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studiile lucrate impreuna, care m-a adoptat si m-a primit in viata dansei cu inima plind de speranta,
optimism si tubire. Va multumesc din suflet si sper sa fiti mandrd de mine mereu.
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Un gand de recunostinta 1i adresez Doamnei Conferentiar universitar dr. Mariana Arcus, aceasta
,,enciclopedie a plantelor’” asa cum mi place sd o numesc, care mi-a Indreptat cercetarea doctorala catre



%y Student doctorand,
Farmacist Rizea (Iancu) Irina Mihaela
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INTRODUCERE

Este cunoscut faptul ca plantele nu se pot apara prin fuga sau prin folosirea de arme active atunci
cand sunt atacate de ierbivore, fie cd sunt moluste, viermi, insecte sau vertebrate. Sub atacul bacteriilor,
specia umana beneficiaza de aparare in baza sistemului imun Tndscut si dobandit. Un astfel de sistem
imunitar nu exista la plante. Cu toate acestea, plantele sunt de peste 400 de milioane de ani pe aceasta
planeta si au supravietuit, desi s-au aflat sub atacul ierbivorilor si bacteriilor. Mii de metaboliti secundari
diferiti structural au evoluat aparent in timpul dezvoltarii plantelor, ca mijloc pentru ca plantele sa se
apere de ierbivori si de bacterii, ciuperci si virusuri [ 1-5]. Unii metaboliti secundari servesc de asemenea
pentru atragerea animalelor si insectelor polenizatoare sau pentru protectia Tmpotriva razelor ultra-
violete. Din punct de vedere al farmacologiei evolutive, metabolitii secundari ai plantelor reprezintd o
biblioteca interesantd de compusi bioactivi filtrati prin selectie naturala, care au fost folositi de oameni
pentru a trata infectiile si alte probleme de sandtate, sau ca si condimente, parfumuri, otrdvuri pentru
sageti, toxine si pesticide [6]. Astfel valorificarea plantelor a condus la aparitia primei forme de medicina

si anume medicina traditionala sau fitoterapia.

Plantele au jucat mereu un rol esential in viata omului, fiind capabile s amelioreze sau sa trateze
diverse afectiuni simple sau severe. n zilele noastre observam o tendint pregnanti de a integra medicina
traditionala Tn medicina moderna si de a introduce pe piatd odata cu produsele farmaceutice de sinteza
un numar mare de produse de origine vegetala. Acest interes crescut de a ne Intoarce la resursele naturale
si de a le valorifica la maxim a stat la baza alegerii acestei teme. Igiena orald precard, tratamentul
incomplet sau incorect efectuat si abuzul de antibiotice au dus la dezvoltarea rezistentei bacteriene cu
aparitia tulpinilor bacteriene multirezistente la agentii chimioterapici existenti pe piata farmaceutica

actuala si la eradicarea mai dificila a speciilor bacteriene patogene.

Lythrum salicaria L. este o specie intdlnitd sub numele de rachitan sau floarea zanei in flora din

Romania, cunoscuta la nivel mondial incd din antichitate pentru proprietatile ei benefice astringente si

6
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hemostatice n cazuri de diaree, boli hemoroidale si hemoragii [7-8]. Produsul vegetal Lythri herba a
fost inregistrat in European Pharmacopoeia in anul 2001, iar conform monografiei sale standardizarea
cantitativa a Lythri herba se bazeaza pe determinarea continutului total de tanin, care ar trebui sa fie de
cel putin 5 % pe masa uscatd [9]. Studiile anterioare efectuate pe produsul vegetal Lythri herba au
evidentiat ca prezinta activitate antioxidanta, antiinflamatorie, anti-nociceptiva si hemostatica [10-11],
activitati in vitro antibacteriene si fungistatice [7, 12-13], pe modele animale prezinta efecte
hipoglicemiante [8] si are efecte modulatorii asupra compozitiei microbiotei intestinale prin metabolitii

sdi postbiotici (urolitine) [14].

Cunoscand valoarea terapeutica pe care o detine extractul produsului vegetal Lythri herba actualul

studiu 1si propune realizarea unei forme farmaceutice cu aplicabilitate in patologia cavitatii orale.

