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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate

Compusii naturali pot exercita functii profilactice sau terapeutice, eficienta carora a fost
dovedita pe tot parcursul evolutiei omenirii. In literatura de specialitate sunt descrise multiple
substante, oferite generos de catre natura, precum flavonoizii, carotenoidele, vitaminele, acizii
fenolici (cafeic, ferulic, galic), care de unii singuri sau in combinatic manifesta proprietati
antioxidante, antitumorale etc. [1]

Taraxacum officinale (TO) este una din plantele, a carei continut si aplicari terapeutice
incita medicina modernd pentru investigatii aprofundate in oncologie, imunologie, farmacologie,
geriatrie, industria alimentara [2].

TO se caracterizeaza printr-un continut vast de compusi bioactivi. Aceasta plantd a fost
remarcatd pentru continutul inalt de carotenoide, precum, luteina si violaxantina. Din grupul
cumarinelor TO contine esculetina si scopoletina, iar din flavonoizi, TO incorporeaza apigenin-
7-glucozida, luteolin-7-glucozida, izoramnetin 3-glucozida, luteolin-7-diglucozida, quercetin-7-
glucozida, quercetina, luteolina, rutina si crizoeriolul. Din cadrul compusilor fenolici au fost
descrisi acizii cafeic, clorogenic, cicoric (acid dicafeoiltartaric), y-hidroxifenilacetic, 4-
cafeoilchinic, p-cumaric, ferulic, p-hidroxibenzoic, protocatehic, vanilic, seringic, p-
hidroxifenilacetic (si derivatul sau [-O-[4-O-(p-hidroxifenilacetil]-p-D-glucopiranozil]-B-
hidroxi-y-butirolactona), umbeliferona, benzil-O-B-glucopiranozida, dihidroconiferina, seringina
si dihidroseringina [3].

Din polizaharide au fost remarcati glucanii, mananii si inulina. Continutul inalt de lactone
sesquiterpene (LS) apartenente guanolidelor, precum taraxacina (acidul taraxinic sau
lactucopicrina), acidul taraxinic-D-glucopiranozid, acidul  11B,13-dihidrotaraxinic-D-
glucopiranozid, acidul p-hidroxifenilacetic, p-sitosterol),11B,13-dihidrolactucin si cicorina
confera totodata si gustul amarui al TO. Lista de LS devine mult mai variatd daca vom lua in
calcul si guanolidele (11Z, 13-dihidrolactucin, ixerina D), germacranolidele, precum, acidul
taraxinic D-glucopiranozid, esterul acidului taraxinic 1-glucozil, acid 11, 13-dihidrotaraxinic I'-
glucozidul si eudesmanolidele, cum ar fi 40,11p, 13,15-tetrahidroridentin B si taraxacolid-O-Z-
glucopiranozida. Lista acestor compusi merita de a fi suplinita cu glicozide fenilpropanoice, cum
sunt dihidroconiferina, seringina si dihidroseringina, un glicozid cianogenic, prunasin, precum si
un y-butirolactona glicozid acilatd, taraxacozida. Din grupul rasinilor TO contine taraxacerin
(sau taraxacerona). Din grupul sterolilor, TO contine taraxasterol, B-taraxasterol (inclusiv
derivatii acetati si 16-hidroxi arnidol si faridol), Z-taraxasterol, homotaraxasterol, Z-sitosterol,

stigmatsterol si campesterol, a- si p-amirin, p-sitosterol, [-sitosterol-D-glucopiranozid,
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triterpenic 3B-hidroxilup-18(19)-en-21-ona. O altd clasa de compusi, prezenta in TO sunt
triterpenele, precum Y-amirin, Z-amirin, lupeol, taraxol, cicloartenol, 3Z-hidroxilup-18(19)-en-
21-ona, arnidiol si faradiol. Totodata, aceasta plantd propune omenirii un sir de compusi ai caror
beneficiu Inca este putin studiat, cum ar fi letucenina A si proteinaza serinica taraxalizin, colina,
mucilagiu si pectine [2].

Complexitatea problemei ce tine de compozitia chimicd a TO este sustinutd de studii
multiple, cu rezultate frecvent contradictorii, datoritd utilizarii diverselor parti anatomice ale
plantei, arealului de crestere si metodelor utilizate In extragerea compusilor bioactivi.

Fiind consideratda o simpld buruiand, aceasta gratie componentilor chimici si-a dovedit
eficacitatea nu numai In medicina traditionald, dar si 1n calitate de sursd generoasa de substante
cu functie antitoxica, antioxidantd, antitumorald in multiple cercetdri contemporane [4-7].
Benefice pentru sanatate s-au dovedit a fi toate partile componente ale plantei: radacina,
frunzele, tija, floarea si semintele, al caror continut este extrem de variabil, impunand indicarea
in studii a conditiilor climaterice, anotimpului de recoltare, a calitatii solului, a tipului
extractantului si timpului (durata) de extragere [8].

Gratie spectrului larg de compusi bioactivi, numarul de efecte terapeutice realizate de TO,
este impunator. Actiunile cunoscute la moment caracterizeaza TO ca un remediu eficient
antiinflamator, antioxidant, hipoglicemiant, hipolipidemiant, anticoagulant, prebiotic,
antimicrobian, imunomodulator, hepatoprotector, colagog, diuretic, urolitic, analgezic,
adaptogen, antidepresant, antihipertensiv, antiangiogenic, chemopreventiv si antitumoral [2].
Ultima, a fost demonstrata in cazul tumorilor de prostata, colon, ficat, glanda mamara, melanom,
maduva osoasa. La moment Insa nu existd date despre eficienta TO in cazul tumorilor derivate
din sistemul nervos central (SNC), inclusiv glioblastom.

Aceasta planta a demonstrat eficienta terapeutica prin implicare in multiple mecanisme si
actiune asupra numeroase molecule de semnalizare, prezentand actiuni inhibitorii sau
stimulatorii.

Astfel TO s-a evidentiat prin blocarea producerii de citokine si enzime proinflamatorii,
precum iNOS (inducible nitric oxide synthase) si COX-2 (cyclooxygenase-2), a NO, secretiei de
IL-1, a factorului de necroza tumorala TNF-a (tumor necrosis factor alpha), a speciilor reactive
de oxigen (SRO), a producerii de leucotriene si prostaglandine, a activitatii mieloperoxidazei.
Spectrul mecanismelor inhibitorii include de asemenea blocarea MAPK (mitogen-activated
protein kinase), ERK (extracellular signal-regulated kinase), ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1), a protein kinazei B, a chemotactismului si exploziei oxidative a neutrofilelor,

inactivarea caii fosfatidilinositol-3-kinasei (PI3K)/Akt si subminarea translocarii NF-xB (nuclear
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factor kappa B) [2]. La mecanismele inhibitorii au fost atribuite si diminuarea nivelului DAM
(dialdehida malonica), a intensitatii peroxidarii lipidelor si carbonildrii proteinelor, inhibitia a-
amilazei, lipazei, a-glucozidazei, a hexoaminidazei, micsorarea concentratici de sVCAM-1
(soluble vascular cell adhesion molecule-1), diminuarea expresiei membranare a complexului
GPlIb/1lla (PAC-1 binding), blocarea eliminarii de P-selectina, inhibarea sintezei de colagen tip
I si 111, a expresiei markerilor BCL-2 (B-cell lymphoma 2), VEGF (vascular endothelial growth
factor), TGF-B1 (transforming growth factor), a-SMA (smooth muscle alpha-actin), GRP78 si
GRP94 (glucose-regulated proteins 78 and 94), diminuarea continutului plasmatic de AST,
ALT, LDH si ALP, reducerea activitatii a doud izoforme ale citocromului P450 (CYP1A2 si
CYP2E) [3-8].

Printre mecanismele inhibitorii ale TO au fost descrise si diminuarea nivelului de
fosforilare a FAC (focal adhesion kinase) si SRB (sulforhodamine B), blocarea activitatii
metaloproteinazelor matriceale MMP-2 si MMP-9, a endotelinei-1si oxidazei NADPH
endoteliale, diminuarea nivelului seric de CRF (corticotropin releasing factor) [2,8].

La mecanismele de actiune ale TO, cu efect stimulativ au fost descrise nivelurile crescute
de HSP60 (heat shock protein 60), HSP 72, GSH, sporirea activititii SOD, CAT, GR, GST,
NADPH-citocrom P-450 reductazei, cresterea producerii de IFN-y, IL-4, IL-10, metalotionina
I/11, stimularea melanogenezei si inducerea apoptozei, prin inhibarea interactiunii MKK7-TIPRL
(mitogen protein kinase kinase 7- TOR signaling pathway regulator-like protein) si activarea
fosforilarii MKK7-JNK (c-Jun NH2-terminal protein kinase) [2,9].

Datoritda multitudinii de componente chimice, continutul carora este influentat de diversi
factori, rezultatele actiunii TO asupra sistemelor enzimatice, antioxidant, stresului oxidativ,
viabilitatii celulare nu sunt inca pe deplin cunoscute, frecvent contradictorii, ceea ce incita
interesul si necesitatea efectudrii cercetarilor in acest domeniu. Rezultatele prezentate in
literatura de specialitate frecvent tin de o singurd parte componentd a plantei, de un singur
extractant si mecanism de actiune. La moment lipseste un studiu comprehensiv, care ar pune in
evidentd si compara uni-momentan mai multe actiuni ale extractelor de TO, realizate din diverse
parti componente ale plantei cu diversi solventi. Totodatd nu au fost raportate date referitor la

eficacitatea TO in tumori gliale.

In baza celor expuse au fost trasate scopul si obiectivele generale ale tezei.
Scopul: studiul compozitiei chimice si a actiunii in vitro a extractelor din TO in vederea

elucidari mecanismelor biochimice de actiune si a potentialului terapeutic.
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Obiectivele:

1. Determinarea componentei chimice a extractelor din Taraxacum officinale prin
cuantificarea continutului total de flavonoizi, fenoli, fitosteroli si acizi hidroxicorici;

2. Evaluarea actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra sistemului antioxidant si
homeostaziei tiol-disulfidice;

3. Elucidarea potentialului aniradicalic al Taraxacum officinale, a capacitatii antioxidante
totale, masei si activitatii medii a antioxidantilor si actiunea asupra markerilor stresului
oxidativ;

4. Studiul actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra viabilitatii celulare in
culturi de tumori gliale;

5. Stabilirea corelatiilor dintre continutul chimic si mecanismul de actiune ale extractelor

din Taraxacum officinale.

Pentru realizarea scopului propus am determinat continutul de flavonoizi, polifenoli si
fitosteroli 1n extractele din frunze si rddacini de TO pe DMSO si etanol de diferitd concentratie,
evaluand ulterior actiunea acestora asupra sistemului antioxidant enzimatic, homeostaziei tiol-
disulfidice, cu aprecierea potentialului antiradicalic, capacitatii antioxidante totale, masei si

activitatii medii a antioxidantilor, markerilor stresului oxidativ si viabilitatii celulare.

Noutatea stiintifica si aprobarea rezultatelor.

A fost efectuat un studiu complex, uni-momentan care a permis detalierea si elucidarea
mecanismelor biochimice ale actiunii extractelor din Taraxacum officinale (TO).

Pentru prima datd a fost efectuatd o analizd biochimicad si statistici complexd care a
aprofundat cunostintele cu privire la efectele TO in dependentd de organul plantei, tipul si
concentratia extractantului, mecanismul de actiune.

Gratie acestui studiu a fost determinat cd, extractele din TO posedad actiune modulatorie
asupra sistemului antioxidant, enzimatic si non-enzimatic.

In premierd am raportat ci, desi TO actioneaza intr-o manierd dependenti de timp si
concentratie, raportul compusilor chimici este mai important, identificand in fiecare caz efectele
stimulatorii sau inhibitorii.

Detalierea continutului de acizi fenolici, in dependentd de partea plantei si tipul

extractantului de asemenea este o noutate stiintifica.
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In cadul fiecirui mecanism studiat, antioxidant, antiradicalic, antistres si antitumoral
pentru prima data a fost cuantificat continutul de CTF, CTP, fitosteroli si acizi hidroxicinamici,
astfel detaliind efectul modulatoriu al TO.

Cuvinte cheie: Taraxacum officinale, mecanisme biochimice, sisteme enzimatice, stres

oxidativ, sistem antioxidant, glioblastom, viabilitatea celulara.

Proiectul stiintific de doctorat a fost avizat pozitiv in cadrul Comitetului de Eticd a
Cercetarii a USMF ,Nicolae Testemitanu” (procesul verbal nr.3, la nr.14 din 21.11.2019).

Lucrarea a fost realizatd in cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinica,
Laboratorului de biochimie si Centrului stiintific al medicamentului a USMF , Nicolae
Testemitanu”. Rezultatele lucrarii au fost discutate si aprobate in cadrul sedintei Comisiei de
indrumare de comun cu colaboratorii Catedrei de biochimie si biochimie clinica si Laboratorului
de biochimie (procesul verbal nr.19 din 26.05.2023), precum si in cadrul sedintei Seminarului
stiintific de profil 312. Fiziologie, 315. Biochimie si biologie moleculara, specialitdtile 312.01.
Fiziologie normald si patologica, 315.01. Biochimie medicald, 315.02. Biologie moleculara si

genetica medicala (din 13.06.23).
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1. TARAXACUM OFFICINALE — COMPOZITIA CHIMICA, EFECTE SI
MECANISME DE ACTIUNE

Chimia ca stiinta a Inregistrat n ultimii ani o dezvoltare exploziva, fiind orientata din ce 1n
ce mai mult spre obfinerea unor compusi cu structura complexa, cu importante aplicatii practice
in medicind, industria chimicd, farmaceutica si cea alimentard. Identificarea si elucidarea
structurii si proprietatii acestor compusi a impus necesitatea utilizarii exhaustive a metodelor
fizico-chimice si biochimice moderne de investigare a structurii, reactivitatii, efectelor biologice
ale compusilor organici.

Una din problemele societatii moderne reprezintd cresterea incidentei tumorilor. Anual la
nivel global sunt inregistrate cca 10 milioane de decese provocate de cancer [10]. Afectiunile
neoplazice continua sa ramana o problema dificila a medicinii contemporane, caracterizata prin
indici in cresterea morbiditatii si mortalitatii. In pofida utilizarii multiplelor tipuri de
chimioterapii si abordari chimio-preventive, tumorile rdman a fi lideri al afectiunilor soldate cu
deces.

Companiile farmaceutice dezvolta diverse preparate antitumorale, care de rand cu efectul
benefic pentru pacient posedd si multiple caracteristici adverse, precum mutagenitate,
carcinogenitate, teratogenitate, mielosupresie, imunosupresie, toxicitate cardiaca, pulmonara,
hepatica, renala, etc. [11]. Astfel, dezvoltarea de noi agenti chimioterapici ramane a fi o tema
actuala, iar dezvoltarea de noi substante cu actiune antitumorala, care ar putea sa exercite actiune
antiproliferativd si citotoxica tintitd, exclusiv asupra celulelor neoplazice, ramane a fi o
provocare pentru contemporaneitate. Istoria a dovedit, ca in multe cazuri dificile solutia adecvata
a fost propusd de natura insasi. Planta a cérei continut si actiune incitd medicina si la momentul
de fata este Dandelion-ul / Taraxacum officinale (TO) / Papadia.

Pentru prima datd denumirea de Taraxacum a fost mentionatd in secolul al XI-lea la
Serapion si Avicenna, iar utilizarea acesteia a depins in mare masurd de areal si anotimpul de
colectare. Drept exemplu, in Germania, in secolul al XVI-lea pdpadia a fost folosita in calitate de
remediu sedativ, iar in medicina populard rusa aceastd planta a fost mult timp considerata
welixirul vietii" [12] .

Denumirea de Dandelion, deriva de la Leontodon, combinatie a leon (leu) si odontis
(dinte), datoritd faptului ca frunza este adanc penat-fidatd, cu lobi triunghiulari, asemanatori
dintilor [4]. Referitor la denumirea genului acceptata actualmente, Taraxacum, sunt mai multe
opinii. Conform datelor din literatura, aceasta deriva de la cuvantul Tarakshagan, care desemna
in vechime la medicii arabi o afectiune oculara pe care o tratau cu latexul prezent in planta. Alta

A

opinie are ca sursd limba greacd, unde ”taraxos” inseamna tulburare, iar ”akos” remediu.
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1.1 Caracteristica generala a speciei Taraxacum officinale

Planta medicinala Taraxacum officinale G.H. Weber ex Wiggers este membra a familiei
Asteraceae. Produsul vegetal este reprezentat din portiunile subterane (radex) — radacini, si
aeriene (frunze, floare, seminte (fructul)), ambele avand gust amar datoritd compozitiei chimice
[13].

TO este o planta perena mica, ierboasa, vivace. Radacina este pivotanta, putin ramificata,
ajungand uneori la 15-30 cm lungime si la 1-2 cm grosime. Radacina este alba la interior si brun-
deschis la exterior. Frunzele sunt lanceolate, dintate, dispuse in rozetd. Din mijlocul rozetei
deriva o tulpina tubulara, care in varf poarta un capitul floral de 2-2,5 cm, de culoare galben-
aurie. Florile sunt ligulate. Fructele sunt achene, cu rostrul de 3 ori mai lungi decat ele, ce poarta
un papus alb, lung, care se dezvolta in perioada fructificatiei, dand capitulului o forma
globuloasa. Intreaga planta contine un suc liptos (latex).

Inflorescenta se dezvoltd obisnuit in luna mai, insa plante inflorite pot fi intdlnite pand in
toamna. Productivitatea unei plante variaza la 200-7000 de seminte. Papadia infloreste in R.
Moldova din luna aprilie pana in septembrie. Radacinile si frunzele proaspat strivite elimind un
lichid laptos, cu gust amar. Florile finiseaza ciclul prin formarea de seminte, cu un trunchi de fire
de perisori albi la baza. Aceastd plantd se adapteazd usor la conditiile climaterice pe timp de
secetd si Ingheturi, ceea ce include TO in categoria buruienilor nedorite in plantatiile agricole
[14]. In prezent este cultivati in scopuri medicinale si in calitate de sursa comestibild, colectati
fie 1n salbatacie, fie in cadrul sistemului de agricultura ecologica. Principalele tari europene care
cultiva si extind pe scari larga ca produs pipadia sunt Bulgaria, Romania, Ungaria si Polonia. In
scopuri medicinale §i in alimentatie sunt utilizate florile, frunzele, tulpinile (tijele) si radacinile.
Ultimele sunt recoltate preferential in primele luni de primavara sau toamna (septembrie —

noiembrie), cand continuturile de taraxacind si inulind sunt crescute.

1.2 Compozitia chimici a speciei Taraxacum officinale

TO se caracterizeazd prin compozitie variatd ca clase de compusi si reprezentanti
individuali (figura 1). Aceasta planta a fost remarcatd pentru continutul inalt de carotenoide,
precum, luteina si violaxantina [15]. Din cumarine Budzianowski J. (1997) a determinat in TO
esculetina si scopoletina [16]. In TO a fost identificat un spectru vast de flavonoizi, precum
apigenin-7-glucozida, luteolin-7-glucozida, izoramnetin 3-glucozida, luteolin-7-diglucozida,

quercetin-7-glucozida, quercetina, luteolina, rutina si crizoeriolul [17].
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A) General structures and substitution pattemns of Phenolic Acids and Flavonoids of Taraxacum
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Figura 1. Structurile chimice ale celor mai reprezentativi compusi din componenta
TO. Schema adaptati dupa Gonzalez-Castejon et al.(2012) [2]
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Dupa Shutz et al. (2005) aceasta planta reprezinta o sursa promitatoare si de acizi fenolici:
cafeic, clorogenic, cicoric (acid dicafeoiltartaric) si izomerul sau monocafeoiltartaric, acizii y-
hidroxifenilacetic, 4-cafeoilchinic, p-cumaric, ferulic, p-hidroxibenzoic, protocatehic, vanilic,
seringic,  p-hidroxifenilacetic ~ (si  derivatul sau  B-O-[4-O-(p-hidroxifenilacetil]-p-D-
glucopiranozil]-p-hidroxi-y-butirolactona), umbeliferona, benzil-O-B-glucopiranozida,
dihidroconiferina, seringina si dihidroseringina [18].

Din polizaharide au fost remarcate de Singh et al. (2008) glucanii, mananii si inulina [19].
Gustul amarui al plantei dupa Kuusi et al. (1985) se datoreaza continutului inalt de LS
apartenente guanolidelor, precum taraxacin (acid taraxinic sau lactucopicrin), acid taraxinic-D-
glucopiranozid, acid 11p,13-dihidrotaraxinic-D-glucopiranozid, acid p-hidroxifenilacetic, p-
sitosterol),11p,13-dihidrolactucin si cicorin [19,20].

TO contine o substantd cristalind, de asemenea cu gust amdrui, din grupul rasinilor,
taraxacerin (sau taraxacerona). Kisiel et al. (2000) au izolat un compus y-butirolactona glicozid
acilata, taraxacozid [21]. Totusi lista de lactone sesquiterpene devine mult mai variata dacd vom
lua in calcul si guanolidele (11Z, 13-dihidrolactucin, ixerin D), germacranolidele, precum, acid
taraxinic D-glucopiranozid, esterul acidului taraxinic 1-glucozil, acid 11, 13-dihidrotaraxinic I'-
glucozidul si eudesmanolidele, cum ar fi 4a,11p, 13,15-tetrahidroridentin B si taraxacolid-O-Z-
glucopiranozid. Westerman si Roddick (1981) au diversificat aceasta lista cu un glicozid
cianogenic, prunasin [22]. Lista acestor compusi meritd de a fi suplinita cu glicozide
fenilpropanoice, cum sunt dihidroconiferina, seringina si dihidroseringina.

Din grupul sterolilor, TO ofera taraxasterol, B-taraxasterol (inclusiv derivatii acetati si 16-
hidroxi arnidol si faridol), Z-taraxasterol, homotaraxasterol, Z-sitosterol, stigmatsterol si
campesterol, a- si B-amirin, B-sitosterol, B-sitosterol-D-glucopiranozid, triterpenic 3B-hidroxilup-
18(19)-en-21-ona [19, 18].

O altad clasd de compusi, prezentd in TO sunt triterpenele: Y-amirin, Z-amirin, lupeol,
taraxol, taraxasterol, cicloartenol, 3Z-hidroxilup-18(19)-en-21-ona, arnidiol si faradiol [8].

Aceastd plantd propune omenirii o serie de substante a caror beneficiu inca este putin
studiat, cum ar fi letucenina A si proteinaza serinica taraxalizin, colina, mucilagiu si pectine [23].

Complexitatea compozitiei chimice a TO este amplificatd prin studiul continutului de
substante chimice in functie de partea plantei, arealul de crestere si metodele utilizate in

extragerea compusilor bioactivi.
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1.3 Continutul substantelor bioactive in organele plantei, in functie de arealul
geografic si tipul extractantului

Conform datelor furnizate de Liu et al. (2020) TO reprezintd o sursa promitatoare de
flavonoizi [24]. Autorii au depistat cca 229 de flavonoizi in extractele crude din intreaga planta.
Continutul acestora a fost estimat la 66.05 + 1.89 mg/g in extractul crud, care la fermentare a
crescut la 183.72 + 2.24 mg/g.

Aremu et al. (2019) au determinat cd continutul substantelor biologic active cu actiune
antioxidantd depinde de partea plantei [25]. Astfel frunzele s-au dovedit a fi mai bogate in
polifenoli comparativ cu radacinile (4.35+0.15 versus 1.14+0.01 GAE/mg extract), fapt
confirmat si in cazul flavonoizilor (23.17+0.14 versus 3+0.05 QE/mg extract).

In frunzele de TO au fost depistati urmitorii fenoli: luteolin-7-glucozida, luteolin 7-O-
rutinozida, izoramnetin 3-O-glucozida, quercetina 7-O-glucozid, apigenina 7-O-glucozid, doua
luteolin-7-diglucozide, acid cicoric, acid clorogenic, acid monocafeiltartaric, cicorina si esculina.
Totusi cel mai mare continut din fenoli in cazul partilor aeriene a fost atribuit derivatilor acidului
hidroxicinamic, in particular esterilor acizilor cafeic (clorogenic, dicafeoiltartaric (acid cicoric),
monocafeoiltartaric) [26].

Simandi et al. (2002) utilizand extractia cu ajutorul aparatului Soxhlet au determinat in
frunze cca 0.59% de B-amirin si 0.12% de PB-sitosterol, desi si alti fitosteroli (stigmasterol,
campesterol, cicloartenol, 24-metilen-cicloartanol, B-sitosterol) au fost identificati in concentratii
mai mici [27].

Frunzele s-au dovedit a fi bogate in potasiu, fapt ce explica eficienta acestora in calitate de
remediu diuretic. Tsialtas et al. (2002) au demonstrat ca continutul acestui microelement variaza
in limitele 30.37 - 47.73 mg potasiu/l g masa vegetald [28]. In baza datelor furnizate de Barnes
et al. (2007) reiese cd, continutul acestui microelement depinde de partea plantei, constituind
4.5% in frunze si 2.45% 1in radacini [15]. Queralt et al. (2005) utilizand ICP-AES (Inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy) au determinat 519 mg/L potasiu prin prepararea
infuziei din 5 g de frunze de TO (recoltate in Spania), la 200 mL apa, la 70°C timp de 2 ore.
Ulterior, prin aplicarea altei metode (wavelength-dispersive x-ray fluorescence method) autorii
au constatat ca intr-un gram de materie vegetala se contin 29.68 mg de potasiu. Astfel s-a
dovedit, ca potasiul din TO poseda solubilitate mai inalta in infuzii, evaluata de cercetatori la
67% [29]. Prin utilizarea a (flame emission photometry), Sogut et al. (2005) au identificat ca
continutul de potasiu din radacini de TO (recoltate in Turcia) nu depinde de forma de prelucrare

a materiei vegetale, constituind 310.22 mg/g in decoct si 340.90 mg/g in infuzii (p>0.05).
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Aceeasi situatie a fost Inregistratd si in cazul sodiului, evaluat in decoct la 962.64 mg/g si
1059.61 mg/g in infuzie [30].

Partile aeriene ale TO contin un sir de microelemente, ale caror continut dupa Keane et al.
(2001) variaza in plantele recoltate in SUA precum (mg/kg): Cd 0.55-3.11, Cr 2.83-61.72, Cu
2.10-58.41, Fe 61-3916, Mn 21.70-276.95, Ni 2.15-38.02, Pb 0.50-45.00, Zn 18.60-261.40 [31].
Analizand plantele din 13 regiuni ale Poloniei, Krolak (2003) a determinat ca continutul
microlementelor variaza in limite largi, precum Cd 0.04-0.27, Cu 1.5-8.7, Pb 3.3-175.3, Zn 7.9-
103.6 (mg/kg) [32].

Radacinile de TO contin un sir de sesquiterpene, precum eudesmanolide,
(tetrahidroridentina B si  taraxacolide-O-B-glucopiranozide),  guaianolide  (11p,13-
dihidrolactucina si ixerina D), esterii germacranolidelor (acid taraxinic B-glucopiranozid si
derivatul sau acid 11,13-dihidrotaraxinic- B-D-glucopiranozid) si ainsliozide [21]. Aditional
acestora, radacinile contin o glicozidd vy-butirolactona acilatd sau taraxacozid, acid p-
hidroxifenilacetic, benzil glucozid, dihidroconiferin, seringin si dihidroseringin. Portiunea
radiculard oferal3 compusi fenolici: dintre care cantitativ predomind acidul cicoric, urmat de
acidul hidroxicinamic, acidul dicafeoiltartaric si derivatii sai, in particular esterii acidului cafeic
si cativa izomeri ai acidului cafeoilcinic cum ar fi acizii monocafeoiltartaric, 4-cafeoilcinic,
clorogenic, cafeic, p-cumaric, ferulic, p-hidroxibenzoic, protocatehinic, vanilic, seringic si p-
hidroxifenilacetic. Din cumarine au fost extrase umbeliferona, esculetin, scopoletin, cicorin si
aesculin. Flavonoizi sunt si ei prezenti sub forma de luteolin, izoramnetin, apigenin si quercetin
cu derivatele sale (rutinozide si pentozide) [17]. Cele mentionate sunt diversificate cu triterpene
st fitosterolii, precum taraxasterol si y-taraxasterol deopotrivd cu derivatii sai (acetati si 16-
hidroxi): arnidol, faradiol, a-amirin, -amirin, B-sitosterol si stigmasterol [2]. Totodata nu lipsesc
carbohidratii (inulina, fructoza, glucoza, zaharoza), carotenoizii (luteina), acizii grasi (acidul
miristic), colina, cca 1.1% de mucilagiu, pectine, vitamine si minerale [19].

Daca la prima vedere multi componenti se regasesc in toate portiunile plantei, continutul
acestora pare a fi totusi diferit. Sesquiterpenele, acidul taraxinic [-D-glucopiranozid, acidul
11,13-dihidrotaraxinic-D-glucopiranozid, acidul p-hidroxifenilacetic si p-sitosterolul, care
confera gustul amar, predomina cantitativ in frunze [20]. Continutul de polifenoli s-a dovedit a fi
mai mare in partile aeriene ale plantei, frunze si flori, constituind cca 9.9+0.282/100g extract,
comparativ cu cantitatea infima, de 0.086+0.003 g/100 g extract din radacini [2]. Acizii cicoric,
hidroxicinamic, monocafeoiltartaric si clorogenic au fost determinati in toate organele plantei, in
timp ce cumarinele, cicorina si aesculina, glicozidele flavonoide, precum luteolin-7-O-glucozida,

luteolin-7-O-rutinozida, izoramnetin 3-O-glucozida, quercetin-7-O-glucozida, si apigenin-7-O-
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glucozida au fost determinate doar in frunze. Din compusii fenolici majoritatea in frunze si flori
o constituie derivatii acidului hidroxicinamic, in particular esterii acidului cafeic, cum ar fi acizii
clorogenic, dicafeoiltartaric (cicoric) si monocafeoiltartaric. Glicozidele flavonoide, precum
luteolin-7-O-glucozida, luteolin-7-O-rutinozida, izoramnetin-3-O-glucozida, quercetin-7-O-
glucozida si apigenin-7-O-glucozida au fost raportate in egala masura in frunze si flori de TO, pe
cand luteolin-7-O-glucozida, doua luteolin-7-diglucozide, luteolina si crizoeriolul, au fost
caracterizate ca componente exclusive ale florilor [2]. Culoarea galbena a florilor este datorata
unui pigment carotenoid, care reprezinta un diester al taraxantinei (epoxid luteinic), din care
motiv Booth V.H. in 1964 I-a denumit ca “taraxien”. Ulterior Meléndez-Martinez et al. (2006)
au inclus in palmaresul TO si alti izomeri ai epoxidului luteinic [33].

Continutul de compusi bioactivi depistati in TO ar putea fi diferit de la un caz la altul,
fiindca modurile de preparare a extractelor si solventii propusi de diverse echipe de cercetatori
pentru extragere au fost diferite.

Blumenthal et al. (1998) au propus pentru pregatirea infuziilor 1 lingura de produs vegetal
(3-4 g) la 0 cana de apa [18]. Alte propuneri acceptate in farmacopei sunt extragere in etanol
60% (5.6-8.4:1, v/v), etanol de 30% (1:0.9-1.1; v/v sau 0.75:1; m/m), sau suc scurs din plante
proaspit inflorite (1:0.6-0.8 sau 1.75:1).

Studiind actiunea TO, Popovic et al. (2001) au determinat ca extractul cu etil acetat din

flori in combinare cu CCl, (tetraclorura de carbon), extractele hidrice si cloroform din tijd, cu sau
fara CCl,, precum si extractele hidrice din rdddcini au cea mai joasa activitate antioxidantd [34].

Conform datelor lui Mitek et al. (2019) cea mai inalta activitate antioxidantd a fost
raportatd n cazul frunzelor, unde dintre polifenoli majoritatea au constituit derivatii luteolinei si
acizii fenolici [6]. Analiza cantitativd a pus in evidentd faptul ca extractele pe acetona de 30%
sunt mai bogate in fenoli (0.535 mg/mL) in cazul frunzelor, pe cand in cazul florilor cel mai inalt
continut de fenoli a fost determinat in extractele pe Triton X-100 (0.385 mg/mL). Analizand
capacitatea antioxidanta prin testul DPPH, autorii au stabilit importanta extractantului: in cazul
florilor extrase cu Triton X-100 aceasta a fost mai joasa (0.294 + 0.012 mg TE/g DW(masa
uscata)) decat in cazul florilor tratate cu acetona (0.892 + 0.005 TE/g DW). De mentionat ca, in
cazul frunzelor tipul extractantului in acest test nu a avut importanta, raportat in extractele cu
Triton X-100 ca 0.962 + 0.004 mg TE/g DWsi 0.950 + 0.002 TE/g DW in extractele cu acetona.
Autorii au atras atentia si la metoda utilizatd pentru analiza aceluiasi mecanism de activitate:
rezultatele dintre testele DPPH, actiunea de reducere si testul CUPRAC au redus continutul si

activitatea antioxidanta a frunzelor vs flori intr-o maniera diferita.
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Datele raportate de Jedrejek et al. (2017), care au comparat frunzele si petalele, releva ca
ultimele posedd activitate antioxidanta mai accentuata, explicatd de autori prin continutul mai
inalt de flavonoizi [35]. Ulterior, aceiasi autori au pus in evidenta diferenta dintre activitatea a 5
extracte din radacini de TO si mediul de actiune. Astfel, in testul DPPH, rezultate net superioare
ale activitatii de eliminare a radicalilor liberi (free radical scavenging activity) au fost descrise in
cazul fractiilor imbogatite cu acizi hidroxicinamici, preferential esterii acizilor cafeic, cumaric si
ferulic [36]. Contrar, in plasma, cel mai promitator rol de protector contra actiunii oxidative a
H,O,/Fe a fost descris in cazul fractiei bogate in lactone sesquiterpene.

Date noi referitor la continutul acestei plante au fost raportate recent de Lis et al. (2020),
care au supus analizei minutioase fructul (semintele) de TO [37]. Autorii in baza unei analize
HR-QTOF-MS (high resolution-quadrupole time of flight-mass spectrometry) detaliate au
identificat cca 30 de metaboliti, profilul fitochimic fiind dominat de flavonoizi si derivatii
acidului hidroxicinamic.

