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INTRODUCERE

In ultimii ani s-a observat o tendinti de completare a actiunii medicamentelor de
sintezd, cu remedii naturale, dat fiind faptul ca medicamentele de sinteza au, pe langa beneficiile
terapeutice, multiple efecte secundare si adverse [29, 45, 48, 59].

O problema de interes medical mondial o constituie aparitia rezistentei bacteriilor
patogene la antibioticele uzuale; acest fenomen a impus realizarea de cercetari ample pentru
descoperirea unor noi structuri cu efect antibacterian [48-72]. In acest scop, echipe complexe de
cercetatori studiaza mecanismele de aparitie a rezistentei la antibiotice, urmarind, in acelasi timp, noi
modalitdti de obtinere a unor remedii naturale alternative, cu actiune antibacteriana [52, 85, 86, 116].

Un alt aspect remarcabil este faptul ca, multe specii vegetale au proprietati
antioxidante, mai ales datorita continutului de polifenoli; acestia au rol important, atat in cresterea si
dezvoltarea normald a plantelor, cat si in optimizarea abilitatilor de aparare impotriva stresului oxidativ
[30,180,181]. Stresul oxidativ este implicat in generarea si evolutia unui numar de peste 200 de afectiuni
severe printre care: afectiunile cardiovasculare, boala Parkinson, boala Alzheimer, boala parodontala si
diferitele forme de cancer, printre care si cancerul orofaringian [172, 184].

Boala parodontald sau parodontita este o boala multifactoriald in care, asocierea
dintre actiunea bacteriilor ce formeaza placa dentara si factorii genetici are o deosebitd importantd in
aparitia si evolutia ei ulterioara.

Cancerul reprezintd o clasa eterogena de afectiuni, caracterizate prin diviziunea
necontrolatd a celulelor si abilitatea acestora de a invada, din aproape in aproape, tesuturile din
vecinatate si de a metastaza, pe cale limfatica sau hematogend, loco-regional sau la distanta, in alte
tesuturi si organe; are o incidentd globald estimata la 6 milioane de cazuri pe an, fiind a doua cauza
majora de deces, dupa bolile cardiovasculare [7].

Tumorile maligne oro-maxilo-faciale se caracterizeaza in general prin: crestere
tumorala de tip infiltrativ-distructiv cu invazie locala si diseminare metastatica loco-regionala si la
distanta ( cu formarea metastazelor cervicale, sau in organele mai indepartate) [27, 28].

Este cunoscut faptul ca majoritatea chimioterapicelor de sinteza utilizate in
prezent in terapia antitumorald dezvolta in timp rezistenta si prezinta toxicitate neselectiva impotriva
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celulelor normale; aceste efectele secundare, cumulate cu reactiile adverse si cu multiplele interactiuni
medicamentoase, constituie dezavantajele majore ale chimioterapicelor [107-114, 169].

Asadar, obtinerea de noi medicamente antibacteriene si antitumorale ramane o
provocare clinicd majora. in acest context, plantele reprezinta o sursi valoroasi de compusi naturali
biologic activi, iar cercetdrile se indreapta catre utilizarea lor in terapia antiinfectioasa si anticanceroasa
[260, 261]; constituentii izolati pot fi utili ca agenti terapeutici alternativi sau, ca nuclee de baza pentru
noi produse de sintezd, cu activitate sporita si / sau toxicitate redusa [10, 30, 169-172, ].

In categoria plantelor care prezintd remarcabile proprietiti antitumorale,
antibacteriene si antioxidante se regasesc si lichenii [5, 33-38, 45, 59, 111, 159, 160].

Acestia constituie un grup unic in lumea plantelor si, in acelasi timp, sunt cele mai raspandite organisme
simbionte din natura, habitdnd mai mult de 8% din suprafata terestrd a pamantului [1,11, 13, 20, 26].

