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REZUMAT UL PROIECTULUI

Pr oi ect ulDezglareilannivél e laborator a unui produs regenerator
dermo-epidermic, prin valorificar ea unei asocieri inovative intre complexe active din
deseuri si extracte vegetale est e o0 cont i Walaificagea eezidpurilori ect ul
din vinificatie ca aditivi alimentari si antioxidanti in industrie 0, cu scopul de a concretiza
cercetarile efectate in studii aplicative si tehnologice. Se vizeaza dezvoltarea la nivel de
laborator a unui produs / produse originale de uz topic, cu adresabilitate in regenerarea pielii.
Activitatile ce converg la realizarea acestui obiectiv se refera la selectiaonentplor
vegetale in concordanta cu sinergismul si complementaritatea actiunii biologice fata de
extractul din reziduuri de vinificatie, caracterizarea analitica a compusilor activi,
conditionarea unor variante de gel/ crema/ unguent si alegerea tipuforrdulare optim,
evaluarea compatibilitatii cu pielea umana si a efectului de produs. Realizarea acestui proiect
deschide perspectiva concreta a transferului de cunostinte si tehnologie catre un nivel superior
de maturitate si de exploatare, cu valoafea deseurilor de planta si in mod special a celor
rezultate din procesul de vinificatie in produs de uz topic eficient in perturbari ale statusului
pielii cu larga incidenta (imbatranire, vindecare rani, etc). Proiectul are, de asemenea, in
vedere disenmarea rezultatelor la nivel national si international prin comunicari si publicatii

stiintifice.
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INTRODUCERE

Pr oi ect ulDezglareilannivél e laborator a unui produs regenerator
dermo-epidermic, prin valorificarea unei asocieri inovative intre complexe active din
deseuri si extracte vegetate est e o @Eromit e cvalaficerea: eeziduurilor
din vinificatie ca aditivi alimentari si antioxidanti in industrie 0, cu scopul de a concretiza

cercetarile efectuate in studii aplicative si tehnologice.

Fundamentarea stiintifica a mecanismelor implicate in egeea pielii si patologii
dermatologice conexe cu componenta-ipftamatorie si hiperproliferativa a stat la baza
evidentierii unor efecte singulare si sinergice ale unor componente vegetale din extractul din
reziduuri de vinificatie (TES) si extractukedrifoi rosu (ET). In completarea acestora, ne
propunem studiul altor doua extracte vegetale, de galbenele si castan, si a asocierii acestora cu
extractul din deseuri de struguri, pentru a realiza o0 mai mare complexitate structurala si in
consecinta un gential de activitate biologica amplificat in terapii dermatologice de larga

incidenta.

Astfel, in aceasta etapa se va realiza caracterizarea analitica a compusilor activi urmata
de un screening antioxidant multivalent, la nivel acelular si celular, pentractele de
galbenele, castan si deseuri de struguri, singulare si in proportii bine stabilite. Se vor utiliza
sisteme experimentale de studiu ale conditiilor-ipfamatorii asociate unor manifestari
patologice distincte: forbol miristat acetat (PMAgener at or de stress o0X

LPS, un lipopolizaharid bacterian ce mimeaza inflamatia asociata invaziei microbiene.

Se va defini astfel sinergismul si complementaritatea actiunii biologice fata de
extractul din reziduuri de vinificatie, ceea, impreuna cu rezultatele din etapele anterioare
ale proiectului si cu teste ulterioare privind tawverul celular si proteic derrepidermic, vor
orienta formularea unui produs de uz topic cu efect regenerator cutanat, cu efecte conexe in
perturbari po-inflamatorii (rani, arsuri, dermatite, micoze, etc) si hiperproliferative cutanate

(melanom).



CAPITOLUL |1 EXTRACTE VEGETALE CU POTENTIAL ANTIOXIDANT;
COMPLEMENTARITATE STRUCTURA i ACTIVITATE BIOLOGICA PENTRU
COMPUSI NATURALI CU APLICATII TERAPEUTICE LA NIVEL CUTANAT

Plantele sintetizeaza compusi organici clasificati in metaboliti primari si secundari.
Metabolitii primari au un rol esential in fotosinteza, respiratie, crestere si dezvoltare.
Exemplificam: fitosterolii, lipidele acilate, nucleotidelegminoacizii, acizii organici.
Metabolitii secundari se pot acumula doar in anumite specii, avand rol strict determinat in
anumite functii, cum ar fi. protectia plantei fata de infectile microbiene, atragerea
polenizatorilor, protectia UV, fixarea azotuluhcestia reprezinta noi surse naturale pentru
obtinerea de medicamente, antibiotice, insecticide, ierbiciégtaddlitii secundari se clasifica

in trei mari grupe, in functie de biosinteza lor:

f'compusi fenolici flavonoidici si norflavonoidici;
f'compusi titerpenoidici

falcaloizi cu azot sau cu sulf

Se pot mentiona urmatoarele clase de substante cu impact la nivelul fiziologiei umane,
utilizate in medicina traditionala, cu efecte certe demonstrate princighgiformante de
screening cellar: compusii ferolici: flavonoide: flavone, izoflavone, proantociani; si non
flavonoidici: acizi polifenolici, stilbeni, chalconesaponine steroidice si triterpenice cu

agliconii corespunzatorpoliacetilene pigmenti i carotenoidici, clorofilieni, etc.]].

COMPUSI FENOLICI

Compusii fenolici au cel putin un inel aromatic cu una sau mai multe grupari hidroxil
atasateSunt compusi largaspanditi in lumea vegetala, fiind descrise peste 8 000 de structuri
fenolice. Structura compusilor fenolici poate fi simpde, la conpusi cu masa moleculara
mica, cu un singur inel aromatic, pana la taninuri complexe, polimerice. Compusii fenolici
pot fi clasificati dupa numarul si aranjamentul atomilor de carbon, gasmdie obicei
conjugati cu zaharuri sau acizi organici. Astfad, moate face o subclasificare in substante

flavonoidice si nofflavonoidice.