De rand cu polifenolii frecvent depistati, cum ar fi esterii acidului cafeic si flavonele,
autorii au depistat o serie de derivati ai flavonelor, caracteristice acestei portiuni din planta,
biflavonele filonotisflavone (2’,8-biluteolin) si luteolin 3’-O-glucozida. Aceste substante
conform datelor prezentate de Lone et al. (2016) poseda actiuni citotoxice, antibacteriana,
antivirald, antioxidanta si antiinflamatoare [38].

Suplimentar celor mentionate, Choi et al. (2018) au determinat prezenta catorva
flavolignani (tricin-lignan conjugati), cum ar fi calquiquelignan D/E si salcolin A/B in toate
partile componente ale plantei [39].

Importanta extractantului a fost redata si de Gonzalez-Castejon et al. (2012), care au
subliniat ca extractele cu metanol poseda activitate antiinflamatoare mai pronuntata, comparativ
cu alti solventi [2].

Trebuie de notat, cd compozitia chimica a TO este influentatd de anotimpul in care este
recoltatd. Drept exemplu, continutul de fructoza obtinuta prin conversie din inulina constituie 2%
primavara si 40% toamna [40]. Lactonele sesquiterpene responsabile de gustul amarui ating
apogeul in frunze si tija la coacere (primdvara-vara), iar in radacini toamna [2]. Din sterolii
liberi, prezenti in frunzele de TO, recoltate primavara-vara, sitosterolul are cel mai inalt continut,
urmat de stigmasterol si campestrol. Totusi, continutul sterolilor metilati liberi s-a dovedit a fi
mai inalt pe timp de iarna, in timp ce esterii sitosterolului si cicloartenolului ating apogeul vara,

fiind demonstrata corelatia dintre continutul acestora cu durata iluminarii [22].
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1.4 Activitatea speciei a Taraxacum officinale
Desi majoritatea componentelor bioactive din TO au fost izolate si identificate, activitatea
biochimica a multora din compusi ramane inca a fi elucidata sau concretizata, rezultatele din

literatura de specialitate fiind contradictorii [3].

Actiunea antiinflamatoare. Conform rezultatelor prezentate de Tita et al. (1993)
extractele din radacinile de TO sau dovedit a fi efective in prevenirea edemului ldbutei
sobolanului indus prin testul caragenan (carrageenean), realizat prin administrarea preventiva
(100 mg/kg, 1 ord) intraperitoneala sau orala a extractului pe etanol de 80% [41].

Eficacitatea TO in tratamentul edemului urechii indus cu 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetat a fost demonstrat de Yasukawa et al. (1998), care au stabilit ca extractele metanolice din
frunze si radacini pot diminua inflamatia cu 69%, si respectiv 51%, cele din flori cu 95%
comparativ cu efectul indometacinei utilizata in calitate de control, evaluat la 96% [42].

Kashiwada et al. (2001) au mentionat ca extractele metanolice din radacinile de TO
blocheaza semnificativ leucotrienele B4 produse de neutrofilele umane, activate cu calciu
ionofor in calitate de agent inflamator [43]. Autorii totodata au mentionat importanta tipului
extractantului, indicand ca extractele realizate cu etil acetat sau apa poseda activitate
antiinflamatoare mult mai joasa, comparativ cu cele realizate pe metanol. Inhibitia de 86% a fost
atribuita la doua glucozide sesquiterpene: acizii 14-O-B-D-glucozil-11,13-dihidro-taraxinic si 14-
O-B-D-glucozil-taraxinic.

Conform datelor furnizate de Hu et al. (2005) luteolin si luteolin-7-O-glucozida prezente in
extractul de flori (<20 uM) din TO poseda capacitatea de a diminua inflamatia prin blocarea
producerii de citokine proinflamatorii de catre iNOS si COX-2, a NO si prostoglandinei E2 de
catre macrofagele RAW264.7 stimulate prealabil cu LPS (lipopolizaharide) [44]. Mai mult, Koh
et al. (2010) au stabilit ca influenta extractelor din frunze asupra iNOS, COX-2 si mediatori ai
inflamatiei este dependentd de doza si are loc prin inactivarea MAPK [45]. Activitate similara a
fost demonstratd si de Seo et al. (2005) in caz de pancreatitd la sobolani, indusa cu
colecistochinina [46]. Conform autorilor, decoctul hidric din frunze de TO administrat oral
animalelor (10 mg/kg), urmat de injectarea subcutanata a colecistochininei la interval de 1, 3, 5
ore, timp de 5 zile a diminuat semnificativ raportul greutatea pancreasului/greutatea corpului,
secretia de IL-6, a TNF-a si a crescut nivelurile de HSP60, HSP72. Mecanisme analogice au fost
descrise si de Liu et al. (2011) in inflamatii acute ale plamanilor la soareci, induse cu LPS.
Efectul protectiv. al TO a fost demonstrat prin diminuarea continutului de citokine

proinflamatorii (TNF-a si IL-6) in lavajul bronhoalveolar dupa 6 ore de la provocarea inflamatiei
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[47]. Autorii au relatat o diminuare a numarului de neutrofile si masei plamanilor dupa 24 ore de
la administrarea de TO. Totodatd, s-a mentionat o diminuare a activitatii mieloperoxidazei
(MPO) si cresterea activitatii SOD 1n parenchimul pulmonar. Acest efect a fost atribuit de cétre
Shi et al. (2008) luteolinei, care printr-o serie de actiuni sinergice, precum blocarea MAPK,
ERK, protein kinazei B, chemotactismului si exploziei oxidative a neutrofilelor si-a subsemnat
eficacitatea in afectiunile pulmonare [48].

Actiunea antiinflamatoare a extractului hidric din frunze de TO a fost recent demonstrat de
Hu et al. (2017), utilizdnd celule RMMVECs (rat mammary microvascular endothelial cells)
afectate inflamator prin administrarea de LPS [49]. Astfel extractele de TO in concentratia de
100 si 200 pg/mL au inhibat semnificativ expresia TNF-a si ICAM-1 imediat dupa tratament, iar
extractul de 10 ug/mL dupa 8-12 ore. Rezultate similare au fost descrise de Jeon et al. (2017) la
utilizarea profilacticd a extractelor metanolice de TO (100 pg/mL TO pentru 1 h) in cazul
celulelor HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) stimulate cu LPS [50]. Planta a
blocat seminficativ interactiunea endoteliocitelor cu monocitele, prin diminuarea expresiei unui
sir de factori de adeziune si citokine proinflamatorii (vascular cell adhesion molecule-1,
monocyte chemoattractant protein-1, NF-xB), fara a afecta activarea MAPK.

Park et al. (2011) au concluzionat ca, luteolina si acidul cicoric, doi din cei mai remarcabili
constituenti ai TO, inhiba sinergic procesul inflamator prin inactivarea caii fosfatidilinositol-3-
kinasei (PI3K)/Akt si blocarea translocarii NF-kB in celulele RAW264.7 stimulate cu LPS [51].

Intr-un studiu publicat de Jackson et al. (2008), TO intr-un mix de 7 ierburi si-a dovedit
eficacitatea in inflamatia colonului, diminuadnd semnificativ si sangerarile rectale [52]. Desi
etiologia colitei ulceroase nu este pe deplin cunoscutd, iar tratamentul este frecvent unul
imunosupresiv, ameliorarea a fost atinsa gratie unui sir de actiuni antiinflamatorii sinergice,
precum inhibarea transcriptiei factorului proinflamator NF-«B, supresia expresiei iNOS, COX-2,
TNF-0, IL-1, IL-6, diminuarea nivelului oxidului nitric (NO), SRO, producerii de leucotriene si

prostaglandine in mucoasa alterata.

Actiunea antioxidanti. Producerea in exces de SRO este un mecanism declansator in
multiple procese fiziologice si patologice, precum tumorogeneza, ateroscleroza, imbatranirea,
bolile neurodegenerative etc. [53]. Utilizarea antioxidantilor ar fi o posibilitate consecventa,
logicd, care ar preveni, trata sau retine dezvoltarea acestor stari patologice. TO si-a demonstrat
eficacitatea in calitate de antioxidant in diverse experimente, in Vvitro si in vivo.

Sumanth et al. (2006) au confirmat ca extractele hidro-alcoolice din radacini de TO (100

mg/kg) au crescut activitatea a unui sir de markeri ai sistemului antioxidant, cum ar fi SOD,
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catalaza, peroxidaza, GSH si au redus peroxidarea lipidelor [54]. Hu si Kitts (2003) au
determinat, ca si extractele hidrice si cu etil acetat din flori de TO poseda activitatea antioxidanta
[55]. Totodata, autorii au semnalat ca aceste extracte au diminuat ruperea ADN-ului si oxidarea
liposomilor fosfatidilcolin structurati, induse de radicalii peroxid. In opinia autorilor aceste
proprietati sunt datorate glucozidelor, luteolin si luteolin 7 - O-glucozida.

Extractul din flori de TO s-a dovedit a fi efectiv in oxidarea acidului linoleic si
neutralizarea radicalilor hidroxil si superoxid, binecunoscuti pentru rolul nociv in lantul stresului
oxidativ [56]. Activitatea sinergica exercitata de TO cu Y-tocoferol fata de difenilpicril-hidrazil
(DPPH) a fost atribuita capacitatii de reducere a flavonoizilor si derivatilor acidului cumaric, cu
o activitate de reducere echivalenta la 40% a acidului ascorbic. Acelasi extract din flori de TO si-
a dovedit eficacitatea in atenuarea oxidarii intracelulare indusa de radicalul-peroxid a clonei de
macrofage RAW264.7. Eficacitatea extractului crud din flori In prevenirea actiunii nocive a SRO
si NO, a fost atribuita efectului cumulativ al acizilor clorogenic, cafeic si flavonelor, luteolin si
luteolin 7-O-glucozid [44].

Jeon et al. (2008) utilizand extractele etanolice din frunze uscate de TO au demonstrat
capacitatea de scavenger a radicalilor in testul DPPH, diminuarea nivelului intracelular de specii
reactive de oxigen, activitate antiangiogenica in testele pe membrana corioalantoida, inhibarea
formarii exsudatelor, diminuarea semnificativd a nivelului oxidului nitric $i a numarului de
leucocite in exsudatele provocate prin testul caragenan [57]. Autorii au descris si efectul
inhibitor al TO asupra permeabilitatii vasculare si crampelor abdominale dezvoltate in testul cu
acid acetic. Aceste extracte s-au dovedit a fi efective in supresia producerii de NO, iNOS si
COX-2 in macrofagele stimulate cu LPS. Autorii au concluzionat, cd frunzele de TO poseda
actiune antiangiogenica, antiinflamatoare, antinociceptiva si antioxidanta.

Activitati antiinflamatoare si antioxidanta au demonstrat si extractele etanolice din radacini
de TO administrate in doza de 100 mg/kg per 0s sobolanilor cu edem de ldbuta indus prin testul
caragenan [2]. De notat, ca aceeasi doza administrata peritoneal a manifestat eficacitate mult mai
joasa.

Totusi, in literatura sunt date care prezinta rezultate contradictorii. Astfel Kim et al. (1999)
prin tratarea cu decoct hidric din frunze de TO a macrofagelor peritoneale stimulate cu y-
interferon au determinat cresterea producerii de NO si iNOS, efect care a fost blocat selectiv cu
inhibitorul protein kinazei C, staurosporina.

Hagymasi et al. (2000) au stabilit ca TO actioneaza benefic asupra microsomilor din ficatul
sobolanilor Wistar [58]. Liofilizatele hidrice, atat din frunze, cat si din radacini au diminuat

nivelul DAM intr-o manierd dependenta de doza. Extractul din frunze a exercitat actiune
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membranoprotectorie mai efectiv (IC.,=0.55 mg/mL), comparativ cu radacinile (IC_,=1 mg/mL).

Extractele din TO pot stimula si activitatea NADPH-citocrom P-450 reductazei, chiar si in
absenta cofactorului NADPH. Si in acest caz, frunzele au dovedit eficacitate mai inalta. Un alt
tip de actiune realizat de TO elucidat in literatura este abilitatea sa de a dona atomi de hidrogen,
proprictatea de reducator (reducing power property) si capacitatea de eliminare a radicalilor.
Conform datelor prezentate, abilitatile de donor de hidrogen, agent de reducere si de eliminare a
peroxidului de hidrogen (H,0,) ale extractelor din frunze au corelat cu continutul de polifenoli,
mai mare de 3 ori decat in radacini [59].

Popovic et al. (2001) au stabilit actiunile antioxidante ale florilor, frunzelor, tijei si
radacinilor prin masurarea peroxidarii liposomale a lipidelor indusa de Fe?* si acidul ascorbic.
Totodata toate tipurile de extracte din TO au aratat/demonstrat actiunea antioxidanta a fulerenul-
ului [34]. Aceeasi autori au determinat inhibarea producerii de radicali hidroxil de catre
extractele de TO, dintre care cele mai efective s-au dovedit a fi cele realizate pe baza de etil
acetat si apd din flori, si cele hidrice din tija. Efectul inhibitor al TO a fost descris si de
Kaurinovic et al. (2003) in cazul extractelor din frunze cu cloroform, etil acetat si n-butanol sau
eter din radacini [60].

Wojdilo et al. (2007) au mentionat, ca extractul din radacini pe metanol de 80% a fost cel
mai efectiv in testul DPPH, din 32 de plante utilizate in studiu [61]. Pe de alta parte, extractul
identic a demonstrat o activitate joasa in testele ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonic acid) si FRAP (ferric reducing antioxidant power), in pofida unui continut inalt de
polifenoli (12.6 gallic acid equivalent (GAE)/100 g dry weight (DW)), fapt ce confirma repetat
importanta extractantului utilizat in studiu.

Activitatea de eliminarea a peroxinitritului NO3z (10 uM) a extractelor din radacini de TO
cu metanol (5 pg/mL), mdsurata prin oxidarea dihidrorodaminei 123 a fost raportatd ca cea mai
joasa (20%) din 28 de plante utilizate in studiu [62].

Activitatea antioxidantd a fost demonstratd si in experimentul prezentat de Sumanth si
Rana (2006). Cunoscut este faptul, ca administrarea a CCl, in doza de 1.5 mL/kg sobolanilor
liniei Wistar produce standard efecte hepatotoxice. Utilizarea profilactica per os a extractului din
radacini de TO pe etanol de 70% (100 mg/kg) a imbunatatit semnificativ nivelurile de SOD,
CAT, GSH si peroxidaza (PO) [63].

Yoo et al. (2009), utilizand celule V79-4 tratate cu H,O;, (1 mM), au caracterizat TO ca o

sursa promitatoare de antioxidanti activi in eliminarea radicalilor superoxizi [64].
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Jedrejek et al. (2019) au depistat ca extractele din radacini de TO modifica indicii stresului
oxidativ in plasma doar dupa actiunea preliminara a unui oxidant, cum ar fi H,O,/Fe [36].
Extractele din TO au diminuat peroxidarea lipidelor incepand cu doza de 5 pg/mL, iar cel mai
pronuntat efect a fost descris la concentratia de 50 ug/mL. De asemenea autorii au explicat
diminuarea carbonildrii proteinelor si protectia tiolilor proteici contra actiunii ddundtoare a
oxidantilor. Trebuie de subliniat faptul, cd aceste actiuni depind de componenta extractelor.
Astfel, In cazul a 2 extracte, Imbogatite cu lactone sesquiterpene si acizi cafeoiltartarici,
activitate antioxidantd marcatd a fost evaluatd in concentratiile 5-50 pg/mL, iar in cazul
extractelor in care au predominat esterii hidroxifenilacetat-inositol, cea mai inalta activitate a fost
descrisa la doze mici, in limitele 0.5-5 pg/mL.

Aremu et al. (2019) au stabilit ca activitatea antioxidanta a TO depinde de partea plantei,
explicat prin continutul diferit de substante bioactive [25]. Astfel rezultatul testului cu ABTS a
fost de 407.5 + 0.14 in cazul frunzelor versus 171.5 + 1.01 (TEAC/mg extract) in cazul
radacinilor. Rezultatele testului FRAP de asemenea au fost statistic diferite, inregistrand in cazul
frunzelor valori de 156 + 5.28 comparativ cu actiunea radacinilor — 40 + 0.3 (AAE/mg extract).
Gratie continutului mai mare de polifenoli si flavonoizi in frunze, concentratia ECsg stabilitd in
cadrul testului DPPH a fost mai mica (0.4 mg/mL), comparativ cu cea exercitatd de radacini (1.3
mg/mL). De mentionat ca TO si-a dovedit eficacitatea in calitate de remediu util in stresul
oxidativ fara a prezenta toxicitate (LD50 > 5000 mg/kg bw). Datele referitor la suprematia
antioxidantd a frunzelor descrisa anterior coincid si cu rezultatele publicate de Vasmatkar et al.
(2016), Padmapriya et al. (2017), Tshabalala et al. (2020) [65-67].

Actiune antioxidantd poseda si semintele de TO [37]. Testul DPPH a evidentiat activitatea
inaltd de antiradical al extractelor metanolice, ICsy variind in limitele 0.06-0.42 mg/mL 1in
functie de compozitia extractului. Autorii au stabilit ca aceastd actiune este mai putin influentata
de prezenta flavonoizilor, de baza fiind conjugatii tricin-lignan si agliconele flavone (crizoeriol,
tricin si apigenin), capabili de a modifica (metila sau substitui) sistemul catechol in inelul B al

agliconului.

Actiunea hipoglicemianta si hipolipidemianti. Datele din literaturd prezintd rezultate
controversate referitor la eficienta extractelor de TO in calitate de remedii hipoglicemiante.

In diabetul zaharat, hiperglicemia este responsabild pentru dezvoltarea stresului oxidativ,
prin auto-oxidarea glucozei si glicarea proteinelor, asociata cu cresterea peroxidarii lipidelor si

diminuarea activitatii mecanismelor antioxidante [68].
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Cho et al. (2002) au determinat ca, la administrarea extractelor hidrice din frunze de TO
sobolanilor cu diabet indus cu streptozotocina are loc diminuarea concentratiei DAM hepatice si
a glucozei serice [69].

Administrarea a unui mix de ierburi, in care 9.7% au fost radacini de TO a Tmbundtatit
semnificativ indicii sistemului antioxidant in ficatul soarecilor diabetici [68]. Dupa datele lui
Petlevski et al. (2001), administrarea extractului etanolic uscat, 20 mg/kg, soarecilor NOD
(nonobese diabetic) carora li s-a indus diabetul cu alloxan a diminuat semnificativ nivelurile de
fructozamina si glucoza [70]. Aceiasi autori au demonstrat ca la a 7-zi de tratament cu 20 mg/kg
de extract a crescut semnificativ activitatea catalitica a GST si a diminuat nesemnificativ DAM,
considerati drept indicatori ai Stresului oxidative in diabetul precoce.

Suspensia de TO (din toata planta) in 2% de tragacant, administrata iepurilor per 0s in doza
de 0.5 g/kg corp nu a modificat nivelul glucozei la animalele normo-glicemice [18]. Odata cu
cresterea dozei administrate la 1-2 g/kg corp s-a semnalat un efect hipoglicemic pronuntat. Insa,
dupa datele lui Akhtar MS et al. (1985) administrarea de TO in aceleasi doze animalelor cu
diabet provocat cu preparatul alloxan nu a modificat nivelul glucozei in sange.

Hussain et al. (2004) au stabilit stimularea secretiei insulinei de catre celulele INS-1 sub
influenta extractelor etanolice de TO in doza de 40 pug/mL in diabet. De mentionat cd exista
plante, precum Artemisia roxburghiana, Salvia coccinia sau Monstera deliciosa care au realizat
aceeasi actiune in dozd mai mica (1 pg/mL), comparativ cu TO [71]. Actiunea secretagoga
pentru insulind si diminuarea concentratiei serice a glucozei sub influenta TO a fost sustinuta si
de Schutz et al. [3].

Unul din componentele TO, acidul clorogenic s-a dovedit a fi efectiv in diabet gratie
diminudrii absorbtiei de carbohidrati si inhibarea transportului intestinal al glucozei [72].
Totodata acest acid a inhibat efectiv si glucoso-6-fosfat translocaza (G6PT).

Enzima a-glucozidaza, din citolema epiteliocitelor intestinului subtire catalizeaza scindarea
dizaharidelor si obtinerea glucozei. Compusii capabili de a bloca a-glucozidaza intestinala pot
incetini digestia si absorbtia carbohidratilor, astfel indirect controland glicemia postprandiala.
Conform datelor prezentate de Onal et al. (2005), extractele hidrice de TO au inhibat efectiv, in
vitro aceastd enzima cu un ICsy de 2.3 mg extract plantd/mL in drojdie (Saccharomyces
cerevisiae), 3.5 mg extract planta/mL in cazul ficatului de iepure si 1.83 mg extract plantd/mL
actionand asupra epiteliocitelor intestinului subtire de iepure [73].

In favoarea administrarii TO in diabetul zaharat tip 2 vorbesc si datele lui Melzig si Funke
(2007) care au depistat o inhibitie de 20-45% a a-amilazei dupa administrarea extractului din

frunze [74]. Utilizarea aceluiasi tip de extract a inhibat efectiv si a-glucozidaza din drojdia de
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panificatie, ficatul si intestinul de iepure cu un IC_, (mg plantd/mL) de 2.3, 3.5 si 1.83,

comparativ cu controlul (acarbose) de 0.5, 0.75, si 0.25 mg/mL.

Conform datelor furnizate de Kim et al. (2007), TO si-a demonstrat eficacitatea in calitate
de remediu antiinflamator la soarecii C57BL/6, care urmau o dietd aterogenica [75]. Animalele
au primit in decursul a 6 saptdmani extracte alcoolice si hidrice de 1.5%, 3% din intreaga planta.
Drept rezultat s-a constatat ca continutul plasmatic total de colesterol si trigliceride a diminuat
considerabil in grupul animalelor care au primit ca supliment extractele de TO, mecanism
explicat de cercetatori prin excretia mai exprimata a lipidelor datoritd efectului colagog al TO.

Intr-un alt studiu in care s-au folosit frunze de TO, cercetitorii au stabilit si alte actiuni ce
au ca punct de reper inflamatia, precum diminuarea activitatii SOD, cresterea activitatii CAT si
nivelului de GSH nu numai in plasma, dar si in ficat, cord, rinichi [76]. Ca urmare al acestui
studiu s-a concluzionat ca TO poate reduce riscul de dezvoltare a aterosclerozei prin activitatile
cumulative antiinflamatoare, antioxidante si hipolipidemice.

De asemenea exista dovezi in vivo referitor la eficienta TO intr-un sir de stari, ce predispun
la afectarea sistemului cardiovascular, precum hiperlipidemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia si obezitatea [69]. Drept exemplu, extractele din frunze de TO au exercitat
actiune hipolipidemica in cazul sobolanilor aflati atat pe dietd cu continut sporit de colesterol, cat
si In cazul animalelor diabetice. Utilizarea extractelor din frunze si radacini a diminuat
extinderea procesului aterogen, a redus indicii stresului oxidativ, nivelurile colesterolului total,
trigliceridelor, LDL-col si a stimulat cresterea concomitenta a HDL [77].

in studiul efectuat de Kim et al. (2007) cu extractele hidrice (1.5%) si etanolice (3%) pe
soareci de linie C57BL/6, care urmau o dieta aterogena, s-a raportat o descrestere semnificativa a
trigliceridelor si colesterolului total in plasma si ficat, dupa 6 siptimani de administrare [75]. In
contrast, a crescut concentratia totala de lipide, trigliceride si colesterol in masele fecale. De
asemenea, autorii au subliniat micsorarea concentratiei de sSVCAM-1 un biomarker asociat in
literatura cu hipertensiunea, inflamatia si disfunctiile endoteliale.

Inhibarea lipazei pancreatice, enzima cheie in digestia lipidelor, in opinia lui Olshansky et
al. (2005) reprezinta o actiune suplimentara a TO, capabild de a micsora absorbtia lipidelor [78].
Activitatea extractelor de TO a fost comparatd cu cea exercitata de orlistat, un medicament
utilizat 1n tratamentul obezitatii, cunoscut pentru actiunea sa inhibitorie asupra lipazei
pancreatice. In concentratia de 250 pg/mL, TO a blocat lipaza pancreatici in vitro la 90.2% din
inhibitia produsa de orlistat, la un ICspde 78.2 pg/mL versus 0.14 pg/mL 1in cazul

medicamentului. Eficacitatea TO a fost demonstrata si in vivo, pe soareci carora li s-a administrat
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per os extract etanolic (95%) de TO 1n doza de 400 mg/kg, urmat de masa copioasa la dejun.
Extractul in cauza a diminuat semnificativ nivelul trigliceridelor plasmatice post-prandial la 90 si
180 minute. In opinia lui Moreno et al. (2006) aceasti activitate a TO se datoreazi flavonoizilor,

precum luteolina care poate inhiba activitatea lipazei pancreatice [79].

Actiunea anticoagulanta. Extractele etanolice din radacini de TO au blocat agregarea
plachetelor sangvine indusd cu ADP. Cea mai efectiva inhibare, de 85%, s-a observat la doza de
0.04 g radacina uscata/mL sange, comparativ cu 91% inhibitie cauzata de polizaharide cu masa
moleculard joasa si 80% inhibitie a agregarii plachetare de cétre fractiile Tmbogatite cu triterpene
s steroizi. Totodata, agregarea indusa cu acid arahidonic sau colagen nu a fost influentata de TO
[18]. Trebuie de mentionat ca, agregarea plachetard indusa cu ADP nu a fost influentata de
infuziile hidrice din frunze de TO [80].

Conform datelor prezentate de Jedrejek et al. (2019), radacinile de TO, in special in cazul
extractelor imbogatite cu acizi hidroxicinamici (preferential esterii acizilor cafeic, cumaric si
ferulic) exercita actiune puternica anticoagulanta [36]. Autorii au remarcat, ca aceasta actiune se
datoreaza abilitatii TO de a modula activitatea trombinei. Actiunea anticoagulantd, dupa parerea
autorilor depinde de componenta extractelor, fiind mai pronuntata la predominarea cantitativa a
polifenolilor, in special a acizilor clorogenic si cicoric. Autorii au subliniat absenta lizei
trombocitare in cazul tuturor extractelor testate de TO, in doza de 0.5-50 pg/mL, estimata prin
masurarea nivelului de LDH in mediu.

Dupa Lis et al. (2018) TO manifesta activitati antiagregante si antioxidante, dependente de
partea plantei si tipul extractantului [81]. Astfel inhibitia peroxidarii lipidelor in plachetele
sangvine, indusa cu H,0,/Fe?*, a fost mai efectiva la utilizarea extractelor etanolice de 50% din
frunze si petale, ambele la concentratia de 50 pg/mL. Totodatd, activitate anticoagulantd in cazul
plasmei umane a fost raportata la testarea extractului etanolic de 50% din petale, extractelor
metanolice de 85% din frunze si petale, demonstrata prin cresterea timpului trombinic. Autorii au
atribuit aceste efecte derivatilor acidului hidroxicinamic.

Proprietati anticoagulante au fost recent atribuite si semintelor de TO [37]. Autorii au
determinat cd extractele de TO blocheaza efectiv adeziunea plachetelor activate cu trombind sau
ADP la fibrinogen sau colagen. Aceste extracte sau dovedit a fi efective si in scop profilactic,
blocand activarea plachetelor sangvine, confirmatd prin diminuarea expresiei membranare a
complexului GPIIb/Illa (PAC-1 binding), in special in cazul fractiilor imbogatite cu luteolina.

Un mecanism al actiunii antiagregante a TO este diminuarea eliminarii de P-selectina, o

glicoproteind componentd a granulelor a din granulomerul trombocitelor [82]. Conform datelor
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prezentate de Lis et al. (2020) acest mecanism este mai accentuat in cazul extractelor imbogatite
cu luteolind si acizi hidroxicinamici [37]. Mai mult, autorii au demonstrat abilitatea acestor
extracte de a diminua peroxidarea lipidelor in vitro in plachetele activate cu trombind, fapt

datorat implicarii flavonoizilor in metabolismul acidului arahidonic.

Actiunile prebiotici, antimicrobiana si imunomodulatorie. Conform datelor prezentate
de Schutz et al. (2006) radacinile de TO, gratie continutului inalt de inulina actioneaza in calitate
de demulcent (un agent calmant in forma de pelicula ce se aplica pe membrana mucoasa) si
prebiotic. Trojanova et al. (2004) au determinat ca infuzia din radacini de TO a stimulat
semnificativ in vitro cresterea si dezvoltarea a 14 tipuri de bifidobacterii [83]. Comparand
continutul de carbohidrati, pana si dupd incubare autorii au depistat utilizarea intensa (48%) a
oligofructanilor din TO, servind astfel in calitate de “energizanti” ai bacteriilor, in special a sase
culturi, dintre care mai efectiv in cazul Bifido adolesentis, Bifido bifidum, Bifido catenulatum si
Bifido longum.

Zheng M. (1990) a raportat efectul antiviral al TO efectuand studii in vitro pe herpes
virusul uman tip 1 (HSV-1). in opinia lui Sengul et al. (2009), aceste activititi ale TO sunt
datorate flavonoizilor [84].

Kenny et al. (2015) au evaluat proprietatile antimicrobiene ale extractelor crude si dializate
din radacini de TO pe culturi bacteriene Gram-pozitive si Gram-negative [85]. Autorii au
determinat, ca extractul crud hidrofobic de TO pe metanol este cel mai efectiv agent de inhibitie
a cresterii culturilor de Staphylococcus aureus rezistenti la meticilina si Bacillus cereus. Ulterior,
autorii au fractionat acest extract, obtinand fractii cu activitdti antimicrobiene mai pronuntate
decat extractul primar. Prin metoda LC-SPE-NMR (liquid chromatography solid phase
extraction nuclear magnetic resonance) autorii au identificat in aceasta fractie acizii 9-
hidroxioctadecatrienoic si 9-hidroxioctadecadienoic, compusi fenolici, cum ar fi vanilina, acizii
coniferaldehide si p-metoxifenilglioxilic.

Diaz et al. (2018) au evaluat experimental importanta extractantului in vederea obtinerii de
noi remedii antimicrobiene din frunze de TO [86]. Autorii au stabilit ca extractul pe hexan a
inhibat cresterea S. aureus cu 89% in concentratia de 200 ug/mL si a fost mai efectiv in cazul
bacteriilor Gram-pozitive, comparativ cu cele Gram-negative, cel mai putin efectiv fiind in cazul
K. pneumoniae. Extractul pe etil acetat a inhibat cresterea E. coli cu 97% la 1600 pg/mL, fiind
absolut neefectiv in cazul S. aureus. Extractul pe metanol (0.2 mg/mL) a fost efectiv fatd de
Micrococcus luteus si Vibrio cholera, fiind neefectiv fata de S. aureus, Enterobacter faecalis,

Enterococcus bacteria, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumonia si E. coli.
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Aceste rezultate coincid cu datele prezentate anterior de lonescu et al. (2013), care au raportat
ineficienta extractelor pe etanol din frunze de TO fata de S. aureus, E. coli si Salmonella abony.

Actiunea imunomodulatoriec a fost atribuitd polizaharidelor identificate in TO. In
experimentele realizate de Luo Z.H. (1993), planta a reactivat imunitatea atat celulara, cat si
umorald supresata la soarecii SCALD (short-chain aldehyde reductase). Yoon et al. (2008) au
demonstrat ca extractele hidrice din radacini de TO, cu apa fierbinte (100°C) sau rece (4°C) au
stimulat activitatea macrofagelor, fara a afecta viabilitatea acestora.

Extractele de TO au crescut semnificativ producerea de citochine, I1L-6 si IL-12. Aceasta
actiune a depins de concentratia si temperatura solutiilor: 18 mg/mL in cazul extractelor cu
solutii fierbinti si 8 mg/mL la cele reci [87]. In opinia autorilor, TO poate actiona in calitate de
remediu modulator asupra diferitor celule imunocompetente. Soarecii imunizati cu Ova/Fia
(Freund's incomplete adjuvant) si tratati cu TO, au produs mai multe imunoglobuline de tip G1,
G2a si G2b comparativ cu grupa de control. De mentionat cd, producerea de IgE nu a fost
influentata de TO. Limfocitele lienale (splenocitele) tratate cu TO de asemenea au reactionat prin
cresterea producerii de IFN-y, IL-4, I1L-6 si IL-10.

Conform datelor prezentate de Schutz et al. (2006) TO reprezinta un remediu cu proprietati
antialergice, gratie sesquiterpenei  desacetilmatricarin, care diminueazd activitatea

hexoaminidazei la activarea mastocitelor [3].

Actiunile hepatoprotectoare si colagogi. Park et al. (2007) au determinat ca extractele
hidrice de TO au diminuat efectiv nivelul enzimelor serice (ALT, AST, ALP) si al TNF-a la

sobolanii Sprague-Dawley, cu hepatopatie toxicd indusd prin administrarea de CCI,. Autorii au

identificat ca in grupul tratat timp de 7 zile cu extract hidric de TO (304.92 — 500 mg/kg corp)
prin gavaj, se atesta o crestere a continutului de SOD, GSH, GR, CAT, precum si o reducere a
nivelului de ARNm citocrom P450 2E1, actiuni corelate cu doza de TO administrat si continutul
de polizaharide [88]. Extractul de TO a atenuat efectiv procesul hepatotoxic indus de CCl, prin
intermediul mediatorilor NF-«kB, precum iNOS, COX-2, TNF-a si IL-1. Aceste rezultate au fost
sustinute si prin examenul histopatologic, fiind descrise descresterea infiltratului inflamator, a
apoptozei si necrozei hepatocitelor. Suplimentar, administrarea profilactica a polizaharidelor din
TO s-a remarcat prin activitate redusa a AST, ALT si activitate inalta de eliminare a radicalilor
liberi, comparativ cu grupul martor.

