetic, cu îmbunătăţirea 
capacităţii proliferative a fibroblaştilor dermici utilizând calciul ca mesager secundar de declanşare şi 
susţinere a acestui proces. Ionoforul A23187 potenţează acumularea de calciu intracelular prin 
activarea unui flux din mediul extracelular, completând mobilizarea acestui ion din compartimentele 
intracelulare şi / sau influxul indus de Dermo-ET (Cerere de brevet de inventie A00688, 2012). 

Testarea compuşilor Dermo-Ska şi Dermo-Dis din Trigonella foenumgraecum 

S-a analizat statusul proliferativ celular pentru Dermo-Ska şi Dermo-Dis, prin tehnici complementare 

de analiză precum secvenţialitatea ciclului celular şi succesiunea generaţiilor proliferative (citometrie în 
flux, marcare cu iodură de propidiu şi respectiv CFSE - carboxy fluorescein diacetat succin imidil 

ester), corelate în cazul Dermo-Dis şi cu determinarea influenţei asupra sintezei de colagen şi a 
activităţii metaloproteinazelor. Rezultatele s-au estimat ca Indice de Proliferare, respectiv suma 

procentelor de celule în fazele de multiplicare S şi G2/M, calculate cu un soft de analiza specific (FACS 

Express V3 modulul DNA cell cycle şi proliferare). 
 

Tabelul 3 Efectul compuşilor asupra capacităţii proliferative a liniei celulare HS 27 (fibroblaşti 
dermici umani normali) 

  

mediu de cultură cu nivel estrogenic normal mediu de cultură fără estrogeni 

% S+   

% G2/M 

% variaţie 
(%S+G2/M) I.P. 

% 

variaţie 
IP 

%S+ 

%G2/M 

% variaţie 
(%S+G2/

M) I.P. 

% 

variaţie 
IP 

Celular control 26,73  3,04  24  2,82  

Solvent control 25,86 -3,25 3,27 7,57 35,8 49,17 2,85 1,06 

Dermo-Dis 1nM 29,9 11,86 4,11 25,69 42,3 76,25 2,83 -0,70 

Dermo-Dis  5nM 32,11 20,13 4,39 44,41 43,7 82,08 2,89 1,40 

Dermo-Dis 10nM 30,7 14,85 3,05 0,33 55 129,17 4,62 62,11 

Dermo Ska 

1/8000 30,79 
19,06 

5,17 
58,10 

49,8 
39,11 

3,86 
35,44 

Dermo Ska 29,71 14,89 3,01 -7,95 28,86 -19,39 4,47 56,84 
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1/16000 

Dermo Ska 

1/32000 27,83 
7,62 

3,18 
-2,75 

28,03 
-21,70 

2,19 
-23,16 

Dermo Sks 

1/64000 26,24 
-1,83 

3,2 
5,26 

25,37 
-29,13 

2,72 
-4,56 

Dermo Sks 

1/32000 25,51 
-4,56 

3,16 
3,95 

27,9 
-22,07 

2,6 
-8,77 

Dermo Sks 

1/16000 25,8 
-3,48 

3,06 
0,66 

28,8 
-19,55 

2,4 
-15,79 

β estradiol 1nM 32,11 20,13 3,24 -0,92 35,61 48,38 3,91 38,65 

 

Dermo-Dis 10nM şi Dermo-Ska 1/8000 stimulează rata de proliferare celulară în condiţii de depleţie 
estrogenică la nivel de keratinocit, similar cu estrogenul sintetic, β-estradiolul. La nivel de fibroblast, 

efectul estrogen- mimetic se menţine atât pentru Dermo-Dis (5nM şi 10 nM), cât şi pentru Dermo-

Ska (1/8000 şi 1/16000), cele două principii active demonstrând o acţiune concertată la nivelul 
receptorilor de estrogeni din piele, similară cu produşii de sinteză (β estradiolul).  Extractul de 
Trigonella foenumgraecum, Dermo-Sks, conţinȃnd saponina steroidică nehidrolizată, nu influenţează 
activitatea proliferativă în condiţii de depleţie estrogenică, susţinând ipoteza acţiunii estrogen-

mimetice a agliconului steroidic (Dermo-Dis) şi a extractului care îl conţine (Dermo – Ska) prin 

legarea la receptorii estrogenici ai fibroblaştilor (Cerere de brevet de inventie 00482, 2012). 
 

Evaluarea nivelului de calciu intracelular şi a influxului acestui ion în condiţiile de acţiune a 
compuşilor cu activitate estrogen mimetică, Dermo-Ska şi Dermo-Sks este prezentată în fig. 51 şi 
tabelul 6, ca rezultat al experimentării în condiţii similare cu cele descrise pentru acţiunea compuşilor 
din Trifolium pratense (fibroblaşti aderaţi 48h, trataţi 48h cu substanţele de interes, apoi marcate cu 
fluoroforul FLUO 4 cu emisie în coordonate FITC-A; achiziţie şi analiză prin citometrie în flux). 
Tabelul 4 Modularea calciului intracelular (exprimată prin mediana canalului de emisie fluorescenta 

FITC-A) sub influenţa compuşilor izolaţi din Trigonela foenumgraecum în medii de cultură cu 
conţinut estrogenic diferit. 