Flavonoide-pi g men $i fenol i ci care conSin “n mo
furanic condensat cu un inel benzenic cu gr
fenol i c al acestor pi gmenSi . Pi gmenSii flav

Flavonoidele sunt implicate in diverse procese celulare: protectia UV, pigmentarea,

stimularea fixarii azotului si rezistenta la bdiposedt un spectru vas
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farmaceuti ct, € iagemtd antioxidanti,n antiadleegeng t vasodilatato
anticancerigeni etc. Astfel, studii de laborator epidemiologice si cli@iceedlizate in scopul
determinarii gradului de fotoprotectie al pielii fata de radiatiile solare UV au evidentiat efectul
chemoprevem al polifenolilor din plantg3]. O laiga varietate de polifenoli au fost studiati
pentru a se evidentia efectul lor fotoprotector si anume: polifenoli din ceaiul verde,
proantocianii din vita de vie, resveratrolul, silimarina si genisteina in inflamatiile induse de
radiatile UV, stresul oxid&v si dezorganizarea ADNIui. Studii realizate pentru
evidentierea mecanismelor la nivel celular in care sunt implicate flavonoidgley [aratat
efectele acestora in: inhibita activarii prarcinogenilor, inhibitia proliferarii tumorale,
moartea seldiva prin apoptoza, inhibitia metastazelor si a angiogenezei, activarea
raspunsului imun fata de celulele canceroase, modularea cascadei proceselor inflamatorii si

rezistentei la medicamente.

Flavanii (cromanii) sunt pi gmengSi c a r-fenil-béreapiram, . d e
croman) . Ei au “n molecult un inel benzopir.
monomer i (seminSe Ki pieli$Sa boabel or) K i d
oligomeri [5]. Au tendinSt de polimerizare Ki form
taninurilor catechinice. Maj oritatea repreze
nu au miros, se dizolva puSin “n apt.

Flavonele s un't pi gmengSi b a I dbee 4fiehila bceArrzeo pd-e o h & (
fenil cromont) -feri-bensppEfanibeartodnge3nita) .3 Cn natur t
izofl avonel e se gktsesc, de obicei, sub f or mi

care se gtsescunzre, flI"eoril,emnr ukcit esc ofarr Sa copa

respo©ndi t e, fac parte apigenina, l ut eol i na Kk
sau trei benzi de absorbSie caracteristice.
adrem | i nei . Absorb radiaSiile wultraviolete Ki
radi aSii. Se gbtsesc “"n cantitate mai mar e r

alpine. Flavonoidele au o larga utilizare la nivel topic datorita wanator efecte: prevenirea
oxidarii lipidelor, stimularea proliferarii fibroblastilor, reducerea diminuarii colagenului, si
i nhi biredictazei. D& Exemplu, din Sophora Japoniasstras bioflavonoidul rutin cu
efecte de reglare a permebilitaiiide atenuare a fragilitatii capilarelor . De asemenea rutinul
previne distrugerea vitaminei C din organism, prin oxidare, repara tesutul conjunctiv si
capilarele, ofera o bariera de protectie fata de infectii.

Izoflavonele sau compusii estrogetike- au un efect asemanator cu ai estrogenilor

endogeni. Conform unor cercetari recenté] [ estrogenii steroidici endogeni protejeaza
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dezvoltarea, diferentierea si supravietuirea celulddumeroase studii clinice estimeaza
siguranta si eficacitatea extracteltinute din trifoi rosu pentru tratamentul simptomelor
menopauzei, hiperlipidemie, osteoporoza si cancer de progiatiavonele inhiba cresterea
anumitor linii celulare tumoral§7] inclusiv a adenocarcinomului de prostaBenisteina a
fost studiataca avand efect protector fata de stresul oxidativ al radiatiei ultraviolete, atat in
studii in vitro dar si in vivo, dupa administrare in die8 Beneficiile ce pot deriva prin
aplicarea topica a compozitillor cosmetice sunt superioare celor ce sbtipat prin ingestia
sistemica a acestor substante active datorita biodisponibilitatii si a posibilitatii de asociere cu
alte componente naturale cum sunt fosfolipidele, sitosterolii si saponinele pentru anumite
efecte ( antioxidante, diferentiere celularAbsenta efectelor secundare nedorite recomanda
izoflavonele in aplicatii topice pentru prevenirea imbatranirii pielii, aparitiei celulitel,
pierderea parului.

Taninurile vegetales unt substanSe p cHidroXi-dlavanului sae ( der
poliesteri ai acidului galic) solubile “~n ap
cu proteinele, form©nd combinaSii I mpeBmeabi

de vie pentru vin rokKku sunt foarte bogate

taninurilor “n frunze depinde de faza de dez
acesteia. Toamna, catechifrinae[9ki Cmaloo gatné cmiund a
taninurile joackt un rol bi ochimic i mportant.
ai peroxi diridi | i pidelor, captatori de radic
punct de vedere fiziologi, t ani nuril e sunt considerate fac
infec$Siilor bacteriene Ki virale, antioxi da
taninurile substanS$Se de rezervi pentrwm orga
perioada “ncol Sirii