Un reprezentant important al lichenilor este genul Usnea Dill. ex. Adans., cu peste
350 specii raspandite pe intreaga suprafatd a globului; in literatura de specialitate se arata clar, faptul
ca numeroase specii apartinand acestui gen, sunt utilizate in medicina traditionald de mii de ani, in
tratarea diferitelor afectiuni [1, 26, 53].

Reprezentanti ai genului Usnea Dill.ex Adans se regasesc si in Romania [25, 228];
astfel, plecand de la toate considerentele mentionate anterior, s-a conturat ideea realizdrii acestei teze
de doctorat, in care s-a urmarit evidentierea actiunilor antitumorale, si antibacteriene ale extractelor de
Usnea barbata (L.) F.H. Wigg., recoltatd din muntii Calimani (9oo m), judetul Suceava, care ar putea
avea aplicabilitate in terapia afectiunilor oro-dentare.

Prezenta teza de doctorat are ca scop studiul potentialului terapeutic al speciei Usnea
barbata (L.) F.H.Wigg., aducand o contributie personala la datele actuale existente in literatura de

specialitate.

PARTEA GENERALA

In primul capitol al tezei este descrisid specia de licheni luati in studiu, Usnea barbata
(L.)F.H.Wigg, mentionand incadrarea ei sistematica. S-a realizat o prezentare generala lichenilor,

prezentand pe scurt particularitdtile morfo-fiziologice ale acestora, ca rezultat al simbiozei intre o
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ciuperca si o algd/cianobacterie; a fost analizat apoi genul Usnea, descriind pe larg metabolitii primari
si secundari si actiunile biologice ale acestora. Catre finalul primei parti s-au concentrat toate aceste
notiuni prezentate anterior catre caracterizarea speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg., cu prezentarea
proprietatilor anatomo-morfologice si chimice mentionand si aplicatiile fitoterapice actuale ale acesteia.
In capitolul al doilea a fost prezentat stresul oxidativ, ca rezultat al super-productiei de radicali

liberi ai oxigenului (SRO), s-a evidentiat rolul acestora in generarea unei vaste patologii sistemice.
In capitolul al treilea au fost prezentate cele mai frecvent intalnite afectiuni oro-maxilo-faciale:
caria dentara, boala parodontala si tumorilr maligne oro-maxilo-faciale, subliniind etiologia si

tratamentul lor.

PARTEA PERSONALA

Partea a doua a tezei este structurata in 4 studii, in care s-au realizat pe rand:

analiza farmacognostica a speciei Usnea barbata(L.) F.H.-Wigg.;

- determinarea proprietatilor citotoxice ale extractului uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. pe
Artemia salina L.;

- evaluarea actiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din Usneae lichen pe carcinomul
lingual cu celule scuamoase CAL 27;

- determinarea efectelor antibacteriene ale extractelor din Usnea barbata (L.) F.H. Wigg pe specii

bacteriene izolate din orofaringe.
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Studiul I. Analiza farmacognostica a speciei Usnea barbata(L.) F.H.Wigg.

Ipoteza de lucru: extractele obtinute din Usnea barbata (L.)F.H.Wigg contin metaboliti
secundari care ar putea fi utilizati in fitoterapie; aceastd specie ar putea prezenta un continut ridicat de

compusi fenolici cu proprietati antioxidante.

Scopul studiului: obtinerea unor extracte din talul uscat al speciei Usnea barbata (L)F.H. Wigg.
in diferiti solventi, care permit identificarea si determinarea cantitativd a constituentilor chimici;
evaluarea activitatii antioxidante a extractelor si evidentierea corelatiei intre continutul polifenolic si

potentialul antioxidant al acestora.

I.1.  Recoltarea materialului vegetal

Recoltarea materialului vegetal s-a realizat in luna martie a anului 2016.

Zona de habitat a speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg., este o padure deasa de
conifere (brazi, molizi si pini) situatda in zona montana inaltd (muntii Cdlimani), la o altitudine de
aproximativ 9oo m; clima specifica acestor locuri este umeda si rece.