Procesul de fibroza, caracterizat prin afectarea arhitecturii normale a organelor din cauza

acumularii componentelor matricei extracelulare, este frecvent descris drept finalul multor
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procese cronice, inclusiv ale ficatului. Domitrovi et al. (2010) au stabilit cd TO denota actiune
antifibrotica, dupa ce au administrat intraperitoneal extract hidro-etanolic din radacini de TO
(600 mg/kg corp/zi), timp de 10 zile, sobolanilor cu fibroza hepatica indusa cu CCly. Autorii au
stabilit ca extractele din TO sunt capabile de a inactiva celulele stelate ale ficatului, de a diminua
continutul fibros si stresul oxidativ, precum si de a modula expresia locald a markerilor GFAP
(glial fibrillary acidic protein) si a-SMA. Concomitent, a fost inregistrata si o crestere a
metalotioneinei I/II sub influenta TO [89].

Actiunea antifibrotica a TO a fost confirmata si de Shi et al. (2009) care au studiat actiunea
acidului clorogenic, administrat intra-gastric (30-60 mg/kg) sobolanilor cu fibroza hepatica
indusa cu CCly. Autorii au raportat 0 scadere marcata a continutului de colagen tip I si III, a
expresiei markerilor BCL-2, VEGF si TGF-B1 [90].

Conform rezultatelor prezentate de You et al. (2010) extractele hidrice din radacini de TO
posedd actiune antioxidantd si pot diminua peroxidarea lipidelor, astfel protejand celulele
HepG2/2E1 [91]. Efectul hepatoprotector a fost stabilit si prin administrarea de extract hidric
soarecilor (1.0 g/kg corp/zi) carora le-a fost indus procesul hepatotoxic cu etanol. La aceste
animale s-a determinat o scadere semnificativa a continutului plasmatic de AST, ALT, LDH si
ALP. Efectul benefic al TO asupra starii ficatului a fost demonstrat si la utilizarea extractelor
etanolice, precum si a extractelor din radacini de TO Tmbogétite cu lactone sesquiterpene
soarecilor, cdrora li s-a indus procesul hepatotoxic cu CCls. Autorii au raportat ca, de rand cu
micsorarea activitatii enzimelor serice (ALT, AST, ALP) si a nivelului bilirubinei totale, s-a
redus semnificativ masa ficatului si indicii stresului oxidativ, demonstrat prin continut sporit al
GR si diminuarea peroxidarii lipidice. In opinia lui Mahesh et al. (2010) aceste efecte se
datoreaza actiunii lactonelor sesquiterpene, izolate si identificate prin HPLC in extractele pe etil
acetat din radacini de TO [92].

Dat fiind faptul cd partile vegetale sunt amare la gust, acestea au fost administrate in
calitate de stimulatoare de apetit si laxative [20]. In opinia lui Bohm (1959) componentele
bioactive, care oferd acest gust, stimuleazd formarea si secretia bilei, fapt sustinut mai tarziu si
de Fang et al. (1991) [93]. Aceste proprietati au stat la baza recomandarii utilizarii TO in
tratamentul diferitor tipuri de hiperbilirubinemii, enzimopatii precum sindroamele Crigler-Najjar
si Gilbert, colestaze generate de anomalii ale ficatului, litiaza biliara si colecistite.

Extractele din frunze, al caror continut de polifenoli (9.9 g%) si flavonoizi (0.086 g%) a
fost evaluat aproximativ de 3 ori mai mare decat In radacini, si-au dovedit eficacitatea in calitate
de donori de H* (Is;=160 pg), agenti de reducere (740 ASE mg™) si de eliminare a peroxidului

de hidrogen (Isp=155 pg) [58,59].
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Conform rezultatelor raportate de Maliakal et al. (2001) TO efectiv moduleaza activitatea
enzimelor fazelor I si II ale dezintoxicarii din microzomii hepatocitelor de sobolan [94]. Autorii
au constatat ca, la sobolanii care au folosit timp de 4 sdptdmani solutie hidrica de 2% de TO,
activitatea a CYP1A2 si CYP2E, doua izoforme ale citocromului P450 din microzomii hepatici,
a fost cu 15% mai redusa fata de control.

Cho et al. (2010) au investigat actiunea TO asupra sistemului antioxidant al ficatului la
sobolani, ulterior studiat si la iepuri, care au urmat o dietd aterogend, suplinitd in grupele de
studiu cu extracte din TO pe apd, eter si etil acetat [77]. Autorii au constatat 0 scadere a
activitatii xantin oxidazei la sobolanii care au utilizat extract hidric din frunze de TO. Extractele
hidrice au fost cele mai efective si in stimularea activitatii glutation peroxidazei (GPx) si
glutation-S-transferazei (GST), efecte sustinute si prin deprecierea cantitativd a peroxidarii
lipidelor. Totodata activitatea SOD a fost semnificativ redusa, iar a CAT semnificativ ridicata in
toate grupele de animale care au utilizat TO.

Prin diminuarea stresului oxidativ, Gargouri et al. (2017) au demonstrat efectul
hepatoprotector al TO la sobolanii cu ficatul afectat de plumb [95].

TO se regaseste ca component in multiple combinatii cu alte ierburi, care s-au remarcat
efective in caz de constipatie, diaree, spasm intestinal, colitd cronica, ulcer gastric, metaplazia si
hiperplazia epiteliului gastric. Studiul realizat de Shi et al. (2009) a pus in evidenta proprietatea
modulatorie kinetogenica al acidului clorogenic, unul din componentele promitatoare ale TO
[90]. Administrarea intra-gastrica de acest acid a redus expresia de a-SMA, GRP78 si GRP94 , a

stimulat contractia si a redus dimensiunile miocitelor colonului.

.....

(1999) triterpenoizilor si sesquiterpenelor [96]. Din triterpenoizi, taraxasterol-ul si taraxerol-ul
au prezentat actiuni celulare inhibitorii promitatoare, iar in opinia lui Ovesna et al. (2004)
taraxasterol-ul poate fi considerat si agent chemopreventiv [97].

Hata et al. (2006) au izolat din TO un triterpen de tip lupan, asemanator lupeolului capabil
de a inhiba cresterea celulelor si de a induce melanogeneza in linia celulard de melanom la
soareci (B16 2F2) [98].

Studiile in domeniu indica, ca extractele hidrice din radacini de TO pot induce apoptoza in
celulele tumorale in caz de leucemie si limfom [99,100]. Extractele cu concentratii mici au fost
capabile sd induca specific apoptoza in linia de T-celule leucemice (Jurcat), fara a afecta celulele
sinitoase. In opinia autorilor, mecanismul posibil prin care extractele din radicini actioneazi

este activarea timpurie, profilacticd a caspazei-8, urmata subsecvent de activarea caspazei-3
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[101]. S-a observat ca, celulele Jurcat care expreseaza proteina FADD (Fas-associated death
domain) nu au fost induse in apoptoza de catre TO, indicand cd aceastd planta implica in
actiunea sa calea extrinseca a mortii celulare [102]. Implicarea acestui mecanism de actiune, a
apoptozei mediate celular este sustinutd si de faptul ca, celulele in care proteinele FADD nu au
format un complex cu DISC (death-inducing signaling complex) au fost rezistente la actiunea
radacinilor de TO [99].

Datele raportate de Jeon et al. (2008) releva ca, extractele etanolice din frunze si flori de
TO poseda activitate antiangiogenica, care poate fi privitd pozitiv nu numai din punct de vedere
al chimioterapiei, dar si al chimiopreventiei [57]. Aceasta activitate a fost atribuita flavonoizilor.

Acidul taraxinic, un aglicon al acidului 1-O-B-D-glucopiranozid taraxinic, si-a dovedit
eficacitatea antiproliferativa fata de celulele HL-60 [103]. Conform datelor furnizate de Koo et
al. (2004) decoctul hidric de TO a redus viabilitatea liniei celulare de hepatom HepG2 cu 26%
[104]. Autorii au constatat ca TO actioneaza intr-o maniera dependenta de doza si timp: secretia
maxima de citokine, IL-1 (66+1.7 pg/mL) si TNF-a (186+2.0 pg/mL), urmata de apoptoza a fost
observata la adaugarea a 0.2 mg/mL de extract dupa 48 ore de incubare.

Proprietatea TO de a induce secretia de TNF-a de catre macrofagele peritoneale stimulate
prealabil cu rIFN-y a fost consemnata inca de Kim et al. in 1999, care au constatat cd odata cu
TNF-a a crescut si producerea de NO [105]. Ulterior autorii au stabilit ca TO are efect diferit, in
dependenta si de tipul celulelor tintd. Astfel, in cazul astrocitelor, cu si fara stimulare prealabila
cu LPS, TO in doza de 100 si 1000 ug/mL a inhibat semnificativ producerea de IL-1 si TNF-a
[106].

in opinia Iui Goldberg et al. (2007) extractele hidrice de TO, aplicate in carcinomul
pulmonar Lewis nu modificd procesul de metastazare [107]. Insd aceste extracte au potentat
actiunea ciclofosfamidei, modificand indicele de inhibare a metastazelor de la 4% la 77%. in
opinia autorilor aceasta activitate se datoreaza polizaharidelor extrase din TO (cu predilectie
lentinan) [108].

Sigstedt et al. (2008) au comparat actiunea antitumorala a extractelor hidrice din flori,
frunze si radacini de TO asupra liniei tumorale de cancer mamar MCF-7/AZ [109]. Autorii au
stabilit cd doar extractele crude din frunze pot diminua cresterea celulelor tumorale cu 40% dupa
96 ore de incubare, actionadnd prin intermediul kinazelor reglate extracelular (ERK). Totusi
extractele din radacini s-au remarcat prin blocarea proprietatilor invazive ale celulelor MCF-
7/AZ, in timp ce extractele din frunze au blocat mai efectiv proprietatile invazive ale celulelor de

cancer prostatic LNCaP. Aceste efecte ale TO, in opinia autorilor, sunt datorate diminuarii
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nivelului de fosforilare a FAC si SRB, precum si datorita inhibarii activitdtii metaloproteinazelor
matriceale MMP-2 si MMP-9.

Extractul etanolic de TO, administrat soarecilor timp de 10 zile s-a manifestat prin inhibitia
marcata a celulelor tumorale ddY-Ehrlich inoculate intraperitoneal cu o saptdmana mai devreme
[110].

Actiune antitumorala a fost determinata si in cazul extractului de TO pe apa fierbinte, care
au blocat efectiv tumorile Ehrlich de la soareci ddY si liniile tumorale singenice derivate de la
soarecii C3H/He-MM46. Autorii au sugerat ca acest efect este similar polizaharidei antitumorale,
lentinan-ul, si este probabil datorat carbohidratilor prezenti in extract.

Recent, Yoon et al. (2016) au selectat TO din 500 de plante in calitate de cel mai efectiv
remediu adjuvant in terapia TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) [111]. Tratamentul
combinat, TRAIL si TO, a culturii celulare Huh7, a indus apoptoza celulelor tumorale, initial
rezistente la TRAIL, prin inhibarea interactiunii MKK7-TIPRL si activarea fosforilarii MKK?7-
JNK. Componentul major al extractelor s-a dovedit a fi acidul cicoric.

Un alt mecanism al actiunii citotoxice a fost descris de Gerbino et al. (2018) la utilizarea
celulelor HEK293 (human embryonic kidney) tratate cu extract etanolic din radacini de TO
[112]. Autorii au semnalat eliminarea exploziva a Ca®" din reticulul endoplasmatic si influxul
acestui ion in plasmalema.

In pofida celor relatate panid acum, Jedrejek et al. (2019) au depistat cca 100 de
componenti bioactivi in radacinile de TO, insa nici unuia nu i-a fost atribuit un rol specific,

antitumoral, ceea ce probabil se datoreaza actiunii sinergice a mai multor compusi [36].

Alte activitati. Actiunea diuretica a extractelor hidrice din frunze de TO s-a dovedit a fi
mai efectiva comparativ cu extractele din radacini. Efectele diuretic si saluretic au fost
inregistrate la utilizarea TO 1n doza de 8 g de materie vegetald uscati/kg corp, efecte
comparabile cu utilizarea furosemidului in doza de 80mg/kg corp. Excretia inaltd a potasiului se
datoreaza cel mai probabil continutului inalt de potasiu in aceastd planta [18]. Utilizarea
extractelor metanolice din radéacini in doza de 50 mL/kg a avut un efect diuretic neinsemnat.

Actiunea uroliticd a infuziei de TO a fost studiata pe sobolani Wistar in sinergism cu alte 6
plante. Acest efect benefic a fost atribuit saponinelor din TO. Clare et al. (2009) au constatat ca
administrarea per os a extractelor hidro-etanolice din frunze de TO voluntarilor a stimulat efectiv
frecventa mictiunilor si volumul urinei [113].

Woolfe si Macdonald (1944) au demonstrat cd dupa 3 ore de la administrarea intra-

peritoneald a extractului etanolic uscat de TO in doza de 100 mg/kg se atestd o crestere a
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timpului de reactie cu 38%, ceea ce indica posibilitatea de utilizare a acestei plante in remedii
analgezice si adaptogene. Aceeasi doza de TO a redus reactia de raspuns la fenilquinona a
soarecilor cu 24%, iar cresterea dozei la 1g/kg corp a rezultat cu cresterea efectului analgezic la
44% [3].

Studiul prezentat de Zhu et al. (2007) atesta ca TO poate regla expresia receptorilor pentru
estrogeni (ER-a, ER-B), progesteron si FSH (follicle-stimulating hormone receptor) in celulele
tesutului adipos si a organelor reproductive dupa utilizarea per 0s al acestei plante timp de 6
saptamani [114]. Datele recente, prezentate de Oh et al. (2015) au pus in evidenta capacitatea
extractelor foliare de TO pe etanol de a stimula proliferarea celulelor, prin inducerea expresiei a
unui sir de gene, atribuite mecanismelor estrogenice de actiune, precum pS2 si PR, inhibate
prealabil cu tamoxifen in doza de 1 umol/L. Abilitatea TO de a stimula activitatea estrogenilor a
fost sustinuta si gratie efectului uterotrofic, determinat la sobolanii imaturi, remarcat insa doar la
concentratii mici ale TO [115].

Conform datelor Aremu et al. (2019) TO este un remediu eficace in boala hipertensiva
[25]. TAC (total antioxidant capacities/capaciatea antioxidantd totald) si DAM reprezintad
markeri ai statusului oxidativ, alterat frecvent din cauza deficientei NO. In axul patogenetic
deficienta sau absenta NO cauzeazd cresterea producerii de SRO, ceea ce duce la cresterea
tensiunii. Autorii au stabilit ca extractele hidro-alcoolice 70% (v/v) din frunze si radacini de TO
(500 mg/kg/zi) administrate timp de 21 zile sobolanilor carora le-a fost provocata boala
hipertensiva cu esterul metilic al Nw-nitro-L-arginina, au crescut semnificativ nivelurile de TAC
si DAM. Mai mult, a fost stabilit ca actiunea TO asupra unui organ depinde de partea
componentd a plantei. Drept exemplu, TAC evaluat in rinichi si creier a fost similar pentru
frunze si radacini, iar in ficat a inregistrat valori mai mari la actiunea extractelor din radacini.
Totusi, un neajuns al acestui studiu ar fi absenta datelor referitor la continutul antioxidantilor
enzimatici, precum SOD, CAT, GR si mai nou a proteinelor HemOxigenaze-1 (HO-1) si factorul
eritroid -2 (Nrf2 / factorul de trascriptie Nrf2 ).

Echipele lui Rodrigo (2011) si Montezano (2012) au constatat cd, diminuarea tensiunii
arteriale este rezultatul actiunii antioxidante sinergice a unui sir de compusi, precum fenoli,
saponine si flavonoizi, iar TO din cele mentionate anterior este unul din liderii florei dupa
continutul acestora [116,117].

Polifenolii actioneaza asupra sistemului cardiovascular prin reglarea activitatii NOS (nitric
oxid sintaza), astfel asigurand disponibilitatea NO in endoteliu [118]. Aceasta activitate implica
abilitatea polifenolilor de a interactiona cu caile kinazice de semnalizare (kinase signalling

pathways) si Ca®" intracelular in cadrul fosforilarii eNOS (nitric oxid sintaza endoteliala),
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component indispensabil in mecanismul de producere a NO. Mai mult, conform datelor lui Seo
et al. (2005), polifenolii inhiba endotelina-1, care poseda functie vasoconstrictoare, si oxidaza
NADPH endoteliald, care este un producator al SRO, blocheazd angiogeneza si diverse
metaloproteinaze matriceale implicate in bolile cardiovasculare [46].

Flavonoizii, prezenti in TO, previn afectiunile vasculare prin inhibarea NADPH oxidazei.
Aceasta se datoreaza implicarii reglatorii in functia kinazelor MAPK prin receptorii RAGE
(receptors for advanced glycation end-products) si blocarea unui sir de factori de transcriptie,
precum NF-kB [119].

Efectul contraceptiv in cazul barbatilor, al plantelor crude si extractelor hidrice realizate
atat din toatd planta (1.06 — 2.13 g kg™ corp), cét si din frunze (2.30 — 4.60 g kg™ corp),
administrate timp de 60 zile, a fost recent prezentat de Tahtaumoni et al. (2016), care au descris
un sir de schimbari la sobolani, precum diminuarea in greutate a testiculelor si veziculelor
seminale, micsorarea testosteronului seric, hipoplazia epiteliului seminifer, blocarea
spermatogenezei la nivelul spermatidelor si diminuarea numarului de celule Leydig [120,121].

Rezultatele descrise de Li et al. (2014) pledeaza in favoarea unei alte actiuni promitatoare
a TO, antidepresantd. Autorii au semnalat la sobolanii tratati cu extract hidric din radacini si
frunze de TO timp de 14 zile au redus nivelului seric de CRF maximal (3.9 ng/mL) la doza TO
de 200 mg/kg si a corticosteronului, intr-o manierd dependentd de concentratia TO (50 mg/kg —
29.9 ng/mL; 100 mg/kg — 22.5 ng/mL si respectiv 200 mg/kg — 19.8 ng/mL) [122].

Cele mentionate anterior, ne permit sa concluziondm cd, TO reprezintd o sursd valoroasa
de substante biologic active precum terpene, fenoli (acizi fenolici, flavonoizi, cumarine),
vitamine si microelemente. Spectrul acestor substante si cantitatea lor nu sunt cunoscute cu
certitudine, deoarece pana in prezent s-au utilizat diferite parti ale plantei, din diverse perioade si
zone de colectare, precum si variate metode de extractie. Astfel in pofida unui numar impunator

de publicatii persista o lacuna semnificativa in acest domeniu.
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2. MATERIALE SI METODE DE STUDIU A CONTINUTULUI EXTRACTELOR
DIN TARAXACUM OFFICINALE SI MECANISMELE LOR DE ACTIUNE

2.1 Metodologia generali a cercetirii

Pentru realizarea eficientd a scopului si obiectivelor, a fost elaborat planul metodologic, cu
urmatorul continut:

e argumentarea problemei;

e selectarea materialului;

e claborarea si aprobarea protocolului studiului;

o realizarea experimentelor si colectarea datelor;

e analiza si sinteza rezultatelor obtinute;

e claborarea recomandarilor si aplicarea lor in practica

e formularea concluziilor.

Lucrarea a fost realizatd in cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinica,
Laboratorului de biochimie si Centrului stiintific al medicamentului al Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica al
Cercetarii al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolaec Testemitanu” (avizul

favorabil nr.3, din 21.11.2019) si a fost organizat in etapele specificate in figura 2.

2.2 Pregatirea materialului si metodele biochimice de investigatie

Caracteristica materialului de studiu. In calitate de materie prima au servit plantele de
Taraxacum officinale F. H. Wigg recoltate din mediul natural (flora spontana, 47 4' 8" Nord, 28
40' 47" Est). Drept criterii pentru recoltare au servit: plante fard semne vizibile de boala sau
traumatism mecanic, pana la inflorire, colectate in prima parte a zilei. De la fiecare planta au fost

Dupa spalare abundentd in apa curgatoare materialul vegetal, frunzele si rddacinile separat,
a fost uscate la temperatura camerei, in conditii de laborator timp de 2 saptdmani. Materia prima
uscatd a fost maruntitd cu ajutorul rasnitei de cafea (Scarlett Coffee grinder SC-4145). Pulberea
obtinuta a fost stocatd in eprubete din polistiren transparente, cu dop ermetic, la intuneric, la

temperatura camerei.
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Etapa

COLECTAREA SIPROCESAREA PRIMARA
TARAXACUM OFFICINALE

frunze (F), radacini (R)
!

PREPARARFEA EXTRACTELOR
DMSO, HIDRO-ETANOLICE

DETERMINAREA COMPOZITIEI EXTRACTELOR
flavonoizi, polifenoli, fitosteroli,

acizi hidroxicorici (cicoric, clorogenic, caftaric)
— |

CERCETAREA IN VITRO AMECANISMELOR BIOCHIMICE

DE ACTIUNE

prin evaluarea:

>
>
>
»

>
>

Sistemului antioxidant enzimatic: SOD, CAT, GPx, GST, GR;
Homeostaziei tioli-disulfuri: grupuri SH, Glutation;
Potentialului antiradicalic;

Capacitatii  antioxidante  totale, masei  substantelor
antioxidante, activitatii medii a antioxidantilor;

Markerilor stress-ului oxidativ: DAM, NO, eNOS:

Viabilitatii celulare pe celule de glioblastom U-251 MG:
metodele cu MTT si cu Resazurina.

PRELUCAREA STATISTICA A DATELOR, ANALIZA
REZULTATELOR OBTINURE. CONCLUZII

Figura 2. Design-ul cercetarii.

Prepararea extractelor din TO. Din materia prima, frunze si radacini au fost preparate

separat un sir de extracte. Pentru prepararea solventilor au fost utilizati: apa deionizata (Adrona

Crystal), DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma, DE), alcoolul etilic — 96% (Luxfarmol, MD), din

care s-a obtinut alcool etilic de concentratii de (20%, 50% si 80%).

Prepararea extractelor hidro-etanolice. Pentru prepararea extractelor hidro-etanolice a

fost utilizat etanolul de concentratie 20%, 50% si 80%. Raportul biomasa (g)/extractant (mL)

utilizat a fost de 1 g/10 mL. Extragerea a fost efectuata la temperatura camerei in baloane de
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sticla cu volum de 100 mL, timp de 24 ore. Extractele au fost filtrate cu ajutorul palniei
Buchner insotit de 5 filtre Whatman nr. 5 (WHA1005090, Merck, De). Din fiecare recipient au
fost preluate cate 1,5 mL extract si centrifugat (FP-510 Centrifuge Labsystems Oy, FI) in
eprubete Eppendorf la 5000 rotatii/min timp de 5 minute. Procedeul de centrifugare a fost
realizat cu scopul de a verifica calitatea filtrarii. In toate cazurile nu a fost observat procesul de
stratificare (sedimentare), ceea ce a permis utilizarea ulterioara a extractelor.

Cu scopul de a determina continutul de masa uscata intr-un mililitru, s-a realizat inca un
procedeu de filtrare. Filtrele (Whatman nr.1, WHA10010155, Merck, De) curate, uscate au fost
prealabil cantarite utilizdnd céantarul analitic (RADWAG PS210/C/2, PL). Din fiecare tip de
extract, frunze si rddacini s-au aplicat 200 pL pe hartia de filtru. Filtrele In cauza au fost plasate
in termostat (TS-80M-2, RU) la temperatura 37°C pentru 24 ore, dup care s-a repetat procedeul
de cantarire. Masa materiei prime raportate per L a fost apreciata ca diferenta dintre greutatea
filtrelor de dupa si pana la filtrare.

Prepararea extractelor cu utilizarea DMSO. Raportul biomasa (g)/extractant (mL) utilizat
si in acest caz a fost de 1 g/10 mL. Concentratia finald a DMSO (<0.1%) 1n extracte a fost aleasa
in conformitate cu datele literaturii [123,124]. Aceasta concentratie nu afecteaza integritatea

celulei, nu influenteaza proliferarea celulara si nu poseda efect citotoxic.

2.3 Studiul experimental al compozitiei si efectelor extractelor din Taraxacum
officinale

Determinarea continutului total de flavonoizi s-a efectuat in cadrul Laboratorului de
biochimie al USMF , Nicolae Testemitanu”, avand la baza metoda elaboratd de Ordonez et al.
(2006) cu unele modificari publicate in certificatul de inovator Nr.5853, ,,Metoda de dozare a
continutului total de flavonoizi” [125].

Continutul total de polifenoli (CTP) de asemenea a fost determinat in cadrul Laboratorului
de biochimie a USMF ,Nicolae Testemitanu” conform metodei prezentate in certificatul de
inovator Nr.5852, ,,Metoda de dozare a continutului total de compusi fenolici” [126].

Evaluarea continutului de fitosteroli a fost efectuatd conform metodei elaborate in cadrul
Laboratorului de biochimie [127]. Esenta procedeului propus constd in dozarea - sitosterolului
si a derivatilor lui in probele de cercetat luate in studiu, care la incubarea cu tampon fosfat de
sodiu 0,05 M (pH 6,7) ce contine enzimele colesterol esteraza si colesterol oxidaza determina
formarea peroxidul de hidrogen. Ultimul, in prezenta peroxidazei din hrean reactioneaza cu p-
clorofenolul si 4-aminoantipirind cu formarea unui produs colorat, cantitatea caruia este

proportionala cu continutul de fitosteroli.
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Dozarea acizilor hidroxicorici s-a efectuat prin metoda HPLC-UV (Ana Casian, conf.
cercet., dr. st. farm., Igor Casian, conf. cercet., dr. st. farm., Centrul stiintific al medicamentului,
USMF ,Nicolae Testemitanu”). Aceasta metoda a fost descrisa in Farmacopeia Europeana (Ph.
Eur.) pentru “Echinaceae purpureae herba” (Ph. Eur. 01/2008:1823) si ,,Echinaceae purpureae
radix” (01/2008:1824) si adaptata de cercetatorii Centrului stiintific al medicamentului, pentru
analiza probelor de TO [128].

Cercetarea in vitro a mecanismelor biochimice de actiune a extractelor din Taraxacum
officinale. Metodele de evaluare a activitatii TO au fost axate, in dependentd de eseu, fie pe
determinarea individuala a unui compus (SOD, CAT etc.), fie pe cuantificarea unui grup de
compusi sau activitati (SH total, capacitate antioxidanta totala, etc.).

Sangele utilizat in cercetare a fost colectat de la sase persoane sanatoase, cu varsta
cuprinsa intre 28 si 38 ani. Toti participantii si-au dat consimtdmantul informat, atat oral, cat si in
scris, in conformitate cu Declaratia de Principii Etice ale Asociatiei Medicale Mondiale de la
Helsinki pentru cercetarea medicala, care implica subiecti umani (proces verbal nr.1, la nr.81 din
18.09.2020). Sangele a fost recoltat dimineata a jeun, prin punctia venei cubitale, in cantitate de
8 mL, introdus intr-un flacon ce continea 92 mL mediu nutritiv Eagle modificat dupa Dulbecco
(DMEM), heparina (2,5 un/mL), gentamicina (100 pg/mL) si L-glutamina (0,6 mg/mL). Testarea
a fost efectuatd pe plasma sau lizatul eritrocitar al sangelui donatorilor, in dependentd de
markerul biochimic studiat.

Toate procedeele utilizate in studiu au fost executate dupa tehnici preluate din literatura de
specialitate, cu anumite modificari pentru aplicarea la spectrofotometrul Power Wave HT
(BioTek Instruments, USA) si la spectrofluorimetrul cu microplaci Synergy H1 Hydrid Reader
(BioTek Instruments, USA).

Pentru determinarea actiunii extractelor din TO asupra sistemului antioxidant enzimatic am
evaluat activitatea a 5 fermenti, frecvent mediatizati in literatura de specialitate: SOD, CAT,
GPx, GST si GR.

In scopul determindrii influentei TO asupra stresului oxidativ am aplicat extractele in cauzi
apreciind activitatea eNOS si continutul de NO,", NO3', precum si nivelul DAM.

Efectul extractelor din TO asupra homeostaziei tiol-disulfidice a fost apreciat prin
determinarea continutului de tioli (liberi, totali) si formelor de glutation (GSH, GSSG si total).

Tipul de actiune, pro - sau antioxidant realizat de TO la nivelul seric a fost studiat prin
determinarea capacitatii antioxidante totale, masei substantelor antioxidante si activitatii medii a

antioxidantilor.
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Determinarea potentialului antiradicalic al TO, a fost efectuatd prin utilizarea radicalului
cation ABTS .

Influenta extractelor din TO asupra viabilitatii celulare (celule gliale U-251 MG) si
evaluarea potentialului antitumoral al acestei plante a fost evaluatd prin metodele MTT si
alamarBlue (Resazurina).

Toate eseurile au fost realizate in triplicat, cu grupurile de control si substantele de

referintd corespunzatoare metodelor.

2.4 Analiza statistica a rezultatelor

Rezultatele studiului au fost stocate si grupate in baza de date MS Access 2007 (Microsoft
Office 2007). Analiza statistica a fost efectuata cu ajutorul softurilor GraphPad 8.0 (GraphPad
Prism Software, v.8, San Diego, CA) si WINSTAT (R. Fitch Software, DE). Au fost calculate:
mediile si deviatiile standard (X£DS), intervalul de fincredere (95% Ii), indicele ICso
(concentratia molara a unei substante necesara sa blocheze un raspuns cu 50% din intervalul de
activitate intre minim si maxim fata de control). Corelatiile au fost efectuate dupa Spearman (rs),
diferenta statistica dintre grupuri fiind evaluata prin Mann-Whitney U test. Gradul de corelatic a
fost apreciat conform recomandarilor lui Evans J. (1996): 0-0,19 — corelatie foarte slaba; 0.20-
0.39 — corelatie slaba; 0.40-0.59 — corelatie rezonabild; 0.60-0.79 — corelatie puternica; 0.80-1.0
— corelatie foarte puternica [129]. Rezultatele au fost expuse sub forma de tabele, grafice si
textual. Pentru toate procedeele, valoarea de prag pentru rezultatele semnificative statistic a fost
stabilita la un p<0.05. Gestionarea referintelor bibliografice a fost efectuata automat, utilizand

softul integrat in Word 2007 si Chrome, Zotero 6.0.18 (www.zotero.org).
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3. COMPONENTA CHIMICA A EXTRACTELOR DIN TARAXACUM
OFFICINALE

In cadrul acestui studiu am considerat oportuni estimarea cantitativd, simultani a
compusilor extrasi din TO prin utilizarea diferitor tipuri de extractanti. Au fost selectati compusii
a caror actiune desi este pe larg descrisa in literatura de specialitate, cu implicari biochimice
multiple, insd a caror relatie ,,dozd-efect”, singulard sau in combinatie nu a fost pand acum
descrisa.

Flavonoizii prezenti in TO, flavonii si flavonolii, reprezinta polifenoli care prin participare
activa in procesele redox protejeazi plantele de actiunile nefavorabile ale mediului [17]. In cazul
organismului uman, acesti compusi au prezentat actiuni promitatoare antiinflamatorii,
antitumorale, antihemoragice etc.

Polifenolii din punct de vedere chimic sunt compusi din structuri ciclice de carbon si
hidrogen, care contin una sau mai multe grupari hidroxil (-OH), sintetizati de catre plante In
calitate de metaboliti secundari. Acesti compusi manifesta actiuni antioxidante promitatoare,
avand punct de aplicare in toate patologiile cauzate de stresul oxidativ [2]. In cazul acestui studiu
am determinat atat continutul total de polifenoli, cat si sumarul a celor mai frecvent relatati in
literatura acizi fenolici, derivati ai acidului hidroxicinnamic (cicoric, caftaric, clorogenic) si
totalul acizilor hidroxicorici.

Fitosterolii reprezinta echivalentii vegetali ai colesterolului, care in cazul celulelor
vegetale sunt implicati in reglarea stabilititii si permeabilititii plasmalemale. In literatura de
specialitate acesti compusi sunt indicati in calitate de remedii ce diminueaza nivelul de colesterol
seric, astfel fiind utili in profilaxia si tratamentul aterosclerozei si bolilor cardiovasculare [130].
De asemenea existd rezultate clinice si experimentale despre eficienta acestora in terapia
tumorilor de san, colon si prostatd, dovedind abilitatea acestor compusi de a inhiba cresterea si

metastazarea celulelor tumorale, inducerea apoptozei [131].

3.1 Material si metode

Componenta chimica a fost stabilita in extractele stoc din frunze (FDMSO — 110,000 pg/L,
FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 ng/L si FEtOH80 — 40,000 pg/L) si radacini de
TO (RDMSO - 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOH50 — 60,000 png/L si REtOH80 —
50,000 pg/L), ulterior recalculata conform dilutiilor utilizate.

Determinarea continutului total de flavonoizi s-a efectuat in baza metodei elaborate de
Ordonez et al. (2006), modificatd dupa Fulga et al. (2021) [125]. in calitate de substanti de

referinta a fost utilizat Dihydroquercetina (DHQE). Principiul metodei consta in faptul ca AlCI;
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reactioneaza cu DHQE, cu formarea unui complex chimic stabil colorat in acid [132]. Noutatea
metodei constd in faptul ca in calitate de substantd de referintd a fost utilizat DHQE, care are doi
atomi suplimentari de hidrogen per molecula, ceea ce il face un antioxidant mai puternic decat
Quercetina. Rezultatele au fost citite la 420 nm folosind spectrofotometrul Synergy H1 Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, USA) (figura 3).

v =0,5564x + 0,0312
08 1 RT=10,9013

Absorbanta, 420 nm

0 0,2 0.4 0.6 0.8 1 1,2 14 1,6

Concentratia DHQE, mg/mL

Figura 3. Curba de calibrare a DHQE, mg/mL.

Continutul total de polifenoli (CTP) a fost determinat prin metoda spectrofotometrica
dupa Folin-Ciocalte. Principiul metodei constd in oxidarea grupelor hidroxil ale compusilor
polifenolici de reactivul Folin-Ciocalteu cu formarea unui amestec de oxid tungsten (W8023) si
oxizi de molibden (Mo8023) colorati in albastru. Intensitatea colorarii este proportionala cu
cantitatea totald de compusi polifenolici prezenti in proba analizatd si s-a masurat la
spectrofotometrul UV-VIS ,, Lambda-25" (Perkin Elmer) la lungimea de unda 760 nm [126].

