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OBIECTIVELE SI SCOPUL LUCRARII

Stresul oxidativ, exogen si endogen, reprezintd un factor declansator al unor perturbari biochimice si
fiziologice care se propaga in lant si sunt implicate in patogeneza unor maladii degenerative sistemice sau cu tinta
particulara la nivel de tesut sau organ. Pielea are o expunere mare la agresiunile externe fizice (ex.: radiatia UV) si
chimice (ex.: agenti xenobiotici) generatoare de stres oxidativ, astfel incat devine un organ susceptibil la
transformari generate de radicalii liberi reactivi, cu repercursiuni de modificare in fiziologie si inducere de disfunctii
si patologii: fotosensibilitate, arsuri, rani si infectii cutanate, transformari maligne. Homeostazia cutanata perturbata
poate fi restabilita in functie de gradul de dezechilibru prin aport antioxidant individual, cat si prin actiuni sinergice
ale unor complexe biologic active care intervin in mecanismele generatoare de instalarea si/sau progresia bolii (ex.:
inflamatie, proliferare celulard, refacere matrice proteica extracelulard, reepitelizare, progresie tumorala) — Figura 1.

Radiatii UV

m Leziuni mecanice (rani
Procese metabolice de diferite etiologii)
Surse de - - T
e e Endogene Radicali liberi Exogene
mitocondriala . :
Invazie microbiana

Agenti
chemoterapeutici

Inflamatie celulara

Degradari in cascada ale
proceselor metabolice
functionale/
componentelorstructurale

Stres oxidativ
celular

Inflamatie Cancer (fenomene Fotoimbatranire
hiperproliferative)

Figura 1. Factori declansatori ai stresului oxidativ celular si impactul acestuia in procese degenerative

Scopul cercetirilor prezentei teze de doctorat este identificarea, caracterizarea, monitorizarea si
modularea in vitro a unor procese celulare si moleculare implicate in perturbiri degenerative cutanate prin
interventia selectiva a unor complexe biologic active individuale si asociate. Variabilitatea statusului functional
celular va fi mimatd in vitro prin actiunea unor molecule semnal recunoscute pentru impactul lor diferentiat la
nivelul proceselor pro-oxidative si pro-inflamatorii, ubicuitare ca raspandire si cauzalitate in patologiile
degenerative.

Obiectivele acestui studiu se refera la:

- Elaborarea unor modele experimentale in vitro, relevante pentru un screening complex multi-parametric
al eficacitatii unor biocomplexe vegetale in terapii dermatologice;

- Validarea modelelor experimentale utilizand testarile unor antioxidanti cunoscuti (ex.: N-acetil-Cisteina,
vitamina C), agenti anti-proliferativi (metotrexat), sau anti-inflamatori (dexametazona);

- Aplicabilitatea modelelor experimentale pentru definirea efectului nou de produs, prin determinarea in
vitro a profilului toxicologic si de actiune specifica a biocomplexelor vegetale optimizate;

- Evaluarea interrelationala efect pricipiu activ. <«— design complex bioactiv si directionarea catre
tratamentul afectiunilor degenerative cutanate specifice /tinta.

Originalitatea acestui studiu consta in algoritmul de obtinere si aplicabilitate a unor complexe biologic
active cu design si actiune in vitro specificd unor maladii cutanate, valorificand conceptul de ,.green therapy” pe
care se bazeazad tendintele industriei cosmetice si farmaceutice actuale. Patologiile cutanate scad calitatea vietii
avand un impact social si economic major prin incidenta crescuta la nivel populational; amplificatd de conditiile de
mediu si climatice si agravarea poluarii nediului in care traim. Desi existd multiple solutii terapeutice in special de
sinteza, eficienta tratamentului scade 1n timp, prin aparitia unor fenomene de rezistenta sau efecte alergice adverse.

Cu toate ca terapiile naturiste au caracter traditional, bazele stiintifice ale acestora nu au fost complet
clarificate. In acest context, teza de doctorat are un aport inovativ privind abordarea si investigarea profilului de
eficacitate/ toxicitate optim pentru complexele vegetale asociate In grupuri structurale bine definite si obtinute
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particularizat din extracte de Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense si din deseuri
vegetale din specii de Solanum lycopersicum si Vitis vinifera.

Stagiile de actiune asupra celulei, determinarea si modelarea statusului celular in vitro integreaza
tehnici de cultivare si metodologii performante de screening multiparametric la nivel celular si molecular in modele
experimentale originale de iradiere, stimulare a unor factori specifici de crestere si de monitorizare a unor cascade
de producere a radicalilor liberi utilizand atat de linii standardizate, precum si culturi primare normale si tumorale.
Un factor declansator al disfunctiilor cutanate si dezvoltarea in patologii degenerative este stresul oxidativ, care
reprezinta tinta terapeutica a prezentului studiu si relevanta eficacitatii multivalente a biocomplexelor optimizate in
structura si efect.

Un alt aspect important al cercetdrilor, care accentueaza contributia inovativa, este valorificarea deseurilor
vegetale - recuperare si exploatare tehnologica din specii de Solanum lycopersicum si Vitis vinifera. Acestea
rezultd din convergenta rezultatelor cercetarii efectelor biologice ale asocierilor de extracte active cu perspective
autentice In formularea, conditionarea si realizarea de produse destinate afectiunilor cutanate.

Cuvinte cheie: stres oxidativ, tesut cutanat, fotoprotectie, inflamatie, melanom, Salvia officinalis, Corylus avelana,
Arctium lappa, Trifolium pratense, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera

Teza de doctorat intitulata ,,Cercetari avansate pentru testarea unor biocomplexe vegetale cu actiune in
patologii degenerative cutanate”, este alcatuita din doud parti si structurata in 5 capitole.

Partea I. Stadiul actual al cunoasterii. In primele trei capitole sunt prezentate datele din literatura de
specialitate, care reflecta stadiul actual al cunoasterii in ceea ce priveste rolul stresului oxidativ ca factor declansator
in patologii cutanate, impactul factorilor endogeni si exogeni generatori de stres oxidativ,reglarea homeostaziei
redox prin aport antioxidant.

Partea II. Contributii proprii. Prezinta evidentierea actiunii unor complexe vegetale, active in combaterea
stresului oxidativ la nivel cutanat.

Capitolul 4 prezintd modelele experimentale si metodele utilizate in dezvoltarea lor, extractele vegetale
studiate, precum si liniile celulare standardizate (fibroblasti —HS27, keratinocite-HaCaT, celule endoteliale —
HUVEC, celule de melanom murinic — B16F10) relevante pentru efectul terapeutic urmarit. De asemenea sunt
prezentati toti reactivii si echipamentele utilizate in cadrul modelelor experimentale.

Capitolul 5 prezintd evidentierea unor procese celulare si moleculare reprezentative pentru patologii
dermatologice degenerative, modulate de principii active naturale cu potential antioxidant, prin dezvoltarea si
aplicarea modelelor experimentale.

PARTEA I: CONSIDERATII TEORETICE — STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Tesutul cutanat reprezintd o interfatd importanta pentru mentinerea homeostaziei fata de factorii mecanici,
chimici si biologici, cu care se confruntd din mediul exterior [Kolarsick si colab., 2009]. Procesele incadrate in
aceasta categorie se refera la: inflamatie, raspuns imun (incluzdnd inducerea tolerantei si prevenirea bolii),
vindecarea ranilor si angiogeneza [Jia si colab., 2015; Matejuk A, 2018]. Structurile celulare epidermice si dermice
din componenta tesutului cutanat, prezintd o contributie semnificativa nu numai la mentinerea homeostaziei tisulare,
dar si in vindecarea ranilor si stau la baza heterogenitatii si progresiei tumorale [Rogoni si colab., 2018].

Stresul oxidativ este rezultatul perturbarii balantei intre agentii prooxidanti si antioxidanti, fiind mediat de
radicalii liberi (SRO/ SRN) generati in timpul metabolismului fiziologic aerob si a proceselor inflamatorii
patologice. Pielea dispune de un sistem antioxidant extrem de complex ce include antioxidanti enzimatici (glutation-
peroxidaza, glutation-reductaza, superoxid-dismutaza, catalaza) si non-enzimatici (acid ascorbic, glutation, acid uric,
vitamina A, melanina, a-tocoferol, carotenoide, etc.) [Baek si colab., 2016]. La nivel cutanat, stresul oxidativ
contribuie la aparitia unor tulburari ca pierderea elasticitatii pielii, fotoimbatranire, inflamatie, reactia autoimuna,
hipersensibilitate, keratinizare neregulatd, leziuni preneoplastice si cancer de piele [Nachbar si colab., 1995]. Agentii
poluanti din aer, iradierea UV, microorganismele, virusurile si xenobioticele pot servi drept surse exogene de specii
reactive de oxigen, in timp ce speciile reactive de oxigen endogene sunt generate in timpul metabolismului celular
normal, In timpul reactiilor imune si mai multor afectiuni patologice [Trouba si colab., 2002; Portugal si colab.,
2007], cum ar fi cele postischemice, in care reperfuzia duce la o productie masiva de radical superoxid [Epstein si
colab., 1985]. SRO generate la nivelul pielii pot fi produse in mod constitutiv in keratinocitele epidermice prin
procese specifice, cum ar fi oxidarea enzimatica si respiratia aeroba. SRO pot fi, de asemenea, induse de citokine,
factori de crestere si alti stimuli fiziologici [Fuchs si colab., 2001; Kohen si colab., 2002].
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Patogenitatea afectiunilor cutanate implicd fenomene complexe de naturd fiziologica, imunologica,
geneticd etc., generate de doi agenti principali (oxidantii si reteaua citokinicd), care sunt implicati in diferite
dereglari cutanate, inclusiv carcinogeneza, leziuni cauzate de radiatia UV, procese inflamatorii, dar si in afectiuni ca
psoriasis, dermatita atopicd, dermatita de contact, virtiligo, etc. [Portugal si colab., 2007].

Fotoimbatranirea este un proces degenerativ multisistem, ce implica pielea si sistemul suport cutanat (oase,
cartilaj, compartimente subcutanate), fiind caracterizata printr-o serie de transformari ale tesutului cutanat in timp, in
urma expunerii la radiatii UV [Han si colab., 2014]. in timpul procesului de imbatranire a pielii, eficienta sistemului
antioxidant endogen, este diminuata, iar formarea SRO provoaca in principal leziuni ale ADN-ului, dar si peroxidare
lipidica intracelulara, reactii anormale de oxidare a proteinelor, toate cauzand leziuni celulare, inflamatie, supresie
imund, stres oxidativ, perturbari ale balantei hormonale si imbatranire prematura.

in conditii homeostatice, suprafata pielii este colonizati de o diversitate de microorganisme, de tipul
bacteriilor, virusilor, fungilor, artropodelor, etc. Cu toate acestea, un echilibru dinamic si sdnatos intre epiderm si
populatia microorganismelor este reglementat prin producerea de compusi antibiotici si antifungici prin sebocite
dermice, precum si prin insusi microorganismele implicate [Schommer si colab., 2013]. Tesutul cutanat serveste
drept prima linie de apéarare Impotriva infectiilor microbiene, prin secretia sebumului cu pH acid si a acizilor grasi
pentru inhibitia patogenilor si prin posedarea propriei flore normale, impiedicdnd astfel colonizarea de citre alte
organisme patogene.

Melanomul malign cutanat, reprezinta cauza a peste 75% din decesele asociate cancerului de piele si apare
cel mai frecvent in randul tinerilor, fiind caracterizat prin capacitatea mare de invazie si metastazare. O contributie
semnificativd la dezvoltarea si progresia bolii, o au atat factorii genetici, cat si expunerea la radiatiile UV si
micromediul tumoral. [Cotignola si colab., 2007]. Expunerea repetatd a tesutului cutanat la radiatia UV, influenteaza
functionarea si supravietuirea multor tipuri de celule, fiind factorul cauzativ al aparitiei cancerului de piele.
Pigmentarea pielii este cel mai important factor fotoprotectiv, datoritd melaninei care pe langa absorbtia radiatiilor
UV, prezinta si proprietati de reglementare asupra homeostazei epidermice, eliminarea radicalilor liberi pentru a
proteja impotriva leziunilor oxidative si, eventual, chiar activitatea antimicrobiana. [Brenner si colab., 2008]

De-a lungul timpului, cercetarile au demonstrat ca Imbogatirea sistemelor organismului uman cu
antioxidanti naturali poate corecta dezechilibrul homeostaziei, poate preveni debutul bolilor provocate si/sau
stimulate de stresul oxidativ mediat de radicalii liberi, dar poate avea si un rol semificativ in tratarea acestor
afectiuni. Aceste considerente au accelerat cautarea, izolarea si perfectionarea principiilor active antioxidante.
Extractele de plante sunt din ce in ce mai utilizate ca fitoterapeutice si sunt surse importante de antioxidanti naturali,
care Intaresc apararea antioxidanta endogena Tmpotriva leziunilor provocate de speciile reactive de oxigen (SRO) si
restabilesc echilibrul optim prin neutralizarea acestor specii reactive [Tiwari, 2004].

Compusii bioactivi din plante pot fi definiti ca metaboliti secundari ai plantelor care genereaza efecte
farmacologice sau toxicologice la om si la animale. Plantele produc diferiti compusi antioxidanti, enzimatici si
nonenzimatici, pentru a contracara efectul SRO [Asif, 2015]. Fructele si legumele sunt surse primare de antioxidanti
naturali, contindnd o varietate de compusi antioxidanti ca vitamina C, vitamina E, carotenoidele, luteina, licopenul,
compusi fenolici (flavonoide, taninuri, lignine), etc. [Altemimi si colab., 2017]. Metabolitii secundari sunt produsi in
plante pe langa caile biosintetice si metabolice primare pentru compusii asociati cu cresterea si dezvoltarea plantelor
si sunt considerati produsi biochimici secundari care nu sunt necesari pentru functionarea zilnica a acesteia. Studii
epidemiologice sugereaza faptul ca un aport de compusi naturali, este asociat cu scaderea riscului de cancer, de boli
cardiovasculare si neurodegenerative, precum si afectiuni cauzate de stres oxidativ. [Asif, 2015].

Din punct de vedere istoric, produsele naturale au fost sursa ingredientelor active ale agentilor terapeutici,
in special in domeniile bolilor infectioase si terapiei tumorale. Produsele naturale joaca un rol de neinlocuit in
descoperirea de noi medicamente si de noi precursori de medicamente, fiind o sursa importanta de structuri noi si
avand un rol unic in dezvoltarea compusilor anti-tumorali. In prezent, mai mult de jumitate dintre medicamentele
anti-cancer utilizate pe scara larga in lume provin din surse naturale. Compusii naturali sunt bine caracterizati ca
avand o mare varietate de proprietati anti-tumorale, de exemplu, inducerea apoptozei si autofagiei si inhibarea
proliferarii celulare.
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PARTEA II. CONTRIBUTII PROPRII
INTRODUCERE

In restabilirea homeostaziei celulare afectate de impactul progresiv al radicalilor liberi exogeni sau
endogeni sunt implicate mecanisme de reglare ce implica procese strict directionate prin molecule semnal, factori si
interactiuni intra- si inter- celulare ce pot fi modulate de catre compusi naturali ce reusesc prin complexitatea lor
structurald un impact multiplu prin céi convergente de actiune.

Ideea centrala a acestor cercetari porneste de la evidentierea unor complexe vegetale, active in combaterea
stresului oxidativ la nivel cutanat, cu actiune complementara in mecanisme degradative conexe, generatoare de
patologii dermatologice grave, cu larga incidenta. Aceste procese celulare se refera la: apoptoza, proliferare si rata
de turn-over, modulare citokinica a inflamatiei si corelare la nivel de endoteliu vascular cu expresia moleculelor de
adeziune, raport sintezd/ degradare enzimaticdA 1n formarea matricei proteice extracelulare, diferentiere
keratinocitard, invazie tumorala.