Talurile pandante ale lichenilor sunt agdtate pe ramurile si pe trunchiul arborilor-
gazda; cei mai numerosi si mai bine dezvoltati reprezentanti ai speciei se regasesc catre varful acestora,
la naltimi de peste 2 m. Talurile de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. au fost culese manual, direct de pe

ramurile coniferelor.

I.2.  Obtinerea produsului vegetal

Materialul vegetal proaspat recoltat a fost curatat de impuritdti si a fost uscat la
temperatura constanta, sub 25°C, intr-o incapere aerisitd, la adapost de razele soarelui. Usneae lichen
este reprezentat de talul uscat al speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg.

Dupd uscare, produsul vegetal obtinut a fost pastrat o perioada lunga de timp in

aceleasi conditii, in vederea utilizarii lui la studiile care au urmat.
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I.3. Determinarea identitatii produsului vegetal

I.3.1. Examenul macroscopic

#+ Material si metodi

Materialul luat in lucru a fost reprezentat de talul uscat al lichenului Usnea barbata
(L.)F.H.Wigg. S-au observat cu ochiul liber, intr-o prima etapd, caracterele macroscopice ale lichenului
si s-a efectuat identificarea lui dupa dimensiuni, culoare, miros si gust. in etapa urméatoare Usneae lichen
a fost macinat si s-au observat particularitdtile elementelor componente.
* Rezultate si discutii

Prin examenul macroscopic a fost identificat talul speciei Usnea barbata (L.) F.H.Wigg si au
fost observate proprietdtile sale generale: talul lichenului este verde-cenusiu deschis, moale, filiform,
pandant, lung de 15-20 cm; prezintd ramificatii dichotomice, cu ramuri numeroase, care se intrepatrund,
fixate de un peduncul opac de culoare verde cenusiu mai inchis. Mirosul plantei uscate este aromat,
specific, iar gustul este amar.

Dupa evaluarea tuturor acestor aspecte morfologice, s-a stabilit ca produsul vegetal recoltat
apartine speciei Usnea barbata (L.)F.H. Wigg., realitate confirmatd si de Catedra de Botanica
Farmaceutica a Facultatii de Farmacie din Constanta.

In urma macinarii, au rezultat 2 componente distincte care confirma structura unui tal
fruticulos, asa cum este mentionat in literatura de specialitate: un cordon central, alb-galbui, ramas
intact dupd mdcinare si o parte sub formd de pulbere de culoare verde-cenusie. Cordonul central are

aspectul unui fir alb-gdlbui, subtire, care atunci cand este umed, se intinde ca o banda de cauciuc.

I.3.2. Examenul microscopic

4+ Material si metoda

Partile obtinute prin macinarea Usneae lichen (cordonul central maruntit prin tdiere cu
foarfeca si pulberea) au fost prelucrate prin clarificare si apoi au fost analizate la microscop.
* Rezultate si discutii
Prin examinarea microscopica, s-au identificat componentele simbionte, ale lichenului, alga
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si ciuperca:
» parteainterioara a lichenului - cordonul central, omogen, constituit din hife miceliene compacte,
=  partea exterioara constituita din alga cianofitd; clorofila existenta in alga confera lichenului
culoarea specificd, verde-cenusie.

In primul preparat microscopic, realizat din axul central, s-a observat clar componenta
omogena, reprezentata de hifele miceliene compacte; in al doilea preparat microscopic, realizat din

pulbere, s-au observat fragmente de algd si rare hife miceliene.

I.4. Determinarea puritatii produsului vegetal

Determinarea puritatii unui produs vegetal cuprinde urmatoarele etape:
determinarea impuritdtilor din aceeasi planta si determinarea corpurilor strdine de planta producatoare
[233].

+ Rezultate si discutii

Conform cu prevederile FR X, produsul nu a prezentat impuritati de niciun fel, astfel
incat, poate fi considerat 100 % pur [234]. Acestrezultat este foarte important pentru evaluarea calitatii
lichenului Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. recoltat, deoarece relevanta determindrilor ulterioare depinde

foarte mult de puritatea produsului vegetal analizat.

