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OBIECTIVELE ŞI SCOPUL LUCRĂRII 

Stresul oxidativ, exogen și endogen, reprezintă un factor declanșator al unor perturbări biochimice și 
fiziologice care se propagă în lanț și sunt implicate în patogeneza unor maladii degenerative sistemice sau cu țintă 
particulară la nivel de țesut sau organ. Pielea are o expunere mare la agresiunile externe fizice (ex.: radiația UV) și 
chimice (ex.: agenți xenobiotici) generatoare de stres oxidativ, astfel încât devine un organ susceptibil la 
transformări generate de radicalii liberi reactivi, cu repercursiuni de modificare în fiziologie și inducere de disfuncții 
și patologii: fotosensibilitate, arsuri, răni și infecții cutanate, transformări maligne. Homeostazia cutanată perturbată 
poate fi restabilită în funcție de gradul de dezechilibru prin aport antioxidant individual, cât și prin acțiuni sinergice 
ale unor complexe biologic active care intervin în mecanismele generatoare de instalarea și/sau progresia bolii (ex.: 
inflamație, proliferare celulară, refacere matrice proteică extracelulară, reepitelizare, progresie tumorală) – Figura 1. 

 
Figura 1. Factori declanșatori ai stresului oxidativ celular și impactul acestuia în procese degenerative 

Scopul cercetărilor prezentei teze de doctorat este identificarea, caracterizarea, monitorizarea și 
modularea in vitro a unor procese celulare și moleculare implicate în perturbări degenerative cutanate prin 
intervenția selectivă a unor complexe biologic active individuale și asociate. Variabilitatea statusului funcțional 
celular va fi mimată in vitro prin acțiunea unor molecule semnal recunoscute pentru impactul lor diferențiat la 
nivelul proceselor pro-oxidative și pro-inflamatorii, ubicuitare ca raspândire și cauzalitate în patologiile 
degenerative. 
Obiectivele acestui studiu se referă la: 

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

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

-  Aplicabilitatea modelelor experimentale pentru definirea efectului nou de produs, prin determinarea in 

vitro a profilului toxicologic și de acțiune specifică a biocomplexelor vegetale optimizate; 
- Evaluarea interrelațională efect pricipiu activ       design complex bioactiv și direcționarea către 

tratamentul afecțiunilor degenerative cutanate specifice /țintă. 
Originalitatea acestui studiu constă în algoritmul de obținere și aplicabilitate a unor complexe biologic 

active cu design și acțiune in vitro specifică unor maladii cutanate, valorificând conceptul de „green therapy” pe 
care se bazează tendințele industriei cosmetice și farmaceutice actuale. Patologiile cutanate scad calitatea vieții 
având un impact social și economic major prin incidența crescută la nivel populațional; amplificată de condițiile de 
mediu și climatice și agravarea poluării nediului în care trăim. Deși există multiple soluții terapeutice în special de 
sinteză, eficiența tratamentului scade în timp, prin apariția unor fenomene de rezistența sau efecte alergice adverse.  

Cu toate că terapiile naturiste au caracter tradițional, bazele științifice ale acestora nu au fost complet 
clarificate. În acest context, teza de doctorat are un aport inovativ privind abordarea și investigarea profilului de 
eficacitate/ toxicitate optim pentru complexele vegetale asociate în grupuri structurale bine definite și obținute 
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particularizat din extracte de Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense și din deșeuri 
vegetale din specii de Solanum lycopersicum și Vitis vinifera. 

Stagiile de acțiune asupra celulei, determinarea și modelarea statusului celular in vitro integrează 
tehnici de cultivare și metodologii performante de screening multiparametric la nivel celular și molecular în modele 
experimentale originale de iradiere, stimulare a unor factori specifici de creștere și de monitorizare a unor cascade 
de producere a radicalilor liberi utilizând atât de linii standardizate, precum și culturi primare normale și tumorale.  
Un factor declanșator al disfuncțiilor cutanate și dezvoltarea în patologii degenerative este stresul oxidativ, care 
reprezintă ținta terapeutică a prezentului studiu și relevanța eficacității multivalente a biocomplexelor optimizate în 
structură și efect. 

Un alt aspect important al cercetărilor, care accentuează contribuția inovativă, este valorificarea deșeurilor 
vegetale - recuperare și exploatare tehnologică din specii de Solanum lycopersicum și Vitis vinifera. Acestea 
rezultă din convergența rezultatelor cercetării efectelor biologice ale asocierilor de extracte active cu perspective 
autentice în formularea, condiționarea și realizarea de produse destinate afecțiunilor cutanate. 

 
Cuvinte cheie: stres oxidativ, țesut cutanat, fotoprotecție, inflamație, melanom, Salvia officinalis, Corylus avelana, 

Arctium lappa, Trifolium pratense, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera 
 

Teza de doctorat intitulată „Cercetări avansate pentru testarea unor biocomplexe vegetale cu acțiune în 
patologii degenerative cutanate”, este alcătuită din două părți și structurată în 5 capitole. 

Partea I. Stadiul actual al cunoașterii. In primele trei capitole sunt prezentate datele din literatura de 
specialitate, care reflectă stadiul actual al cunoașterii în ceea ce privește rolul stresului oxidativ ca factor declanșator 
în patologii cutanate, impactul factorilor endogeni și exogeni generatori de stres oxidativ,reglarea homeostaziei 
redox prin aport antioxidant. 

Partea II. Contribuții proprii. Prezintă evidențierea acțiunii unor complexe vegetale, active în combaterea 
stresului oxidativ la nivel cutanat.  

Capitolul 4 prezintă modelele experimentale și metodele utilizate în dezvoltarea lor, extractele vegetale 
studiate, precum și liniile celulare standardizate (fibroblaști –HS27, keratinocite-HaCaT, celule endoteliale – 
HUVEC, celule de melanom murinic – B16F10) relevante pentru efectul terapeutic urmărit. De asemenea sunt 
prezentați toti reactivii și echipamentele utilizate în cadrul modelelor experimentale.  

Capitolul 5 prezintă evidențierea unor procese celulare și moleculare reprezentative pentru patologii 
dermatologice degenerative, modulate de principii active naturale cu potențial antioxidant, prin dezvoltarea și 
aplicarea modelelor experimentale. 
 
 

PARTEA I: CONSIDERAȚII TEORETICE – STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 
 

Țesutul cutanat reprezintă o interfață importantă pentru menținerea homeostaziei față de factorii mecanici, 
chimici și biologici, cu care se confruntă din mediul exterior [Kolarsick și colab., 2009]. Procesele încadrate în 
această categorie se referă la: inflamație, răspuns imun (incluzând inducerea toleranței și prevenirea bolii), 
vindecarea rănilor și angiogeneză [Jia și colab., 2015; Matejuk A, 2018]. Structurile celulare epidermice și dermice 
din componența țesutului cutanat, prezintă o contribuție semnificativă nu numai la menținerea homeostaziei tisulare, 
dar și în vindecarea rănilor și stau la baza heterogenității și progresiei tumorale [Rogoni și colab., 2018].  

Stresul oxidativ este rezultatul perturbării balanței între agenții prooxidanți și antioxidanți, fiind mediat de 
radicalii liberi (SRO/ SRN) generați în timpul metabolismului fiziologic aerob și a proceselor inflamatorii 
patologice. Pielea dispune de un sistem antioxidant extrem de complex ce include antioxidanți enzimatici (glutation-
peroxidaza, glutation-reductaza, superoxid-dismutaza, catalaza) și non-enzimatici (acid ascorbic, glutation, acid uric, 
vitamina A, melanina, α-tocoferol, carotenoide, etc.) [Baek și colab., 2016]. La nivel cutanat, stresul oxidativ 
contribuie la apariția unor tulburări ca pierderea elasticității pielii, fotoîmbătrânire, inflamație, reacția autoimună, 
hipersensibilitate, keratinizare neregulată, leziuni preneoplastice și cancer de piele [Nachbar și colab., 1995]. Agenții 
poluanți din aer, iradierea UV, microorganismele, virusurile și xenobioticele pot servi drept surse exogene de specii 
reactive de oxigen, în timp ce speciile reactive de oxigen endogene sunt generate în timpul metabolismului celular 
normal, în timpul reacțiilor imune și mai multor afecțiuni patologice [Trouba și colab., 2002; Portugal și colab., 
2007], cum ar fi cele postischemice, în care reperfuzia duce la o producție masivă de radical superoxid [Epstein și 
colab., 1985]. SRO generate la nivelul pielii pot fi produse în mod constitutiv în keratinocitele epidermice prin 
procese specifice, cum ar fi oxidarea enzimatică și respirația aerobă. SRO pot fi, de asemenea, induse de citokine, 
factori de creștere și alți stimuli fiziologici [Fuchs și colab., 2001; Kohen și colab., 2002].  
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Patogenitatea afecțiunilor cutanate implică fenomene complexe de natură fiziologică, imunologică, 
genetică etc., generate de doi agenți principali (oxidanții și rețeaua citokinică), care sunt implicați în diferite 
dereglări cutanate, inclusiv carcinogeneză, leziuni cauzate de radiația UV, procese inflamatorii, dar și în afecțiuni ca 
psoriasis, dermatită atopică, dermatită de contact, virtiligo, etc. [Portugal și colab., 2007].   

Fotoîmbătrânirea este un proces degenerativ multisistem, ce implică pielea și sistemul suport cutanat (oase, 
cartilaj, compartimente subcutanate), fiind caracterizată printr-o serie de transformări ale țesutului cutanat în timp, în 
urma expunerii la radiații UV [Han și colab., 2014]. În timpul procesului de îmbătrânire a pielii, eficiența sistemului 
antioxidant endogen, este diminuată, iar formarea SRO provoacă în principal leziuni ale ADN-ului, dar și peroxidare 
lipidică intracelulară, reacții anormale de oxidare a proteinelor, toate cauzând leziuni celulare, inflamație, supresie 
imună, stres oxidativ, perturbări ale balanței hormonale și îmbătrânire prematură.  

În condiții homeostatice, suprafața pielii este colonizată de o diversitate de microorganisme, de tipul 
bacteriilor, virușilor, fungilor, artropodelor, etc. Cu toate acestea, un echilibru dinamic și sănătos între epiderm și 
populația microorganismelor este reglementat prin producerea de compuși antibiotici și antifungici prin sebocite 
dermice, precum și prin însuși microorganismele implicate [Schommer și colab., 2013]. Țesutul cutanat servește 
drept prima linie de apărare împotriva infecțiilor microbiene, prin secreția sebumului cu pH acid și a acizilor grași 
pentru inhibiția patogenilor și prin posedarea propriei flore normale, împiedicând astfel colonizarea de către alte 
organisme patogene. 

Melanomul malign cutanat, reprezintă cauza a peste 75% din decesele asociate cancerului de piele și apare 
cel mai frecvent în rândul tinerilor, fiind caracterizat prin capacitatea mare de invazie și metastazare. O contribuție 
semnificativă la dezvoltarea și progresia bolii, o au atât factorii genetici, cât și expunerea la radiațiile UV și 
micromediul tumoral. [Cotignola și colab., 2007]. Expunerea repetată a țesutului cutanat la radiația UV, influențează 
funcționarea și supraviețuirea multor tipuri de celule, fiind factorul cauzativ al apariției cancerului de piele. 
Pigmentarea pielii este cel mai important factor fotoprotectiv, datorită melaninei care pe lângă absorbția radiațiilor 
UV, prezintă și proprietăți de reglementare asupra homeostazei epidermice, eliminarea radicalilor liberi pentru a 
proteja împotriva leziunilor oxidative și, eventual, chiar activitatea antimicrobiană. [Brenner și colab., 2008] 

De-a lungul timpului, cercetările au demonstrat că îmbogățirea sistemelor organismului uman cu 
antioxidanți naturali poate corecta dezechilibrul homeostaziei, poate preveni debutul bolilor provocate și/sau 
stimulate de stresul oxidativ mediat de radicalii liberi, dar poate avea și un rol semificativ în tratarea acestor 
afecțiuni. Aceste considerente au accelerat căutarea, izolarea și perfecționarea principiilor active antioxidante. 
Extractele de plante sunt din ce în ce mai utilizate ca fitoterapeutice și sunt surse importante de antioxidanți naturali, 
care întăresc apărarea antioxidantă endogenă împotriva leziunilor provocate de speciile reactive de oxigen (SRO) și 
restabilesc echilibrul optim prin neutralizarea acestor specii reactive [Tiwari, 2004].  

Compușii bioactivi din plante pot fi definiți ca metaboliți secundari ai plantelor care generează efecte 
farmacologice sau toxicologice la om și la animale. Plantele produc diferiți compuși antioxidanți, enzimatici și 
nonenzimatici, pentru a contracara efectul SRO [Asif, 2015]. Fructele și legumele sunt surse primare de antioxidanți 
naturali, conținând o varietate de compuși antioxidanți ca vitamina C, vitamina E, carotenoidele, luteina, licopenul, 
compuși fenolici (flavonoide, taninuri, lignine), etc. [Altemimi și colab., 2017]. Metaboliții secundari sunt produși în 
plante pe lângă căile biosintetice și metabolice primare pentru compușii asociați cu creșterea și dezvoltarea plantelor 
și sunt considerați produsi biochimici secundari care nu sunt necesari pentru funcționarea zilnică a acesteia. Studii 
epidemiologice sugerează faptul că un aport de compuși naturali, este asociat cu scăderea riscului de cancer, de boli 
cardiovasculare și neurodegenerative, precum și afecțiuni cauzate de stres oxidativ. [Asif, 2015].  