Antocianii si antocianidineles u nt CoOmpuKki flavoni ci . Anto

deri vif emi Il me R4enilcirroemetn £t()2 Se gktsesc " n natur

glicozi de. Lega$Si de oseolgéesebt {Jghudioditet a
nivel ul redbicinilor, tul pinilor, bul bil or,
gi mnosper me, ferigi, briofite. Antociani i,
numesc antocianidine sau antociath e . La vi Sa de vi e, antoci a
pi gmengSi roki i, “n pieliS$Sa strugurilor ("n
heterozide col orate ~ nuluijsaxalbas{rd (la valoraridioateiale s c £ z
pH-u | uii )s wn't reprezentasSi “n cea mai mar e par



del finidinei, peoni dinei K i petunidinei. Cn
este cupr4ibmgl00gnt re 0, 7

Proantocianii si proantocianidinelesunt compusi flavonoidicincolori care formeaza
cu acizii minerali antocianidiné?rimele proantocianidine au fost extrase din struguri negri
necopti, struguri albi copti si din frunzele tinere de Vitis vinifera Sabilit ca proantocianii
au actiune amntradicali liberi de 20 ori mai activa decat vitamina E si de 50 de ori mai mare
decat vitamina C. Proantocianii actioneaza sinergic cu vitamina C imbunatatind absorbtia
acesteia. Astfel, proantocianidinele pot fi utilizate pentru efectele de protejauglareor
[10], protectia pielii si ca inhibitori de elastazbl]. De asemenea, proantocianii prezinta o
incredibila abilitate de a mentine structura colagenului. Aceasta se realizeaza prin doua
mecanisme: unul prin care protejeaza antitripdinaubstata ce actioneaza asupra enzimelor
ce determina scaderea colagenului, elastinei si acidului hialuronic, deci actiune directa. Al
doilea mecanism presupune neutralizarea peroxidarii lipidice a membranelor celulare prin
radicalii liberi.

Compusi non flavonoidici-Stilbenii.St i | beni i sunt substan$Se

grupa fenolilor neflavonoiciResveratrolul, reprezentant al stilbenilor, este o fitoalexina

produsa de plante ca rtspuns | a infecSii cu
gel e, |l a razele wultraviolete sau |l a | eziuni
puternickt antitumoralt si antioxidantt. Re s

1940, dar atenSia necesart damulpat1?e®a cemaep

[ ui “n vVion a e X pproteativet ale wiaului. RésEratroki (36,&4r"di o
trinidroxistilben) sunt fitoalexine polifenolice produse cu ajutorul enzimei stiffigetaza,

bi osintetizat.i de wi §anfcee SViid eperut rBota ydge sap
forma a doi i zomer i geometrici: cis Ki trans

Saponine Saponinele sunt larg raspandite in lumea vegetala, trei din patru specii
contin saponine; in plantele cultivate predomina componentele triterpatecéip acid
oleanolic, in timp ce saponinele steroidice spirostanolice, tip digitogenina, sunt de obicei
gasite in ierburi sau in plantele medicinale. Impartirea in saponine neutre si acide se datoreaza
prezentei gruparii carboxilice in unele saponindetpenice sau a acizilor uronici care
participa ca rest glucidic la constructia unui numar mic de saptmi@genice[12]. Marea
complexitate a structurii saponinelor deriva din variabilitatea structurii agliconului, natura
lantului glucidic precum siqeitia atasamentului la aglicon. Experimentele ce au demonstrat
proprietatile farmacologice, imunologice si fiziologice ale saponinelor au determinat cresterea

interesului pentr aceste clase de metabd]iP]. Experimente de eficacitate a tratamentului
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insuficientei venoase cu diferite saponine si sapogenine separate din Hippooasaren si
Hedera helix au fost realizate in vitro prinhibitia enzimelor specifice Astfel, doar
sapogeninele din Hedera helibhederagenina si acidul oleaneli@au preentat valori
comparabile a inhibitiei nenompetitive a hialuronidazei, dependenta de concentratie.
Acelasi comportamentdu avut si fata de elastaza. Constituientii din Aesculus hippocastan

au inhibat doar hialuronidaza, cel mai important efect avhrghponina escina. Genina
escinolul a fost mai putin actid3]. Un studiu reakat [14] in urma separarii a 10 glicozide
triterpenicecalendulozide dintre care 5 compusi nasi a 5 glicozide flavonoidice izolate din
florile de galbenele asupra activitdéarmacologice a acestora a evidentiat capacitatea anti
inflamatorie marcanta a tuturor compusilau exceptia unuia singur si efectul citotoxic
foarte puternic a doua glicozide triterpenice pe diferite linii celulare de cancer uman: colon,
leucemiemelanom.Se mi n "He | e 'Hi coaj a A. hi ppocastanunm

medicina tradi Hi onalt edreapedmt prreaeztendin exec

(HCE), escim, O saponina pura Hi escul ina, O Cuma
scart |l argt “"n practica <clinict, “n princip
periferice (CVI). Datoritt efect udaui gakssuiptr ao
aplica’Hi e “n domeni ul c 0 s met tac avandCactivitptd u s ,

mi crovasculocinetict 'Hi este indicatt pentr
pierderea ptrului. Ma i recent, proantocianid

un efect protectorndalndrerpsawnwbdcatmpodei W&, da
propriett™i | or sale foarte puternice anti oxi
pe scart | argt pentru tratamentul i nsuficie
utilizate pentru tr&& me nt u | hemoroizilor, ulcerele | ocal
S e mi reddm (aesbin), este cunoscuta pentru activitateaamtr c i nlg.ge nt |
Calendula officinalis L. (gl benel e) este

active ale florii de calendula sunt saponinele triterpenice (glicozide ale acidului oleanolic),

alcooli triterpenici (& pami r i ni , faradi ol ) THi flavonoi de
antiinflamatori.i ale floril adre ddé agahbeédel eHi
triterpenici [L5 . Datoritt compozi 'Hi ei Hi val ori i I
gtl benel e (C. of ficinalis) continut st crea
atribuite gamei valicatectde e s ypleslchanr'teD abeoo £ o
propriett™il or antiinflamatori i, vindeckttoarl
aplicate extern pentru tratarea ulcera™i il or
a ameliora durereaauzatt de wulcerul Hi I nfl ama™i a st
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pentru propriett™il e sal e antispastice, ap
CompuHi i fenol i ci (fl avonoi de THi aci zi f enc
galbeeleeC. of ficinalis con'™H ne, de asemenea, cal
Il i ber t, c©t Hi 16]n proecmkm eKlit eadifzicadgira’fi pol i

calendenic, care-& dovedi't ct au pr darp GalkenelkeléHsunt,ide f | a me

asemenea, caracterizate prin prezenHa unor g
un r ol “n lipirea tisulart CHi control ul per
extractele C. officinalis sunt proteie | e 'Hi aminoaci zi i, hidrocar|

Ssubstan'™Hel6le mi ner al e |
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CAPITOLUL II: SCREENING ANALITIC PENTRU IDENTIFICAREA DE
COMPONENTE ACTIVE DIN EXTRACTE VEGETALE DE CASTAN,
GALBENELE SI DESEURI DE STRUGURI

DETREMINAREA CONTINUTULU | IN FLAVONOIDE EXPRIMAT IN
HIDROPEROXIDAZA

1. PRINCIPIUL METODEI
Evaluarea continutului in flavone a extractelor vegetale se realizeaza prin metoda
spectrofotometrica ce are la baza reactia agliconului moleculei de hiperozida cu clorura de

aluminiu.