Pentru selectia complexelor vegetale active s-au luat in studiu plante din speciile Salvia officinalis, Corylus
avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum, Trifolium pratense, Vitis vinifera, orientandu-ne catre valorificarea
unor structuri de tip polifenolic (resveratrol din struguri, miricetina si antocianii din alun, acid cafeic, acid
clorogenic din brusture), triterpenic (acid ursolic din salvie), glicoalcaloidic (glicoalcaloizi steroidici din tomate),
izoflavone (genisteina, daidzeina, formononetin, biochanina din trifoi rosu), poliacetilene din brusture.

Cercetarile debuteaza cu un screening general, la nivel acelular, privind actiunea antioxidantd/ antiradicalica
a unor extracte vegetale din Salvia officinalis (SVPG — extract cu polifenoli si acizi triterpenici); Corylus avellana
(Al — extract de acizi polifenilcarboxilici, flavone); Arctium lappa (Br — extract de acizi polifenilcarboxilici,
sesquiterpene); Solanum lycopersicum (Sol-T — extract de glicoalcaloizi steroidici); Trifolium pratense (ET — extract
fitoestrogenic) si componente active din deseuri vegetale din Vitis vinifera (TES — extract polifenolic), pentru a
stabili potentialul lor de combatere a atacului oxidativ. Rezultatele vor directiona studiile experimentale ulterioare
catre aprofundarea efectelor antioxidante la nivel celular, In sistem enzimatic (superoxid dismutaza si catalaza) si al
radicalilor liberi oxigenati (anion superoxid si peroxid de hidrogen). Pe de alta parte, vor fi investigate mecanisme
caracteristice patologiilor degenerative cutanate, definitorii pentru progresia bolii (ex. inflamatie, proliferare si
apoptoza, refacere matrice proteicd extracelulard, reepitelizare, malignizare si metastazare in melanom), cu
evidentierea unor asocieri de complexe vegetale active in aceste procese. Asocierile de extracte vegetale vor fi
selectionate pe baza profilului antioxidant rezultat ca urmare a screeningului complex acelular si celular si a relatiei
structurd — activitate biologica. (Figura 4)
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Figura 4. Evidentierea unor procese celulare si moleculare reprezentative pentru patologii dermatologice
degenerative, modulate de compusi activi naturali cu potential antioxidant multivalent

Modelele experimentale dezvoltate si aplicate in cadrul studiului prevad stimularea specifica in vederea
mimadrii in vitro a unei conditii patologice particulare:

TNF-a — stimul pro-inflamator puternic, generator de inflamatie nespecifici — relevant in maladii
dermatologice cu componenta inflamatorie: dermatite, psoriazis, rani de diferite etiologii, etc;
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LPS - lipopolizaharid, generator al inflamatiei asociate invaziei bacteriene, implicat In micoze cutanate si
suprainfectarea ranilor;

PMA - (forbol miristat acetat) stimul ce genereaza stres oxidativ asociat inflamatiei;

UV-A si UV-B cu intensitate controlatd, pentru mimarea impactului radiant asupra tesutului cutanat —
fotosensibilizari, arsuri solare.

Rezultatele pe care le avem in vedere vor contribui la evidentierea unor mecanisme celulare inter-relationate
in progresia patologiilor dermatologice cu mare incidenta, avand ca factor declansator central stresul oxidativ. Un
aspect important va fi acela al demonstrarii unor efecte la nivel de celuld si moleculd semnal induse de complexe
biologic active din plante indigene si deseuri vegetale, pe baza carora se pot configura scheme terapeutice sau de
preventie relevante.

CAPITOLUL 4. ALGORITM METODOLOGIC AL STUDIULUI EXPERIMENTAL

4.1 MODELE EXPERIMENTALE

4.1.1. Activitate antioxidantia/ antiradicalicad in sistem acelular realizat prin evaluarea principiilor
active din Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avelana, Trifolium pratense si Vitis vinifera, din punct de
vedere al capacitatii de captare a radicalilor liberis se aplica metode spectrofotometrice care determina pe de-o parte
reducerea radicalilor liberi DPPH si ABTS si pe de alta parte cuplul luminol-apd oxigenatd generat prin emisie
luminiscentd. Rezultatele obtinute reprezintd o etapa de predictie si sugereaza orientarea catre dezvoltarea si
elaborarea modelelor experimentale in vitro de screening al parametrilor antioxidanti in sisteme celulare relevante la
nivel dermo-epidermic.

4.1.2. Evaluarea stresului oxidativ intracelular prin determinarea efectului fitocompusilor din Salvia
officinalis, Arctium lappa, Corylus avelana, Solanum lycopersicumm, Trifolium pratense si Vitis vinifera, asupra
sistemului oxidativ endogen enzimatic (enzime oxidative de faza I — superoxid dismutaza si catalaza), cat si asupra
sistemelor celulare generatoare de specii reactive de oxigen (anion superoxid — O, si apa oxigenatda — H,0,), evaluat
prin tehnici spectrofotometrice si de citometrie in flux. Pentru evidentierea actiunii antioxidante a principiilor active
testate, se utilizeaza linii celulare standardizate de fibroblasti (HS27), keratinocite (HaCaT) si celule de endoteliu
vascular (HUVEC), cu mimarea unor conditii de inflamatie sistemicad nespecifica (stimulare cu TNFa), asociatd cu
stres oxidativ endogen (stimulare cu PMA) si cu inflamatie bacteriana (stimulare cu LPS)..

4.1.3. Status inflamator la nivel dermo-epidermic si vascular evaluat prin monitorizarea unor
parametrii reprezentativi implicati in procesele inflamatorii. La nivelul tesutului cutanat lezat, citokinele IL1a, IL6 si
TNFa sunt puternic exprimate, de asemenea si chemokina IL8 intervine in procesul de reepitelizare si angiogeneza,
prin stimularea migrarii celulelor inflamatorii. Modelul experimental de determinare a actiunii antiinflamatoare a
extractelor vegetale testate, urmareste determinarea secretiei citokinelor pro-inflamatorii IL6, IL8 si ILlo, a
factorului VEGF, promotor de angiogeneza si a moleculelor de adeziune exprimate pe suprafata celulelor endoteliale
— ICAM si VCAM, secretate de fibroblasti, keratinocite si celule endoteliale, asupra carora s-au aplicat scheme de
simulare a agresiunilor inflamatorii generate fie de un atac bacterian, fie de inflamatie sistemicd nespecifica,
insotoite de declansare de stres oxidativ endogen..

4.1.4. Efect fotoprotector demonstrat prin monitorizarea principalilor parametri celulari cu impact 1n
patogeneza fotoimbatranirii, respectiv: apoptoza celulara, perturbari ale secventialitatii ciclului celular, stres oxidativ
intracelular (O, si H,0,), inflamatie (IL6, IL8, IL1 1), angigenezd (VEGF). Modularea mecanismelor celulare sub
influenta radiatiei UV se realizeazd la nivelul keratinocitelor umane normale tratate cu extractele de Salvia
officinalis si Corylus avllana..

4.1.5. Efect regenerator cutanat prin stimularea procesului de diferentiere keratinocitara dar si prin
mentinerea homeostaziei matricei extracelulare la nivel dermic. Diferentierea keratinocitara in vitro, este reglata de
concentratia externd de calciu, care induce stadii de diferentiere bine definite in care sunt exprimate specific proteine
de tipul involucrinei, transglutaminazei si keratinei K14, evidentiate prin marcarea cu anticorpi specifici si
vizualizate prin citometrie in flux. Rolul principiilor active studiate in procesul de remodelare dermala este
determinat prin metode specifice de monitorizare a procesului de sinteza a fibrelor de colagen, dar si prin evaluarea
activitatii enzimatice a metaloproteinazelor matriceale (MMP9 si MMP2) implicate in remodelarea tisulara si
vindecarea réanilor..

4.1.6. Evaluarea inhibitiei progresiei tumorale si metastatice prin monitorizarea unor procese celulare
si moleculare din patologia dereglarilor hiperproliferative, in prezenta unor fitocompusi biologic activi din trifoi rosu
in asociere cu principii active din deseuri de struguri. Mecanismele implicate In progresia melanomica vizate sunt:
producerea melaninei, principal parametru indicator al malignizarii in cancerele de piele; promotori ai caracterului
invaziv tumoral: metaloproteinaze (MMP 2 si 9), factorii solubili VEGF (pro-angiogenic) si IL6 (citokina
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pleiotropica, modulator al unor cascade de semnalizare inter-celulare ce converg catre un prognostic agravant in
melanomul malign), proliferare si apoptoza in conditiile iradierii UV.

42 MATERIALE VEGETALE CA FURNIZORI DE PRINCIPII ACTIVE

Principiile active studiate au fost obtinute prin procedee de extractie standardizate dezvoltate anterior in
laboratoarele Biotehnos din speciile de Salvia officinalis, Corylus avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum,
asocieri de biocomponente din Vitis vinifera (deseuri de vinificatie - tescovina) - si fitoestrogeni din Trifolium

pratense.

Tabel nr.2. Descrierea extractelor vegetale testate

D:;l; ;ncltre Materie prima Compozitie Mod de preparare
SvPG Salvia officinalis - acid ursolic — 0.144g/ 100g; Extract conditionat in
- acid oleanolic — 0.057g/ 100g; propilenglicol
- polifenoli — 0.189g/ 100g
Br Arctium lappa - acizi polifenilcarboxilici - 0.32g/ 100g Extract conditionat in
propilenglicol
Al Corylus avellana - acizi polifenilcarboxilici — 2.32g/ 100g Extract conditionat in
- flavone — 1.274g/ 100g propilenglicol
- proantociani — nu au fost identificati
Sol-T Solanum - glicoalcaloizi steroidici Pulbere solubila in DMSO (stoc
lycopersicum de lucru - 80mg/ ml)
TES Tescovina (Vitis | - reziduu obtinut in urma procedeului de | TES — 100mg pulbere/ ml apa
vinifera) vinificatie (tescovina uscata la 45°C, sub
- Aminoacizi vid si maruntita)
- Acizi grasi (acid linoleic, acid oleic, acid
stearic) = 2,8818 gr%
- Polifenoli
- Flavone
- Antociani
ET Trifolium pratense - conditionare in propilenglicol ET - conditionare in
- Daidzeina = 1,125 mg/100ml; propilenglicol.
- Genisteina =3,98 mg/100ml;
- Biochanina = 12,6 mg/100ml
- Formononetin = 22,63 mg/100ml
TES:ET Tescovina (Vitis Combinatii:
vinifera) TES:ET_Al1=9:1;
Trifolium pratense TES:ET_A2=5:1;
TES:ET_A3=3:1;
TES:ET_A4=9:2.
43LINII CELULARE STANDARDIZATE RELEVANTE TESTATE 1IN STUDIILE

EXPERIMENTALE PENTRU DETERMINAREA EFECTULUI DE PRODUS

Pentru demonstrarea efectului terapeutic al fitocompusilor continuti de extractele bioactive studiate, testele
in vitro s-au realizat pe urmatoarele linii celulare standardizate relevante:

- Linia celulara HaCaT (keratinocit uman normal).

- Linia celularia normalia HS-27 (Fibroblast dermic).

- Linia celulard HUVEC (celule endoteliale).

- Linia celulari B16-F10 (melanom murin)
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CAPITOLUL 5. REZULTATE SI DISCUTII

Patogenitatea afectiunilor cutanate implicd fenomene complexe de naturd fiziologica, imunologica,
geneticd, etc., generate atat de agentii oxidanti, cat si de reteaua citokinica, fiind implicati in deregléri cutanate cu
grade diferite de agresivitate, care pot ajunge inclusiv la carcinogeneza, leziuni cauzate de radiatiile UV, procese
inflamatorii, precum si in afectiuni ca psoriasis, dermatita atopicd si dermatita de contact, virtiligo, etc.. De
asemenea, expunerea cronicd a tesutului cutanat la radiatiile UV, induce o cascada de reactii biochimice cu
raspunsuri biologice multifsactoriale, incluzdnd dezvoltarea eritemului, hiperplazie, fotoimbatranire, melanogeneza.

Studiul prezentat, urmareste influenta unor principii active de tipul polifenolilor, acizilor triterpenici,
flavonoidelor, glicoalcaloizilor, antocianilor, fitoestrogenilor etc., asupra unor procese fiziologice si patologice cu
impact la nivel celular.

Studiul in vitro debuteazd cu determinarea profilului citotoxic al complexelor din Salvia officinalis,
Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense si din deseuri de Solanum lycopersicum si Vitis vinifera, la
nivelul liniilor celulare standardizate de fibroblasti (HS-27), keratinocite (HaCaT), celule de endoteliu vascular
(HUVEQC) si celule de melanom murin (B16-F10), stabilindu-se astfel limitele de citotoxicitate.

Parcursul experimental este directionat catre evaluarea actiunii principiilor active procesate din material
vegetal bine selectat asupra urmatoarelor mecanisme celulare specifice tesutului cutanat:

- Modularea cailor metabolice de contracarare a speciilor reactive de oxigen implicate in initierea si
propagarea diferitelor dereglari cutanate;

- Potentialul efect antiinflamator al biocomplexelor la nivel cutanat in conditiile mimarii unor agresiuni
inflamatorii (atac funcic sau bacterian, inflamatie nespecifica);

- Modularea mecanismelor celulare dermo-epidermice sub influenta radiatiei UV, cu exemplificare
pentru extractele de Salvia officinalis si Corylus avellana;

- Evaluarea efectului regenerator cutanat prin aportul in procesul de reinoire epidermala si in regenerarea
post-traumatica in leziuni de tipul arsurilor, ranilor, infectiilor cutanate, etc.

- Studiul proceselor celulare si moleculare asociate dereglarilor hiperproliferative (melanom), prin
testarea biocomplexelor din deseuri de Vitis vinifera si Trifolium pratense asociate, la nivelul celulelor melanomice
atdt in conditii normale cat si in urma iradierii cu radiatii UV.

5.1. Studii de citotoxicitate: profil citotoxic _al complexelor bioactive din Salvia officinalis, Corylus
avellana, Arctium lapa, Solanum lycopersicum, Trifolium pratense, Vitis vinifera

Limitele de citotoxicitate, ale principiilor active tinta asupra liniilor celulare utilizate in modelele
experimentale prezentate la capitolul 4.4, se evalueaza prin stabilirea corelatiei dintre scaderea viabilitatii celulare
(testul MTS) si cresterea activitatii enzimatice in mediul de culturd (testul LDH). Protocolul de lucru este descris in
cadrul capitolului 4.2. (metoda 4.2.4.)

Evaluarea citotoxicitatii compusilor luati in lucru, s-a realizat la nivelul liniilor celulare standardizate de
fibroblast uman normal (HS27), keratinocit uman (HaCaT), celule endoteliale normale (HUVEC), celule de
melanom murin (B16-F10), in functie de actiunea tintita la nivel celular.

Inoculul celular (7000 celule/ godeu) a fost lasat la aderat timp de 24h ulterior adaugandu-se in cultura
extractele studiate si incubate timp de 48h pentru a evalua potentialul citotoxic/ citostatic. Celulele au fost tratate cu
dilutii seriale din fiecare extract astfel: extractul SVPG a fost testat pe un interval de concentratii procentuale cuprins
intre 0,006% - 1%; extractele Br si Al au fost evaluate in domeniul de concentratie 0.025% — 2%; extractul Sol-T a
fost diluat pe domeniul 0.4 — 12 pg/ml; extractul ET a fost testat pe domeniul 0.007% - 0.5%; extractul TES a fost
diluat pe domeniul 1 — 30 mg/ml. Dupa marcarea si inregistrarea absorbantei, valorilor au fost prelucrate matematic
si s-a reprezentat grafic raportul dintre efectul probelor/ efectul martorului in functie de concentratia testata.