Din punct de vedere istoric, produsele naturale au fost sursa ingredientelor active ale agenților terapeutici, 
în special în domeniile bolilor infecțioase și terapiei tumorale. Produsele naturale joacă un rol de neînlocuit în 
descoperirea de noi medicamente și de noi precursori de medicamente, fiind o sursă importantă de structuri noi și 
având un rol unic în dezvoltarea compușilor anti-tumorali. În prezent, mai mult de jumătate dintre medicamentele 
anti-cancer utilizate pe scară largă în lume provin din surse naturale. Compușii naturali sunt bine caracterizați ca 
având o mare varietate de proprietăți anti-tumorale, de exemplu, inducerea apoptozei și autofagiei și inhibarea 
proliferării celulare. 
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PARTEA II. CONTRIBUȚII PROPRII 
INTRODUCERE 

În restabilirea homeostaziei celulare afectate de impactul progresiv al radicalilor liberi exogeni sau 
endogeni sunt implicate mecanisme de reglare ce implică procese strict direcționate prin molecule semnal, factori și 
interacțiuni intra- și inter- celulare ce pot fi modulate de către compuși naturali ce reușesc prin complexitatea lor 
structurală un impact multiplu prin căi convergente de acțiune. 

Ideea centrală a acestor cercetări pornește de la evidențierea unor complexe vegetale, active în combaterea 
stresului oxidativ la nivel cutanat, cu acțiune complementară în mecanisme degradative conexe, generatoare de 
patologii dermatologice grave, cu largă incidență. Aceste procese celulare se referă la: apoptoză, proliferare și rata 
de turn-over, modulare citokinică a inflamației și corelare la nivel de endoteliu vascular cu expresia moleculelor de 
adeziune, raport sinteză/ degradare enzimatică în formarea matricei proteice extracelulare, diferențiere 
keratinocitară, invazie tumorală. 

Pentru selecția complexelor vegetale active s-au luat în studiu plante din speciile Salvia officinalis, Corylus 

avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum, Trifolium pratense, Vitis vinifera, orientându-ne către valorificarea 
unor structuri de tip polifenolic (resveratrol din struguri, miricetina și 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 roșu), poliacetilene din brusture. 

Cercetările debutează cu un screening general, la nivel acelular, privind acțiunea antioxidantă/ antiradicalică 
a unor extracte vegetale din Salvia officinalis (SvPG – extract cu polifenoli și 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) și componente active din deșeuri vegetale din Vitis vinifera (TES – extract polifenolic), pentru a 
stabili potențialul lor de combatere a atacului oxidativ. Rezultatele vor direcționa studiile experimentale ulterioare 
către aprofundarea efectelor antioxidante la nivel celular, în sistem enzimatic (superoxid dismutaza și catalaza) și al 
radicalilor liberi oxigenați (anion superoxid și peroxid de hidrogen). Pe de altă parte, vor fi investigate mecanisme 
caracteristice patologiilor degenerative cutanate, definitorii pentru progresia bolii (ex. inflamație, proliferare și 
apoptoză, refacere matrice proteică extracelulară, reepitelizare, malignizare și metastazare în melanom), cu 
evidențierea unor asocieri de complexe vegetale active în aceste procese. Asocierile de extracte vegetale vor fi 
selecționate pe baza profilului antioxidant rezultat ca urmare a screeningului complex acelular și celular și a relației 
structură – activitate biologică. (Figura 4)  

 
Figura 4. Evidențierea unor procese celulare și moleculare reprezentative pentru patologii dermatologice 

degenerative, modulate de compuși activi naturali cu potențial antioxidant multivalent 

Modelele experimentale dezvoltate și aplicate în cadrul studiului prevăd stimularea specifică în vederea 
mimării in vitro a unei condiții patologice particulare:  

TNF-α – stimul pro-inflamator puternic, generator de inflamație nespecifică – relevant în maladii 
dermatologice cu componentă inflamatorie: dermatite, psoriazis, răni de diferite etiologii, etc;  
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LPS - lipopolizaharid, generator al inflamației asociate invaziei bacteriene, implicat în micoze cutanate și 
suprainfectarea rănilor;  

PMA - (forbol miristat acetat) stimul ce generează stres oxidativ asociat inflamației;  
UV-A și UV-B cu intensitate controlată, pentru mimarea impactului radiant asupra țesutului cutanat – 

fotosensibilizări, arsuri solare. 
Rezultatele pe care le avem în vedere vor contribui la evidențierea unor mecanisme celulare inter-relaționate 

în progresia patologiilor dermatologice cu mare incidență, având ca factor declanșator central stresul oxidativ. Un 
aspect important va fi acela al demonstrării unor efecte la nivel de celulă și moleculă semnal induse de complexe 
biologic active din plante indigene și deșeuri vegetale, pe baza carora se pot configura scheme terapeutice sau de 
prevenție relevante.  

 
CAPITOLUL 4. ALGORITM METODOLOGIC AL STUDIULUI EXPERIMENTAL 
 
4.1 MODELE EXPERIMENTALE  
4.1.1. Activitate antioxidantă/ antiradicalică în sistem acelular realizat prin evaluarea principiilor 

active din Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avelana, Trifolium pratense și Vitis vinifera, din punct de 
vedere al capacitatii de captare a radicalilor liberiș se aplica metode spectrofotometrice care determina pe de-o parte 
reducerea radicalilor liberi DPPH și ABTS si pe de alta parte cuplul luminol-apă oxigenată generat prin emisie 
luminiscentă. Rezultatele obținute reprezintă o etapa de predictie si sugereaza orientarea catre dezvoltarea și 
elaborarea modelelor experimentale in vitro de screening al parametrilor antioxidanti în sisteme celulare relevante la 
nivel dermo-epidermic. 

4.1.2. Evaluarea stresului oxidativ intracelular prin determinarea efectului fitocompușilor din Salvia 

officinalis, Arctium lappa, Corylus avelana, Solanum lycopersicumm, Trifolium pratense și Vitis vinifera, asupra 
sistemului oxidativ endogen enzimatic (enzime oxidative de faza I – superoxid dismutaza și catalaza), cat și asupra 
sistemelor celulare generatoare de specii reactive de oxigen (anion superoxid – O2

- și apa oxigenată – H2O2), evaluat 
prin tehnici spectrofotometrice și de citometrie în flux. Pentru evidențierea acțiunii antioxidante a principiilor active 
testate, se utilizează linii celulare standardizate de fibroblaști (HS27), keratinocite (HaCaT) și celule de endoteliu 
vascular (HUVEC), cu mimarea unor condiții de inflamație sistemică nespecifică (stimulare cu TNFα), asociată cu 
stres oxidativ endogen (stimulare cu PMA) și cu inflamație bacteriana (stimulare cu LPS).. 

4.1.3. Status inflamator la nivel dermo-epidermic și vascular evaluat prin monitorizarea unor 
parametrii reprezentativi implicați în procesele inflamatorii. La nivelul țesutului cutanat lezat, citokinele IL1α, IL6 și 
TNFα sunt puternic exprimate, de asemenea și chemokina IL8 intervine în procesul de reepitelizare și angiogeneză, 
prin stimularea migrării celulelor inflamatorii. Modelul experimental de determinare a acțiunii antiinflamatoare a 
extractelor vegetale testate, urmărește determinarea secreției citokinelor pro-inflamatorii IL6, IL8 și IL1α, a 
factorului VEGF, promotor de angiogeneză și a moleculelor de adeziune exprimate pe suprafața celulelor endoteliale 
– ICAM și VCAM, secretate de fibroblaști, keratinocite și celule endoteliale, asupra cărora s-au aplicat scheme de 
simulare a agresiunilor inflamatorii generate fie de un atac bacterian, fie de inflamație sistemică nespecifică, 
însoțoite de declanșare de stres oxidativ endogen.. 

4.1.4. Efect fotoprotector demonstrat prin monitorizarea principalilor parametri celulari  cu impact în 
patogeneza fotoîmbătrânirii, respectiv: apoptoza celulară, perturbări ale secvențialității ciclului celular, stres oxidativ 
intracelular (O2

- și H2O2), inf
influența radiației UV se realizează la nivelul keratinocitelor umane normale tratate cu extractele de Salvia 

officinalis și Corylus avllana.. 
4.1.5. Efect regenerator cutanat prin stimularea procesului de diferențiere keratinocitară dar și prin 

menținerea homeostaziei matricei extracelulare la nivel dermic. Diferențierea keratinocitară in vitro, este reglată de 
concentrația externă de calciu, care induce stadii de diferențiere bine definite în care sunt exprimate specific proteine 
de tipul involucrinei, transglutaminazei și keratinei K14, evidențiate prin marcarea cu anticorpi specifici și 
vizualizate prin citometrie în flux. Rolul principiilor active studiate în procesul de remodelare dermală este 
determinat prin metode specifice de monitorizare a procesului de sinteză a fibrelor de colagen, dar și prin evaluarea 
activității enzimatice a metaloproteinazelor matriceale (MMP9 și MMP2) implicate în remodelarea tisulară și 
vindecarea rănilor.. 

4.1.6. Evaluarea inhibiției progresiei tumorale și metastatice prin monitorizarea unor procese celulare 
și moleculare din patologia dereglărilor hiperproliferative, în prezența unor fitocompuși biologic activi din trifoi roșu 
în asociere cu principii active din deșeuri de struguri. Mecanismele implicate în progresia melanomică vizate sunt: 
producerea melaninei, principal parametru indicator al malignizarii în cancerele de piele; promotori ai caracterului 
invaziv tumoral: metaloproteinaze (MMP 2 și 9), factorii solubili VEGF (pro-angiogenic) și IL6 (citokina 
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pleiotropică, modulator al unor cascade de semnalizare inter-celulare ce converg către un prognostic agravant în 
melanomul malign), proliferare și apoptoză în condițiile iradierii UV. 

 
4.2 MATERIALE VEGETALE CA FURNIZORI DE PRINCIPII ACTIVE 
Principiile active studiate au fost obținute prin procedee de extracție standardizate dezvoltate anterior în 

laboratoarele Biotehnos din speciile de Salvia officinalis, Corylus avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum, 

asocieri de biocomponente din Vitis vinifera (deșeuri de vinificație - tescovina) - și fitoestrogeni din Trifolium 

pratense. 

 

Tabel nr.2. Descrierea extractelor vegetale testate 
Denumire 

extract 
Materie primă Compoziție Mod de preparare 

SvPG Salvia officinalis - acid ursolic – 0.144g/ 100g;  
- acid oleanolic – 0.057g/ 100g;  
- polifenoli – 0.189g/ 100g 

Extract condiționat în 
propilenglicol 

Br Arctium lappa - acizi polifenilcarboxilici - 0.32g/ 100g Extract condiționat în 
propilenglicol 

Al Corylus avellana - acizi polifenilcarboxilici – 2.32g/ 100g 
- flavone – 1.274g/ 100g 
- proantociani – nu au fost identificați 

Extract condiționat în 
propilenglicol 

Sol-T Solanum 

lycopersicum 
- glicoalcaloizi steroidici Pulbere solubilă în DMSO (stoc 

de lucru - 80mg/ ml) 

TES Tescovina (Vitis 

vinifera)  
- reziduu obținut în urma procedeului de 
vinificație  
- Aminoacizi  
- Acizi grași (acid linoleic, acid oleic, acid 
stearic) = 2,8818 gr%  
- Polifenoli  
- Flavone  
- Antociani 

TES – 100mg pulbere/ ml apa 
(tescovina uscată la 45ºC, sub 
vid și marunțită) 

ET Trifolium pratense - condiționare în propilenglicol 
- Daidzeina = 1,125 mg/100ml;  
- Genisteina =3,98 mg/100ml;  
- Biochanina = 12,6 mg/100ml 
- Formononetin = 22,63 mg/100ml 

ET – condiționare în 
propilenglicol. 

TES:ET Tescovina (Vitis 

vinifera)  
 Combinații: 

TES:ET_A1= 9:1; 
TES:ET_A2= 5:1; 
TES:ET_A3= 3:1; 
TES:ET_A4= 9:2. 

Trifolium pratense  

4.3 LINII CELULARE STANDARDIZATE RELEVANTE TESTATE IN STUDIILE 
EXPERIMENTALE PENTRU DETERMINAREA EFECTULUI DE PRODUS 

 
Pentru demonstrarea efectului terapeutic al fitocompușilor conținuți de extractele bioactive studiate, testele 

in vitro s-au realizat pe următoarele linii celulare standardizate relevante: 
- Linia celulară HaCaT (keratinocit uman normal).  
- Linia celulară normală HS-27 (Fibroblast dermic).  
- Linia celulară HUVEC (celule endoteliale).  
- Linia celulară B16-F10 (melanom murin)  
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CAPITOLUL 5. REZULTATE ȘI DISCUȚII 
Patogenitatea afecțiunilor cutanate implică fenomene complexe de natură fiziologică, imunologică, 

genetică, etc., generate atât de agenții oxidanți, cât și de rețeaua citokinică, fiind implicați în dereglări cutanate cu 
grade diferite de agresivitate, care pot ajunge inclusiv la carcinogeneză, leziuni cauzate de radiațiile UV, procese 
inflamatorii, precum și în afecțiuni ca psoriasis, dermatită atopică și dermatita de contact, virtiligo, etc.. De 
asemenea, expunerea cronică a țesutului cutanat la radiațiile UV, induce o cascada de reactii biochimice cu 
răspunsuri biologice multifsactoriale, incluzând dezvoltarea eritemului, hiperplazie, fotoîmbătrânire, melanogeneză.  