Existd un interes crescut stiintific pentru dezvoltarea filmelor biodegradabile prin metode
elementare si facile. Filmele cu biopolimeri au devenit o alegere foarte populara datorita multor avantaje
diferite. Biopolimerii sunt polimeri naturali biodegradabili, utilizati ITn medicina regenerativa, in
materialele implantabile, in sistemele de administrare a medicamentelor (,,cardusi,,) sau ca si tesuturi
artificiale pentru ingineria tisulara. Polimerii naturali, cum ar fi celuloza, chitina, chitosanul, gelatina si

alginatul sunt utilizate pe scara larga in toate domeniile medicale [15-17].

in vederea realizirii unei forme farmaceutice s-a luat in calcul chitosanul, cunoscut ca un
biopolimer cationic indispensabil in utilizarea sa ca purtator de substante terapeutice, datoritd naturii
sale netoxice, biodegradabile, biocompatibile, antibacteriene si antioxidante [18]. Totodatd s-au luat in
diverse domenii din industria alimentard, medicald si farmaceutica [19]. Unele dintre cele mai recente
studii evalueazd membranele pe baza de chitosan in care au fost incorporate extracte de plante [20] sau
metaboliti secundari ai acestora [21-22], tocmai datorita capacitatii foarte bune a chitosanului de a forma

membrane [23].

O alta proprietate importantd a lui este mucoadezivitatea, explicatd prin capacitatea acestuia de a
interactiona cu mucinele Incdrcate negativ prin atractie electrostatica [24], deoarece chitosanul este unica
polizaharida din lume Incarcata pozitiv prin prezenta gruparilor amino in structura sa chimica [19]. Un
alt mare avantaj pe care il prezintd chitosanul este vasta lui aplicabilitate in diversele domenii ale
medicinei dentare, pornind de la preventie si ajungind pana la ramura de top si anume chirurgia buco-

maxilo-faciala. [25].

Dat fiind cele mai sus prezentate scopul studiului a fost realizarea de membrane din solutii slab
acide de chitosan standard in care s-a inglobat extractul apos liofilizat de Lythri herba in diferite

concentratii. Studiile urmatoare efectuate au testat biocompatibilitatea, citotoxicitatea si genotoxicitatea
7
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extractului apos al produsului vegetal Lythri herba, precum si capacitatea hemolizantd a acestor

membrane de chitosan standard impregnate cu extractul apos al speciei vegetale luate 1n lucru.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Aceastd parte a tezei de doctorat cuprinde un capitol de prezentare generald a speciei vegetale
Lythrum salicaria L., rachitan. Am adunat date din literatura de specialitate pornind de la istoricul
utilizarilor terapeutice ale speciei vegetale Lythrum salicaria L., particularitatile botanice, compozitia

chimica si proprietdtile farmacologice ale acesteia.

CONTRIBUTIA PERSONALA

Aceastd parte a tezei cuprinde opt capitole de cercetare multidisciplinard, 1n care s-au completat
informatii si metode de lucru din farmacognozie, microbiologie, toxicologie si genetica. Partea personala

a prezentat studii precum:

1. analiza farmacognostica, chimica calitativa si cantitativa a produsului vegetal Lythri herba,

2. analiza citotoxicitatii extractelor produsului vegetal Lythri herba,

3. aplicatii ale extractului apos liofilizat al produsului vegetal Lythri herba — obtinerea
membranelor mucoadezive prin combinatii de biopolimer chitosan si extractul de Lythri
herba,

4. analiza activitdtii antibacteriene si antifungice ale extractului apos de Lythri herba si
membrane,

5. evaluarea genotoxicitdtii extractului apos al produsului vegetal Lythri herba prin metoda
SOS-CHROMO TEST,

6. evaluarea activitatii hemolitice a membranelor de chitosan standard cu extractul apos de

Lythri herba.

STUDIUL 1. ANALIZA FARMACOGNOSTICA, CHIMICA CALITATIVA SI
CANTITATIVA A PRODUSULUI VEGETAL LYTHRI HERBA

1.1. Obtinerea produsului vegetal

Materialul vegetal (varfurile florale ale speciei Lythrum salicaria L.) a fost recoltat In luna august
a anului 2019 din zona Hanul Piratilor, Navodari, judetul Constanta, unde planta creste spontan. Dupa

recoltare materialul vegetal a fost curatat de impuritati, apoi cateva exemplare au fost pastrate n alcool
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70 %, pentru efectuarea sectiunilor transversale, iar restul de material a fost uscat la temperatura camerei,

ferit de razele soarelui, pentru a fi folosit n analizele fitochimice viitoare.

