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INTRODUCERE

Incd de la inceputurile medicinei, remediile vegetale au fost utilizate ca terapie primar
pentru un spectru foarte larg de afectiuni; utilizarea acestor remedii s-a facut empiric,
necunoscandu-se compozitia exacta a materiei vegetale utilizate sau a extractelor obtinute prin
prelucrarea acesteia.

In mod tipic, compusii bioactivi ai plantelor sunt produsi ca si metaboliti scundari [1].
Fiecare organism viu, pornind de la bacterii pana la organisme animale sau vegetale compuse din
miliarde de celule, poseda diversi compusi chimici necesari supravietuirii si subzistentei. Toti
compusii unui sistem biologic pot fi Tmpartiti in doud categorii mari. Una este formatd din
metabolitii primari, ce sunt substante chimice ce se leagd de cresterea si dezvoltarea
organismului, precum carbohidratii, aminoacizii, proteinele si lipidele. In a doua categorie intra
metabolitii secundari, ce sunt un grup de compusi diferiti de metabolitii primari ce au ca scop
cresterea capacitdtii organismului de a supravietui si de a depasi obstacolele locale prin
posibilitatea interactiunii cu mediul Tnconjurator [2].

Din acesti metaboliti secundari, unii au efecte asupra sistemelor biologice, fiind considerate
compusi bioactivi. Astfel, o definitie simpld a compusilor bioactivi de origine vegetald este ca
acestia reprezintd compusi vegetali ce elicita efecte farmacologice sau toxicologice atat la
oameni cat si la animale [1].

In aceasta perioadi, o directie foarte importanta luati de cercetarea farmaceutici consta in
utilizarea plantelor medicinale si a fitocompusilor bioactivi, pe toata suprafata globului. in ciuda
conceptiei comune conform céreia toti fitocompusii sunt siguri, acestia prezintd aceleasi riscuri
precum compusii sintetici. Astfel, este necesara eclucidarea efectelor secundare, a dozelor
corespunzatoare, identificarea fitocompusilor bioactivi si modalitati eficiente de extractie si
conservare a acestora.

Laboratoare din toatd lumea au descoperit mii de compusi vegetali cu efecte inhibitorii
asupra tuturor tipurilor de microorganisme in vitro. Multi dintre acestia trebuie supusi studiilor
pe modele animale si umane pentru determinarea eficientei in vivo, interesand in mod particular
studiile de toxicitate precum si efectele asupra florei saprofite endogene. Ar fi un maret avantaj
standardizarea metodelor de extractie si de testare in vitro pentru ca aceastd cautare de noi

compusi sa fie mai bine sistematizata, iar rezultatele sa prezinte o variabilitate cdt mai mica.



Cavitatea orald este compusa din mai multe suprafete, fiecare acoperitd cu o pletorda de
bacterii, reprezentand biofilmul bacterian. Unele dintre acestea sunt implicate in bolile orale
precum cariile dentare si peridontitele, afectiuni cu prevalentd mare la populatia umana. De
exemplu, s-a estimat ca cel putin 35% din adultii cu varste intre 30 si 90 de ani din Statele Unite
ale Americii suferd de parodontitd. Mai mult, 3 specii bacteriene orale specifice au fost implicate
intr-o gama larga de boli sistemice, precum endocardita bacteriana, pneumonia de aspiratie
osteomielita infantild si boli cardiovasculare [4].

Peste 700 de specii bacteriene (gram-pozitive, gram-negative si arhaea) au fost identificate
in cavitatea orald umand, majoritatea fiind asociate cu placa dentard, facand astfel comunitatea
microbiana orald una dintre cele mai complexe flore microbiene din corpul uman.

Am ales aceastd temd 1n urma observdrii unei tendinte generale de cercetare in aria
compusilor naturali, proveniti de la specii vegetale, atit in domeniul farmaceutic cat si in cel
medical. De asemenea, am fost motivat de constientizarea dezvoltarii rapide a rezistentei
microbiene la agentii chimioterapici existenti, fapt ce conduce la aparitia tulpinilor microbiene
multirezistente ce devin din ce Tn ce mai greu de eliminat. Tn opinia personal, acest fenomen
poate fi combdtut prin descoperirea de noi compusi fatd de care tulpinile bacteriene nu au
dezvoltat inca rezistentd, conducand la o imbundtatire a rezultatelor terapiei antimicrobiene, dar
si la potentiala dezvoltare de derivati ai acestor compusi ce poate asigura sustinerea eficientei
antimicrobiene pe o perioada lunga de timp.