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

Studiul in vitro debutează cu determinarea profilului citotoxic al complexelor din Salvia officinalis, 

Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense și din deșeuri de Solanum lycopersicum și Vitis vinifera, la 
nivelul liniilor celulare standardizate de fibroblaști (HS-27), keratinocite (HaCaT), celule de endoteliu vascular 
(HUVEC) și celule de melanom murin (B16-F10), stabilindu-se astfel limitele de citotoxicitate. 

Parcursul experimental este direcționat către evaluarea actiunii principiilor active procesate din material 
vegetal bine selectat asupra urmatoarelor mecanisme celulare specifice țesutului cutanat: 

- Modularea căilor metabolice de contracarare a speciilor reactive de oxigen implicate în inițierea și 
propagarea diferitelor dereglări cutanate; 

- Potențialul efect antiinflamator al biocomplexelor la nivel cutanat în condițiile mimării unor agresiuni 
inflamatorii (atac funcic sau bacterian, inflamație nespecifică); 

- Modularea mecanismelor celulare dermo-epidermice sub influența radiației UV, cu exemplificare 
pentru extractele de Salvia officinalis și Corylus avellana; 

- Evaluarea efectului regenerator cutanat prin aportul în procesul de reînoire epidermală și în regenerarea 
post-traumatică în leziuni de tipul arsurilor, rănilor, infecțiilor cutanate, etc. 

- Studiul proceselor celulare si moleculare asociate dereglarilor hiperproliferative (melanom), prin 
testarea biocomplexelor din deșeuri de Vitis vinifera și Trifolium pratense asociate, la nivelul celulelor melanomice 
atât in condiții normale cât și in urma iradierii cu radiații 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 în modelele 
experimentale prezentate la capitolul 4.4, se evaluează prin stabilirea corelației dintre scăderea viabilității celulare 
(testul MTS) și creșterea activității enzimatice în mediul de cultură (testul LDH). Protocolul de lucru este descris în 
cadrul capitolului 4.2. (metoda 4.2.4.) 

Evaluarea citotoxicității compușilor luați în 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), în funcție de acțiunea țintită 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 
diluții seriale din fiecare extract astfel: extractul SvPG a fost testat pe un interval de concentrații procentuale cuprins 
între 0,006% - 1%; extractele Br și Al au fost evaluate in domeniul de concentratie 0.025% – 2%; extractul Sol-T a 
fost diluat pe domeniul 0.4 – 12 µg/ml; extractul ET a fost testat pe domeniul 0.007% - 0.5%; extractul TES a fost 
diluat pe domeniul 1 – 30 mg/ml. După marcarea și inregistrarea absorbanței, valorilor au fost prelucrate matematic 
și s-a reprezentat grafic raportul dintre efectul probelor/ efectul martorului în funcție de concentrația testată. 

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

  Linia celulară  
Substanța 

HaCaT HUVEC HS27 B16-F10 
Doza extract 

SvPG 0,1% 0,011%   
Al 0.167 % 0.166 % 0.100 %  
Br 2.5% 0.166% 0.5%  
Sol-T 1 µg/ml 6 µg/ml 0.1 µg/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 prevenție si/ sau terapeutice. 

5.2. Activitate antioxidantă/ antiradicalică a extractelor bioactive din Salvia officinalis, Corylus 
avellana, Arctium lappa, Solanum lycopersicum, Trifolium pratense, Vitis vinifera studiate în sistem acelular 

Speciile reactive de oxigen (SRO) sunt generate în mod continuu în procesele metabolice celulare normale 
și induse de către factorii din mediul exterior. La concentrații fiziologice, radicalii liberi prezintă un rol esențial într-
o serie de procese biologice importante cum ar fi: semnalizare celulară; influențarea raspunsului celular; controlul 
viabilității, migrației și diferențierii celulare; protecția celulelor împotriva agenților patogeni și infecțioși prin 
inactivarea lor [Molyneux, 2004]. Un nivel de SRO mai ridicat decât cel fiziologic, cauzează un dezechilibru în 
balanța speciilor oxidative – antioxidante (stres oxidativ), inducând astfel afecțiuni ca ateroscleroza, boli 
cardiovasculare, diabet, inflamații, îmbătrânire celulară, leziuni cutanate, artrită reumatoidă și boli neurologice [Sies, 
2018]. Atunci când antioxidanții endogeni de natură enzimatică sau non-enzimatică, nu mai sunt capabili să 
contracareze efectul negativ al SRO, este esențial ca organismul să primească un aport de antioxidanți naturali de 
tipul acizilor fenolici, tocoferolilor, flavonoidelor, etc. care să își exercite efectul prin diferite mecanisme cum ar fi 
inhibiția cedării atomilor de hidrogen, legarea ionilor metalelor tranziționale, captarea radicalilor (rol de 
“scavenger”), dezintegrarea peroxizilor [Kohen și colab., 2002].  

Pentru evidențierea capacității antioxidante/ antiradicalice a extractelor obținute prin aplicarea unor metode 
de extracție special dezvoltate și optimizate cu scopul izolarii compușilor de interes cât mai eficient din materialul 
vegetal, au fost realizate o serie de experimente în sistem acelular ce au vizat potențialul acestora de eliminare a 
speciilor reactive din mediul de testare [Crăciun și colab., 2020].. Având în vedere compoziția fitochimică a 
extractelor, pentru screening-ul antioxidant/ antiradicalic au fost testate complexele bioactive (SvPG, ET, TES, Br 
și Al) cu conținut ridicat în compuși de tipul polifenolilor (flavonoide, acizi polifenolcarboxilici și proantociani), 
acizilor triterpenici, fitroestrogenilor. Evaluarea in vitro a potențialului efect asupra stresului oxidativ în sistem 
acelular s-a realizat prin aplicarea metodelor descrise in detaliu în capitolul 4.2: Evaluarea statusului antioxidant 

total prin evaluarea reducerii radicalului ABTS (metoda 4.2.1.); Determinarea activității antiradicalice – metoda de 

reducere a radicalului DPPH (metoda 4.2.2.); Determinarea activității antioxidante prin chemiluminescență 
utilizând cuplul peroxidaza-luminol-H2O2 (metoda 4.2.3.); valorile absorbanțelor înregistrate la lungime de undă 
specifică testului fiind prelucrate matematic și prezentate sub formă de grafic (vezi Figurile 14, 15 si 16). Din 
analiza lor se observă faptul că valorile absorbanțelor scad în manieră doza – efect cu o dependență liniară. 

 
Figura 14. Concentrația totală de antioxidanți conținuți în extractele vegetale: a)Al; b) SvPG; c) Br; d) TES; e) ET; 

f) Vitamina C evaluată pe baza capacității de reducere a radicalului ABTS în funcție de doza de extract aplicată 



Cercetări avansate pentru testarea unor biocomplexe vegetale cu acțiune în patologii degenerative cutanate 

12 

 
Figura 15. Capacitatea antiradicalică a extractelor a)Al; b) SvPG; c) Br; d) TES; e) ET; f) vitamina C  evaluată pe 

baza radicalului liber DPPH în funcție de doza aplicată 
 

a.  b.  
Figura 16. Evaluarea activității antioxidante printr-un sistem cuplat peroxidaza- luminol-H2O2. a) Cinetica 

semnalului chemiluminescent în prezența controlului pozitiv - vitamina C în funcție de doza aplicată; b) Stingerea 
semnalului chemiluminescent în prezența extractelor (doza aplicată este echivalentă cu EC50 stabilită în testul de 

reducere a DPPH-ului) 
 

Curbele prezentate în Figurile 14-16 au condus la determinarea valorilor EC50 (doza de extract minima 
necesară pentru a reduce în proportie de 50% concentrația de radicali liberi stabili generați în sistem – Tabel nr.8), 
pe baza cărora, în urma unor prelucrări matematice avansate[Chang și colab., 2010], se stabilește modelul de acțiune 
antioxidant. 

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

Probă 
EC50 (µl extract)* 

(*) Rezultatele rezprezinta media S.D., n=3 
ABTS DPPH CL 

Extracte evaluate: 

1. SvPG (l/ml) 0.470.0141 1.7240.300 0.100.0010 
2. Al (l/ml) 0.310.006 0.3970.008 0.090.0005 
3. Br (l/ml) 0.410.010 0.9400.150 0.100.0015 
4. ET (l/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 1.60.04 0.420.006 
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Reprezentarea grafică (vezi Figura 17) a probelor ( vezi numerotare tabelul numarul 8) față de valoarea 
EC50 formează harta distribuției probelor în funcție de cele trei metode aplicate, conferând posibilitatea determinării 
matematice a coeficientului de corelație (r) ( r = 0.0897 – efect antiradicalic evaluat pe baza reducerii DPPH-ului, 
0.1571 – reducerea radicalului ABTS și 0.3445 – efect antioxidant prin cuplarea peroxidaza-luminol-apa oxigenată). 
Linia albastră și cea portocalie se întrepătrund (Figura 17), ceea ce indică faptul că este puțin probabil ca moleculele 
cu efect antioxidant conținute de biocomplexele studiate să acționeze pe mai multe căi antiradicalice.  

 
Figura 17. Reprezentarea grafică a celor trei metode de evaluare a potențialului antioxidant/ antiradicalic.  

 
Reprezentarea grafică de tip M-A a fost utilizată pentru evidențierea diferențelor de acțiune 

antioxidantă/antiradicalică a probelor în funcție de cele trei metode aplicate. Într-un fișier Excel au fost calculate 
valorile pentru: 

 M1 = log[(EC50 a probei evaluat prin metoda de 
reducere a DPPH-ului)/( EC50 a probei 
evaluat prin sistemul cuplat Peroxidaza-
luminol-apa oxigenata)]  

 A1 = [log(EC50 a probei evaluat prin metoda de 
reducere a DPPH-ului) + log( EC50 a 
probei evaluat prin sistemul cuplat 
Peroxidaza-luminol-apa oxigenata)]/2 

 M2 = log[(EC50 a probei determinat prin metoda 
de reducere a DPPH-ului)/( EC50 a probei 
evaluat prin metoda de reducere a ABTS)]  

 A2 = [log(EC50 a probei evaluat prin metoda de 
reducere a DPPH-ului) + log( EC50 a 
probei evaluat prin metoda de reducere a 
ABTS)]/2 

 M3 = log[(EC50 a probei determinat prin sistemul 
cuplat Peroxidaza-luminol-apa oxigenata)/( 
EC50 a probei evaluat prin metoda de 
reducere a ABTS)]  

 A3 = [log(EC50 a probei evaluat prin sistemul cuplat Peroxidaza-luminol-apa oxigenata) + log( EC50 a 
probei evaluat prin metoda de reducere a ABTS)]/2 

 In reprezentarea grafică de tip M1-A1, punctul echivalent pentru Br pe axa y (M1) este localizat pe zero iar 
mediana este foarte aproape de zero, situație similar intalnita și pentru reprezentarea M2-A2 cu mențiunea că 
celelalte puncte au o împrăștiere mai mare și sunt poziționate la o distanță considerabilă de zero. În reprezentarea 
grafică M3-A3 poziționată foarte aproape de zero este Vit C, dar valoarea medie este departe de zero.  
 Supunerea rezultatelor experimentale acestui proces de analiză a avut drept obiectiv determinarea unui 
mecanism antioxidant coreland valorilor experimentale obtinute prin aplicarea celor trei metode, astfel: 

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

 ET actioneaza doar ca scavenger pentru radicalii liberi,  
 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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 SvPG – comparativ cu celelalte complexe studiate are un potential antiradicalic/ antioxidant scazut 
 Al – principiile active continute in acest extract isi manifesta potentialul antioxidant actionand in sensul 

reducerii speciilor reactive de oxigen. 
 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 obținute, se remarcă un efect antioxidant la nivelul tuturor celor cinci extracte studiate, 
care prin capacitatea lor de a capta radicalii liberi, pot avea rol în combaterea degradării membranei celulare, a 
distrugerii proteinelor membranare sau a mutațiilor la nivelul moleculei de ADN, împiedicând astfel propagarea și 
dezvoltarea a numeroase afecțiuni (ateroscleroză, cancer, diabet, afecțiuni hepatice, inflamație, leziuni cutanate, 
artrita, etc.). 

Aceste rezultate preliminarii au stat la baza dezvoltării și elaborării unor modele experimentale in vitro de 
screening antioxidant la nivel celular ce vizează modularea principalelor căi metabolice de contracarare a speciilor 
reactive de oxigen (anionul superoxid și peroxidul de hidrogen) implicate în inițierea și propagarea diferitelor 
patologii cutanate cu scopul demonstrării potențialului efect antioxidant al biocomplexelor vegetale. 