Evaluarea continutului de fitosteroli a fost efectuatd conform metodei elaborate in cadrul
Laboratorului de biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” [127]. Principiul metodei se
bazeaza pe capacitatea colesterol esterazei de a hidroliza esterii B-sitosterolului si derivatii lui in
B-sitosterol liber si acizi grasi liberi. In prezenta oxigenului, B-sitosterolul si derivatii lui liberi
sunt oxidati de catre colesterol oxidazd cu formarea peroxidului de hidrogen. Ultimul
reactioneazd cu p-clorofenolul si 4-aminoantipirind in prezenta peroxidazei din hrean cu
formarea unui produs colorat. Intensitatea coloratiei este direct proportionald cu concentratia de
[-sitosteroli si este masurata prin spectrofotometriere la 500 nm (figura 4) (Synergy H1 Hybrid

Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, USA)).
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Figura 4. Curba de calibrare a B-sitosterolului, mg/mL.

Dozarea acizilor hidroxicorici s-a efectuat prin metoda HPLC-UV, descrisa in
Farmacopeia Europeana pentru ,,Echinaceae purpureae herba” (Ph. Eur. 01/2008:1823) si
,Echinaceae purpureae radix” (01/2008:1824) si modificatd de colaboratorii Centrului stiintific

al medicamentului, USMF , Nicolae Testemitanu”, pentru analiza extractelor de TO (figura 5)

[128].
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Figura 5. Cromatogramele obtinute la analiza materiei prime de papadie.

Nota: 1 —acid caftaric; 2 — acid clorogenic; 3 — acid cicoric.
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3.2 Continutul de CTF, CTP, fitosteroli si acizi hidroxicorici in extractele pe baza de

DMSO si etanol din Taraxacum officinale folici si radici

Rezultatele evaluarii compozitiei chimice in extractele de TO sunt insumate in tabelul 1.

Tabelul 1. Continutul substantelor biologic active in Taraxacum officinale

X+£DS (mg/mL)
Extractul
CTF CTP Fitosteroli ' a?:;]zr?rl]gr . c:ffail?ic c'ia(\:gigc l 0’:‘032 nic
hidroxicorici

FDMSO 0.50+0.03 | 13.88+0.13 | 0.3840.01 11.40+0.06 1.48+0.03 8.16+0.03 | 0.29+0.002
RDMSO 0.60£0.06 | 4.04+0.22 | 0.34+0.001 1.07+0.001 0.10£0.001 | 0.76+£0.01 | 0.11£0.001
FEtOH20 4.61+0.001 | 31.40£1.08 | 1.11+0.12 33.80+1.72 5.16+0.11 | 23.80+1.11 | 0.88+0.01
REtOH20 1.74+0.1 2.00+0.01 | 0.59+0.003 1.68+0.03 0.55+£0.02 | 0.65+0.01 | 0.10+0.001
FEtOH50 6.30£0.07 | 38.00£1.02 | 2.51%0.45 48.80+2.22 5.64+0.36 | 35.00+£0.69 | 1.16+0.14
REtOH50 0.96+0.09 | 4.86+0.01 0.44+0.01 8.00+0.93 0.74+0.01 5.34+0.41 0.65+0.05
FEtOH80 6.52+0.15 | 11.52+0.01 | 2.34+0.40 4.96+0.39 0.18+0.001 | 2.26+0.11 | 0.29+0.003
REtOHS80 1.28+0.16 | 8.30+0.42 | 0.46+0.03 3.14+0.06 0.11£0.002 | 1.62+£0.01 | 0.54+0.002

Nota: CTF — continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli. Concentratia
extractelor: FDMSO — 110,000 ug/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L,
FEtOH80 — 40,000 pg/L, RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOHS50 —
60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 ng/L.

Compozitia chimicd a extractelor din frunze de Taraxacum officinale. Cel mai inalt
continut de flavonoizi a fost determinat in extractele pe etanol de 80% (6.52+0.15 mg/mL), desi
diferente statistic veridice cu extractele pe etanol de 50% (6.30+0.07 mg/mL) nu au fost
determinate (rs=0.14, p=1.2). Cel mai scazut continut de flavonoizi a fost inregistrat in cazul
extractului pe DMSO (0.50+0.03 mg/mL).

Continutul total de polifenoli (CTP) a variat in functie de tipul extractantului si
concentratia etanolului. Cel mai scazut continut a fost inregistrat la utilizarea aetanolului de 80%
(11.52+0.01 mg/mL) si DMSO (13.88+0.13 mg/mL). Lider dupa continutul de CTP a fost
extractul pe etanol de 50% (38.00+1.02 mg/mL).

Evaluarea continutului de fitosteroli ne-a permis sd stabilim ca intdietatea de asemenea a
revenit extractelor pe etanol de 50% (2.51+£0.45 mg/mL), concentratia minimala fiind inregistrata
in cazul extractiei pe DMSO (0.38+0.01 mg/mL).

La analiza continutului sumar al acizilor hidroxicorici, cea mai inaltd cantitate a fost
inregistratd ca si in cazul precedent, in extractele pe etanol de 50% (48.80+2.22 mg/mL), iar cel
mai scazut in cazul extractului pe etanol de 80% (4.96+0.39 mg/mL) si DMSO (11.40+0.06
mg/mL).
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Extractia acidului caftaric a fost mai productiva in cazul etanolului de 50% (5.64+0.36
mg/mL), iar cresterea concentratiei alcoolului a diminuat brusc acest proces (0.18+0.001
mg/mL). Aceeasi eficienta a extractelor a fost determinata si in cazul extractiei acidului cicoric.

Pentru acidul clorogenic cel mai eficient extractant a fost etanolul de 50% (1.16+0.14
mg/mL), iar continutul minimal a fost determinat la utilizarea etanolului de 80% (0.29+0.003

mg/mL) si DMSO (0.29+0.002 mg/mL).

Compozitia chimica a extractelor din raddcini de Taraxacum officinale. Flavonoizii au
fost cel mai bine extrasi la utilizarea etanolului de 20% (1.74+0.1 mg/mL) si 80% (1.28+0.16
mg/mL), cantitatea minima fiind inregistrata in extractul pe DMSO (0.60+£0.06 mg/mL).

Continutul total de polifenoli a fost cel mai ridicat la utilizarea etanolului de 80%
(8.30+£0.42 mg/mL), iar cel mai scazut a fost in cazul etanolului de 20% (2.00+0.01 mg/mL)
(tabelul 1).

Extractia fitosterolilor s-a dovedit a fi mai eficienta in etanol de 20% (0.59+0.003 mg/mL),
concentratia minima fiind atestata la utilizarea DMSO (0.34+0.001 mg/mL).

Cantitatea sumara a acizilor hidroxicorici s-a dovedit a fi mai mare la utilizarea etanolului
de concentratie inaltd, 50% (8.00+0.93mg/mL) si 80% (3.14+0.06 mg/mL), iar extractia pe
DMSO s-a dovedit a fi mai putin eficienta (1.07+0.001 mg/mL).

Extractia acidului caftaric a fost mai eficientd la utilizarea etanolului de 50% (0.74+0.01
mg/mL), cantitatile minime fiind inregistrate in extractele pe etanol de 80% (0.11+0.002 mg/mL)
si DMSO (0.10+0.001 mg/mL).

Acidul cicoric a fost maxim extras la utilizarea alcoolului etilic de 50% (5.34+0.41
mg/mL), iar concentratia minima a fost determinata in extractele pe etanol de 20% (0.65+0.01
mg/mL) si DMSO (0.76+0.01 mg/mL).

Extractia acidului clorogenic s-a dovedit a fi mai eficientd in etanol de concentratie inalta,
50% (0.65+0.05 mg/mL) si 80% (0.54+£0.002 mg/mL), iar utilizarea etanolului de 20%
(0.10+£0.001 mg/mL) si DMSO (0.11£0.001 mg/mL) nu ar putea fi considerata ca cea mai buna

alegere.
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3.3 Studiul comparativ al compozitiei chimice al Taraxacum officinale

Conform datelor publicate de Mariano et al. (2020) solventii se deosebesc dupa
biocompatibilitate si abilitatea lor de a dizolva diverse clase de compusi chimici [133]. In studiul
nostru am utilizat extractanti cu diversa capacitate de dizolvare, in particular compusii volatili,
polifenolii si sterolii. DMSO se considera ca poseda proprietati inalte de solubilizare atat pentru
compusii polari, cat si cei non-polari, astfel fiind capabil de a extrage majoritatea componentelor
ce formeaza fitocomplexul chimic al TO. Competitiv, etanolul desi predominant asigura
extragerea moleculelor polare, intr-0 rata mai joasa poate dizolva si compusii non-polari.

Conform datelor prezentate de Kristo et al. (2003) frunzele de TO contin o cantitate mai
mare de triterpene (528 — 551.1 mg/100g) comparativ cu radacinile (321.2 — 340.9 mg/100g),
ceea ce corespunde cu rezultatele studiului nostru [134]. Totodata autorii in cauza au demonstrat
ca, radacinile sunt mai bogate 1n fitosteroli (41.2 — 46.7 mg/100g) comparativ cu partea foliara a
plantei (34.3 — 38.5 mg/100g). Aceste date de asemenea corespund cu rezultatele studiului
nostru, unde continutul foliar de fitosteroli a dominat fata de radacini. Faptul ca, continutul in
cazul extractelor noastre pare a fi putin mai scazut, ar putea fi explicat prin sezonul de recoltare,
care nu a fost indicat de catre autori sau metoda de cuantificare. Drept exemplu, conform datelor
prezentate de Gonzalez-Castejon et al. (2012) din fitosterolii liberi, sitosterolul, campesterolul si
stigmasterolul predomind in frunzele de TO, insd raportul cantitativ depinde de sezon: iarna
predomina metil sterolii liberi, iar la abundenta luminii solare esterii cicloartenolului si
sitosterolului [2].

Studiul realizat ne permite sda sustinem ideea existentd in literatura ca, cantitatea
compusului extras depinde de tipul extractantului si mecanismul de extragere. Kristo et al.
(2003) au determinat ca extractia supercritica (450 bar, 65°C) a p-sitosterolului din radacini a
rezultat cu 25.3 mg/100g fata de extractia Soxhlet cu etanol (18.1 mg/100g) sau n-hexan (19.3
mg/100g). In cazul frunzelor acelasi component a constituit 146 mg/100 g (Soxhlet cu etanol),
134.7 mg/100 g la extragerea Soxhlet cu n-hexan si 123.4 mg/100 g la extragerea supercritica
[134]. Autorii au concluzionat ca, aceste date vorbesc despre starea libera a fitosterolilor in
componenta TO. Un alt exemplu elocvent, sunt datele raportate de Petkova et al. (2015) care
prezintd ca extractia cu apa, consecutiva unui tratament prealabil cu etanol, a oferit o extractie
mai bund decat la utilizarea solitard a etanolului de 95%, atat pentru extractia CTP, cat si a
flavonoizilor si derivatilor acidului dihidroxicinamic [135]. Din datele studiului nostru rezulta ca,
etanolul de 50% este mai efectiv in extractia polifenolilor, decat etanolul de concentratii extreme
sau DMSO. Aceste rezultate coincid cu datele prezentate relativ recent de catre Khan et al.

(2018), care sustin utilizarea preferentiala a etanolului de 50% (691.6 mg GAE/g), comparativ cu
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apa (41.47 mg GAE/qg) [136]. In plus, datele prezentate de Xue et al. (2017) prezinti etanolul in
calitate de extractant al carui proprietati nu sunt modificate nici dupa adaugarea a altor solventi,
cum ar fi acidul formic [137]. Ultimul insa a imbunatatit proprietatile extractive ale apei si
etanolului de 80%. O alta evidentd despre importanta extractantului a fost furnizatd de Khan et
al. (2018) care au demonstrat ca, continutul de CTP la utilizarea etanolului de 50% este mai
mare (692 mg/g GAE) comparativ cu extractele hidrice (42 mg/g GAE) [136]. Contradictorii
insa sunt rezultatele prezentate de Mir et al. (2013) care certifica ca, la utilizarea apei in calitate
de extractant continutul de fenoli in rddacini este mai mare (22%) comparativ cu metanolul
(18%) [138].

In literatura de specialitate este stipulat ca, triterpenele sunt extrase mai bine la utilizarea
etanolului. Cauza posibild invocatda de Kristo et al. (2003) este ca triterpenele din TO sunt
prezente in forma glicozidica, din care motiv etanolul s-a dovedit a fi mai efectiv decat metoda
supercritica, care de fapt este apolard [134]. In cazul studiului nostru etanolul s-a dovedit a fi mai
efectiv in extragerea triterpenelor si flavonoizilor decait DMSO, care dupa datele din literatura
este efectiv atat pentru compusii polari, cat si non-polari. Trebuie sa subliniem ca concentratia
optima a etanolului pentru extragerea acestor compusi a fost in relatie cu partea plantei:
flavonoizii din frunze au fost extrasi mai bine la concentratii ridicate ale alcoolului (50-80%), iar
in cazul radacinilor la concentratii scizute (de 20%). In cazul fenolilor concentratia de 50% s-a
dovedit a fi mai efectiva, iar la radacini cea de 80%. Conform datelor prezentate de Xue et al.
(2017) continutul total de fenoli obtinuti prin extractie pe etanol de 50% este mai mare
comparativ cu alcoolul de 80% [137]. Totodatd continutul de flavonoizi a fost similar. Recent,
Dedic et al. (2022) au stabilit ca, continutul de fenoli in partile aeriene ale TO este mai inalt
decat in radacini, ceea ce corespunde cu rezultatele noastre [139].

Conform datelor prezentate de Gonzalez-Castejon et al. (2012) cel mai ridicat continut
dintre compusii fenolici din frunzele si florile de TO 1l au derivatii acidului hidroxicinamic, in
special esterii acidului cafeic, cum ar fi acizii clorogenic, cicoric (dicafeoiltartaric) si
monocafeoiltartaric [2]. In cazul studiului nostru am determinat cd, atdt suma acizilor
hidroxicorici, cat si continutul solitar al acizilor cicoric, caftaric si clorogenic este mai mare in
frunze decat in radacini. Conform datelor prezentate de Stylianou et al. (2014) continutul acestor
acizi depinde de sezonul de recoltare: in frunze cantitatea de acid cicoric este maximalad la
inceputul infloririi (51.77 mg/g), iar in radacini dupa inflorire (4.89 mg/g) [140]. Mai mult,
Ivanov et al. (2014) au demonstrat ca extractia acestor acizi este in functie de tipul extractantului
[141]. Astfel derivatii acidului hidroxicinamic care nu au fost prezenti in extractele hidrice

(80°C, 1 ord) din frunze de TO, au atins cote maxime in etanolul de 50% (acidul clorogenic — 37
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mg/100g, cafeic — 22 mg/100g, cicoric — 3148 mg/100g), rezultate net superioare utilizarii
etanolului concentrat de 96% (acidul clorogenic — 18 mg/100g, cafeic — 15 mg/100g, cicoric —
484 mg/100g). Utilizarea preferentiald a etanolului de 50% in calitate de extractant este valabila
nu numai in cazul TO, fiind propusa initial de catre Tsai et al. (2011) in cazul Echinacea
purpurea [142]. Desigur si alti extractanti si-au dovedit eficacitatea in a extrage compusii
bioactivi ai TO. De exemplu, recent Epure et al. (2022) au determinat dupa extragere prealabila
cu diclormetan in Soxhlet si ulterioara preparare a tincturii de TO (1:10 g/g w/w, 50 g frunze
uscate, 500 g 70% etanol, macerare 7 zile la t° camerei) 9.7+3.6 mg acid cicoric /g DW de
derivati ai acidului cafeic, 13.15+0.81 mg GAE/g DW de CTP si 6.87+0.34 mg RE/g DW de
flavonoizi [143]. Totusi aceasta metoda pare a fi putin eficienta daca am compara, drept exemplu
cantitatea de acid cicoric (716.311+6.44 ng/mL) extrasa de autori, cu extractia clasica pe care am
realizat-o noi pe etanol de 50% (35000+690 pg/mL). Mecanismul de actiune al acestor acizi este
in permanentd reevaluat si completat. La moment se cunoaste cd, acizii in cauzad activeaza
glicoliza stimuland glucokinaza, care catalizeaza fosforilarea glucozei la glucozo-6-fosfat [144].
In plus, drept tintd ai acizilor mentionati sunt enzimele cruciale ale glicolizei si ciclului Krebs,
precum fosfofructokinaza, hexokinaza si piruvatkinaza.

In concluzie, trebuie si mentionam ca Taraxacum officinale reprezinta o sursa importanti
de polifenoli, acizi triterpenici, flavonoizi si fitosteroli. Continutul cantitativ al acestor compusi
depinde de tipul extractantului, concentratia acestuia si partea plantei. Pentru extractia
polifenolilor si acizilor fenolici foliari mai efectiv s-a dovedit a fi etanolul de 50%. Polifenolii
radiculari au fost supusi extractiei mai bine in cazul utilizarii alcoolului etilic de 80%, iar acizii
fenolici in etanol de 50%. Flavonoizii si fitosterolii foliari au inregistrat cantitdti majore la
utilizarea etanolului de concentratie inalta. Aceeasi compusi din radacind de TO au fost extrasi

mai bine la utilizarea alcoolului etilic de 20%.
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4. INFLUENTA EXTRACTELOR DIN TARAXACUM OFFICINALE ASUPRA
SISTEMULUI ANTIOXIDANT ENZIMATIC SI HOMEOSTAZIEI TIOL-
DISULFIDICE

Radicalii liberi (RL) reprezinta atomi, ioni sau molecule cu electronii de pe orbitalul extern
neimperecheati, cu o reactivitate chimica deosebita si o tendinta accentuatd de a ataca alte
molecule pentru a le sustrage electronul necesar stabilizarii. RL participd la reactii in lant, de
aditie si substitutie radicalica care destabilizeaza lipidele, proteinele, ADN-ul. Acesti radicali pot
fi generati atat de surse endogene (precum sistemul enzimatic al reticulului endoplasmatic sau
sistemul oxidant NADPH dependent, care intervine in procesele inflamatorii), cat si exogene
(radiatii, agenti poluanti, ultrasunete, microunde) [145]. Formarea radicalilor este redusa in
cadrul metabolismului aerob, insa cantitatea si nocivitatea acestora creste odata cu diminuarea
capacitatii antioxidante defensive.

Celula poseda in arsenal un sir de mecanisme si resurse cu proprietati antioxidante, inclusiv
enzime, precum superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GPx),
glutation S-transferaza (GST) si glutation reductaza (GR). De rand cu enzimele, organismul
uman a dezvoltat un sistem de aparare eficient, implicand sistemul tiol-disulfidic, cu sediu
plasmatic si celular.

Tiolii reprezintd compusi nucleofili, susceptibili la atacuri electrofile, care functioneaza in
calitate de sistem de captare a radicalilor liberi si speciilor reactiv oxidante (de oxigen, de azot si
carbonil reactive). Acesti compusi polarizeaza legatura —SH, astfel diminuand constanta de
disociere si cresc vulnerabilitatea la modificarile oxidative.

Glutationul reprezinta o tripeptida, care reduce la cisteina legaturile disulfidice formate in
cazul proteinelor citoplasmatice, eliberand un electron. In cadrul acestui proces glutationul este
transformat in GSSG, forma sa oxidata sau glutation-disulfidic. Acesta este ulterior redus la GSH
de catre GR, in prezenta NADPH.

In acest studiu am evaluat actiunea extractelor din TO asupra sistemului antioxidant
enzimatic (SOD, CAT, GPx, GST si GR), precum si continutului de grupuri SH totale si SH
libere, glutationului total, precum si fractiilor sale, oxidata si redusa.

4.1 Material si metode. In acest studiu au fost incluse 8 extracte din frunze si radicini de
TO cu concentratiile: FDMSO - 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000
ng/L, FEtOH80 — 40,000 ng/L, RDMSO — 145,000 ng/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOHS50 —
60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 pg/L. In calitate de sursi enzimatica au servit eritrocitele

persoanelor sanatoase (Capitolul 2, pag.41).
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Determinarea activititii superoxid dismutazei (SOD) a fost efectuata conform procedeelor
descrise de younuna E.E. (1983) si Paseirpaes A.B. (2006), in modificarea Tagadiuc et al.
(2010) [146].

Principiul micrometodei are la baza capacitatea enzimei de a inhiba reducerea sarii de
nitro-blue tetrazoliu (NBT) in formazan, cantitatea caruia se estimeaza prin spectrofotometriere
la 540 nm. In calitate de unitate a activititii SOD a fost luatd cantitatea de enzimi necesari
pentru inhibitia a 50% a reactiei de reducere a NBT. Activitatea enzimei a fost raportatd in
unitati conventionale la 1 g de Hb (u/gHb).

Activitatea catalazei (CAT) exprimata in uM/gHb a fost evaluatd conform procedeului
descris de Koposrok et al. (1988), in modificatia noastra [147]. Determinarea activitatii CAT a
avut la baza proprietatea enzimei de a cataliza reactia de scindare a H,O, cu formarea H,O si O,.

Peroxidul de hidrogen formeaza cu molibdatul de amoniu un compus complex de culoare
galbena. in procesul reactiei are loc diminuarea cantitatii de H,O,, proces corelat cu decolorarea
solutiei, gradul careia intr-0 unitate de timp este direct proportionala cu activitatea enzimei.

Determinarea activitatii glutation peroxidazei (GPXx) a fost efectuata conform procedeului
descris de Kynunckuii et al. (2007), in modificarea Tagadiuc et al. (2012) [148]. Micrometoda
elaborata a fost bazata pe capacitatea enzimei de a oxida peroxidul de hidrogen (H,O;) in
prezenta glutationului redus (GSH), care a fost donorul de electroni. Glutationul oxidat (GSSG),
produs dupa reducerea H,O, este reciclat la starea sa redusa de catre glutation reductaza (GR) si
NADPH. Concomitent are loc reactia de oxidare a coenzimei NADPH, ceea ce duce la
micsorarea absorbtiei la 340 nm, fapt ce coreleaza cu activitatea enzimei in proba de cercetat.

Activitatea enzimei a fost calculata, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-
ului (la 37°C si 340 nm, & = 6,22 umol.cm™), iar rezultatul exprimat in uM/gHb.

Dozarea activitatii glutation S-transferazei (GST) a fost efectuata conform procedeului
descris de Habig et al. (1974), in varianta modificata de Tagadiuc et al. (2012) [149]. Metoda
elaborata are la baza capacitatea enzimei de a cataliza reactia de conjugare a glutationului redus
(GSH) cu 1-clor-2,4-dinitrobenzenul (CDNB), ceea ce duce la cresterea absorbantei, masurata la
340 nm. Valoarea absorbantei a fost direct proportionala cu activitatea enzimei in proba de
cercetat.

Activitatea enzimei a fost evaluata, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al
complexului CDNB cu GSH (g = 9,6 pmol cm™) si exprimata in pM/gHb.

Determinarea activitatii glutation reductazei (GR) a fost efectuatd conform metodei

descrisa de Kymuuckuit B. U. et al. (2009), in modificarea lui Gudumac et al. [150].
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Micrometoda are la baza capacitatea enzimei de a reduce glutationul oxidat /GSSG in glutation
redus /GSH. Concomitent are loc reactia de oxidare a coenzimei NADPH, fapt ce determina
modificarea absorbantei, la 340 nm, corelata cu activitatea enzimei. Activitatea enzimei a fost
calculata, reiesind din coeficientul molar de absorbtie al NADP-ului (37°C, 340 nm, ¢ = 6,22
umol.cm™), iar rezultatele au fost prezentate in pM/gHb.

Dozarea glutationului total a fost realizatd conform procedeului descris de Akerboom et
al. (1981), in modificarea propusd de Andronache et al. (2014) [151]. Metoda a constat in
determinarea glutationului total in materialul biologic in baza formarii compusului colorat dintre
glutationul redus si 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) in mediul de reactie ce contine

NADPH (figura 6).
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Figura 6. Ciclul enzimatic redox pentru determinarea cantitativa a glutationului total

si oxidat cu ajutorul protocolului spectrofotometric cu DTNB dupa Tietze (1969).

Cantitatea de glutation s-a calculat dupa curba de calibrare, care a fost construitd in baza
dilutiilor succesive ale solutiei standard stoc de 10 mM GSH si a fost exprimatd in pM/gHb.

Determinarea continutului de grupdri tiolice ale proteinelor a fost realizata conform
procedeului de evaluare descris de Ellman et al. (1994) in modificatia lui Gudumac et al. (2012),
pe lizat eritrocitar [152]. Metoda utilizata este bazata pe interactiunea dintre DTNB si grupele
tiolice ale proteinelor, cu formarea unui compus colorat. Citirea rezultatelor a fost efectuata la
reader-ul spectrofotometric, la 412 nm (figura 6). Cantitatea de SH grupe proteice (exprimata in

mMM/L si recalculata in uM/gHb) a fost determinata conform formulei 1.
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Formula
1000 A Vit Q)

SH grupele proteice (mM/L) = X X
[PT] 2 Vp

unde:

[PT] — concentratia de proteine in proba de cercetat;

A — absorbanta probei de cercetare;

Vt — volumul total al probei de cercetat, L;

Vp — volumul probei de cercetat;

Y - coeficientul molar de extinctie (13600 M *cm ™) al DTNB.

4.2 Rezultatul actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra sistemului
antioxidant si homeostaziei tiol-disulfidice

Influenta extractelor din TO asupra activititii SOD. Extractele TOF au influentat SOD
intr-o manierd similard si anume in directia stimuldrii activitatii enzimei (tabelul A1.8).
Activitatea cea mai inalta a SOD (50.71+0.12 u/gHb) a fost inregistrata dupa actiunea extractelor
realizate pe etanol de 20%, ceea ce a reprezentat +85.4% fata de control (p=0.05). Activitatea
acestei enzime a fost cel mai putin influentata de extractele realizate pe DMSO, rezultate care nu
au atins nici pragul statistic scontat.

Studiul de corelare dintre activitatea SOD si concentratia etanolului nu a pus in evidenta
careva asocieri statistic semnificative (r;=0.19, p=0.25).

Influenta extractelor TOR asupra SOD a fost neuniforma (tabelul A2.9). Toate extractele
utilizate in acest studiu au stimulat activitatea SOD statistic semnificativ. Cea mai impunatoare
influentd a fost inregistrata in cazul extractului pe DMSO (50.10+10.73 u/gHb), rezultat
echivalent cu +83.9% fata de control (p=0.02), urmat de extractul realizat pe etanol de 50%
(27.26+1.81 u/gHb sau +54.9%, p=0.05).

Analiza de corelare dintre concentratia etanolului utilizat in extractele TOR si activitatea
SOD nu a depistat asocieri statistic semnificative (rs=0.09, p=0.38).

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR am determinat, ca actiunea lor asupra
activitatii SOD a fost una diferita (tabelul A3.10). Astfel la compararea extractelor pe DMSO am
concluzionat ca extractele radiculare stimuleazd mai puternic activitatea SOD (p=0.05). Desi
actiunea TOF extrase in etanol de 80% au indicat o influentd mai mare comparativ cu TOR,

eseurile comparative nu au atins cote statistic veridice (p=0.13). O astfel de tendinta s-a pastrat si
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in extractele realizate pe etanol de 20%, doar cd in aceste cazuri diferentele au fost statistic
semnificative (p=0.05) (tabelul A3.10).

Actiunea extractelor din TO asupra activitatii CAT. Toate extractele cercetate au micsorat
activitatea CAT, cu exceptia extractului etanolic de 80% din frunze (43.83+1.18 uM/gHb sau
+15.2%, p=0.05). Frunzele de TO au influentat activitatea catalazei neuniform, in functie de tipul
extractantului si concentratia acestuia (tabelul A1.8). In cazul extractului TOF pe DMSO
activitatea CAT a fost evaluata cu 6.84+0.16 uM/gHb, rezultat cu -86.2% mai mic decat controlul
(p=0.05). In cazul extractelor realizate pe etanol cel mai puternic activitatea CAT a fost
diminuata dupa actiunea extractelor TOF pe etanol de 20% (23.79+2.31 uM/gHb sau -47.2%
comparativ cu controlul, p=0.05).

Studiul de corelare nu a inregistrat asocieri statistic semnificative dintre activitatea CAT si
concentratia alcoolului etilic din extractele de TOF (r,=-0.33, p=0.11).

Neuniformad dupa actiune s-a dovedit a fi si influenta extractelor TOR asupra activitatii
CAT. Cea mai impundtoare diminuare s-a determinat Tn urma actiunii extractului de TO pe
DMSO (26.17+9.84 uM/gHb sau -42.3%, p=0.02) (tabelul A2.9).

In cadrul analizei statistice de corelare am determinat ci activitatea CAT este invers
proportionala la concentratia etanolului utilizat pentru extractele TOR (rs=-0.73, p=0.001).

Analiza comparativd a actiuni TOR si TOF asupra activitatii CAT a pus in evidentd
diferente statistic veridice dintre extractele de TO realizate pe DMSO si etanol de 20% (p=0.05).
In celelalte cazuri valorile comparative nu au atins cote semnificativ statistice (tabelul A3.10).

Influenta extractelor din TO asupra activitatiic GPX. Rezultatele obtinute releva ca
extractele TOF preponderent stimuleaza activitatea acestei enzime, cea mai inalta activitate GPx
inregistrand dupa influenta extractelor realizate pe DMSO (255.74+19.60 uM/gHb sau +46.3%,
p=0.05) si etanol de 20% (236.99+24.58 uM/gHb sau +45.7%, p=0.05) (tabelul A1.8).

Studiul statistic a pus in evidentd o asociere medie, negativd dintre activitatea si
concentratia alcoolului etilic utilizat in extractele TOF (rs=-0.52, p=0.02).

Influenta extractelor din radacini de TO asupra activitatii antioxidante a GPx a fost una
neomogena (tabelul A2.9). Cea mai pronuntata actiune stimulatorie am determinat in cazul TOR
pe etanol de 80% (221.97+6.37 uM/gHb sau +84%, p=0.05).

Prin utilizarea eseurilor statistice am determinat ca concentratia etanolului din extractele
TOR nu influenteaza activitatea GPx (rs=0.23, p=0.21).

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR am determinat cd, activitatea GPx este

mai mare dupa actiunea extractelor din frunze de TO, realizate pe DMSO (p=0.05) si etanol de

20% (p=0.05) (tabelul A3.10). Dat fiind faptul ca, actiunea extractului din frunze de TO nu a
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inregistrat diferente semnificativ statistice fatd de control, putem indica cu certitudine ca
diferente veridice dintre TOF si TOR au fost doar in cazul extractelor pe DMSO si etanol de
20%.

Actiunea extractelor din TO asupra activititii GST. In cazul GST toate extractele
realizate din frunze de TO au exercitat efecte stimulatorii (tabelul A1.8). Cele mai promitatoare
actiuni au fost determinate in urma influentei extractelor de TOF pe etanol de 80% (29.71+1.38
uM/gHb sau +160%, p=0.05).

Studiul de corelatie a pus 1n evidentd o asociere foarte inaltd dintre activitatea GST si
concentratia etanolului din extractele de TOF (rs=0.94, p=0.0001).

Influenta TOR asupra activititii GST s-a dovedit a fi una eterogend. Cea mai Inaltd
activitate stimulatorie a fost inregistratd dupd actiunea extractelor pe DMSO (24.84+2.45
uM/gHb sau +72%, p=0.02), urmate de cele etanolice de 20% (26.39+0.46 uM/gHb; +28.9%,
p=0.05) si 50% (23.32+1.89 pM/gHb; +10%, p=0.04) (tabelul A2.9).

Analiza statistica de corelare a pus in evidenta o asociere de grad rezonabil, inversa dintre
activitatea GST si concentratia alcoolului etilic utilizat in extractele TOR (rs=-0.59, p=0.01).

Compararea actiunii extractelor din TOF si TOR a pus in evidentd multiple diferente
statistic semnificative dintre TOF si TOR, cu exceptia extractelor realizate pe DMSO (tabelul
A3.10). Valorile GST, obtinute in urma actiunii extractelor din radacini pe etanol de 20% au
prevalat, comparativ cu valorile obtinute dupa actiunea extractelor din frunze. In rest, rezultatele
statistice au sustinut suprematia frunzelor, in ceea ce priveste activitatea GST.

Influenta extractelor din TO asupra activitatii GR. Extractele din frunze de TO au realizat
atat actiune stimulatorie, cit si inhibitorie, In functie de tipul si concentratia extractantului
(tabelul Al1.8). Efectul stimulator a atins apogeul in cazul extractelor pe etanol de 50%
(23.9542.19 uM/gHb sau +34.7%, p=0.05) si 80% (22.66+0.47 uM/gHb sau +34.6%, p=0.05).
Totodata actiune inhibitorie s-a determinat dupa utilizarea extractelor realizate pe etanol de
concentratie joasd, de 20% (10.06+1.30 uM/gHb sau -50.4%, p=0.05).

Activitatea GR s-a dovedit a fi dependentd de concentratia alcoolului etilic utilizat in
extractele TOF, inregistrand asocieri statistice foarte inalte (rs=0.81, p=0.0001).

Radacinile de TO au demonstrat practic, o actiune inhibitorie univoca asupra activitatii GR
(tabelul A2.9). Cea mai puternica influenta a fost depistata in cazul extractului pe etanol de 50%
(20.42+0.001 pM/gHb sau -31.4%, p=0.04). Unicul efect stimulator inregistrat de TOR a fost in
cazul extractului pe etanol de 20% (+2.3%), valori care nu au atins insa pragul statistic (p=0.51).

Eseurile statistice au pus 1n evidenta corelatii de talie rezonabild, negative dintre activitatea

GR si concentratia extractantului utilizat pentru TOR (rs=-0.49, p=0.03).
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In cadrul studiului comparativ al actiunii extractelor din TOF si TOR am determinat c,
frunzele de TO au stimulat mai puternic decat rddacinile activitatea GR dupa extractie realizata
pe DMSO (p=0.05) si etanol de 50% (p=0.04) si 80% (p=0.05) (tabelul A3.10). in rest datele
statistice au sustinut suprematia partilor subterane.