Teza doctorald este divizata in PARTE GENERALA si STUDII PERSONALE.
Bibliografia accesata este prezentata in cadrul bibliografiei selective, aceasta fiind structurata in
ordinea citarii n text.

Realizarea acestei teze doctorale nu ar fi fost posibila fara implicarea coordonatorului
stiintific, Prof. univ. dr. Badea Victoria, careia doresc sa-i aduc mulfumiri sincere pe aceasta
cale. De asemenea as dori sa multumesc corpului didactic din cadrul Facultatii de Farmacie
Constanta, fara de care nu as fi putut realiza cercetarea doctorala.

Nu in ultimul rand doresc sa aduc multumiri familiei i apropiatilor care s-au implicat in
desfasurarea cercetarii doctorale si care mi-au oferit sustinerea neconditionata pe durata anilor de
studiu.

Cuvinte cheie: Sempervivum ruthenicum, HPLC, DPPH, antioxidant.



PARTE GENERALA

In prima parte a tezei este descris un scurt istoric al utilizarii plantelor medicinale,
punéndu-se accent pe importanta remediilor vegetale in decursul istoriei omenirii, precum si pe
actualitatea cercetarilor din acest domeniu, datoritd potentialului mare de identificare a unor
molecule noi care pot servi atit ca medicatie cat si ca punct de plecare pentru obtinerea unor
substante active de semi-sinteza cu proprietati farmacologice superioare. Capitolul II se refera la
rezistenta bacteriana la antibiotice si prevalenta acestui fenomen la nivel European. Acest capitol
trece Tn revista mecanismele care stau la baza rezistentei bacteriene la antibiotice si subliniaza
necesitatea identificarii unor molecule active noi la care microorganismele sa nu fi dezvoltat inca
rezistentd. Al treilea capitol se refera la o consecintda a colonizarii bacteriene si anume stresul
oxidativ. Acest capitol detaliaza geneza radicalilor liberi la nivelul cavitatii bucale si subliniaza
efectele stresului oxidativ atat in patogeneza cat si in fiziopatologia unor afectiuni ale cavitatii
bucale. Tn acest capitol mai este detaliata si influenta stresului oxidativ de la nivel oral asupra
altor patologii precum bolile cardiovasculare. Capitolul IV descrie caracteristicile genului
Sempervivum avand in vedere caracteristici morfologice ale genului si in particular asupra
speciei Sempervivum ruthenicum Koch. Capitolul V. detaliaza metabolismul si produsii
metabolici ai genului, punandu-se accent pe produsii metabolismului secundar al speciei
Sempervivum ruthenicum. Acest capitol trece in revista si cercetarile actuale din domeniul
medical si farmaceutic asupra speciei S. ruthenicum Koch, precum si actiunile generale al

fitocompusilor constituenti.



STUDIUL I.

IPOTEZA DE LUCRU - extractele obtinute din Sempervivum ruthenicum Koch contin
fitocompusi care pot fi utilizati in practica medicala.
SCOPUL STUDIULUI - obtinerea unor extracte din produsul vegetal in care sa se identifice si

sa se caracterizeze cei mai reprezentativi fitocompusi cu actiune farmacologica.

Tn acest studiu se descrie recoltarea si prepararea unor extracte vegetale din frunzele
speciei Sempervivum ruthenicum Koch, pundndu-se accent pe caracterizarea morfologica a
specimenelor colectate, precum si pe tehnicile folosite in scopul obtinerii extractelor vegetale.
Specia aleasa pentru cercetarea din cadrul acestei lucrdri este Sempervivum ruthenicum Koch,
denumita popular si “urechelnitd”. Aceasta este o raritate florala, regasitd in zone stincoase si
aride din Dobrogea. Specia se caracterizeaza prin inflorescente compuse, de culoare galbena, ce
prezintd la baza petalelor o coloratie rosie distincta, deosebindu-se de alte specii din genul
Sempervivum.