 

5.3. Modularea stresului oxidativ intracelular de către extractele de Salvia officinalis (SvPG), Corylus 
avellana (Al), Arctium lapa (Br), Solanum lycopersicum (Sol-T), Trifolium pratense(ET) și Vitis vinifera (TES) 
în sisteme celulare cu relevanța dermo-epidermică 

Dezechilibrul între apariția speciilor reactive de oxigen/ azot (SRO/ SRN) și capacitatea organismului de a 
contracara acțiunea lor prin intermediul unor sisteme de protecție antioxidativă, conduce la deteriorarea 
biomoleculelor și celulelor importante, cu impact potențial asupra întregului organism [Yoshikawa și colab., 2000].  

SRO sunt generate în timpul metabolismului normal, sunt o parte integrantă în funcționarea celulară 
normală și, de obicei, sunt foarte puțin dăunătoare datorită mecanismelor intracelulare care contracarează efectele 
lor. Antioxidanții atenuează efectele nocive ale SRO și pot afecta și inversa multe dintre evenimentele care 
contribuie la afecțiunile cutanate. Cu toate acestea, o acțiune crescută sau prelungită a radicalilor liberi, poate afecta 
mecanismele de apărare împotriva SRO, contribuind la dezvoltarea bolilor și a tulburărilor cutanate [Trouba și 
colab., 2002; Sies, 2015]. 

Evaluarea efectului antioxidant al extractelor asupra a două enzime oxidative de faza I implicate în 
reducerea stresului oxidativ intracelular: catalază – superoxid dismutază, s-a realizat prin două metode 
spectrofotometrice de determinare a activității enzimatice a catalazei (reacție de descompunere a apei oxigenate în 
apă și O2) –metoda 4.2.5. și a superoxid dismutazei (monitorizarea inhibiției procesului de reducere a citocromului c 
de către radicalul superoxid) – metoda 4.2.6. Evaluarea stresului oxidativ intracelular s-a realizat prin monitorizarea 
speciilor reactive de oxigen (peroxid de hidrogen și anion superoxid– marcare cu DCFH-DA, respectiv HE) și 
analiza de citometrie în flux (metoda 4.2.7.-A). 

În cadrul acestui model experimental, s-a urmărit evaluarea stresului oxidativ intracelular la nivelul liniilor 
celulare de fibroblaști dermici (HS-27), keratinocite (HaCaT) și celule de endoteliu vascular (HUVEC), atât în 
condiții bazale cât și în condiții de stimulare: inflamație bacteriană: LPS (un lipopolizaharid extras din bacteria 
Escherichia coli - 1μg/ml) și inflamație sistemică nespecifică (TNF-α, 15ng/ml), însoțită de declanșare de stres 
oxidativ (PMA, 0.1μM) [Crăciun și colab., 2020; Crăciun și colab., 2017]. 

 
Evaluarea activității enzimatice a enzimelor intracelulare: catalaza (CAT) și superoxid dismutaza 

(SOD) secretate de celulele dermo-epidermice, în prezența extractelor bioactive SvPG, Br, Al, Sol-T, ET și 
TES. 

Stabilirea concentrației de extract introdusă în mediul de cultură la extinderea modelului în sistem celular 
pe liniile HS-27 și HaCaT, s-a realizat pe baza intervalului de doze ce nu afectează viabilitatea celulară, stabilit în 
cadrul studiilor de citotoxicitate preliminarii, prezentate în subcapitolul 5.1. Din curbele cinetice înregistrate în 
triplicat, s-a determinat activitatea enzimatică specifică, valorile calculate fiind prezentate mai jos:  

Tabel nr.9-a. Modularea activității enzimatice a catalazei și superoxid dismutazei la nivelul celulelor HS-
27 de către extractele bioactive testate: 

Compus testat 
Linia celulară HS-27 

AE SOD (U/ml) AE CAT - k(nmol/min/ml) 
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nestimulat TNFα+PMA LPS+PMA nestimulat TNFα+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 
Br 0.1% 188 118 115 7,16 11,62 10,76 
Al 0.1% 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 activității enzimatice a catalazei și superoxid dismutazei la nivelul celulelor 

HaCaT de către extractele bioactive testate: 

Compus testat 
Linia celulară HaCaT 

AE SOD (U/ml) AE CAT -  k(nmol/min/ml) 
nestimulat TNFα+PMA LPS+PMA nestimulat TNFα+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 
Br 0.1% 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 și anion superoxid – marcare cu DCFH-DA, respectiv HE) și analiza de citometrie în flux.  
Rezultatele sunt prezentate în graficele de mai jos, astfel: cantitatea de apă oxigenată, respectiv anionul 

superoxid intracelular corespund variației mediilor canalelor de fluorescenta in cele 2 coordonate: FITC – A mean – 
pentru apă oxigenată și PE-A mean – pentru anionul superoxid. Pentru evidențierea acțiunii antioxidante a 
fitocompusilor, testele efectuate, s-au realizat în următoarele condiții de stimulare: 
• inflamație sistemică nespecifică (TNF-α), însoțită de declanșare de stress oxidativ (PMA) – TNFα 15ng/ml 

+PMA 0.1μM, 24 ore de stimulare. 
 inflamație bacteriană: LPS, un lipopolizaharid extras din bacteria Escherichia coli - 1μg/ml 18 ore de stimulare, 

asociată cu un stimul oxidativ endogen (PMA) sub acțiunea concomitentă și potențial preventivă a substanțelor 
active de testat [Crăciun și colab., 2020; Crăciun și colab., 2017]. 

 
Linia celulară HaCaT – keratinocit uman normal 

Modificările procentuale ale speciilor reactive generate intracelular la nivel de keratinocit uman în prezența 
extractelor SvPG, Al, Br, Sol-T, TES și ET, sunt reprezentate în graficele de jos: 

a. b.
Figura 19. Evidențierea acțiunii fitocompușilor asupra stresului oxidativ celular prin citometrie în flux la nivelul 

liniei celulare HaCaT: stimulare TNFα+PMA (a.); stimulare LPS+PMA (b.); s-au utilizat ca martor pozitiv N-
Acetil-cisteina 
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 Linia celulară HS-27 – fibroblast uman  

Efectul extractelor bioactive SvPG, Sol-T, Al, Br, ET și TES, asupra speciilor reactive de oxigen celulare, 
la nivelul liniei celulare HS-27, este reprezentat în graficele de mai jos, ca variație procentuală față de martorul 
corespunzător: 

a. b.  
Figura 20. Evidențierea acțiunii fitocompușilor asupra stresului oxidativ celular prin citometrie în flux la 

nivelul liniei celulare HS-27: stimulare TNFα+PMA (a.); stimulare cu LPS și PMA (b.); s-a utilizat ca martor 
pozitiv, N-Acetil-cisteina 

 
Linia celulară HUVEC – endoteliu vascular 
Efectul extractelor bioactive SvPG și Sol-T asupra speciilor reactive de oxigen celulare, la nivelul liniei 

celulare HUVEC este reprezentat în graficul de mai jos ca variație procentuală față de martorul corespunzător: 
 

Figura 21. Evidențierea acțiunii fitocompușilor 
asupra stresului oxidativ celular la nivelul 

celulelor endoteliale, stimulate cu TNFα+PMA 
prin citometrie în flux. S-au utilizat ca martori 

pozitivi, dexametazona și N-acetil- cisteina 

Extractul de salvie SvPG, inhibă 
producerea de specii reactive de oxigen în celulele 
endoteliale stimulate cu TNFα și PMA, efectul 
fiind unul comparabil cu cel al martorului pozitiv 
testat în aceleași condiții experimentale. Extractul 
glicoalcaloidic Sol-T, indică un efect reducător 
asupra anionului superoxid în ambele condiții de 

stimulare, observându-se o scădere a concentrației de anion superoxid cu 18% in celulele tratate cu Sol-T 70ng/ml și 
stimulate cu TNFα și PMA. În aceleași condiții, extractul Sol-T generează o acumulare de apă oxigenată în sistem, 
ceea ce poate avea ca rezultat o modificare a reactivității vasculare și poate conduce la toxicitate și la alterări ale 
homeostaziei la nivel vascular. 

5.4. Simularea condițiilor pro-inflamatorii la nivelul țesutului cutanat pentru evaluarea impactului 
complexelor vegetale din Solanum lycopersicum, Salvia officinalis și Arctium lappa în patologii dermatologice 

 
A. Inflamație dermo-epidermică  
Inflamația și stresul oxidativ sunt procese aflate în interdependență, ce se pot desfășura simultan sau 

succesiv în patogeneza multor boli cronice. Deși identificarea și tratamentul disfuncțiilor primare sunt importante 
din punct de vedere clinic, statusul patologic este combătut cu dificultate datorită faptului că inflamația și stresul 
oxidativ acționează concertat, potențându-se reciproc pentru a induce daune progresive. Astfel, doar terapia 
antioxidantă este puțin probabil să prevină diferite patologii cauzate de stresul oxidativ cu componenta inflamatorie 
precum leziuni cutanate (plăgi cronice de diferite etiologii, psoriazis, acnee), dermatite sau complicațiile 
cardiovasculare și diabetice, bolile neurodegenerative, cancer. Există, deci, o serie de premise care impun cercetări 
în sensul valorificării resurselor naturale cu potential terapeutic clar. 
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O atenție deosebită trebuie acordată selecției agenților antioxidanți si a dozei pentru a obtine efectul dorit. 
Pe de altă parte, în testarea compușilor, se impune cuantificarea statusului redox și inflamator pentru interpretarea 
corectă a rezultatelor [Biswas, 2016]. Dacă numărul de celule activate este mare și inflamația se manifestă pentru 
prea mult timp pot rezulta disfuncții grave. Există unele dovezi ale rolului antiinflamator jucat de RONS (radicali 
liberi ai oxigenului, azotului si sulfului) eliberați de fagocite, care pot implica contribuția la chemotaxia și repararea 
țesutului afectat, precum și modularea răspunsului imun [Bickers și colab., 2003]. 

Este cunoscut faptul că o serie de citokine și factori de creștere sunt implicați în procesul de vindecare a 
rănilor care cuprinde trei etape generale: etapa inflamatorie ce constă în extravazarea componentelor sangvine 
producându-se agregarea plachetară, coagularea sângelui și migrarea celulelor inflamatorii la locul leziunii; etapa 
proliferativă ce implică migrarea și proliferarea keratinocitelor, fibroblaștilor și celulelor endoteliale, conducând la 
reepitelizarea și formarea țesutului granular și etapa de remodelare care durează un timp mai îndelungat [Hübner și 
colab., 1996].  

IL-1α, IL-6 și TNFα sunt citokine reprezentative puternic exprimate în procesele inflamatorii de la nivelul 
țesutului cutanat lezat. În procesul de vindecare a rănilor un rol activ îl au și chemokinele (IL-8), prin stimularea 
migrării celulelor inflamatorii, contribuind astfel la reglarea reepitelizării, remodelării tisulare și în angiogeneză. În 
timpul procesului de vindecare a rănilor, angiogeneza are un rol esențial în formarea țesutului granular nou în faza 
proliferativă, fiind evaluată prin monitorizarea expresiei factorului de creștere proangiogenic VEGF (factor de 
crestere endotelial vascular)[Toshikazu și colab., 2010, Goodman și colab., 2009].  

Testările s-au realizat în cadrul a două modele experimentale, caracteristice țesutului dermo-epidermic, 
simulându-se agresiuni inflamatorii ce pot apărea în condițiile atacului fungic sau bacterian, respectiv inflamație de 
etiologie nedeterminată. Astfel, s-a mimat inflamația corelată cu stresul oxidativ celular prin 2 tipuri de stimulare: 

 Inflamație bacteriană: LPS, un lipopolizaharid extras din bacteria Escherichia coli  insoțită de 
declanșare de stres oxidativ (PMA) - 18 ore de stimulare 

 Inflamație sistemică nespecifică (TNF-α), insoțită de declanșare de stres oxidativ (PMA) – TNFα 
15ng/ml +PMA 0.1μM, 24 ore de stimulare. 

Statusul inflamator s-a evaluat prin determinarea secreției citokinelor pro-inflamatorii (IL6, IL8, IL1α) pe 
ambele tipuri celulare (keratinocite și fibroblaști), și a factorul VEGF, promotor de angiogeneza (metoda 4.2.7.-B) 
[Crăciun și colab., 2016; Crăciun și colab., 2017; Crăciun și colab., 2016]. 

Evaluare citokine pro-inflamatorii IL6, IL8, IL1α și factor proangiogenic VEGF în condiții de 
stimulare nespecifică– linia celulară HaCaT 

Cunoscându-se pe de o parte interdependența mecanismelor inflamatorii și oxidative la nivel celular și 
compoziția fitochimică a extractelor, și pe de altă parte ținând cont de rezultatele cercetării din etapa precedentă în 
care a fost demostrat printr-un studiu experimental extins potrențialul antioxidant al principiilor active bogate în 
compusi de tipul glicoalcaloizilor, acizilor triterpenici, fitoestrogenilor și 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 și SvPG deoarece pe lângă susținerea teoretică pe baza datelor de 
literatură [Saba și colab., 2017; Friedman, 2013; Siddique și colab., 2019; Baricevic și colab., 2001] avem și 
susținerea experimentală evidențiată în cadrul modelului experimental antioxidant (vezi subcapitolele 5.2. și 5.3.).  

