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INTRODUCERE

In contextul raportdrilor OMS se apreciaza cd, sandatatea oro-dentara este parte
integrantd a sandtatii generale a organismului uman si ¢a nu se poate vorbi despre sandtate
la modul general decat in contextul sanatatii oro-dentare; astfel, se subliniazd ca este

extrem de important aportul starii de sdnatate oro - dentard In bunastarea si calitatea vietii.

Ca urmare a obsevarii tendintei generale de studiere a biocompusilor naturali, in
cadrul tezei de doctorat am ales studierea plantei Lysimachia nummularia L. si a
extractelor obtinute din aceasta planta, in perspectiva generarii unui produs cu aplicatii

terapeutice in patologia oro-dentara.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

CAPITOLUL 1. DATE GENERALE ALE SPECIEI LYSIMACHIA
NUMMULARIA L.

1.1. Genul LYSIMACHIA NUMMMULARIA L. — descriere botanica

Lysimachia nummularia L. (Galbioara) face parte din Familia Primulacee si este
este o planta erbacee perend, chamefitd, mezohidrofita, mezoterma la pH amfitolerant, cu
tulpind repentd, lungad de 10-15 cm, glabra, simpla sau slab ramificatd, tetramuchiata, cu

frunze alterne, uneori opuse, lipsite de stipele.

Lysimachia numularia L.



1.2. Clasificare

Genul Lysimachia apartine Familiei Primulacee, Ordinul Ericales, contine

aproximativ 180 de specii, cultivate si spontane, asa cum se vede in figura alaturata:

Regnul ' « Plantae

Tncrengdtura : o Spermatophyta

Clasa ' * Angiospermae

Ordinul ' o Ericales

Familia ' e Primulaceae

Genul ' o Lysimachia

Specia ' e nummularia

— e e et e

Incadrare sistematici a speciei Lysimachia
1.3. Raspandire geografica
Speciile genului Lysimachia au fost identificate ca fiind intens raspandita in lume,
existdnd date in literatura de specialitate accesata in care se consemneaza prezenta plantei

pe toate continentele.

CAPITOLUL 2. PARTICULARITATI FITOCHIMICE ALE SPECIEI
LYSIMACHIA NUMMULARIA L.

2.1. Metaboliti primari si secundari-generalitati
Acumularea metabolitilor secundari se referd la acumularea substantelor biogene in
diferite organe ale plantei, dar si acumularea unui anumit metabolit secundar In anumite

organe ale plantei.

De asemenea se cunoaste rolul de fitoalexine ale unor compusi fenolici consacrati,
cum ar fi resveratrolul, care este mentionat in specii ale genului Lysimachia, determinat
si folosit ca si biomarker in cea ce priveste calitatea extractelor obtinute din organele

speciei, Lysimachia nummularia L.

Flavonoidele reprezintd cea mai importanta si variata grupd de polifenoli naturali,

cu peste 9.000 de structuri identificate pana in prezent.



2.2.Compozitia fitochimica a speciilor genului Lysimachia sp.
Din literatura de specialitate s-a constatat cd speciile genului Lysimachia sp. contin

urmatoarele clase de principii active:

e Acizi fenolici;
e Stilbenoide: resveratrol (L. nummularia)
e Flavonoide;

e Steroli si saponozide;

Compusii fenolici sunt cunoscuti pentru proprietatile lor antioxidante si

antibacteriene.

2.3. Proprietatile biologice ale fitocompusilor raportati

2.3.1. Activitatile biologice ale acidului p-cumaric

Proprietatile antibacteriene, antifungice, antivirale antiinflamatoare si antitumorale
ale acidul p-cumaric au fost demonstrate In timp si au stat le baza utilizarii speciilor care

contin acest metabolit in medicina alopata.
2.3.2. Activitatile biologice ale quercetolului

Leziunile celulare induse de speciile reactive de oxigen sunt blocate de quercitol

datorita acestei proprietati antioxidante.

Quercetolul mai prezinta capacitdti antiinflamatorii pronuntate.

2.3.3. Activitatile biologice ale quercitrozidei

Proprietatile antiinflamatorii, antioxidante si regenerative ale quercitrozidei au fost

studiate si in contextul bolii parodontale.

Aceste aspecte sugereazd cd quercitrozida poate fi privitd ca o noud meleculd
bioactiva cu perspective deosebite In medicina dentara, dat fiind faptul cd posibilitatea de
regenerare a tesuturilor moi dar si a tesuturilor dure ale parodontiului ar revolutiona

tratamentul bolii parodontale.



2.3.4. Activitatile biologice ale izoquercitinozidei
Izoquercitiozida are proprietdti antitumorale, antiinflamatorii.
2.3.5. Activititile biologice ale luteolului

Proprietatile antitumorale incontestabile ale luteolului s-au demonstrat in

numeroase studii de specialitate.
2.3.6. Activititile biologice ale rutozidei

Studii avand ca scop evaluarea proprietdtilor rutozidei au aratat ca aceasta are

activitate antiplachetara, antihipertensiva si antiinflamatoare.
2.3.7. Activitatile biologice ale miricetolului

Yasaman T. si colaboratorii sdi au demonstrat 1n studiile realizate privind
proprietatile miricetolului efecte prooxidante traduse prin reducerea fierului trivalent in

fier bivalent si reducerea producerii de SRO.
2.3.8. Activitatile biologice ale kaemferolului

Sudiile recente realizate de Waqas A. si colaboratorii sdi demonstreaza proprietatile

antiinflamatoare.

CAPITOLUL 3. PARTICULARITATILE FARMACOLOGICE ALE SPECIEI
LYSIMACHIA NUMMULARIA 1.

3.1. Proprietati antibacteriene
Dintre mecanismele antibacteriene mentionam efectul antibacterian prin stimularea
generdrii de apa oxigenata, modificarea permeabilitatii membranei citoplasmatice,

blocarea semnalelor de multiplicare a bacteriilor in cadrul biofilmelor.