In scopul obtinerii unor extracte vegetale din specia Sempervivum ruthenicum Koch
recoltatd din arealul natural prezentat anterior, am folosit atat produs vegetal uscat cat si produs
vegetal proaspat recoltat.

In ambele cazuri am efectuat 3 tipuri de extracte, pentru fiecare tip de produs vegetal
(uscat si proaspdt), utilizand ca solventi etanol absolut, un amestec hidroetanolic (50% m/m) si
apa dublu distilata. Pentru fiecare tip de extract am utilizat 10g produs vegetal si am completat
pani la 100 g cu solvent de extractie. In cazul extractelor realizate din produsul vegetal proaspit,
s-a tinut cont de pierderea prin uscare, calculandu-se cantitatea necesarda de material vegetal

echivalenta cu 10 g produs uscat.

METODOLOGIA DE LUCRU

Determinarea polifenolilor totali - Metoda Folin-Ciocélteu (F-C) de analiza este cea
mai simpld metodd disponibila pentru determinarea continutului fenolic din produsele vegetale
sau alimentare. Pentru determinarea continutului polifenolic total din extracte am utilizat metoda

lui Shirazi si colab. [93], cu mici modificari in ceea priveste utilizarea standardului de pirogalol.



Determinarea flavonoidelor totale - Evaluarea spectrofotometrica bazatd pe formarea
complexului de aluminiu este una dintre cele mai utilizate proceduri pentru determinarea
flavonoidelor totale, deoarece acesta reprezintd un parametru important in evaluarea calitatii
plantelor medicinale. Tn cadrul studiului personal am utilizat metoda propusa de Piyanete si
colab. [96]. Quercetina a fost utilizata ca standard, iar continutul de flavonoide a fost determinat

ca echivalent al quercetinei.

Analiza componentelor extractelor vegetale prin cromatografia de lichide de inalta
performanta - Pentru separarea, identificarea si cuantificarea compusilor activi din extractele
vegetale s-a adaptat o metodda HPLC standardizata de determinare a polifenolilor totali, descrisa
de monografia USP 30-NF25 [97]. In acest scop a fost utilizati o cromatograma HPLC Agilient
1200 cu pompa cuaternara, DAD, termostat, sistem de degazare si autosampler. Conditiile de
lucru au inclus:

e coloand cromatografica tip C18, 250 mm x4,6 mm; 5 pm (Zorbax XDB sau echivalenta);
e faza mobila (elutie in gradient):

» solutia A — acid fosforic 0,1%,

» solutia B — acetonitril;

temperaturi: 35°C;

e debit: 1,5 mL/min;
e detectic UV: 310 nm, 335 nm, 360 nm;
e volum de injectie: 20 pL;
e timpul de analiza: 20 minute.

Identificarea si determinarea cantitativa a principiilor active din solutia de analizat s-au efectuat
prin compararea cromatogramelor amestecului de standarde si a solutiilor individuale de standard cu

cromatogramele solutiei de analizat.

Evaluarea capacititii antioxidante prin metoda DPPH - Evaluarea DPPH este o
metoda simpla si intens folosita pentru masurarea abilitatii compusilor de a actiona ca scavangeri
ai radicalilor liberi sau ca donatori de hidrogen si pentru a evalua activitatea antioxidantd a

acestora. Aceasta poate fi utilizata si pentru cuantificarea antioxidantilor din sisteme biologice
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complexe, atdt pentru probe solide cat si pentru probe lichide. Aceastda metoda este usoara si se
aplica pentru a masura capacitatea antoxidantd totala si activitatea antiradicali a extractelor
vegetale. Efectuarea evaluarii DPPH a fost bazata pe metoda utilizatd de Ravichandran si colab.
[99] cu modificari. Solutia stoc de DPPH 4% a fost preparata in metanol absolut, absorbanta
acesteia fiind masurata la 517 nm, fiind stocata la Intuneric Toate analizele au fost efectuate in
triplu exemplar, iar datele sunt raportate ca medie * deviatie standard (DS). Datele au fost supuse
analizei variantei (ANOVA) (P<0.05). Rezultatele au fost procesate cu ajutorul programului
Microsoft Excel 360 (Microsoft Office 2016).