1.2. Examinarea macroscopica si microscopica a produsului vegetal Lythri herba

1.2.1. Material si metoda

Materialul de lucru este reprezentat de somitatile florale (Lythri herba) ale speciei Lythrum
salicaria L., la care s-a examinat cu ochiul liber sau cu lupa (analiza macroscopicd) si cu ajutorul

microscopului Novex-Holland (analiza microscopicd in sectiuni si pulbere) a tulpinii, frunzei si florii.
1.2.2. Rezultate si discutii

Atat prin examinarea macroscopica, cat si prin examinarea microscopica in sectiuni si pulbere s-
au identificat elemente specifice partii aeriene a produsului vegetal Lythri herba, stabilindu-se astfel
identitatea speciei vegetale luata in lucru si anume Lythrum salicaria L., aspect confirmat si de dna
conferentiar universitar dr. Arcus Mariana, sef al Catedrei de Botanicd Farmaceutica a Facultatii de

Farmacie din Constanta.

1.3. Analiza chimica calitativa a produsului vegetal Lythri herba

1.3.1. Material si metoda

Solutiile extractive ale produsului vegetal Lythri herba au fost supuse reactiilor de identificare
comune si/sau specifice fiecarui grup de principii active urmarit si metodei de separare de tipul

Cromatografiei pe Strat Subtire (CSS).
1.3.2. Rezultate si discutii

Rezultatul identificarilor aratd ca sunt prezente taninurile galice, datorita aparitiei culorii albastre
in reactia cu clorura de fier (III) si antocianozidele prin aparitia culorii rosii in reactia specifica de viraj

a culorii in functie de pH.

Rezultatele metodei de Cromatografie in Strat Subtire (CSS) au pus in evidentd compusi din

clasa acizilor fenolici, din clasa flavonoidelor si din clasa taninurilor.

1.4. Analiza chimica cantitativa a produsului vegetal Lythri herba
1.4.1. Determinarea pierderii prin uscare a plantei Lythrum salicaria L.

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate, iar metoda
utilizatd pentru aceastd determinare preliminard este prevazuta atat in Farmacopeea Europeana editia

10.0 [106], cat si iIn Farmacopeea Romana editia a X-a [115].

> Rezultate si discutii
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Valoarea determinarii pierderii prin uscare este foarte importantd, deoarece toate determinarile
ulterioare se vor raporta la masa de produs vegetal uscat. Valoarea obtinutd in acest studiu s-a Tncadrat

in limitele impuse in prevederile Farmacopeei Europene editia 10.0 [106].

1.4.2. Determinarea rezidului prin calcinare

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate, iar metoda
utilizatd pentru aceastd determinare preliminara este prevazuta in Farmacopeea Europeana editia 10.0

[106].
» Rezultate si discutii

Valoarea obtinuta se incadreaza in prevederile monografiei Farmacopeei Europene editia 10.0 a

cantitdtii procentuale de cenusa pentru produsul vegetal Lythri herba [106].

1.4.3. Determinarea substantelor solubile in apa si in metanol 50 %

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit in aceastd determinare este reprezentat de varfurile florale uscate si
pulverizate din produsul vegetal Lythri herba, iar metoda este oficinala In Farmacopeea Romana editia

a X-a[115].
» Rezultate si discutii

Deoarece orientarea cercetdrii este spre un produs de uz oral si avand in vedere diferenta mica
intre substantele solubile in apa si substantele solubile in metanol 50 %, se impune in continuare

utilizarea apei ca solvent principal de extractie.

1.4.4. Determinarea continutului in principii active ale produsului vegetal Lythri
herba
1.4.4.1. Determinarea continutului de polifenoli totali

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate din produsul
vegetal Lythri herba, iar metoda este adaptatd dupa metoda oficinala din Farmacopeea Europeana 10.0

pentru dozarea taninurilor [106].