Tabel nr.7. Pragul de citotoxicitate pentru biocomplexele studiate pe liniile celulare tinta:

Linia celulari HaCaT | HUVEC | HS27 | BI16-F10
Substanta Doza extract
SvPG 0,1% 0,011%
Al 0.167 % 0.166 % 0.100 %
Br 2.5% 0.166% 0.5%
Sol-T 1 ug/ml 6 ug/ml 0.1 pg/ml
TES 5 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml
ET 0.02 % 0.033 % 0,003%
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TES:ET_A1 2% 2%
TES:ET_A2 2% 2%
TES:ET_A3 2% 3%
TES:ET_A4 Netoxic Netoxic

Profilul citotoxic al complexelor bioactive determinat in cadrul studiilor de citotoxicitate, reprezinta
punctul de pornire pentru testele ulterioare derulate la nivelul sistemelor celulare relevante pentru mecanismele
vizate, pe baza carora se pot configura scheme de preventie si/ sau terapeutice.

5.2. Activitate _antioxidantd/ antiradicalicdi _a _extractelor bioactive din _Salvia officinalis, Corylus
avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum, Trifolium pratense, Vitis vinifera studiate in sistem acelular

Speciile reactive de oxigen (SRO) sunt generate in mod continuu in procesele metabolice celulare normale
si induse de catre factorii din mediul exterior. La concentratii fiziologice, radicalii liberi prezinta un rol esential intr-
o serie de procese biologice importante cum ar fi: semnalizare celulard; influentarea raspunsului celular; controlul
viabilitatii, migratiei si diferentierii celulare; protectia celulelor impotriva agentilor patogeni si infectiosi prin
inactivarea lor [Molyneux, 2004]. Un nivel de SRO mai ridicat decat cel fiziologic, cauzeazd un dezechilibru in
balanta speciilor oxidative — antioxidante (stres oxidativ), inducand astfel afectiuni ca ateroscleroza, boli
cardiovasculare, diabet, inflamatii, imbatranire celulara, leziuni cutanate, artritd reumatoida si boli neurologice [Sies,
2018]. Atunci cand antioxidantii endogeni de naturd enzimaticd sau non-enzimaticd, nu mai sunt capabili sa
contracareze efectul negativ al SRO, este esential ca organismul s primeascd un aport de antioxidanti naturali de
tipul acizilor fenolici, tocoferolilor, flavonoidelor, etc. care sa isi exercite efectul prin diferite mecanisme cum ar fi
inhibitia cedarii atomilor de hidrogen, legarea ionilor metalelor tranzitionale, captarea radicalilor (rol de
“scavenger”), dezintegrarea peroxizilor [Kohen si colab., 2002].

Pentru evidentierea capacitatii antioxidante/ antiradicalice a extractelor obtinute prin aplicarea unor metode
de extractie special dezvoltate si optimizate cu scopul izolarii compusilor de interes cat mai eficient din materialul
vegetal, au fost realizate o serie de experimente in sistem acelular ce au vizat potentialul acestora de eliminare a
speciilor reactive din mediul de testare [Craciun si colab., 2020].. Avand In vedere compozitia fitochimica a
extractelor, pentru screening-ul antioxidant/ antiradicalic au fost testate complexele bioactive (SvPG, ET, TES, Br
si Al) cu continut ridicat in compusi de tipul polifenolilor (flavonoide, acizi polifenolcarboxilici si proantociani),
acizilor triterpenici, fitroestrogenilor. Evaluarea in vitro a potentialului efect asupra stresului oxidativ in sistem
acelular s-a realizat prin aplicarea metodelor descrise in detaliu in capitolul 4.2: Evaluarea statusului antioxidant
total prin evaluarea reducerii radicalului ABTS (metoda 4.2.1.); Determinarea activitatii antiradicalice — metoda de
reducere a radicalului DPPH (metoda 4.2.2.); Determinarea activitdatii antioxidante prin chemiluminescentd
utilizand cuplul peroxidaza-luminol-H,0, (metoda 4.2.3.); valorile absorbantelor inregistrate la lungime de unda
specifica testului fiind prelucrate matematic si prezentate sub forma de grafic (vezi Figurile 14, 15 si 16). Din
analiza lor se observa faptul cd valorile absorbantelor scad in manierd doza — efect cu o dependenta liniara.
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Figura 15. Capacitatea antiradicalica a extractelor @)Al; b) SvPG; c) Br; d) TES; e) ET; f) vitamina C evaluata pe
baza radicalului liber DPPH in functie de doza aplicata
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Figura 16. Evaluarea activititii antioxidante printr-un sistem cuplat peroxidaza- luminol-H,0,. a) Cinetica
semnalului chemiluminescent in prezenta controlului pozitiv - vitamina C in functie de doza aplicatd; b) Stingerea
semnalului chemiluminescent in prezenta extractelor (doza aplicata este echivalentd cu ECs stabilita in testul de

reducere a DPPH-ului)

Curbele prezentate in Figurile 14-16 au condus la determinarea valorilor ECs, (doza de extract minima
necesara pentru a reduce in proportie de 50% concentratia de radicali liberi stabili generati in sistem — Tabel nr.8),
pe baza cérora, in urma unor prelucrari matematice avansate[Chang si colab., 2010], se stabileste modelul de actiune
antioxidant.

Tabel nr.8. Activitatea antioxidanta a biocomplexelor izolate din material vegetal

ECs (ul extract)
Proba ) Rezultatele rezprezinta media £S.D., n=3
ABTS | DPPH | CL

Extracte evaluate:

1. | SvPG (ul/ml) 0.47+0.0141 1.724+0.300 0.10+0.0010
2. | Al (u/ml) 0.31+0.006 0.397+0.008 0.09+0.0005
3. | Br (ul/ml) 0.41+0.010 0.940+0.150 0.10+0.0015
4. | ET (ul/ml) 0.70+0.021 1.869+0.056 0.05+0.0015
5. | TES (mg/ml) 3.98+0.123 1.330+0.027 0.08+0.0024
Control pozitiv:

6. | Vitamina C (mg/ml) 0.357+0.007 .620.04 0.42+0.006
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Reprezentarea grafica (vezi Figura 17) a probelor ( vezi numerotare tabelul numarul 8) fatd de valoarea
ECs, formeaza harta distributiei probelor in functie de cele trei metode aplicate, conferdnd posibilitatea determinarii
matematice a coeficientului de corelatie (r) ( r = 0.0897 — efect antiradicalic evaluat pe baza reducerii DPPH-ului,
0.1571 — reducerea radicalului ABTS si 0.3445 — efect antioxidant prin cuplarea peroxidaza-luminol-apa oxigenata).
Linia albastra si cea portocalie se intrepatrund (Figura 17), ceea ce indica faptul ca este putin probabil ca moleculele
cu efect antioxidant continute de biocomplexele studiate sa actioneze pe mai multe cdi antiradicalice.
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e Efect antioxidant prin cuplarea peroxidaza-luminol-apa oxigenata

Figura 17. Reprezentarea grafica a celor trei metode de evaluare a potentialului antioxidant/ antiradicalic.

Reprezentarea grafica de tip M-A a fost utilizatd pentru evidentierea diferentelor de actiune
antioxidanti/antiradicalica a probelor in functie de cele trei metode aplicate. Intr-un fisier Excel au fost calculate
valorile pentru: i

e Ml = log[(ECs, a probei evaluat prin metoda de | ©-# e a4 =042 9
reducere a DPPH-ului)/( ECsy a probei 0,4
evaluat prin sistemul cuplat Peroxidaza- 0,2
luminol-apa oxigenata)] . (;_\_, =

e Al = [log(ECsy a probei evaluat prin metoda de 0,4
reducere a DPPH-ului) + log( ECsy a _ o - 0,5

. . . e SvPG e Al Br ET e TES e Vit c

probei evaluat prin sistemul cuplat e
Peroxidaza-luminol-apa oxigenata)]/2 06  -0,4 0,2 o 0,2 0,4 0,6

o M2 = log[(ECs, a probei determinat prin metoda 0,5
de reducere a DPPH-ului)/( ECs, a probei : o
evaluat prin metoda de reducere a ABTS)] ® 0= g

o A2 = [log(ECsy a probei evaluat prin metoda de
reducere a DPPH-ului) + log( ECsy a |-t -0,8 0,6 -0,4 -0,2 o
probei evaluat prin metoda de reducere a 8
ABTS)]/2 ©

e M3 = log[(ECs, a probei determinat prin sistemul - 2 B
cuplat Peroxidaza-luminol-apa oxigenata)/( = )
ECsy a probei evaluat prin metoda de 4
reducel‘e a ABTS)] e SvPG e Al Br ET e TES e Vitc

e A3 = [log(ECsy a probei evaluat prin sistemul cuplat Peroxidaza-luminol-apa oxigenata) + log( ECsy a
probei evaluat prin metoda de reducere a ABTS)]/2

In reprezentarea grafica de tip M1-Al, punctul echivalent pentru Br pe axa y (M1) este localizat pe zero iar
mediana este foarte aproape de zero, situatie similar intalnita si pentru reprezentarea M2-A2 cu mentiunea ca
celelalte puncte au o imprastiere mai mare si sunt pozitionate la o distanti considerabild de zero. In reprezentarea
grafica M3-A3 pozitionata foarte aproape de zero este Vit C, dar valoarea medie este departe de zero.

Supunerea rezultatelor experimentale acestui proces de analizd a avut drept obiectiv determinarea unui
mecanism antioxidant coreland valorilor experimentale obtinute prin aplicarea celor trei metode, astfel:

e extractul Br actioneaza cu preponderenta prin mecanisme de reducere a radicalilor liberi stabili si foarte
slab asupra SRO,

e ET actioneaza doar ca scavenger pentru radicalii liberi,

e TES - poate fi utilizat atat ca scavenger pentru radicalii liberi cat si ca complex cu actiune antioxidanta
prin mecanisme de reducere a speciilor reactive de oxigen
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e SvPG — comparativ cu celelalte complexe studiate are un potential antiradicalic/ antioxidant scazut

e Al — principiile active continute in acest extract isi manifesta potentialul antioxidant actionand in sensul
reducerii speciilor reactive de oxigen.

e Vit C — este un puternic antioxidant ce actioneaza cu precadere pe mecanismele de contracarare a SRO,
aspect confirmat si de literatura de specialitate.

Utilizarea Vit C drept substanta de referinta valideaza modelul experimental dezvoltat, optimizat si
aplicat in cadrul acestui studiu extins.

Din analiza datelor obtinute, se remarca un efect antioxidant la nivelul tuturor celor cinci extracte studiate,
care prin capacitatea lor de a capta radicalii liberi, pot avea rol in combaterea degradarii membranei celulare, a
distrugerii proteinelor membranare sau a mutatiilor la nivelul moleculei de ADN, impiedicand astfel propagarea si
dezvoltarea a numeroase afectiuni (ateroscleroza, cancer, diabet, afectiuni hepatice, inflamatie, leziuni cutanate,
artrita, etc.).

Aceste rezultate preliminarii au stat la baza dezvoltarii si elaborarii unor modele experimentale in vitro de
screening antioxidant la nivel celular ce vizeazd modularea principalelor cdi metabolice de contracarare a speciilor
reactive de oxigen (anionul superoxid si peroxidul de hidrogen) implicate in initierea si propagarea diferitelor
patologii cutanate cu scopul demonstrarii potentialului efect antioxidant al biocomplexelor vegetale.

5.3. Modularea stresului oxidativ intracelular de cditre extractele de Salvia officinalis (SvPG), Corylus
avellana (Al), Arctium lapa (Br), Solanum lycopersicum (Sol-T), Trifolium pratense(ET) si Vitis vinifera (TES)
in sisteme celulare cu relevanta dermo-epidermica

Dezechilibrul intre aparitia speciilor reactive de oxigen/ azot (SRO/ SRN) si capacitatea organismului de a
contracara actiunea lor prin intermediul unor sisteme de protectie antioxidativd, conduce la deteriorarea
biomoleculelor si celulelor importante, cu impact potential asupra intregului organism [Yoshikawa si colab., 2000].

SRO sunt generate in timpul metabolismului normal, sunt o parte integrantd in functionarea celulara
normala si, de obicei, sunt foarte putin daunatoare datoritd mecanismelor intracelulare care contracareaza efectele
lor. Antioxidantii atenueaza efectele nocive ale SRO si pot afecta si inversa multe dintre evenimentele care
contribuie la afectiunile cutanate. Cu toate acestea, o actiune crescuta sau prelungita a radicalilor liberi, poate afecta
mecanismele de aparare impotriva SRO, contribuind la dezvoltarea bolilor si a tulburarilor cutanate [Trouba si
colab., 2002; Sies, 2015].

Evaluarea efectului antioxidant al extractelor asupra a doud enzime oxidative de faza 1 implicate in
reducerea stresului oxidativ intracelular: catalazd — superoxid dismutaza, s-a realizat prin doud metode
spectrofotometrice de determinare a activitatii enzimatice a catalazei (reactie de descompunere a apei oxigenate in
apa si O,) —metoda 4.2.5. si a superoxid dismutazei (monitorizarea inhibitiei procesului de reducere a citocromului ¢
de catre radicalul superoxid) — metoda 4.2.6. Evaluarea stresului oxidativ intracelular s-a realizat prin monitorizarea
speciilor reactive de oxigen (peroxid de hidrogen si anion superoxid— marcare cu DCFH-DA, respectiv HE) si
analiza de citometrie in flux (metoda 4.2.7.-A).

in cadrul acestui model experimental, s-a urmarit evaluarea stresului oxidativ intracelular la nivelul liniilor
celulare de fibroblasti dermici (HS-27), keratinocite (HaCaT) si celule de endoteliu vascular (HUVEC), atat in
conditii bazale cat si In conditii de stimulare: inflamatie bacteriana: LPS (un lipopolizaharid extras din bacteria
Escherichia coli - 1pug/ml) si inflamatie sistemicd nespecifica (TNF-a, 15ng/ml), insotita de declansare de stres
oxidativ (PMA, 0.1uM) [Craciun si colab., 2020; Craciun si colab., 2017].

Evaluarea activitiatii enzimatice a enzimelor intracelulare: catalaza (CAT) si superoxid dismutaza
(SOD) secretate de celulele dermo-epidermice, in prezenta extractelor bioactive SvPG, Br, Al, Sol-T, ET si
TES.

Stabilirea concentratiei de extract introdusa in mediul de culturd la extinderea modelului in sistem celular
pe liniile HS-27 si HaCaT, s-a realizat pe baza intervalului de doze ce nu afecteaza viabilitatea celulara, stabilit in
cadrul studiilor de citotoxicitate preliminarii, prezentate Tn subcapitolul 5.1. Din curbele cinetice Inregistrate in
triplicat, s-a determinat activitatea enzimatica specifica, valorile calculate fiind prezentate mai jos:

Tabel nr.9-a. Modularea activitatii enzimatice a catalazei si superoxid dismutazei la nivelul celulelor HS-
27 de cétre extractele bioactive testate:

Linia celulara HS-27
AE SOD (U/ml) | AE CAT - k(nmol/min/ml)

Compus testat
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nestimulat TNFa+PMA [LPS+PMA nestimulat TNFa+PMA [LPS+PMA
Mc 119 98 89 6,55 8,39 9,95
SvPG 0.025% 199 124 117 8,42 11,06 12,50
Br0.1% 188 118 115 7,16 11,62 10,76
Al0.1% 231 136 148 8,04 10,02 12,98
Sol-T 100 ng/ml 212 131 113 12,17 8,76 10,42
ET 0.2% 177 161 143 10,31 9,66 11,68
TES 4 mg/ml 197 123 178 12,53 11,80 16,43
N-Ac-Cis 2mM 159 168 123 6,19 10,67 10,59

Tabel nr.9-b Modularea activititii enzimatice a catalazei si superoxid dismutazei la nivelul celulelor
HaCaT de catre extractele bioactive testate:

Linia celulara HaCaT
Compus testat AE SOD (U/ml) AE CAT - k(nmol/min/ml)
nestimulat TNFa+PMALPS+PMA nestimulat | TNFa+PMA | LPS+PMA

Mc 104 183 105 1,35 1,97 1,48
SvPG 0.025% 159 309 162 1,59 2,07 2,42
Br0.1% 240 188 205 1,33 2,87 2,12
Al 0.1% 256 226 125 3,46 3,26 2,22
Sol-T 100 ng/ml 265 316 170 2,61 2,25 3,34
ET 0.2% 139 114 327 1,81 6,52 2,83
TES 4 mg/ml 246 226 130 4,60 3,16 4,55
N-Ac-Cis 2mM 119 186 118 1,83 2,33 3,92

Evaluarea stresului oxidativ intracelular prin monitorizarea speciilor reactive de oxigen (peroxid de
hidrogen si anion superoxid — marcare cu DCFH-DA respectiv HE) si analiza de citometrie in flux.