3.2. Proprietati antioxidante si antiinflamatoare

Studii similare privind proprietdtile antioxidante ale extractelor obtinute din
Lysimachia numularia L. au fost realizate si de alti autori; astfel, Anita Toth si
colaboratorii sdi care au analizat proprietdtile antioxidante a trei specii de Lysimachia,
respectiv, nummularia, punctata si vulgaris si au ardtat ca cea mai puternica activitate

antioxidanta o are specia nummularia.



3.3. Proprietati antitumorale
In literatura de specialitate accesatd existd putine date legate de proprietitile

antitumorale ale extractelor obtinute din specii ale genului Lysimachia.

CONTRIBUTIA PERSONALA

CAPITOLUL 4. OBTINEREA SI CONTROLUL CALITATII MATERIEI
PRIME VEGETALE

4.1. OBTINEREA PRODUSELOR VEGETALE
Recoltarea. Materialul de lucru a fost reprezentat de planta Lysimachia
nummularia L., recoltatd in luna Tulie 2020, de pe marginea lacului Tau-Brazi din zona

Rosia Montana.

Asociatie vegetala cu drete Lysimachia Lysimachia nummularia L.
nummularia L.

4.2. Determinarea identitatii speciei producatoare
Identitatea speciei a fost verificatd atat prin examen macro §i microscopic, cat si
prin screening chimic.

Materiale si metode
Examenul macroscopic

Examenul macroscopic s-a efectuat prin examinarea Intregii plante cu ochiul liber
sau cu o lupa observand: aspectul, dimensiunile, culoarea, gustul si mirosul lor. In vederea
efectudrii examenului microscopic s-au practicat sectiuni transversale prin tulpind si

frunza.



Examenul microscopic in pulbere
S-a efectuat cu cloral hidrat 50% conform analizei farmacognostice.

Grupele de principii active apartenente produselor vegetale pot fi identificate prin
examenul chimic calitativ general, care presupune extractia succesiva si selectivd a
principiilor active, cu solventi de polaritati diferite (eter etilic, alcool si apd) urmate de
efectuarea unor reactii specifice cu ajutorul carora sa poata fi identificate diferite grupe
de principii active sau anumiti constituenti chimici.

Rezultate si discutii

Toate caracterele sunt conforme cu cele descrise 1n literatura de specialitate, pentru

specia Lysimachia nummularia L.
Sectiunea transversald prin raddacina
Se disting urmatoarele caractere:

v" conturul sectiunii este circular, usor ondulat;

v’ structura este primara cu inceput de structurd secundara;
Sectiunea transversala prin tulpind
Sectiunea transversald prin tulpina prezintd urmatoarele caractere:
v' conturul sectiunii transversale este eliptic-oval;

v" cilindrul central, este format din tesuturi conducatoare de origine secundara, dispuse
inelar si reprezentate de un inel extern de liber secundar si unul intern, de lemn

secundar;

v' maiduva este groasa, parenchimatic-celulozica, de tip meatic.

Sectiunea transversald prin frunza

Sectiunea transversala prin frunza prezinta urmatoarele caractere:
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v" lanivelul nervurii se evidentiaza un singur strat hipodermic de colenchim, parenchim
fundamental, iar central, un fascicul mare, libero-lemnos cu structura primara, alaturi

de care apare si un fascicul de dimensiuni foarte mici;
v' limbul are o structura bifaciala dorsoventrala.
Examen microscopic in pulbere

Examenul microscopic in pulbere pentru produsul vegetal Lysimachiae herba
prezinta urmatoarele elemente: grauncioare de polen, parenchim clorofilian, fibre,

stomate, rari peri tectori unicelulari.

Pulberea din radacind se caracterizeaza prin prezenta vaselor de lemn de calibru
mare (reticulate), insotite de fragmente de parenchim cu celule mari si fibre insotite

ascutite alungite.

In pulberea de floare s-au evidentiat urmatoarele elemente: endoteciu, grauncioare

de polen, fragment de parenchim.

In urma analizei chimice generale realizata, au fost identificate urmatoarele tipuri

de principii active astfel:

In radacinile speciei Lysimachia nummularia L. s-au identificat: ulei volatil, steroli
(triterpene), agliconi flavonici, carotenoide, cumarine, taninuri (taninuri galice, taninuri
catehice), flavonozide, cumarine heterozidate, heterozide triterpenice, ODP, compusi

reducdtori, oze, polioze, poliuronide, saponozide.

In produsul vegetal Lysimachiae herba s-au identificat urmatoarele clase de
principii active: ulei volatil, steroli (triterpene), agliconi flavonici, carotenoide, acizi
grasi, cumarine, taninuri (taninuri galice, taninuri catehice), flavonozide, cumarine
heterozidate, heterozide triterpenice, ODP, compusi reducatori, oze, polioze, poliuronide,

saponozide.

In urma analizei chimice calitative, florile speciei Lysimachia nummularia L.

contin: ulei volatil, steroli (triterpene), agliconi flavonici, carotenoide, acizi grasi,
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cumarine, taninuri (taninuri galice, taninuri catehice), flavonozide, cumarine

heterozidate, heterozide triterpenice, ODP, compusi reducatori, oze, polioze, poliuronide.

Astfel identificarea constituentilor din grupele de principii active evidentiate in

produsul vegetal cercetat va fi posibila si prin corelatia dintre metabolism si filogenie.

Concluzii preliminare

1. Analiza caracterelor macroscopice ale speciei luate in studiu confirma ca planta este
Lyzimachia nummularia L. din familia Primulaceae.

2. Analiza sectiunilor transversale prin organele vegetative ale speciei Lysimachia
nummularia L.

3. Examenul microscopic in pulbere a pus in evidenta elemente comune si elemente
caracteristice.

4. Prezenta mai multor grupe de principii active in toate organele speciei Lysimachia
nummularia L., ne conduce la concluzia ca specia prezinta interes si poate fi cercetata

in vederea valorificarii terapeutice.