REZULTATE SI DISCUTII

Conform rezultatelor obtinute in urma analizei cromatografice a extractelor vegetale
preparate, s-a putut observa o varietate de compusi fenolici, fie de tipul acizilor liberi, fie de tipul
flavonoidelor. In comparatie cu alte rezultate din literatura de specialitate [61-67], analiza
cromatografica efectuata a aratat ca toti polifenolii identificati de Gomenyuk si colab. s-au
regdsit in analiza proprie. Compusii polifenolici de tipul acizilor liberi au fost regasiti in toate
tipurile de extracte vegetale, desi cea mai mare varietate a acestora s-a putut observa in extractele
hidroetanolice, datoritd puterii superioare de solvatare a amestecului de solventi.

In ceea ce priveste determinarea cantitativa a acizilor polifenolici liberi s-a putut observa
o diferentd marcatd intre extractele efectuate din produsul vegetal uscat si cele efectuate din
produsul vegetal proaspit. In cazul produsului vegetal proaspit s-au observat cantititi mai mici
de acizi polifenolici, precum si lipsa unor compusi precum acidul cafeic, acidul cinamic, acidul
clorogenic si Z-resveratol.

Tn privita celorlalti constituenti, am putut identifica toti compusii mentionati in literatura
de specialitate, cu exceptia sedoeptulozei, care nu a putut fi identificatd datoritd conditiilor
cromatografice.

Astragalina a fost cel mai proeminent fitocompus de tip heterozidic identificat, regasindu-
se 1n toate tipurile de extracte vegetale si putand fi determinata cantitativ. Cel mai complex profil
al fitocompusilor s-a putut observa in cazul extractelor PVUETS50 si PVPETS50, datoritd puterii

mari de solvatare a amestecului de solventi, acesta fiind capabil sa extraga atat compusii lipofili
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cat si pe cei hidrofili. Cu toate acestea, raiman In continuare numerosi fitocompusi care nu au
putut fi identificati prin metoda HPLC datoritd numarului limitat de standarde utilizate.

In urma evaludrii capacititii antioxidante a extractelor, realizatd prin metoda DPPH,
rezultatele obtinute sugereaza o activitate antioxidantd bund a extractelor analizate. Se poate
observa ca extractele din produs vegetal uscat prezintd capacitate antioxidanta ridicatd si o
concentratie inhibitorie 50% mica. Dintre aceste extracte, cea mai bund activitate inhibitorie a
prezentat-o extractul hidroetanolic, fapt ce poate fi explicat prin solubilitatea sporita in sistemul
de solventi a acizilor polifenolici liberi, principalii responsabili pentru aceasta activitate.

In ceea ce priveste extractele realizate din produsul vegetal proaspat, rezultatele au fost
mai slabe decat in cazul produselor anterior mentionate. In acest caz, cea mai pronuntati
activitate antioxidantd a fost prezentatd de extractul hidroetanolic, fiind urmata de extractul
etanolic. In cazul valorilor IC50, extractul hidroetanolic a prezentat cea mai micd activitate

totale au fost cu mult mai mari fata de cele prezentate de extractele discutate anterior.
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STUDIUL 1l

IPOTEZA DE LUCRU - extractele obtinute din Sempervivum ruthenicum Koch contin
fitocompusi cu efect antibacterian si antiinflamator in vitro.
SCOPUL STUDIULUI - utilizarea extractelor vegetale pentru a demonstra actiunea

antibacteriana si antiinflamatorie in vitro.

Acest studiu a avut ca scop evaluarea efectelor antibacterian si antifungic a extractelor
obtinute anterior prin metode difuzimetrice, impotriva unor patogeni regasiti la nivelul cavitatii
bucale si implicati in cariogeneza. De asemenea, studiul a urmarit evaluarea in vitro a activitatii
antiinflamatoare a extractelor obtinute, prin inhibarea enzimei xantin oxidaza si prin inhibarea

denaturarii termice a albuminei.