Principiul metodei: este o metoda colorimetricd ce se bazeazd pe determinarea intensitatii
coloratiei albastre a oxizilor de molibden formati prin reducerea de catre polifenoli a reactivului Folin-
Ciocalteu (acidul fosfomolibdowolframic).

» Rezultate si discutii
10
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Valoarea obtinuta de polifenoli totali este cu mult mai mare decat valoarea standard din prevederile
FR X pentru produsul vegetal Cynarae folium si justifica continuarea cercetdrii cu determinarea

continutului in alti compusi [115].

1.4.4.2. Determinarea continutului de taninuri

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate din Lythri herba,
iar metoda colorimetrica prin diferentd utilizata este o metoda oficinald in Farmacopeea Europeana editia

10.0 [106].

Principiul metodei. Se determind intensitatea coloratiei albastre a oxizilor de molibden formati
prin reducerea de catre polifenoli a reactivului Folin-Ciocalteu (acidul fosfomolibdowolframic) inainte

si dupa absorbtia taninurilor pe pulbere de piele.
» Rezultate si discutii

Valoarea obtinutd de taninuri obtinutd se Incadreaza in prevederile Farmacopeii Europene editia
10.0 de minim 5 % taninuri pentru produsul vegetal Lythri herba si justifica continuarea cercetarii cu

determinarea altor compusi naturali de interes [106].

1.4.4.3. Determinarea continutului de antocianozide

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate din produsul
vegetal Lythri herba si am utilizat metoda colorimetricd, fiind o metoda oficinald in Farmacopeea

Europeana editia 10.0 [106].

Principiul metodei: Se determina intensitatea coloratiei rosii a sarii de oxoniu pe care o formeaza
antocianozidele Tn mediu acid. Intensitatea coloratiei rosii este direct proportionald cu continutul in

antocianozide exprimat in 3-glucozida cianidolului.
» Rezultate si discutii

Valoarea obtinuta de antocianozide se incadreaza in prevederile Farmacopeii Europene editia 10.0
prevazutd la produsul vegetal Myrtilli fructus recens, specie consideratd etalon prin continutul de minim

0,3 % de antociani exprimati in 3-glucozida cianidolului [106].

1.4.4.4. Determinarea continutului de acizi polifenolcarboxilici

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate de Lythri herba,

iar metoda colorimetrica folosita este oficinald in Farmacopeea Europeana editia 10.0 [106].
11
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Principiul metodei: metoda se bazeaza pe proprietatea acizilor polifenolcarboxilici si a derivatilor
acestora de a forma cu acidul azotos nitrozoderivati, care se izomerizeaza spontan la izonitrozoderivati
(oxime) care, datorita caracterului lor slab acid, reactioneaza cu solutii alcaline formand compusi de

culoare rosie.
» Rezultate si discutii

Valoarea obtinutd nu se incadreaza in prevederile Farmacopeii Europene editia 10.0 prevazuta la
produsul vegetal Plantaginis lanceolatae folium, considerata a fi o specie vegetala etalon pentru un

continut de minimum 1,5 % in derivati totali ai acidului o-dihidroxicinamic exprimati in acetozida [106].

1.4.4.5.Determinarea continutului de poliholozide brute

» Material si metoda

Materialul de lucru este reprezentat de extractele apoase fluide si alcoolice ale produsului vegetal

Lythri herba , iar metoda de lucru este reprezentata de metoda gravimetrica.
» Rezultate si discutii

Analiza gravimetrica a evidentiat un continut foarte ridicat in poliholozide brute, cea mai mare
cantitate fiind prezentd in extractul apos fluid, iar cea mai redusa cantitate a fost evidentiatd pentru

extractul etanolic 70 %..

1.4.5. Determinarea capacititii antioxidante a extractului apos fluid Lythri herba

» Material si metoda

Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale uscate si pulverizate ale plantei
Lythrum salicaria L., din Dobrogea, Romania, iar metoda utilizata este metoda DPPH (1,1’°-difenil-2-

picril-hidrazil).
» Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute reprezinta mediile aritmetice a trei masuratori efectuate; valorile obtinute la
captarea radicalilor liberi DPPH aratd o relatie direct proportionala intre capacitatea antioxidanta si
concentratia solutiilor. Extractul apos fluid a avut capacitatea de scavenger de radical DPPH mare, iar
valoarea ICso (concentratia inhibitorie pentru 50 % din radicalii DPPH) a produsului vegetal Lythri herba
obtinut de la specia Lythrum salicaria L. din Romania se Incadreaza in intervalele regasite in literatura

de specialitate internationala.