Celulele au fost tratate cu extractul Sol-T și stimulate atât cu TNFα – 40ng/ml (mimează inflamația sistemică 
nespecifică), cât și cu LPS - 1µg/ml (stimul bacterian). S-au testat trei concentrații 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 în graficele de mai jos ca variație procentuală față de martorul 
corespunzător: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodman%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648274
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Figura 22. Variația procentuală a citokinelor pro-inflamatorii în prezenta extractului Sol-T pe linia celulară HaCaT: 

a. stimulare TNFα (40ng/ml); b. stimulare LPS (1µg/ml) 
 
Extractul SvPG, a fost testat din punct de vedere al efectului antiinflamator la nivel de keratinocit uman 

(HaCaT), în prezența stimulilor TNFα și PMA, iar rezultatele sunt reprezentate grafic ca modificare procentuală 
față de martorul corespunzator astfel: 

 
Figura 23. Variația procentuală a citokinelor 

pro-inflamatorii în prezența extractului SvPG, la 
nivelul keratinocitelor (linia celulară HaCaT) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Evaluare citokine pro-inflamatorii IL6, 

IL8 în condiții de stimulare cu LPS și PMA– linia celulară 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. 

 
Figura 24. Variația procentuală a citokinelor 
pro-inflamatorii în prezența extractelor Al, Br, 
ET și TES, la nivelul fibroblaștilor (linia 
celulară HS-27) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extractul glicoalcaloidic Sol-T inhibă eliberarea extracelulară a citokinelor IL6, IL8, IL1α, demonstrând 
efect antiinflamator și antiiritativ prin blocarea căilor de semnalizare coordonate de aceste citokine. Scăderea 
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factorului pro-angiogenic VEGF eliberat de keratinocite în condițiile stimulării cu TNFα și creșterea acestuia sub 
acțiunea LPS bacterian recomandă acest compus în afecțiuni dermatologice fără leziuni active (ex. dermatite, iritații 
cutanate, etc), respectiv vindecarea rănilor suprainfectate (induce formarea microvasculaturii dermice). Extractul de 
salvie (SvPG) stopează semnalizarea extracelulară generată de citokina IL6, cu relevanță inclusiv în maladii 
dermatologice grave de tipul psoriazis. La nivelul fibroblaștilor dermici, sub acțiunea unui stimul bacterian asociat 
cu un stimul generator de stres oxidativ, extractul Al acționează asupra citokinelor proinflamatorii, în sensul 
inhibării lor, demonstrând un efect antiinflamator pronunțat. 

 
B. Inflamație vasculară, importanță în procese de regenerare și refacere post-traumatică 

Celulele endoteliale din derm sunt implicate în vindecarea rănilor, inflamație, angiogeneză tumorală, și sunt 
predominant de origine micro-vasculară, fiind de proveniență și funcționalitate distincte față de celulele endoteliale 
din vasele mari, utilizate pentru cercetarea in vitro vasculară. Creșterea și turn-overul celulelor endoteliale în piele 
este fundamentală nu numai în cadrul dezvoltării normale, dar și în vindecarea rănilor, ciclul foliculilor piloși, 
metastaza celulelor tumorale, și a diferitelor stadii ale patologiei cutanate. Celulele endoteliale in vitro capătă o 
formă ușor elongată epiteloidă. În studiile recente, cultivarea in vitro a celulelor endoteliale primare se realizează 
prin încorporarea unui factor de crestere mitogen (VEGF) care funcționează ca un factor de supraviețuire a acestor 
celule prin supraexpresia Bcl-2. Există componente celulare, in vitro și in vivo care sintetizează și eliberează VEGF. 
[Bao și colab., 2009] 

Unul din mecanismele fundamentale ale progresiei inflamației este dereglarea extravazării leucocitare de-a 
lungul endoteliului vascular și infiltrarea în țesutul adiacent.[Swerlick și colab., 1993; Peschen și colab., 1999] 
Leucocitele infiltrate secretă un nivel mare de mediatori de inflamație, perpetuând raspunsul inflamator, ceea ce are 
ca rezultat degradarea țesutului inflamat. Pentru invazia tisulară de către celulele inflamatorii este decisivă 
transmigrarea acestora de-a lungul endoteliului microvascular, proces mediat de moleculele de adeziune exprimate 
pe suprafața celulelor endoteliale din clasa CAM (cellular adhesion molecules) și de către receptorii lor 
corespunzători din leucocite. Datele de literatură evidențiază un rol diferențiat al moleculelor de adeziune ICAM și 
VCAM, inhibiția ICAM-1 fiind benefică pentru complicațiile dermice, în timp ce terapiile ce au ca țintă VCAM-1 
combat maladiile cerebrale. [Norman și colab., 2008] 

Exista mai multe aspecte privind fiziologia vasculaturii dermice și implicarea acesteia în homeostazia 
țesutului cutanat. Dintre acestea enumerăm:  

 Inflamația vasculară, caracterizată de adeziunea între limfocit și endoteliu declanșată de exprimarea unor 
molecule de adeziune –markeri de inflamație și secreția de citokine pro-inflamatorii. 

 implicarea anumitor citokine, esențială în cadrul activării endoteliale, a vindecării leziunilor provocate de 
radiația UV sau a rănilor cutanate. De exemplu GM-CSF și IL1α și β induc proliferarea celulelor endoteliale, iar 
IFN– γ si TNFα activează endoteliul prin expresia HLA-DR și ICAM-1. 

 fenomenul de angiogeneză și proliferare celulară 
Agenții antiinflamatori la nivel cutanat acționează prin inhibarea expresiei TNFα și a VCAM-1, inhibiție 

reversibilă. În mod similar, are loc și inhibiția VCAM-1 în celule endoteliale stimulate cu TNFα și IL1α. Retinoizii 
inhibă proliferarea celulelor endoteliale, iar efectorii HLA-DR, induc expresia ICAM-1 prin  IFN γ, TNFα și IL1α. 
Efectul anti-inflamator al retinoizilor se poate explica și prin inhibiția expresiei genice a VCAM-1 și a legării 
celulelor T la celulele endoteliale tratate cu citokine. 

Sistemele experimentale utilizate au constat în stimularea diferențiată a celulelor endoteliale cu LPS, 
lipopolizaharid ce mimează infecția bacteriană, respectiv cu TNFα - stimul nespecific pentru inflamația sistemică. 
LPS este o componentă majoră a bacteriilor gram negative ce acționează ca endotoxină la nivel de organism animal,  
inducând un puternic raspuns imun și producând secreția citokinelor pro-inflamatorii. TNFα face parte din grupul 
citokinelor care stimulează reacția raspunsului inflamator de fază acută. 

Inflamația vasculară s-a evaluat prin determinarea moleculelor de adeziune ICAM-1 și VCAM-1 prin 
marcarea cu anticorpi fluorescenți și achiziție de citometrie în flux (metoda 4.2.7.-B). 

Parametrii relevanți pentru fiziologia țesutului cutanat pe care îi vom urmări sunt: 
 stimularea cu LPS 1μg/ml, stimul bacterian, urmată de analiza expresiei ICAM (caracteristic pentru 

microvasculatura dermică), citokinele inflamatorii IL6 și IL8. 
 stimularea cu TNFα 20 ng/ml, stimul sistemic nespecific, urmată de analiza expresiei VCAM (caracteristic 

pentru vasele sanguine mari), citokinele inflamatorii IL6 și IL8. 
În cele ce urmează vom prezenta rezultatele obținute pentru principalele tipuri de efecte urmărite. 
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Evaluare efect antiinflamator la nivel de celule endoteliale, prin monitorizarea expresiei citokinelor 
proinflamatorii IL6, IL8 și a moleculelor de adeziune ICAM, VCAM, în condiții de stimulare oxidativă nespecifică 
cu TNFa dar și cu mimarea infecției bacteriene cu LPS – Extract Sol-T , SvPG și Br . 

 

Mecanism fiziologic 
relevant 

Inflamație vasculară 

IL-6 IL-8 ICAM-1 VCAM-1  

Salvia 

officinalis 
SvPG 

HUVEC:    
TNFα+PMA: ↓23% 
LPS: ↓7% 

HUVEC:  
TNFα+PMA: ↓40% 
LPS: ↓4% 

HUVEC:                   
TNFα +PMA: ↓12% 

HUVEC:                 
TNFα +PMA: ↓24% 

Arctium 

lappa 
Br 

HUVEC:                   
TNFα: ↓26%              
LPS: ↓30% 

HUVEC:                   
TNFα: ↓49%            
LPS: ↓51% 

HUVEC:                   
TNFα: ↓6%              
LPS: ↓14%   

HUVEC:                    
TNFα: ↓1%                
LPS: ↓7% 

Solanum 

lycopersicum 
Sol-T 

HUVEC:                
TNFα: ↓18%            
LPS: ↓7% 

HUVEC:              
TNFα: ↓23%           
LPS: ↓4% 

HUVEC:                   
TNFα: ↑1%              
LPS: ↓19% 

HUVEC:                   
TNFα: ↓39%              
LPS: ↑28% 

 
Pentru evaluarea efectului extractelor vegetale, SvPG, Sol-T și Br asupra statusului inflamator celular, 

celulele de endoteliu vascular (linia calulară HUVEC) au fost stimulate pro-inflamator cu TNFα și bacterian cu LPS. 
Dintre extractele testate, Sol-T prezintă un efect semnificativ în condiții de inflamație nespecifică indusă de TNFα, 
acționează prin reducerea expresiei extracelulare a citokinelor IL6 și IL8, manifestând astfel un efect antiinflamator 
la nivel de celulă endotelială. În aceleași condiții de stimulare, toate dozele testate de Sol-T reduc expresia VCAM 
(molecula de adeziune endoteliu-monocit specifică vaselor mari), precum și expresia ICAM caracteristică 
microvasculaturii. Atacul bacterian la nivel endotelial (stimulare cu LPS), este contracarat de extractul 
glicoalcaloidic Sol-T care prezintă efect reducător asupra expresiei ICAM, parametru caracteristic vaselor sanguine 
mici.  

5.5. Impactul extractelor vegetale de Salvia officinalis și Corylus avellana asupra interacțiunilor 
keratinocit – radiație UV 

Mecanismele foto-oxidative dependente de speciile de oxigen reactive produse de radiația solară sunt 
principalele cauze ale foto-îmbătrânirii pielii și ale foto-carcinogenezei. Cercetarea din domeniul fotobiologiei se 
orientează preferențial asupra efectelor nocive ale radiației UVB și UVC implicate în carcinogeneza, dar în ultimii 
ani a apărut necesitatea studiilor privind rolul radiației UVA și a celei în vizibil apropiat în fotodegradare și 
fotoîmbătrânire [Stojiljković și colab., 2014]. 

Radiația 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 creșterea în dimensiune a vaselor de sange, a densității vasculare și a zonei de țesut dermic 
ocupate cu micro-vasculatura [Debacq-Chainiaux și colab., 2012]. De asemenea, radiația UV-A, dar și UV-B 
suprareglează VEGF și la nivelul keratinocitelor imortalizate (linia celulară HaCaT), acționând indirect și asupra 
sintezei și eliberării de IL-1, TNF-α, și a altor citokine pro-inflamatorii. [Kosmadaki și colab., 2003]. Supraexpresia 
VEGF duce la creșterea vascularizării pielii, la apariția microvasculaturii dermice fragile și sinuoase. Astfel, VEGF 
secretat de keratinocite trece prin membrana bazală epidermo-dermică ajungând la microvasculatura din derm. 
Epidermul normal exprimă un nivel scăzut al VEGF, în timp ce perturbări patologice de tipul psoriazisului, 
dermatitei de contact sau vindecarea rănilor suprareglează expresia VEGF în keratinocite.  

Astfel, în cadrul studiilor privind patogeneza fotoîmbătrânirii sunt important de analizat următorii parametrii 
celulari: apoptoza celulară; perturbări ale secvențialității ciclului celular, stres oxidativ (apa oxigenată eliberată 
intracelular și anion superoxid); inflamație (citokine pro-inflamatorii IL6 și IL8; IL1α); angiogeneza (factorul 
VEGF) [Detmar, 1994]. Citometria în flux oferă posibilitatea detecției simultane a apei oxigenate și a anionului 
superoxid eliberate intracelular prin dubla marcare fluorescentă cu DCFH-DA (emite în coordonate FITC-A și 
marcheaza apa oxigenată) și HE (emite în coordonate PE-A și marchează anionul superoxid). 

Modularea mecanismelor celulare sub influența radiației UV, s-a realizat într-un sistem experimental 
[Dumitriu și colab., 2012] alcătuit din 3 serii, dupa cum urmează:  

Iradierea s-a realizat în condiții reproductibile cu un echipament de iradiere controlată: sistem Bio-Sun 
(producator Vilber-Lourmet).  
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În cadrul acestui model experimental, s-a urmărit studiul mecanismelor celulare implicate în afecțiuni 
degenerative ale țesutului cutanat, având ca material celular cultura de keratinocite (HaCaT), prin următoarele 
metode (descrise în capitolul special destinat): evaluarea procesului de apoptoză celulară (metoda 4.2.7.-D), testarea 
in vitro a capacității proliferative prin evidențierea generațiilor celulare succesive prin marcare fluorescentă cu 
CFSE (metoda 4.2.7.-E), analiza secvențialității ciclului celular (metoda 4.2.7.-F), identificarea simultană a 
radicalilor oxigenați intracelulari și evaluarea statusului inflamator (metodele 4.2.7.-A și -B). 