4.3. Controlul puritatii produselor vegetale

4.3.1. Determinarea impuritatilor din aceeasi planta

Aceste impuritdti pot fi constituite, din produsele vegetale degradate in timpul

uscarii sau atacate de insecte, daunatori.
Material si metoda

Astfel, in vederea, determinarii impuritdtilor din aceeasi plantd, se procedeaza

conform analizei farmacognostice.
4.3.2. Determinarea corpurilor striine de planta producatoare

Normele calitative farmacognostice privind evaluarea preliminara a produselor
vegetale, prevad sau exclud prezenta in produsele vegetale a unor corpuri straine de planta

producatoare (parti din alte plante, substante minerale, pamant, nisip, etc.).
Material si metodi

Se procedeaza conform determinarilor farmacognostice

12



Concluzii preliminare

Materia primd vegetald reprezentata de cele trei produse vegetale: Lysimachiae

herba; Lysimachiae radix si Lysimachiae flores, nu contine impuritdti sau corpuri strdine.

4.4. Controlul calitatii produselor vegetale
In vederea efectuirii controlului calititii produselor vegetale s-au folosit cele trei
produse vegetale obtinute de la specia Lysimachia nummularia L., s1 anume: Lysimachiae

herba; Lysimachiae radix si Lysimachiae flores.
4.4.1. Determinari preliminare
4.4.1.1. Pierderea prin uscare

S-a efectuat conform Farmacopeei Roméane editia a X-a.

4.4.1.2. Determinarea substantelor solubile

Tinand cont de solubilitatea principiilor active cunoscute din literatura de

solventi si anume: etanol 40% (v/v), etanol 96% (v/v) si apa..

4.4.1.3. Controlul limitei de fier 5i metale grele
Controlul limitei de fier

Ionul fier (IIT) formeaza cu hexacianoferatul (II) de potasiu un complex de culoare

albastrd sau un precipitat albastru, functie de concentratie.

Controlul limitei de metale grele

Ionul plumb formeaza cu sulfura de sodiu, in functie de concentratie, o coloratie

bruna sau un precipitat negru.

13



Concluzii preliminare

1. Valorile pierderii prin uscare arata ca produsele vegetale luate in lucru corespund din
punct de vedere al conservabilitétii lor.

2. Deoarece cantitatea cea mai mare de substante sunt solubile in etanol 40%, ne

determina 1n cercetarile urmatoare sa luam in lucru extracte obtinute in etanolul 40%.

4. 5. Cercetarea compusilor polifenolici
4.5.1. Determinarea continutului in polifenoli totali pentru produsele vegetale

Lysimachiae herba, Lysimachiae radix, Lysimachiae flores.

Principiul metodei

Se bazeaza pe determinarea intensitatii coloratiei albastre a oxizilor de molibden
formati prin reducerea de catre polifenoli a reactivul Folin-Ciocalteu (acidul

fosfomolibdowolframic).
Materiale si metoda:

Determinarea s-a efectuat pe toate produsele vegetale conform protocolului de

determinare a taninurilor prezentat in Farmacopeea Europeana.
Rezultate

In solutiile alcoolice in alcool 40% am determinat o cantitate mai mare de polifenoli
totali a produselor vegetale Lysimachiae herba si Lysimachiae flores.
Concluzii

1. Continutul in polifenoli totali din produsele vegetale Lysimachiae herba,
Lysimachiae radix, Lysimachiae flores este mare, comparativ cu alte produse

vegetale.
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2. Pentru toate cele trei produse vegetale, Lysimachiae herba, Lysimachiae radix,

Lysimachiae flores cantitatea de polifenoli care s-a extras in alcool concentrat este

mai micd comparativ cu ceilalti doi solventi.
4.5.2. Analiza HPLC a compusilor fenolici

Pentru separarea, identificarea si cuantificarea compusilor fenolici s-a adaptat o

metodda HPLC standardizata de determinare a polifenolilor totali, descrisa de monografia

USP 30-NF25.

Pentru analiza statisticd a diferentelor dintre variabile a rezultatelor obtinute, au fost

utilizate testul ,,t” Student si testul ANOVA unidirectional cu testul ,,post-hoc” al lui

Tukey, care permite comparatii multiple intre perechi de date, folosind GraphPad

Software 9, Inc., San Diego, CA, SUA. Reproductibilitatea metodei s-a apreciat prin

patratul coeficientilor de corelare.

Rezultate

Dintre substantele identificate in urma analizei HPLC, au fost cuantificate o serie

de substante.

1.

Metoda HPLC-DAD a fost aplicatad pentru investigarea compusilor de tip fenolic, cu
analiza cantitativd a sapte componente din extractele de plante de Lysimachia
nummularia L.

Noutatea acestui studiu este reprezentata de identificarea si cuantificarea compusilor
fenolici prin metoda HPLC;

Principiile active, determinate prin analiza HPLC, demonstreazd posibilitatea
utilizarii celor trei produse vegetale (Lysimachiae radix, Lysimachiae herba,
Lysimachiae flores) in fitoterapie iar prezenta resveratrolului constituie un atuu, in
ceea ce priveste proprietatile antioxidante ale produselor vegetale.

Cantitatea maxima decelata, in jur de 18 mg% g de produs vegetal uscat este o

cantitate relativ micd, dar tindnd cont ca un litru de vin Saugvinion are doar 2 mg de

15
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1n resveratrol.

CAPITOLUL 5. DETERMINAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE

Materiale si metode

Metoda se bazeaza pe decolorarea radicalului stabil DPPH (2,2,difenil-picril-

hidrazil), si avand absorbtia la 517 nm de catre substante cu caracter antioxidant.

Metoda ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic acid) este o tehnica

utilizatd in chimia analitica pentru a determina activitatea antioxidanta a compusilor.

Metoda FRAP consta in reducerea, in mediu acid, a complexului feric 2,4,6-
tripiridil-triazind [Fe(II)-(TPTZ)2]** complexului feros [Fe(I)-(TPTZ)2]** de culoare

albastru intens in prezenta speciilor antioxidante.