METODOLOGIA DE LUCRU

Studii privind efectul antibacterian al unor extracte vegetale din Sempervivum
ruthenicum Koch - In scopul desfasurarii experimentului au fost selectate trei specii bacteriene
saprofite, conditionat patogene izolate clinic din cavitatea bucala, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus citreus si Streptoccocus sanguis (viridans). Acestea au fost identificate utilizand
kit-uri Api® 20 Strep (bioMereaux, Franta), respectiv Api® 20 Staph (bioMereaux, Franta).
Placile utilizate pentru izolarea culturilor au fost de tip geloza sange (REF 6378, Bio-Rad,
Dubai) si Mueller Hinton (REF 63824, Bio-Rad, Dubai). Toate instrumentele utilizate au fost
sterile, iar 1n scopul aprecierii turbiditatii a fost utilizat un spectrofotometru UV-VIS Varian Cary
50 (Agilient Technologies). Activitatea antibacteriana a extractelor vegetale a fost evaluata
pornind de la o metoda standardizata, respectiv metoda difuzimetrica, care a fost adaptata [109].
Principiul metodei difuzimetrice se bazeaza pe o relatie de directd proportionalitate intre nivelul
de sensibilitate si marimea ariei de inhibitie a dezvoltdrii coloniilor de germeni in jurul
comprimatului de antibiotic. Adaptarea realizatda in cadrul studiului a constat in inlocuirea
comprimatelor de antibiotic cu rondele de hartie de filtru saturate cu solutia de testat. Fiecare din
tulpinile bacteriene identificate au fost inoculate in bulion proaspat preparat, obtindndu-se 0

concentratie exprimata printr-o valoare a turbiditatii de 0.5 Mac Farland [109]. Aceste suspensii
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au fost apoi, Insamantate pe medii de culturda Muller Hinton cu ajutorul unui tampon steril.
Rondelele de hartie de filtru sterile au fost saturate cu 10 pL. de extract cu concentratia de 500
mg/mL. Probele au fost aplicate pe suprafata mediilor insamantate apoi, acestea au fost incubate
timp de 24 de ore la o temperaturd constanta de 36.5 + 0.5°C. Dupa cele 24 ore de termostatare,
placile au fost evaluate pentru determinarea ariilor de inhibitie. Toate experimentele au fost
realizate in triplu exemplar rezultatele fiind exprimate ca medie + deviatie standard. Masurarea
ariilor de inhibitie s-a realizat prin utilizarea software-ului AutoCAD 2018, utilizand diametrul
filtrelor impregnate cu extractele vegetale ca masura de referinta. Prelucrarea statistica a datelor

a presupus determinarea indicelui de corelatie Pearson cu ajutorul software-ului Microsoft Excel

360.

Studii privind efectul antifungic al unor extracte vegetale din Sempervivum
ruthenicum Koch - Tn scopul acestui expriment s-a utilizat o tulpind de referinta Candida
albicans ATCC 10231, care a fost crescutd pe un mediu de cultura Sabouraud timp de 96 de ore
la o temperaturd de 32°C. Confirmarea patogenului a fost efectuata in urma analizarii coloniilor
formate. Activitatea antifungici a extractelor vegetale a fost determinatad prin metoda
difuzimetrica [109], conform metodologiei prezentata anterior, cu mici modificari. Ariile de
inhibitie ale extractelor vegetale au fost evaluate la 24 si la 48 de ore de la Inceperea incubarii
mediilor de culturd. Toate experimentele au fost realizate in triplu exemplar rezultatele fiind
exprimate ca medie =+ deviatie standard. Masurarea ariilor de inhibitie s-a realizat prin utilizarea
software-ului AutoCAD 2018, utilizand diametrul filtrelor impregnate cu extractele vegetale ca

masurd de referinta.