I.5. Determinarea pierderii prin uscare pentru Usnea barbata (L.)F.H.Wigg

*+ Material si metoda

Materialul vegetal a fost reprezentat de talul maruntit al lichenului Usnea barbata
(L.)F.H.Wigg., iar metoda utilizatd este prevazutd in Farmacopeea Romana Editia a X-a (FR X ) si in
European Pharmacopoeia 9.0. (EP 9). [234, 235].
* Rezultate si discutii

Pierderea prin uscare (PPU) calculata conform Farmacopeei Romane Editia a X-a
este un parametru foarte util in determinarile cantitative care au fost efectuate, deoarece raportarile de

fac la cantitatea de lichen uscat.

I.6. Obtinerea extractelor din Usneae lichen
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In vederea obtinerii extractelor de Usnea barbata (L.) F.H.Wigg. recoltatd din muntii
Calimani, judetul Suceava, s-a utilizat ca materie prima produsul vegetal uscat.

In acest prim studiu s-au realizat 3 tipuri de extracte, utilizand ca solventi: apa
distilata, alcoolul etilic absolut si acetona. Extractul acetonic si cel etanolic s-au obtinut prin macerare
la rece, iar extractul apos s-a obtinut prin metoda refluxarii la cald.

+ Rezultate si discutii
Cele 3 extracte obtinute au culori si aspecte diferite: extractul apos este usor opalescent si are
coloratie galben-brund, cel acetonic este limpede si de culoare galben-pai, iar cel etanolic este limpede

si galben-brun, similar ca si coloratie cu extractul apos.

I.7. Identificarea metabolitilor activi

In extractele obtinute au fost identificati compusi cu caracter reducétor (polifenoli)
si polizaharide, in extractul apos prin urmatoarele reactii:
o reactia cu reactivul Fehling, cu formarea precipitatului rosu-caramiziu;

o reactia cu reactivul Folin Ciocalteu, cu formarea coloratiei albastre;

o}

reactia cu reactivul Tollens, cu formarea oglinzii de argint;

o reactia de precipitare cu metanol, cu formarea precipitatului alb floconos.

I.8. Determinarea continutului de polifenoli si de acid usnic din extractele de

Usnea barbata (L.)F.H. Wigg si evaluarea actiunii lor antioxidante

In studiul de fat4, in scopul determinarii constituentilor de baza ai Usnea barbata
(L.)F.H.Wigg., s-au preparat extracte in diferiti solventi: apa, acetona si etanol 96%.

Identificarea si determinarea continutului in acid usnic si polifenoli a fost realizata
prin metoda HPLC; dozarea polifenolilor s-a efectuat si printr-o metoda colorimetrica, conform

Farmacopeei Europene 9.0.

I.8.1. Determinarea continutului de polifenoli totali

In acest scop, a fost utilizata o metoda colorimetrica, mentionatd in Farmacopeea

Europeana 9.0 [234].
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Principiul metodei: Metoda se bazeazd pe determinarea intensitdtii coloratiei albastre a
oxizilor de molibden formati prin reducerea de catre polifenoli a reactivului Folin-Ciocalteu (acid
fosfomolibdolframic).
+ Rezultate si discutii

Deoarece s-a realizat aceasta determinare in patru extracte obtinute in diferiti
solventi, apa, etanol 40%, etanol 96%, acetonad, rezultatele obtinute au fost sintetizate si analizate
comparativ, ulterior.

Analizand datele prezentate, s-a observat ca in extractul etanolic 40% se regdseste
cel mai mare continut de polifenoli totali, urmat la foarte mica distanta de valoarea calculata pentru
extractul etanolic 96%.

In extractul apos si in maceratul acetonic, valorile polifenolilor totali au fost

apropiate, dar mai mici decat in extractele etanolice.

1.8.2. Analiza polifenolilor din extractele de Usneae lichen prin cromatografia de lichide de inalta
performanta

Pentru separarea, identificarea si cuantificarea compusilor fenolici, a fost adaptatd o metoda
HPLC standardizata pentru determinarea polifenolilor totali, descrisa de monografia USP 30-NF25

[236]. S-au utilizat ca substante de referinta 11 polifenoli-standard.