Rezultatele sunt prezentate in graficele de mai jos, astfel: cantitatea de apa oxigenata, respectiv anionul
superoxid intracelular corespund variatiei mediilor canalelor de fluorescenta in cele 2 coordonate: FITC — A mean —
pentru apd oxigenatd si PE-A mean — pentru anionul superoxid. Pentru evidentierea actiunii antioxidante a
fitocompusilor, testele efectuate, s-au realizat in urmatoarele conditii de stimulare:

» inflamatie sistemica nespecificd (TNF-a), insotitd de declansare de stress oxidativ (PMA) — TNFa 15ng/ml
+PMA 0.1uM, 24 ore de stimulare.

o inflamatie bacteriand: LPS, un lipopolizaharid extras din bacteria Escherichia coli - 1pug/ml 18 ore de stimulare,
asociatd cu un stimul oxidativ endogen (PMA) sub actiunea concomitentd si potential preventiva a substantelor
active de testat [Craciun si colab., 2020; Craciun si colab., 2017].

Linia celulara HaCaT — keratinocit uman normal
Modificarile procentuale ale speciilor reactive generate intracelular la nivel de keratinocit uman in prezenta
extractelor SVPG, Al, Br, Sol-T, TES si ET, sunt reprezentate in graficele de jos:

Evaluare stres oxidativ celular - keratinocite (HaCaT) Evaluare stres oxidativ celular - keratinocite (HaCaT)
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Figura 19. Evidentierea actiunii fitocompusilor asupra stresului oxidativ celular prin citometrie in flux la nivelul
liniei celulare HaCaT: stimulare TNFo+PMA (a.); stimulare LPS+PMA (b.); s-au utilizat ca martor pozitiv N-
Acetil-cisteina
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Linia celulara HS-27 — fibroblast uman

Efectul extractelor bioactive SvPG, Sol-T, Al, Br, ET si TES, asupra speciilor reactive de oxigen celulare,
la nivelul liniei celulare HS-27, este reprezentat in graficele de mai jos, ca variatie procentuald fatd de martorul
corespunzator:

Evaluare stres oxidativ celular - fibroblasti dermici (HS-27) Evaluare stres oxidativ celular - fibroblasti dermici (HS-27)

- et » __ .

20%

§
2

3
o

2
i o s ' = . r r p ' i
[
* oo P
40%
% stimulare LPS+ PMA
0% stimulare TNFa + PMA
80% — -100% — - -
Mcellar PG SvPG | Al0.1% Br 01% SolT  TES ETO0.2% N-AcCis Meelular PG Al0.1% Br01%  TES  ET02% N-AcCis
0.02% 0.4pg/ml 4mg/ml 2mM 4mg/ml 2mM
%H02 0 -12% 5% 8% 9% -T6% 5% 2% % % H202 0 18% 9% -25% -66% -25% T
a 1% (02+) 0 3% -17% 88% 5% -14%  -1T% 3% -18% b 8% (02} 0 2% -94% 6% 15% 9% %

Figura 20. Evidentierea actiunii fitocompusilor asupra stresului oxidativ celular prin citometrie in flux la
nivelul liniei celulare HS-27: stimulare TNFo+PMA (a.); stimulare cu LPS si PMA (b.); s-a utilizat ca martor
pozitiv, N-Acetil-cisteina

Linia celulara HUVEC — endoteliu vascular
Efectul extractelor bioactive SVPG si Sol-T asupra speciilor reactive de oxigen celulare, la nivelul liniei
celulare HUVEC este reprezentat in graficul de mai jos ca variatie procentuala fatd de martorul corespunzator:

Evaluare stres oxidativ celular - linia celulara HUVEC . . . L. .
Figura 21. Evidentierea actiunii fitocompusilor

w asupra stresului oxidativ celular la nivelul
celulelor endoteliale, stimulate cu TNFa+PMA
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glicoalcaloidic Sol-T, indicd un efect reducator
asupra anionului superoxid in ambele conditii de
stimulare, observandu-se o scadere a concentratiei de anion superoxid cu 18% in celulele tratate cu Sol-T 70ng/ml si
stimulate cu TNFa si PMA. In aceleasi conditii, extractul Sol-T genereazi o acumulare de apd oxigenati in sistem,
ceea ce poate avea ca rezultat o modificare a reactivitatii vasculare si poate conduce la toxicitate si la alterari ale
homeostaziei la nivel vascular.

5% (02+) ] ) " %% 18% -16% %

5.4. Simularea conditiilor pro-inflamatorii la_nivelul tesutului cutanat pentru_evaluarea impactului
complexelor vegetale din Solanum lycopersicum, Salvia officinalis si Arctium lappa in patologii dermatologice

A. Inflamatie dermo-epidermica

Inflamatia si stresul oxidativ sunt procese aflate in interdependentd, ce se pot desfasura simultan sau
succesiv in patogeneza multor boli cronice. Desi identificarea si tratamentul disfunctiilor primare sunt importante
din punct de vedere clinic, statusul patologic este combatut cu dificultate datorita faptului ca inflamatia si stresul
oxidativ actioneaza concertat, potentandu-se reciproc pentru a induce daune progresive. Astfel, doar terapia
antioxidanta este putin probabil sa previna diferite patologii cauzate de stresul oxidativ cu componenta inflamatorie
precum leziuni cutanate (plagi cronice de diferite etiologii, psoriazis, acnee), dermatite sau complicatiile
cardiovasculare si diabetice, bolile neurodegenerative, cancer. Existd, deci, o serie de premise care impun cercetari
in sensul valorificarii resurselor naturale cu potential terapeutic clar.
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O atentie deosebita trebuie acordata selectiei agentilor antioxidanti si a dozei pentru a obtine efectul dorit.
Pe de altd parte, in testarea compusilor, se impune cuantificarea statusului redox si inflamator pentru interpretarea
corecta a rezultatelor [Biswas, 2016]. Daca numarul de celule activate este mare si inflamatia se manifestd pentru
prea mult timp pot rezulta disfunctii grave. Existd unele dovezi ale rolului antiinflamator jucat de RONS (radicali
liberi ai oxigenului, azotului si sulfului) eliberati de fagocite, care pot implica contributia la chemotaxia si repararea
tesutului afectat, precum si modularea raspunsului imun [Bickers si colab., 2003].

Este cunoscut faptul ca o serie de citokine si factori de crestere sunt implicati in procesul de vindecare a
ranilor care cuprinde trei etape generale: etapa inflamatorie ce constd in extravazarea componentelor sangvine
producandu-se agregarea plachetard, coagularea sangelui si migrarea celulelor inflamatorii la locul leziunii; etapa
proliferativa ce implicd migrarea si proliferarea keratinocitelor, fibroblastilor si celulelor endoteliale, conducand la
reepitelizarea si formarea tesutului granular si etapa de remodelare care dureaza un timp mai indelungat [Hiibner si
colab., 1996].

IL-1a, IL-6 si TNFa sunt citokine reprezentative puternic exprimate in procesele inflamatorii de la nivelul
tesutului cutanat lezat. in procesul de vindecare a ranilor un rol activ il au si chemokinele (IL-8), prin stimularea
migrarii celulelor inflamatorii, contribuind astfel la reglarea reepitelizirii, remodelarii tisulare si in angiogeneza. in
timpul procesului de vindecare a ranilor, angiogeneza are un rol esential in formarea tesutului granular nou in faza
proliferativa, fiind evaluatd prin monitorizarea expresiei factorului de crestere proangiogenic VEGF (factor de
crestere endotelial vascular)[ Toshikazu si colab., 2010, Goodman si colab., 2009].

Testarile s-au realizat in cadrul a doud modele experimentale, caracteristice tesutului dermo-epidermic,
simulindu-se agresiuni inflamatorii ce pot aparea in conditiile atacului fungic sau bacterian, respectiv inflamatie de
etiologie nedeterminata. Astfel, s-a mimat inflamatia corelata cu stresul oxidativ celular prin 2 tipuri de stimulare:

o Inflamatie bacteriana: LPS, un lipopolizaharid extras din bacteria Escherichia coli insotita de
declansare de stres oxidativ (PMA) - 18 ore de stimulare

o Inflamatie sistemicd nespecificd (TNF-a), insotita de declansare de stres oxidativ (PMA) — TNFa
15ng/ml +PMA 0.1uM, 24 ore de stimulare.

Statusul inflamator s-a evaluat prin determinarea secretiei citokinelor pro-inflamatorii (IL6, ILS, IL1a) pe
ambele tipuri celulare (keratinocite si fibroblasti), si a factorul VEGF, promotor de angiogeneza (metoda 4.2.7.-B)
[Craciun si colab., 2016; Craciun si colab., 2017; Craciun si colab., 2016].

Evaluare citokine pro-inflamatorii IL6, IL8, IL1a si factor proangiogenic VEGF in conditii de
stimulare nespecifica— linia celulara HaCaT

Cunoscandu-se pe de o parte interdependenta mecanismelor inflamatorii si oxidative la nivel celular si
compozitia fitochimica a extractelor, si pe de altd parte tindnd cont de rezultatele cercetarii din etapa precedentd in
care a fost demostrat printr-un studiu experimental extins potrentialul antioxidant al principiilor active bogate in
compusi de tipul glicoalcaloizilor, acizilor triterpenici, fitoestrogenilor si polifenolilor, s-a dezvoltat un model
experimental de evaluare a efectului antiinflmator cu exemplificare pentru extractele Sol-T, SvPG, Al, Br, ET si
TES.

Dintre biocomplexele mentionate, pentru evaluarea efectului antiinflamator, pe linia celulara standardizata de
tip keratinocit s-au selectat extractele Sol-T si SVPG deoarece pe langd sustinerea teoretica pe baza datelor de
literaturd [Saba si colab., 2017; Friedman, 2013; Siddique si colab., 2019; Baricevic si colab., 2001] avem si
sustinerea experimentald evidentiata in cadrul modelului experimental antioxidant (vezi subcapitolele 5.2. si 5.3.).

Celulele au fost tratate cu extractul Sol-T si stimulate atit cu TNFa — 40ng/ml (mimeaza inflamatia sistemica
nespecificd), cat si cu LPS - 1ug/ml (stimul bacterian). S-au testat trei concentratii diferite de extract respectiv
20ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, comparativ cu un martor pozitiv — dexametazona 200ng/ml (antiinflamator
cunoscut). Rezultatele sunt reprezentate in graficele de mai jos ca variatie procentuald fatd de martorul
corespunzator:
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Influenta extractului Sol-T asupra citokinelor IL6, IL8, IL1a si VEGF - linia Influenta extractului Sol-T asupra citokinelor IL6, IL8, IL1a si VEGF - linia
celulara HaCaT celulara HaCaT
0% = .
40% 20% ! | . |
30% 10%
20% - — 2
£ 10 i ' £ i
Q e — v -10%
g o .r T 20 |
T oam ’ £
T2 § S
§ am | P
40% 50%
50% — 60% - . ,
Eutor; | [DMHO Bel1 S 8ol Dexs T Mater  DMSO Sol-T Sol-T SolT Dexa
20ng/ml | S0ng/ml | 100ng/ml = 200mg/ml 20ng/ml  50mg/ml  100mg/ml  200mg/ml
stimulare THFa {40ng/ml-5h) stimulare LPS (1pg/ml-18h)
L6(pg/ml) 000 1% = -15% % 1% -40% 1L6 (pg/ml) 0.00 8% 1% 30% 23% 41%
IL8 (pg/ml) 0.00 -5% -10% -1% 5% 5% 4% 9% 2% -12%
sVEGF pg/ml]  0.00 15% 30% 2% -16% -29% 11% 26% 3% -26%
* alllafpg/ml  0.00 4% 41% 25% 48% 42% b s 53% -34% 0% 3%

Figura 22. Variatia procentuald a citokinelor pro-inflamatorii in prezenta extractului Sol-T pe linia celulara HaCaT:
a. stimulare TNFa (40ng/ml); b. stimulare LPS (1pg/ml)

Extractul SvPG, a fost testat din punct de vedere al efectului antiinflamator la nivel de keratinocit uman
(HaCaT), in prezenta stimulilor TNFa si PMA, iar rezultatele sunt reprezentate grafic ca modificare procentuala
fatd de martorul corespunzator astfel:

Influenta extractului SvPG asupra citokinelor IL6, IL8, IL1a si VEGF Figura 23. Variatia procentualé a citokinelor
- linia celulara HaCaT i cen .
0% pro-inflamatorii in prezenta extractului SvPG, la
0% “= r’ l F nivelul keratinocitelor (linia celulard HaCaT)
-10%
-20%
& -30%
% presce
& s
- B
4 -T0%
-80%
Martor PG SvPG SvPG SvPG Dexa
0.02% 0.033% 0.066% | 200ng/ml
stimulare TNFa + PMA
IL6 (pg/ml) 0.00 1% -19% -20% 21% 42%
WIL8 (pg/ml)  0.00 3% 3% 2% % 8%
#VEGF pg/ml)  0.00 8% 8 1% 4% -26%

Evaluare citokine pro-inflamatorii IL6,
IL8 in conditii de stimulare cu LPS si PMA— linia celulard HS-27

Pentru demonstrarea efectului antiinflamator al principiilor active din Al, Br, ET si TES, la nivelul dermului,
au fost elaborate, optimizate si aplicate modele experimentale in vitro ce au vizat modularea expresiei citokinelor
proinflamatorii (IL6, IL8) in conditii de mimare a inflamatiei dermice bacteriene insotita de conditii prooxidante
nespecifice.

Influenta extractelor Al, Br, ET si TES asupra citokinelor

IL6, IL8 - Linia celulard HS27 (stimulare LPS+PMA) Figura 24. Variatia procentuald a citokinelor
e ' ) pro-inflamatorii in prezenta extractelor Al, Br,

20% | ET si TES, la nivelul fibroblastilor (linia

oy | — _-.-' 4 = :"1' ' e~ celulard HS-27)

o
S 0% |
v
-
® -40% |
o
E 0%

80% |

-100% : .

Mastor PG A10.1% | Br0.1%  ET0.1% TES N-Ac-Cis
| | 4mg/ml

IL6 (pg/ml)|  0.00 -19% | -48% 4% | -16% -3% 4%
uIL8 (pg/ml),  0.00 -19% | -B4% 31% | 2% -37% 1%

Extractul glicoalcaloidic Sol-T inhiba eliberarea extracelulara a citokinelor IL6, ILS, IL1a, demonstrand
efect antiinflamator si antiiritativ prin blocarea cdilor de semnalizare coordonate de aceste citokine. Scdderea
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factorului pro-angiogenic VEGF eliberat de keratinocite In conditiile stimularii cu TNFa si cresterea acestuia sub
actiunea LPS bacterian recomanda acest compus in afectiuni dermatologice fara leziuni active (ex. dermatite, iritatii
cutanate, etc), respectiv vindecarea ranilor suprainfectate (induce formarea microvasculaturii dermice). Extractul de
salvie (SVPG) stopeaza semnalizarea extracelulard generatd de citokina IL6, cu relevantd inclusiv in maladii
dermatologice grave de tipul psoriazis. La nivelul fibroblastilor dermici, sub actiunea unui stimul bacterian asociat
cu un stimul generator de stres oxidativ, extractul Al actioneaza asupra citokinelor proinflamatorii, in sensul
inhibarii lor, demonstrand un efect antiinflamator pronuntat.