Evaluarea activitatii anti-inflamatorii prin inhibarea xantin oxidazei - Metoda
utilizatd in acest studiu a fost propusa de catre Isa si colab. [118]. Aceastd metoda presupune
utilizarea extractelor vegetale in diferite concentratii pentru a determina, spectrofotometric,
gradul de inhibare al xantin oxidazei in functie de cantitatea de acid uric formatd in prezenta sa.
Allopurinolul este utilizat ca standard pozitiv datorita inhibarii competitive a xantin oxidazei la

doze mici.
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Evaluarea activitatii anti-inflamatorii prin inhibarea denaturarii termice albuminei
- Determinarea procentului de inhibare a denaturarii albuminei reprezinta o metoda des utilizata
n screening-ul extractelor vegetale, fiind des mentionata in literatura de specialitate [121-129].
In scopul determindrii capacititii de inhibare a denaturirii albuminei, a fost aplicatd metoda
propusa de catre Kahn si colab. [24]. Valorile 1C50 pentru fiecare extract au fost calulate prin
interpolare, utilizdndu-se ecuatia dreptei rezultate din trasarea procentului de inhibitie fata de

concentratie.

REZULTATE SI DISCUTII

In urma analizirii corelatiilor stabilite intre activitatea antibacteriani a extractelor
vegetale si profilul fitochimic al acestora, se poate observa ca exista o corelatie puternicd intre
continutul polifenolic total, determinat prin metoda Folin Ciocélteu, continutul polifenolic
determinat prin HPLC, precum si intre cantitatea de fitocompusi determinati si fitocompusi
totali, cuantificati prin HPLC si activitatea antibacteriana asupra speciei Staphylococcus aureus.
In cazul celorlalte specii bacteriene, existi corelatii bune intre profilul fitochimic si activitatea
antibacteriand a extractelor asupra stafilococului citrin, dar existd o singurd corelatie Intre
continutul polifenolic determinat prin HPLC si activitatea antibacteriand Tmpotriva
streptococului viridans.

Ariile de inhibitie demonstrate de extractele vegetale efectuate din Sempervivum
ruthenicum Koch asupra unei tulpini de referintd Candida albicans au fost slabe in comparatie cu
rezultatele obtinute de acestea impotriva unor specii bacteriene. Pe langa faptul ca ariile de
inhibitie au fost demonstrate doar de 2 extracte efectuate din produs vegetal uscat, eficacitatea
Tmpotriva microorganismului a fost limitata, observandu-se la 48 de ore scaderea acestei arii de
inhibitie. Dimensiunea mica a ariilor de inhibitie obtinute pe tulpina de Candida albicans a
condus la luarea deciziei de a nu continua evaludrile pe acest tip de microorganism.

Inhibarea Xxantin oxidazei de catre extractele vegetale reprezinta o actiune favorabild a
acestora, venind In completarea activitatii sale antioxidante cu reducerea producerii de radicali
superoxid [117]. Extractele vegetale hidroetanolice au demonstrat cea mai buna activitate
inhibitorie conform valorilor IC50 desi aceasta este mai scizuti decat in cazul allopurinolului. Tn

ciuda faptului ca alte specii ale genului Sempervivum au fost studiate de catre alti autori, nu am
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a altor specii vegetale inrudite, aceasta evaluare a extractelor din Sempervivum reprezentand un
element de noutate.

Din datele prezentate, se poate observa ca toate extractele vegetale prezinta o activitate
inhibitorie semnificativa la doze mari (1000 pg/mL), cu valori comparabile cu cele demonstrate
de standard (<90%). Este de asemenea, de notat cd si extractul hidroetanolic realizat din
produsul vegetal poaspat prezintd o valoare IC50 similard, sugerand un continut ridicat de
compusi responsabili de aceastd actiune. In contrast, extractele apoase au demonstrat cea mai
slaba actiune inhibitorie a denaturdrii albuminei, fiind urmate de extractul etanolic realizat din
produs vegetal uscat. Tn mod surprinzator, extractul alcoolic realizat din produs vegetal proaspit
a prezentat un grad ridicat de inhibare a denaturarii proteinei la toate concentratiile testate, avand

o valoare IC50 mai mica decat cea a standardului utilizat (192.14 + 4.433 pg/mL).