Metoda CUPRAC evalueaza culoarea unui complex de cupru cu neocupreind (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolind). Reducerea ionului de cupru (II) la fierul de cupru (I) determina

schimbarea culorii de la verde deschis la portocaliu rosiatic.
Rezultate

In prezenta cercetare a fost evaluati activitatea antioxidanti a extractelor obtinute

prin cele patru metode in vitro: metodele DPPH, ABTS, FRAP si CUPRAC.
Concluzii preliminare

Produsele vegetale Lysimachiae herba, Lysimachiae radix si Lysimachiae flores
prezintd proprietati antioxidante marcante corelate cu continutul in polifenoli totali si
compusi fenolici continuti, dar mai ales cu prezenta compusilor polifenolici si a

resveratrolului.
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CAPITOLUL 6. PROCEDEU TEHNOLOGIC DE LABORATOR PENTRU
OBTINEREA UNUI EXTRACT USCAT FARMACOLOGIC ACTIV

6.1. Stabilirea parametrilor de extractie

Procedeul de extractie clasica, folosit la obtinerea extractelor uscate este de obicei
macerarea. Etanolul 40% respecta toate conditiile pe care trebuie sd le indeplineascd un
solvent pentru a fi ales in obtinerea de preparate farmaceutice cu un bogat continut in
principii active.

Material si metode

Pentru obtinerea extractelor am utilizat ca produse vegetale Lysimachiae herba,

Lysimachiae radix si Lysimachiae flores.
Rezultate

Cantitatea cea mai scazuta de extract s-a obtinut din produsul vegetal Lysimachiae

herba. Din Lysimachiae radix s-a obtinut o cantitate apropiata de extract.

Concluzii preliminare

Deoarece polifenolii sunt solubili Tn etanol, s-a dedus ca metodologia optima de
obtinere a extractului uscat constd in macerarea timp de 14 zile cu etanol 40%, timp care

nu afecteaza stabilitatea polifenolilor.

6.2. Elaborarea procesul tehnologic de obtinere a extractului uscat — faza de
laborator

Prin urmare procesul tehnologic (faza de laborator) de obtinere a extractului selectiv
constd in macerare, timp de 14 zile cu etanol 40%, control interfazic (prin reactii specifice
polifenolilor si determinarea cantitativa a acestora, reunirea celor doua extracte si
concentrarea la un rotaevaporator pand la stadiul de sirop, apoi transvazarea intr-un
exicator si continuarea distildrii solventului sub presiune redusa pana la stadiu de extract

uscat.
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CAPITOLUL 7. METODOLOGIA DE CONTROL AL CALITATII
EXTRACTELOR USCATE SI STANDARDIZAREA LOR.

Material si metodi

Conform FR X se urmadresc caractere organoleptice (aspect, miros, culoare,
consistentd), solubilitatea in solventul folosit la preparare, limitele de fier si metale grele,

pierderea prin uscare si continutul in principii active.

7.1. Determinarea caracterelor organoleptice
Se apreciaza: aspectul si culoarea, prin analiza cu ochiul liber a extractului, gustul

si mirosul.

Pierderea prin uscare se determind pe 1 g extract uscat prin mentinerea la etuva la
105°C timp de aproximativ 3 ore, pentru aducerea la masa constanti si raportarea la 100

g extract.

7.2. Identificarea principiilor active

Deoarece din produsul vegetal studiat pot fi extrase cu alcool 50% derivati
polifenolici (flavonozide, proantocianozide, stilbenoide, taninuri, acizi fenolici) am
considerat necesard identificarea lor, prin urmatoarele reactii: reducerea reactivului Folin-
Ciocélteu (pentru polifenoli totali), reactia Schibatta (pentru flavone), si colorarea cu

FeCls (taninuri).
Cercetari preliminare privind standardizarea extractelor

In vederea standardizdrii unor extracte uscate am considerat ca determinarea
continutului in polifenoli totali §i acid cafeic si clorogenic precum si determinarea
resveratrolului din Lysimachiae herba si Lysimachiae radix ar fi reprezentativa pentru

actiunea farmacodinamica.
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7.3. Determinarea continutului in principii active

Actiunea terapeutica a extractului fiind imprimata de polifenoli, am considerat ca

reprezentativa determinarea polifenolilor totali (fotocolorimetric si prin HPLC).

7.3.1. Determinarea polifenolilor totali din extracte uscate obtinute din
Lysimachiae herba, Lysimachiae radix si Lysimachiae flores prin metoda

fotometrica

Materiale si metode

S-a efectuat conform metodei descrise anterior.

7.3.2. Analiza HPLC a compusilor polifenolici din extractul obtinut

Analiza a fost efectuatd conform metodei descrise anterior.

Rezultate

Prin diferitele metode de extractie din 100 g produs vegetal s-au obtinut extracte

uscate n cantitatile si cu caracteristici organoleptice mentionate in tabelul de mai jos.

Tabel : Caracterele organoleptice ale extractelor obtinute prin diverse procedee de extractie

Cod extract Solvent Caractere organoleptice extract obtinut
Aspect Culoare Miros Gust
1 Lysimachiae herba pulvere brun rogcat pldcut pldcut
2 Lysimachiae radix pulvere brun rogcat pldcut placut
3 Lysimachiae flores pulvere  brun cu reflexe  placut pldcut
aurii
Concluzii preliminare
1. Metoda HPLC de determinare a polifenolilor poate fi folositd la standardizarea
extractelor.
2. Cantitatea de polifenoli totali ar putea fi luatda in considerare pentru standardizarea

extractului respectiv.
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CAPITOLUL 8. CERCETARI PRIVIND STUDIUL PROPRIETATILOR
ANTIBACTERIENE SI ANTIFUNGICE ALE EXTRACTELOR OBTINUTE
DIN LYSIMACHIA NUMMULARIA L.

Ipoteza de lucru

Rezultatele privind proprietatile fizico - chimice ale extractelor obtinute din
Lysimachia nummularia L. prezentate in capitolul precedent aratd cd acestea contin

polifenoli totali Tn concentratii mari.

Ipoteza de lucru este ca extractele obtinute din Lysimachia nummularia L.. au
proprietati antibacteriene si antifungice.