2. REACTIV | SI MATERIALE
2.1. REACTIVI
1 Solutie hexametilentetramina 5 g/lse dizolva 0,125 dpexametilentetraminaR in apa
purificata si se aduce la semn in balon cotat de 25ml cu apa purificata.
1 Solutiede acid clorhidric R1(solutie 250 g/L)se dilueaza 70 g acidochidric R la 100
ml cu apa
1 Solvent A : Solutie de acid acetic glacial 5% in alcool metilic: 5 ml acid acetic glacial se
dileaza la 100 ml cu alcool metilic R.
9 Solutie de clorura de aluminiu 10 % in solvent A: se dizolva 1 g clorura de aluminiu R in
solvent A si se aduce la semn in balon cotat de 10ml cu acelasi solvent.
Acetat de etil (R)
Acetona (R)
Sulfat de sodiu anhidru (R)
2.2.MATERIALE
micropipetal001 00 0 O ;
sticlarie clasa A;

hartie de filtru banda albastra.

3. APARATURA
SpectrofotometrwV-VIS Lambda 25, PerkinElmer
Balanta analiticzlectronicaprecizie 0,1 mg/ 0,01 mg

Cronometru .
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4. DESCRIEREA MODULUI DE LU CRU
Solutia stoc 1Intr-un balon cu fund plat de 100 ml, se introduc aproximativ 2,0 g extract, 1
ml solutie hexametilentetramina R, 7| solutie acid clorhidric R1 si 20 ml acetona R.
Amestecul rezultat se refluxeaza timp de 60 minute. Lichidul obtinut se transfera cantitativ
intr-un balon cotat de 100 ml si se aduce la semn cu acetona R, prin spalari repetate ale
balonului cu fund plat.
Solutia stoc 220 ml din solutia stoc 1, se introduc hatipalnie de separare, se adauga 20 ml
apa purificata si 15 ml acetat de etil R. Stratul de acetat de etil este cel superior. Stratul
inferior se transfera i alta palnie si se extrage de ircari cu cate 15 ml acetat de etil R.
Straturile cu acetat de etil reunite se spala de 2 ori cu cate 50 ml apa purificata si se filtreaza
prin sulfat de sodiu anhidru R, ifin balon cotat de 50 ml si se aduce la semn cu acetat de
etil R.
Solutia test Se iau 10 ml din solutia stoc 2, se adauga 1 ml solutie clorura de aluminiu in
solventul A si se aduc la balon cotat de 25 ml cu solvent A.
Solutia martor. Se dilueaza 10 ml din solutia stoc 2, la balon cotat de 25 ml cu solvent A.
Dupa 30 minute, se maara absorbanta solutiei test la lungimea de unda 425 nm fata de
solutia martor.
Formula de calcul
A3 125
m

A= absorbanta probei la lungimea de unda 425 nm

Continut inflavone,% =

m = masa probei luata in lucru (in g)

1,25 = factor de coréie

5. REZULTATE

. y =25154x+0,0007
Curba calibrare RZ_ 0 9988

0.4
0.3

0,2 ‘
01 .

Ahsorbanta, 2=415nm
[ ]

1] 0,005 0,01 0,015 0,02

Concentratie rutin, mg/ml

Fig. 1. Curba de calibrare cu solutie de rutin
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Extract fluid

Concentratie in reactie

Continut total flavonoide raportate

la cantitatea de rutin

in propilen Abs
glicol mg/ml extract | gr/100 gr extract
Castan 0,146 0,006 0,119 1,190 0,119
TES 0,1629 0,006 0,133 1,332 0,133
Galbenele 0,287 0,011 0,235 2,353 0,235
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DETERMINAREA CONTINUTULUI DE POLIFENOLI TOTALI EXPRIMATI IN
ACID CAFEIC

1. PRINCIPIUL METODEI
Analiza continutului in polifenoli totali se determina prin metoda spectrofotcdagbazata
pe proprietatea acestor compusi de a reduce fosfowolframatul de sodiu in mediu alcalin, la
oxizi de wolfram de culoare albastra. Intensitatea acestor coloratii se determina la lungimea
de unda de 660 nm. Concentratia de polifenoli totali serna pe baza unor curbe de
calibrare cu standard extern de acid cafeic.

2. REACTIVI SI MATERIALE

2.1.REACTIVI
1 Acid fosfowolframici solutie (R): 10 g wolframat de sodiu (R), 8 mL acid fosforic
(R) si 75 mL apa purificata se refluxeaza timp de 3 ore; dupae reeicompleteaza la 100 mL
cu apa purificata; Solutia g®ate folosi timp de 30 zile daca este pastrataddC2
1 Solutie de carbonat de sodiu 10%
1 Solutie de referinta de acid cafeic 0,01%: 0,019 acid cafeic (s.r.) se dizolva in 20 mL
apa purificata, saltrasoneaza pana la solubilizarea completa a substantei si se completeaza la
100 mL cu acelasi solverfolutia se prepara inainte de intrebuintare.