  

mediu de cultură fără estrogeni mediu de cultură cu estrogeni 
FITC-A fără 

ionofor 

FITC-A cu 

ionofor 

FITC-A fără 

ionofor 

FITC -A cu 

ionofor 

Martor 112 187 285 392 

PG 113 181 278 397 

DERMO Ska 1/8000 172 228 363 429 

DERMO Ska 1/16000 166 201 257 402 

Dermo-Dis 1nM 168 211 349 415 

Dermo-Dis 5nM 154 289 243 385 

17 β estradiol 306 455 180 381 

 

Atât Dermo-Dis, cât si extractul care conţine acest aglicon steroidic, Dermo-Ska, acţionează în sensul 
creşterii concentraţiei intracelulare de calciu, atât prin fluxul din mediul extracelular, cât şi prin 
mobilizarea depozitelor intracelulare. Dermo-Dis 1nM şi Dermo-Ska 1/8000 potentează activitatea 
ionoforului A23187 în mediu de cultură cu nivel estrogenic normal, în cazul depleţiei estrogenice însă, 
Dermo-Dis 5nM este cel mai activ compus în accelerarea fluxului de ioni de calciu din mediul 
extracelular în cel intracelular. Putem spune deci că activarea proliferarii celulare, mai ales în condiţii 
de depleţie estrogenică este realizată de Dermo-Dis şi extractul echivalent Dermo-Ska prin căi de 
semnalizare ce implică şi activarea canalelor de calciu şi implicarea acestuia ca mesager secundar. 
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6.3. MODULAREA MOLECULELOR – SEMNAL IMPLICATE ÎN FERMITATEA 
ŢESUTULUI CUTANAT (INTEGRINE α1β1 ŞI α2β1, TGF-β)  DE CĂTRE COMPUŞI 
IZOLAŢI DIN Trigonella foenumgraecum şi Trifolium pratense  

 

6.3.1.  Stimularea secreţiei de TGF β, modulator al echilibrului între sinteza de colagen 

şi activitatea metaloproteinazelor din matrixul extracelular 
 

În cadrul studiilor în condiţii de depleţie estrogenică, s-a testat şi capacitatea anumitor principii active 
de a modula secreţia în mediul extracelular a TGF-β, în scopul stabilirii mecanismului de acţiune al 
compuşilor activi asupra biosintezei colagenului (DUMITRIU et al., 2013). Alegerea acestor compuşi 
s-a făcut pe baza rezultatelor anterioare pozitive privind acţiunea de tip estrogen mimetică a 
extractului de trifoi roşu Dermo-ET prin sinergismul componentelor sale de tip izoflavonic, precum şi 
a agliconului steroidic Dermo-Dis şi a extractului din Trigonella foenumgraecum ce are în 
componenţa acest aglicon (Dermo-Ska). Astfel au fost testaţi:  

a) Dermo-ET din Trifolium pratense, comparativ cu izoflavonele componente, daidzeina, 

genisteina,biochanina şi formononetin. 
b) Dermo-Dis şi Dermo-Ska din Trigonella foenumgraecum 

 Rezultatele, exprimate în ng/ml TGF-β, sunt prezentate în tabelele 7 şi 8.  
 
a) Dermo-ET din Trifolium pratense. 

 

Tabelul 5  Evaluarea secreţiei de TGF-β în medii de cultură cu conţinut estrogenic diferit 

  

Mediu cu nivel estrogenic normal Mediu fără estrogeni 

TGF beta (ng/ml) % variaţie 

TGF beta 

(ng/ml) 

% 

variaţie 

Martor 1420,8  1411,74  

PG 1435,37  1345,37  

Dermo-ET 1/1000 1441,96 7,2 1588,01 18,1 

Dermo-ET 1/2000 1339,34 -0,4 1213,06 -9,8 

Daidzeina Dermo-ET 1/1000 1417,78 5,4 1448,01 7,7 

Daidzeina Dermo-ET 1/2000 1231,06 -8,5 1460,11 8,6 

Genisteina Dermo-ET 1/1000 1387,59 3,2 1788,6 33,0 

Genisteina Dermo-ET 1/2000 1441,96 7,2 1472,21 9,5 

Biochanina Dermo-ET 1/1000 1363,46 1,4 1417,78 5,4 

Biochanina Dermo-ET 1/2000 1270,12 -5,6 1407,33 4,6 

Formononetin Dermo-ET 1/1000 1405,7 4,5 1666,51 23,9 

Formononetin Dermo-ET 1/2000 1387,59 3,2 1764,14 31,2 

(D+G+B+F) echiv Dermo-ET 1/1000 1429,87 6,3 1675,65 24,6 

(D+G+B+F) echiv Dermo-ET 1/2000 1484,32 10,4 1563,13 16,2 

β estradiol 1nM 1605,66 19,4 1535,83 14,2 

 

Fitoprodusul Dermo-ET stimulează rata de proliferare celulară a fibroblaştilor atât în condiţii normale 
de dezvoltare celulară, cât şi în condiţii de depleţie estrogenică, similar cu estrogenul sintetic, β-

estradiolul. În ceea ce priveşte sinteza de TGF-β, β estradiolul actionează nespecific, în sensul 
stimularii secreţiei acestei proteine, ceea ce poate duce la fibroză prin formarea unor depozite de 
colagen necontrolate. În schimb, Dermo-ET actionează specific, doar în depleţia estrogenică, atunci 
cand scade şi sinteza de colagen, asigurând suportul proteic structural.  Efectul estrogen- mimetic este 

demonstrat de fiecare component al amestecului de izoflavone,  în special de genisteină şi  
formononetin în refacerea secreţiei de TGF-β, proteină reglatoare a formării colagenului. 
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b) Efectul Dermo-Dis şi al Dermo-Ska din Trigonella foenumgraecum asupra secreţiei de 
TGF-β. 
Tabelul 6 Evaluarea secretiei de TGF beta in medii de cultura cu continut estrogenic diferit 

  

Mediu cu nivel estrogenic 

normal 
Mediu fără estrogeni 

TGF-β (ng / ml) %variaţie TGF-β (ng / ml) % variaţie 

Martor  105,62  92,52  

Martor solvent 104,54  91,22  

Dermo-Dis 1nM 148,02 95,5 118,68 28,2 

Dermo-Dis 0,5nM 241,01 218,3 191,21 106,6 

Dermo-Ska 1/8000 257,8 144,08 204,8 121,3 

Dermo-Ska 1/16000 186,5 76,6 164,4 77,7 

17 β estradiol 1nM 208,51 175,4 168,51 82,1 

 
Dermo-Dis în special la cea mai mică doză testată (0,5nM), precum si extractul care conţine acest 
aglicon steroidic ( Dermo-Ska) stimulează secreţia de TGF-β, efect corelat şi cu amplificarea 
proliferării celulare demonstrate la punctul 6.2. Efectul este nespecific, asemănător 17 β estradiolului, 
direcţionand procesul de sinteză de colagen, chiar când necesităţile la nivel dermic nu o impun 

(condiţii normale de cultivare), în această situaţie putând apărea fibroze. În cazul depleţiei estrogenice, 
efectul asupra secreţiei de TGF-β este de stimulare a acestei proteine reglatoare, benefic în refacerea 
structurilor proteice ale matrixului extracelular degradat. 