16



STUDIUL 11

IPOTEZA DE LUCRU - Extractele hidro-etanolice realizate din produs vegetal uscat si produs
vegetal proaspat pot fi formulate ca plasturi mucoadezivi destinati administrarii pe mucoasa
bucala.

SCOPUL STUDIULUI - Formularea si evaluarea in vitro a unor preparate mucoadezive

destinate administrarii bucale, Incarcate cu principiile active din extractele vegetale realizate.

Acest studiu prezinta formularea si evaluarca farmaco-tehnicd a unor plasturi
mucoadezivi destinati administrarii in cavitatea orald, incarcati cu extractele vegetale
hidroetanolice realizate din produs vegetal uscat si produs vegetal proaspat. In urma evaluarii
farmacotehnice a plasturilor obtinuti, s-a evaluat impactul acestora asupra stresului oxidativ de la

nivelul cavitatii bucale cu ajutorul unui lot de 48 de voluntari sanatosi fumatori si nefumatori.

METODOLOGIA DE LUCRU

Formularea si evaluarea in vitro a plasturilor mucoadezivi cu extract hidro-alcoolic
din Sempervivum ruthenicum Koch - Extractele filtrate au fost apoi supuse eliminarii
solventului prin Incélzire la presiune redusa, cu ajutorul unui evaporator rotativ IKA RV10, la o
temperaturd de 70°C. In urma elimindrii solventului, au fost obtinute extractele vegetale uscate,
care au fost triturate si stocate intr-un desicator pentru utilizare. Polimerii utilizati pentru
formularea plasturilor au constat in gelatina, pectind obtinutd din mar, polivinil pirolidona si
metilceluloza. Toti polimerii au fost procurati de la Sigma, fiind de calitate analiticd. Plasturii
mucoadezivi orali incarcati cu extractele uscate de Sempervivum au fost preparati conform
metodei propuse de Hashemi [137], cu mici modificari. Evaluarile farmacotehnice efectuate au
inclus: uniformitatea masei, grosimii si a flexibilitatii plasturilor obtinuti, masurarea pH-ului
suprafetei filmelor, uniformitatea continutului, determinarea indicelui de umflare, determinarea
fortei mucoadezive si stabilirea profilului de eliberare in vitro a principiilor active din forma

farmaceutica.
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Evaluarea activititii antioxidante a plasturilor mucoadezivi in vivo - Studiul a inclus 48 de
voluntari clinic sanatosi cu varste cuprinse intre 20 si 35 de ani, care si-au exprimat
consimtdmantul scris, liber informat conform prevederilor Declaratiei Asociatiei Medicale
Mondiale de la Helsinki (revizuitd in 2000, Edinburg), cu aprobarea Comisiei de Bioetica a
Universitatii “Ovidius” din Constanta nr. 17712/12.11.2018.
Criteriile de includere in studiu au cuprins:

e Virste cuprinse Intre 18 si 35 ani;

e Statut clinic sanatos;

e Statut de fumator si nefumator;

e Lipsa reactiilor alergice la excipientii utilizati pentru formularea plasturilor;

Extractele vegetale utilizate au fost testate pentru prezenta alcaloizilor prin reactia
Dragendorff, aceasta fiind negativd in ambele cazuri. De asemenea, in urma screening-ului
HPLC nu s-au putut determina urme de alcaloizi sau fitocompusi cunoscuti cu potential toxic.
Literatura de specialitate accesatd nu a adus in discutie compusi cu potential toxic sau reactii
adverse asociate cu utilizarea extractelor vegetale realizate din plantele genului Sempervivum
[58-60, 102, 104].

Voluntarii au fost impartiti In doud grupuri egale in functie de statutul de fumator.
Fiecare grup a fost impartit In mod aleator in 3 sub-grupuri in functie de tipul de formulare
mucoadeziva aplicata: fara extract vegetal (grup de control), cu extract vegetal realizat din
produs vegetal uscat (PVU) si cu extract realizat din produs vegetal proaspat (PVP).