B. Inflamatie vasculari, importanti in procese de regenerare si refacere post-traumatica

Celulele endoteliale din derm sunt implicate in vindecarea ranilor, inflamatie, angiogeneza tumorala, si sunt
predominant de origine micro-vasculara, fiind de provenienta si functionalitate distincte fatd de celulele endoteliale
din vasele mari, utilizate pentru cercetarea in vitro vasculara. Cresterea si turn-overul celulelor endoteliale 1n piele
este fundamentald nu numai in cadrul dezvoltarii normale, dar si In vindecarea ranilor, ciclul foliculilor pilosi,
metastaza celulelor tumorale, si a diferitelor stadii ale patologiei cutanate. Celulele endoteliale in vitro capata o
forma usor elongata epiteloida. In studiile recente, cultivarea in vitro a celulelor endoteliale primare se realizeaza
prin incorporarea unui factor de crestere mitogen (VEGF) care functioneaza ca un factor de supravietuire a acestor
celule prin supraexpresia Bcl-2. Exista componente celulare, in vitro si in vivo care sintetizeaza si elibereazd VEGF.
[Bao si colab., 2009]

Unul din mecanismele fundamentale ale progresiei inflamatiei este dereglarea extravazarii leucocitare de-a
lungul endoteliului vascular si infiltrarea in tesutul adiacent.[Swerlick si colab., 1993; Peschen si colab., 1999]
Leucocitele infiltrate secretd un nivel mare de mediatori de inflamatie, perpetuand raspunsul inflamator, ceea ce are
ca rezultat degradarea tesutului inflamat. Pentru invazia tisulard de catre celulele inflamatorii este decisiva
transmigrarea acestora de-a lungul endoteliului microvascular, proces mediat de moleculele de adeziune exprimate
pe suprafata celulelor endoteliale din clasa CAM (cellular adhesion molecules) si de catre receptorii lor
corespunzatori din leucocite. Datele de literatura evidentiaza un rol diferentiat al moleculelor de adeziune ICAM si
VCAM, inhibitia ICAM-1 fiind beneficd pentru complicatiile dermice, in timp ce terapiile ce au ca tinta VCAM-1
combat maladiile cerebrale. [Norman si colab., 2008]

Exista mai multe aspecte privind fiziologia vasculaturii dermice si implicarea acesteia in homeostazia
tesutului cutanat. Dintre acestea enumeram:

o Inflamatia vasculard, caracterizatd de adeziunea intre limfocit si endoteliu declansata de exprimarea unor
molecule de adeziune —markeri de inflamatie si secretia de citokine pro-inflamatorii.

e implicarea anumitor citokine, esentiald in cadrul activarii endoteliale, a vindecarii leziunilor provocate de
radiatia UV sau a ranilor cutanate. De exemplu GM-CSF si IL1a si B induc proliferarea celulelor endoteliale, iar
IFN- v si TNFa activeaza endoteliul prin expresia HLA-DR si ICAM-1.

o fenomenul de angiogeneza si proliferare celulara

Agentii antiinflamatori la nivel cutanat actioneaza prin inhibarea expresiei TNFa si a VCAM-1, inhibitie
reversibild. in mod similar, are loc si inhibitia VCAM-1 in celule endoteliale stimulate cu TNFa si IL1a. Retinoizii
inhiba proliferarea celulelor endoteliale, iar efectorii HLA-DR, induc expresia ICAM-1 prin IFN y, TNFa si [L1a.
Efectul anti-inflamator al retinoizilor se poate explica si prin inhibitia expresiei genice a VCAM-1 si a legarii
celulelor T la celulele endoteliale tratate cu citokine.

Sistemele experimentale utilizate au constat in stimularea diferentiatd a celulelor endoteliale cu LPS,
lipopolizaharid ce mimeaza infectia bacteriand, respectiv cu TNFa - stimul nespecific pentru inflamatia sistemica.
LPS este o componenta majora a bacteriilor gram negative ce actioneaza ca endotoxina la nivel de organism animal,
inducand un puternic raspuns imun si producand secretia citokinelor pro-inflamatorii. TNFa face parte din grupul
citokinelor care stimuleaza reactia raspunsului inflamator de faza acuta.

Inflamatia vasculara s-a evaluat prin determinarea moleculelor de adeziune ICAM-1 si VCAM-1 prin
marcarea cu anticorpi fluorescenti si achizitie de citometrie in flux (metoda 4.2.7.-B).

Parametrii relevanti pentru fiziologia tesutului cutanat pe care 1i vom urmari sunt:

e stimularea cu LPS Ipg/ml, stimul bacterian, urmatd de analiza expresiei ICAM (caracteristic pentru
microvasculatura dermicd), citokinele inflamatorii IL6 si ILS.

o stimularea cu TNFa 20 ng/ml, stimul sistemic nespecific, urmata de analiza expresiei VCAM (caracteristic
pentru vasele sanguine mari), citokinele inflamatorii IL6 si IL8.

In cele ce urmeaza vom prezenta rezultatele obtinute pentru principalele tipuri de efecte urmarite.
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Evaluare efect antiinflamator la nivel de celule endoteliale, prin monitorizarea expresiei citokinelor
proinflamatorii IL6, IL8 si a moleculelor de adeziune ICAM, VCAM, in conditii de stimulare oxidativa nespecifica
cu TNFa dar si cu mimarea infectiei bacteriene cu LPS — Extract Sol-T , SvPG si Br .

Mecanism fiziologic Inflamatie vasculara
relevant
IL-6 IL-8 ICAM-1 VCAM-1
Salvia HUVEC: HUVEC: HUVEC: HUVEC:
. SvPG TNFa+PMA: [23% | TNFo+PMA: |40% | TNFo +PMA: [12% | TNFa +PMA: |24%
officinalis LPS: | 7% LPS: 4%
Arctium HUVEC: HUVEC: HUVEC: HUVEC:
lappa Br TNFo: |26% TNFa: |49% TNFao: 6% TNFo: [1%
LPS: |30% LPS: |51% LPS: |14% LPS: |7%
HUVEC: HUVEC: HUVEC: HUVEC:
Solanum Sol.-T | TNFa: |18% TNFo: |23% TNFa: 1% TNFa: |39%
Iycopersicum LPS: |7% LPS: |4% LPS: |19% LPS: 128%

Pentru evaluarea efectului extractelor vegetale, SVPG, Sol-T si Br asupra statusului inflamator celular,
celulele de endoteliu vascular (linia calulara HUVEC) au fost stimulate pro-inflamator cu TNFa si bacterian cu LPS.
Dintre extractele testate, Sol-T prezinta un efect semnificativ in conditii de inflamatie nespecifica indusa de TNFa,
actioneaza prin reducerea expresiei extracelulare a citokinelor IL6 si IL8, manifestand astfel un efect antiinflamator
la nivel de celuld endoteliala. In aceleasi conditii de stimulare, toate dozele testate de Sol-T reduc expresia VCAM
(molecula de adeziune endoteliu-monocit specificd vaselor mari), precum si expresia ICAM caracteristica
microvasculaturii. Atacul bacterian la nivel endotelial (stimulare cu LPS), este contracarat de extractul
glicoalcaloidic Sol-T care prezinta efect reducator asupra expresiei ICAM, parametru caracteristic vaselor sanguine
mici.

5.5. Impactul _extractelor vegetale de Salvia officinalis si _Corylus avellana asupra interactiunilor
keratinocit — radiatie UV

Mecanismele foto-oxidative dependente de speciile de oxigen reactive produse de radiatia solard sunt
principalele cauze ale foto-imbatranirii pielii si ale foto-carcinogenezei. Cercetarea din domeniul fotobiologiei se
orienteaza preferential asupra efectelor nocive ale radiatiei UVB si UVC implicate in carcinogeneza, dar in ultimii
ani a aparut necesitatea studiilor privind rolul radiatiei UVA si a celei In vizibil apropiat in fotodegradare si
fotoimbatranire [Stojiljkovi¢ si colab., 2014].

Radiatia UV duce la suprareglarea VEGF (vascular endothelial growth factor) , un factor activ pro-
angiogenic, pe calea de semnalizare MAPK/ERK kinase-ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2), ceea ce
duce la nivel in vivo la cresterea In dimensiune a vaselor de sange, a densititii vasculare si a zonei de tesut dermic
ocupate cu micro-vasculatura [Debacq-Chainiaux si colab., 2012]. De asemenea, radiatia UV-A, dar si UV-B
supraregleazd VEGF si la nivelul keratinocitelor imortalizate (linia celulara HaCaT), actionand indirect si asupra
sintezei si eliberarii de IL-1, TNF-o, si a altor citokine pro-inflamatorii. [Kosmadaki si colab., 2003]. Supraexpresia
VEGF duce la cresterea vascularizarii pielii, la aparitia microvasculaturii dermice fragile si sinuoase. Astfel, VEGF
secretat de keratinocite trece prin membrana bazald epidermo-dermicd ajungind la microvasculatura din derm.
Epidermul normal exprima un nivel scdzut al VEGF, in timp ce perturbari patologice de tipul psoriazisului,
dermatitei de contact sau vindecarea ranilor supraregleaza expresia VEGF 1n keratinocite.

Astfel, in cadrul studiilor privind patogeneza fotoimbatranirii sunt important de analizat urmatorii parametrii
celulari: apoptoza celulara; perturbari ale secventialitatii ciclului celular, stres oxidativ (apa oxigenatd eliberata
intracelular si anion superoxid); inflamatie (citokine pro-inflamatorii IL6 si IL8; IL1a); angiogeneza (factorul
VEGF) [Detmar, 1994]. Citometria in flux oferd posibilitatea detectiei simultane a apei oxigenate si a anionului
superoxid eliberate intracelular prin dubla marcare fluorescentd cu DCFH-DA (emite in coordonate FITC-A si
marcheaza apa oxigenatd) si HE (emite in coordonate PE-A si marcheaza anionul superoxid).

Modularea mecanismelor celulare sub influenta radiatiei UV, s-a realizat intr-un sistem experimental
[Dumitriu si colab., 2012] alcatuit din 3 serii, dupa cum urmeaza:

Iradierea s-a realizat in conditii reproductibile cu un echipament de iradiere controlata: sistem Bio-Sun
(producator Vilber-Lourmet).
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In cadrul acestui model experimental, s-a urmarit studiul mecanismelor celulare implicate in afectiuni
degenerative ale tesutului cutanat, avind ca material celular cultura de keratinocite (HaCaT), prin urmatoarele
metode (descrise 1n capitolul special destinat): evaluarea procesului de apoptoza celulard (metoda 4.2.7.-D), testarea
in vitro a capacitatii proliferative prin evidentierea generatiilor celulare succesive prin marcare fluorescenta cu
CFSE (metoda 4.2.7.-E), analiza secventialitatii ciclului celular (metoda 4.2.7.-F), identificarea simultand a
radicalilor oxigenati intracelulari si evaluarea statusului inflamator (metodele 4.2.7.-A si -B).

Mecanism Iradiere UV
fiziologic Apoptoza Ciclu Stres oxidativ Inflamati
relevant celulara celular intracelular nHamage
SYPG UV A:] 02.'_'; |H,0, | UV A: |IL8
UVB: | 0,"; |H,0, | UVB: |[IL8
Al protejeaza impotrival stopeazacc | UV A: | O,”; |H,0, | UV A: |IL6; |ILS; |IL1-0; | VEGF

apoptozei UV B: | 0,"; |H,0, | UV B: |IL6; |ILS8; |IL1-a; |VEGF

Expunerea la radiatia UV, poate induce efecte genotoxice, ce pot contribui nu doar la procesul de
fotoimbatranire, dar si la carcinogeneza [El-Mahdy si colab., 2007]. Principiile active extrase din salvie (SVPG),
actioneaza prin impiedicarea progresiei apoptozei timpurii in celulele iradiate cu UV-A sau UV-B. Extractul de
salvie SVPG este deosebit de activ la nivelul reducerii radicalilor liberi oxigenati, apa oxigenata si anion superoxid,
inducand scaderea intracelulara a acestora cu pana la 60% in cazul apei oxigenate generate de iradierea UV-A, si cu
32% a anionului superoxid generat de UV-B.

Extractul Al, prezinta efect de reducere intracelulard a speciilor de oxigen reactive in special in conditiile
iradierii UV-B, nemodificind impactul UV-A la acest nivel. Extractul de alun Al nu actioneaza asupra procesului
apoptotic de la nivelul keratinocitelor iradiate, in schimb stopeaza progresia in ciclul celular, atat in cazul UV-A cat
si UV-B, ceea ce semnificd o amplificare a degradarii celulare in aceste conditii specifice si nu o protectic a
celulelor normale in sensul preventiei malignizarii si a stoparii proliferarii aberante. Extractul Al duce la scaderea
fenomenului inflamator si de asemenea prezintd o actiune antiangiogenica in cazul radiatiei UV-A.

5.6. Evaluarea actiunii_extractelor vegetale din_Salvia officinalis, Solanum_lycopersicum, Corylus
avellana, Arctium lappa, Trifolium pratense si Vitis vinifera asupra regenerdrii cutanate

A. Regenerare epidermala prin stimularea procesului de diferentiere keratinocitara

Linia celularda HaCaT este imortalizata spontan si reprezintd principalul model de studiu in biologia pielii.
In conditii tipice de cultivare celulele au un fenotip partial sau complet diferentiat datoritd continutului mare de
calciu din mediul de culturi si din serul fetal bovin. In conditii de cultivare la concentratii mici de calciu, celulele
suferd o transformare reversibila la fenotipul bazal, de la care, in conditii controlate prin concentratii progresive de
calciu se pot induce stadii de diferentiere bine definite corespunzatoare stratului bazal, spinos, granulos sau
corneum.

Determinarea acestor stadii de diferentiere se face prin evidentierea anumitor proteine exprimate specific,
dupa cum urmeaza: Involucrina (stratul corneum si granulos), Transglutaminaza (stratul spinos), keratina K14
(stratul bazal). Concentratia externa de calciu regleaza diferentierea keratinocitelor in vitro. Keratinocitele cultivate
in mediu cu ioni de calciu 1.2mM si 2.4mM sintetizeaza involucrina si transglutaminaza Tnainte de a fi confluente,
fiind capabile la confluenta sa formeze invelisul cornificat.

Celulele au fost tratate cu substantele de interes timp de 5 si respectiv 7 zile. Evidentierea celor trei proteine
membranare — markeri de diferentiere a fost realizata prin marcarea cu anticorpi specifici (Anticorp pt citokeratina
5/14 conjugat cu PE; Anticorp primar pt involucrina cuplat cu anticorp secundar conjugat FITC; Anticorp primar pt
transglutaminaza-1 cuplat cu anticorp secundar conjugat PE) si vizualizarea prin citometrie in flux (metoda 4.2.7.-G)
[Craciun si colab., 2019].