Actiunea extractelor din TO asupra sistemului antioxidant in functie de compozitia
extractelor. Activitatea SOD a fost stimulatd, atingdnd cote maxime la actiunea extractelor din
frunze pe etanol de 20% (50.71 u/gHb) si radacini pe DMSO (50.10 u/gHb) (tabelul A7.14). in
primul caz concentratia compusilor chimici a fost urmatoarea: CTP — 31.4 mg/mL, acid caftaric
(AC) — 5.16 mg/mL, acid cicoric (ACh) — 23.8 mg/mL, acid clorogenic (ACG) — 0.88 mg/mL,
acizi hidroxicorici (Ahx) — 33.8 mg/mL, CTF — 4.61 mg/mL, fitosterolii (Fts) — 1.11 mg/mL. in
cazul radacinilor combinatia a fost diferitd: CTP — 4.04 mg/mL, AC — 0.1 mg/mL, ACh — 0.76
mg/mL, ACG — 0.11 mg/mL, Ahx —1.07 mg/mL, CTF — 0.6 mg/mL, Fts — 0.34 mg/mL. Trebuie
sd subliniem faptul ca In ambele cazuri, activitatea maxima a SOD nu a coincis cu concentratia
maxima a compusilor. Activitatea minimd a SOD (27.74 u/gHDb) a fost determinata in cazul
extractului foliar pe DMSO la urmatoarea combinatie a compusilor: CTP — 13.9 mg/mL, AC —
1.48 mg/mL, ACh — 8.16 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 11.4 mg/mL, CTF — 0.5 mg/mL,
Fts —0.38 mg/mL.

CAT a fost cel mai tare stimulat in cazul extractului radicular pe etanol de 20% (48.04
uM/gHb) la urmatoarea combinatie a compusilor: CTP — 2 mg/mL, AC — 0.55 mg/mL, ACh —
0.65 mg/mL, ACG — 0.1 mg/mL, Ahx — 1.68 mg/mL, CTF — 1.74 mg/mL, Fts — 0.59 mg/mL.
Activitatea minimala a CAT a fost determinata in cazul extractului din frunze pe DMSO,
combinatia compusilor fiind urmatoarea: CTP — 13.9 mg/mL, AC — 1.48 mg/mL, ACh — 8.16
mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 11.4 mg/mL, CTF — 0.5 mg/mL, Fts — 0.38 mg/mL (tabelul
A7.14). Trebuie sd mentionam ca, aceste activitati nu au coincis cu concentratiile extreme,
maximald sau minimald, a compusilor testati.

In cazul GPx cea mai inaltd activitate a fost atestatd la actiunea extractului din frunze pe
DMSO (255.74 uM/gHDb), care a cauzat diminuarea SOD si CAT la combinatia compusilor: CTP
—13.9 mg/mL, AC — 1.48 mg/mL, ACh —8.16 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 11.4 mg/mL,
CTF — 0.5 mg/mL, Fts — 0.38 mg/mL. Activitatea minimald a GPx (132.71 uM/gHDb) atestata la
actiunea extractului foliar pe etanol de 50%, a coincis cu concentratiile maxime ale compusilor:
CTP — 38 mg/mL, AC — 5.64 mg/mL, ACh — 35 mg/mL, ACG — 1.16 mg/mL, Ahx — 48.8
mg/mL, CTF — 6.3 mg/mL, Fts — 2.51 mg/mL (tabelul A7.14).

In cazul GST activitatea maximala a fost inregistrati la actiunea extractului din frunze pe

etanol de 80% (29.71 uM/gHb), la urmatoarea combinatie a compusilor: CTP — 11.5 mg/mL, AC
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— 0.18 mg/mL, ACh — 2.26 mg/mL, ACG - 0.29 mg/mL, Ahx — 4.96 mg/mL, CTF — 6.52
mg/mL, Fts — 2.34 mg/mL. Diminuarea cea mai drastica a activitatii GST s-a atestat ca urmare a
actiunii extractului radicular pe etanol de 80% (16.15 uM/gHb), concentratiile compusilor fiind:
CTP - 8.3 mg/mL, AC — 0.11 mg/mL, ACh — 1.62 mg/mL, ACG — 0.54 mg/mL, Ahx — 3.14
mg/mL, CTF — 1.28 mg/mL, Fts — 0.46 mg/mL (tabelul A7.14).

Activitatea GR a atins cote maximale la actiunea extractului foliar pe DMSO (31.41
uM/gHb), la combinatia compusilor care totodatd a diminuat actiunea SOD si CAT, dar a
stimulat GPx: CTP — 13.9 mg/mL, AC — 1.48 mg/mL, ACh — 8.16 mg/mL, ACG - 0.29 mg/mL,
Ahx —11.4 mg/mL, CTF — 0.5 mg/mL, Fts — 0.38 mg/mL (tabelul A7.14). Actiunea minimala a
acestei enzime a fost determinata in cazul extractului foliar pe etanol de 20% (10.06 upM/gHb),
iar combinatia compusilor a stimulat la maxim activitatea SOD: CTP — 31.4 mg/mL, AC — 5.16
mg/mL, ACh — 23.8 mg/mL, ACG - 0.88 mg/mL, Ahx — 33.8 mg/mL, CTF —4.61 mg/mL, Fts —
1.11 mg/mL.

Influenta TO asupra continutului de grupuri SH. Extractele din TOF majoritar au
diminuat continutul de tioli (tabelul A4.11). Diminuarea cea mai pronuntata, statistic veridica de
grupuri SH libere s-a atestat sub influenta extractelor din frunze pe DMSO (3.30+0.31 uM/gHb
sau -14.2%, p=0.05), etanol de 20% (3.24+0.03 uM/gHb sau -13.1%, p=0.05) urmate de etanol
80% (3.02+0.01 uM/gHb sau -6.7%, p=0.05). in restul cazurilor, valorile nu au fost statistic
diferite fatd de proba martor.

Similar cu continutul de tioli liberi s-a modificat si cantitatea de tioli totali. Diminuarea cea
mai pronuntata s-a determinat dupd actiunea extractelor pe DMSO (3.79+0.08 uM/gHb sau -
10%, p=0.05), etanol de 20% (3.47+0.05 uM/gHb sau -11.8%, p=0.05) si 80% (3.15+0.02
uM/gHb sau -9.5%, p=0.05) (tabelul A4.11).

Calculele ne-au permis sa concludem ca, -SH liberi reprezinta majoritatea din —SH totali.
Astfel ca urmare a actiunii FDMSO acestia au reprezentat 87%, a FEtOH20 — 93.3%, FEtOH50
—93.7% s1 95.9% in FEtOHS0.

Importanta concentratiei alcoolului etilic utilizat pentru extractii a fost raportata prin valori
corelationale, negative, de putere medie (rs=-0.55, p=0.02) atat in cazul tiolilor liberi, cat si in
cazul tiolilor totali (rs=-0.65, p=0.004).

Influenta extractelor din radacini asupra continutului de tioli liberi a fost una majoritar
diminutivd. Micsorarea cea mai pronuntatd s-a determinat sub influenta extractelor din etanol de
50% (3.18+0.07 pM/gHb sau -17.5%, p=0.05) (tabelul A5.12). in cazul extractelor pe DMSO si

etanol de 80% rezultatele nu au fost statistic diferite comparativ cu proba martor.
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Continutul total de grupe —SH s-a diminuat sub actiunea extractelor radiculare, cea mai
pronuntatd diminuare fiind atestatd in cazul extractelor pe etanol de 50% (3.38+0.17 uM/gHb sau
-19.7%, p=0.05) (tabelul A5.12). In cazul extractului pe DMSO s-a determinat de asemenea o
diminuare a continutului total de —SH, insa aceste valori (3.53+0.18 uM/gHb sau -6.2%) nu au
fost diferite statistic de proba martor (p=0.15).

Similar frunzelor, grupele -SH libere au constituit majoritatea din tiolii totali calculati.
Dupa actiuneca RDMSO acestia au reprezentat 91.4%, REtOH20 — 96.2%, REtOH50 — 93.9% si
94.9% in REtOHSO0.

Concentratia etanolului utilizat ca extractant s-a dovedit a fi importantd si In cazul
radacinilor, inregistrand corelatii negative, statistic veridice atat fatd de continutul de grupuri SH
libere (rs=-0.48, p=0.04), cat si —SH total (rs=-0.55, p=0.02).

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR asupra continutului de tioli am
determinat ca, continutul de tioli liberi s-a diminuat mai pronuntat ca urmare a actiunii
extractelor din frunze pe etanol de 20% si 80% (figura 7). Continutul total de tioli s-a diminuat

mai efectiv sub actiunea frunzelor pe etanol de 20% (figura 8).
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Figura 7. Dinamica modificirii continutului de -SH liberi (%) fata de proba martor —
la actiunea extractelor DMSO si etanolice ale frunzelor si radéicinilor de TO.

Nota: 20% — 80% concentratia etanolului.
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Figura 8. Dinamica modificérii continutului total de -SH (%) fati de proba martor la
actiunea extractelor DMSO si etanolice ale frunzelor si radacinilor de TO.
Nota: 20% — 80% concentratia etanolului.

Actiunea extractelor din TO asupra continutului de glutation. Extractele din frunze au
modificat continutul de GSH intr-o manierd neomogena (tabelul A4.11). Componentii activi din
extractele realizate pe etanol de 50% (14.62+2.15 uM/gHb sau +47.3%, p=0.03) si 80%
(18.01£1.02 uM/gHb sau +131.5%, p=0.05) au crescut concentratia de GSH comparativ cu
proba martor. In restul extractelor testate continutul de GSH s-a diminuat comparativ cu
controlul, cele mai evidente fiind efectele extractelor pe DMSO (13.98+2.82 uM/gHb sau -
25.5%, p=0.03).

Continutul de GSSG majoritar a crescut in urma actiunii componentelor bioactive din
frunze, cele mai active in acest sens fiind extractele realizate pe DMSO (8.46+3.48 uM/gHb sau
+123.1%, p=0.05) si etanol de 80% (10.39+3.16 uM/gHb sau +144.9%, p=0.05). Desi in cazul
extractelor pe etanol de 50% s-a atestat o diminuare a continutului de GSSG, aceste valori nu au
fost statistic diferite comparativ cu proba martor.

Actiunea extractelor din frunze asupra continutului total de glutation a fost una stimulativa,
inregistrand valori maximale la actiunea extractelor realizate pe etanol de 50% (23.35+2.79
uM/gHb sau +22.4%, p=0.05) si 80% (28.40+£2.14 uM/gHb sau +136.2%, p=0.05) (tabelul
A4.11). Trebuie de mentionat cd, in restul cazurilor rezultatele nu au fost statistic diferite

comparativ cu proba martor.
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Ulterior am determinat care este cota procentuald din continutul total a formelor oxidate si
reduse de glutation (figura 9). Calculele au pus in evidenta ca GSH constituie majoritatea in toate
cazurile: FDMSO — 62.3%, FEtOH20 — 57.3%, FEtOH50 — 62.6% si 63.4% in FEtOHS80, fara

diferente statistice dintre actiunea extractelor.

FEtOHB0
FEtOH50
FEtOH20

FDMSO
REtOHB0
REtOHS50
REtOH20

RDMSO

® Glutation total mGSH w GSSG

Figura 9. Modificarea nivelului formelor de glutation ca urmare a actiunii extractelor
din TO.
Nota: rezultatele reprezintd mediile in uM/gHb

Cresterea concentratiei alcoolului etilic s-a dovedit a fi importanta, determinand cresterea
sinergica atat a fractiei de glutation oxidat (rs=0.47, p=0.04), cat si a continutului total (rs=0.45,
p=0.05). In cazul GSSG valorile corelationale nu au atins pragul statistic scontat (rs=0.15,
p=0.29).

Analiza rezultatelor releva, ca extractele din radacini pot actiona atat in calitate de agenti
de oxidare, cat si de reducere.

Cantitatea de GSH a crescut ca urmare a actiunii componentilor bioactivi din extractele pe
etanol de 20% (28.03+1.14 uM/gHb sau +98%, p=0.05) si 80% (20.41+0.90 uM/gHb sau
+105.7%, p=0.05) (tabelul A5.12). Micsorarea de GSH s-a atestat sub influenta extractelor pe
etanol de 50% (13.33+0.69 uM/gHb sau -29%, p=0.05). Valorile inregistrate in cazul RDMSO

nu au fost statistic diferite de proba martor.
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Concentratia de GSSG s-a majorat, cea mai impresionanta fiind la actiunea extractelor pe
etanol de 20% (5.92+0.72 uM/gHb sau +91.2%, p=0.05) si 50% (11.46+3.27 uM/gHb sau
+202.4%, p=0.05).

Continutul total de glutation a crescut majoritar ca urmare a actiunii radacinilor de TO.
Cele mai inalte concentratii au fost determinate ca urmare a actiunii extractelor pe etanol de 20%
(33.95+0.42 uM/gHb sau +96.8%, p=0.05) si 80% (30.93+0.40 uM/gHb sau +62.1%, p=0.05)
(tabelul A5.12).

Analiza statistica ne-a permis sa concludem cd, GSH a constituit majoritatea din cantitatea
de glutation (figura 9). Astfel, dupa actiunea extractului radicular pe DMSO cota procentuald a
GSH a fost de 76.8%, dupa REtOH20 — 82.6%, REtOH50 — 53.8% si 66% in cazul REtOH8O0.

Spre deosebire de extractele foliare, in cazul rddacinilor nu s-au determinat corelatii
statistic veridice dintre concentratia alcoolului etilic si cantitatea de glutation total (rs=-0.15,
p=0.29), GSH (rs=0.01, p=0.48) si GSSG (r;=-0.19, p=0.25).

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR am determinat, ca continutul total de
glutation a fost mai mare ca urmare a actiunii extractelor din frunze pe DMSO (tabelul A6.13).
Partile aeriene au inregistrat mai mult continutul de GSSG ca radacinile, utilizdnd extractele pe
etanol de 20%.

Rédacinile s-au dovedit a fi mai efective in cazul continutului total de glutation, utilizand
extractele pe etanol de 20%. GSH a sporit ca urmare a actiunii extractelor pe etanol de 20% si
80%.

Actiunea extractelor din TO asupra homeostaziei tiol-disulfidice in functie de compozitia
extractelor. Continutul de tioli liberi a atins cote minime (3.02 uM/gHb) la actiunea extractului
din frunze pe etanol de 80%, la urmatoarea componentd a compusilor activi: CTP — 11.52
mg/mL, AC — 0.18 mg/mL, ACh — 2.26 mg/mL, ACG - 0.29 mg/mL, Ahx —4.96 mg/mL, CTF —
6.52 mg/mL, Fts — 2.34 mg/mL (tabelul A8.15). Identicd combinatie a fost cauza continutului
minim de SH total (3.15 pM/gHb). Cel mai inalt continut de SH liberi (3.58 uM/gHb) a fost
inregistrat ca urmare a actiunii compusilor din extractul radicular pe etanol de 20%: CTP — 2
mg/mL, AC — 0.55 mg/mL, ACh — 0.65 mg/mL, ACG - 0.1 mg/mL, Ahx — 1.68 mg/mL, CTF —
1.74 mg/mL, Fts — 0.59 mg/mL. Acest extract totodata a fost cauza rezultatelor maximale atinse
de GSH (28.03 uM/gHb) si Glutation total (33.95 uM/gHb).

In cazul SH total, valorile minime au fost inregistrate dupa actiunea extractului foliar pe
etanol de 80% (tabelul A8.15). Valorile maxime (3.79 pM/gHb) au fost atinse gratie extractului

din frunze pe DMSO, la concentratia compusilor dupa cum urmeaza: CTP — 13.88 mg/mL, AC —
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1.48 mg/mL, ACh — 8.16 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 11.4 mg/mL, CTF — 0.5 mg/mL,
Fts — 0.38 mg/mL.

In cazul glutationului total si GSH, valorile maximale au fost atinse gratie actiunii
extractului din radacini pe etanol de 20% (tabelul A8.15). Rezultate minime ca valoare a
glutationului total au fost atinse dupa actiunea extractelor din rddacini pe DMSO (17.34
uM/gHDb), la urmatoarea combinatie a compusilor activi: CTP — 4.04 mg/mL, AC — 0.1 mg/mL,
ACh - 0.76 mg/mL, ACG - 0.11 mg/mL, Ahx — 1.07 mg/mL, CTF — 0.6 mg/mL, Fts — 0.34
mg/mL. Aceeasi combinatie a cauzat valori minimale in cazul GSSG (4.02 uM/gHb). Cele mai
mici (10.88 uM/gHb) valori GSH a atins dupa actiunea extractului din frunze pe etanol de 20%,
cu urmatoarea combinatie a compusilor chimici: CTP — 31.4 mg/mL, AC — 5.16 mg/mL, ACh —
23.8 mg/mL, ACG - 0.88 mg/mL, Ahx —33.8 mg/mL, CTF —4.61 mg/mL, Fts —1.11 mg/mL.

In cazul GSSG, valorile minime au fost atinse la actiunea extractului radicular pe DMSO.
Cel mai inalt nivel (11.46 uM/gHb) de GSSG a fost rezultatul actiunii extractului din radacini pe
etanol de 50%, la urmatoarea combinatie a compusilor chimici: CTP — 4.86 mg/mL, AC — 0.74
mg/mL, ACh — 5.34 mg/mL, ACG — 0.65 mg/mL, Ahx — 8 mg/mL, CTF — 0.96 mg/mL, Fts —
0.44 mg/mL.

4.3 Studiul comparativ al actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra
sistemului antioxidant enzimatic si homeostaziei tiol-disulfidice

Speciile reactive de oxigen endogene sunt produse de catre celuld in rezultatul
metabolismului normal [153]. Moleculele care contin unul sau mai multi electroni impari
capabili de a genera compusi reactivi sunt denumiti drept radicali liberi. La moment sunt bine
cunoscute 3 specii majore de SRO, a caror semnificatie fiziologica este intens studiata: anionul
superoxide (O3 ), radicalul hydroxyl (*OH) si peroxidul de hydrogen (H20>). Ultimul reprezinta
produsul advers al proceselor metabolice normale. De asemenea acesta poate fi produs de cétre
un sir de oxidaze, precum xantin oxidaza, amino acid oxidaza, NAD(P)H oxidaza sau prin
consumul oxigenului metabolic in peroxisomi. Printr-o succesiune de reactii (Haber—Weiss si
Fenton), H,0, poate scinda la OH" in prezenta metalelor, precum Fe?* sau Cu?*. Acest produs
usor poate strdbate membrana plasmaticd. Este de mentionat ca, proprietatile redox ale
peroxidului depind de pH: in medii acide acesta reprezinta un oxidant puternic, iar in bazice
reduce multipli ioni anorganici. La moment, acesta este considerat unul din cei mai mediatizati
agenti, prin care stresul oxidativ induce afectarea proteinelor, lipidelor si ADN-ului.

Celulele au dezvoltat o serie de mecanisme si agenti capabili de a proteja structurile

mentionate de catre actiunea daunatoare a SRO. Un mecanism tine de SOD, care printr-o reactie
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redox converteste superoxidul in oxigen si peroxid de hidrogen. H,O; este descompus in apa si
oxigen de catre CAT, localizata in peroxisomi. Aceastd enzima reprezinta structural un tetramer,
cu patru grupari heme ferice, care permit enzimei sa reactioneze cu H,O,. Altfel spus, CAT
printr-o reactie de peroxidare elimina efectul nociv al H,O,, rezultat in urma oxidarii fenolilor,
acidului formic, formaldehidei, alcoolilor etc. Este stabilit ca pH-ul optim pentru activitatea CAT
este egal cu 7. Glutationul /GSH si enzimele asociate sunt cunoscute gratie functiei sale de
donator de electroni pentru H,0, astfel invocand reducerea acestuia la H,O si O,.

Park et al. (2007) au investigat efectul protectiv al extractului hidric din TO asupra

hepatocitelor afectate prin administrarea tetraclorurii de carbon (CCI,) sobolanilor Sprague-

Dawley. Autorii au descris drept rezultat cresterea continutului de SOD, GPx si GR intr-0
manierd dependentd de doza [88]. Totodata extractele din TO au diminuat continutul de mRNA
si citochrom P450 2E1. Exista studii care sustin cd, componentii bioactivi ai TO scad activitatea
SOD, CAT si GPx in celulele hepatice afectate cu CCly, diminuand depletia glutationului [144].
O alta evidenta despre impactul TO asupra sistemului antioxidant a fost prezentata de Sumanth si
Rana (2006), care au dovedit cd, administrarea per os (100 mg/kg) a extractelor din TO
sobolanilor Wistar a diminuat peroxidarea lipidica, imbunatatind semnificativ activitatea SOD,
CAT si continutul de GSH [63]. Conform datelor prezentate de Cho et al. (2003) utilizarea
extractelor din frunze de TO a crescut semnificativ activitatea CAT, GPx si GST [154]. Aceste
date partial coreleaza cu rezultatele prezentate recent de noi (tabelul A1.8, 2.9). Diferenta
atestatd tine de faptul ca efectul TO poate fi modulatoriu, depinzand de partea plantei, tipul si
concentratia extractantului.

Rezultate interesante au fost relativ recent prezentate de Jung et al. (2015), care au testat
activitatea antioxidanta a extractelor hidrice din TO [155]. Autorii au constatat ca, extractul
combinat din frunze si radacini stimuleaza mult mai activ (2.2 mU/min/mg proteina) CAT decat
extractele solitare. Totodatd activitatea inhibitorie a peroxidarii lipidice a extractului mixt a
necesitat valori ECsp mai mici (426.6 pg/mL) decat extractele separate din frunze si radacini.
Proportia optima dintre frunze si radacini, care a prezentat cele mai promitatoare rezultate a fost
de 9:1.

In cazul studiului nostru am determinat ci, TO poate exercita atat functie stimulatoare,
cat si inhibitoare asupra enzimelor sistemului antioxidant, efectul scontat dependent de tipul
extractantului si concentratiile compusilor chimici. Trebuie sd8 mentiondm ca, concentratiile

inalte a compusilor studiati nu au corelat cu activitatea inalta a enzimelor studiate. Mai mult, TO
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a demonstrat ca are actiune modulatoare. Drept exemplu, extractul din frunze pe DMSO a
condus la diminuarea SOD, CAT si cresterea concomitenta a GPx, GST si GR [156].

Stresul oxidativ (SO) este un proces patologic declansat prin dezechilibrul dintre
producerea de radicali liberi ai oxigenului si azotului, si capacitatea unui sistem biologic de a
neutraliza acesti produsi reactivi [157]. Mai mult decat atat, SO poate fi definit si ca
dezechilibrul starii redox a unui sistem biologic (organite, celula, tesut) cu producerea excesiva a
speciilor reactive de oxigen/azot si/sau prin deficitul antioxidant endogen [158].

Radicalii liberi sunt molecule, care au electroni in orbitalul atomic si cel molecular. Acest
electron ne-pereche este responsabili de reactivitatea acestor substante chimice, cat si de
interactiunea lor rapida cu alti compusi [145,159]. Molecula, care este atacatd de radicali 1si
pierde electronul si la randul sdu, devine un radical liber, producand reactii in lant, care in cele
din urma deterioreaza proteinele celulare, lipidele, acizii nucleici [145,160,161].

Protectia impotriva speciilor reactive este asigurata de diferiti antioxidanti. Acestia din
urma sunt definiti ca molecule, care au capacitatea de a preveni/sau incetini oxidarea
macromoleculelor, in acelasi timp permitdnd radicalilor liberi sad-si indeplineasca functiile
fiziologice, fara a deteriora structurile biologice [162]. La nivel de celuld, antioxidantii pot
controla nivelul radicalilor liberi formand un sistem antioxidant complex, care include un numar
de enzime antioxidante (SOD, CAT, GPx, etc.) si compusi non-enzimatici (glutationul, vitamina
C, vitamina E, etc.) [163].

In calitate de antioxidanti pot fi definite si substantele care oferd protectie impotriva
deteriorarii radicalilor liberi prin diverse mecanisme, inclusiv exercitand functii In calitate de
componente generale ale sistemului tampon redox tiol-disulfidic, ca chelatori metalici, ca agenti
de stingere a radicalilor, ca substraturi pentru reactii specifice redox (GSH) si agenti reducatori
individuali specifici legaturilor disulfidice din proteine (tioredoxina) [164,165]. Compusii
aromatici sau fenolici sunt componente obisnuite ale antioxidantilor. Aceste substante au
capacitatea de a dona hidrogen catre radicalii liberi la diferite etape si de a-i neutraliza.

Unul dintre mecanismele antioxidante esentiale a celulei este tamponul redox tiol-
disulfidica. Celulele au dezvoltat o serie de mecanisme, capabile de a creste nivelul de tioli
intracelular. Mediul celular redox tiol-disulfidica este definit de catre tiolii proteici, tiolii cu masa
moleculard mica si disulfurile acestora. In celulele mamiferilor, cea mai abundentd moleculi
tiolici cu masd moleculard mica este glutationul. Impreuna cu forma oxidatia /GSSG, aceasta
pereche formeaza tamponul celular redox tiol-disulfidica [166]. In plus, trebuie de luat in
considerare si o mare varietate de compusi asociati cu tiolii, cum ar fi cisteina si N-acetilcisteina,

di-tiolii (acidul dihidrolipoic) si compusii ,,protioli", cum ar fi L-2-0xotiazolidina-4-carboxilata.
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Studii antecedente au relatat capacitatea TO de a influenta homeostazia sistemului tiol-
disulfidica, datorita prezentei a diferiti metaboliti ai plantei, cum ar fi lactonele sesquiterpene,
triterpenoidele, flavonoidele, acizii fenolici, cumarinele si steroizii [167].

In opinia lui Wirngo et al. (2016), proprietitile antiinflamatorii ale TO sunt mediate chimic
de structura inelului aromatic care contine oxigen in grupa functionald carbonil, o grupa metilen
exociclicad ca parte a unei portiuni a-metilen-y-lactond. Aceasta structurd este capabila sa
reactioneze cu componentele nucleofile, cum ar fi grupele sulfhidril din cisteina, prin aditia
Michael. Cercetatorii Schmidt et al. (2006) considera, ca grupele tiolice, cum ar fi reziduurile
cisteinei din proteine ce reprezintd tinta primara a lactonelor sesquiterpene. Ultimele sunt
considerate componente obisnuite ale TO, depistate In special in radacini. Datoritd acestor
lactone, TO exercitd de asemenea proprietiti antimicrobiene, antimutagenice, functionand
perfect in calitate de modulator al cresterii si repelent [21].

Importanta lactonelor din TO a fost demonstrata recent de Jedrejek et al. (2019), in
experimentul carora cel mai puternic efect protector asupra grupelor tiolice (continut crescut de
trei ori mai mult comparativ cu controlul), a fost determinat in doua fractii de extracte din
radacinile de TO: imbogatite cu derivati ai lactonei sesquiterpenice si esteri hidroxifenilacetat a
inositolului [168]. Chadwick et al. (2013) au determinat, ca lactonele sesquiterpene nu exercita
actiune antioxidantd directd, care ar fi fost atribuitd datoritd structurii lor, ci prezentei
componentelor aditionale atasate acestora, cum ar fi alcoolul alilic, care influenteaza activitatea
[169]. Astfel, este cert ca modularea compozitieci TO prin diferite procedee poate conditiona
amplificarea unor proprietati asupra tintelor terapeutice. Drept exemplu, datele lui Jedrejek et al.
(2019), unde doua fractii imbogatite cu lactone sesquiterpenice au exercitat actiune protectoare
in cazul oxidarii lipidelor plasmatice si proteinelor cu H,O/Fe, in timp ce amestecul cu continut
sporit de acid taraxinic-O-p-D-glucozidic, a manifestat un potential antioxidant mai slab. In plus
chiar gi tratarea termica a plantei poate schimba compozitia TO, care In opinia lui Wojtowicz et
al. (2017), poate creste activitatea antioxidanta de cca cinci ori [170].

in una din publicatiile noastre anterioare, in care a fost descrisa influenta extractelor din
frunzele de TO asupra homeostaziei tiol-disulfidice, am mentionat importanta concentratiei
extractantului [171]. Mai mult, corelatia statistica dintre diversi markeri ai SO din eritrocite sub
influenta extractelor etanolice de concentratii diferite a fost neomogena. Prin lucrarea data
reiterdm afirmatia anterioara despre importanta tipului de extractant si concentratia acestuia.

Pfingstgraf et al. (2021) au raportat date interesante despre influenta TO in cazul
insuficientei hepatice cronice, provocata experimental sobolanilor Albino Wistar. Autorii au

observat la aceste animale o epuizare a nivelului de SH, care putea fi prevenitd prin
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administrarea extractului etanolic (70%) din radacini de TO [172]. Mai mult, SH chiar a crescut
usor, indicand faptul ca anume acest extract a redus sistemic SO prin eliminarea oxidantilor si
mai putin prin cresterea capacitatii antioxidante [173]. Contrar acestor rezultate, datele noastre
actuale indica faptul, ca toate extractele etanolice si pe DMSO, atat din frunze, cat si din radacini
diminueaza nivelul de tioli. Diferenta observata, poate fi datorata diferitor obiecte de studiu:
serul utilizat in experimentul lui Pfingstgraf si eritrocitele in cazul nostru, cauza, care ar trebui
cercetatd suplimentar si supusa discutiei ulterioare.

Recent, Majewski et al. (2020) au testat doua fractii fenolice de TO, extrase din frunze si
petale. Ambele extracte au prezentat efecte protectoare in plasma sangvind, masurate prin
biomarkerii SO: scaderea efectiva a nivelului de grupe carbonil in proteine (fractia din frunze) si
cresterea continutului de grupe tiolice in proteine (fractia din petale). Cantitatea grupelor de tioli
din plasma sanguind a crescut de 1,34 ori in cazul extractului din frunze si de 1,53 in cazul
extractului din petale, comparativ cu martorul [174]. Aceste rezultate consolideaza notiunea de
rol benefic al TO, ca agent protector impotriva deteriorarii oxidative a proteinelor. Astfel de date,
corespund rezultatelor raportate anterior de Jedrejek et al. in 2017 [175]. Toate probele testate,
patru fractii fenolice diferite din frunze si petale de TO au inhibat carbonilarea proteinelor
plasmatice si oxidarea grupelor tiolice in proteinele plasmatice de catre oxidanti (H20, si OH).
Autorii au decis, ca petalele de TO sunt o sursa mai bogata in flavonoizi decat frunzele.

TO este bogat in compusi fenolici, caracterizati prin proprietdti antioxidante marcate.
Aceastd planta contine polifenoli, flavonoizii B-sitosterol, kaempferolul si quercetina, care au
grupe hidroxil. Ultimul, doneazd cu usurintd e— radicalilor liberi si efectiv ii neutralizeaza.
Prezenta unei grupe hidroxil in TO creste potentialul antioxidant prin legarea intermoleculara a
legaturii de hidrogen, implicand grupa -SH de tioli non-proteici si enzimele [176].

Potrivit lui Lis et al. (2020) componentele bioactive ale TO influenteaza continutul de tioli
in diferite moduri [37]. Extractele imbogatite cu acizi Cinamici (448 mg GAE/g) si flavonoizi
(377 mg GAE/g), precum si trei fractii de flavonoizi (fractia cu filonotisflavon, 516 mg GAE/g;
fractia cu flavonolignani, 384 mg GAE/g si agliconul fractiei flavon, 632 mg GAE/g) au redus
oxidarea grupei tiolice din proteinele plasmatice tratate cu H,O,/Fe. Cea mai scazuta activitate a
fost determinatd in cazul extractului metanolic din fructe, Imbogdtit cu polifenoli (188 mg
GAE/g) si fractia cu flavonoizi Tmbogatita cu luteolina (880 mg GAE/g). Autorii au mentionat,
ca dozarea componentelor bioactive este de asemenea importanta in SO. Drept exemplu, functia
tiolilor proteici la oxidarea trombocitelor indusa cu H,O,/Fe, s-a ameliorat prin administrarea
fractiei de filonotisflavona (516 mg GAE/g, 10 pg/mL) si prin administrarea de extract de

flavonoizi (377 mg GAE/g), si fractia imbogatita cu luteolind (880 mg GAE/g), a cate 50 pg/mL
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fiecare. In cazul tiolilor plasmatici autorii au subliniat importanta materialului biologic utilizat in
experimentele cu TO [37].

in concluzie, putem afirma ci TO manifestd actiune antioxidantd, avand drept tinta de
actiune enzimele acestui sistem, iar activitatea enzimelor este dependenta de tipul si concentratia
extractantului, precum si de partea foliarda sau radiculara a plantei. Odatd cu cresterea
concentratiei etanolului in extractele foliare creste activitatea GR si GST, si invers scade GPx. In
cazul extractelor din radacini, cresterea concentratiei etanolului duce doar la inhibarea CAT, GR
st GST. Frunzele de TO stimuleaza activitatea SOD, preponderent dupa aplicarea extractelor pe
etanol de 20%, iar radacinile dupa extragere pe DMSO. Activitatea CAT este influentatd de
frunzele si radacinile de TO neuniform, mecanismul inhibitor manifestandu-se in special dupa
aplicarea extractelor pe DMSO. Mecanismul de actiune a TO asupra GPx tine de stimularea
activitatii la utilizarea extractelor din frunze pe DMSO sau a radacinilor pe etanol de 80%. Partea
foliara a TO exercitd doar efect stimulator asupra GST, in special la utilizarea extractelor pe
etanol de 80%. Radacinile de TO influenteaza activitatea GST in functie de solvent, exercitand
efect stimulator la utilizarea extractelor pe DMSO. Frunzele de TO supuse extractiei in etanol de
concentratie inalta stimuleaza activitatea GR, iar extractele pe alcool etilic de concentratie joasa,
ca si toate extractele din radacini, o inhiba.