1.4.6. Determinarea continutului in principii active ale extractului apos liofilizat al
produsului vegetal Lythri herba
» Material si metoda

12
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Materialul vegetal folosit este reprezentat de varfurile florale ale speciei Lythrum salicaria L.
uscate si pulverizate in prealabil, iar metoda de lucru pentru obtinerea extractului apos liofilizat este
reprezentata de concentrarea extractului cu ajutorul rotavaporului BUCHI R-215, urmata de uscare prin

criodesicare cu ajutorul liofilizatorului CHRIST ALPHA 1-2 B.

Metodele de lucru si formulele de calcul folosite pentru determinarile pierderii prin uscare, a
continutului in polifenoli totali, In taninuri si in poliholozide brute au fost expuse anterior in sub-
capitolele 1.4.1., 1.4.4.1., 1.4.4.2. si 1.4.4.5.. Pentru determinarea pierderii prin uscare au fost efectuate
trei cantariri (P1, P2, P3), iar valoarea finald este media aritmeticd a valorilor obtinute, la care s-a

calculat deviatia standard.
» Rezultate si discutii

La finalul procedeului de liofilizare s-a obtinut o cantitate semnificativa de extract apos liofilizat
de Lythri herba, care a fost transferat intr-un flacon de sticla cu dop etans si depozitata intr-un exsicator

pana la urmatoarele determinari.

Rezultatele determindrilor nu au demonstrat diferente semnificative privind compusii activi

prezinta extractul apos liofilizat, sustin utilizarea acestuia in determindrile si testarile ulterioare.

STUDIUL 2. ANALIZA CITOTOXICITATII EXTRACTELOR PRODUSULUI
VEGETAL LYTHRI HERBA

2.1. Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru este aceea ca atat extractul apos, cat si cel alcoolic al produsului vegetal Lythri
herba, din Dobrogea, nu are potential citotoxic. Scopul acestui studiu este acela de a valorifica rezultatele

obtinute in diverse aplicatii biomedicale.
2.2. Material si metoda

Materialul de lucru a constat in solutiile extractive apoase si alcoolice ale produsului vegetal Lythri
herba, iar metoda de lucru a fost reprezentata de testul BSLA (Brine Shrimp Lethality Assay), realizat
conform protocolului EBPI (Environmental Bio-Detection Products Inc) cu modificari in ceea ce

priveste proba control si conform protocolului de toxicitate (Artoxkit M).
2.3. Rezultate si discutii

Conform criteriului de toxicitate a lui Clarkson se remarca non-toxicitate atat pentru extractul apos

de Lythri herba, cat si pentru extractul alcoolic, iar mortalitatea naupliilor este corelatd cu doza
13
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(concentratia), cat si cu timpul de actiune al extractului asupra organismului testat. Valorile toxicitatii
induse, exprimate prin concentratia letala (LCso) au fost sub nivelele de toxicitate, conform criteriului
de toxicitate a lui Clarkson. Rezultatele observatiilor directe asupra larvelor expuse la concentratii
diferite ale extractelor evaluate evidentiazd diferentele de manifestare la nivel citologic. Efectul
evidentiat (in cazul BSLA efectul cuantificat este mortalitatea) indica interactiunea dintre mecanismele

celulare si compozitia complexa a extractului.