+ Rezultate si discutii

Se observa cd in extractele de Usneae lichen studiate s-a identificat doar o parte din
cei 11 polifenoli utilizati ca substante de referinta.

Polifenolii mentionati s-au regasit numai in extractele etanolic si apos, iar unii dintre
ei au fost comuni ambelor extracte de Usneae lichen.

In maceratul acetonic nu s-a regasit niciunul din cei 11 polifenoli standard.

1.8.3. Determinarea continutului de acid usnic

Acidul usnic este unul dintre cei mai rdspanditi metaboliti secundari ai lichenilor;
are structura dibenzofuranica si poate fi izolat din majoritatea speciilor genului Usnea Dill.ex Adans.,

avand multiple actiuni farmacodinamice cunoscute [144, 150, 155, 161, 162, 165].

12



Contributii privind studiul activitatii antitumorale, antioxidante si antibacteriene a extractelor de
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. in patologia oro-dentard - REZUMAT
+ Material si metoda
Pentru separarea, identificarea si cuantificarea acidului usnic, a fost adaptata o
metodd HPLC standardizata pentru determinarea polifenolilor totali, asa cum este descrisa in literatura;
substanta de referintd utilizata a fost acidul usnic.
+ Rezultate si discutii
S-a observat cd, cel mai mare continut de acid usnic, se regaseste in extractul
acetonic urmat de extractul etanolic. Extractul apos din Usneae lichen contine cea mai redusa cantitate

de acid usnic.

I.8.4. Evaluarea capacitatii antioxidante a extractelorde Usneae lichen prin metoda DPPH

+ Material si metoda
Capacitatea antioxidanta a fost determinata spectofotometric prin metoda de
scavenging a radicalilor DPPH, metoda standardizata pentru evaluarea capacitatii compusilor fenolici de
inactivare a radicalilor liberi.
Aceastd metoda se realizeazd prin mdsurarea capacitatii de neutralizare a radicalilor
DPPH (difenilpicrilhidrazil) de catre solutiile analizate; culoarea violet a solutiei initiale de DPPH la 517
nm, este modificatd in galben deschis, deoarece acesta apare sub forma redusa dupa contactul dintre
solutia DPPH si polifenoli [89-105, 325].
* Rezultate si discutii
S-a observat ca extractul etanolic are cea mai mare activitate antioxidanta, urmat de extractul
apos si de extractul acetonic.
La concentratia cea mai mare, extractul de Usnea barbata in etanol are o activitate de captare a

radicalilor liberi DPPH mai mare de 50%, fiind astfel posibila stabilirea IC50 pentru acest extract.

IL.o. Obtinerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen si analiza acestuia printr-o

metoda cromatografica de lichide de ultra-inalta performanta

I.9.1. Obtinerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen

+ Material si metoda

Pentru obtinerea extractului uscat, Usneae lichen a fost macinat sub forma de
13
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pulbere si mentinut cu acetond, intr-o instalatie de refluxare continua de tip Soxhlet. Dupa finalizarea

refluxarii, s-a realizat evaporarea solventului iar extractul acetonic uscat a fost transferat intr-un vas de

sticld cu capac etans si pastrat la congelator, la o temperatura mai mica de -20° C, pana la procesarea

ulterioara [120].

+ Rezultate si discutii

Extractul uscat obtinut are o consistenta pastoasa, coloratie verde-brund, miros

acetonic puternic si gust iute.

I.9.2. Cromatografia de lichide de ultra-inalta performanta (UHPLC)

+ Material si metoda

Identificarea si determinarea continutului de acid usnic a fost efectuata prin metoda
UHPLC. esantion de analiza: extractul uscat de Usneae lichen, solubilizat in DMSO. Solubilizarea in
DMSO a fost realizatd deoarece acetona nu este un solvent adecvat pentru analiza UHPLC (absoarbe
puternic si deformeaza picul solutiei de analizat); de asemenea, in vederea studiilor pe culturi celulare,
DMSO, spre deosebire de acetond, nu este toxic celular [263]. Substanta de referintd: acid usnic in DMSO
* Rezultate si discutii

Continutul de acid usnic determinat in extractul acetonic uscat este semnificativ mai
mare decat in maceratul acetonic.