Totodata putem afirma ca, TO manifestd atat activitate de oxidare, cat si de reducere.
Componentele bioactive din frunze si radacini de TO diminueaza continutul de tioli liberi in
majoritatea cazurilor. Influenta TOF asupra continutului de glutation este una neomogena.
Cresterea sinergicd de GSH si GSSG se determind doar sub influenta extractului pe etanol de
80%. Diminuarea de GSH si cresterea continutului de GSSG are loc sub actiunea extractelor
foliare pe DMSO si etanol de concentratii joase. Din continutul total de glutation, GSH
constituie majoritatea. TOR poseda actiune oxidanta si reducdtoare. Cresterea continutului total
de glutation datorata sporirii concomitente a cantitatii de GSH si GSSG se atesta la actiunea
extractelor pe etanol de 20% si 80%. GSSG creste ca urmare a utilizarii extraselor radiculare pe
etanol de 50%. Concentratia etanolului utilizat nu influenteaza cantitatea de glutation la

utilizarea radacinilor de TO.
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5. POTENTIALUL ANTIRADICALIC, ANTIOXIDANT TOTAL SI ACTIUNEA
EXTRACTELOR DIN TARAXACUM OFFICINALE ASUPRA MARKERILOR
STRESULUI OXIDATIV

Speciile endogene, reactive de oxigen sunt generate in special, drept produse secundare
din cadrul lantului respirator mitocondrial [177]. Continutul moderat de SRO are efecte benefice,
precum distrugerea microorganismelor si regenerarea tesuturilor afectate. Cresterea insa
dezechilibreaza homeostazia redox, ceea ce conduce spre stresul oxidativ si distrugerea SRO-
mediati a organitelor si biomoleculelor, precum ADN si proteine [158]. In aditie la SRO,
speciile reactive de azot (SRN), precum oxidul nitric (NO), dioxidul de azot sau nitritul (NO;),
peroxinitritul sau nitratul (NO3) de asemenea au o contributie esentiala in cadrul stresului
oxidativ [145]. NO este produs de catre nitric oxid sintazele (NOS), in procesul de catalizare a
reactiei de transformare a L-argininei la L-citrulind. Formarea de NO3™ in vivo este atribuita
reactiei dintre radicalul liber superoxid (O;") si NO. Ultimul interactioneaza cu SRO formand o
serie de SRN implicati in deteriorari oxidative si nitrozative. De asemenea si NO, este
considerat un agent de oxidare si nitrare.

Oxidul nitric este implicat in multiple procese fiziologice, precum reglarea tensiunii
arteriale, raspunsul imun si comunicarea neuronald [157]. NO este un radical liber biatomic, care
are o duratd de viata foarte scurtd in sistemele biologice. Cuantificarea metabolitilor NO, nitritii
si nitratii in probele biologice oferd informatii valoroase cu privire la biodisponibilitatea,
metabolismul si productia in vivo de NO.

Oxidantii, precum speciile reactive de oxigen si azot, pot genera radicali liberi, capabili de
a deteriora diversi compusi chimici ai celulei, generand efecte inflamatorii, oncogene etc.
Antioxidantii pot neutraliza acesti radicali prin mecanisme enzimatice si non-enzimatice, astfel
prevenind SO. Exista un sir de substante, lipo- (vitamina A, tocoferolii) sau hidrosolubile
(vitamina C, glutationul), componente ale plantelor, inclusiv TO, capabile de a exercita functia
antioxidantd, astfel prevenind sau neutralizand efectele SO. Masurarea capacitatii antioxidante
totale, masei substantelor si activitatii medii a antioxidantilor a fost realizata cu scopul de a
stabili care este actiunea extractelor din TO asupra sistemului antioxidant non-enzimatic in cazul
SO.

Radicalii liberi (RL) sunt implicati si in peroxidarea lipidelor [145]. Dialdehida malonica
reprezintd unul din produsii finali ai peroxidarii acizilor grasi polinesaturati [160]. Cresterea de
RL cauzeaza supraproducerea de DAM. Astfel, DAM este considerat drept unul din markerii

stresului oxidativ.
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5.1 Material si metode

In cadrul acestui studiu am utilizat extractele din frunze si radicini de TO, de
concentratiile: FDMSO — 110,000 ug/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L,
FEtOH80 — 40,000 ng/L, RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOHS50 —
60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 ng/L. In calitate de substante de referintd am utilizat Troloxul
si Rutina. Activitatea de reducere a probelor de studiu a fost evaluata imediat (0 minute), si dupa
15 si 30 minute de incubare.

Determinarea activitatii antiradicalice a extractelor obtinute din Taraxacum officinale, a
fost efectuata prin utilizarea radicalului cation ABTS " dupa Roberta Re et al. [178]. Metoda in
cauzi implica utilizarea de ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolini-6- acidului sulfonic). In baza
acestui eseu este posibil de determinat activitatea antiradicalica atat a substantelor pure, cat si a
complexelor antioxidante. Radicalul cation ABTS ™ este generat prin oxidarea ABTS-ului, iar
reducerea lui are loc prin mecanismul de aditionare de electroni. Oxidarea ABTS-ului in scopul
formarii radicalului cation ABTS ™ a fost efectuati cu persulfat de potasiu (K3S,0s). In calitate
de echivalent pentru calculul cantitativ in aceasta metoda au fost utilizati Troloxul (acid 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilic), compus cu activitate antiradicalicd similara
tocoferolului, dar care fiind lipsit de lantul fitil este hidrosolubil si Rutina (2-(3, 4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3- [a-L-ramnopiranozil-(1 — 6) -B-D-glucopiranoziloxi]-4H-
cromen-4-ona) (figura 10).

Rutina Trolox
CHj
HO O

OH OH

HaC 0
CHs

CHj

HO 0

HO
OH

Figura 10. Structura chimica a compusilor de referinta, Rutina si Troloxul.

Solutia standard stoc Trolox 2 mM a fost preparata prin dizolvarea a 5 mg de Trolox in 10
mL de etanol 96%. Solutia standard stoc Rutind 2 mM a fost preparata prin dizolvarea a 5 mg de

Rutina in 10 mL de etanol 96%. Ulterior s-au pregatit 8 dilutii de lucru, cu urmaétoarele
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concentratii de Trolox si Rutind (ng/L): 3x10% 15x10°; 750x10% 375x10% 187,500; 93,750;
46,880; 23,440.

Experimentele au fost repetate de 3 ori. In calitate de control a servit solutia de lucru de
ABTS *(ABTS+persulfat de potasiu), fira antioxidanti. In calitate de Blank a servit solventul
(etanol) fird ABTS ", Inhibitia (%) radicalului cation ABTS " a fost calculati dupa formula 2:

Formula

Abs 734 nmy — Abs 734 nm,

%) =
L (%) Abs 734 nm, * 100 @

unde,

Abs 734 nmg reprezinta absorbanta solutiei de control,

Abs 734 nm; — valoarea absorbantei extractului testat dupa incubare (respectiv Ag
(imediat), 15 min, 30 min).

Calculul valorilor I1Csq si expresiile grafice au fost efectuate cu ajutorul soft-ului GraphPad.

Determinarea capacitatii antioxidante totale (TAC) si masei substantelor antioxidante
(MSA) per unitate de masa in probele de cercetat s-a efectuat in baza metodei descrise de
Meijuan Zhang et al. (2014), in modificarea propusa de Tagadiuc et al. (2018) [179,180]. Esenta
metodei constd 1n faptul cd, la realizarea procedeului redox cu permanganat de potasiu,
antioxidantii prezenti in proba de cercetat suprima formarea coloratiei intr-un grad proportional
cu concentratiile acestora.

Calcularea capacitatii antioxidante totale a probei de cercetat (TAC) am efectuat-o dupa

formula 3:
Formula
TAC =100/ [Absl + 2 x (Abs2 + Abs3 + Abs4) + Abs5] 3
unde:

TAC — reprezinta capacitatea antioxidanta totald a probei de cercetat.

Absl, Abs2, Abs3, Abs4 , Abs5 — reprezinta absorbanta dilutiilor de lucru ale probelor de
cercetat: Absl (1: 10); Abs2 (1: 20); Abs3 (1: 40); Abs4(1: 80) si Abs5 (1: 160).

Calculul masei substantelor antioxidante in proba de cercetat (MSA) a fost efectuat dupa

formula 4:

Formula
MSA = 0.3 x (Abscontrol = Absminimé) / (Absmaximé - Abminimé) + Inginim (U/C) (4)
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unde:

MSA — reprezintd masa substantelor antioxidante din proba de cercetat;

ADScontrol — reprezenta valoarea Abs probei de control;

ADS axima $1 AbSminima — reprezinta valorile mai mari (AbSmaxima) $i mai mici (AbSpinima), din
afara intervalului de salt;

IgT minim — reprezinta cel mai mic logaritm al dilutiei de langa intervalul de salt.

Intervalul de salt a fost calculat in felul urmator: au fost aranjate valorile absorbantei
probelor (valorile Abs) in ordinea crescatoare — de la cea mai mica, la cea mai mare valoare.
Apoi s-au scazut valorile Abs ale concentratiilor adiacente, iar cea mai mare valoare absoluta a
diferentei a fost definitd ca intervalul de salt. Factorii de dilutie serica (1:10; 1:20; 1:40; 1:80 si
1:160) au fost transformati intr-o scard logaritmica (1.0, 1.30, 1.6, 1.9 si 2.2).

Calculul activitatii medii a antioxidantilor din proba de cercetat (AMA) a fost efectuat
dupa formula 5:

Formula

_ TAC
A= S (5)

unde:

A — reprezinta activitatea medie a substantelor antioxidante din proba de cercetat;

TAC — este capacitatea antioxidanta totala;

MSA — reprezinta masa substantelor antioxidante din proba de cercetat.

Pentru probele diluate la concentratii de 1: 10, 1: 20, 1: 40, 1: 80 si 1: 160, valorile Abs au
fost: 0.095, 0.496, 1.176, 1.682 si respectiv, 1.986, iar valoarea Abs a probei de control — 2.07.
Drept exemplu, masa substantelor antioxidante (MSA) a fost calculatd pentru intervalul de salt
1:40-1:80 dupa formula 6.

Formula

MSA = 0,3 x (2.07-0.496)/ (1.176-0.496) + 1g20 = 1.99 u/c (6)

Markerii stresului oxidativ au fost evaluati in vitro utilizand eritrocite, recoltate de la
persoane sanatoase (capitolul 2.3.2, pag.41).

Dozarea metabolitilor oxidului nitric in probele de cercetat a fost efectuata dupa
deproteinizarea acestora conform procedeului descris de Metenbckas et al. (2005), in

modificarea lui Gudumac et al. [152,181,182]. Micrometoda propusa are la baza determinarea
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spectrofotometrica a complexului colorat format in rezultatul interactiunii nitritilor din proba de
cercetat cu reagentul Griess.

Calculul a fost efectuat conform curbei de etalonare, construita in baza dilutiilor succesive
ale solutiei standard stoc de nitrit de sodiu si exprimata in uM/gHb.

Pentru determinarea activitatii eNOS, initial s-a pregitit lizatul eritrocitar ce contine
eNOS (endothelial nitric oxide synthase) [183]. Cu reactivul Griess s-a determinat cantitatea
metabolitului oxidului nitric, nitritului. Cantitatea acestuia a servit drept masurd a activitatii
enzimatice.

Calculul a fost efectuat dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor stoc de nitrit de
sodiu de 10 mM, exprimata in uM/L ser sangvin.

Aprecierea intensitdtii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in probele de cercetat a fost
efectuata prin dozarea produsului final al peroxidarii lipidelor (DAM) in conformitate cu
procedeul descris de I'amakruonosa et al. (1998), in modificarea propusa de Gudumac et al.
(2012) [184].

Metoda are la baza determinarea spectrofotometrica a complexului trimetinic format in
rezultatul interactiunii DAM cu acidul tiobarbituric (ATB). Produsul final al peroxidarii
lipidelor, DAM, a format cu ATB un complex trimetinic colorat, intensitatea careia a fost direct
proportionald cu concentratia DAM 1in proba cercetata.

Continutul de DAM a fost calculat in baza coeficientului molar de absorbtie £=1,56 "10°

mol-cm™ si exprimat in uM/gHb.

5.2 Rezultatele evaluarii actiunii Taraxacum officinale asupra potentialului
antiradicalic, antioxidant total si markerilor stresului oxidativ

Capacitatea antiradicalica a Troloxului si Rutinei. Troloxul este binecunoscut pentru
activitatea sa antioxidantd. Procesul de neutralizare a ABTS a manifestat o fluctuatie valorica in
dependentd de concentratia Troloxului si timpul de incubare. Astfel la mdsurare imediatd s-a
stabilit cd, neutralizarea cea mai pronuntati a ABTS (91.86%, DS — 3.56, 95% Ii: 84.88-98.84) a
fost realizata la concentratia de 750 x10% pg/L (tabelul A9.16). Concentratia inhibitoare medie,
ICso pentru acest interval de timp a fost echivalentd cu 267,900 pg/L.

Cresterea timpului de incubare la 15 minute a probelor la prima vedere nu a schimbat
activitatea antiradicalicd a Troloxului, rimanand cea mai evidenta la concentratia de 750 x10°
ng/L (95.08%, DS — 0.82, 95% Ii: 93.47-96.69). Insa, concentratia inhibitoare ICsy s-a diminuat
la valoarea de 224,000 png/L.
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Procesul de neutralizare a ABTS la concentratia de 750 x10% pg/L a fost cel mai activ si
dupa 30 minute (95.36%, DS — 0.94, 95% Ii: 93.52-97.20), insa valoarea ICso a Inregistrat o
descrestere semnificativa (158,700 pg/L).

Testele statistice au relevat ca, cresterea timpului de incubare sporeste si procesul de
neutralizare a ABTS (r~0.20, p=0.05). Trebuie de mentionat ca, cresterea concentratiei
Troloxului a sporit statistic veridic neutralizarea radicalului ABTS (rs=0.88, p=0.001). Totusi, la
efectuarea U-testului, am determinat ca capacitatea de reducere a Troloxului nu se schimba
statistic esential dupa concentratia de 750 x10° ug/L, atat la compararea cu concentratia de 1,500
x10° pg/L (0 minute — p=0.51, 15 minute — p=0.51, 30 minute — p=0.23), ct si cea de 3,000 x10°
ug/L (0 minute — p=0.51, 15 minute — p=0.66, 30 minute — p=0.13)

Procesul de inhibitie a ABTS sub influenta Rutinei, la masurare imediata a sporit odata cu
cresterea concentratiei, inregistrand cele mai mari valori la 3,000x10° png/L (90.64%, DS — 2.05,
95% Ii: 86.62-94.66) (tabelul A9.16). Valoarea lui ICsy in aceastd perioadi de timp a fost
echivalenta cu 468,300 pg/L.

La cresterea timpului de incubare la 15 minute, cea mai pronuntata activitate antiradicalica
s-a determinat la concentratia Rutinei de 1,500 x10° pg/L (93.3%, DS — 0.35, 95% Ii: 92.61-
93.99). Concentratia inhibitoare ICsp In aceastd perioadd de timp a fost echivalenta cu 158,000
ng/L.

Dupa 30 minute de incubare cea mai intensa reducere a radicalului ABTS a fost stabilita la
concentratia 750 x10° ug/L (94.15%, DS — 0.14, 95% Ii: 93.88-94.42). Diminuarea concentratiei
s-a determinat si in cazul ICso, stabilind valori egale cu 125,900 pg/L.

Procesul de neutralizare a ABTS sub influenta Rutinei, analogic cu Troloxul a fost direct,
puternic dependent de concentratia substantei active (rs=0.85, p=0.0001) si timpul de incubare
(rs=0.34, p=0.001).

Testul de comparare la 0 minute a permis stabilirea diferentelor statistic veridice (p=0.05)
dintre activitatea antiradicalicd a Rutinei de concentratii 750 x10° pg/L s1 mai mari. Valorile
obtinute in cazul concentratiilor 1,500 x10° pg/L si 3000 x10° pug/L nu s-au deosebit statistic
veridic (p=0.13).

La compararea celor mai reprezentative valori obtinute dupa 15 si 30 minute de incubare,
am determinat ca activitatea antiradicalicd nu sporeste odatd cu cresterea concentratiei peste 750
x10° pg/L (p>0.05).

Capacitatea antiradicalici a extractelor TO pe DMSO. In cazul extractului foliar procesul
de inhibitie a ABTS la masurare imediatd a decurs cel mai intens la concentratia TO echivalenta

cu 3,438 pg/L (86.8%, DS — 1.35, 95% I1: 84.15-89.45), urmati in descrestere cu 85+2.56% la
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6,875 pg/L (tabelul A10.17). Insi la comparare aceste valori nu s-au deosebit statistic esential
(p=0.28). Valoarea lui ICsp a constituit 1,636 pg/L.

Dupa incubare timp de 15 minute aceleasi concentratii, de 3,438 pg/L (89.7£1.56%) si
6,875 pg/L (83.9%, DS — 3.81, 95% Ii: 76.43-91.37) au ramas cele mai active, iar valorile au
fost statistic diferite. Concentratia medie inhibitoare a constituit 1,073 pug/L .

Valorile activitatii antiradicalice masurate la 30 minute au mentinut in calitate de lider
(p=0.05) concentratia de 3,438 pg/L (88.1%, DS — 2.16, 95% II: 83.87-92.33), urmati de
extractele de 6,875 pg/L (82.1%, DS — 3.31, 95% II: 75.61-88.59) si 1,719 ug/L (81.7%, DS —
4.98, 95% Ii: 71.94-91.46), similare statistic in actiunea lor antiradicalica (p=0.83). Concentratia
ICs0 a diminuat la 919.6 pg/L .

Eseurile corelationale nu au depistat valori statistic veridice dintre activitatea antiradicalica
si concentratia extractului (rs=0.06, p=0.31) sau timpul de incubare (rs=0.11, p=0.20).

In cazul extractului radicular, la imediata masurare, procesul de neutralizare a ABTS a
decurs mai intens in cazul concentratiilor 36,250 pg/L (66.87%, DS — 7.67, 95% Ii: 51.84-81.90)
si 72,500 ug/L (64.2%, DS — 3.42, 95% Ii: 57.5-70.9) (tabelul A10.17). Cea mai slab pronuntati
activitate s-a atestat la 1,133 pg/L (4.64%, DS — 2.86, 95% Ii: 1-10.25). Valoarea lui ICs a
constituit 11,029 ug/L .

Dupa 15 minute de incubare, am constatat cd probele cu concentratii inalte de TO au
exercitat activitati antiradicalice promititoare: 18,125 pg/L (82.07%, DS — 0.86, 95% Ii: 80.38-
83.76), 36,250 ug/L (91.9%, DS — 0.77, 95% Ii: 90.39-93.41) si 72,500 pg/L (91.94%, DS —
1.25, 95% Ii: 89.49-94.39), iar cea mai joasa activitate a fost depistata la 1,133 pg/L (1.47%, DS
— 0.46, 95% Ii: 0.57-2.37). Concentratia medie inhibitoare s-a diminuat aproape dublu, 6,916
png/L .

La finele experimentului, dupa 30 minute liderii activitatii de reducere a ABTS au ramas
probele cu concentratii inalte: 18,125 pg/L (90.45%, DS — 1.82, 95% Ii: 86.88-94.02), 36,250
ng/L (91.61%, DS —0.16, 95% I1: 91.3-91.92) si 72,500 ug/L (91.8%, DS — 2.19, 95% Ii: 87.51-
96.09). Concentratia de 1,133 pg/L a prezentat activitatea antiradicalica joasa (1.8%, DS — 0.36,
95% I1: 1.09-2.51). Concentratia ICso a echivalat cu 5671 pg/L .

Concentratia TO iIn DMSO s-a dovedit a fi importantd, influentand direct proportional
procesul de inhibitie a ABTS (r;=0.91, p=0.001). De asemenea si timpul de incubare a sporit
activitatea antiradicalica (rs=0.26, p=0.02).

Actiunea antiradicalicdi a extractelor etanolice din TO. FEtOH20. Procesul de
neutralizare a ABTS la imediata masurare a decurs cel mai intens in godeurile cu concentratii de

4,375 ng/L (89.54%, DS — 2.59, 95% Ii: 84.46-94.62), 8,750 pg/L (89.78%, DS — 1.81, 95% Ii:
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86.23-93.33),17,500 pg/L (90.48%, DS — 1.01, 95% Ii: 88.50-92.46) si 35,000 ug/L (88.84%,
DS — 2.7, 95% Ii: 83.55-94.13) (tabelul A10.17). Aceste valori s-au dovedit statistic similare
(p=0.28). Concentratia medie inhibitoare in acest interval de timp a fost egala cu 1,516 pg/L .

La masurare repetatd, dupd 15 minute toate concentratiile au prezentat activitate
antiradicalica naltd, statistic similard (p=0.28), cu exceptia valorilor inregistrate la 1,094 pg/L
(47.64%, DS — 17.53, 95% Ii: 13.28-82). Valoarea lui ICs a constituit 1,065 pg/L .

Activitatea antiradicalicd a extractelor etanolice nu s-a modificat esential comparativ cu
rezultatele inregistrate la 15 minute, atribuind concentratiei 1,094 pg/L (58.87%, DS — 18.95,
95% Ii: 21.73-96.01) cea mai joasd activitate (p=0.05). Concentratia ICso a diminuat la 881.1
ng/L .

Importanta concentratiei extractului a fost subsemnata de corelatia statistic pozitivda cu
activitatea antiradicalica (rs=0.29, p=0.01). Timpul de incubare a probelor nu a influentat aceasta
activitate (rs=-0.08, p=0.25).

FEtOH50. Cea mai promitatoare activitatea antiradicalica la imediata masurare a fost
stabilita in cazul concentratiei extractului de 4,688 pg/L (87.09+2.32%) si 2,344 ng/L (86.41%,
DS — 1.67, 95% Ii: 82.54-91.64) (tabelul A10.17). Cea mai vagi reducere a ABTS-ului s-a
stabilit in cazul concentratiei de 1,172 pg/L (63.48%, DS — 15.48, 95% Ii: 33.14-93.82).
Concentratia medie inhibitoare a constituit 971.2 ng/L .

Dupa 15 minute, lideri ai procesului de neutralizare a ABTS au ramas extractele cu
concentratia de 4,688 pg/L (71.96%, DS — 7.13, 95% Ii: 57.99-85.93) si 2,344 pg/L (68.71%,
DS — 8.14, 95% Ii: 52.76-84.66). Cea mai joasa activitate antiradicalici s-a atestat in cazul
extractelor de cea mai mare concentratie, 37,500 pg/L (49.04%, DS — 13.4, 95% Ii: 22.78-75.30)
si 75,000 pg/L (34.15%, DS — 17.75, 95% Ii: -0.64-68.94). Valoarea lui ICs a diminuat drastic
(64.48 pg/L), comparativ cu cea inregistrata anterior.

In cazul probelor incubate 30 minute, cea mai importantd activitate de reducere a
radicalului ABTS s-a determinat in cazul extractelor cu concentratia de 18,750 pg/L (44%, DS —
5.3, 95% Ii: 33.61-54.39) si 4,688 pg/L (39%, DS — 26.14, 95% Ii: -12.23-90.23), cu valoarea
1C50=4,434 pg/L. Extractele cu cea mai inaltd concentratie au prezentat cele mai slabe capacitati
antioxidante.

Efectuarea eseurilor de corelatie nu a pus in evidenta dependenta activitatii antiradicalice
de concentratia extractului (rs=-0.19, p=0.07). Activitatea antiradicalicd fatd de ABTS insa a fost
influentatd de timpul de incubare, determindnd prezenta unor asocieri negative, statistic

semnificative (r=-0.83, p=0.0001).
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FEtOHB80. Extractul foliar supus extragerii in etanol de 80% si-a manifestat cel mai intens
activitatea antiradicalicad la imediata masurare, la concentratia de 5,000 pg/L (73.48%, DS —
10.24, 95% 1i: 53.41-93.55) si 2,500 pg/L (68.08%, DS — 1.88, 95% Ii: 64.40-71.76) (tabelul
A10.17). Extractele cu cea mica concentratie au redus cel mai vag radicalul ABTS (7.59%, DS —
1.63, 95% Ii: 4.40-10.78). Valoarea concentratiei medii inhibitoare a constituit 948.9 pg/L .

Dupa 15 minute de incubare lider dupa activitatea de reducere au devenit extractele cu
concentratia de 1,250 pg/L (83.67%, DS — 4.24, 95% Ii: 75.36-91.98), urmate de 2,500 pg/L
(75.4%, DS — 5.43, 95% Ii: 64.76-86.04) si 5,000 pg/L (70.61%, DS — 9.11, 95% Ii: 52.75-
88.47). Extractele cu concentratia de 312.5 pg/L au inhibat radicalul ABTS cel mai slab
(14.81%, DS — 3.34, 95% Ii: 8.26-21.36). Concentratia ICso a diminuat practic triplu, la 324.3
ng/L .

Cresterea timpului de incubare nu a schimbat pozitia extractelor dupd activitatea de
reducere, comparativ cu rezultatele inregistrate la 15 minute. Valoarea lui ICso a diminuat la
272.4 ng/L .

Eseurile de corelatie nu au depistat asocieri statistic semnificative dintre concentratia
extractelor si activitatea de reducere. Totusi, aceasta activitate s-a dovedit a fi direct influentata
de timpul de incubare (rs=0.25, p=0.02).

REtOH?20. in cazul extractului radicular, la imediata examinare am determinat ci odati cu
cresterea concentratiei TO, creste si activitatea de reducere (tabelul A10.17). Cele mai active s-
au dovedit a fi probele cu concentratiile 23,750 pg/L (75.74%, DS — 4.05, 95% Ii: 67.8-83.68) si
47,500 pg/L (89.77%, DS — 2.57, 95% Ii: 84.73-94.81). Procesul de inhibitic a ABTS a decurs
mai lent in cazul concentratiei minore de 742 pg/L (1.89%, DS — 0.26, 95% Ii: 1.38-2.4).
Concentratia ICs a fost egala cu 9,960 ug/L.

Dupa 15 minute de incubare, probele cu concentratii inalte de TO au ramas lideri in
activitatea antiradicalica: 23,750 pg/L (88.48%, DS —2.99, 95% Ii: 82.62-94.34) si 47,500 pg/L
(85.84%, DS — 4.21, 95% Ii: 77.59-94.09). Insd cea mai joasd influentd asupra procesului de
inhibitie a ABTS s-a atestat la 2,969 ug/L (2.13%, DS — 0.67, 95% Ii: 0.82-3.44). Valoarea 1Cs
a diminuat la 6,853 pg/L .

Dupa 30 minute de incubare probele cu concentratii inalte de TO au rdmas cele mai active
in reducerea radicalului ABTS: 11,875 pg/L (86.38%, DS — 7.44, 95% Ii: 71.80-101), 23,750
ng/L (87.74%, DS — 5.09, 95% II: 77.76-97.72) si 47,500 pg/L (85.93%, DS — 6.82, 95% Ii:
72.56-99.3). Compararea acestor rezultate nu a depistat diferente statistic veridice (p>0.05).

Concentratia medie inhibitoare a constituit 4,842 ng/L .
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Procesul de inhibitie a ABTS a fost in directd corelare cu concentratia probelor (rs=0.88,
p=0.001). Aceasta activitate nu a fost influentata de perioada de incubare (rs=0.19, p=0.07).

REtOH50. La imediata masurare, extractele de concentratie 1naltd au redus radicalul
ABTS cel mai efectiv: 15,000 pg/L (91.81%, DS — 1.01, 95% Ii: 89.83-93.79) si 30,000 pg/L
(91.04%, DS — 2.1, 95% Ii: 86.92-95.16) (tabelul A10.17). Probele cu concentratie mica a TO s-
au dovedit a fi mai putin efective: 469 pg/L (3.13%, DS — 0.79, 95% I1: 1.58-4.68) si 938 pg/L
(4.68%, DS — 0.38, 95% Ii: 3.94-5.42). Valoarea ICs in aceasti perioada de timp a echivalat cu
4,171 pg/L .

Dupa 15 minute, 3 probe au redus semnificativ ABTS-ul: 7,500 pg/L (93.51%, DS — 1.03,
95% Ii: 91.49-95.53), 15,000 pg/L (92.01%, DS — 0.77, 95% Ii: 90.5-93.52) si 30,000 pg/L
(91.93%, DS — 1.11, 95% Ii: 89.75-94.11). Diferentele statistice dintre aceste rezultate nu au
atins pragul scontat (p>0.05). Probele cu concentratie joasd a TO au fost mai putin efective.

In cazul probelor masurate dupa 30 min s-a pastrat aceeasi legitate: odati cu cresterea
concentratiei extractului a crescut si capacitatea antiradicalica. Aceasta afirmatie este sustinuta
de valorile statistic semnificative ale corelatiei concentratiei VS procesul de inhibitie a ABTS-ului
(rs=0.90, p=0.001). Timpul de incubare insa nu a influentat acest proces (rs=0.17, p=0.10).

REtOHS0. in cazul etanolului de 80%, la imediata masurare, cel mai activ s-a dovedit a fi
extractul de concentratia 6,250 pg/L (74.51%, DS — 3.05, 95% Ii: 68.53-80.49), urmat de 12,500
ug/L (62.83%, DS — 4.43, 95% Ii: 54.15-71.51) (tabelul A10.17). Dilutia cu cea mai joasd
concentratie a TO, 391 pg/L a fost cea mai putin eficientd (6.35%, DS — 2.2, 95% II: 2.04-
10.66). Concentratia medie inhibitoare a constituit 1,789 ug/L .

Dupd 15 minute, inhibitia radicalului ABTS mai efectivd a fost inregistratd in cazul
extractelor cu concentratiile 3,125 pg/L (83.01%, DS — 2.04, 95% Ii: 79.01-87.01), 6,250 ug/L
(76.19%, DS — 3.42, 95% Ii: 69.49-82.89) si 12,500 pg/L (51.84%, DS — 6.53, 95% Ii: 39.04-
64.64). Valoarea ICsy pentru aceasta perioada de timp a fost egala cu 770.2 pg/L .

Dupa 30 minute, lideri in procesul de inhibare a ABTS-ului au fost extractele cu
concentratia TO de 3,125 pg/L (83.01%, DS — 2.04, 95% Ii: 79.01-87.01), 1,563 ug/L (80.82%,
DS — 3.07, 95% Ii: 74.8-86.84) si 6,250 pg/L (76.19%, DS — 3.42, 95% Ii: 69.49-82.89).
Concentratia ICsp a constituit 692.2 pg/L .

Compararea extractelor analizate. La imediata masurare, cele mai active probe au fost:
Trolox 15x10° pg/L (92.45%, DS — 0.39, 95% Ii: 91.69-93.21), Trolox 75x10* pg/L (91.93%,
DS — 3.56, 95% Ii: 84.95-98.91), REtOH50 15,000 pg/L (91.81%, DS — 1.01, 95% Ii: 89.83-
93.79), Trolox 3x10° pg/L (91.57%, DS — 3.43, 95% Ii: 84.85-98.29), REtOH50 30,000 pg/L

(91.04%, DS — 2.1, 95% Ii: 86.92-95.16) si Rutina 3x10° pg/L (90.64%, DS — 2.05, 95% Ii:
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86.62-94.66). Primele 10 probe, cele mai active in reducerea radicalului ABTS sunt redate in
figura 11. Cele mai putin eficiente au fost REtOH20 de 742 pg/L (1.89%, DS — 0.26, 95% Ii:
1.38-2.4) si Rutina 46.88 x10° pg/L (1.78%, DS — 0.25, 95% Ii: 1.29-2.27).
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Figura 11. Testul reducerii radicalului ABTS (%) la imediata masurare — cele mai efective
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Figura 12. Testul reducerii radicalului ABTS (%) dupi 15 minute de incubare.

Dupa 30 minute de incubare, printre lideri in reducerea radicalului ABTS de rand cu

Trolox si Rutina au fost extractele radiculare REtOH50 7,500 pg/L (93.81%, DS — 1.18, 95% Ii:
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91.5-96.12), REtOH50 15,000 pg/L (91.47%, DS — 1.77, 95% Ii: 88-94.94), RDMSO 72,500
ng/L (91.8%, DS —2.19, 95% Ii: 87.51-96.09), REtOH50 30,000 pg/L (91.98%, DS — 1.86, 95%
1i: 88.33-95.63) si RDMSO 36,250 pg/L (91.61%, DS —0.16, 95% Ii: 91.30-91.92) (figura 13).
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Figura 13. Testul reducerii radicalului ABTS (%) dupa 30 minute de incubare — cele mai
active probe.

La analiza comparativa, per total cele mai efective extracte din TO, capabile sd concureze
cu substante de referintd, au fost REtOHS50 la 30 minute si 7,500 pg/L (93.81%, DS — 1.18, 95%
Ii: 91.5-96.12), precum si REtOH50 15 minute 7,500 pg/L (93.51%, DS — 1.03, 95% Ii: 91.49-
95.53) (figura 14).

Cele mai putin efective, de rand cu Troloxul si Rutina au fost extractele radiculare pe
DMSO, etanol de 20% si 50%, la diverse intervale de timp de incubare (figura 15).

Importanta concentratiei etanolului in procesul de inhibitie a ABTS a fost evaluatd prin
procedeul de corelare statistica. Astfel, in cazul extractelor foliare, odata cu cresterea
concentratiei etanolului s-a atestat diminuarea capacitatii de reducere a radicalului ABTS, atat la
imediata masurare (r;=-0.60, p=0.0001), cat si dupa 15 (rs=-0.57, p=0.001) si 30 (rs=-0.36,
p=0.001) minute de incubare a probelor. Insi, in cazul extractelor radiculare nu s-au depistat
asocieri statistic semnificative, atat la imediata masurare (rs=0.12, p=0.18), cat si dupa 15

(r=0.09, p=0.25) si 30 minute (r=0.02, p=0.44).
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Figura 14. Substantele si extractele din TO cu cea mai inalta activitate de reducere a

radicalului ABTS (%), dupéa timpul de incubare si concentratie.

Figura 15. Substantele si extractele din TO cu cea mai joasa activitate de reducere a

radicalului ABTS (%), dupi timpul de incubare si concentratie.