STUDIUL 3. APLICATII ALE EXTRACTULUI APOS LIOFILIZAT AL PRODUSULUI
VEGETAL LYTHRI HERBA - OBTINEREA MEMBRANELOR MUCOADEZIVE PRIN
COMBINATII DE BIOPOLIMER CHITOSAN SI EXTRACTUL DE LYTHRI HERBA

3.1. Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a acestui studiu a fost ca membranele din chitosan standard 1 % solubilizat in acid
acetic si 1n acid lactic combinate cu extractul apos din Lythrum salicaria L. ar putea avea proprietati

biologice, ce ar permite utilizarea lor in practica medicinei dentare.
3.2. Material si metoda

S-au folosit ca materiale de lucru extractul apos liofilizat al produsului vegetal Lythri herba si
biopolimerul chitosan, iar ca metode de lucru am folosit o adaptare a metodei de lucru a lui Al-Dhubiab
et al (2016) [190] cu formula de calcul a lui Nair et al (2013) [191] pentru a evidentia gradul de hidratare
al membranelor si microscopia prin epifluorescenta (Optika Microscopes Italy, Series B-350, model B-

353LD2) pentru evidentierea dispunerii extractului in matricea de chitosan.
3.3. Rezultate si discutii

S-au obtinut in prmierd absolutd membrane cu proprietdti mucoadezive din combinatiile
chitosanului standard 1 % solubilizat in acid acetic si acid lactic cu extractul apos liofilizat al produsului

vegetal Lythri herba de diferite concentratii.

Gradul de hidratare (%) al ambelor tipuri de membrane a pus in evidentd capacitatile acestora de

a mentine hidratarea, stabilitatea si flexibilitatea constante in timp.

Examinarea microscopicd prin epifluorescentd a confirmat prezenta chitosanului in membrane,
deoarece acesta are capacitatea de a emite autofluorescenta la lungimile de unda specifice si a dat detalii
clare in ceea ce priveste uniformitatea structurald a membranelor. Lipsa uniformitatii in structura

membranei obtinute prin solubilizarea chitosanului in acid lactic 1 % in care s-a incorporat extractul
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apos de Lythri herba a dus la decizia de a continua cercetarea doar pe membrana de chitosan standard

solubilizat 1n acid acetic 1 %.

STUDIUL 4. ANALIZA ACTIVITATII ANTIBACTERIENE SI ANTIFUNGICE ALE
EXTRACTULUI APOS DE LYTHRI HERBA ST MEMBRANE

4.1. Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a acestui studiu a constat in demonstrarea proprietatilor antibacteriene si
antifungice ale extractului apos liofilizat si a membranelor obtinute din chitosan si extract apos de Lythri

herba.
4.2. Material si metoda

Studiul bacteriologic propus in cadrul tezei de doctorat s-a impartit In doud etape folosind ca

metoda de lucru o adaptare a metodei difuzimetrice.

In prima etapa s-a testat extractul liofilizat apos al produsului vegetal Lythri herba pe tulpini
bacteriene si fungice de referinta liofilizate, stabilizate si viabile de tipul American Type of Culture

Collection (ATCC).

Cea de-a doua etapa a studiului a constat in testarea extractului apos liofilizat si a membranelor
acestuia cu biopolimerul chitosan pe tulpini bacteriene izolate din produse patologice prelevate din
cavitatea bucald, cavitatea faringiand si conductul auditiv extern (dentina ramolita din carii dentare,
secretie purulentd din alveolita post-extractionald, secretie otica, fluid gingival prelevata de la un purtator

de lucrari protetice fixe).
4.3. Rezultate si discutii

Rezultatele primei etape a studiului a demonstrat ca extractul apos 5 % al produsului vegetal Lythri
herba a prezentat proprietati antibacteriene fata de speciile bacteriene Enterococcus sp., Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa si activitate antifungicd pentru ambele tulpini

testate, Candida albicans s1 Candida paralopsis.

In etapa a doua a studiului rezultatele au demonstrat activitate antibacteriana moderati a extractului
apos 5 % pentru Streptococcus mutans, activitate antibacteriand si antifungicd inaltd pentru
Staphylococcus aureus si Candida albicans si rezistentd totald pentru Escherichia coli. Termostatarea
la 37 °C timp de 24 de ore a produs deshidratarea membranelor de chitosan si s-a creat posibilitatea ca

principiile active sa nu difuzeze din membrana in mediile de culturd; aceasta observatie este sustinuta
15
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de faptul ca extractul apos de 5 % al produsului vegetal Lythri herba testat separat are efect antibacterian

demonstrat.