2.2.MATERIALE
1 sticlariede laborator clasa A
1 micropipete20-200m, 100-1000m

3. APARATURA
SpectrofotometrwV-VIS Specord 250 Plus
Balantaanaliticaelectronica: precizie 0,1 mg/ 0,01 mg
Cuibde incalzire

Cronometru

= =4 4 A4 -

Baie de ultrasonare

4. DESCRIEREA MODULUI DE LU CRU
Prepararea solutiilor standard:Din solutia standard stoc de acid cafeic 0,01% se dilueaza in
baloane cotate de 5,0 ml cu apa purificata, obtineselgolutii standard de acid cafeic cu

concentratiile: 30vg/ml; 60ng/ml si 90ng/ml.
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Analiza solutiilor standard Curba de calibrare:

se amesteca 0,5 ml din fiecare solutie standard de acid cafeic5cmlOacid
fosfowolframic solutie (R) in baloane cotate de 10 ml si se completeaza la semn cu
solutie NaC0O; 10%.
- se masoara absorbanta la 660 nm dupa exact 1 minut de la adaugarea solutiei de
carbonat de sodiu fata de manp@ntru solutia standard;
- martor pentru solutia standardd,5 ml acid fosfowolframic solutie (R) se dilueaza cu
apa purificata intun balon cotat de 10 ml.
- se reprezinta grafic absorbanta in functie de concentfgien() cu ecuatia de tip liniar

y = ax +h.
Prepararea solutiei test:

- intr-un balon cotat de 25 ml se introduce cca 1,0 g de extract fluid (conditionat in
propilenglicol) si se completeaza la semn cu apa purificata.

- solutia sepoate folosi timp de 24 de ore daca este pastrat8i@.2

Analiza solutiei test:

- se amesteca,® ml din solutia test astfel obtinuta cu 5,0 ml reactiv acid fosfowolframic
solutie (R), se agita si se filtreaza pe filtru cutat banda albastra.

- se dilueaza 1,0 ml din solutia test filtrata cu solutie dgCl®a20% intrun balon cotat
de 10 ml.

- se masara absorbanta solutiei test la 660 nm dupa 1 minut fata de rpantou solutia
test.

- martor pentru solutia testl,0 ml din solutia test filtrata se dilueaza cu apa purificata

intr-un balon cotat de 10 ml.

FORMULA DE CALCUL
Continutul in polifenoli toali din proba, exprimat in acid cafeic, se calculeaza cu ajutorul

formulei:
. . . .  on— CX 5 Cx 4
Continut inpolifenoli totali,%= T, X25%10 ®x100= - x25x10

Ckiconcentratia compusul ui mlal cul ata din
m 1 cantitatea de produs luata in lucru, g
2571 factor de dilutie
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5. REZULTATE

Curba calibrare ’:lg:f)f}‘f‘)iﬂ
s 15
é °
o 1 .‘._‘_
S 05 e
5 o
) 0
< 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
Concentratie acid cafeic, mg/ml
Fig. 2. Curba de calibrare cu acid cafeic
Concentratie in Continut total fenoli raportati la cantitatea
Extract fluid in ADS reactie de acid cafeic
propilen glicol
mg/ml extract gr/100 gr extract
Castan 0,7028 0,006 0,288 2,878 0,29
TES 1,0804 | 0,010 0,453 4,535 0,45
Galbenele 1,2686 0,011 0,527 5,274 0,53
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CAPITOLUL Ill: ASOCIERI DE EXTRACTE VEGETALE IN CONCORDANTA
CU ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA SI
DEMONSTRATA IN VITRO

REGENERATOARE SINERGICA

Extractul de tescovinfTES) este asociat cu alte doua extrastgetale standardizate

obtinute prin procedee tehnologice proprii, respectiv extractCdéendula officinalis

(galbenele- Gb) si Aesculus hippocastanufeastan- Cs). Combinatiile celor trei extracte

vegetale testa sau realizat astfel:

Al _TES:Gb =1:9

Extractul apos  d¢
(200mg/mi

asociat cu extractul d

tescovina

galbenele conditionat i
propilen  glicol in

proportie de 1:9

A2_TES:Cs =19

Extractul apos dg¢
tescovina (100mg/ml
asociat cu extractul d
castan condionat in
propilen glicol in

proportie de 1:9

B1 TES:Gb=1:1

Extractul apos  d¢
(200mg/mi

asociat cu extractul d

tescovina

galbenele conditionat i
propilen  glicol in

proportie de 1:1

B2_TES:Cs=1:1

Extractul apos dg¢
tescovina (100mg/ml
asociat cu exactul de
castan conditionat i
propilen glicol in

proportie de 1:1

Cl1 TES:Gb=09:1

Extractul apos  d¢
(200mg/mi

asociat cu extractul d

tescovina

galbenele conditionat i
propilen  glicol in

proportie de 9:1

C2 TES:Cs=9:1

Extractul apos dg¢
tescovina (10mg/ml)
asociat cu extractul d
castan conditionat i
propilen glicol in

proportie de 9:1

Potentialul citotoxic si activitatea biologica in sistem celularf@st evaluag prin

testareaprincipiilor active pe doua linii celulare standardizate: fibroblastani normali

(HS27) si keratinocite umane normale imortalizate (HaCaT).
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Fibroblast (linia celulara normala HS27) 1 cultivate in monostrat in mediu DMEM
(Dul beccods Modi fi ed Eagl-1dam, tbd:DBABMSibmat r i en
Aldrich) suplimentatcu 10% ser fetal bovin (cod: F7524, Sigaldrich) si utilizate in

modelele experimentale intre pasajele420

Keratinocit (HaCaT) 1 celule cultivate in mediu Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (cod: 362 00 2, ATCCE) supl i me novira $i utiizate ii 0 % s e
experimente la pasajele-40.

lll.1. Teste de citocompatibilitate cu celule epidermice si dermice pentru combinatii de

principii active vegetale

Evaluarea efectului citotoxic @ombinatiilor deextractese realizeaz@rin stabilirea
coreldiei dintre scaderea viabilitatii celularenonitorizata prin activitatea esterazelor
intracelulare(marcare cu sarea de tetrazdWlT S) si cresterea activitatii enzimatieelactat

dehidrogenazen mediul de culturaatorata permeabilizarii membrane ceteltestul LDH)

Eliberarea lactatd e hi dr ogenazei “n mediu clactaul ar ,
dehidrogenaza (LDH) este o enzimkb <citosolic
fiziologice normale ale membranei pl asmatic
supernatant ul cul turdn tceedtul am ed¢ ssnee ad B iolac @& n @
cupl at e, catalizate de LDH ki di af or amrtar, ce

un compus rokKu de formazan.