In cromatogramele solutiilor diluate s-a observat si prezenta altor compusi organici,

incd neidentificati, care potenteaza efectul terapeutic al extractului uscat.

Studiul II. Cercetari privind proprietatile citotoxice ale extractului uscat de
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. pe Artemia salina L.

Ipoteza de lucru: constituentii chimici existenti in extractul uscat de Usneae lichen au actiune

citotoxica, care ar putea provoca moartea larvelor de Artemia salina L.
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Scopul studiului: evaluarea preliminara a potentialului citotoxic al extractului uscat de Usneae

lichen pe Artemia salina L.

II.1. Material si metoda

Acest studiu preliminar de citotoxicitate s-a realizat pe larvele de Artemia salina L., care au

fost puse 1n contact cu solutii diluate ale extractului uscat de Usneae lichen (EUB).
Cuantificarea efectelor la nivel macroscopic s-a realizat prin masurarea nivelului de
supravietuire al larvelor de Artemia salina L., in conditiile expunerii la concentratii diferite de extract

uscat de Usneae lichen in DMSO un timp limitat.

II.2. Rezultate si discutii

Contactul larvelor de Artemia salina L. cu solutia salina si DMSO a aratat ca cele 2
solutii nu au efect citotoxic asupra acestora.

Dupd contactul cu EUB, s-a calculat DL50, rezultatele obtinute aratand ca extractul
uscat de Usneae lichen prezinta actiune citotoxica evidentd, direct proportionala cu doza si cu timpul de

contact.

Studiul ITI. Evaluarea actiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din
Usneae lichen pe carcinomul lingual cu celule scuamoase, CAL 27
(ATCC® CRL-2095")

Ipoteza de lucru: extractul uscat de Usneae lichen are actiune antitumorala pe carcinomul
lingual cu celule scuamoase.

Scopul studiului: evaluarea actiunii antitumorale in functie de concentratia extractului si de
timpul de expunere si determinarea mecanismelor posibile prin care se produce moartea celulelor

tumorale CAL 27.
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IIL.1. Pregatirea materialului de lucru

Celulele liniei tumorale umane CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) reprezentate de celule epiteliale
scuamoase izolate din carcinomul lingual au fost numarate, evaluandu-se in acelasi timp si viabilitatea

celulara.

III.2. Determinarea modificarilor morfologice

Aceastd determinare s-a realizat prin aplicarea solutiilor diluate din extractul uscat de Usneae
lichen pe culturile de celule tumorale CAL 27. Modificdrile morfologice ale celulelor CAL 27 dupa
contactul cu solutiile testate au fost detectate la microscop.

+ Rezultate si discutii
Analiza culturilor celulare la microscop, dupa contactul acestora cu EUB au evidentiat ca
morfologia celulelor CAL 27 s-a modificat diferit, in functie de varsta culturii celulare, durata de
expunere si concentratia solutiei de EUB testata.
Obsevatiile anterioare au dus la concluzia ca modificarile morfologice s-au datorat

exclusiv extractului uscat de Usneae lichen.

IIL.3. Dozarea proteinelor totale

Dat fiind faptul ca proteinele sunt elemente fundamentale mentinerii vietii, se apreciaza ca
scaderea cantitdtii proteinelor totale conduce la moartea celulara. Pornind de la aceste considerente,
ipoteza de lucru a acestui subcapitol este ca aplicarea diferitelor concentratii de EUB genereaza moartea

celulelor tumorale CAL 27 prin acest mecanism.

Principiul metodei

Colorantul Coomassie Brilliant Blue G (CBBG) in contact cu proteinele, genereaza un complex
de culoare albastrd; concomitent cu formarea complexului albastru are loc si o modificare a capacitatii
maxime de absorbtie.