 

6.3.2. Integrine α1β1 şi α2β1 

Rezultatele obţinute în urmă a trei experimente succesive, au fost centralizate în funcţie de principiile 
active testate, în tabele 9 şi 10, respectiv fig. 52. 
 

a) Efectul Biocomplexelor cu conţinut variabil de izoflavone (Dermo-ET) 

Tabelul 7: Expresia integrinelor α1β1 şi α2β1 indusa de Dermo-ET. 

  

  

FITC-A Mean 

( CD 49b - Integrina 

α2) 

% de variaţie 

PE-A 

Mean 

(CD 49a -

Integrina 

α1) 

% de 

variaţie 

APC-A 

Mean 

(CD 29 -

Integrin

a β1) 

% de 

variaţie 

MARTOR 14448  5837  4167  

PG 15122 4,67 6330 8,45 4984 19,61 

TGF-β  4ng/ml 44217 206,04 7005 20,01 8123 94,94 

Dermo ET  1/1000 29921 107,09 4851 -16,89 3719 -10,75 

Dermo ET  1/2000 25796 78,54 4092 -29,90 4314 3,53 

Formononetin echivalent 

 Dermo ET1/1000 14313 -0,93 3193 -45,30 2748 -34,05 

Biochanina echivalent 

 Dermo ET  1/1000 24491 69,51 3220 -44,83 3594 -13,75 

Genisteina echivalent  

Dermo ET  1/1000 23269 61,05 3834 -34,32 4448 6,74 

Daidzeina echivalent 

 Dermo ET 1/1000 18954 31,19 3797 -34,95 3597 -13,68 

(Daidzeina+Genisteina 

+Biochanina+Formononetin) 

echivalent Dermo ET  1/1000 27371 89,44 6830 17,01 5308 27,38 

(Daidzeina+Genisteina 

+Biochanina+Formononetin) 

echivalent Dermo ET 1/2000 13679 -5,32 6726 15,23 5489 31,73 
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Testele au evidenţiat acţiunea extractului selectiv din Herba Trifolium pratense, Dermo-ET, în 
maniera doza–efect, doar asupra inducerii supraexpresiei lanţului glicoproteic α2, ceea ce indică o 
amplificare a legăturilor fibroblast – colagen de tip I şi stimularea activităţii colagenazei cu rol în 
fibrilogeneza. S-a demonstrat faptul că această acţiune este dată în principal de biochanina şi 
genisteina din componenţa extractului, şi într-o mai mică măsură de daidzeina, formononetinul 
neactionând la acest nivel. Efectul determinat este similar cu cel al martorului pozitiv (TGF-β 4ng/ml). 
 

b) Biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici:saponine sau agliconi (Dermo SK-a, 

Dermo SK-s şi Dermo-Dis) şi compuşi de tip polizaharidic (galactomanani- Dermo –Gal) izolate 

din Trigonella foenumgraecum 

 

Tabelul 8  Expresia lanţurilor de integrine indusa de compuşi din Trigonella foenumgraecum 

  

FITC-A Mean 

( CD 49b -  α2 

Integrine) 

% de 

variaţie 

PE-A Mean 

(CD 49a - 

α1 

Integrine) 

% de 

variaţie 

APC-A 

Mean 

(CD 29 - β1 

Integrine) 

% de 

variaţie 

Martor celular 14227,67 
 

5310,67 
 

4077,33 
 

Martor de solvent 14526,33 2,10 5490 3,39 4170,33 2,28 

TGF-β 4ng/ml 46264 225,18 7005 31,92 8123 99,22 

Dermo Dis 5nM 16703 17,40 4433,33 -16,51 5025,33 23,25 

Dermo Dis 10nM 23169 62,85 5601,33 5,49 5922,33 45,25 

Dermo Ska 1/8000 24289,33 70,73 6088,67 14,66 5411,67 32,73 

Dermo Ska 1/16000 22641,67 59,15 5345,67 0,67 5887,67 44,40 

Dermo Sks 1/35000 10787 -24,18 4182 -21,24 3842 -5,77 

Dermo Sks 1/50000 34526,5 142,68 7461,5 40,52 4456 9,29 

Dermo Sks 1/60000 47230 231,97 7424 39,81 3718,5 -8,80 

 

Dermo-Ska induce preponderent expresia lanţului glicoproteic α2, iar Dermo-Sks este cel mai activ 

dintre compuşii analizaţi în supraexpresia lanţurilor α1 şi α2, cu efect superior chiar şi martorului 
pozitiv (TGF-β 4ng/ml). Astfel, se recomandă utilizarea acestor preparate ca ingredienţi activi în 
restabilirea fermităţii ţesutului cutanat prin consolidarea legăturilor celulă dermică – matrix 

extracelular. 