Reducerea MTS, marker al viabiltatii celulareratarea celulelor cu MTS, o sare de
tetrazolium 3(4,5imetilthiazol2-yl)-5-(3-carboxymethoxypheny?-H-tetrazoliu permite
evaluarea metabolismului oxidativ si a raspunsului unei populatii celulare la factori externi ce

pot avea un efect pozitiv sau negativ asupra vietii celulelor in cultura. Din acest motiv testul

MTS este folosit in studiile de vidbii t at e K i prolGdnrewerrsei ac eMTu:
formazanul sol ubi l “n apt are |l oc sub ac$Siu
celulele metabolic active. Cantitatea de for
e direct pnumpoulSideaadcel clue vi i din cultura

Astfel, prin corelarea testului MTS cu cel de eliberare a LDH se poate cuantifica

corect efectul unui compus/ produs asupra viabilitatii celulare.
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Pentru evaluarea citotoxicitagixtractelor vegetalkiate in studiyau fost utilizate kit
urile Cel I Ti t er 96E AQueous One Soluti on Cel |
determinarea activitkbSii met a b o | -Radieactijet e hni «

Cytotoxicity Assay de la Promega pentru eliberarea lactat dehidrogenatelL D H) n me (

extracelular.

a. Rezultate si discutii:

Celulele au fost lasate la aderat 24h (7000 celule/godeu) si tratate tidfh dei
substanta de testat, conform protocolului de lucru pentru trusa de reactivi specifici (MTS/
LDH). Toate concentratiél de principi active au fost testate in triplicat. Din valoarea medie a
absorbantelor inregistrate pentru fiecare triplicat este scazuta media absorbanteiuslank
(mediu de cultura simplu, fara celule), ca ulterior valorile obtinute sa fie raportaiattalul
celular (celule netratate cu substanta de interes) prelucrat in mod similar probelor, obtinandu
se astfel efectul compusului de testat asupra viabilitatii celulare (rezultatele testului MTS) si
respectiv, citotoxicitatea acestuia (rezultatelstulei LDH) in functie de concentratiile
folosite.

Efectul principiilor active asu liniei celulare HaCaTdupa 48h de tratamengste

reprezentat in graficele de mai jos:
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Profil citotoxic A1 TES:Gb=1:9 - linia celulara HaCaT Profil citotoxic A2 TES:Cs=1:9 - linia celulara HaCaT
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Fig. 3: Efectulcombinatilor deextract TES cu extract de galbenele (Glgestan (Csasupra
keratinocitelor umanda.) A1_TES:Gb=1:9(b.) A2_TES:Cs=1:9; (c.) B1_TES:Gb=1:1; (d.)
B2_TES:Cs=1:1; (e.) C1_TES:Gb=9:1; (f.) C2_TES:Cs=9:1

Pe domeniul de doze 0.0290.2%, amestecul Ahu a manifestat efect citotoxic, in
timp ce @ntru amestecul A2, pragul de citotoxicitate este de 0.06%. Cresterea eliberarii de
LDH in mediul de crestere si scaderea viabilitatii celulare se manifesta pentru amestecurile B1
si B2 incepand cu concentratia de 0.58Mestecurile C1 si C2 nu prezintaxicitate pe

intervalul de doze aplicate.
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Efectul principiilor active asupra liniei celulare HS2¥upa 48h de tratamengste

reprezentat in graficele de mai jos:

vgp | roD citotoxic A1 TES:Gb=3:1- linia celulara H327 Profil citotoxic A2_TES:Cs=9:1 - linia celulara HS27
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Fig. 4. Efectul combinatiilor de extract TES cu extract de galbenele (Gb) si casjaas(sa
metabolismului celular si a eliberarii de LD.) A1_TES:Gb=1:9; (b.) A2_TES:Cs=1:9;
(c.) B1_TES:Gb=1:1; (d.) B2_TES:Cs=1:1; (e.) C1_TES:Gb=9:1; (f.) C2_TES:Cs=9:1
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In cazul celulelor tratate cu Al si A2, pragul de citotoxicitate este de 0224 ,ld care
cantitatea de lactat dehidrogenaza eliberata in mediu creste, odata cu scaderea activitatii
metabolice (reducerea MTSAmestecul B2 nu prezinta citotoxicitate pe intervalul 0.02%
0.4%, in timp ce pentru celelalte trei amestecuri testate nabserva citotoxicitate pe

intervalul de doze aplicate.

Tabel nr. 1. Limitele de citotoxicitate pentru biocomplexele studiate pe liniile celulare

dermoepidermice

Linia celulara
HaCaT HS27
Extract testa

doza amestec extracte (%)

Al TES:Gb=1:9 0.2% 0.2%
Bl TES:Gb=1:1 0.5% Nu este toxic
Cl _TES:Gb=9:1 Nu este toxic Nu este toxic
A2_TES:Cs=1:9 0.06% 0.2%
B2_TES:Cs=1:1 0.5% 0.4%
C2_TES:Cs=9:1 Nu este toxic Nu este toxic
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[1.2.