Scopul studiului este de a implementa rezultatele efectelor antibacterian si
antifungic intr-un produs terapeutic utilizabil in patologia infectioasa si fungica a cavitatii

bucale.
Obiectivele studiului au fost:

1. Evaluarea proprietatilor antibacteriene;

2. Evaluarea proprietatilor antifungice.

Motivatia selectdrii extractelor evaluate in prezentul studiu

Am ales pentru evaluarea proprietatilor antibacteriene si antifungice, extractul
alcoolic 40%, obtinut din partea aeriana a plantei (frunze, tulpina, flori), flori si radacini,
pentru ca aceastea au avut cel mai mare continut in polifenoli totali, componenti care

sustin posibilele efecte antibacteriene si antifungice.
Materiale si metode

8.1. Produse patologice studiate si design de studiu
Produsele patologice folosite in cadrul acestui pilon de cercetare au fost recoltate
de la pacienti cu carii dentare si parodontoza, infectii ondodontice, faringo-amigdalita

acuta, dupad examinarea clinica oro-dentara prealabila.
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Probele prelevate conform metodelor standard au fost: dentina prelevatd din dentina
ramolitd a cariei dentare, puroi parodontal, produs din alveolita post-extractionala, produs

din canalele radiculare, exudat faringian.
Studiul a fost realizat in doua etape distincte:

» testarea extractului alcoolic 40%, obtinut din produsul uscat din din Lysimachia
nummularia L. pe tulpini bacteriene si fungice de referinta liofilizate, stabilizate si
viabile de tipul American Type of Culture Collection (ATCC).

> testarea activitatii antibacteriene a extractului alcoolic 40%, obtinut din produsul
uscat din din Lysimachia nummularia L. (herba, flores si radix) pe tulpini bacteriene
si fungice identificate din produsele patologice examinate, comparativ cu antibiotic si
antifungice uzuale folosite n afectiunile din cadrul cérora s-au generat produsele

patologice luate in studiu.

8.2. Insaméntarea pe medii de cultura
Tulpinile bacteriene de referintd si mediile de culturd pe care s-a efectuat
insdmantarea initiald, sunt prezentate in Tabelul de mai jos, dupa cum urmeaza:

Tabel - Specii bacteriene utilizate in etapa I

SPECII BACTERIENE SURSA DE REFERINTA MEDIU DE CULTIVARE
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 gelozd-sdnge
Streptococcus pneumoniae ATCC 46619 gelozd-sdnge
Enterococcus sp. ATCC 23212 geloza-sdnge
Staphylococcus aureus ATCC 29213 gelozda-singe
Escherichia coli ATCC 25922 gelozda-singe
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 gelozd-singe
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 gelozd-singe
Candida albicans ATCC 10231 Sabouraud

8.3. Identificarea in sistem Api a speciilor bacteriene izolate din produsele
patologice luate in studiu

Produsele patologice au fost insaméntate pe mediu geloza-sange, iar identificarea

speciilor bacteriene s-a facut 1n sistem Api-ident.
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Reactiile sunt interpretate in conformitate cu profilului analitic, asa cum este
prevazut de fiecare kit de identificare.

8.4. Testarea sensibilititii bateriene fati de extratele luate in studiu

comparativ cu antibioticele

Principiul metodei vizeazd insdmantarea unei suspensii bacteriene de testat pe
suprafata unui mediu de culturd gelozat, urmand ca ulterior sd se depund
microcomprimate cu diferite antibiotice sau chimioterapice. Dupa o incubare de 24 de ore
la 37°C se face interpretarea, care constd in masurarea zonei de inhibitie, in care bacteria
nu s-a dezvoltat, dimensiunile acestei zone fiind in raport cu directa proportionalitate cu

sensibilitatea bacteriei fatd de antibioticul respectiv.

Dat fiind faptul ca in prezentul studiu am dorit s apreciez nivelul de sensibilitate a

unor tulpini bacteriene fatd de extratele obtinute, am adaptat metoda difuzimetrica.

Tabel. Specii bacteriene si antibiotice/chimioterapice folosite in studiul 11

SPECII BACTERIENE MEDIU DE Martor pozitiv-ANTIBIOTICE / Martor
SALBATICE TESTARE ANTIMICOTICE negativ
Streptococcus mitis geloza-sdnge Penicilina G (P) Apd
distilata
Staphylococcus aureus gelozd-sdange Penicilinid G (P) Apd
distilata
Enterococ Mueller-Hinton Ampicilina (AMP ) Apa
distilatd
Escherichia coli Mueller-Hinton Gentamicind (CN) Apa
distilata
Pseudomonas aeruginosa Mueller-Hinton Gentamicind (CN) Apa
distilatd
Candida albicans Sabouraud Fluconazol (FCA), Voriconazol Apa
(VOR) distilatd
Rezultate
Etapa 1.

Rezultatele studiului bacteriologic realizat pe tulpini de referintd ATCC pentru cele

trei extracte luate in studiu si antibiotice sunt prezentate in teza.
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Etapa 2.

Rezultatele studiului bacteriologic 1n etapa II s-a efectuat pe un grup de cinci tulpini

bacteriene selectate atat din cadrulul speciilor bacteriene Gram pozitive, dar si Gram

negative, tulpini izolate din produsele patologice prelevate de la pacienti cu diferite

afectiuni dentare.

Exprimarea rezultatelor s-a efectuat utilizand indicativele S — sensibil, I —

intermediar si R — rezistent fatd de antibioticele specifice fiecdrei tulpini bacteriene

folosite la testare.

Concluzii preliminare

Extractele de Lysimachia nummularia L. au efecte antibacteriene atat pe tulpinile de
referintd, cat si pe tulpinile de bacterii izolate din produse patologice.

Cele trei extracte au demonstrat absenta efectelor antifungice, atat pe tulpinile de
referintd, cat si pe tulpinile izolate din produse patologice.

Dintre tulpinile de referina, cele mai sensibile s-au dovedit a fi cele din grupul cocilor
Gram pozitivi.

Cel mai eficient extract pe tulpinile de referintd s-a dovedit a fi cel extras din partea
aeriand a plantei, atit pentru tulpinile de referintd, cat si pentru tulpinile izolate din
produse patologice.

Valoarea deosebita privind actiunea antibacteriand a acestor extracte testatd pe
tulpinile de referinta este doveditd de efectul antibaterian pe specii cu rezistenta
consacrata, cum ar fi bacilul Piocianic, Enterococ si Stafilococul auriu.