+ Rezultate si discutii

Analizand rezultatele obtinute se observa ca cantitatea de proteine solubile din celulele tumorale

16



Contributii privind studiul activitatii antitumorale, antioxidante si antibacteriene a extractelor de
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. in patologia oro-dentard - REZUMAT

CAL 27 este direct proportionala cu concentratia EUB.

III.4. Determinarea viabilitatii celulare prin metoda MTT

Principiul metodei:

Metoda colorimetrica cu bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazoliu (MTT) are la
baza capacitatea dehidrogenazelor mitocondriale din celulele vii de a converti substratul hidrosolubil
galben (MTT) in formazan, de culoare albastru inchis, insolubil in apa; cantitatea de formazan produsa
este direct proportionald cu numarul de celule vii [315, 316, 318].

+ Rezultate si discutii
Cea mai intensa activitate citotoxica s-a manifestat la contactul de 24 de ore al celulelor CAL 27

cu EUB.

III.5. Evaluarea apoptozei celulare prin tehnica citometriei in flux

Principiul metodei

Anexina V marcata cu fluorocrom este utilizata pentru detectarea fosfatidil-serinei expusa la
suprafata membranei celulelor apoptotice cu ajutorul citometriei in flux. Conjugarea dintre Anexina V
si fluoresceind (FITC - Fluorescein isothiocyanat) faciliteaza cuantificarea rapida a celulelor apoptotice
marcate fluorescent. Prelucrarea celulelor in vederea evaluarii rezultatelor se realizeaza utilizand kit-ul

“eBioscience™ Annexin V-FITC Apoptosis Detection [344].

+ Rezultate si discutii

Analiza datelor obtinute aratda ca extractul acetonic uscat de Usneae lichen induce apoptoza

celulelor tumorale CAL 27 direct proportional cu concentratia solutiei utilizate si cu timpul de expunere.

III.6. Evaluarea actiunii extractuluiacetonic de uscat de Usneae lichen asupra activitatii

enzimelor antioxidante din celulele tumorale CAL 27

Ipoteza de lucru: extractul acetonic uscat de Usneae lichen are actiune de stimulare a enzimelor
antioxidante din celulele CAL 27.
Scopul studiului: determinarea activitatii principalelor enzime antioxidante din celulele CAL 277: SOD,

CAT si POD si evaluarea nivelului de stimulare a acestora de catre extractul uscat de Usneae lichen, in
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contextul efectului citotoxic exercitat de EUB pe celulele tumorale si in corelatie cu concentratia
extractului si cu timpul de contact.
II1.6.1. Determinarea activitatii superoxid-dismutazei

II1.6.2. Determinarea spectrofotometrica a activitatii catalazei

II1.6.3. Determinarea activitatii peroxidazei

* Rezultate si discutii
Se remarcd o stimulare usoara a activitatii SOD de cdtre EUB, prrcum si o stimulare puternicd
a activitatilor CAT si POD. S-a analizat efectul EUB pe enzimele antioxidante, in stransa legatura cu
citotoxicitatea sa pe celulele CAL 27 si cu influenta sa asupra concentratiei de proteine totale din celulele

CAL 27, determinari realizate in cadrul aceluiasi studiu (subcapitolele III.4. si IIL.5.).

Studiul IV. Studii privind efectele antibacteriene ale extractelor din Usnea
barbata (L.) F.H. Wigg pe specii bacteriene izolate din orofaringe

Ipoteza de lucru: existenta unor posibile efecte antibacteriene ale extractelor in etanol,
acetona si apd din Usneae lichen.

Scopul studiului: evaluarea intensitatii efectului inhibitor asupra speciilor bacteriene izolate
din oro-faringe, pentru fiecare tip de extract de Usneae lichen in parte.