 
6.4. ACTIVITATEA ANTIINFLAMATOARE LA NIVEL DE ENDOTELIU VASCULAR A 

UNOR FITOCOMPUSI din Aesculus hippocastanum , Hedera helix şi Trigonella foenumgraecum 
 

Scopul experimentelor derulate a fost determinarea efectului antiinflamator la nivel vascular cu 
următoarele aplicaţii: 

- în cadrul efectului antiageing – anti-foto-îmbătrânire, în procesul de combatere a 
inflamaţiei şi cicartrizare a leziunilor provocate de radiaţia UV ;   

- în cadrul efectului antiacneic, cunoscută fiind infecţia bacteriană şi inflamaţia în zonele 
afectate; 

- în cadrul efectului antiedematos şi de tonifiere vasculară. 
Modelele experimentale utilizate au constat în analiza următorilor parametrii funcţionali: 

I. Evaluarea inhibării adeziunii monocite – endoteliu prin studii de citometrie în flux ale 
expresiei proteice a VCAM-1 şi ICAM-1; 

II. Evaluarea prin citometrie în flux a eliberării extracelulare de citokine pro-inflamatorii  de 
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către celulele endoteliale stimulate; 
III. Evidenţierea expresiei factorului pro-angiogenic VEGF. 

S-au realizat 5 experimente succesive care au stat la baza stabilirii condiţiilor relevante de 

stimulare şi a efectelor la nivel vascular a următorilor compuşi: 
a) biocomplexe cu conţinut ridicat de saponine triterpenice DERMO-Es din Aesculus 

hipocastanum şi DERMO-Hdc din Hedera helix. 

b) biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici: saponine sau agliconi (Dermo 

SK-s, şi Dermo-Dis) izolate din Trigonella foenumgraecum 

 

 Evaluările s-au făcut comparativ cu un martor pozitiv de Dexamethazona, un agent antiinflamator 

cunoscut, în concentraţie de 0,6μg/ml (HETTMANNSPERGER et al., 1992; WENCHIEH et al., 

2002). 

 

Sistemele experimentale utilizate au constat în stimularea diferenţiată a celulelor endoteliale cu LPS, 
lipopolizaharid  ce mimează infecţia bacteriană, respectiv cu TNF-α- stimul nespecific pentru 

inflamaţia sistemică. LPS este o componentă majoră a bacteriilor gram negative ce acţionează ca 
endotoxina la nivel de organism animal,  inducând un puternic răspuns imun şi producând secreţia 
citokinelor pro-inflamatorii. TNF-α face parte din grupul citokinelor care stimulează reacţia de 
inflamaţie de faza acută. Pentru stabilirea timpului de incubare şi a dozelor optime de stimul pentru 
linia celulară HUVEC, s-au testat mai multe variante, având ca punct de plecare datele de literatură 
relevante pentru expresia moleculelor de adeziune şi a citokinelor inflamatorii (DUMITRIU et al., 
2013). În cele ce urmează vom prezenta o selecţie de rezultate obţinute pentru principalele tipuri de 
efecte urmărite: 

                                                 

  

   

Figura1:Selecţie a rezultatelor ce demonstrează efectul antiinflamator vascular al Dermo-HdC, Dermo-Es si 

Dermo-Dis 

 

Pe baza datelor experimentale obţinute, se poate realiza următoarea configuraţie privind activitatea anti-
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inflamatoare a compuşilor Dermo-Es, Dermo-HdC şi Dermo-Dis (cu + simbolizam efectul pozitiv, în 
sensul stopării inflamaţiei pe calea de semnalizare celulară investigată, - reprezintă absenţa unei activitaţi 
semnificative). 

 

Tabelul 9 Acţiunea anti-inflamatoare a compuşilor Dermo-Es, Dermo-HdC şi Dermo-Dis 
Compus 

bioactiv/ / 

parametru 

celular 

Stimulare cu LPS (inflamaţie de 

origine bacteriană) 
Stimulare cu TNFα (inflamaţie 

sistemică, de diferite etiologii) 

Molecule de 

de adeziune 

(ICAM) 

Citokine 

pro-

inflamatorii 

IL6 siIL8 

Permeabilitate 

vasculară 

(VEFG) 

Molecule de de 

adeziune 

(ICAM şi VCAM) 

Citokine 

pro-

inflamatorii 

IL6 siIL8 

Permeabili-

tate 

vasculară 

(VEFG) 

Dermo-Es - + + + + - 

Dermo-HdC - + + + + + 

Dermo-Dis + + + + + + 

 
Se constată o acţiune diferenţiata a compuşilor, dependentă atât de doză utilizată, cât şi de calea de 
semnalizare celulară investigată. Astfel, în cadrul screeningului in vitro privind efectul antiinflamator 

se impune examinarea unor procese celulare diferite, convergente către aceeaşi ţinta terapeutică. 
Inhibiţia ambelor tipuri de citokine (IL6 şi IL8) reprezintă un efect sinergic atât asupra blocării 
procesului de activare a neutrofilelor (care include eliberarea granulelor enzimatice ce degradează 
ţesutul conex), cât şi asupra stopării progresiei inflamaţiei de la nivel acut la cronic. Acest proces este 

însoţit şi de inhibiţia VEGF corelată cu scăderea permeabilităţii vasculare şi reducerea edemelor, 
precum şi de normalizarea supra-expresiei moleculelor de adeziune monocite-endoteliu (ICAM şi 
VCAM) declanşată ca unul din primele răspunsuri la stimularea proinflamatorie endoteliala. 

 

Inflamaţia generată de stimuli bacterieni este inhibata de acţiunea ambilor compuşi prin blocarea 
secreţiei de citokine IL6 şi IL8 şi a factorului pro-angiogenic VEGF, ceea ce implică stoparea cascadei 
extracelulare de semnalizare pro-inflamatorie şi reducerea permeabilităţii vasculare. În acest tip 
neparticular de inflamaţie, acţiunea Dermo Es şi Dermo-HdC asupra expresiei moleculelor de 

adeziune nu este semnificativă (% variaţie sub 10%). În cadrul stimulării cu TNF-α, s-a  demonstrat un 

efect concertat la nivelul inhibiţiei secreţiei citokinelor IL6 şi IL8, a expresiei ICAM şi VCAM 
precum şi de reducere a factorului VEGF pentru Dermo-HdC în maniera doză-efect. Dermo-Es 

acţionează doar pe două din cele trei cai de semnalizare investigate, asupra inhibiţiei IL6 şi IL8 şi a 
reducerii expresiei ICAM şi VCAM. 
 