Activitatea antiradicalicd a TO in functie de componenta extractelor. La imediata

masurare cel mai promititor (91.81%) potential antiradicalic a fost determinat in cazul
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extractului radicular pe etanol de 50%, la urmatoarea combinatie a compusilor analizati: CTP —
0.36 mg/mL, AC — 0.03 mg/mL, ACh — 0.2 mg/mL, ACG — 0.02 mg/mL, Ahx — 0.3 mg/mL,
CTF — 0.07 mg/mL, Fts — 0.03 mg/mL. Cel mai putin efectiv (1.89%) a fost extractul din
radacini pe alcool de 20%, in care compusii chimici au atins urmatoarea concentratie: CTP —
0.01 mg/mL, AC — 0.001 mg/mL, ACh — 0.001 mg/mL, ACG — 0.0002 mg/mL, Ahx — 0.003
mg/mL, CTF — 0.01 mg/mL, Fts — 0.003 mg/mL (tabelul A16.23).

Dupa 15 minute, cel mai efectiv (93.51%) a fost extractul din radacini pe etanol de 50%,
insa de o alta concentratie a compusilor studiati: CTP — 0.18 mg/mL, AC — 0.01 mg/mL, ACh —
0.1 mg/mL, ACG - 0.01 mg/mL, Ahx — 0.15 mg/mL, CTF — 0.04 mg/mL, Fts — 0.02 mg/mL.
Activitatea antiradicalicd minima (1.47%) a fost inregistrata in cazul radacinilor supuse extractiei
pe DMSO, la urmatoarea concentratie a compusilor: CTP — 0.02 mg/mL, AC — 0.0003 mg/mL,
ACh — 0.002 mg/mL, ACG — 0.0003 mg/mL, Ahx — 0.003 mg/mL, CTF — 0.003 mg/mL, Fts —
0.002 mg/mL. Aceleasi extracte au determinat valori maxime (93.81%) si minime (1.80%) dupa
30 minute (tabelul A16.23).

Analiza sumara a capacitatii antiradicalice a TO, soldata cu determinarea mediei activitatii
inhibitorii a ABTS a pus 1n evidenta in calitate de lider, radacina supusa extractiei pe etanol de
50%, atingand valori maxime in 2 cazuri. Primul, (91.76%) este rezultatul combinatiei: CTP —
0.36 mg/mL, AC — 0.03 mg/mL, ACh — 0.2 mg/mL, ACG - 0.02 mg/mL, Ahx — 0.3 mg/mL,
CTF — 0.07 mg/mL, Fts — 0.03 mg/mL. In al 2-lea caz, (91.65%) compusii testati au avut
concentratie dubla: CTP — 0.73 mg/mL, AC — 0.06 mg/mL, ACh — 0.4 mg/mL, ACG — 0.05
mg/mL, Ahx — 0.6 mg/mL, CTF — 0.14 mg/mL, Fts — 0.07 mg/mL (tabelul A16.23). Actiunea
antiradicalica minima (2.63%) a revenit extractului din rddacini pe DMSO, a cdrui componenta a

fost descrisa anterior lal5 si 30 minute.

Influenta extractelor din TO asupra capacititii antioxidante totale (TAC). Evaluarea
TAC a extractelor foliare ale TO a evidentiat ca, doar extractul pe DMSO a crescut statistic
semnificativ (13.16+0.39 u/c sau +5.5%, p=0.05) acest indicator fata de Trolox (12.48+0.07 u/c)
(tabelul A11.18).

Opus rezultatelor expuse mai sus, valoarea TAC ca urmare a actiunii extractelor foliare
realizate pe etanol (20%, 50% si 80%) a fost mai joasa comparativ cu Troloxul. De mentionat ca,
in toate aceste cazuri valorile nu au fost diferite semnificativ statistic cu proba martor (tabelul
Al11.18).

Capacitatea antioxidanta totala s-a dovedit a fi influentatd de concentratia alcoolului

utilizat, studiul de corelare stabilind asocieri pozitive (rs=0.65, p=0.004).
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In cazul TOR, extractele pe baza de alcool etilic de 20% (12.16+0.21 sau +4.2%) si 80%
(12.8040.24 sau +0.5%) au stimulat TAC comparativ cu proba martor (tabelul A11.18). Opus,
valoarea TAC a diminuat sub influenta extractelor din radacind pe DMSO (12.4940.47 sau -
0.1%) si etanol de 50% (12.46+0.13 sau -0.1%). Din toate extractele analizate doar extractul pe
etanol de 20% a atins pragul statistic scontat (p=0.05). Studiul de corelare dintre concentratia
etanolului utilizat in extractele TOR si TAC a pus in evidenta asocieri pozitive puternice, statistic
semnificative (r;=0.85, p=0.001).

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR am observat cd, medianele TAC au
fost diferite statistic semnificativ, avand prioritare partile aeriene ale plantei doar in cazul
extractelor pe etanol de 50% (tabelul A12.19).

Actiunea extractelor din TO asupra masei substantelor antioxidante (MSA). Extractele
din frunze majoritar au indus cresterea MSA (tabelul A11.18). Totusi efectul stimulativ a fost
statistic diferit de proba martor doar in cazul extractului pe etanol de 50% (1.68+0.00 sau +0.2%,
p=0.05). Diminuarea MSA s-a atestat ca urmare a actiunii extractelor pe etanol de 80%
(1.67+0.00 sau -0.4%), valoare care nu a atins pragul statistic scontat (p=0.28).

Extractele din radacini s-au dovedit a fi efective, actiunea asupra MSA fiind dependenta de
tipul si concentratia extractantului. Cresterea MSA s-a atestat ca urmare a actiunii a extractului
pe etanol de 20% (1.65+0.01 sau +1.2%), fiind atins pragul statistic (p=0.05) (tabelul A11.18). in
cazul celorlalte extracte s-a determinat diminuarea valorilor MSA comparativ cu proba martor,
valori statistic diferite fata de control fiind in cazul radacinilor extrase pe etanol de 80%
(1.67+0.0 sau -0.7%, p=0.05).

Concentratia etanolului utilizat in extractele TOR a avut un efect direct proportional asupra
MSA, stabilind asocieri statistice pozitive (rs=0.55, p=0.02), pe cand in cele ale TOF nu au fost
statistic veridice.

La compararea actiunii extractelor din TOF si TOR am determinat ca, valoarea MSA ca
urmare a actiunii extractelor din radacini pe etanol de 50% a fost mai mare comparativ cu
extractele din frunze (p=0.05). Prevalenta frunzelor s-a atestat doar ca urmare a compararii
extractelor pe DMSO. In restul cazurilor, putem afirma despre absenta diferentelor statistice
dintre frunze si radacini, cel putin la pragul statistic scontat de 95% (tabelul A12.19).

Influenta extractelor din TO asupra activitatii medii a antioxidantilor (AMA). Nu au fost
atestate modificdri statistic veridice comparativ cu martorul AMA la actiunea extractelor TOF
(tabelul A11.18).

Concentratia extractantului s-a dovedit a avea influentd asupra AMA, stabilind asocieri

pozitive, statistic veridice (r;=0.51, p=0.02).
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Evaluand actiunea TOR asupra activitatii medii a antioxidantilor a crescut in majoritatea
cazurilor (tabelul A11.18). Cea mai mare crestere, a activitatii medii a antioxidantilor statistic
veridica s-a atestat in urma actiunii extractului etanolic de 20% (7.3540.10 sau +3%). AMA s-a
dovedit a fi dependentd de concentratia etanolului utilizat in studiu, stabilind asocieri pozitive
(rs=0.69, p=0.002).

Analiza comparativa a rezultatelor TOF si TOR asupra activitatii medii a antioxidantilor a
permis determinarea suprematiei frunzelor in cazul extractelor etanolice de 50%, valori sustinute
de un p<0.05. Desi la compararea extractelor pe etanol de 20% si DMSO, rezultatele vorbesc in
sustinerea radacinilor, aceste date nu au avut o confirmare statistica (tabelul A12.19).

Capacitatea antioxidantd totald, masa substantelor antioxidante si activitatea medie a
antioxidantilor in functie de compozitia extractelor. Valoarea maximala (13.16 u/c) a TAC a
fost rezultatul actiunii extractului din FDMSO, la urmatoarea concentratie a compusilor: CTP —
13.88 mg/mL, AC — 1.48 mg/mL, ACh — 8.16 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 11.4 mg/mL,
CTF — 0.5 mg/mL, Fts — 0.38 mg/mL (tabelul Al17.24). Extractul identic a cauzat valori
maximale (1.75 u/c) si in cazul MSA. Rezultate minimale TAC (12.16 u/c) a atins la actiunea
extractului din rddacini pe etanol de 20%, la urmatoarea combinatie a compusilor: CTP — 2
mg/mL, AC — 0.55 mg/mL, ACh — 0.65 mg/mL, ACG - 0.1 mg/mL, Ahx — 1.68 mg/mL, CTF —
1.74 mg/mL, Fts — 0.59 mg/mL.

MSA a inregistrat valori minime (1.65 u/c) la actiunea extractelor din radacini pe DMSO,
la urmatoarea concentratie a compusilor: CTP — 4.04 mg/mL, AC — 0.1 mg/mL, ACh — 0.76
mg/mL, ACG - 0.11 mg/mL, Ahx — 1.07 mg/mL, CTF — 0.6 mg/mL, Fts — 0.34 mg/mL (tabelul
Al7.24).

Activitatea medie a antioxidantilor a crescut substantial (7.87 u/c) gratie extractului foliar
pe etanol de 80%, la urmatoarea combinatie a compusilor chimici: CTP — 11.52 mg/mL, AC —
0.18 mg/mL, ACh — 2.26 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx — 4.96 mg/mL, CTF — 6.52 mg/mL,
Fts — 2.34 mg/mL (tabelul A17.24).

Valoarea minima (7.27 u/c) a fost atinsd dupa actiunea extractului etanolic 20% din frunze,
la urmatoarea combinatie: CTP — 31.4 mg/mL, AC — 5.16 mg/mL, ACh — 23.8 mg/mL, ACG —
0.88 mg/mL, Ahx —33.8 mg/mL, CTF —4.61 mg/mL, Fts — 1.11 mg/mL.
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Rezultatul actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra markerilor stresului
oxidativ. Datele privitor la impactul extractelor din TO asupra markerilor SO sunt prezentate in
tabelul A13.20 si tabelul A14.21.

Influenta extractelor din TO asupra DAM. Evaluarea statisticd a rezultatelor a evidentiat,
ca extractul din frunze pe DMSO a scazut considerabil nivelul DAM 0.81+0.00 uM/gHb, ceea ce
a reprezentat -8.1% fata de control (p=0.05) (tabelul A13.20). Extractul pe etanol de 50%
(0.834£0.00 uM/gHb sau -3.6% fata de control, p=0.05) a fost unicul extract etanolic din frunze,
care a diminuat concentratia DAM. Ambele extracte mentionate au produs modificari ce au atins
pragul statistic propus (p<0.05).

Cresterea continutului DAM a fost determinatd in urma actiunii extractelor realizate pe
etanol 80% (+9.6%) la un p=0.05. Desi studiul de corelare dintre DAM si concentratia alcoolului
etilic a pus in evidenta asocieri pozitive, acestea nu au atins pragul statistic scontat (rs=0.43,
p=0.06).

Actiunea extractelor din TOR asupra concentratici DAM a fost una omogena (tabelul
A14.21). In cazul tuturor extractelor au fost inregistrate valori crescute a DAM, toate atingand
pragul statistic scontat. Studiul de corelare dintre concentratia etanolului utilizat in extractele
TOR si concentratia DAM nu a depistat asocieri statistic semnificative (r;=0.29, p=0.14).

In urma analizei comparative am determinat ci extractele din frunze pe DMSO au
diminuat concentratia DAM mai puternic comparativ cu radacinile (p=0.05). Partile radiculare
ale TO au scazut continutul acestei aldehide mai puternic (p=0.05) decat frunzele in cazul
extractelor pe etanol de 50%. In cazul extractelor realizate pe etanol de 80% nu au fost
inregistrate diferente statistic semnificative (p=0.13) (tabelul A15.22).

Actiunea extractelor din TO asupra metabolitilor oxidului nitric. In urma analizelor
statistice efectuate am observat, cd extractele TOF realizate pe etanol de 80% si pe DMSO au
diminuat considerabil nivelul de NO, fata de control, cu -19.5% (p=0.05) si respectiv -13.7%
(p=0.05) (tabelul A13.20). De mentionat cd, un nivel scazut de NO,™ a fost inregistrat si in urma
actiunii extractului realizat pe etanol de 20% (1.8440.10 sau -2.1%), dar fara atingerea pragului
statistic scontat. In restul cazurilor desi rezultatele indicau o crestere a NO, ca urmare a actiunii
TO, diferentele fatd de control nu au atins cote statistic veridice. Cresterea concentratiei
etanolului a corelat negativ cu continutul de nitriti (rs=-0.6, p=0.009).

Influenta extractelor din TOR asupra concentratiei de NO, este prezentatd in tabelul
Al14.21. Toate extractele analizate au diminuat continutul de NO, comparativ cu controlul.
Totusi, trebuie de mentionat ca in cazul extractelor pe DMSO (1.84+0.10 sau -3.2%), etanolul de

20% (2.05+0.04 sau -12%) si 50% (1.7240.02 sau -15.2%) valorile au fost statistic diferite fata
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de control (p=0.02, p=0.05, p=0.05), ceea ce nu s-a obtinut in cazul extractelor pe etanol de 80%.
Concentratia etanolului s-a dovedit a fi importanta, dovedind asocieri negative cu continutul de
nitriti (rs=-0.57, p=0.013).

In urma analizei comparative am determinat ca, concentratia NO, a fost mai mare
(p=0.05) ca urmare a actiunii extractelor din radacina de TO, realizate pe etanol de 20% si
DMSO (tabelul A15.22). In restul cazurilor nu au fost depistate diferente statistic veridice.

Procedeele statistice au pus 1n evidentd efectul stimulator al frunzelor de TO asupra
continutului de NOjs. Concentratia de nitrati a crescut abundent si statistic semnificativ ca
urmare a actiunii extractelor pe etanol de 50% (1.35+0.15 sau +67.7%, p=0.05), 80% (1.28+0.02
sau +79.4, p=0.05) si DMSO (1.33+0.11 sau +26.7%, p=0.05) (tabelul A13.20). In restul
cazurilor valorile obtinute nu au inregistrat pragul necesar pentru a le diferentia de grupa de
control. Spre deosebire de nitriti, continutul nitratilor s-a dovedit a fi direct dependent de
concentratia etanolului, dovedind asocieri statistice pozitive (rs=0.67, p=0.003).

Influenta extractelor din radacinile de TO asupra continutului de nitrati nu a fost una
omogena (tabelul Al4.21). Radacinile au crescut spectaculos nivelurile de nitrati in cazul
extractelor etanolice de 20% (1.10+0.10 uM/gHb sau +46.4%, p=0.05), 50% (1.36+0.02 sau
+29.6%, p=0.05) si 80% (1.51£0.25 sau +86.9%, p=0.05). Asemanator partilor foliare ale TO si
in cazul radacinilor s-a determinat o corelatie pozitiva dintre continutul de nitrati si concentratia
etanolului (rs=0.74, p=0.001).

In urma analizei comparative am determinat ca, concentratia NOs™ este mai mare ca urmare
a actiunii extractelor din frunze, realizate pe bazi de DMSO (p=0.05). In restul cazurilor nu am
depistat diferente statistic veridice dintre partile aeriene si subterane ale TO (tabelul A15.22).

La determinarea continutului sumar de NO; si NOjs ca rezultat al actiunii TOF am
observat ca concentratia sumard NO, +NOg3 a crescut ca urmare a actiunii tuturor extractelor din
frunze de TO (tabelul A13.20). Totusi, valori statistic semnificative au fost determinate doar in
cazul extractelor TOF realizate pe baza de etanol de 20% (2.86+0.07 sau +6.5% vs control,
p=0.05), 50% (3.22+0.04 sau +22.8%, p=0.05) si 80% (2.79+0.03 sau +7.7%, p=0.05). Eseul
statistic nu a atins valori semnificative la asocierea continutului total de nitriti si nitrati cu
concentratia etanolului (rs=-0.21, p=0.22).

La evaluarea continutului sumar de NO; si NO3 ca urmare a actiunii TOR, s-a stabilit ca,
influenta radacinilor a fost una neomogena (tabelul A14.21). Efectul stimulator al radacinilor a
fost depistat in cazul extractelor pe etanol de 80% (3.21£0.04 sau +22.4%, p=0.05). in restul

cazurilor diferentele cu probele martor nu au atins valori statistic veridice. Desi asocierile
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statistice dintre nitrati, nitriti si concentratia etanolului au fost diferite ca sens, continutul sumar
al acestor compusi a prezentat corelatii pozitive cu concentratia etanolului (rs=0.56, p=0.01).

Analiza comparativa a actiunilor extractelor din TOF si TOR asupra continutului sumar de
NO; si NO3™ a permis sa concluzionam cd, concentratia sumarda NO, +NO3" este mai mare ca
urmare a extractelor din radacini realizate pe etanol de 20% (p=0.05) si 80% (p=0.05) (tabelul
A15.22). Frunzele au crescut concentratia acestor compusi in cazul extractelor pe baza de DMSO
(p=0.05) si etanol de 50% (p=0.04). In restul cazurilor nu am determinat diferente statistic
veridice.

Analiza raportului NO,/NO3™ a relevat importanta tipului de extractant pentru efectul
extractelor (tabelul A13.20). Raportul dintre nitriti si nitrati s-a diminuat statistic semnificativ in
raport cu controlul dupa actiunea extractelor din frunze in etanol de 50% (1.41+0.29 sau -37.5%,
p=0.05), 80% (1.18+0.06 sau -57.7%, p=0.05) si DMSO (1.32+0.12 sau -32.4%, p=0.05). in
restul cazurilor comparate, valorile nu au fost statistic diferite de probele de control. Totodata,
acest raport a manifestat asocieri negative, statistic veridice cu concentratia alcoolului etilic (rs=-
0.6, p=0.001).

Radacinile de TO, similar frunzelor, majoritar au diminuat raportul dintre nitriti si nitrati
(tabelul A14.21). Totusi, in cazul radacinilor si-au manifestat activitatea biologica la cote
statistic semnificative si extractele etanolice de concentratie joasa (20% — 1.87+0.20 sau -40.3%,
p=0.05). Actiune identica a fost depistata si odatd cu cresterea concentratiei etanolului, precum
in cel de 50% raportul studiat a constituit 1.26+0.03 sau -37.5% (p=0.05), iar in cel de 80% —
1.18+0.33 sau -47.7% (p=0.05). Asemanator frunzelor si in cazul radacinilor raportul dintre
nitriti si nitrati a prezentat asocieri negative, statistic veridice cu concentratia alcoolului etilic
(rs=-0.87, p=0.0001).

La compararea actiunilor extractelor din TOF si TOR am observat cd, raportul continutului
de NO,/NOg’, este mai mare in urma actiunii extractelor din frunze realizate pe DMSO (p=0.05)
(tabelul A15.22). in restul cazurilor nu a fost atins pragul statistic scontat.

Evaluarea actiunii TO asupra activititii nitric oxid sintazei (eNOS). In urma eseurilor
statistice efectuate am determinat cd, activitatea eNOS devine mai mare drept urmare a influentei
extractelor din frunze de TO, realizate pe etanol de 50% (3.63+0.20 sau +28.6%, p=0.05) si
DMSO (2.98+0.07 sau +19.2%, p=0.05) (tabelul A13.20). Neomogenitatea actiunii TOF asupra
eNOS s-a manifestat prin diminuarea activitatii acestei enzime dupa actiunea extractului din
frunze pe etanol de 20% (2.15+0.06 sau -9.8%, p=0.05) si absenta diferentelor statistic veridice
cu grupa de control in cazul extractului pe etanol de 80%. Activitatea eNOS s-a dovedit a fi

moderat dependenta de concentratia etanolului folosit ca extractant (rs=0.45, p=0.05).
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Influenta radacinilor de TO asupra eNOS a fost una neomogena (tabelul A14.21). Astfel
cresterea activitdtii enzimatice s-a determinat ca urmare a actiunii extractelor etanolice de 50%
(3.24+0.05 saut29.6%, p=0.05), efect similar inregistrat si in cazul extractelor pe DMSO
(2.57£0.12 sau +7.7%, p=0.04). In cazul ridicinilor activitatea eNOS de asemenea a fost
dependenta de concentratia etanolului (rs=0.74, p=0.0001).

La compararea actiunilor extractelor din TOF si TOR asupra activitatii eNOS am
determinat ca, activitatea eNOS creste ca urmare a actiunii frunzelor extrase In DMSO (p=0.05)
si etanol de 50% (p=0.05). Suprematia radacinilor la acest capitol a fost determinata in cazul
extractelor etanolice de 20% (p=0.05) (tabelul A15.22).

Corelatiile dintre indicii stresului oxidativ au fost evaluate pentru a stabili care sunt
asocierile statistice dintre markerii stresului oxidativ in cadrul fiecarui tip de extract, fiind in
continuare prezentate doar rezultatele semnificative statistic.

Corelatii puternice, de sens opus au fost identificate in cazul actiunii extractului pe DMSO.
Astfel eNOS a corelat negativ cu DAM (rs=-1.0, p=0.00) si concentratia de nitriti (rs=-1.0,
p=0.00), pe cand cantitatea DAM a corelat pozitiv cu continutul de nitriti (rs=1, p=0.00).

In cazul extractului foliar pe etanol de 20%, DAM a corelat exclusiv pozitiv cu NO3,
continutul total si raportul NO,/NOj3™ (rs=1, p=0.00). Activitatea eNOS a diminuat odata cu
cresterea cantitatii de NO3™ (rs=-1, p=0.00). Cresterea de NO;" a adus plus valoare la continutul
total si raportul NO, /NO3 (rs=1, p=0.00).

DAM sub influenta extractului foliar in etanol de 50% a inregistrat doar o asociere pozitiva
cu continutul sumar de nitriti si nitrati (rs=1, p=0.000). Activitatea eNOS a fost direct
proportionald la continutul de nitrati (rs=1, p=0.000) si negativ influentatd odatd cu cresterea
valorilor nitritilor si raportului NO2/NOj (rs=-1, p=0.000). Cota majoritara a nitritilor din cadrul
acestui raport a fost sustinutd prin asocieri negative cu nitratii (rs=-1, p=0.000) si pozitive cu
NO,/NOj3 (rs=1, p=0.000).

Sub influenta extractului foliar in etanol de 80%, DAM a inregistrat asocieri pozitive cu
NO; (r=1, p=0.00) si corelatii negative cu NOj3 si continutul sumar NO;+NO3z (rs=-1,
p=0.000). Cresterea continutului de nitriti a diminuat cantitatea de nitrati si nivelul sumar NOy
+NO3" (rs=-1, p=0.00), si invers cresterea de nitrati a sporit continutul sumar de nitriti si nitrati
(rs=1, p=0.000).

In cazul extractelor radiculare pe DMSO, cresterea DAM s-a asociat negativ cu

concentratia nitratilor (r;=-0.95, p=0.03). Restul corelatiilor nu au atins pragul statistic scontat.
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In urma actiunii extractului radicular pe etanol de 20%, DAM a corelat negativ cu
continutul de nitriti, iar NO3 cu raportul NO,/NO3™ (rs=-1, p=0.000). Activitatea eNOS a fost
direct proportionala la continutul total NO, +NO3” (rs=1, p=0.000).

In cazul extractului din ridicini pe alcool etilic de 50%, DAM a corelat pozitiv cu nitritii si
negativ cu raportul NO,/NO3™ (rs=-1, p=0.000). Activitatea NOS a fost invers proportionala la
continutul de NOg’, valoare similara inregistrata la asocierea NO;™ cu raportul NO,/NOs™ (rs=-1,
p=0.000).

Sub influenta extractului TOR in etanol de 80%, DAM a corelat negativ cu NO;" si raportul
NO,/NOj3" (rs=-1, p=0.000). Activitatea eNOS a corelat pozitiv cu concentratia NO3  si negativ
cu continutul sumar NO2+NOj3". Cota majoritara a NO," in raportul NO,/NOj3" a fost confirmata
statistic (rs=1, p=0.000). Continutul de NO3" a corelat negativ cu concentratia sumara NO; +NOgs
(rs=-1, p=0.00).

Actiunea TO asupra markerilor SO in functie de compozitia extractelor. Activitatea cea
mai Tnaltd a DAM a fost determinata ca urmare a actiunii a 2 extracte radiculare din TO pe etanol
de 20% (0.97 uM/gHb) si 50% (0.97 uM/gHb) (tabelul A18.25). In primul caz combinatia
compusilor a fost: CTP — 2 mg/mL, AC — 0.55 mg/mL, ACh — 0.65 mg/mL, ACG — 0.1 mg/mL,
Ahx — 1.68 mg/mL, CTF — 1.74 mg/mL, Fts — 0.59 mg/mL. In cazul extractului pe etanol de
50% concentratia compusilor activi a fost mai mare: CTP — 4.86 mg/mL, AC — 0.74 mg/mL,
ACh — 5.34 mg/mL, ACG — 0.65 mg/mL, Ahx — 8 mg/mL, CTF — 0.96 mg/mL, Fts — 0.44
mg/mL. Cea mai joasa activitate a DAM (0.70 uM/gHb) a fost atestata la actiunea extractului
foliar pe etanol de 20%, la combinatia: CTP — 31.4 mg/mL, AC — 5.16 mg/mL, ACh — 23.8
mg/mL, ACG — 0.88 mg/mL, Ahx — 33.8 mg/mL, CTF — 4.61 mg/mL, Fts — 1.11 mg/mL.
Aceastd combinatie a compusilor chimici a determinat si cea mai joasa activitate a eNOS (2.15
uM/L).

Activitatea cea mai inalta a eNOS (3.63 puM/L) s-a determinat ca urmare a actiunii
extractului din frunze pe etanol de 50%, iar componenta compusilor chimici a fost: CTP — 38
mg/mL, AC — 5.64 mg/mL, ACh — 35 mg/mL, ACG - 1.16 mg/mL, Ahx — 48.8 mg/mL, CTF —
6.3 mg/mL, Fts — 2.51 mg/mL (tabelul A18.25).

Continutul cel mai diminuat al NO; a fost determinat dupd actiunea extractului radicular
pe etanol de 80% (1.51 pM/gHb), la urmatoarea concentratie a compusilor activi: CTP — 11.52
mg/mL, AC — 0.18 mg/mL, ACh — 2.26 mg/mL, ACG — 0.29 mg/mL, Ahx —4.96 mg/mL, CTF —
6.52 mg/mL, Fts — 2.34 mg/mL. Cel mai inalt continut de NO;a fost determinat la actiunea
extractului radicular pe etanol de 20% (2.05 uM/gHb), iar combinatia compusilor a fost aceeasi

care a cauzat cresterea activitatii DAM: CTP — 2 mg/mL, AC — 0.55 mg/mL, ACh — 0.65
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mg/mL, ACG - 0.1 mg/mL, Ahx — 1.68 mg/mL, CTF — 1.74 mg/mL, Fts — 0.59 mg/mL (tabelul
A18.25).

Continutul minimal de NO3 a fost rezultatul actiunii radacinilor supuse extractiei pe
DMSO (0.92 uM/gHb), iar concentratia principiilor active a fost: CTP — 4.04 mg/mL, AC — 0.1
mg/mL, ACh — 0.76 mg/mL, ACG — 0.11 mg/mL, Ahx — 1.07 mg/mL, CTF — 0.6 mg/mL, Fts —
0.34 mg/mL. Trebuie sd mentionam c&, aceasi combinatie a cauzat cresterea raportului NO; /NO3
(2.07) si diminuarea sumei NO; +NO3 (2. 76 uM/gHb). Cel mai inalt continut (1.51 uM/gHb) de
NO3 a fost determinat in cazul extractului radicular pe etanol de 80%, la concentratia
compusilor: CTP — 8.3 mg/mL, AC — 0.11 mg/mL, ACh — 1.62 mg/mL, ACG — 0.54 mg/mL,
Ahx — 3.14 mg/mL, CTF — 1.28 mg/mL, Fts — 0.46 mg/mL. Aceeasi combinatie a cauzat unul
din cele 2 rezultate minimale a raportului NO3/NO3 (1.18) (tabelul A18.25).

Al 2-lea rezultat minim (1.18) al raportul NO5/NO3 a coincis cu continutul scazut al NO3,
ambele fiind cauza actiunii compusilor din componenta extractului din frunze pe etanol de 80%,
descris anterior.

Continutul sumar NO;+NO3 a Inregistrat cote maxime (3.22 uM/gHb) la actiunea
extractului foliar pe etanol de 50%, care a cauzat si cresterea activitatii NOS. Acest continut a
inregistrat valori minime (2.76 uM/gHb) la actiunea extractului radicular pe DMSO, iar
concentratia compusilor a fost identicd ca si In cazul valorilor minime de NO3 si rezultatului

maximal al raportului NO;/NO3 (tabelul A18.25).

5.3 Evaluarea comparativa a actiunii antiradicalice a extractelor din Taraxacum
officinale. Celulele sunt permanent expuse actiunii nocive a diversilor factori, de natura externa
sau internd. Radicalii liberi sunt considerati agenti nocivi, capabili de a afecta diversi compusi
chimici, vitali pentru celuld, precum proteine, lipide, acizii nucleici etc. Celula in sine poseda
mecanisme de luptd cu radicalii liberi, insd aportul din exterior al substantelor cu proprietati
antiradicalice intotdeauna a fost una binevenita.

TO a fost remarcat in literatura de specialitate pentru continutul sdu impunator de substante
cu actiune benefica pentru celuld, inclusiv antioxidanta. Luteolin si lutein-7-O-glicoside care
constituie majoritatea din fractia etil acetat a TO, au fost raportate de catre Koo et al. (2004) ca
agenti activi capabili de a bloca producerea de oxid nitric si prostoglandind E2 Tn macrofagele
activate cu LPS [185]. In opinia autorilor aceasta activitate este realizati prin supresia sintazei

indusa de COX-2 si reducerea nivelului de SRO.
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Potentialul antioxidant al TO a fost descris in literatura de specialitate prin metoda DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), punand in evidentd proprietati antiradicalice promitatoare la
utilizarea extractelor cu continut inalt de acizi hidroxicinnamici [168,186]. Mai mult, autorii au
determinat ca, cea mai promitatoare actiune de protectie impotriva efectului nociv a H,O,/Fe la
oxidarea plasmei sangvine, a fost determinata in cazul extractelor cu continut inalt de flavonoizi,
lactone sesquiterpene si esterul inositol 4-hidroxifenilacetat. Rezultatele studiului nostru insa
indica contrariul, care sustine ca concentratiile mici si medii ale acestor acizi poseda activitate
antiradicalica mai mare.

Popovic et al. (2001) prin aprecierca peroxidarii liposomale lipidice au demonstrat ca
toate partile componente ale plantei poseda actiune antioxidanta [34]. Totodata autorii au
depistat inhibitia producerii radicalilor hidroxil de catre TO, iar cele mai promitatoare rezultate
au fost identificate in cazul extractelor din flori pe etil acetat si apa. In cazul studiului nostru, cea
mai promitatoare activitate antiradicalica a fost descrisa In cazul extractelor radiculare pe etanol
de 50%.

Actiunea antiradicalica a TO pare a fi mult mai ampla. Milosevic et al. (2003) au
prezentat date elocvente, care demonstreaza ca toate partile componente ale TO pot inhiba
generarea de radicali hidroxil (OHe), care reprezinta factorii de baza in degradarea ulterioara a
dezoxiribozei [187]. Cea mai potenta actiune a fost descrisa in cazul extractelor din flori pe etil
acetat si apa, similar cu datele raportate anterior de Popovic et al. (2001). Apropiate dupa
rezultat au fost si extractele din frunze pe cloroform si etil acetat, urmand dupa activitate
extractele din radacini pe eter si n-butanol.

Wojdilo et al. (2007) au descris potentialul inalt al extractului radicular pe metanol de
80% capabil de a inhiba radicalul DPPH [61]. Trebuie insd de mentionat ca, opus opiniilor
existente in literaturd, activitatea antioxidantd nu a corelat cu CTP. In aceeasi ordine de idei,
Choi et al. (2002) utilizand testul cu peroxinitrit (ONOO(-) scavenging assay) au concluzionat ca
extractul metanolic de TO (5 pg/mL) in pofida naltului continut de CTP a prezentat cea mai
joasd activitate antioxidantd din 28 de plante testate [62]. Studiul nostru sustine ideea, precum ca
continutul inalt de CTP sau CTF nu coincide cu activitate antiradicalicd inalta, factorii
determinanti fiind combinatiile dintre concentratiile compusilor chimici. Reiteram faptul, ca
concentratiile mici si medii ale compusilor testati au prezentat actiune antiradicalicd mai mare
comparativ cu concentratiile inalte.

Tipul extractantului s-a dovedit a fi important si in cadrul realizarii functiei antiradicalice.
Conform datelor lui Hu et al. (2003), care au investigat proprietatile chimice si bioactive ale

florilor de TO in extractele hidrice si pe etil acetat, continutul si activitatea realizatd au fost
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diferite [188]. Desi ambele extracte au manifestat activitati antiradicalice, reducand leziunea
oxidativda a ADN-ului si liposomilor fosfatidilcolinei de catre radicalul peroxid, activitatea
extractului pe etil acetat a fost net superioara comparativ cu extractul hidric. Totodata autorii au
mentionat importanta concentratiei TO, semnaland corelatii statistice negative. Astfel, activitate
prooxidanta sporitd a fost determinatd la concentratii mici ale TO, sugerand ca puterea de
reducere a florilor de TO consta in generarea ionilor reactivi de cupru, iar concentratiile nalte, In
special pe etil acetat nu sustin oxidarea in prezenta cuprului, deoarece activitatea de scavenger al
radicalilor liberi a fost suficientd pentru minimizarea potentialului oxidativ al ionilor de metal,
asociat cu activitatea prooxidanta.