* Rezultate si discutii

Comparand actiunea antibacteriana a extractelor acetonice si etanolice de Usneae lichen pe
ambele genuri de coci Gram-pozitivi testate, s-a observat ca zonele de inhibitie sunt foarte apropiate ca
dimensiuni in cazul Staphylococcus aureus si Streptococcus oralis, in timp ce la Staphylococcus
epidermidis sunt considerabil mai mari.

Se poate afirma, prin analiza rezultatelor, ca extractele apoase sunt practic lipsoite de activitate
antibacteriana.

Dintre bacilii Gram-negativi, Escherichia coli este partial sensibil, deoarece pe zonele de
inhibitie existente se dezvolta tulpini mutante rezistente. Pseudomonas aeruginosa, insa, renumit prin
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rezistenta sa la agenti antibacterieni, a inregistrat nivele mari de sensibilitate comparativ cu Escherichia

coli.

CONCLUZII FINALE

1. Cercetarile fitochimice efectuate pe Usnea barbata (L)F.H.Wigg au evidentiat: mucilagii,

polifenoli si alti compusi cu caracter reducator, precum si acid usnic.

2. Inextractele etanolice se regaseste cel mai mare continut de polifenoli totali; in extractul apos
si in cel acetonic, valorile continutului de polifenoli totali calculate au fost foarte apropiate,

fiind mai mici decat in extractele etanolice.

3. Rezultatele determinarii HPLC au dovedit ca extractul acetonic obtinut prin macerare prezinta
cel mai ridicat continut de acid usnic, urmat - in ordine descrescatoare - de extractul etanolic

si de cel apos.

4. Extractele acetonic, etanolic si apos din Usneae lichen au actiune antioxidanta direct
proportionala cu continutul de polifenoli; extractul etanolic prezintda cea mai intensa

activitate antioxidanta.

5. Extractul acetonic uscat din Usneae lichen prezinta un continut de acid usnic de 8 ori mai

mare decat maceratul acetonic.

6. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. prezinta actiune citotoxica evidenta,
cuantificata prin procentul mare de mortalitate al naupliilor de Artemia salina L. direct

proportionala cu doza si cu timpul de contact.

7. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. are efect citotoxic pe linia celulara

tumorala CAL27, direct proportional cu concentratia solutiilor folosite.
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Citotoxicitatea EUB poate fi explicata si prin scidderea proteinelor totale, dependenta de
concentratia extractului;

Citotoxicitatea indusa de EUB este mai mare dupa 24 ore, comparativ cu cea inregistrata

dupa 48 ore - usor mai scazuta; aceasta mica diferenta se datoreaza, probabil, fenomenelor

reparatorii intracelulare.

Inducerea apoptozei este direct proportionala cu concentratia EUB si cu timpul de contact.

EUB stimuleaza activitatea principalelor enzime antioxidante: activitatea SOD este stimulata
usor, in timp de activitatile CAT si POD cresc semnificativ; cresterea semnificativa a activitatii
CAT si POD comparativ cu SOD s-ar putea justifica prin cresterea productiei de H202
(substratul pe care actioneaza ambele enzime) cauzata de declansarea de catre EUB a

procesului de formare a SRO in mitocondrii.
Din punct de vedere oxido-reducdtor, EUB actioneaza pro-oxidant pe celulele tumorale,
determinand o super-productie de SRO; prin inducerea unui stres oxidativ puternic in celulele

tumorale, EUB scade viabilitatea celulara, producand moartea acestora prin apoptoza.

Extractele alcoolice si acetonice din Usneae lichen au efect antibacterian:

Staphylococcus aureus s-a dovedit a fi sensibil la actiunea extractelor alcoolice si acetonice din

Usnea barbata (L.) F.H.Wigg.

Pseudomonas aeruginosa prezinta o sensibilitate semnificativa la actiunea extractelor acetonice

si etanolice de Usnea barbata (L.) F.H.Wigg.

12.

Rezultatele prezentului studiu demonstreaza ca extractele de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. ar
putea fi utilizate eficient in infectii orodentare in care sunt implicate bacterii rezistente la

terapia antibacteriana obisnuita, completand astfel tratamentul cu antibiotice clasice.
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