Toate tulpinile izolate din produse patologice au fost sensibile la diferite extracte, cu
exceptia stafilococului care a fost sensibil egal la toate cele trei tipuri de extracte.
Efectele antibacteriene aproximativ egale cu ale antibioticelor folosite in paralel s-a
dovedit a fi prezente in cazul florei cariogene reprezentatd in prezentul studiu de S.

mitis la care s-a identificat sensibilitate aproximativ egala cu a Penicilinei.
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8. Efectele preponderent bacteriostatice ale celor trei extracte pe specii bacteriene
implicate Tn patologia cavitdtii bucale sustin realizarea de studii clinice in perspectiva
de utilizare a acestui extract ca baza pentru obtinerea de produse farmaceutice cu larga

utilizare in practica medicinei dentare.

Capitolul 9. EVALUAREA IMPACTULUI CLINIC AL UNEI SOLUTII DE
LAVAJ BUCAL CU EXTRACT DIN LYSIMACHIA NUMMULARIA L. IN
AFECTIUNI ORO-DENTARE

9.1. Ipoteza de lucru

Parodontita si peri-implantita sunt doua afectiuni ale cavitatii bucale cu valente
comune in ceea ce priveste etiologia bacteriana, mecanismele patogenice in care stresul
oxidativ are rol important; din aceste considerente ipoteza de lucru este ca o solutie de
lavaj bucal care contine extract din Lysimachia nummularia L. ar avea efecte benefice,

ameliorand cele doua afectiuni luate 1n studiu.
9.2. Obiective si activititi
Obiectivul prioritar al acestui studiu este demonstrarea posibilelor efecte benefice

ale metabolitilor secundari continuti in solutia de lavaj bucal in contextul parodontitei si

a peri-implantitei.

Activitdtile desfsurate 1n cadrul acestui modul de ceretare au fost:

e Formularea unei solutii de lavaj bucal cu extract vegetal hidro-alcoolic obtinut din
specia Lysimachia nummularia L.;

e Examen clinic al pacientilor si delimitarea loturilor de studiu;

e Stabilirea protocolului de studiu;

e Evaluarea nivelului NO prin efectuarea testul rapid semi-cantitativ Barkeley la
pacienti care au efectuat lavaj bucal cu o solutie care contine extract din Lysimachia
nummularia L. 10 zile, comparativ cu un lot martor care s-a clatit cu solutie de lavaj
bucal fara extract vegetal.

e Demonstrarea cresterii capacitatii antioxidante la nivelul cavitatii bucale in urma

utilizarii solutiei de lavaj bucal cu o solutie care contine extract obtinut din specia
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radicalul liber DPPH.

9.3. Material si metode

9.4.1. Obtinerea solutiei de lavaj bucal

Solutia de lavaj bucal cu extract vegetal In compozitie a fost preparata prin

amestecarea a 1000 g extract uscat Tn 2000 mL apa bidistilata; s-au preparat solutie de

lavaj bucal cu 10% extract uscat si s-au repartizat in 80 de flacoane brune.

9.4.2. Delimitarea loturilor de studiu

Pentru pacientii care s-au prezentat pentru control stomatologic in vederea

tratamentului parodontal sau pentru insertia de implante dentare, s-a efectuat un consult

initial oro-dentar; apoi s-au detaliat antecedentele heredo-colaterale si cele personale

patologice, axandu-se pe afectiunile incadrate la contraidicatii relative si absolute.

Examinarea pacientilor s-a facut apreciindu-se urmatorii indici parodontali:

1.

A

Evaluarea tesutului gingival (prin evaluarea culorii, formei si aspectului gingiei, a
consistentei si tonusului, a conturului, a texturii si a existentei sangerarii), elemente
care se estimeaza In vederea aprecierii semnelor de inflamatie gingivala;

Prezenta sdngerarii la sondare;

Gradul de recesiune gingivala;

Determinarea existentei lipsei de atasament gingival;

Sondarea zonei furcatiei la dintii pluriradiculari (pentru a determina dacd punga
parodontala s-a extins interradicular), pozitia, numarul si dimensiunea furcatiilor;
Evaluarea gradului de mobilitate al dintilor;

Evaluarea restaurdrilor existente, pentru a se constata daca si in ce masura contribuie
la favorizarea inflamatiei gingivale;

Evaluarea placii bacteriene

Examinarea radiologica;

Pentru realizarea loturilor de studiu in cadrul peri-implantitei am urmarit

clasificarea de mai jos:
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1. Pacienti cu evolutie favorabila a implantului dentar: adancimea santului peri-
implantar < 3 mm; indicele de sdngerare absent; supuratie absentd; fard modificari
radiologice.

2. Pacienti cu mucozita: adancimea santului peri-implantar < 4 mm; indicele de
sangerare absent/prezent; supuratie absentd/prezentd; fard modificari radiologice.

3. Pacienti cu peri-implantita, forma precoce: adancimea santului peri-implantar > 4

mm; indicele de sangerare prezent; supuratie absentad/prezenta; radiologic — pierdere

osoasa < 25% din lungimea implantului.

9.4.4. Evaluarea nivelului NO prin efectuarea testului rapid semi-cantitativ

Barkeley

Testul Berkeley Nitric Oxide Saliva Test Strips (Berkeley, CA, USA) utilizeaza
benzi cu oxid nitric pentru a indica nivelul de oxid nitric din saliva; stripurile se plaseaza
pe suprafata limbii 10 secunde si apoi se pliaza, se apasa cele doua laturi ale benzii si se
lasa in contact timp de inca 5 secunde. Exprimarea rezultatelor se face semicantitativ, in
functie de intensitatea virajului de culoare existand echivalent matematic exprimat in

umol/L.