Dermo–Dis are efect antiinflamator la nivel vascular, inhibă secreţia de citokine pro-inflamatorii IL6 

şi IL8 în condiţiile stimulării nespecifice cu TNF-α, inhiba expresia moleculei de adeziune ICAM 

(unul din primele procese ce au loc la iniţierea inflamaţiei). 
 

Dozele active sunt cuprinse intre 5nM şi 20nM. De asemenea, acţionează în condiţii bazale 
(nestimulare) la nivelul iniţierii angiogenezei vasculare (importantă în cicatrizare) –  creşte expresia 
VEGF (vascular endothelial growth factor – promotor de angiogeneză)  în mediul extracelular. În 
condiţii de stimulare nespecifică inhiba VEGF, acţionând în sensul reducerii angiogenezei şi a 
permeabilizării vasculare. 

 

Pe lângă aplicaţiile la nivel de ţesut cutanat, ulceraţii venoase, procesul de vindecare a rănilor, există şi 
patologii importante, cum ar fi ateroscleroza, inflamaţia şi cancerul care sunt asociate cu activarea 
excesivă sau anomalii funcţionale ale celulelor endoteliale. Astfel, rezultatele pot sta la baza explicării 
unor mecanisme de acţiune şi utilizare terapeutică în sfera inflamaţiei vasculare (cerere brevet inventie 
A00618, 2012). 
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6.5 PROTECŢIE CELULARĂ CUMULATA FAŢĂ DE RADIAŢIA UV INDUSĂ DE 
EXTRACTE VEGETALE DIN TRIFOLIUM PRATENSE, TRIGONELLA 

FOENUMGRAECUM, TRITICUM AESTIVUM, MEDICAGO SATIVA ŞI CRATAEGUS 
MONOGYNA. 
 

În cadrul studiilor privind patogeneza foto-îmbătrânirii au fost analizaţi următorii parametrii celulari 
cu relevanţă în mecanismele care stau la baza protecţiei faţă de radiaţia UV, aşa cum s-a menţionat in 
Capitolul 1.5. : 

A. Apoptoza celulară 

B. Perturbări ale secventialitatii ciclului celular 
C. Stres oxidativ: apa oxigenată şi anion superoxid eliberate intracelular 
D. Inflamaţie: citokine pro-inflamatorii IL6 şi IL8 ; IL1 alfa 

E. Angiogeneza: factorul VEGF  

 

Celule au fost aderate 24h, pretratate cu substanţele-test 24h, iradiate cu doze specifice, apoi cultivate 

încă 16h în prezenţa substanţelor. Iradierea s-a realizat în condiţii reproductibile cu un echipament de 

iradiere controlată: sistem Bio-Sun  (producător Vilber-Lourmet).  

 

În vederea stabilirii unor condiţii experimentale optime pentru modularea mecanismelor celulare sub 
influenţa radiaţiei UV au fost necesare experimente preliminarii care au dus la selectarea dozelor şi 
timpilor de iradiere relevante pentru evidenţierea efectelor fotoprotectoare (DUMITRIU et al., 2013). 

S-a realizat un sistem experimental alcătuit din serii experimentale, după cum urmează: 
• Seria I: celule neiradiate (lotul martor) 

• Seria II: iradiere UV-A  

• Seria III: iradiere UV-B 

 

Se prezintă o selecţie a rezultatelor semnificative privind protecţia faţă de radiaţia UV indusă de 
compuşii bioactivi testaţi : 

 
 

   Figura 2 Diagrame de citometrie în flux reprezentând protecţia faţă de apoptoză indusă diferenţiat de 
compuşii testaţi.  
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Experiment Statistics
Chi sq: 1.90
BAD: 0.00
Number of cells: 4622.00
Number of cycles: 1.00
Cycle fit model: 1 Cycle  
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Interpretation
MultiCycle suggestions (a guideline only):
No abnormal DNA content is observed.
The diploid %S=46.8, %G2=22.1
The S Phase confidence is good

Experiment Statistics
Chi sq: 1.58
BAD: 0.00
Number of cells: 5557.00
Number of cycles: 1.00
Cycle fit model: 1 Cycle  

iradiere UV-A 

–celule tratate 

cu Dermo-P 

Figura 3 Efectul diferenţiat al biocompusului (Dermo-P)  asupra progresiei ciclului celular – selecţie a 
rezultatelor semnificative 

 

A. martor neiradiat 

 

 

B. iradiere UV-A 

 

 

C. iradiere UV-B 

 

 
Figura 4   Diagrame de citometrie în flux reprezentând eliberarea intracelulară a speciilor reactive de oxigen în 
funcţie de tipul de radiaţie UV. Se remarca amplificarea producerii de apă oxigenată (apariţia mai multor 
subpopulaţii celulare marcate în coordinate FITC-A) în special în condiţiile iradierii UV-B. 