Rezultatele privind evidentierea markerilor de diferentiere in prezenta extractului Sol-T sunt prezentate in
tabelele urmatoare.
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Figura 32. Evidentierea efectului extractului Sol-T asupra procesului de diferentiere keratinocitara dupa 5

(a.) si 7 (b.) zile de tratament

Status proliferativ indus de extractul Sol-T in conditii de cultivare in medii de diferentiere (cu concentratii

diferite de calciu):

ull

¥
Control DMSO  SolT | SolT  Control DMSO  SolT  SolT | Comtrol DMSO | SolT = Sol-T
50ng/ml | 20ng/ml S0ng/ml 20ng/ml 50ng/ml | 20ng/ml
Concentratie mica de calciu Concentratie medie de calciu (6mg) Concentratie mare de calciu (12mg)
"FaaS% 625 539 FAY 65 1081 781 1216 1081 343 331 948 531
NG2YN% 1008 728 918 88 886 | 74T | 7% 818 | 511 | 385 805 5,68

Figura 33. Secventialitatea ciclului celular
in conditii de diferentiere keratinocitara
variabild

Extractul Sol-T induce
preponderent supraexpresiei
transglutaminazei-1, deci progresia
stratului ~ spinos. Compusii  bioactivi

stimuleazd turn-overul keratinocitelor atat
in conditii nediferentiate (mediu sdrac in
calciu), cat si in conditii de inducere a
diferentierii (12mg calciu), efect ce sustine
procesul de regenerare epidermala.

Testarea compusilor bioactivi din complexul TES s-a realizat pe ambele mecanisme.

Celulele se trateaza cu extractul bioactiv de struguri (TES) dupa 24h de la aderare si se analizeaza procesul
de diferentiere dupa 7 zile de cultivare, schimbandu-se mediul din 3 in 3 zile. Rezultatele sunt prezentate in graficele

de mai jos:

Diferentiere HaCaT - 7 zile
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Fara Gliu
1 6mg Calciu
 12mg Gl
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Figura 34. Expresia celor trei
markeri de regenerare epidermica
(Involucrina — strat corneum si granulos;
transglutaminaza — strat spinos;
citokeratina — strat bazal) in conditii de
diferentiere keratinocitara variabila
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Secventialitatea ciclului celular in conditii de diferentiere keratinocitard variabild, este prezentatd in
graficele de mai jos:

W Figura 35. Efectul extractului TES asupra

secventialitatii ciclului celular la diferite
o |
E- l
6 ¥
ﬂ ¥
T

%
.

concentratii de calciu
H B Extractul de  struguri TES
stimuleaza expresia citokeratinei,
BE B BB PR B inducand diferentiere keratinocitard inca
E B BE B B B B din stratul bazal, fard selectivitate in
- privinta aportului de calciu in mediul

Control | TES Cotol | TES TS T Comol TS TES TS extracelular. Aceasta sugereaza un rol de
05mg/ml 1mg/ml = 2mg/ml 05mg/ml | Img/ml | 2mg/ml 0,5mg/ml 1mg/ml  2mg/ml inducere a regenerérii intrinseci,
Concentratie mica de calciu | Concentratie medie de calciu (mg)  Concentratie mare de calciu (12mg)

independent de promotorii externi de
diferentiere. Se remarcd, de asemenea,
supraexpresia transglutaminazei-1, deci
progresia stratului spinos, dar si a involucrinei, caracteristica stratului corneum complet diferentiat, ambele in
special 1n conditiile unui aport extracelular de calciu. TES stimuleaza turn-overul keratinocitelor atat in conditii
nediferentiate (mediu sarac in calciu), cat si de inducere a diferentierii (12mg calciu), efect ce sustine procesul
complet de regenerare epidermala .

BFaash| 625 112 63 678 | 1091 1051 1@ | . 348 51 698 669
IGI,’M%_ 1008 819 1113 1081 | 88 8% 784 | 7M1 511 518 567 61

Pentru a evidentia la nivel in vitro acest proces de reinnoire a epidermei s-au analizat in prezenta extractului
ET mai multi markeri de diferentiere apartindnd diferitelor etape evolutive: keratina 5/14 — molecula care se
exprimd doar in stratul bazal; transglutaminaza-1 in stratul spinos si involucrina in stratul granulos, stratul cornos
fiind format numai din celule anucleate, neviabile.

Diferentiere HaCaT - 7 zile

Figura 36. Evidentierea procesului
de diferentiere la nivelul
keratinocitelor tratate cu extractul de
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E 2,000 - Extractul ET  stimuleazi
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£ TiTH analizati in diferite stadii de

cornifiere a pielii. Astfel este reliefat

o b
Control ET0.2% Et0.1% Control ET0.2% Et0.1% Control ET0.2% Et0.1% . .
un aport important al fitocompusilor

Involucrina - STRAT CORNOS Transglutaminase 1 - STRAT SPINOS Cytokeratine 5/14 - STRAT BAZAL la procesul de reinnoiere a
bmgCaliu =~ 181540 | 260470 | 146248 59559 33662 B 5,60 S| 20655 epidermei si implicit la preventia si
B12mgCalu 263630 | 116279 | 164705 = 110008  258.20 589.84 255.20 342.04 286.83 incetinirea’ progresiei proce,selo’r

degenerative de Tmbatranire a pielii, precum si refacere post traumatica in leziuni de diferite etiologii (arsuri, rani,
infectii cutanate, etc).

B. Studii asupra homeostaziei matricei extracelulare secretati de fibroblasti dermici

Degradarea controlata a ECM este un proces necesar pentru migrarea celulelor, angiogeneza, reepitelizarea,
degradarea provizorie a matricei si remodelarea tesutului granular nou format in timpul vindecarii ranilor. ECM este
compusa dintr-un amestec complex de molecule insolubile incluzdnd colagen, laminine, fibronectina, entactin/
nidogen si proteoglicanii de tip heparan-sulfat, oferind un suport solid pentru celule. La nivelul ECM se gasesc de
asemenea citokinele Incorporate si factorii de crestere, precum si cdile de comunicare intre moleculele care
alcatuiesc reteaua ECM, facilitaind migrarea celulara, aderenta, contractia ranii si epitelializarea. Turnoverul si
remodelarea ECM trebuie sa fie strict reglementatd deoarece proteoliza necontrolatd contribuie la o dezvoltare
anormala si genereazd multe conditii patologice caracterizate prin degradarea excesiva, cum ar fi ulcerele cronice
sau lipsa de degradare a componentelor ECM care conduc la fibrozd [Meilang si colab., 2006, Eckes si colab.,
2010].
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Vindecarea leziunilor cutanate este un proces fiziologic complex, care presupune interactiuni coordonate
intre diferitele sisteme biologice si imunologice, implicand o cascada de pasi si evenimente foarte precis organizate,
ce se coreleazd cu aparitia anumitor tipuri de celule la locul tesutului afectat de-a lungul diferitelor faze ale
procesului de vindecare [Velnar si colab., 2009]. Refacerea leziunilor cutanate poate fi impartita in mai multe etape
dinamice incluzand: (i) formarea cheagului fibrinic si raspunsul inflamator; (ii) formarea tesutului granular care
include reepitelizarea si angiogeneza; si (iii) formarea si remodelarea matricei extracelulare. Un echilibru dinamic
intre celulele endoteliale, trombocite, coagulare si fibrinoliza regleaza hemostazia si determina cantitatea de fibrina
depozitatd la locul ranilor, influentdnd astfel progresul proceselor reparative [Meilang si colab., 2006, Velnar si
colab., 2009].

Pentru refacerea stratului dermic, este necesara sinteza de catre fibroblasti a fibrelor de colagen, a fibrelor
elastice si a componentelor substantei de baza, dar si stabilirea unui raport optim activare / inhibitie pentru enzimele
implicate in remodelarea matriceald. Sub actiunea factorilor de crestere, (in special TGF-B), fibroblastii secreta
colagen 1n spatiul extracelular pentru formarea de tesut granular. Fibrele de colagen, regasite in tesutul granular, sunt
de tip I si 111, iar la nivelul tesutului cicatrizant rezultat in urma procesului de remodelare matriceala, se regasesc cu
preponderenta fibre de colagen de tip I [Nguyen si colab., 2009].

Procesul de refacere a tesuturilor lezate este controlat de anumite mecanisme reglatoare in vederea mentinerii
echilibrului intre metabolism si catabolism, conducand in final la o vindecare normald. Metaloproteinazele
matriceale (MMP), produse de neutrofile, macrofage si fibroblasti, sunt direct implicate in procesul de degradare a
colagenului, activitatea lor fiind strans legata si reglata de agenti inhibitori [Velnar si colab., 2009]. MMP nu sunt
exprimate constitutiv in piele dar sunt induse temporar ca raspuns la semnale exogene ca citokine, factori de
crestere, interactiuni celuld — matrice, sau celuld — celula. In procesul de refacere dermald, MMP sunt implicate in
inlaturarea tesutului devitalizat, interactiuni epidermo-mezenchimale in timpul migrarii keratinocitelor, angiogeneza,
remodelarea tesutului conjunctiv nou sintetizat in timpul procesului de maturare, reglarea activitatii anumitor factori
de crestere [Kahari si colab., 1997].

Reglarea matricei extracelulare implicdi un echilibru intre sinteza componentelor sale structurale si
degradarea lor sub actiunea catalitici a MMP — urilor a céror functie biologicad este modulata de inhibitori tisulari
specifici ai metaloproteinazelor matriceale (TIMP). Suprareglarea activititii MMP, favorizeaza degradarea
proteoliticd a membranei bazale si a matricei extracelulare, fiind corelata cu cresterea tumorala si metastaza, precum
si cu angiogeneza asociatd tumorilor, in timp ce inhibarea activitatii MMP pare a restrictiona aceste procese [Kahari
si colab., 1997].

MMP-urile sunt responsabile de degradarea proteinelor matricei extracelulare (ECM) cum ar fi colagenul,
fibronectina, elastina si proteoglicanii, contribuind la procesul de fotoimbatranire. [Cavinato si colab., 2017]. MMP-
9 (gelatinaza B), este produsd de keratinocitele umane si actioneaza asupra colagenul de tip IV, o componenta
importantd a membranei bazale in piele. Ca si MMP-9, MMP-2 (gelatinaza A) este capabila sa scindeze colagenul
de tip IV. In plus, ambele gelatinaze pot degrada alte substraturi cum ar fi colagenul de tip V, VII si X, fibronectina
si elastina. Acestea sunt esentiale in degradarea fragmentelor de colagen fibrilar dupa degradarea lor initiala prin
colagenaze [Pittayapruek si colab., 2016]. in timpul procesului de imbitréanire, proteinele matricei extracelulare sunt
susceptibile la activitate excesiva a enzimelor proteolitice-metaloproteinaze matriceale (MMP), fiind legate in cea
mai mare parte la colagen si elastind. In conditii fiziologice adecvate, enzimele sunt reglate la nivel transcriptional si
prin inhibitori proteici. Dezechilibrul in homeostazie duce la pierderea integritdtii tesutului, ceea ce poate duce la
pierderea elasticitatii pielii.

De-a lungul timpului, s-au realizat numeroase studii privind rolul extractelor vegetale ca agenti de refacere a
tesutului cutanat. Acesti compusi bioactivi de tipul alcaloizilor, uleiurilor esentiale, flavonoidelor, taninurilor,
terpenoidelor, saponinelor si compusilor fenolici, sunt cunoscuti ca fiind implicati in diferite faze ale procesului de
vindecare, si datoritd proprietatilor lor multifunctionale (antiinflamatoare, antioxidante, etc.) [Tsala si colab., 2013].

Pentru evaluarea rolului extractelor vegetale in procesul de remodelare dermala, au fost utilizate metodele
relevante, descrise in capitolul dedicat. Evaluarea procesului de sintezd de colagen in prezenta principiilor s-a
realizat prin determinarea colagenului intracelular total (prin marcare cu kit-ul sirius Red/ Fast Green — metoda
4.2.8.). Evaluarea metaloproteinazelor matriceale secretate In mediul de crestere de cétre fibroblastii dermici, s-a
realizat prin zimografie (metoda 4.2.9.) [Créciun si colab., 2019].

Determinarea colagenului total - marcare cu Sirius Red/Fast Green

Fibroblastii (HS27) au fost cultivati timp de 24 h in placi cu 24 de godeuri in mediu de cultura DMEM,
suplimentat cu 10 % ser fetal bovin si 1% antibiotic. Celulele au fost tratate timp de 48h dintre care 24h cu stimuli
TNFa si PMA, respectiv LPS si PMA. Dupa cele 48h, se colecteazd mediul de cultura (se va determina activitatea
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metaloproteinazelor matriceale secretate in mediul extracelular). Rezultatele sunt reprezentate grafic ca variatie
procentuald a colagenului sintetizat fatd de martorul corespunzator:

Efectul principiilor active asupra sintezei de colagen intracelular - Efectul principiilor active asupra sintezei de colagen intracelular -
HS27, nestimulat HS27, stimulare TNFa+PMA
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Figura 37. Dozarea colagenului intracelular cu kit-ul
Sirius Red/ Fast Green — fibroblasti dermici tratati cu
SvPG, Br, Al Sol-T, ET si TES, in conditii normale
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Identificare si dozare metaloproteinaze matriceale

Este o metoda de estimare a concentratiei de gelatinaze (MMP-2 si MMP-9) din mediul conditionat ce se
bazeaza pe capacitatea acestor enzime de a se renatura dupa migrarea electroforetica in geluri de poliacrilamida-SDS
copolimerizate cu gelatina si indepartarea SDS prin spalari repetate cu Triton X-100, enzimele exercitindu-si astfel
activitatea proteoliticd asupra substratului copolimerizat pe parcursul a 18h de incubare la 37°C intr-un tampon
corespunzator. Zimogramele au fost scanate si analizate semi-cantitativ cu softul ImageJ prin densitometria benzilor
proteice cu activitate enzimatica ce apar ca plaje de liza, iar identificarea tipului de MMP s-a realizat pe baza

maselor moleculare.

Expresia metaloproteinazelor matriceale in prezenta extractelor SVPG, Br, Al, Sol-T, ET si TES, este

redatd in figura de mai jos:

Activitate enzimatica MMP - Linia celulara HS27 (nestimulat)
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Figura 38. Influenta extractelor bioactive asupra activitatii enzimatice a MMP secretate de fibroblasti: a.
nestimulati; b. stimulati cu TNFa + PMA si LPS+PMA

In cadrul acestui model experimental, a fost evaluat efectul extractelor bioactive din Salvia officinalis
(SvPG), Solanum lycopersicum (Sol-T), Corylus avellana (Al), Arctium lappa (Br), Trifolium pratense (ET) si Vitis
vinifera (TES) asupra procesului de regenerare cutanatd prin monitorizarea a doud fenomene importante la nivel

dermo-epidermic, respectiv diferentiere

keratinocitara si remodelare matriceala la nivel de fibroblast dermic.
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anism fiziologic relevant:
Reg re cutanata prin Diferentiere keratinocitara Sinteza Colagen MMP
Sursa vegetala/ extract
Salvia officinalis SvPG stimuleaza sinteza de colagen — 7% 1l
Arctium lappa Br stimuleaza sinteza de colagen - 12% LU
Corylus avellana Al stimuleaza sinteza de colagen — 7% W
Solanum supraexpresia transglutaminazei-1, nu influenteaza semnificativ procesul
/ j Sol-T 7 zile; efect regenerator epidermal de sinteza a colagenului L
ycopersicum zile; g p g
Trifolium pratense ET efect regenerator stimuleaza sinteza de colagen — 21% LU
stimuleaza turn-overul stimuleaza sinteza de colagen — 9%
Vitis vinifera TES keratinocitelor; efect regenerator W
complet

Din analiza datelor experimentale, atat in conditii de inducere a diferentierii (prin aport de calciu in mediul
extracelular), cat si in mediu sarac in calciu, este reliefat un aport important al fitocompusilor testati in procesul de
reinnoiere a epidermului si implicit la preventia si Incetinirea progresiei proceselor degenerative de Tmbatranire a
pielii, precum si refacere post traumatica in leziuni de diferite etiologii (arsuri, rani, infectii cutanate, etc). Dintre
extractele testate, se remarca: extractul Sol-T induce preponderent supraexpresiei transglutaminazei-1, deci
progresia stratului spinos; extractul din deseuri de struguri TES stimuleaza expresia citokeratinei, inducand
diferentiere keratinocitara incd din stratul bazal si supraexpresia transglutaminazei-1, deci progresia stratului spinos,
dar si a involucrinei, caracteristica stratului corneum complet diferentiat; extractul ET stimuleaza diferentierea
keratinocitara datoritd impactului pozitiv asupra expresiei tuturor markerilor moleculari analizati in diferite stadii de
cornifiere a pielii.