9.4.5. Determinarea capacitatii antioxidante a probelor de saliva fata de

radicalul DPPH

9.4.5.1. Colectarea salivei

Probele de saliva s-au prelevat printr-o metoda non-invaziva in ziua 1 si dupd 10
zile de tratament. In continuare, fiecare proba de saliva a fost centrifugata la 14000 rpm
timp de 10 minute, iar supernatantul a fost transferat in tuburi etanse sterile si depozitate

fara cicluri de inghet-dezghet la -20°C pana la analiza.
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9.5. Rezultate

9.5.1. Variatia valorilor NO salivar evaluate prin testul Berekley in

parodontita si peri-implantita
9.5.1.1. Parodontita

Lotul initial de pacienti din care a fost selectat lotul de studiul a fost reprezentat de

un total de 215 pacienti evaluati clinic oro-dentar. Lotul de studiu reprezentat de 55

pacienti si a fost impartit in doud grupuri, dupa cum urmeaza:

41 de pacienti au reprezentat grupul de studiu/ control - care au realizat lavaj bucal cu
extract vegetal obtinut din Lysimachia nummularia L.

14 pacienti grup martor — care au efectuat lavaj bucal fara extract vegetal.

In urma examenului clinic oro-dentar, conform parametrilor clinici prezentati au

fost delimitate 4 subgrupuri dupa cum urmeaza:

AN NI

parodontita acuta localizata;
parodontita acutd generalizata;
parodontita cronica localizata;

parodontita cronicd generalizata.

Concluzii preliminare
La 68% din pacientii cu parodontitd acutd localizata s-a inregistrat o imbundtdtire a
statusului clinic oro-dentar; la 32% din pacienti nu s-a inregistrat nici o modificare
a cantitatii de NO intre cele doud momente ale studiului.
La toti pacientii cu parodontitd acutd generalizatd s-au observat scaderi ale
concentratiei de NO.
In grupul de pacientii cu parodontitd cronica localizatd: la 50% din pacienti s-a
observant o scddere a concentratiei de NO iar la 50% din pacienti nu s-a inregistrat
nici o modificare a cantitatii de NO intre cele doud momente ale studiului.
La pacientii cu parodontitd cronica generalizatd valoarea concentratiei de NO a

ramas constanta.
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% Igiena orala
Obiectiv
Dat fiind faptul ca igiena orald reprezinta un parametru extrem de important
urmarit in monitorizarea pacientilor cu boala parodontald, am realizat un studiu in care
am incercat sa identificim posibila legatura dintre acest parametru si nivelul de NO, ca
indicator de evaluarea al stresului oxidativ generat de bacteriile parodonto-patogene.
S-au studiat indicii de igiend orald a pacientilor cu diferite forme de afectare

parodontala.

Concluzii preliminare
1. La finalul experimentului, in ziua 11 a studiului s-a observant ca la 85.36% din
pacientii grupului control a scazut valoarea de NO, in acest procent ponderea cea mai
mare avand-o pacientii cu igiend orald precara si pacienti cu igiena orala buna.
2. La 14.63% pacienti a ramas nemodificatd concentratia de NO intre cele doud
momente ale experimentului, acestia apartinand loturilor cu igiena foarte buna si

absenta.

% Fumatul
Obiectiv
Dat fiind unanim acceptat de specialistii in domeniu faptul cd fumatul este un
important factor de risc in initierea si intretinerea bolii parodontale, am realizat un studiu
in care am Incercat sd identificim posibila legaturd intre valorile NO si statusul de

fumator/nefumator.
9.5.1.2. Peri-implantita

Lotul de studiu a fost reprezentat de 102 pacienti, cu o pondere aproximativ egala
intre sexe (54 femei; 48 barbati), cu varste Intre 25 si 58 ani, la care au fost inserate 2-4

implanturi pe aceeasi hemiarcadd mandibulara.

Lotul de studiu a fost format din 6 pacienti alesi aleator din grupul celor cu evolutie

favorabilad si cei 10 pacienti cu evolutie nefavorabild, respectiv cu mucozitd si peri-
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implantitd. Cu ocazia acestei prime evaludri a pacientilor s-a facut si prima determinare a

valorii NO (oxid nitric), dupa care cei din grupul cu mucozitd si peri-implantitd au

efectuat lavaj de doua ori pe zi timp de 10 zile cu solutia care contine extract din

Lysimachia nummularia L., conform protocolului de lucru.

Valorile NO obtinute la pacientii cu cele doua afectiuni: mucozita si peri-implantita,

pentru cele doud momente ale evaluarii sunt prezentate in teza.

1.

Concluzii preliminare

Dat fiind faptul ca existd diferente cu semnificatie statistica mica intre valorile NO
cuantificate la pacientilor cu evolutie favorabila si a la cei cu mucozita la 10 zile dupa
lavaj cu solutia de testat putem afirma ca aceasta a avut efecte benefice privind
evolutia pacientilor din lotul diagnosticati cu mucozita.

Persistenta diferentelor cu semnificatie statistica mare privind valorile NO la pacientii
cu peri-implantitd comparativ ce cei cu evolutie favorabila, aratd ca in cazul peri-
implantitei solutia testata nu are efect.

Exista corelatie inaltd intre adancimea santului peri-implantar la pacientii cu peri-
implantita si valoarea NO, astfel incat putem afirma cd NO poate fi util in aprecierea
statusului clinic la acest grup de pacienti cu grad mai ridicat de evolutie nefavorabila.
Prin continutul bogat in metaboliti secundari cu efecte antibacteriene, antioxidante si
antiinflamatoare demonstrate, solutia care contine extract din Lysimachia
nummularia L poate fi folositd ca adjuvant terapeutic in complicatiile usoare care pot

sd apard dupa inserarea de implanturi dentare.

9.5.2. Rezultatele obtinute la testul de determinare a capacititii antioxidante

La pacientii care au facut parte din lotul martor care nu au utilizat solutia de lavaj

bucal cu extract vegetal, procentul de activitate inhibitorie nu a variat.