 
Pentru prezentarea sintetică a screeningului efectuat asupra principalelor căi de semnalizare ca răspuns 
la radiaţia UV, precum şi a efectelor cumulative ale compuşilor bioactivi analizaţi, datele obţinute se 
prezinta în tabelul 10. 
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Tabelul 10 Efectul protector faţă de radiaţia UV al compuşilor bioactivi testaţi, particularizat pe principalele mecanisme de acţiune 
Substanţa 
testată / Efect 
biologic 

Iradiere UV-A Iradiere UV-B 

Protecţie 
faţă de 

apoptoză 

Normalizarea 

secvenţialităţii 
ciclului celular 

Inhibiţie 
IL1α 

Inhibiţie 

VEGF 

Inhibiţie 

IL6 / 

IL8/IL10 / 

TNFα 

Inhibiţie 

Stres oxidativ 

(H2O2 şi O2
-
) 

Protecţie 
faţă de 

apoptoză 

 

Normalizarea 

secvenţialităţii 
ciclului celular 

 

Inhibiţie 
IL1α 

Inhibiţie 

VEGF 

Inhibiţie 

IL6 / 

IL8/IL10 

/ TNFα 

Inhibiţie 

Stres oxidativ 

(H2O2 şi O2
-
) 

Dermo-Ska  nu nu da nu da da nu da da da da da 

Dermo-Sks da da da nu da da nu da nu da da da 

Dermo-L  Nu da nu da da da da da nu nu da da 

Dermo-Egr da da nu nu nu da nu da da da nu Da 

Dermo-ET    da da Nu da da Da da da nu nu da Da 

Dermo-P  da da nu da da da nu da nu nu da nu 

 
Se constată un efect diferenţiat al compuşilor, în funcţie de sursa vegetală utilizată  ca materie primă, fiecare acţionând asupra altor căi de propagare a 
degenerării şi inflamaţiei induse de iradierea UV: 
 

• Dermo-Sks – efect protector faţă de radiaţia UV-A, deci agent anti-îmbătrânire efectiv, cu acţiune complexă atât la nivelul citokinelor inflamatorii şi 
IL1α, cât şi protector faţă de inducerea apoptozei; în condiţiile iradierii UV-B are doar efect de stopare a inflamaţiei şi anti-angiogenic, fără a influenţa 
apoptoza; 

•  Dermo-Ska  - nu influenţează inducerea apoptozei, dar are efect antiinflamator pe ambele tipuri de iradiere, completat în cazul UV-B şi de efectul 
antiangiogenic 

• Dermo-Egr – efect protector faţă de radiaţia UV-A în special, datorită acţiunilor complementare de protecţie celulară faţă de inducerea apoptozei, 
respectiv antioxidantă şi antiinflamatoare 
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• Dermo-P manifestă o puternică acţiune antioxidantă la nivel de radiaţie UV-A şi UV-B, cu 

efect de reducere a speciilor reactive de oxigen, inhibiţie de IL8 şi normalizare a 
secvenţialităţii ciclului celular. Aceste efecte sunt completate doar în cazul radiaţiei UV-A de 

protecţie celulară faţă de inducerea apoptozei şi inhibiţie de IL6 (DUMITRIU et al., 2012). 

• Extractul de trifoi, Dermo-ET are efect de protecţie celulară faţă de apoptoza indusă de 
radiaţia UV, de stopare a procesului inflamator delcansat prin semnalizarea citokinelor IL6 şi 
IL8, antioxidant puternic, acţionând la nivel enzimatic, cu consecinţe asupra reducerii 
intracelulare a speciilor reactive de oxigen, în special în condiţiile iradierii UV-A. 

• Fitocompusul Dermo-L obţinut din lucerna previne apoptoza celulară, stopează progresia 
inflamaţiei (efect antiiritativ – anti IL1α; antiinflamator- anti IL6 şi IL8-)- în cazul arsurilor 
solare (iradiere UV-B), inhibă factorul VEGF de progresie a angiogenezei în ambele situaţii 
de iradiere UV, acţionează la nivelul enzimelor implicate în protecţia oxidativă, cu consecinţe 
asupra reducerii intracelulare a speciilor de oxigen reactive.  

 

Complementaritatea mecanismelor de acţiune recomandă asocierea acestor preparate în vederea 
obţinerii unei fotoprotecţii efective. 

 

 
CONCLUZII 

 

Dezvoltarea accelerată a industriei dermatocosmetice şi chiar apariţia unei ştiinţe de graniţă, dermato-

cosmetologia, impune redirecţionarea cercetărilor din acest domeniu către aprofundarea unor 
mecanisme fiziologice de acţiune la nivel celular şi molecular a ingredienţilor în scopul definirii 
riguroase a efectelor ţintă urmărite şi a potenţialelor interacţiuni între componentele active, cu impact 

asupra toxicităţii şi acţiunii specifice ale viitoarelor produse. 
 

Datele din literatură care au fundamentat dezvoltarea acestor studii evidenţiază complexitatea 
proceselor celulare care stau la baza funcţionalităţii ţesutului cutanat, interdependenţa şi stricta reglare 
a acestora, precum şi tendinţele cercetării de ultimă oră privind tratamentul activ la nivelul pielii bazat 
pe efecte riguros demonstrate ale unor compuşi activi. 
 

Contribuţiile personale în acest domeniu vizează evidenţierea la nivel de celulă şi în anumite cazuri 
chiar de molecula semnal a modulării anumitor mecanisme fiziologice şi perturbări datorate 
unor factori intrinseci (ex. depleţia estrogenică) sau extrinseci (radiaţia UV, stimuli inflamatori), 

de către fitocompuşi cu compoziţie controlată în substanţe active, izolaţi din flora indigenă, după 
cum urmează:  
 

a) Biocomplex cu un total izoflavonoidic standardizat ( minim 200 mg/100 mL) Dermo ET, obţinut 
din Trifolium pratense 

b) Biocomplex cu conţinut ridicat de componente polifenolice de tipul flavonoide, acizi 

polifenolcarboxilici şi proantociani (Dermo P), obţinut din Crataegus monogyna  

c) Biocomplexe în conţinutul cărora saponinele triterpenice se găsesc alături de flavone, 

proantociani sau izoflavone, Dermo Egr – din Triticum aestivum şi  Dermo L din Medicago 
sativa 

d) Biocomplexe cu conţinut ridicat de compuşi steroidici: saponine sau agliconi (Dermo SK-a, 

Dermo SK-s şi Dermo-Dis) izolate din Trigonella foenumgraecum 

e) Biocomplexe cu conţinut ridicat de saponine triterpenice:  DERMO-Es din Aesculus 

hipocastanum, DERMO-Hdc din Hedera helix 

Demonstrarea efectelor biologice ale extractelor vegetale s-a realizat la nivel de celulă ţintă, pe linii 
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celulare standardizate relevante pentru mecanismul studiat. 