Mecanism 
fiziologic 
relevant 

Iradiere UV 
Apoptoza 
celulara 

Ciclu 
celular 

Stres oxidativ 
intracelular 

Inflamație 

SvPG 
    

UV A: ↓ O2
•- ; ↓H2O2 

UV B: ↓ O2
•- ; ↓H2O2 

UV A: ↓IL8    
UV B: ↓IL8 

Al 
protejeaza impotriva 

apoptozei 
stopeaza cc UV A: ↓ O2

•- ; ↓H2O2 

UV B: ↓ O2
•- ; ↓H2O2 

UV A: ↓IL6; ↓IL8; ↓IL1-α; ↓VEGF 
UV B: ↓IL6; ↓IL8; ↓IL1-α; ↓VEGF 

Expunerea la radiația UV, poate induce efecte genotoxice, ce pot contribui nu doar la procesul de 
fotoîmbătrânire, dar și la carcinogeneză [El-Mahdy și colab., 2007]. Principiile active extrase din salvie (SvPG), 
acționează prin împiedicarea progresiei apoptozei timpurii în celulele iradiate cu UV-A sau UV-B. Extractul de 
salvie SvPG este deosebit de activ la nivelul reducerii radicalilor liberi oxigenați, apa oxigenată și anion superoxid, 
inducând scăderea intracelulară a acestora cu până la 60% în cazul apei oxigenate generate de iradierea UV-A, și cu 
32% a anionului superoxid generat de UV-B.  

Extractul Al, prezintă efect de reducere intracelulară a speciilor de oxigen reactive în special în condițiile 
iradierii UV-B, nemodificând impactul UV-A la acest nivel. Extractul de alun Al nu acționează asupra procesului 
apoptotic de la nivelul keratinocitelor iradiate, în schimb stopează progresia în ciclul celular, atât în cazul UV-A cât 
și UV-B, ceea ce semnifică o amplificare a degradării celulare în aceste condiții specifice și nu o protecție a 
celulelor normale în sensul prevenției malignizării și a stopării proliferării aberante. Extractul Al duce la scăderea 
fenomenului inflamator și de asemenea prezintă o acțiune antiangiogenică în cazul radiației UV-A. 

5.6. Evaluarea acțiunii extractelor vegetale din Salvia officinalis, Solanum lycopersicum, Corylus 
avellana, Arctium lappa, Trifolium pratense și Vitis vinifera asupra regenerării cutanate  

 

A. Regenerare epidermală prin stimularea procesului de diferențiere keratinocitară 
Linia celulară HaCaT este imortalizată spontan și reprezintă principalul model de studiu în biologia pielii. 

În condiții tipice de cultivare celulele au un fenotip parțial sau complet diferențiat datorită conținutului mare de 
calciu din mediul de cultură și din serul fetal bovin. În condiții de cultivare la concentrații mici de calciu, celulele 
suferă o transformare reversibilă la fenotipul bazal, de la care, în condiții controlate prin concentrații progresive de 
calciu se pot induce stadii de diferențiere bine definite corespunzătoare stratului bazal, spinos, granulos sau 
corneum.  

Determinarea acestor stadii de diferențiere se face prin evidențierea anumitor proteine exprimate specific, 
dupa cum urmează: Involucrina (stratul corneum și granulos), Transglutaminaza (stratul spinos), keratina K14 
(stratul bazal). Concentrația externă de calciu reglează diferențierea keratinocitelor in vitro. Keratinocitele cultivate 
în mediu cu ioni de calciu 1.2mM și 2.4mM sintetizează involucrina și transglutaminaza înainte de a fi confluente, 
fiind capabile la confluența să formeze invelișul cornificat. 

Celulele au fost tratate cu substanțele de interes timp de 5 și respectiv 7 zile. Evidențierea celor trei proteine 
membranare – markeri de diferențiere a fost realizată 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) și vizualizarea prin citometrie în flux (metoda 4.2.7.-G) 
[Craciun și colab., 2019]. 

Rezultatele privind evidențierea markerilor de diferențiere în prezența extractului Sol-T sunt prezentate în 
tabelele urmatoare. 
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a. b.  
Figura 32. Evidențierea efectului extractului Sol-T asupra procesului de diferențiere keratinocitară dupa 5 

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

Status proliferativ indus de extractul Sol-T in condiții de cultivare în medii de diferențiere (cu concentrații 
diferite de calciu): 

 
Figura 33. Secvențialitatea ciclului celular 
în condiții de diferențiere keratinocitară 
variabilă 

 
Extractul Sol-T induce 

preponderent supraexpresiei 
transglutaminazei-1, deci progresia 
stratului spinos. Compușii bioactivi 
stimulează turn-overul keratinocitelor atât 
în condiții nediferențiate (mediu sărac în 
calciu), cât și în condiții de inducere a 
diferențierii (12mg calciu), efect ce susține 
procesul de regenerare epidermală. 

 
Testarea compușilor bioactivi din complexul TES s-a realizat pe ambele mecanisme.  
Celulele se tratează cu extractul bioactiv de struguri (TES) dupa 24h de la aderare și se analizează procesul 

de diferențiere dupa 7 zile de cultivare, schimbându-se mediul din 3 în 3 zile. Rezultatele sunt prezentate în graficele 
de mai jos:  

 
Figura 34. Expresia celor trei 

markeri de regenerare epidermică 
(Involucrina – strat corneum și granulos; 

transglutaminaza – strat spinos; 
citokeratina – strat bazal) în condiții de 

diferențiere keratinocitară variabilă 
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Secvențialitatea ciclului celular în condiții de diferențiere keratinocitară variabilă, este prezentată în 
graficele de mai jos: 

Figura 35. Efectul extractului TES asupra 
secvențialității ciclului celular la diferite 
concentrații de calciu 

Extractul de struguri TES 
stimulează expresia citokeratinei, 
inducând diferențiere keratinocitară înca 
din stratul bazal, fără selectivitate în 
privința aportului de calciu în mediul 
extracelular. Aceasta sugerează un rol de 
inducere a regenerării intrinseci, 
independent de promotorii externi de 
diferențiere. Se remarcă, de asemenea, 
supraexpresia transglutaminazei-1, deci 

progresia stratului spinos, dar și a involucrinei, caracteristică stratului corneum complet diferențiat, ambele în 
special în condițiile unui aport extracelular de calciu. TES stimulează turn-overul keratinocitelor atât în condiții 
nediferențiate (mediu sărac în calciu), cât și de inducere a diferențierii (12mg calciu), efect ce susține procesul 
complet de regenerare epidermală . 

 
Pentru a evidenția la nivel in vitro acest proces de reînnoire a epidermei s-au analizat în prezența extractului 

ET mai mulți markeri de diferențiere apartinând diferitelor etape evolutive: keratina 5/14 – molecula care se 
exprimă doar în stratul bazal; transglutaminaza-1 în stratul spinos și involucrina în stratul granulos, stratul cornos 
fiind format numai din celule anucleate, neviabile. 

Figura 36. Evidențierea procesului 
de diferențiere la nivelul 

keratinocitelor tratate cu extractul de 
trifoi roșu ET 

 
Extractul ET stimulează 

diferențierea acestora datorită 
impactului pozitiv asupra expresiei 
tuturor markerilor moleculari 
analizați în diferite stadii de 
cornifiere a pielii. Astfel este reliefat 
un aport important al fitocompușilor 
la procesul de reînnoiere a 
epidermei și implicit la prevenția și 
încetinirea progresiei proceselor 

degenerative de îmbătrânire a pielii, precum și refacere post traumatică în leziuni de diferite etiologii (arsuri, răni, 
infecții cutanate, etc). 
 

B. Studii asupra homeostaziei matricei extracelulare secretată de fibroblaști dermici 
Degradarea controlată a ECM este un proces necesar pentru migrarea celulelor, angiogeneza, reepitelizarea, 

degradarea provizorie a matricei și remodelarea tesutului granular nou format în timpul vindecării rănilor. ECM este 
compusă dintr-un amestec complex de molecule insolubile incluzând colagen, laminine, fibronectina, entactin/ 
nidogen și proteoglicanii de tip heparan-sulfat, oferind un suport solid pentru celule. La nivelul ECM se găsesc de 
asemenea citokinele încorporate și factorii de creștere, precum și căile de comunicare între moleculele care 
alcătuiesc rețeaua ECM,  facilitând migrarea celulară, aderența, contracția rănii și epitelializarea. Turnoverul și 
remodelarea ECM trebuie să fie strict reglementată deoarece proteoliza necontrolată contribuie la o dezvoltare 
anormală și generează multe condiții patologice caracterizate prin degradarea excesivă, cum ar fi ulcerele cronice 
sau lipsa de degradare a componentelor ECM care conduc la fibroză [Meilang și colab., 2006, Eckes și colab., 
2010]. 
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Vindecarea leziunilor cutanate este un proces fiziologic complex, care presupune interacțiuni coordonate 
între diferitele sisteme biologice și imunologice, implicând o cascadă de pași și evenimente foarte precis organizate, 
ce se corelează cu apariția anumitor tipuri de celule la locul țesutului afectat de-a lungul diferitelor faze ale 
procesului de vindecare [Velnar și colab., 2009]. Refacerea leziunilor cutanate poate fi împărțită în mai multe etape 
dinamice incluzând: (i) formarea cheagului fibrinic și răspunsul inflamator; (ii) formarea țesutului granular care 
include reepitelizarea și angiogeneza; și (iii) formarea și remodelarea matricei extracelulare. Un echilibru dinamic 
între celulele endoteliale, trombocite, coagulare și fibrinoliza reglează hemostazia și determină cantitatea de fibrină 
depozitată la locul rănilor, influențând astfel progresul proceselor reparative [Meilang și colab., 2006, Velnar și 
colab., 2009].  

Pentru refacerea stratului dermic, este necesară sinteza de către fibroblaști a fibrelor de colagen, a fibrelor 
elastice și a componentelor substanței de bază, dar și stabilirea unui raport optim activare / inhibiție pentru enzimele 
implicate în remodelarea matriceală. Sub acțiunea factorilor de creștere, (în special TGF-β), fibroblaștii secretă 
colagen în spațiul extracelular pentru formarea de țesut granular. Fibrele de colagen, regăsite în țesutul granular, sunt 
de tip I și III, iar la nivelul țesutului cicatrizant rezultat în urma procesului de remodelare matriceala, se regăsesc cu 
preponderență fibre de colagen de tip I [Nguyen și colab., 2009].  

Procesul de refacere a țesuturilor lezate este controlat de anumite mecanisme reglatoare în vederea menținerii 
echilibrului între metabolism și catabolism, conducând în final la o vindecare normală. Metaloproteinazele 
matriceale (MMP), produse de neutrofile, macrofage și fibroblaști, sunt direct implicate în procesul de degradare a 
colagenului, activitatea lor fiind strâns legată și reglată de agenți inhibitori [Velnar și colab., 2009]. MMP nu sunt 
exprimate constitutiv în piele dar sunt induse temporar ca răspuns la semnale exogene ca citokine, factori de 
creștere, interacțiuni celulă – matrice, sau celulă – celulă. În procesul de refacere dermală, MMP sunt implicate în 
înlăturarea țesutului devitalizat, interacțiuni epidermo-mezenchimale în timpul migrării keratinocitelor, angiogeneza, 
remodelarea țesutului conjunctiv nou sintetizat în timpul procesului de maturare, reglarea activității anumitor factori 
de creștere [Kahari și colab., 1997].  

Reglarea matricei extracelulare implică un echilibru între sinteza componentelor sale structurale și 
degradarea lor sub acțiunea catalitică a MMP – urilor a căror funcție biologică este modulată de inhibitori tisulari 
specifici ai metaloproteinazelor matriceale (TIMP). Suprareglarea activității MMP, favorizează degradarea 
proteolitică a membranei bazale și a matricei extracelulare, fiind corelată cu creșterea tumorală și metastaza, precum 
și cu angiogeneza asociată tumorilor, în timp ce inhibarea activității MMP pare a restricționa aceste procese [Kahari 
și colab., 1997]. 

MMP-urile sunt responsabile de degradarea proteinelor matricei extracelulare (ECM) cum ar fi colagenul, 
fibronectina, elastina și proteoglicanii, contribuind la procesul de fotoîmbătrânire. [Cavinato și colab., 2017]. MMP-
9 (gelatinaza B), este produsă de keratinocitele umane și acționează asupra colagenul de tip IV, o componentă 
importantă a membranei bazale în piele. Ca și MMP-9, MMP-2 (gelatinaza A) este capabilă să scindeze colagenul 
de tip IV. În plus, ambele gelatinaze pot degrada alte substraturi cum ar fi colagenul de tip V, VII și X, fibronectina 
și elastina. Acestea sunt esențiale în degradarea fragmentelor de colagen fibrilar după degradarea lor inițială prin 
colagenaze [Pittayapruek și colab., 2016]. În timpul procesului de îmbătrânire, proteinele matricei extracelulare sunt 
susceptibile la activitate excesivă a enzimelor proteolitice-metaloproteinaze matriceale (MMP), fiind legate în cea 
mai mare parte la colagen și elastină. În condiții fiziologice adecvate, enzimele sunt reglate la nivel transcripțional și 
prin inhibitori proteici. Dezechilibrul în homeostazie duce la pierderea integrității țesutului, ceea ce poate duce la 
pierderea elasticității pielii.  