Voluntarii au fost instruiti sd nu efectueze periajul dentar zilnic in ziua efectudrii
experimentului, avand restrictie la utilizarea produselor precum guma de mestecat, apa de gura si
drops-uri orale. De asemenea, pacientii din grupul de fumatori nu au consumat produse pe baza
de tutun sau hrand in ziua respectivd, pand la finalizarea evaluarii. Voluntarii au consumat 350
mL apa plata la fiecare ora pe perioada experimentului.

Probele de saliva au fost prelevate in recipiente sterile la intervale fixe de timp, prin
programarea unor cronometre digitale. Plasturii mucoadezivi au fost aplicati tuturor pacientilor
pe mucoasa din regiunea plasneului bucal prin presarea usoara a acestora timp de 20 de secunde.
In urma colectarii probelor, acestea au fost supuse centrifugirii cu ajutorul unei centrifuge

Eppendorf 5415C, la 13,000 rpm timp de 10 minute, in vederea eliminarii sedimentelor.
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Evaluarea capacitatii antioxidante a salivei a fost efectuata cu ajutorul radicalului liber DPPH,

Tntr-o maniera similard cu cea descrisad anterior.

REZULTATE SI DISCUTII

Dupa aplicarea plasturilor mucoadezivi s-a putut observa initial o scadere a activitatii
inhibitorii a salivei la toate subgrupurile studiate, urmata de o crestere constantd a activitatii
inhibitorii fati de DPPH, cu pani la 25.7% fati de valorile initiale. In ceea ce priveste
comparatia intre tipurile de extract folosite, s-au putut observa o crestere mai accentuatd a
activitatii inhibitorii fatd de DPPH la voluntarii tratati cu plasturi PVU, in comparatie cu cei
tratati cu plasturi PVP. Timpul de rezidenta orala a depasit timpul total de eliberare determinat in
vitro, dar cu toate acestea, s-au putut trasa corelatii directe, semnificative din punct de vedere
statistic Intre rezultatele evaluarii capacitatii antioxidante a salivei fatd de DPPH si profilul de

eliberare determinat in vitro.
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CONCLUZII FINALE

. Rezultatele obtinute prin analiza HPLC a extractelor vegetale au relevat
existenta unor concentratii mari de fitocompusi cu naturd polifenolica si cu
potential terapeutic, precum acizi polifenolici liberi, flavonoide, heterozide
st flavonoli.

. Toate extractele vegetale evaluate au prezentat o capacitate antioxidanta
ridicata, exprimata prin inhibarea radicalului liber DPPH. Dintre acestea,
extractul hidroetanolic realizat din produs vegetal uscat a prezentat cea mai
mare capacitate inhibitorie a radicalului DPPH.

. Extractele vegetale studiate prezintad actiune antibacteriana in vitro, cel mai
eficient fiind extractul hidroetanolic realizat din produs vegetal uscat.

. Extractele vegetale studiate prezinta actiune antifungica neglijabila fata de
Candida albicans.

. Toate extractele vegetale poseda capacitatea de inhibare a xantin oxidazei in
mod eficient, corelandu-se cu continutul total de flavonoide al acestora.

. Conform rezultatelor obtinute, extractul hidroetanolic realizat din produs
vegetal proaspat prezintd cea mai pronuntatd activitate inhibitorie fata de
xantin oxidaza.

. Toate extractele vegetale posedd capacitatea de inhibare a denaturarii
termice a albuminei, rezultatele corelandu-se cu continutul flavonoidic al
acestora.

. Conform rezultatelor obtinute, extractul hidroetanolic realizat din produs
vegetal uscat prezintd cea mai pronuntatd activitate inhibitorie fata de
denaturarea termica a albuminei.

. Extractele vegetale hidroetanolice obtinute din Sempervivum ruthenicum
Koch se preteaza incorporarii intr-un matrix polimeric in scopul formularii
unor plasturi mucoadezivi cu proprietati farmaco-tehnice corespunzatoare
exigentelor farmacopeice.

10.Plasturii mucoadezivi in care a fost ncorporat extractul realizat din produs

vegetal uscat au condus la cea mai pronuntatd crestere a capacitatii
antioxidante totale atat la voluntarii fumatori cat si la cei nefumatori.
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