A. Efectul de restructurare dermică (turn-over celular şi restabilirea fermităţii ţesutului 
cutanat) s-a testat pe fibroblaşti dermici umani (HS 27), principalul tip celular responsabil 
atât de sinteza proteinelor structurale din matricea extracelulară, sub strictă semnalizare a 

factorului TGFβ, cât şi de expresia integrinelor – molecule ce realizează adeziunea celulă – 

matrix proteic. A fost experimentat şi mecanismul de acţiune estrogen-mimetic, depleţia 
estrogenică fiind un proces conex important în îmbătrânire, cu impact considerabil la nivelul 

pielii. 

B. Efectul fotoprotector s-a demonstrat pe linia de keratinocite umane HaCaT, acest tip de 

celule formând epidermul, primul strat al ţesutului cutanat, cu funcţie de barieră faţă de 
acţiunea nocivă a radiaţiei UV. 

C. Efectul antiinflamator la nivel de endoteliu vascular s-a evidenţiat pe linia specifică 
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) datorită relevanţei acesteia în simularea 
procesului inflamator la nivel de vas sanguin 

A. La nivel de dermă, respectiv de fibroblast, că celula ţintă reprezentativă, s-au evidenţiat 
următoarele:  

 Interdependenţa statusului proliferativ celular de aportul estrogenic şi de influxul de calciu 
intracelular 

 Acţiunea complexă a Dermo-ET, de tip estrogen mimetic, cu îmbunătăţirea capacităţii 
proliferative a fibroblaştilor dermici utilizând calciul ca mesager secundar de declanşare şi susţinere a 
acestui proces. Ionoforul A23187 potenţează acumularea de calciu intracelular prin activarea unui flux 
din mediul extracelular, completând mobilizarea acestui ion din compartimentele intracelulare şi / sau 
influxul indus de Dermo-ET. Efectul estrogen- mimetic este demonstrat de fiecare component al 

amestecului de izoflavone,  în special de daidzeina, formononetin şi biochanina în ceea ce priveşte rata 
de sinteză ADN şi iniţierea mitozei în cadrul ciclului de diviziune celulară.  

 Activarea proliferării celulare, mai ales în condiţii de depleţie estrogenică, realizată de 
Dermo-Dis şi extractul echivalent Dermo-Ska prin căi de semnalizare ce implică şi activarea 

canalelor de calciu şi implicarea acestuia ca mesager secundar. Dermo-Dis 1nM şi Dermo-Ska 

1/8000 potenţează activitatea ionoforului A23187 în mediu de cultură cu nivel estrogenic normal, în 
cazul depleţiei estrogenice însă, Dermo-Dis 5nM este cel mai activ compus în accelerarea fluxului de 
ioni de calciu din mediul extracelular în cel intracelular.  

 β-estradiolul acţionează nespecific, în sensul stimulării secreţiei de TGFβ, ceea ce poate 
duce la fibroză prin formarea unor depozite de colagen necontrolate. În schimb, Dermo-ET 

acţionează specific, doar în depleţia estrogenică, atunci când scade şi sinteza de colagen, asigurând 
suportul proteic structural.  Efectul estrogen- mimetic este demonstrat de fiecare component al 

amestecului de izoflavone,  în special de genisteina şi  formononetin în refacerea secreţiei de TGF β, 
proteină reglatoare a formării colagenului. Dermo-Dis în special la cea mai mică doză testată (0,5nM), 
precum şi extractul care conţine acest aglicon steroidic (Dermo-Ska) stimulează secreţia de TGF-β, 
efect corelat şi cu amplificarea proliferării celulare. Efectul este nespecific, asemănător 17 β 
estradiolului, direcţionând procesul de sinteză de colagen, chiar când necesităţile la nivel dermic nu o 
impun (condiţii normale de cultivare), în această situaţie putând apărea fibroze. În cazul depleţiei 

estrogenice, efectul asupra secreţiei de TGF-β este de stimulare a acestei proteine reglatoare, benefic 
în refacerea structurilor proteice ale matrixului extracelular degradat. 

 Testele la nivel de expresie membranară a integrinelor au evidenţiat acţiunea extractului 
selectiv din Herba Trifolium pratense, Dermo ET, în manieră doză–efect, doar asupra inducerii 

supraexpresiei lanţului glicoproteic α2, ceea ce indică o amplificare a legăturilor fibroblast – 

colagen de tip I şi stimularea activităţii colagenazei cu rol în fibrilogeneza. S-a demonstrat faptul 

că această acţiune este dată în principal de biochanina şi genisteina din componenţa extractului, şi într-
o mai mică măsură de daidzeina, formononetinul neacţionând la acest nivel. Efectul determinat este 
similar cu cel al martorului pozitiv (TGF beta 4ng/ml). Dermo-Ska induce preponderent expresia 
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lanţului glicoproteic α2, iar Dermo-Sks este cel mai activ dintre compuşii analizaţi în supraexpresia 

lanţurilor α1 şi α2, cu efect superior chiar şi martorului pozitiv (TGF-β 4ng/ml). Astfel, se recomandă 
utilizarea acestor preparate ca ingredienţi activi în restabilirea fermităţii ţesutului cutanat prin 
consolidarea legăturilor celulă dermică – matrix extracelular. 