De-a lungul timpului, s-au realizat numeroase studii privind rolul extractelor vegetale ca agenți de refacere a 
țesutului cutanat. Acești compuși bioactivi de tipul alcaloizilor, uleiurilor esențiale, flavonoidelor, taninurilor, 
terpenoidelor, saponinelor și compușilor fenolici, sunt cunoscuți ca fiind implicați în diferite faze ale procesului de 
vindecare, și datorită proprietăților lor multifuncționale (antiinflamatoare, antioxidante, etc.) [Tsala și colab., 2013]. 

Pentru evaluarea rolului extractelor vegetale în procesul de remodelare dermală, au fost utilizate metodele 
relevante, descrise în capitolul dedicat. Evaluarea procesului de sinteză de colagen în prezența 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 în mediul de creștere de către fibroblaștii dermici, s-a 
realizat prin zimografie (metoda 4.2.9.) [Crăciun și colab., 2019]. 

  
Determinarea colagenului total - marcare cu Sirius Red/Fast Green 
Fibroblaștii (HS27) au fost cultivați timp de 24 h în plăci cu 24 de godeuri în mediu de cultură DMEM, 

suplimentat cu 10 % ser fetal bovin și 1% antibiotic. Celulele au fost tratate timp de 48h dintre care 24h cu stimuli 
TNFα și PMA, respectiv LPS și PMA. Dupa cele 48h, se colectează mediul de cultură (se va determina activitatea 
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metaloproteinazelor matriceale secretate în mediul extracelular). Rezultatele sunt reprezentate grafic ca variație 
procentuală a colagenului sintetizat față de martorul corespunzător: 

a. b.  
c. 
 

Figura 37. Dozarea colagenului intracelular cu kit-ul 
Sirius Red/ Fast Green – fibroblaști dermici tratați cu 
SvPG, Br, Al, Sol-T, ET și TES, în condiții normale 

(a.) și cu stimulare proinflamatorie (TNFα) asociată cu 
stres oxidativ endogen(PMA) - (b.) și bacteriană 

asociata cu stres oxidativ (LPS +PMA) – (c.) 
 
 
 
 
 

Identificare și dozare metaloproteinaze matriceale 
Este o metodă de estimare a concentrației de gelatinaze (MMP-2 și MMP-9) din mediul condiționat ce se 

bazează pe capacitatea acestor enzime de a se renatura după migrarea electroforetică în geluri de poliacrilamida-SDS 
copolimerizate cu gelatina și îndepărtarea SDS prin spălări repetate cu Triton X-100, enzimele exercitându-și astfel 
activitatea proteolitică asupra substratului copolimerizat pe parcursul a 18h de incubare la 37°C într-un tampon 
corespunzător. Zimogramele au fost scanate și analizate semi-cantitativ cu softul ImageJ prin densitometria benzilor 
proteice cu activitate enzimatică ce apar ca plaje de liză, iar identificarea tipului de MMP s-a realizat pe baza 
maselor moleculare. 

Expresia metaloproteinazelor matriceale în prezența extractelor SvPG, Br, Al, Sol-T, ET și TES, este 
redată în figura de mai jos: 

 
Figura 38. Influența extractelor bioactive asupra activității enzimatice a MMP secretate de fibroblaști: a. 

nestimulați; b. stimulați cu TNFα + PMA și LPS+PMA  
 

În 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) și Vitis 

vinifera (TES) asupra procesului de regenerare cutanată prin monitorizarea a două fenomene importante la nivel 
dermo-epidermic, respectiv diferențiere keratinocitară și remodelare matriceală la nivel de fibroblast dermic. 



Cercetări avansate pentru testarea unor biocomplexe vegetale cu acțiune în patologii degenerative cutanate 

26 

Mecanism fiziologic relevant: 
Regenerare cutanată prin 

 
Sursa vegetala/ extract 

Diferentiere keratinocitara Sinteza Colagen  MMP 

Salvia officinalis SvPG 
 

stimulează sinteza de colagen – 7% ↓↓↓ 
Arctium lappa Br 

 
stimulează sinteza de colagen  - 12% ↓↓↓↓ 

Corylus avellana Al   stimulează sinteza de colagen – 7% ↓↓↓↓ 
Solanum 

lycopersicum 
Sol-T 

supraexpresia transglutaminazei-1, 
7 zile; efect regenerator epidermal 

nu influențeaza semnificativ procesul 
de sinteza a colagenului 

↓↓↓ 

Trifolium pratense ET efect regenerator  stimulează sinteza de colagen – 21% ↓↓↓↓ 

Vitis vinifera  TES 
stimulează turn-overul 
keratinocitelor; efect regenerator 
complet 

stimulează sinteza de colagen – 9% 
↓↓↓↓ 

Din analiza datelor experimentale, atât în condiții de inducere a diferențierii (prin aport de calciu în mediul 
extracelular), cât și în mediu sărac în calciu, este reliefat un aport important al fitocompușilor testați în procesul de 
reînnoiere a epidermului și implicit la prevenția și încetinirea progresiei proceselor degenerative de îmbătrânire a 
pielii, precum și refacere post traumatică în leziuni de diferite etiologii (arsuri, răni, infecții cutanate, etc). Dintre 
extractele testate, se remarcă: extractul Sol-T induce preponderent supraexpresiei transglutaminazei-1, deci 
progresia stratului spinos; extractul din deseuri de struguri TES stimulează expresia citokeratinei, inducând 
diferențiere keratinocitară încă din stratul bazal și supraexpresia transglutaminazei-1, deci progresia stratului spinos, 
dar și a involucrinei, caracteristică stratului corneum complet diferențiat; extractul ET stimulează diferențierea 
keratinocitară datorită impactului pozitiv asupra expresiei tuturor markerilor moleculari analizați în diferite stadii de 
cornifiere a pielii. 

Dintre fitocompușii bioactivi testați, extractele ET și TES prezintă un efect stimulant semnificativ al 
sintezei de colagen la nivelul fibroblaștilor dermici, atât în condiții bazale, cât și in condiții de stimulare nespecifică 
cu TNFα și PMA, contribuind astfel la procesul de regenerare dermică. 

Metaloproteinazele matriceale au o importanță deosebită în remodelarea tisulară și în vindecarea rănilor, 
dar reprezintă și un element important în progresia bolilor inflamatorii și în invazia tumorală (activitatea proteolitică 
a protein-enzimelor fiind corelată cu potențialul metastazic al celulelor tumorale). În urma evaluării activității 
enzimatice a metaloproteinazelor matriceale secretate în mediul de cultură extracelular de către fibroblaștii dermici, 
în prezența extractelor bioactive, se remarcă urmatoarele: extractele ET și TES, acționează asupra 
metaloproteinazelor în sensul scăderii activității acestora atât în condiții bazale cât și în urma stimulării cu agenți 
proinflamatori și bacterieni. Același efect inhibitor asupra metaloproteinazelor, îl manifestă și extractul Sol-T, care 
intervine mai pronunțat asupra MMP9, reducându-i activitatea cu până la 27%. Același efect inhibitor se observă și 
în cazul celulelor stimulate proinflamator și bacterian, și tratate cu extractele de brusture (Br) și alun (Al).  

5.7. Mecanisme implicate in progresia melanomica modulate de asocieri de fitocompusi biologic activi 

din trifoi rosu si deseuri de struguri 

Incidența cancerului de piele are la baza o serie de agenți cauzali, dintre care cel mai important fiind 
radiația UV, dar și anumiți viruși, compuși mutageni din produsele alimentare sau din substanțe chimice, 
susceptibilitatea genetică, joacă un rol la fel de important în apariția acestei afecțiuni. Apariția cancerului de piele 
poate fi prevenită prin eliminarea acestor factori externi și poate fi îndepărtat eficient prin împiedicarea alimentării 
cu sânge a tumorii (anti-angiogeneză), stopând creșterea tumorală și astfel crește rata de supraviețuire a pacientului. 
Majoritatea celulelor canceroase dezvoltă modalități de evitare a apoptozei sau prezintă mecanisme de apoptoză 
defectă, permițând astfel dezvoltarea necontrolată a celulelor. Melanomul malign al pielii este cea mai gravă formă 
de cancer de piele, apare în melanocitele epidermale și este o malignitate refractară la tratament și metastază, a cărei 
incidență a crescut constant și semnificativ în ultimele decenii [D’Orazio și colab., 2013].  

În cultura de celule de melanom uman expresiile crescute ale MMP-1, MMP-2 și MMP-9 s-au dovedit a fi 
corelate cu migrația și invazia tumorala. În leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelație pozitivă între 
progresia tumorii și expresia MMP-2. Creșterea expresiei MMP-9, pe de altă parte, a fost găsită în principal în faza 
de creștere radială a melanomului primar, indicând faptul că expresia MMP-9  se corelează cu invazia timpurie a 
melanomului [Neufeld și colab., 1994]. 

Efectele adverse severe al agentilor chimioterapeutici precum și dezvoltarea unei rezistențe a organismului 
la mai multe medicamente utilizate în terapia cancerului, au determinat dezvoltarea unor strategii de eliminare a 
acestora, strategii ce abordează utilizarea nanoparticulelor, lipozomilor și vehiculelor de eliberare miceliară a 
medicamentelor, cu unele succese raportate [Iyer și colab., 2013]. Datorită acestor efecte nedorite asociate cu terapia 
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convenționala 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 proprietăți anti-inflamatorii, imuno-modulatoare și anti-oxidante, au, în 
general, cel mai mare potențial de a manifesta comportamente chimio-preventive în cancerele de piele. S-au făcut 
numeroase încercări pentru a găsi o corelație intre proprietățile antioxidante ale fitocompusilor și potențialul lor anti-
cancer. Deși nu s-a constatat nici o dovadă concretă a unei astfel de corelații, activitatea antioxidantă a unui 
fitocompus este considerată ca o indicație a potențialei activități anticanceroase. Carotenoizii, flavonoidele și 
terpenoidele sunt unele dintre grupurile de fitoccompuși cu potențial ridicat anticancerigen [Agrawal, 2011]. 

Resveratrolul (compus regăsit în cantități semnificative în struguri) a fost investigat ca agent anti-cancer și 
s-a constatat că acesta este capabil să inhibe creșterea celulelor melanotice și amelanotice prin inducerea apoptozei. 
Potența resveratrolului a fost demonstrată prin capacitatea sa de a induce apoptoza în celulele melanomului murin 
rezistent la doxorubicină și capacitatea sa de a inhiba creșterea tumorilor melanomului rezistent la doxorubicină la 
șoareci. Resveratrolul are un potențial anti-metastatic, deoarece s-a raportat că inhibă tranziția epitelială indusă de 
lipopolizaharide până la tranziția mezenchimală, posibil prin inhibarea semnalizării NF-kB. Există, de asemenea, 
potențialul de aplicare a resveratrolului ca sensibilizator la radiații în tratamentul melanomului, deoarece s-a 
observat că celulele melanomului rezistent la radiații au răspuns bine la o combinație de tratament de resveratrol și 
radiație [Niles și colab., 2003]. 

Trifoiul rosu (Trifolium pratense) este o plantă medicinală utilizată tradițional în tratamentul afecțiunilor 
cronice ale pielii, ce conține cel puțin patru izoflavone estrogenice: formononetin, biocanina A, daidzeina și 
genisteina. Pe lângă activitatea lor estrogenică, fitoestrogenii prezintă de asemenea și activități nonhormonale ca cea 
antioxidantă dar sunt și potențiali agenți antitumorali. De exemplu, s-a demonstrat efectul anticarcinogenic al 
genisteinei in vitro, probabil datorita  activității inhibitorii asupra protein-tirozinaz-kinazei și asupra angiogenezei 
[Kolodziejczyk-Czepas, 2012].  

Mecanismele țintă studiate în vederea completării profilului citotoxicitate / eficacitate sunt: sinteza de 
melanină ca parametru indicator al malignizării; invazivitate tumorală exprimată prin activitatea metaloproteinazelor 
(MMP 2 si MMP 9); semnalizare inter-celulară prin factorul pro-angiogenic VEGF și citokina IL6; status 
proliferativ și pro-apoptotic în melanom în condițiile iradierii UV (metode descrise în cadrul capitolului special 
dedicat) [Crăciun și colab., 2018]. 

Linia celulară standardizată utilizată este cea de melanom murin - B16-F10 – cu relevanță și predictibilitate 
în patologia umană. Celulele au fost cultivate în mediu de cultură DMEM cu 10% ser fetal bovin, 1% soluție 
antibiotic/ antimicotic, în condiții standard (37°C, 95% aer umidificat și 5% CO2) 24 de ore înainte de tratament și 
48 de ore cu substanțe testate.  

Cele două extracte de testat s-au combinat în urmatoarele proporții: TES:ET_A1= 1:9; TES:ET_A2 = 1:5; 
TES:ET_A3= 1:3; TES:ET_A4 = 2:9. Experimentele s-au realizat în triplicat, datele prezentate fiind media valorilor 
obținute în cele 3 serii experimentale succesive, avand ca martori pozitivi:  Metotrexat 10mg/ml – agent 
antiproliferativ cu spectru larg; Colchicina 2μM – antitumoral activ in blocarea ciclului de diviziune celulară. 
 

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 
și colab., 2014; Jimbow și colab., 1993].  