Evaluarea activitatii antioxidante in sistem acelular

Actiunea antioxidanta/ ainadicalica in sistem acelularsasdeterminat printo metoda

spectrofotometrica ce monitorizeaza

picrylhydrazyl).

a.Descrierea metodei

An al

masoar a

Z a

capacita’Hii

reducerea

capacitatea

(scavenger)

DPPH

este

un

prin

radi

radicalulldPPH

(2,2diphenyt1-

este

redus |

de captare a radical.|
antioxidan™i | or de a r
monitorizarea specicaubf ot om
c al l i ber stabil organi c Ce
a forma nonradicala de catr

cO©nd

HaC

CHa

CHa

CHa

43C

HaC

HaC

Sl

N@-

QN

CH3
CHa

CHa

DPPH forma radicalica

HaC

—NOg

Antioxidant

CHa
CHa
CHa

HiC

t

HaC

2N
—NO,

©oN

CHa
CHg

CHa

DPPH forma redusa

Fig. 5: Reducerea radicalului DPPH in prezenta unor compusi cu activitatedasdlica
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406457’/JK
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Fig. 6: Spectrul UMVis a unei solutii alcoolice de DPPH

700.0

Abilitatea compusilor de a capta radicalul DPPH* este determinata de proprietatea lor

de a cedaelectroni sau hidrogen, adica de marimea potentialului de -ogtlacere al

antioxidanilor studiati. Activitatea antiradicalica (AAR) a fost definita ca fiind cantitatea de

antioxidant necesara pentsgadereaoncentratiei initiale de DPPHu 50% si reprezinta

concentratia eficienta, B¢
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b. Rezultate si discultii:
S-au testat atat extrede ca atare cat si combinatiile I8&au preparat amestecurile de

extracte astfel: o solutie apoasa de TES (100mg/ml), extractele Gb si Cs au fost diluate in

raport 1:3 in PG si apotau preparat amestecurile in raport 1:9 (A), 1:1 (B) si 9:11 (&. S

folosit drept control o solutie de 1 mg/ ml 'V
un martor format din metanol, apt distilatt
Rezultatele sunt prezentate in graficele
din doza aplicata, calculaneie astfel sconcentratia eficienta, E¢
Curba calibrare - Vit C 80 | EC. = 6.08 ¢
100 60 L
v 80 ¢ 2
2 240 ¢
2 60 2
2 40 £20 y = 85.676x- 22.313
2 20 y=9L705x+11.029| % R*=08716
R2=0,947 ) rrrrrrrrrrrrr 1 rr 1111 rTT 1
0+ . . ‘ . 000 020 040 060 080 100 1.20
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 log [doza]
log [doza] TES
100 - 20 -
|| EC= 167
80 50 60
v 60 - 0
£ 40 240
2 y=67.384x+ 34.984 A
,E 20 - R? = 0.9805 ,E 20 y=58.389x+ 20.21
L S| S — _— i S R?=0,9823
ae £ LN N B O
000 020 040 060 080 1000® G400 020 040 060 080 1.00
log [doza] lﬂg [doza]
Gb Cs
100 100
80 80 ¢
2 60 2 60
- -
3 40 i 3 40 ¢
g 20 y=0a0me ST 12 20 y= 54.241x+ 21.96
= o - R*=0.8531
O\QO\H“\"Hl\I\\l\ L 1 a\c0\""\""w----w--‘-w--‘-w
000 020 040 060 080 1.00 000 020 040 060 080 1.00
log [doza] log [doza]
Al TES:Gb=1:9 A2 TES:Cs = 1:9

24



100 - 80
80 - 60
¢ 60 - 0
T 7 40 ’
8 40 - } 2
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Fig. 7. Reducerea radicalului DPPH in prezenta principiilor active testate ca atare si a

combinatiilor lor.

Tabel nr. 2. Evaluarea efectului antiradicalic al principiilactive testate

Proba TES Gb | Cs |A1_TES:Gb|B1_TES:Gb|C1_TES:Gb| A2_TES:Cs|B2_TES:Cs |C2_TES:Cs
(1:9) (1:1) (9:1) (1:9) (1:1) (9:1)
ECso( Ol 6.98 | 1.67 3.24 1.57 2.34 3.87 3.29 4.08 5.03

Efectul antiradicalic cel mai pronuntat se remarca pentru comhgnatii TES:Gb (1:9) si

B1_TES:Gb (1:1) demonstrand un potential oxidereducator semnificativ.
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[11.3. Evaluarea activitatii antioxidante in sistem dermoeepidermic

Evaluarea stresului oxidativ intracelularasrealizat prinmetode de analiza de
citometrie in fux avand drept scomonitorizarea speciilor reactive aigen (peroxid de
hi drogen ‘Hi  Tamarcare@ cusDCPHP A 0 X ir e s p e c tletekminai¢& ) Hi
glutationului intracelular

Determinarea impactuluantioxidant al extractelor-@ realizatsi prin determinare
acti vi t & "Hidoua ennraeioxidativeé de faz, implicate i transformared, respectiv
catalaa( reac Hi e de descompuner g dadi apaipeocoaixgena

(monitorizarea i nhibi "Hi ei procesul ui de redu

[11.3.1. Efect antioxidant intrinsec prin stimularea glutationului intracelular

a. Descrierea metodei:

Glutathionul (GSH) este o sulfhidril tripeptidglu-cysgly) prezenta in concentratii
milimolare in majoritatea celulelor eucariote. Este un agent reducator intracelular implicat in
multiple procese celulare, protejand celula de speciile de radicali liberi, peroxid de hidrogen si
peroxizi organici, reactii catalizate de glutationS-transferaza si glutation peroxidaza.
Glutationulare un dublu rol: iprocesele de detoxifiergrin legarela metale grele, solventi,
pesticide si transformarea lor in substante excretabilea santioxidant prin mentinerea
gruparilori SH din proteine in forma redusa.

Detectia lui este importanta in estimarea statusului celular antioxidant intrinsec.
Determinaea glutationului intracelular se va face prin marcare cu anticorpi fluorescenti (ex.
anticorp ABCAM anti -glutation; anticorp secundar - Alexa-Fluor 488 conjugated goat
antkmouse 1gG (H+L) si analiza prin citometrie in flux. Emisia fluorescenta se corpara

cea acontrolului izotipic Mouse monoclonal IgG2a (AB10191ABCAM.)

b. Rezultate si discutii:

Stimularea sistemului antioxidant intrinsec in vederea inducerii protectiei celulare la
agresiunea proxidanta sa studiat pe ambele tipuri de celule derepaermice, in conditii
de stimulare pranflamatorieasociate invaziei bacteriefePS) si stimulare oxidativa asociata
inflamatiei (PMA). Rezultatele sunt prezentate in graficele de mai jos ca variatie procentuala
fata de martorul corespunzator.