Dintre fitocompusii bioactivi testati, extractele ET si TES prezinta un efect stimulant semnificativ al
sintezei de colagen la nivelul fibroblastilor dermici, atat in conditii bazale, cat si in conditii de stimulare nespecifica
cu TNFa si PMA, contribuind astfel la procesul de regenerare dermica.

Metaloproteinazele matriceale au o importantd deosebitd in remodelarea tisulard si in vindecarea ranilor,
dar reprezinta si un element important in progresia bolilor inflamatorii si in invazia tumorald (activitatea proteolitica
a protein-enzimelor fiind corelati cu potentialul metastazic al celulelor tumorale). In urma evaludrii activitatii
enzimatice a metaloproteinazelor matriceale secretate in mediul de cultura extracelular de catre fibroblastii dermici,
in prezenta extractelor bioactive, se remarcd urmatoarele: extractele ET si TES, actioneazd asupra
metaloproteinazelor in sensul scaderii activitatii acestora atdt in conditii bazale cat si in urma stimularii cu agenti
proinflamatori si bacterieni. Acelasi efect inhibitor asupra metaloproteinazelor, il manifesta si extractul Sol-T, care
intervine mai pronuntat asupra MMP9, reducindu-i activitatea cu pana la 27%. Acelasi efect inhibitor se observa si
in cazul celulelor stimulate proinflamator si bacterian, si tratate cu extractele de brusture (Br) si alun (Al).

5.7. Mecanisme implicate in progresia melanomica modulate de asocieri de fitocompusi biologic activi
din trifoi rosu si deseuri de struguri

Incidenta cancerului de piele are la baza o serie de agenti cauzali, dintre care cel mai important fiind
radiatia UV, dar si anumiti virusi, compusi mutageni din produsele alimentare sau din substante chimice,
susceptibilitatea genetica, joacd un rol la fel de important in aparitia acestei afectiuni. Aparitia cancerului de piele
poate fi prevenita prin eliminarea acestor factori externi si poate fi indepartat eficient prin impiedicarea alimentarii
cu sange a tumorii (anti-angiogeneza), stopand cresterea tumorala si astfel creste rata de supravietuire a pacientului.
Majoritatea celulelor canceroase dezvolta modalitati de evitare a apoptozei sau prezintd mecanisme de apoptoza
defecta, permitind astfel dezvoltarea necontrolatd a celulelor. Melanomul malign al pielii este cea mai grava forma
de cancer de piele, apare In melanocitele epidermale si este o malignitate refractard la tratament si metastaza, a carei
incidenta a crescut constant si semnificativ in ultimele decenii [D’Orazio si colab., 2013].

in cultura de celule de melanom uman expresiile crescute ale MMP-1, MMP-2 si MMP-9 s-au dovedit a fi
corelate cu migratia si invazia tumorala. In leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelatie pozitiva intre
progresia tumorii si expresia MMP-2. Cresterea expresiei MMP-9, pe de alta parte, a fost gasita in principal in faza
de crestere radiala a melanomului primar, indicand faptul ca expresia MMP-9 se coreleaza cu invazia timpurie a
melanomului [Neufeld si colab., 1994].

Efectele adverse severe al agentilor chimioterapeutici precum si dezvoltarea unei rezistente a organismului
la mai multe medicamente utilizate in terapia cancerului, au determinat dezvoltarea unor strategii de eliminare a
acestora, strategii ce abordeaza utilizarea nanoparticulelor, lipozomilor si vehiculelor de eliberare miceliard a
medicamentelor, cu unele succese raportate [Iyer si colab., 2013]. Datorita acestor efecte nedorite asociate cu terapia
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conventionala a cancerului, de-a lungul timpului a devenit tot mai pregnanta necesitatea unor scheme de tratament
alternativ in care principiile active din surse naturale au fost preferate in detrimentul celor de sinteza.

Compusii fitochimici care au proprietati anti-inflamatorii, imuno-modulatoare si anti-oxidante, au, in
general, cel mai mare potential de a manifesta comportamente chimio-preventive in cancerele de piele. S-au facut
numeroase incercari pentru a gasi o corelatie intre proprietatile antioxidante ale fitocompusilor si potentialul lor anti-
cancer. Desi nu s-a constatat nici o dovadd concretd a unei astfel de corelatii, activitatea antioxidantd a unui
fitocompus este consideratd ca o indicatie a potentialei activititi anticanceroase. Carotenoizii, flavonoidele si
terpenoidele sunt unele dintre grupurile de fitoccompusi cu potential ridicat anticancerigen [Agrawal, 2011].

Resveratrolul (compus regasit in cantitati semnificative in struguri) a fost investigat ca agent anti-cancer si
s-a constatat ca acesta este capabil sa inhibe cresterea celulelor melanotice si amelanotice prin inducerea apoptozei.
Potenta resveratrolului a fost demonstrata prin capacitatea sa de a induce apoptoza in celulele melanomului murin
rezistent la doxorubicind si capacitatea sa de a inhiba cresterea tumorilor melanomului rezistent la doxorubicina la
soareci. Resveratrolul are un potential anti-metastatic, deoarece s-a raportat ca inhiba tranzitia epiteliald indusa de
lipopolizaharide pana la tranzitia mezenchimald, posibil prin inhibarea semnalizarii NF-kB. Existd, de asemenea,
potentialul de aplicare a resveratrolului ca sensibilizator la radiatii in tratamentul melanomului, deoarece s-a
observat ca celulele melanomului rezistent la radiatii au raspuns bine la o combinatie de tratament de resveratrol si
radiatie [Niles si colab., 2003].

Trifoiul rosu (Trifolium pratense) este o planta medicinala utilizata traditional in tratamentul afectiunilor
cronice ale pielii, ce contine cel putin patru izoflavone estrogenice: formononetin, biocanina A, daidzeina si
genisteina. Pe langa activitatea lor estrogenica, fitoestrogenii prezinta de asemenea si activitati nonhormonale ca cea
antioxidantd dar sunt si potentiali agenti antitumorali. De exemplu, s-a demonstrat efectul anticarcinogenic al
genisteinei in vitro, probabil datorita activitatii inhibitorii asupra protein-tirozinaz-kinazei si asupra angiogenezei
[Kolodziejczyk-Czepas, 2012].

Mecanismele tintd studiate in vederea completarii profilului citotoxicitate / eficacitate sunt: sinteza de
melanind ca parametru indicator al malignizarii; invazivitate tumorala exprimata prin activitatea metaloproteinazelor
(MMP 2 si MMP 9); semnalizare inter-celulard prin factorul pro-angiogenic VEGF si citokina IL6; status
proliferativ si pro-apoptotic in melanom in conditiile iradierii UV (metode descrise in cadrul capitolului special
dedicat) [Craciun si colab., 2018].

Linia celulara standardizata utilizata este cea de melanom murin - B/6-F10 — cu relevanta si predictibilitate
in patologia umana. Celulele au fost cultivate in mediu de cultura DMEM cu 10% ser fetal bovin, 1% solutie
antibiotic/ antimicotic, in conditii standard (37°C, 95% aer umidificat si 5% CO,) 24 de ore inainte de tratament si
48 de ore cu substante testate.

Cele doua extracte de testat s-au combinat in urmatoarele proportii: TES:ET Al= 1:9; TES:ET A2 = 1:5;
TES:ET_A3= 1:3; TES:ET_A4 = 2:9. Experimentele s-au realizat in triplicat, datele prezentate fiind media valorilor
obtinute in cele 3 serii experimentale succesive, avand ca martori pozitivi: Metotrexat 10mg/ml — agent
antiproliferativ cu spectru larg; Colchicina 2uM — antitumoral activ in blocarea ciclului de diviziune celulara.

Evaluarea melaninei ca parametru indicator al malignizarii:
Pigmentii melaninici sunt produsi la mamifere in special ca protectie fata de radiatia UV, in special UV-B,

direct absorbita de ADN-ul celular. Radiatia UV-A actioneaza in special prin fotosensibilizare, generand specii
radicalice ce degradeaza ADN-ul si alte componente celulare. UV-A penetreaza in derm, mai profund decat UV-B,
fiind sursa majora de radiatie UV responsabila de producerea unor anumite tipuri de cancer de piele [Chiarelli-Neto
si colab., 2014; Jimbow si colab., 1993].
Rezultatele relevante pentru actiunea compusilor TES si ET, singulari si asociati in proportiile selectate sunt
prezentate in tabelul de mai jos:

Efectul extractelor TES:ET asupra sintezei de melanina in celule de melanom murinic (B16-F10)

Figura 39. Determinarea sintezei de
melanina secretata de celule B16-F10 in
prezenta combinatiilor TES:ET.

= Absorbanta pigmentilor melaninici se
citeste la 450nm.

ET0,02% | TES2mg/mi | TESET AL | TESET A2 | TESET A3 | TESET A Mix Colchic:
0.2% 0% 0.2% 02% 10meg/mi sz
® Melanina 0 14% 2% -12% -13% -16% -13% -13% -16% 3%

variatie % vs martar
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Evaluarea indicatorilor de invazivitate: VEGF, IL6, Metaloproteinaze (MMP)
Screeningul la nivel de factor pro-angiogenic VEGF si citokina IL6 s-a realizat initial in conditii bazale de
dezvoltare in cultura a melanomului din linia celulara B16-F10, conform descrierii anterioare. Rezultatele sunt

prezentate in tabelul de mai jos:
Efectul extractelor TES:ET asupra VEGF si IL6 in celule de melanom murinic (B16-F10) . . .
Figura 40. Determinarea VEGF si IL6 in linia
- celulara B16-F10 in prezenta combinatiilor
o ] TES:ET.
H
¢ s
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Expunerea culturii celulare la radiatia UV-A si UV-B s-a realizat in doze controlate (UV-A - 10J/cm*; UV-
B — 1J/cm?, system BIOSUN / Vilber Lourmat). Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Efectul extractelor TES:ET asupra VEGF in celule de
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Figura 41. Determinarea VEGF si IL6 in linia celulara B16-F10 neiradiat/ UV-A/ UV-B in prezenté extractelor
TES:ET_A2 si TES:ET_A3.

Amestecul TES:ET_A3 intervine doar in conditiile iradierii UV-A in cascadele de propagare tumorala
coordonate de IL6, prin inhibarea acestora, extractele nefiind active dupa iradierea UV-B.

Evaluarea efectului extractelor TES:ET asupra activitatii enzimatice a MMP secretate in mediul de cultura
B16-F10:

Melanomul cutanat reprezinta cea mai des intalnitd tumora maligna la tineri §i se caracterizeaza printr-o
capacitate mare de invazie si metastaza. In acest proces degradarea ECM si membranei bazale cu enzime proteolitice
este un pas esential, in care MMP joacd un rol important. Supraexpresia, MMP-2 si MMP-9 a fost implicatd in
migratia si invazia celulelor de melanom S-a aratat ci o activitate crescuta a MMP-2 este asociatd cu progresia
tumorala in mai multe tipuri de tumori (tumori cerebrale, carcinom gastric). In leziunile melanocitare, s-a constatat o
corelatie intre exprimarea metaloproteinazei MMP-2 si slabirea structurii arhitecturale, crestere atipica si metastaze
hematogene. Spre deosebire de MMP-2, care a fost asociatd cu progresia melanomului, MMP-9 a fost exprimata
numai In melanoamele primare avansate si a fost absentd in liniile celulare din etapa incipientd leziunilor primare.
[Hofmann si colab., 2000].

In urma migrarii electroforetice, zimogramele au fost scanate si analizate semi-cantitativ cu softul
ImageLab prin densitometria benzilor proteice cu activitate enzimatica ce apar ca plaje de lizd, iar identificarea
tipului de MMP s-a realizat pe baza maselor moleculare. Rezultatele sunt reprezentate Tn graficele de mai jos, ca
modificare procentuald fatd de martorul corespunzator.
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Figura 42. Determinarea activitatii MMP in
linia celulara B16-F10 neiradiat in prezenta
combinatiilor TES:ET.

M-Marker 5-TES:ET_A3 0.2%
1-Mcelular 6-TES:ET_A4 0.2%
2-PG 7-Mtx 3pug/ml

3-TES:ET_A1 0.2% 8-Colchicina 0.5uM
4-TES:ET_A20.2%

in conditiile iradierii UV, activitatea enzimatici a MMP secretate in mediul de culturi de celulele
melanomice, au fost testate doua dintre cele patru combinatii de extracte, respectiv TES:ET A2 si TES:ET A3.
Zimogramele si cuantificarea benzilor de liza, sunt reprezentate in figura de mai jos:

B16-F10 neiradiat l B16-F10iradiat UV A B16-F10iradiat UV B
M 1 2 -

1Mcelular 3 TES:ET_A20.2% 1Mcelular 3 TES:ET_A20.2% 1Mcelular 3 TES:ET_A20.2%
2PG 4 TES:ET_A30.2% 2PG 4TES:ET_A30.2% 2PG 4TES:ET_A30.2%

Figura 43. Determinarea activitatiit MMP in linia celulara B16-F10 iradiat cu UV-A/ UV-B in prezenta
combinatiilor TES:ET

Status proliferativ si pro-apoptotic in melanom in conditiile iradierii UV

Studiile au urmarit evidentierea principalelor procese implicate in progresia tumorala (apoptoza si
secventialitatea ciclului celular) in linia celulara de melanom murin B16-F10, in model experimental de iradiere UV.
Mecanismele urmarite in testarea acestor extracte, in cadrul modelului de iradiere, au fost urmatoarele: evaluare a
procesului apoptotic; evaluare a statusului proliferativ prin evidentierea generatiilor succesive si a secventialitatii
ciclului celular.

S-au realizat 3 serii experimentale ce au constat in celule B16-F10 neiradiate, iradiate UV-A (9J/cm2) si UV-
B (1J/cm2). Celulele au fost lasate sa adere 24h, apoi tratate cu extractele timp de 6h, iradiate si cultivate inca 24h in
prezenta extractelor. Au fost analizate apoptoza si secventialitatea ciclului celuler, conform metodelor descrise in
cadrul capitolului dedicat. Rezultatele sunt prezentate in tabelele de mai jos:
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Inducerea apoptozei in celulele de melanom murin - Iradiere UV-A si UV-B
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Figura 44. Apoptoza celulelor de melanom murin B16-F10 in prezenta TES:ET
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Figura 45. Secventialitatea ciclului celular in conditii de iradiere cu UV-A si UV-B pe linia de melanom murin

B10-F16

Secventialitatea ciclului celular nu se modifica in conditiile de iradiere testate, mentinand aceeasi rata de
multiplicare accelerata specifica melanomului. Combinatiile de tip A2 si A3 asigura un efect concertat de reducere a
propagarii tumorale pe cele doua mecanisme mai sus mentionate. In conditii de iradiere, extractele actioneaza doar
in cazul UV-A, mentinand tendinta observata in stadiul bazal. Radiatia UV-B este mult mai agresiva, inducand
apoptoza in majoritatea populatiei celulare, prin generare de specii de oxigen reactive.

In cultura de celule de melanom uman expresiile crescute ale MMP-1, MMP-2 si MMP-9 sunt corelate cu
migratia si invazia. in leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelatie pozitiva intre progresia tumorii si
expresia MMP-2. Cresterea expresiei MMP-9, pe de alta parte, a fost gasita in principal in faza de crestere radiald a
melanomului primar, indicand faptul cd expresia MMP-9 se coreleaza cu invazia timpurie a melanomului [Neufeld
si colab., 1994]. In conditii de iradiere UV, se observa un efect inhibitor mai pronuntat asupra MMP 9 si MMP 2, in
cazul celulelor tratate cu cele doua amestecuri de extracte, atenuand caracterul invaziv al melanomului murin.