Rezultatele relevante pentru actiunea compusilor TES si ET, singulari si asociati in proportiile selectate sunt 
prezentate in tabelul de mai jos: 

 
 

Figura 39. Determinarea sintezei de 
melanina secretata de celule B16-F10 in 

prezenta combinatiilor TES:ET. 
Absorbanta pigmentilor melaninici se 

citeste la 450nm. 
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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: 

 
Figura 40. Determinarea VEGF și IL6 în linia 

celulară B16-F10 în prezența combinațiilor 
TES:ET. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Expunerea culturii celulare la radiatia UV-A si UV-B s-a  realizat în doze controlate (UV-A - 10J/cm2; UV-
B – 1J/cm2, system BIOSUN / Vilber Lourmat). Rezultatele sunt prezentate în tabelul de mai jos: 

 
Figura 41. Determinarea VEGF si IL6 in linia celulara B16-F10 neiradiat/ UV-A/ UV-B in prezenta extractelor 

TES:ET_A2 si TES:ET_A3. 
 

Amestecul TES:ET_A3 intervine doar în condițiile iradierii UV-A în cascadele de propagare tumorală 
coordonate de IL6, prin inhibarea acestora, extractele nefiind active după iradierea UV-B. 

 
Evaluarea efectului extractelor TES:ET asupra activității enzimatice a MMP secretate în mediul de cultură 

B16-F10: 
Melanomul cutanat reprezintă cea mai des intalnită tumoră malignă la tineri și se caracterizează printr-o 

capacitate mare de invazie și metastază. În acest proces degradarea ECM și membranei bazale cu enzime proteolitice 
este un pas esențial, în care MMP joacă un rol important. Supraexpresia, MMP-2 și MMP-9 a fost implicată în 
migrația și invazia celulelor de melanom S-a arătat că o activitate crescută a MMP-2 este asociată cu progresia 
tumorala în mai multe tipuri de tumori (tumori cerebrale, carcinom gastric). În leziunile melanocitare, s-a constatat o 
corelație intre exprimarea metaloproteinazei MMP-2 și slabirea structurii arhitecturale, creștere atipică și metastaze 
hematogene. Spre deosebire de MMP-2, care a fost asociată cu progresia melanomului, MMP-9 a fost exprimată 
numai în melanoamele primare avansate și a fost absentă în liniile celulare din etapa incipientă leziunilor primare. 
[Hofmann și colab., 2000]. 

În urma migrării electroforetice, zimogramele au fost scanate și analizate semi-cantitativ cu softul 
ImageLab prin densitometria benzilor proteice cu activitate enzimatică ce apar ca plaje de liză, iar identificarea 
tipului de MMP s-a realizat pe baza maselor moleculare. Rezultatele sunt reprezentate în graficele de mai jos, ca 
modificare procentuală față de martorul corespunzator. 
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Figura 42. Determinarea activitatii MMP in 
linia celulara B16-F10 neiradiat în prezența 
combinatiilor TES:ET. 

 
 

 
 
 
 
 
 

În condițiile iradierii UV, activitatea enzimatică a MMP secretate în mediul de cultură de celulele 
melanomice, au fost testate doua dintre cele patru combinații de extracte, respectiv TES:ET_A2 și TES:ET_A3. 
Zimogramele și cuantificarea benzilor de liză, sunt reprezentate în figura de mai jos: 

 
Figura 43. Determinarea activitatii 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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Figura 44. Apoptoza celulelor de melanom murin B16-F10 in prezenta TES:ET 

 

 
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.  

În cultura de celule de melanom uman expresiile crescute ale MMP-1, MMP-2 și MMP-9 sunt corelate cu 
migrația și invazia. În leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelație pozitiva între progresia tumorii și 
expresia MMP-2. Creșterea expresiei MMP-9, pe de altă parte, a fost găsită în principal în faza de creștere radială a 
melanomului primar, indicând faptul că expresia MMP-9  se corelează cu invazia timpurie a melanomului [Neufeld 
și 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 
Cercetările 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 țesutului cutanat, pentru restabilirea 
homeostaziei proceselor fiziologice și patologice dereglate de acțiunea radicalilor liberi. Algoritmul de teste si 
analize parcurs in cadrul prezentei teze a luat in considerare un screening de parametri relevanti pentru sistemul pro 
și anti- oxidant acelular pentru o rezultanta obiectiva a datelor de cercetare. Rezultatele obtinute aduc plus-valoare în 
know–how–ul de produs si mecanisme asociate pentru potențial terapeutic crescut in vederea valorificării 
compușilor naturali din Salvia officinalis, Arctium lappa, Corylus avellana, Trifolium pratense și a unor deșeuri 
vegetale din specii de Solanum lycopersicum și Vitis vinifera.  

Prin urmare au fost elaborate modele experimentale in vitro semnificative prntru descrierea proceselor 
fiziologice și patologice din cadrul statusului celular disfuncțional cu privire la generarea de radicali liberi in situ 
pentru evaluări acelulare; stimulare pro-inflamatorie diferențiată, patologic-specifică: TNF-α (localizare sistemică, 
prima linie de generare a cascadelor de propagare a inflamației), PMA (pro-oxidant, promotor de inflamație), LPS 
(infecție bacteriană în leziuni cutanate); expresie molecule de adeziune monocit-endoteliu și corelații cu eliberare 
citokinică în inflamația vasculară; fenomene pro-oxidative și pro-inflamatorii generate de radiația UV cu impact în 
proliferare și apoptoză la nivel de celulă normală – fibroblast, respectiv melanom; regenerare dermo-epidermică 
post-lezionară, exprimată prin diferențiere keratinocitară și raport optim sinteză/ 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 urmatoareleȘ 
A. Screening general, la nivel acelular și celular, privind acțiunea antioxidantă/ antiradicalică a extractelor 
vegetale: 

 Cele 3 metode corelative de evaluare a capacității antioxidante/ antiradicalice, aplicate in screeningul 
antioxidant primar au evidentiat capacitatea biocomplexelor studiate (SvPG, Al, Br, ET, TES) de a capta 
radicalii liberi, direcționând utilizarea acestora în 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 
(ateroscleroză, cancer, diabet, afecțiuni hepatice, inflamație, 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 și Br, intervin asupra activității 
enzimelor implicate in cascada endogena antioxidativa contracarând atacul radicalilor liberi, prin 
eliminarea celor de tipul anionilor superoxid si peroxizilor sub acțiunea SOD si respectiv CAT.  

 Extractele SvPG și Sol-T, demonstrează un efect antioxidant pronunțat la nivel dermo-epidermic, prin 
reducerea speciilor oxidative (O2

-•.și H2O2) evaluate, contribuind la protecția celulară în inflamația 
cutanată asociată infecțiilor bacteriene. În cazul mimării unor condiții de stres oxidativ endogen (PMA) 
simultan cu inflamația bacteriană (LPS), nivelul SRO intracelulare, este puternic scăzut în prezența 
extractului Al, manifestând un efect protector împotriva atacului bacterian asociat afecțiunilor 
cutanate (arsuri, răni deschise, acnee etc.).  

 Extractul de salvie SvPG, inhibă producerea de specii reactive de oxigen în celulele endoteliale 
stimulate cu TNFα și PMA, efectul fiind unul comparabil cu cel al martorului pozitiv testat în aceleași 
condiții experimentale. Extractul glicoalcaloidic Sol-T, indică un efect reducător asupra anionului 
superoxid în ambele condiții de stimulare, dar generează o acumulare de apă oxigenată în sistem, ceea ce 
poate avea ca rezultat o modificare a reactivității vasculare și poate conduce la toxicitate și la alterări ale 
homeostaziei la nivel vascular. 

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

 Extractul glicoalcaloidic Sol-T inhibă eliberarea extracelulară a citokinelor IL6, IL8, IL1α, demonstrând 
efect antiinflamator și antiiritativ prin blocarea căilor de semnalizare coordonate de aceste citokine. 
Scăderea factorului pro-angiogenic VEGF eliberat de keratinocite în condițiile stimulării cu TNFα și 
creșterea acestuia sub acțiunea LPS bacterian recomandă acest compus în afecțiuni dermatologice fără 
leziuni active (ex. dermatite, iritații cutanate, etc), respectiv vindecarea rănilor suprainfectate (induce 
formarea microvasculaturii dermice).  

 Extractul de salvie SvPG stopează semnalizarea extracelulară generată de citokina IL6, cu relevanță 
inclusiv în maladii dermatologice grave de tipul psoriazis.  
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 La nivelul fibroblaștilor dermici, sub acțiunea unui stimul bacterian asociat cu un stimul generator de stres 
oxidativ, extractul Al acționează asupra citokinelor proinflamatorii, în sensul inhibării lor, demonstrând un 
efect antiinflamator pronunțat. 

 Extractul Sol-T prezintă un efect semnificativ în condiții de inflamație nespecifică indusă de TNFα, 
acționează prin reducerea expresiei extracelulare a citokinelor IL6 și IL8, manifestând astfel un efect 
antiinflamator la nivel de celulă endotelială. Atacul bacterian la nivel endotelial (stimulare cu LPS), este 
contracarat de extractul glicoalcaloidic Sol-T care prezintă efect reducător asupra expresiei ICAM, 
parametru caracteristic vaselor sanguine mici. 

C. Efectul fotoprotector al principiilor active  din Salvia officinalis (SvPG) și Corylus avellana (Al) studiate prin 
modularea mecanismelor celulare dermo-epidermice sub influența radiației UV: 

 Principiile active extrase din salvie (SvPG), acționează prin împiedicarea progresiei apoptozei timpurii în 
celulele iradiate cu UV-A sau UV-B. Extractul de salvie SvPG este deosebit de activ la nivelul reducerii 
radicalilor liberi oxigenați.  

 Extractul Al, prezintă efect de reducere intracelulară a speciilor de oxigen reactive în special în condițiile 
iradierii UV-B, induce scăderea fenomenului inflamator și de asemenea prezintă o acțiune antiangiogenică 
în cazul radiației UV-A. 

D. Efectul extractelor bioactive din Salvia officinalis (SvPG), Solanum lycopersicum (Sol-T), Corylus avellana 

(Al), Arctium lappa (Br), Trifolium pratense (ET) și Vitis vinifera (TES) asupra procesului de regenerare 
cutanată: 

 În condiții de inducere a diferențierii (prin aport de calciu în mediul extracelular), cât și în mediu sărac în 
calciu, este reliefat un aport important al fitocompușilor din extractele Sol-T, ET și TES testați în procesul 
de reînnoiere a epidermului și implicit la prevenția și încetinirea progresiei proceselor degenerative de 
îmbătrânire a pielii, precum și refacere post traumatică în leziuni de diferite etiologii (arsuri, răni, infecții 
cutanate, etc).  

 Dintre fitocompușii bioactivi testați, extractele ET, TES, Al și Br prezintă un efect stimulant 
semnificativ al sintezei de colagen la nivelul fibroblaștilor dermici, atât în condiții bazale, cât și in 
condiții de stimulare nespecifică cu TNFα și PMA, contribuind astfel la procesul de regenerare dermică. 

 Activitatea MMP in cultura de fibroblasti dermici scade in prezenta extractelor bioactive ET, TES, Al și 
Br, demonstrând o importanță deosebită a acestor biocomplexe în procesele de remodelare tisulară și în 
vindecarea rănilor, dar și în progresia bolilor inflamatorii și în invazia tumorală. 

E. Modelul experimental realizat pentru studiul proceselor celulare si moleculare din patologia dereglarilor 
hiperproliferative (melanom), s-a realizat prin testarea biocomplexelor TES și ET asociate, atât in condiții 
normale cât și in urma iradierii cu radiații UV, pe linia celulară standardizată de melanom murinic B16-F10, 
remarcându-se următoarele:  

 Asocierea biocomplexului cu puternic efect antioxidant TES, cu extractul fitoestrogenic ET, reduce 
cantitatea de melanină (principal parametru indicator al malignizarii in cancerele de piele) produsă 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 în 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. 

 În leziunile melanocitare umane s-a demonstrat o corelație pozitiva între progresia tumorii și expresia 
MMP-2. Creșterea expresiei MMP-9, pe de altă parte, a fost găsită în principal în faza de creștere radială 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 biologică complementară a extractelor 

vegetale, respectiv interrelaționarea unor mecanisme de refacere tisulara, acestea pot fi exploatate si 
valorificate in aplicații terapeutice cutanate autentice, ca de exemplu: 

 Tratare răni de diferite etiologii: extract de salvie (SvPG) și compuși glicoalcaloidici din deșeuri de 
tomate (Sol-T), prin capacitatea lor de combatere a proceselor inflamatorii, inclusiv cele datorate infecțiilor 
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microbiene, și extractele de trifoi rosu (ET) și componente active din deșeuri de struguri (TES), prin 
restabilirea homeostaziei matricei proteice și a turn-overului celular, cu relevanță în regenerarea cutanată. 

 Fotoprotecție intrinsecă și extrinsecă față de factorii poluanți din mediu: biocomplexele SvPG și Al 
prin inhibiția majoră a SRO și efect antiangiogenic și antiinflamator la nivel epidermic. 

 Infectii bacteriene cutanate (micoze, rani infectate): extractele SvPG si Sol-T prin acțiunea protectoare 
impotriva inflamatiei si prin efectul antiiritativ, manifestat prin blocarea cailor de semnalizare coordonate 
de citokinele IL6, IL8 si IL1α .  

 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) și 
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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