B. În cazul experimentărilor privind acţiunea fotoprotectoare la nivel de keratinocit uman 
normal, se constată un efect diferenţiat al compuşilor, în funcţie de sursa vegetală utilizată  ca 
materie primă, fiecare acţionând asupra altor căi de propagare a degenerării şi inflamaţiei induse 
de iradierea UV: 

• Dermo-Sks manifestă efect protector faţă de radiaţia UV-A, deci agent anti- îmbătrânire 
efectiv, cu acţiune complexă atât la nivelul citokinelor inflamatorii şi IL1α, cât şi protector 
faţă de inducerea apoptozei; în condiţiile iradierii UV-B are doar efect de stopare a inflamaţiei 
şi anti-angiogenic, fără a influenţa apoptoza 

•  Dermo-Ska   nu influenţează inducerea apoptozei , dar are efect antiinflamator pe ambele 
tipuri de iradiere, completat în cazul UV-B şi de efectul antiangiogenic 

• Dermo-Egr manifestă efect protector faţă de radiaţia UV-A în special, datorită acţiunilor 
complementare de protecţie celulară faţă de inducerea apoptozei, respectiv antioxidantă şi 
antiinflamatoare 

• Dermo-P manifestă o puternică acţiune antioxidantă la nivel de radiaţie UV-A şi UV-B, cu 

efect de reducere a speciilor de oxigen reactive, inhibiţie de IL8 şi normalizare a 
secvenţialităţii ciclului celular. Aceste efecte sunt completate doar în cazul radiaţiei UV-A de 

protecţie celulară faţă de inducerea apoptozei şi inhibiţie de IL6. 

• Extractul de trifoi, Dermo-ET are efect de protecţie celulară faţă de apoptoza indusă de 
radiaţia UV, de stopare a procesului inflamator declanşat prin semnalizarea citokinelor IL6 şi 
IL8, este un antioxidant puternic, acţionând la nivel enzimatic, cu consecinţe asupra reducerii 
intracelulare a speciilor reactive de oxigen, în special în condiţiile iradierii UV-A. 

• Fitocompusul Dermo-L obţinut din lucerna previne apoptoza celulară, stopează progresia 

inflamaţiei (efect antiiritativ – anti IL1α; antiinflamator- anti IL6 şi IL8-)- în cazul arsurilor 
solare (iradiere UV-B), inhibă factorul VEGF de progresie a angiogenezei în ambele situaţii 
de iradiere UV, acţionează la nivelul enzimelor implicate în protecţia oxidativă, cu consecinţe 
asupra reducerii intracelulare a speciilor reactive de oxigen.  

Complementaritatea mecanismelor de acţiune recomandă asocierea acestor preparate în vederea 
obţinerii unei fotoprotecţii efective. 

C. În cadrul screeningului in vitro privind efectul antiinflamator la nivel de endoteliu vascular s-

au evaluat procese celulare diferite, convergente către aceeaşi ţintă terapeutică, formulându-se 

următoarele concluzii: 
 Inhibiţia ambelor tipuri de citokine (IL6 şi IL8) reprezintă un efect sinergic atât asupra 

blocării procesului de activare a neutrofilelor (care include eliberarea granulelor enzimatice ce 
degradează ţesutul conex), cât şi asupra stopării progresiei inflamaţiei de la nivel acut la cronic. 
Acest proces este însoţit şi de inhibiţia VEGF corelată cu scăderea permeabilităţii vasculare şi 
reducerea edemelor, precum şi de normalizarea supra-expresiei moleculelor de adeziune monocite-

endoteliu (ICAM şi VCAM) declanşată ca unul din primele răspunsuri la stimularea pro- 

inflamatorie endotelială. 

 Inflamaţia generată de stimuli bacterieni este inhibată de acţiunea Dermo-Es şi Dermo-

HdC prin blocarea secreţiei de citokine IL6 şi IL8 şi a factorului pro-angiogenic VEGF, ceea ce 

implică stoparea cascadei extracelulare de semnalizare pro-inflamatorie şi reducerea permeabilizării 
vasculare.  
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 În cadrul stimulării cu TNF-α, s-a  demonstrat un efect concertat la nivelul inhibiţiei 
secreţiei citokinelor IL6 şi IL8, a expresiei ICAM şi VCAM precum şi de reducere a factorului 
VEGF pentru Dermo-HdC în manieră doză-efect. Dermo-Es acţionează doar pe două din cele trei 
cai de semnalizare investigate, asupra inhibiţiei IL6 şi IL8 şi a reducerii expresiei ICAM şi VCAM. 

 Dermo–Dis inhiba secreţia de citokine pro-inflamatorii IL6 şi IL8 în condiţiile 
stimulării nespecifice cu TNF-α, inhiba expresia moleculei de adeziune ICAM (unul din primele 

procese ce au loc la iniţierea inflamaţiei). Dozele active sunt între 5nM şi 20nM. De asemenea, 
acţionează în condiţii bazale (nestimulare) la nivelul iniţierii angiogenezei vasculare (importantă în 
cicatrizare) –  creşte expresia VEGF (vascular endothelial growth factor – promotor de angiogeneza)  

în mediul extracelular. În condiţii de stimulare nespecifică inhiba VEGF, acţionând în sensul 
reducerii angiogenezei şi a permeabilizării vasculare. 

Studiile realizate de noi prezintă o deosebită importanţă ştiinţifică fundamentală si aplicativă, aducând 
un meritoriu aport într-un domeniu nou de cercetare: dermato-cosmetologia, prin definirea corectă a 
ţintelor moleculare / celulare de acţiune pentru o serie de  9 compuşi bioactivi izolaţi şi purificaţi din 7 
specii de plante din flora indigenă. Impactul acestor cercetări se va răsfrânge asupra dezvoltării unor 
noi metodologii de screening in vitro, la nivel de mecanism de acţiune, bazate pe tehnici complexe şi 
interdependente de evaluare pentru demonstrarea eficacităţii dermatocosmeticelor, precum şi în 
configurarea unor produse mai performante. 
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