STUDIUL 5. EVALUAREA GENOTOXICITATII EXTRACTULUI APOS AL
PRODUSULUI VEGETAL LYTHRI HERBA PRIN METODA SOS-CHROMO TEST

5.1. Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru este ca extractul apos din Lythrum salicaria L. nu prezintd genotoxicitate. La fel
ca si studiile de citotoxicitate, testul de genotoxicitate asupra extractului apos obtinut din varfurile florale

ale speciei Lythrum salicaria L.si combinat cu solutii de chitosan au fost efectuate in premiera.
5.2. Material si metoda

Pentru a evalua genotoxicitatea s-a folosit kitul testului SOS Chromo dezvoltat de EBPI
(Environmental Bio-Detection Products Inc), solutii de chitosan standard, de oligochitosan (chitosan cu
lanturi polimerice de dimensiuni mici), de extract vegetal Lythri herba si combinatii intre chitosan si

extract de diferite concentratii si spectrofotometru UV-VIS Jasco V-630.
5.3. Rezultate si discutii

Rezultatele au fost evaluate din punct de vedere cantitativ (direct sau indirect), cu ajutorul
spectrometriei, deoarece prezintda un profil mai mare de siguranta decat evaluarea calitativa. Rezultatele
obtinute pentru solutiile extractive apoase ale produsului vegetal Lythri herba, cat si pentru combinatiile
dintre acestea cu chitosan au demonstrat lipsa genotoxicitatii prin valori ale factorului de inductie sub

L,5.

STUDIUL 6. EVALUAREA ACTIVITATII HEMOLITICE A MEMBRANELOR DE
CHITOSAN STANDARD CU EXTRACTUL APOS DE LYTHRI HERBA

6.1.Ipoteza de lucru

Ipoteza de lucru a acestui capitol este ca membranele realizate prin imbinarea chitosanului standard

1 % 1n acid acetic cu extractul apos de Lythri herba nu produc hemoliza.

Scopul de lucru al studiului este de a demonstra absenta proprietatii hemolizante a membranelor
de chitosan standard solubilizate Tn acid acetic prin inglobarea extractului apos al speciei Lythrum

salicaria L.
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6.2. Material si metoda

Pentru a evalua activitatea hemolitica s-au folosit: kitul testului Biomaterial Hemolytic Assay
dezvoltat de EBPI (Environmental Bio-Detection Products Inc) si membrane alcatuite din chitosan

standard 1 % cu extractul apos al produsului vegetal Lythri herba (0,5, 1, 2, 3 si 4 g/L).

Principiul metodei se bazeaza pe eliberarea hemoglobinei, la contactul direct dintre biomaterial

si suspensia de eritrocite, care poate fi masurata spectrofotometric.
6.3. Rezultate si discutii

Efectul hemolizant al membranelor alcatuite din chitosan standard 1 % in acid acetic si extract de
Lythri herba este invers proportional cu cresterea concentratiei extractului din combinatie. Cel mai slab
efect hemolizant 1l are membrana obtinutd din combinatia biopolimerului chitosan cu extractul apos

liofilizat al produsului vegetal Lythri herba in concentratie de 4 g/L.

CONCLUZII GENERALE

1. Examindrile macroscopice efectuate au putut confirma ca planta luatd in studiu este Lythrum
salicaria L., iar identitatea produsului vegetal Lythri herba a fost astfel stabilita.

2. Examinarile microscopice efectuate in sectiuni au adus si alte detalii privind structura plantei
Lythrum salicaria L. din Dobrogea in afara celor descrise 1n literatura de specialitate.

3. Caracterizarea microscopica a pulberii produsului vegetal Lythri herba a pus in evidenta elemente
specifice partii aeriene si anume peri tectori, stomate anomocitice, fragmente de tesut lacunar cu
celule cu oxalat de calciu si numeroase granule de polen sferice.

4. Studiul chimic calitativ a pus 1n evidenta prin reactii de identificare specifice existenta taninurilor si
a antocianozidelor, iar metoda Cromatografiei in Strat Subtire (CSS) a pus in evidenta compusi activi
farmacologic precum acid galic, rutin, vitexin si hiperozid.

5. Rezultatele acestui studiu demonstreaza cd nu exista diferente semnificative privind compusii activi
identificati in cele doua extracte, iar avantajele stabilitdtii in timp si manevrabilitdtii facile pe care le
prezintd extractul apos liofilizat, sustin utilizarea acestuia in determindrile si testarile ulterioare.