Studiile au urmarit si evidentierea principalelor procese implicate in progresia tumorala (apoptoza si
secventialitatea ciclului celular) in linia celulara de melanom murin B16-F10, in model experimental de iradiere UV.
Amestecurile de tip TES:ET_A2 si TES:ET_A3 asigura un efect concertat de reducere a propagarii tumorale pe cele
doua mecanisme mai sus mentionate. In conditii de iradiere, extractele actioneaza doar in cazul UV-A, mentinand
tendinta observata in stadiul bazal. Radiatia UV-B este mult mai agresiva, inducand apoptoza in majoritatea
populatiei celulare, prin generare de specii de oxigen reactive.
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CONCLUZII FINALE

Cercetarile intreprinse pentru realizarea tezei de doctorat au abordat un studiu complex privind actiunea
unor extracte vegetale bogate in polifenoli, acizi triterpenici, acizi polifenilcarboxilici, poliacetilene, antociani,
flavone, glicoalcaloizi steroidici, fitoestrogeni, asupra sistemelor celulare ale tesutului cutanat, pentru restabilirea
homeostaziei proceselor fiziologice si patologice dereglate de actiunea radicalilor liberi. Algoritmul de teste si
analize parcurs in cadrul prezentei teze a luat in considerare un screening de parametri relevanti pentru sistemul pro
si anti- oxidant acelular pentru o rezultanta obiectiva a datelor de cercetare. Rezultatele obtinute aduc plus-valoare in
know-how—ul de produs si mecanisme asociate pentru potential terapeutic crescut in vederea valorificarii
compusilor naturali din Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense si a unor deseuri
vegetale din specii de Solanum lycopersicum si Vitis vinifera.

Prin urmare au fost elaborate modele experimentale in vitro semnificative prntru descrierea proceselor
fiziologice si patologice din cadrul statusului celular disfunctional cu privire la generarea de radicali liberi in situ
pentru evaludri acelulare; stimulare pro-inflamatorie diferentiata, patologic-specifica: TNF-a (localizare sistemica,
prima linie de generare a cascadelor de propagare a inflamatiei), PMA (pro-oxidant, promotor de inflamatie), LPS
(infectie bacteriana in leziuni cutanate); expresie molecule de adeziune monocit-endoteliu si corelatii cu eliberare
citokinicd in inflamatia vasculara; fenomene pro-oxidative si pro-inflamatorii generate de radiatia UV cu impact in
proliferare si apoptoza la nivel de celuld normald — fibroblast, respectiv melanom; regenerare dermo-epidermica
post-lezionard, exprimata prin diferentiere keratinocitara si raport optim sintezd/ degradare colagen.

Profilul eficacitatii / toxicitatii biocomplexelor luate in studiu si supuse investigarii multifactoriale in
evenimente/ procese specific celulare si moleculare a rezultat din analize avansate a relatiilor de interdependenta a
efectelor in vitr, sintetizand urmatoareleS
A. Screening general, l1a nivel acelular si celular, privind actiunea antioxidanti/ antiradicalica a extractelor
vegetale:

» Cele 3 metode corelative de evaluare a capacititii antioxidante/ antiradicalice, aplicate in screeningul
antioxidant primar au evidentiat capacitatea biocomplexelor studiate (SVPG, Al, Br, ET, TES) de a capta
radicalii liberi, directionadnd utilizarea acestora in elaborarea unor modele experimentale in vitro de
screening antioxidant la nivel celular. Acestea vizeaza modularea principalelor cai metabolice de
contracarare a speciilor reactive de oxigen implicate in initierea si propagarea diferitelor patologii
(ateroscleroza, cancer, diabet, afectiuni hepatice, inflamatie, leziuni cutanate, artrita, etc.).

> La nivel intracelular, in sistemul enzimatic Superoxid dismutaza/ Catalaza ce implica si generarea si
transformarea speciilor reactive de oxigen, biocomplexele Sol-T, TES, Al si Br, intervin asupra activitatii
enzimelor implicate in cascada endogena antioxidativa contracardnd atacul radicalilor liberi, prin
eliminarea celor de tipul anionilor superoxid si peroxizilor sub actiunea SOD si respectiv CAT.

» Extractele SVvPG si Sol-T, demonstreaza un efect antioxidant pronuntat la nivel dermo-epidermic, prin
reducerea speciilor oxidative (O, si H,O,) evaluate, contribuind la protectia celulard in inflamatia
cutanati asociati infectiilor bacteriene. in cazul mimarii unor conditii de stres oxidativ endogen (PMA)
simultan cu inflamatia bacteriand (LPS), nivelul SRO intracelulare, este puternic scizut in prezenta
extractului Al, manifestind un efect protector impotriva atacului bacterian asociat afectiunilor
cutanate (arsuri, rani deschise, acnee etc.).

» Extractul de salvie SvPG, inhiba producerea de specii reactive de oxigen in celulele endoteliale
stimulate cu TNFa si PMA, efectul fiind unul comparabil cu cel al martorului pozitiv testat in aceleasi
conditii experimentale. Extractul glicoalcaloidic Sol-T, indicd un efect reducdtor asupra anionului
superoxid in ambele conditii de stimulare, dar genereaza o acumulare de apa oxigenatd in sistem, ceea ce
poate avea ca rezultat o modificare a reactivitatii vasculare si poate conduce la toxicitate si la alterari ale
homeostaziei la nivel vascular.

B. Impactul complexelor vegetale asupra statusului inflamator la nivelul tesutului cutanat prin simularea unor
agresiuni inflamatorii (atac fungic sau bacterian, respectiv inflamatie nespecifica):

» Extractul glicoalcaloidic Sol-T inhiba eliberarea extracelulara a citokinelor 1L6, IL8, IL1a, demonstrand
efect antiinflamator si antiiritativ prin blocarea cdilor de semnalizare coordonate de aceste citokine.
Scaderea factorului pro-angiogenic VEGF eliberat de keratinocite in conditiile stimularii cu TNFa si
cresterea acestuia sub actiunea LPS bacterian recomanda acest compus 1n afectiuni dermatologice fara
leziuni active (ex. dermatite, iritatii cutanate, etc), respectiv vindecarea ranilor suprainfectate (induce
formarea microvasculaturii dermice).

» Extractul de salvie SVPG stopeazd semnalizarea extracelulard generata de citokina IL6, cu relevantd
inclusiv in maladii dermatologice grave de tipul psoriazis.
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» La nivelul fibroblastilor dermici, sub actiunea unui stimul bacterian asociat cu un stimul generator de stres
oxidativ, extractul Al actioneaza asupra citokinelor proinflamatorii, in sensul inhibarii lor, demonstrand un
efect antiinflamator pronuntat.

» Extractul Sol-T prezintd un efect semnificativ in conditii de inflamatie nespecificd indusd de TNFa,
actioneaza prin reducerea expresiei extracelulare a citokinelor 1L6 si IL8, manifestdnd astfel un efect
antiinflamator la nivel de celula endotelialda. Atacul bacterian la nivel endotelial (stimulare cu LPS), este
contracarat de extractul glicoalcaloidic Sol-T care prezintd efect reducator asupra expresiei ICAM,
parametru caracteristic vaselor sanguine mici.

C. Efectul fotoprotector al principiilor active din Salvia officinalis (SVPG) si Corylus avellana (Al) studiate prin
modularea mecanismelor celulare dermo-epidermice sub influenta radiatiei UV:

» Principiile active extrase din salvie (SVPG), actioneaza prin impiedicarea progresiei apoptozei timpurii in
celulele iradiate cu UV-A sau UV-B. Extractul de salvie SvPG este deosebit de activ la nivelul reducerii
radicalilor liberi oxigenati.

» Extractul Al, prezintd efect de reducere intracelulard a speciilor de oxigen reactive in special in conditiile
iradierii UV-B, induce scaderea fenomenului inflamator si de asemenea prezinta o actiune antiangiogenica
in cazul radiatiei UV-A.

D. Efectul extractelor bioactive din Salvia officinalis (SVPG), Solanum lycopersicum (Sol-T), Corylus avellana
(Al), Arctium lappa (Br), Trifolium pratense (ET) si Vitis vinifera (TES) asupra procesului de regenerare
cutanata:

> In conditii de inducere a diferentierii (prin aport de calciu in mediul extracelular), cat si in mediu sarac in
calciu, este reliefat un aport important al fitocompusilor din extractele Sol-T, ET si TES testati in procesul
de reinnoiere a epidermului si implicit la preventia si Incetinirea progresiei proceselor degenerative de
imbatranire a pielii, precum si refacere post traumatica in leziuni de diferite etiologii (arsuri, rani, infectii
cutanate, etc).

» Dintre fitocompusii bioactivi testati, extractele ET, TES, Al si Br prezinti un efect stimulant
semnificativ al sintezei de colagen la nivelul fibroblastilor dermici, atat in conditii bazale, cat si in
conditii de stimulare nespecificd cu TNFa si PMA, contribuind astfel la procesul de regenerare dermica.

» Activitatea MMP in cultura de fibroblasti dermici scade in prezenta extractelor bioactive ET, TES, Al si
Br, demonstrand o importantd deosebitd a acestor biocomplexe in procesele de remodelare tisulard si in
vindecarea ranilor, dar si in progresia bolilor inflamatorii si in invazia tumorala.

E. Modelul experimental realizat pentru studiul proceselor celulare si moleculare din patologia dereglarilor
hiperproliferative (melanom), s-a realizat prin testarea biocomplexelor TES si ET asociate, atat in conditii
normale cét si in urma iradierii cu radiatii UV, pe linia celulari standardizati de melanom murinic B16-F10,
remarcandu-se urmatoarele:

» Asocierea biocomplexului cu puternic efect antioxidant TES, cu extractul fitoestrogenic ET, reduce
cantitatea de melanina (principal parametru indicator al malignizarii in cancerele de piele) produsa de
celulele melanomice.

» Screeningul la nivel de factor pro-angiogenic VEGF si citokina IL6 a demonstrat efectul inhibitor al
amestecului TES:ET_A2, asupra celulelor de melanom aflate in conditii bazale de dezvoltare. In conditiile
iradierii UV-A, amestecul TES:ET_A3 intervine doar in cascadele de propagare tumorala coordonate de
IL6, prin inhibarea acestora, extractele nefiind active dupa iradierea UV-B.

> In leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelatie pozitiva intre progresia tumorii si expresia
MMP-2. Cresterea expresiei MMP-9, pe de alta parte, a fost gasita in principal in faza de crestere radiala a
melanomului primar. In conditii de iradiere UV, se observa un efect inhibitor mai pronuntat asupra MMP 9
si MMP 2, in cazul celulelor tratate cu cele doua amestecuri de extracte, atenuand caracterul invaziv al
melanomului murin.

» Amestecurile de tip TES:ET_A2 si TES:ET_A3 asigura un efect concertat de reducere a propagarii
tumorale pe cele doua mecanisme implicate in progresia tumorala (apoptoza si secventialitatea ciclului
celular). In conditii de iradiere, extractele actioneaza doar in cazul UV-A, mentinand tendinta observata in
stadiul bazal. Radiatia UV-B este mult mai agresiva, inducand apoptoza in majoritatea populatiei celulare,
prin generare de specii de oxigen reactive.

Avand in vedere concluziile care reies din studii, activitatea biologici complementara a extractelor
vegetale, respectiv interrelationarea unor mecanisme de refacere tisulara, acestea pot fi exploatate si
valorificate in aplicatii terapeutice cutanate autentice, ca de exemplu:

e Tratare rani de diferite etiologii: extract de salvie (SVvPG) si compusi glicoalcaloidici din deseuri de
tomate (Sol-T), prin capacitatea lor de combatere a proceselor inflamatorii, inclusiv cele datorate infectiilor
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microbiene, si extractele de trifoi rosu (ET) si componente active din deseuri de struguri (TES), prin
restabilirea homeostaziei matricei proteice si a turn-overului celular, cu relevanta in regenerarea cutanata.

o Fotoprotectie intrinseca si extrinseca fatd de factorii poluanti din mediu: biocomplexele SVPG si Al
prin inhibitia majorad a SRO si efect antiangiogenic si antiinflamator la nivel epidermic.

o Infectii bacteriene cutanate (micoze, rani infectate): extractele SVPG si Sol-T prin actiunea protectoare
impotriva inflamatiei si prin efectul antiiritativ, manifestat prin blocarea cailor de semnalizare coordonate
de citokinele IL6, IL8 si IL1a .

e [Efect de stopare a perturbarilor hiperproliferative cutanate (ex: melanom): asocierea intre extractele
bioactive din trifoi rosu (ET) si fitocompusii din deseuri de struguri (TES) — TES:ET_A2 (raport 1:5) si
TES:ET_A3 (raport 1:3) prin reducerea melaninei (principal indicator de malignizare), prin actiunea
antiinflamatorie in melanocitele supuse iradierii cu UV-A, prin reducerea propagarii tumorale (inhibitie
MMP2, inducerea apoptozei prin generarea SRO).
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14. Olariu L., Dumitriu B., Craciun M.L., Ene M.D., Rosoiu N., Extract de peste marin marunt- agent antioxidant activ in
procese celulare associate cu patologii degenerative articulare, — prezentare orala la Sesiunea Stiintificd de Toamna a
AOSR, septembrie 2016, Durau — Neamt.

15. Craciun, M.L., Vacaru, A M., Ene, M.D., Vacaru, A.M., Olariu, L., Rosoiu, N., pH influence on different bovine
testicular hyaluronidase determination assays, Conferinta AOSR, Martie 2016, Bucuresti, Romania.

D. Participiri la Congrese stiintifice internationale
1. 39th FEBS-EMBO Conference,2014, Paris, France — poster
2. 41st FEBS Congress, Molecular and Systems Biology for a Better Life, 2015 was scheduled for Kusadas: (live event
cancelled), Turkey — abstract
42nd FEBS Congress, From Molecules to Cells and Back, 2017, Jerusalem, Israel — poster
43rd FEBS Congress, Biochemistry Forever, 2018, Prague, Czech Republic
European Exhibition of Creativity and Innovation, 2016, Iasi, Romania - poster
European Exhibition of Creativity and Innovation, 2018, Iasi, Roménia — poster
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E. Participari in calitate de membru in echipa in proiecte de cercetare nationale/ internationale:

1. UEFISCDVINOVARE/CTR 3 SEH/2012
Impact eficient pe piata externa al unui produs romanesc high-tech inovativ in algoritmul de restabilire a homeostaziei in boli
inflamatorii, degenerative si reumatice.

2. UEFISCDVINOVARE/CTR 26DPST/2012
Valorificarea unor compusi entomologici eficienti in diverse patologii degenerative - capacitate inovativa autenticd a unui IMM
romanesc pe piata farmaceutica.

3. POSCCE/ ID 1639/SMIS 47515 /546/29.08.2013
Solutii inovative pentru determinarea gradului de contaminare cu reziduuri toxice-metale grele si pesticide-in produse de origine
vegetala

4. PN-III-P2-2.1-PTE-2016-0160/ CTR 49
Prototip de produse medicamentoase cu eliberare controlata pe baza de compozite chitosan-zeolit;

5. PN-III-P2-2.1-PTE-2016-0166/ CTR 21
Prototipuri pentru un biopesticid si un produs antimicotic pe baza de biocomplexe vegetale obtinute prin biotehnologii superioare
de exploatare a speciilor de Solanum si Camelina sativa.

6.Proiect AOSR, 2017-2019
Valorificarea reziduurilor din vinificatie ca aditivi alimentari si antioxidanti in industrie
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