Procesarea statistica a datelor arata ca exista o diferenta semnificativa statistic intre

mediile categoriilor cercetate la cele 2 momente ziua 1 a studiului si ziua 11 ale studiului

la pacientii care au efectuat lavaj bucal cu solutie cu extract obtinut din Lysimachia

nummularia L.
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Concluzii preliminare

Rezultatele evaluarii a capacitatii antioxidante a salivei fata de radicalul DPPH arata
ca exista diferente cu semnificatie statisticd intre cele 2 determinari pentru fiecare din
tipurile de parodontite, cu mentiunea ca la pacientii cu parodontitd acuta localizata s-
a inregistrat cea mai bund evolutie dupa efectuarea lavajului cu Lysimchia
nummularia L

Pacientii cu igiend orald foarte buna au raspuns cel mai bine dupa lavaj bucal cu
Lysimchia nummularia L

Pacientii cu boald parodontald, nefumatori au inregistrat cea mai bund activitate
inhibitorie DPPH

Rezultatele obtinute arata ca toate grupurile de pacienti luati in studiu, in functie de
nivelul de afectare parodontald, nivel de igiena si status fumator/nefumator au raspuns
pozitiv, in grade diferite, la actiunea extractului cu Lysimchia nummularia L.,

imbunatatindu-se proprietatile antioxidante ale salivei.

ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE INOVATOARE ALE TEZEI

Apreciez ca teza de doctorat are urmatoarele elemente de originalitate:
Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici prin metoda HPLC, respectiv acid
galic in Lysimachia radix, prezenta acidului 3-O-metilgalic si a acidului ferulic la
nivelul tuturor partilor studiate ale plantei Lysimachia nummularia L., acid cafeic la
Lysimachia flores si trans-resveratrol in produsele vegetale Lysimachia radix si
Lysimachia herba — date care nu au fost mentionate in literatura de specialitate pana
in prezent.

Teza este originala prin elementele de noutate legate de descrierea particularitatilor
botanice ale speciei Lysimachia nummularia L. prezenta in arealul national, adaptata
la conditiile geoclimatice ale tarii noastre.

Un alt element de originalitate este legat de descrierea proprietatilor fizico-chimice
ale extractelor din Lysimachia nummularia L. 1 identificarea calitativa si cantitativa
a metabolitilor secundari ca importantd deosebitd in pdstrarea homeostaziei

organismului uman.
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4.

S.

Teza este originala §i prin demonstrarea si evaluarea in vitro a proprietitilor
antibacteriene si antioxidante ale extractelor obtinute din Lysimachia nummularia
L.

Evaluarea in vivo a proprietatilor antibacteriene ale speciei Lysimachia nummularia
L. in contextul unor afectiuni oro-dentare grave si cu incidenta mare atat in plan

national, cat si in plan mondial, respectiv boala parodontala, peri-implantita.

IMPACTUL REZULTATELOR OBTINUTE

Apreciez cd rezultatele obtinute pot avea impact deosebit in mai multe domenii,

dupa cum urmeaza:

1.

Metabolitii secundari identificati in extractele obtinute din Lysimachia nummularia
L., pot optimiza tratamentul unor afectiuni oro-dentare, respectiv in formele usoare
de parodontita si peri-implantita.

Rezultatele obtinute sustin posibilitatea de utilizare a acestora in vederea obtinerii
unor formulari farmaceutice, respectiv un produs farmaceutic tip - apa de gura,
utila in afectiuni ale cavitatii oro-dentare generate de stres oxidativ in prezenta
speciilor bacteriene.

Rezultatele obtinute privind studiul macroscopic si microscopic al speciei Lysimachia
nummularia L. vor contribui la dezvoltarea cunoasterii in domeniul botanicii.
Metabolitii secundari, fitocompusi cu naturd polifenolica cunoscuti pentru potentialul
terapeutic, identificati calitativ si cantitativ in extractele de Lysimachia nummularia

L. vor imbogétii cunostintele in domeniul farmacognoziei.

Identificarea proprietatilor antibacteriene ale extractelor obtinute din Lysimachia
nummularia L., isi pot aduce contributia la eforturile globale de rezolvare a
problemelor legate de antibiorezistentd; extinderea si aprofundarea cercetarilor din
prezenta teza de doctorat ar putea fi un punct de plecare in obtinerea unor formulari

farmaceutice complementare antibioticelor.
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CONCLUZII GENERALE

Produsele vegetale Lysimachiae herba, Lysimachiae radix si Lysimachiae flores
prezintd proprietati antioxidante marcante corelate cu continutul in polifenoli totali

si compusi fenolici continuti.

Deoarece polifenolii sunt solubili in etanol, s-a dedus ca metodologia optima de
obtinere a extractului uscat constd in macerarea timp de 14 zile cu etanol 40%, timp

care nu afecteaza stabilitatea polifenolilor.

Extractele de Lysimachia nummularia L. au efecte antibacteriene atat pe tulpinile de

referintd, cat si pe tulpinile de bacterii izolate din produse patologice.

Cel mai eficient extract s-a dovedit a fi cel extras din partea aeriand a plantei, atat

pentru tulpinile de referinta, cat si pentru tulpinile izolate din produse patologice.

Cele trei extracte au demonstrat absenta efectelor antifungice, atat pe tulpinile de

referintd, cat si pe tulpinile izolate din produse patologice.

In urma utilizarii solutiei de lavaj bucal cu extract vegetal, din Lysimachia
nummularia L. s-a demonstrat cresterea capacitatii antioxidante a salivei la pacientii
cu diverse forme de parodontita la fumatori si nefumatori, atat la cei cu igiend orala

precara cat si cu igiena buna.

Valorile crescute de NO din saliva pot fi asociate bolii parodontale si peri-implantitei,

afectiuni 1n patogenia carora stresul oxidativ joaca un rol important.

Testul rapid semicantitativ Berkeley de testare a nivelului stresului oxidativ prin
cuantificarea NO este o metoda simpla si neinvaziva care poate fi folosita cu usurinta
in cabinetul de stomatologie ca marker pentru evaluarea pacientilor cu procese

inflamatorii in cavitatea oro-dentara.

Solutia de lavaj bucal realizatd cu extract din Lysimachia nummularia L. poate fi
utilizatd pentru mentinerea capacitatii antioxidante a salivei astfel incat sd poatd fi
preantampinate procesele distructive ale proceselor moi si dure in contextual

parodontitei si a mucozitei.
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10. Rezultatele prezentului studiu sustin continuarea cercetarii in vederea obtinerii unui

produs farmaceutic standardizat cu larga utilizare in practica medicinei dentare.
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