6. Diferenta dintre principiile active solubile 1n apa si cele solubile in alcool sunt nesemnificative, fapt
care justifica utilizarea apei ca si solvent principal pentru obtinerea solutiilor extractive viitoare.

7. Prezenta polifenolilor totali in concentratie mare explica proprietatile antioxidante, iar prezenta
metabolitilor secundari confirmati in cercetarea actuala intdresc importanta speciei Lythrum

salicaria L. din Romania 1n fitoterapie.
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Evaluarea citotoxicitatii extractelor de Lythri herba folosind testul BSLA a demonstrat absenta
efectelor citotoxice la 24 de ore a ambelor extracte, iar modificarile citologice microscopice
observate au fost corelate cu timpul de expunere si concentratia extractelor vegetale a plantei
Lythrum salicaria L.

Cunoscand agresivitatea solventilor de sinteza uzitati in metodele de extractie a compusilor activi
din plante am indreptat cercetarea catre principiul ,,green-technology’’, folosind apa ca solvent
principal si cétre alegerea unui biopolimer pentru posibilele aplicatii medicale.

Rezultatele prezentei cercetdri au dus la obtinerea In premiera absolutd a unor membrane din extract
apos vegetal Lythri herba si chitosan standard 1 % solubilizat atat in acid acetic, cat si in acid lactic.
Caracterizarea microscopica de epifluorescentd a membranelor identifica biopolimerul chitosan prin
capacitatea auto-fluorescenta a acestuia si evidentieaza clar detaliile privind dispunerea diferita prin
incapsulare a extractului apos vegetal de Lythri herba de catre matricea de chitosan.

Studiul realizat pe membranele de chitosan solubilizate 1n acid acetic si acid lactic in care s-a inglobat
extractul apos de Lythri herba a demonstrat o capacitate de hidratare similara si constanta a acestora.
Lipsa uniformitatii in structura membranei obtinute prin solubilizarea chitosanului in acid lactic 1 %
in care s-a incorporat extractul apos de Lythri herba, vizibila atat cu ochiul liber, cat si microscopic
a dus la decizia de a continua cercetarea doar pe membrana de chitosan standard solubilizat in acid
acetic 1 %.

Rezultatele studiului bacteriologic au demonstrat existenta efectului antibacterian al extractului apos
de Lythri herba asupra tulpinilor de referintd din grupul cocilor Gram-pozitivi, a bacililor Gram-
negativi si a tulpinilor de Candida.

Extractul apos 5 % de Lythri herba are efecte antibacteriene si antifungice comparabile cu
antibioticele si antimicoticele utilizate in practica curenta.

Cel mai inalt nivel de sensibilitate al extractului apos 5 % de Lythri herba s-a dovedit a fi asupra
unei specii bacteriene cu rezistentd consacratd, respectiv Pseudomonas aeruginosa si asupra
Candida paralopsis.

Extractul apos 5 % din produsul vegetal Lythri herba s-a dovedit a avea efect antibacterian moderat
si asupra florei bacteriene cariogene reprezentata in acest studiu de Streptococcus mutans.

Efectele inhibitorii pe specii bacteriene si fungice specifice cavitdtii bucale realizate de extractul
apos 5 % din Lythri herba vin in Intmpinarea limitarii expansiunii fenomenului de rezistenta la
antibiotice si antifungice, sustindnd perspectiva de utilizare a acestui extract ca baza pentru obtinerea

de produse farmaceutice cu larga utilizare in practica medicinei dentare.
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19. Solutiile extractive apoase ale produsului vegetal Lythri herba si solutiile de extract apos combinate
cu chitosanul standard nu au efecte genotoxice, iar aceste rezultate obtinute sustin posibilitatea
utilizarii acestor extracte n practica terapeutica.

20. Efectul hemolizant al membranelor alcatuite din chitosan standard 1 % 1n acid acetic si extract de
Lythri herba este invers proportional cu cresterea concentratiei extractului din combinatie,
membrana cu concentratia cea mai mare de extract nu are proprietati hemolizante fiind recomandata

ca alternativa in practica medicinei dentare.
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