Efectul pincipiilor active asupra glutationuluintracelular la nivelul keratinocitelor

umane (linia celulara HaCaT)
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Efectul extractelor TES, Gb si Cs asupra glutationulni
intracelular - linia celunlara HaCaT

45“/0 T
40% -
=
=) O, -
a;; 25“/0 7
ol 200/0 7
; 1 50/0 7
ot 10% -
S5
S -
-10%
M celular TES TES Gb 0.02% | Cs0.02% | NACO.6
4mg/mil 3mg/ml mM
Enestim o] 5% 5% 11% -8% 5%
nLPS o] 24°% 36% 26% 40% 5%
"PMA o) 12% 38% -2% 0% 13%
mLPS+PMA o -3% 2% 23% -3% 15%
Efectul combinatilor Al (TES:Gb=1:9)ai A2 (TES:Cs=1:9)asupra
glutationului intracelular - linia celulara HaCaT
90% -
80% -
T0% A
2 60% -
o 50% -
B 40% -
4 30% -
H  20% -
g 10% -
oo L ——
-10% A
-20%
Mcelula PG_A PG_A |Al 0.1% |Al 0.2% |[A2 0.1% | A2 0.2% | NAC 0.6
I 0.1% 0.2% mhbl
Enestim 0 4% -1% 9% 8% 11% 4% 5%
uLPS 0 1% 12% 16% 26% 0% 4% 5%
HPMA 0 -1% 9% 19% 22% 10% -12% 13%
ELPS+PMA 0 -1% -1% 21% 32% 17% 80% 15%
Efectul combinatilor B1 (TES:Gb=1:1)ai B2 (TES:Cs=1:1)asupra
glutationului intracelular - linia celulara HaCaT
80% -
T0% -
60% -
=]
% 50% -
T 40% -
.ﬂ 300/0 T
5 20% -
» 10% -
0% -
-10%
Mcelula| PG B PG B |Bl10.1% B10.2% B20.,1% B2 0.2% NACO0.6
r 0.1% 0.2% mM
Enestim o -2% -10% 8% 33% -3% 13% 5%
mLPS 0 3% 14% 23% 0% 23% T% 5%
EPMA 0 8% 13% 34% 13% -6% -6% 13%
ELPS+PMA 0 4% 1% 2% 25% T3% 1% 15%
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Efectul combinatilor C1 (TES:Gb=9:1) ai C2 (TES:Cs=9:1) asupra
glutationuluiintracelular - linia celulara HaCaT
50%
40% -
2
o 30% -
ol
B 20%
1
Hoo10% -
» s |
0%
-10%
Mcelula | PG_C PG C Cl1 Cl c2 Cc2 NAC 0.6
T 0.1% 0.2% 0.1% 0.2% 0.1% 0.2% mM
Enestim 0 1% 6% T% -10% 10% -3% 5%
ELPS 0 2% 5% 4.3% 25% 33% 20% 5%
PMA 0 T% 1% 10% 15% 1% 8% 13%
ELPS+PMA 0 3% 13% 2% 1% 17% 9% 15%
d

Fig. 8: Variatia glutationului intracelular indusa de principiile active testate individual sau
asociate la nivelul liniei celulatdaCaT

Se observa o stimulare a glutationului intracelular la nivelul keratinocitelor tratate cu
extractul TES 3mg/ml (atat in conditii bazale cat si in celulele stimulate oxidativ (PMA)
si/sau bacterian (LPS)). Extractul de galbenele (Gb) manifestanadiiimulatoare asupra
glutationului in celulele stimulate cu LPS dar si in cele in care avem stimulare oxidativa
asociata atacului bacterian (LPS+PMA). Extractul de castan (Cs) actioneaza asupra
glutationului doar in cazul stimularii cu LPS. Dintre amestée de principii active studiate,
un efect semnificativ in sensul stimularii glutationului intracelular in keratinocitele tratate cu
toate tipurile de stimuli, se remarca (AES:Gb=1:9) Bl(TES:Gb=1:1) C1(TES:Gb=9:1)si
C2 (TES:Cs=9:1) Amestecurile R ((TES:Cs=1:9) si B2 (TES:Cs=1:1) stimuleaza
glutationul doar in urma stimularii cu LPS+PMAiind eficace in combaterea stressului

oxidativ intrinsec produs de inflamatia asociata infectiilor bacteriene.
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Efectul principiilor active asupra glutationul intracelular la nivelulfibroblastilor uman
(linia celulara HS27%):

Efectul extractelor TES, Gb si Cs asupra glutationului intracelular
- linia celulara HS27
T0% -
60% -
50% -
2 40% -
g 30% -
b
g 20% -
-
[ o
5 10%
L A ‘
0%
-10%
Mcelular | PG 0.1% TES Gb Cs NAC 0.6
4mg/ml 0.02% 0.02% mM
nestim 0 0% 15% 2% 5% -5%
uLPS+PMA 0 2% 46% 35% 67% 25%
a
Efectul combinatilor Al (TES:Gb=1:9) si A2 (TES:Cs=1:9) asupra
glutationului intracelular - linia celulara HS27
40% -
35% -
30% -
2 25:/.: 1
@ 20% -
{é 15% -
" 10% T
“
P 5% 1
ODA) S —
-5%
Mcelul PG_A PG_A Al Al A2 A2 NAC
ar 0.1% 0.2% 0.1% 0.2% 0.1% 0.2% 0.6
mM
nestim o 14% 12% 1% T% 5% 11% -5%
b HLPS+PMA 0 20% 8% 10% 24% 25% 38% 25%
C.
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