SO poate fi definit ca dezechilibrul dintre sistemul oxidant si antioxidant [189]. In
organismul uman, la nivel celular si extracelular existd un sir de compusi enzimatici si non-
enzimatici cu actiune antioxidanta. Astfel protectia antioxidanta nu poate fi atribuita unui singur
compus. Studiile epidemiologice demonstreaza ca, consumul de fructe si legume cu continut
inalt de antioxidanti se asociaza cu morbiditatea scazutd prin boli oncologice si degenerative.
Conform datelor prezentate de Pellegrini et al. (2003) dintre vegetalele cultivate la scara larga,
spanacul, ardeiul si sparanghelul au cea mai inalta capacitate antioxidanta [190]. Totusi, sursele
vegetale contin antioxidanti diversi dupd tipul de actiune, iar determinarea lor separata este
destul de laborioasa. Capacitatea antioxidantd totald ia in calcul efectul cumulativ al tuturor
antioxidantilor si analizeaza capacitatea cumulativa a tuturor componentelor nutritionale de
actiona in calitate de scavenger pentru radicalii liberi.

Rezultatele studiului nostru releva ca, TO reprezinta o sursa importanta de antioxidanti
exogeni. Indicii studiati: capacitatea antioxidanta totald si masa substantelor antioxidante, au
mentinut cote superioare fatd de control in cazul la toate extractele testate. Totusi, cele mai
importante rezultate la acest capitol au fost determinate in cazul extractelor foliare pe DMSO si
etanol de concentratie inaltd. Conform lui Pisoschi et al. (2016) markerii in cauza reprezintad
rezultatul actiunii CTP si CTF, care in extractele mentionate anterior au atins cote maximale
[191]. Aceste afirmatii sunt sustinute si de Aremu et al. (2019) care au constatat ca, capacitatea
antioxidantd totald a frunzelor de TO este mai mare (82.56%) comparativ cu radacinile
(61.54%), fapt datorat CTP si CTF [25]. In literatura de specialitate insa, sunt date care indica ci
continutul Tnalt de fenoli nu este factorul primordial care sustine activitatea antioxidantd Inalta.
Astfel, conform datelor prezentate de Ozcan et al. (2012), ridicinile de TO posedi activitate
antioxidantd mai mare (20.58%), comparativ cu frunzele (14.67%), la un continut practic similar

(1.997 la 2.019 mg GAE/L extract) de fenoli [192].
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Trebuie sa subliniem faptul ca, conform rezultatelor studiului nostru, nu numai continutul,
dar si raportul cantitativ al compusilor chimici determina efectul final.

Actiunea citotoxica a NO este realizatd gratie abilitatii sale de a produce un oxidant
puternic, peroxinitritul in reactie cu radicalul superoxid. In aditie, la reactie cu Oz, NO poate
forma ONOQ ', ulterior finalizand cu formarea de NO3 , conform reactiei
0, +NO — ONOO™ + H" «> ONOOH — NO3 + H" [193].

In literatura exista multiple evidente ca ONOO /ONOOH reprezinta factori activ implicati
in diverse procese patologice, promovand nitrarea si hidroxilarea diversilor compusi celulari. De
asemenea Oy , NO si peroxinitritul sunt frecvent descrisi in inflamatii acute, iar concentratiile
inalte ale acestora produc apoptoza sau necroza [191].

Conform datelor din literatura de specialitate, extractele din frunze de TO exercitd actiune
antiangiogenica, antiinflamatorie si antinociceptiva realizate prin inhibarea producerii de NO si a
expresiei COX-2 [194]. Datele recente sumarizate de Tabasum et al. (2018) caracterizeaza TO
drept planta care amelioreaza stresul oxidativ exercitand actiuni modulatorii asupra iINOS, COX-
2, TNF-a si IL-1a [144]. Conform datelor prezentate de Hu et al. (2005), TO are posibilitatea de
a supresa producerea de NO, prostoglandina E, si o serie de citokine proinflamatorii [56].
Interesant este faptul ca supresia expresiei iNOS si COX-2 nu a corelat cu reducerea activitatii
enzimatice. Mai mult, Koh et al. (2010) considera cd actiunea frunzelor de TO asupra
mediatorilor stresului oxidativ mentionati, are loc intr-o maniera dependentd de doza, prin
inactivarea MAPK [45]. Referitor la componentii bioactivi, Park et al. (2011) au depistat ca,
luteolina si acidul cicoric actioneaza sinergic in calitate de antiinflamatori prin inactivarea
PI3K/Akt (phosphatidylinositol-3-kinase) si NF-kB [51]. Aceste date vin in sustinerea
rezultatelor prezentate anterior de Jackson et al. (2008) care au argumentat actiunea
antiinflamatoare a TO, prin inhibarea activitatii factorului proinflamator NF-kB, blocarea
expresiei COX-2, TNF-a, IL-1, IL-6 si iNOS, diminuarea NO, SRO, leukotrienilor si
prostaglandinelor [52]. Studiul nostru a permis constientizarea actiunii modulatorii a TO, care
indica posibilitatea acestei plante de a stimula sau inhiba expresia mediatorilor inflamatori,
actionand fie ca remediu antiinflamator sau proinflamator. Efectul final scontat, depinde de
partea plantei, tipul extractantului si concentratiile compusilor chimici componenti ai TO.

DAM reprezintd o aldehida tricarbonicd, cu masa moleculara joasd, produsa prin actiunea
radicalilor liberi asupra acizilor grasi nesaturati ai membranelor biologice [189]. Hagymasi et al.
(2000) au prezentat dovezi care certificd ca, atat frunzele cét si rddacinile de TO pot diminua

nivelul DAM si al produselor acesteia, considerati markeri ai stresului oxidativ [58]. Autorii au
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mentionat cd, extractele foliare au fost mai efective in protectia membranelor (IC.=0.55 mg/mL)
comparativ cu radacinile (IC,,= I mg/mL). Totodata autorii au mentionat ca, TO poate stimula

activitatea NADPH-cytochrome P-450 reductazei, chiar si in absenta cofactorului NADPH.
Conform datelor lui Aremu et al. (2019) extractele foliare si radiculare pe etanol de 70%

au diminuat efectiv nivelul DAM, coreland acest efect cu continutul de CTP si CTF [25]. Studiul
nostru, confirma faptul ca TO poate modifica indicii Stresului oxidativ, insa aceasta actiune este
una modulatorie, stimulativa sau inhibitorie, fiind dependentda de partea plantei, tipul
extractantului si continutul compusilor chimici studiati (CTP, CTF, fitosteroli). Astfel, cel mai
mic continut a DAM (0.70 mg/mL) a fost determinat in cazul extractului foliar pe etanol de 20%,
in care s-au determinat concentratii inalte ale compusilor studiati. Acest fapt pare sd confirme
datele prezentate de Aremu et al. (2019), insa un alt continut scazut a DAM (0.75 mg/mL) a fost
determinat in cazul extractului radicular pe DMSO, a carui continut de compusi chimici, inclusiv
CTP si CTF, a fost unul minimal. Aceasta presupune ca, extractele in cauza contin si alte clase
de compusi bioactivi, capabili de a creste efectul antioxidant al fenolilor si flavonoizilor. Mai
mult, concentratiile mici de compusi testati in cazul extractelor radiculare pe etanol au dus la
cresterea continutului DAM.

in concluzie, putem afirma ci Taraxacum officinale posedd componente bioactive
capabile de a reduce radicalul ABTS. Aceasta activitate depinde de partea componenta a plantei,
tipul si concentratia extractantului, precum si timpul de actiune. Concentratia extractului
influenteaza direct proportional reducerea radicalului ABTS. Insi solutia concentratd de TO nu
reprezinta echivalentul unei activitti antioxidante Inalte. Cresterea timpului de incubare
micsoreazd concentratia medie inhibitoare ICsg. Cele mai efective in procesul de inhibitie a
ABTS-ului s-au dovedit a fi REtOH50 la 30 minute si 7,500 pg/L (93.81%, DS — 1.18, 95% Ii:
91.5-96.12), precum si REtOHS50 15 minute 7,500 pg/L (93.51%, DS — 1.03, 95% Ii: 91.49-
95.53). Mai putin efective in reducerea radicalului ABTS sunt extractele radiculare de TO,
REtOH20 0 minute 742 pg/L, REtOH20 15 minute 2,969 pg/L, REtOH20 30 minute 742 ng/L,
REtOHS50 469 pg/L in toate intervale de timp, si RDMSO 1,133 pg/L dupa 15 si 30 minute de
incubare. Cresterea concentratiei etanolului din extract duce la diminuarea reducerii radicalului
ABTS in cazul extractelor foliare. In cazul radacinilor nu s-au depistat corelatii statistic
semnificative.

Totodata putem afirma, ca actiunea extractelor din Taraxacum officinale asupra capacitatii
antioxidante totale este neomogend, demonstrand atat efecte stimulative, cat si inhibitoare.

Cresterea cea mai elocventa a fost stabilita in cazul extractelor din frunze pe DMSO, iar cea mai
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drastica diminuare a fost ca urmare a actiunii extractului din frunze pe etanol de 80%. Efectul
Taraxacum officinale asupra masei substantelor antioxidante la fel a fost una neomogena,
cresterea cea mai semnificativa fiind rezultatul actiunii extractului din radacini pe etanol de 20%,
iar diminuarea cea mai drastica in cazul extractului radicular pe etanol de 80%. Activitatea medie
a antioxidantilor a crescut cel mai puternic ca urmare a actiunii extractelor din radacini pe etanol
de 20%, iar diminuarea cea mai semnificativa s-a atestat sub influenta extractelor din frunze pe
etanol de 20%. Concentratia etanolului s-a dovedit a fi importanta, stabilind in toate cazurile
studiate asocieri direct proportionale cu capacitatea antioxidanta totald, masa substantelor
antioxidante si activitatea medie a antioxidantilor, atat in cazul frunzelor, cat si radacinilor.
Extractele din Taraxacum officinale actioneaza si asupra markerilor stresului oxidativ,
influenta care depinde de partea plantei, tipul si concentratia extractantului. Actiunea TO asupra
continutului DAM este neomogena: cresterea acesteia cea mai vaditd a fost determinata in cazul
extractelor din radacini pe etanol de 20%, precum si in cazul extractelor din frunze pe etanol de
80%. Extractele de TO pot diminua cantitatea de DAM la utilizarea frunzelor extrase pe DMSO.
Continutul de nitriti a diminuat ca urmare a actiunii majoritatii tipurilor de extracte din TO,
concentratia de nitrati insa a crescut sub influenta TO. Cantitatea totald de nitriti si nitrati creste
sub influenta TO. Raportul dintre nitriti si nitrati s-a micsorat sub influenta majoritétii tipurilor
de extracte utilizate in studiu. Activitatea eNOS a crescut sub influenta TO in majoritatea
cazurilor. Diminuarea eNOS s-a atestat doar ca urmare a actiunii extractelor din frunze si

radacini 1n etanol de concentratie joasa.
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6. ACTIUNEA EXTRACTELOR DIN TARAXACUM OFFICINALE ASUPRA
VIABILITATII CELULARE

Afectiunile neoplazice reprezinta o problema dificili a medicinii contemporane,
caracterizate prin indici in crestere a morbiditdtii si mortalitatii. Companiile farmaceutice propun
multiple preparate antitumorale, care de rand cu efectul benefic pentru pacient provoaca si un sir
de efecte secundare grave, precum mutagenitate, carcinogenitate, teratogenitate, mielosupresie,
imunosupresie, toxicitate cardiaca, pulmonara, hepato- si nefrotoxicitate. Efectele secundare se
dezvolta gratie actiunii citotoxice a acestor remedii asupra celulelor sandtoase. Astfel,
dezvoltarea de noi substante cu efect antitumoral, care ar putea sd exercite actiune
antiproliferativd si citotoxica exclusiv in celulele tumorale, raméane a fi o provocare pentru

contemporaneitate.

6.1 Material si metode

Activitatile biologice ale compusilor testati (extractele de TO) au fost comparate cu
activitatea antitumorald a Doxorubicinei ((7S, 9S)-7-[(2R, 4S, 5S, 6S)-4-amino-5-hidroxi-6-
metiloxan-2-ilJoxi-6,9,11-trihidroxi-9-(2-hidroxiacetil)-4-metoxi-8,10-dihidro-7H-tetracen-5,12-
dione) in calitate de compus de referintd, aprobat de Agentia Federala pentru Hrana si

Medicamente a Statelor Unite (FDA, Food and Drug Administration) (figura 16).

HO

NH,
Figura 16. Formula de structura a Doxorubicinei

Compusii de referintd au fost dizolvati in dimetilsulfoxid (DMSO) pentru a crea solutii

stoc de 10 mM care au fost depozitate la 7°C. Inainte de utilizare, solutiile stoc de Doxo (de 10°

si 54,000 pg/L) au fost diluate in dependentd de natura experimentului, cu mediu de cultura

celulard sau cu solutie fiziologica la concentratiile necesare.
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Cultivarea celulelor. Investigarea activitatii antitumorale a compusilor testati asupra
celulelor gliomului uman U-251 MG (Cell Lines Service, DE ) a fost efectuata prin testele cu
MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazoliu) si Resazurina.

Liniile celulare au fost pastrate in faza de vapori de azot lichid la (-180°C — -196°C).
Dezghetarea s-a efectuat in baia de apd la 37°C, agitand usor timp de 2 minute. Dupa
decontaminarea recipientului (scufundare in alcool 70%) s-a transferat continutul in eprubetd, la
care s-au adaugat 9 mL de mediu de crestere DMEM. Toate manipularile au fost efectuate in
conditii aseptice (ESCO Laminar Flow Cabinet, KR). Ulterior eprubeta cu celule a fost
centrifugatd la 125 x g (centrifuga MPW 370), timp de 7 minute. Totodata placile pentru
cultivare (2 placi, cu 9 mL DMEM fiecare) au fost plasate in incubator la 37°C timp de 30
minute. La atingerea pH-ului in limitele 7-7,6 celulele au fost resuspendate in aceste placi,
urmand incubarea la 37°C cu 5% CO» 1n atmosfera incubatorului.

Mediul utilizat pentru crestere si cultivare a constat din Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Sigma, D5796-500 mL, DE), cu continut crescut de glucoza la care a fost
adaugat Ser Fetal Bovin (FBS, Sigma, DE) pana la atingerea concentratiei finale de 10%. Pentru
prevenirea fenomenului de infectare s-au adaugat 100 pg/mL streptomicina (Sigma, DE) si 100
Ul/mL penicilina (Sigma, DE).

Rata de subcultivare in cazul gliomului U-251 MG a fost de 1 la 4. Reinnoirea mediului a
fost efectuata la fiecare a 2-a zi. Viabilitatea celulelor a fost evaluatd inainte de efectuarea
experimentelor prin colorare cu Trypan Blue ((3Z, 3'2)-3,3-[(3,3"-dimetilbifenil-4,4'-diil) di (12)
hidrazin-2-il-1-iliden] bis (5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftalen-2,7-disulfonic acid) Gibco™,
USA), conform protocolului Thermo Fisher

(https://www.thermofisher.com/md/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/cell-culture-

protocols/trypan-blue-exclusion.html).

Pentru calcularea procentajului de celule vii s-a utilizat formula 7:

Viabilitate TB (%)= (1-(Numarul celulelor albastre/Numarul total de celule))x100  (7)

Pentru a aprecia influenta TO asupra activitatii metabolice a celulelor, a fost important de
utilizat celule aflate in faza de crestere logaritmica (figura 17). Corespunderea culturilor celulare
Log-fazei a fost stabilitd prin compararea numarului de celule (per mL) inainte de experiment, cu
numadrul de celule din placa de cultivare dupa 24 ore. Cresterea numarului de cel putin 2 ori a

certificat activitatea proliferativa inalta a culturii celulare sau Log-faza.
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Figura 17. Fazele de crestere a celulelor.

(https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-types-culture.html)

Studiul viabilitatii celulare cu testul MTT. Metoda in cauza reprezinta un test colorimetric
pentru cuantificarea celulelor viabile. Esenta acestuia consta in reducerea metabolica a bromurii
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium sau bromurii de metil tiazol tetrazoliu (MTT)
de catre enzimele celulare, precum oxidoreductaze NAD(P)H-dependente si glutation S-
transferaza. Aceste enzime transformda MTT-ul dintr-un compus solubil hidrofil de culoare
galbend, intr-un compus insolubil hidrofob purpuriu (formazan) (figura 18). Reactia in cauza
rezultd prin clivarea inelului de tetrazoliu doar dacd activitatea celulara nu este afectata.

Experimentul a fost realizat conform metodei descrise de Mosmann, 1983 [195].

s NADH NAD* =
Br & ) /‘ /
\ é/ yﬂ//
N -N N -~NH
"f:‘f' p /{ N N.\‘/S V‘é\'r’/ﬂ\ N Nes 3
N W e
\CHg ICH3
MTT Formazan

Figura 18. Reactia de reducere a MTT la Formazan.
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Rezultatele testului au fost raportate ca procentul celulelor viabile, rdmas dupa actiunea
extractelor de TO (formula 8). Formula de calcul a avut ca baza recomandarile Iui Karakas et al.
(2017), modificata in cadrul Laboratorului de biochimie, in care au fost luate in considerare si

valorile Blank-ului [196].

Formula

N OD gpecimen  — OD Blank
Viabilitatea (%) = ———— ==—x100 (8)
0oD control 0oD Blank

unde,

ODspecimen — densitatea optica a specimenului studiat (celule + MTT + extract TO);

ODcontrol — densitatea optica a godeurilor control (celule + MTT + extractant in dilutia
corespunzatoare).

ODglank — densitatea optica a godeurilor cu Blank (extractantul in dilutia corespunzatoare);

Evaluarea viabilitatii celulare cu testul Resazuring (alamarBlue). Testul cu Resazurina,
folosit pentru prima data de Erb si Ehlers (1950), se bazeaza pe conversia compusului numit
alamarBlue (Resazurind) la resorufind de catre celulele vii (figura 19). Resazurina (10-oxid 7-
hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona) este cunoscut ca un redox oxidant albastru, capabila de a trece liber
prin citolema si membranele mitocondriale, unde este redusd de dehidrogenaze si transformata
intr-un compus roz fluorescent (resorufind), iar intensitatea acestuia este direct proportionald cu

numarului de celule vii.

NADH NAD*

HO\\///\/OI/:/';O HO\@[OUO
Q\ w" = 0 N/ _
o
Resazurin Resorufin

Figura 19. Mecanismul de reducere a Resazurinei la Resorufin.
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK144065/)
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Acest test este considerat a fi superior MTT-ului. Conform datelor literaturii testul cu
Resazurina implica cantitati minore de celule per godeu (~100). Dat fiind faptul ca celulele gliale
sunt caracterizate printr-o activitate metabolica redusa s-a considerat oportun de utilizat aceeasi
cantitate de celule ca si In testul cu MTT.

Inhibitia procentuald a celulelor tumorale realizatd de substantele testate s-a calculat
ludndu-se ca baza compararea capacitatii tumorilor gliale supuse experimentului de a reduce
Resazurina comparativ cu controlul pozitiv (celule fara extracte din TO). Altfel spus, acest
procent defineste diferenta dintre cantitatea de Resazurina redusa de catre celulele din controlul
pozitiv si celulele supuse tratamentului. Nu a fost folosit termenul de citotoxicitate fiindca nu am
realizat controlul numeric, vizual dupa actiunea extractelor de TO. In plus, o potentiala actiune a
extractelor studiate ar putea fi efectul citostatic si nu citocid. Formula 9 de calcul utilizata ia in
considerare si coeficientul de extinctie molara a Resazurinei oxidate In dependentd de lungimea
de unda la care a fost masurata absorbanta (http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Pl-
DAL1025-1100_TI%?20alamarBlue%20Rev%201.1.pdf):

Formula

Viabilitatea (%) = —=/0m ~Ae00m 10 9)

A°570nm — A°600nm

unde,
A — absorbanta in godeurile cu celule supuse tratamentului;
A’ — absorbanta in cazul controlului pozitiv;

570 nm, 600 nm — lungimea de unda, la care s-a masurat absorbanta.

Viabilitatea calculata dupa rezultatele cu Resazurina a fost comparatd cu viabilitatea
rezultatd in urma testului cu MTT. Totodata s-au calculat valorile 1Cs, conform ecuatiei lui Hill,

instrument de calcul din dotarea GraphPad Prism 8.0 [197].

6.2 Rezultatul actiunii compusilor de referinta si a extractelor din Taraxacum
officinale asupra viabilitatii celulare

Testul cu MTT

Actiunea Doxorubicinei. In cazul acestui experiment am utilizat Doxo de 10° pg/L, diluata
ulterior succesiv de 7 ori (tabelul 2). Cea mai pronuntata activitate antitumorala s-a determinat la
utilizarea solutiei stoc de 10° pg/L (70.61%, DS — 15.66, 95% II: 39.92-101.3). Diminuarea

concentratiel medicamentului in cauza a dus la sporirea viabilitatii celulelor tumorale, rezultate
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sustinute prin testul de corelare (rs=-0.67, p=0.000). Concentratia medie inhibitoare in cazul
Doxo a fost echivalenta cu 49.76 ng/L (figura A19.20).
Tabelul 2. Viabilitatea glioblastomului U-251 MG sub influenta Doxo si extractelor

foliare, radiculare din TO pe DMSO, evaluate prin metoda MTT.

Doxo FDMSO RDMSO
Viabilitatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % C %
X+DS X+DS X+DS

100,000 | 70.61+15.66 | 110,000 | 58.85+9 | 145,000 | 72.04+2.7
20,000 80.79+4.9 | 22,000 | 68.8+7.88 | 29,000 92.7+8
4,000 | 81.96+10.39 | 4,400 | 79.21+0.32 | 5,800 90.76+8.9

800 80.6+2.32 880 79.72+5.61 1,160 | 92.47+2.38
160 85.224+4.66 176 83.26+1.97 232 93.95+0.64
32 89.9242.49 35.2 83.3+2.69 46.4 95.2+1.41
6.4 92.85+4.88 7.04 84.54+4.11 9.28 96.22+2.18
1.28 92.26+2.23 1.408 | 90.31+3.91 1.86 97.4+1.69

LOg|C5o 1.70 ].lg/L LOg|C50 1.83 j.lg/L LOg|C50 2.39 ].Lg/L

|C5o 49.76 },lg/L |C5o 67.19 },lg/L |C50 246.4 pg/L

R? 0.77 0.95 0.86
I -0.67 -0.86 -0.61
p 0.000 0.000 0.0001

Noti: Doxo100 — concentratia Doxorubicinei; FDMSO — extract pe DMSO din frunze de TO;
RDMSO - extract din radacini de TO pe DMSO, C — concentratia compusilor testati (pug/L).

Actiunea TOF. in cazul extractului foliar pe DMSO, cea mai promititoare actiune
antitumorali a fost determinati la concentratia de 110,000 pg/L (58.85%, DS — 9, 95% Ii: 39.35-
78.35) (tabelul 2). Cresterea concentratiei extractului a diminuat viabilitatea celulelor tumorale
(rs=-0.86, p=0.000). Concentratia ICs a fost echivalenta cu 67.19 ug/L.

In cazul extractului etanolic de 20% cea mai pronuntati inhibitie a viabilitatii tumorale s-a
determinat la concentratia de 140,000 pg/L (76.6%, DS — 6.22, 95% Ii: 64.41-88.79). Cresterea
concentratiei extractului a condus la diminuarea viabilitatii glioblastomului (rs=-0.84, p=0.000).
Concentratia medie inhibitoare a fost echivalentd cu 77.15 pg/L (tabelul 3).

La utilizarea extractului foliar pe etanol de 50%, viabilitatea a fost cel mai tare diminuata
la concentratia de 150,000 pg/L (36.6%, DS — 4.92, 95% Ii: 26.96-46.24). Aceasti actiune a fost
in relatie doza-efect: odatd cu cresterea concentratiei extractului viabilitatea glioblastomului a
diminuat (rs=-0.67, p=0.0002). Valoarea lui ICsq a echivalat cu 7,099 ng/L (figura A20.21).

Asemanadtor extractelor precedente, la utilizarea frunzelor de TO pe etanol de 80%, cea mai
promitatoare activitate antitumorald s-a depistat la concentratia maxima, de 40,000 pg/L

(44.98%, DS — 5.21, 95% Ii: 34.77-55.19) (tabelul 3). Valoarea ICs a fost echivalenti cu 4.36
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ng/L. Cresterea concentratiei extractului in cauza a diminuat viabilitatea tumorii, fapt sustinut
statistic (rs=-0.87, p=0.000).
Importanta concentratiei extractantului a fost doveditd prin stabilirea de asocieri negative,

statistic veridice dintre concentratia etanolului si viabilitatea tumorii (rs=-0.51, p=0.000).

Tabelul 3. Activitatea antitumorala (U-251 MG) a extractelor etanolice din frunze de

TO evaluata prin metoda MTT

FEtOH20 FEtOH50 FEtOHB80
Viabilitatatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % C %
X+DS X+DS X+DS
140,000 76.6+6.22 150,000 | 36.6+4.92 40,000 | 44.98+5.21
28,000 80.47+2.78 30,000 | 74.09+5.11 8,000 51.9+5.12
5,600 86.06+4.93 6,000 85.77+6.8 1,600 52.55+0.81
1,120 87.13£2.92 1,200 89.84+2.05 320 51.75+0.83
224 89.78+5.82 240 91.53+0.73 64 53.73+6.78
44.8 91.87+1.94 48 89.5+4.09 12.8 69.02+1.81
8.96 92.55+2.42 96 91.52+7.27 2.56 85.81+3.87
1.792 95.6x1.61 1.92 91.56+0.72 0.512 94.12+4.75
LoglCsp 1.89 ug/L LoglCsy | 3.85 pg/L LoglCso | 0.64 ug/L
ICsg 77.15 pg/L ICxg 7099 ng/L I1Cxg 4.36 pg/L
R 0.87 0.33 0.67
I's -0.84 -0.67 -0.87
p 0.000 0.0002 0.000

Nota: FEtOH- extract pe etanol din frunze de TO; 20, 50 80 — concentratia etanolului. C —
concentratia compusilor testati (nug/L).

Actiunea TOR. Cea mai promitdtoare actiune antitumorala in cazul extractelor radiculare
pe DMSO a fost stabilita la concentratia de 145,000 pg/L (72.04%, DS — 2.7, 95% Ii: 66.75-
77.33) (tabelul 4). Actiunea antitumorala a fost dependenta de doza, stabilind asocieri negative,
statistic semnificative cu viabilitatea tumorii (rs=-0.61, p=0.0001). Valoarea ICs; a fost egala cu
246.4 ng/L (figura A21.22).

In cazul extractului etanolic de 20%, inhibarea cea mai evidenti a viabilitatii tumorale de
pani la 76.81% (DS — 6.11, 95% Ii: 64.83-88.79) a fost stabilitd la utilizarea extractului de
95,000 ng/L (tabelul 4). Valoarea concentratiei medii inhibitorii a fost echivalenta cu 92.9 pg/L.
Cresterea concentratiei extractului a stabilit asocieri de talie inaltd, negative, statistic

semnificative cu viabilitatea tumorii (rs=-0.99, p=0.000).
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Tabelul 4. Actiunea extractelor etanolice radiculare din TO asupra viabilitatii

glioblastomului U-251 MG evaluata prin metoda MTT

REtOH20 REtOH50 REtOH80
Viabilitatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % c %
X+DS X+DS X+DS

95,000 76.81+6.11 60,000 84.86+1.61 50,000 48.61+3.89
19,000 86.85+0.84 12,000 87.51+0.94 10,000 69.26+2.95
3,800 88.76+0.76 2,400 90.49+3.37 2,000 73.53+£3.77

760 89.75+£1.06 480 91.01£1.55 400 74.62+5.9
512 91.11+0.51 96 92.45+0.69 80 91.346.26
30.4 92.17£0.11 19.2 94.76+1.18 16 89.48+1.45
6.08 92.81+0.19 3.84 96.04+1 3.2 91.71£2.18

1.216 95.67+1.16 0.768 83.3+1.67 0.64 93.77+1.35
LogICsg 1.97 ng/L LogICsg 1.45 ng/L LoglCsp 2.25 nug/L

1Cso 92.9 ng/L 1Cso 28.3 ug/L ICso 177.7 pg/L
R 0.85 0.83 0.42

Is -0.99 -0.32 -0.90

p 0.000 0.04 0.000

Nota: REtOH- extract pe etanol din radacini de TO; 20, 50 80 — concentratia etanolului. C —

concentratia compusilor testati (ug/L).

La utilizarea extractului etanolic de 50%, cea mai pronuntatd activitate inhibitorie s-a
determinat la concentratia de 60,000 pg/L (84.86%, DS — 1.61, 95% Ii: 81.70-88.02) (tabelul 4).
Valoarea 1Csp a fost egala cu 28.3 pg/L. Cresterea concentratiei extractului a diminuat
viabilitatea glioblastomului (rs=-0.32, p=0.04).

In cazul etanolului de concentratie maximi, 80%, cea mai promititoare activitate
antitumorald s-a determinat la concentratia de 50,000 pg/L (48.61%, DS — 3.89, 95% Ii: 40.99-
56.23) (tabelul 4). Valoarea ICsy a fost stabilita egala cu 177.7 pg/L. Cresterea concentratiei
extractului a corelat cu diminuarea viabilitatii tumorale (rs=-0.90, p=0.000).

Importanta concentratiei extractantului a fost sustinuta prin stabilirea asocierilor negative,
dintre concentratia etanolului utilizat in experiment si viabilitatea tumorii (rs=-0.30, p=0.004).

La compararea tuturor extractelor si substantelor de referinta in cazul glioblastomului U-
251 MG am stabilit cd, cea mai pronuntata activitate antitumorala asupra celulelor U-251 MG au
manifestat extractele foliare pe etanol de 50% la concentratia de 150,000 pg/L (36.6%, DS —
4.92, 95% Ii: 26.96-46.24) si etanol de 80% la concentratia de 40,000 ug/L (44.98%, DS — 5.21,
95% I1: 34.77-55.19). Desi aparent similare, aceste rezultate au fost statistic diferite (p=0.0003).

La aranjarea extractelor si substantelor de referintda dupd activitatea antitumorald

(concentratie — viabilitate) am stabilit, cd Doxo este al 12-ea, dupa extractele din TO: FEtOH50
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(150,000 pg/L — 36.60%) — FEtOH80 (40,000 pg/L — 44.98%) — RetOH80 (50,000 pg/L —
48.61%) — FEtOH80 (320 pg/L — 51.75%) — FEtOH80 (8,000 pg/L — 51.90%) — FEtOHS80
(1,600 pg/L — 52.55%) — FEtOH80 (64 ng/L — 53.73%) — FDMSO (110,000 ng/L — 58.85%) —
FDMSO (22,000 pg/L — 68.80%) — FEtOH80 (12,8 pg/L — 69.02%) — REtOHS80 (10,000 pg/L —
69.26%) — Dox0100 (100,000 pg/L — 70.61%). Cea mai putin activa solutie in cazul acestui tip
de tumori au fost extractele din radacini pe DMSO la concentratiile de 9.28 pg/L (96.22%) si
1.86 pg/L (97.40%).

La compararea valorilor ICsy am stabilit ca, cea mai mica doza medie inhibitoare a fost in

cazul extractului foliar pe etanol de 80% (4.36 ng/L), iar cea mai inalta in cazul extractului din

frunze pe etanol de 50% (70.99 ug/L).

Metoda cu Resazuring

Actiunea Doxo este relevata in datele din tabelul 5. Viabilitatea celulelor tumorale a
diminuat cel mai pronuntat (59.52%, DS —5.92 , 95% Ii: 47.92-71.12) la utilizarea Doxo de cea
mai inaltd concentratie. Doza medie inhibitoare a constituit 83.05 pg/L. Viabilitatea tumorii a
diminuat odata cu cresterea concentratiei medicamentului (rs=-0.80, p=0.000).

Actiunea TOF. O diminuare drasticd a viabilitatii celulelor tumorale s-a atestat la
utilizarea extractului foliar pe DMSO, la concentratia de 110,000 pg/L (6.15%, DS — 1.69, 95%
1i: 2.84-9.46) (tabelul 5). Diminuarea concentratiei extractului s-a soldat cu cresterea viabilitatii
tumorii, fapt sustinut statistic (rs=-0.95, p=0.000). Valoarea ICs, pentru acest extract a echivalat
cu 26,156 pg/L.

In cazul extractului din frunze pe etanol de 20%, cea mai pronuntat inhibare a viabilitatii
tumorale s-a determinat la concentratia de 140,000 pg/L (54.95%, DS — 8.43, 95% Ii: 38.43-
71.47) (tabelul 6). Cresterea concentratiei extractului a condus la diminuarea viabilitatii celulelor
studiate (rs=-0.91, p=0.000). Concentratia medie inhibitoare a fost egala cu 5,169 pg/L.

La utilizarea extractului foliar pe etanol de 50%, viabilitatea a circa 20% din celule
(79.96+0%) a fost inhibata la concentratia de 150,000 pg/L. Odata cu cresterea concentratiei
extractului viabilitatea a diminuat, fapt sustinut prin eseul de corelatie (rs=-0.77, p=0.000). Doza
medie inhibitoare a echivalat cu 3,050 pg/L.

Pentru extractul din frunze pe etanol de 80%, cea mai pronuntata actiune antitumorala s-a
determinat la concentratia de 40,000 pg/L, viabilitatea celulelor diminuand la 26.39% (DS —
5.33, 95% Ii: 15.94-36.84). Actiunea in cauzi a prezentat o asociere inversi dozi — efect,
sustinuta prin eseul de corelatie (rs=-0.91, p=0.000).

Cresterea concentratiei etanolului a avut un efect semnificativ, negativ asupra viabilitatii

celulare (rs=-0.28, p=0.03).
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Tabelul 5. Viabilitatea celulelor U-251 MG evaluata prin testul cu Resazurina dupi

incubare cu Doxo, extractele foliare si radiculare ale TO pe DMSO.

Dox0100 FDMSO RDMSO
Viabilitatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % c %
X+DS X+DS X+DS
100,000 | 59.52+5.92 | 110,000 | 6.15+1.69 145,000 | 16.42+6.36
20,000 62.98+1.38 22,000 57.72+9.02 29,000 | 34.64+1.15
4,000 61.45+7.58 4,400 83.31+2.6 5,800 66.84+9.88
800 63.37+£9.96 880 85.52+0.51 1,160 81.15+0.31
160 72.06+3.3 176 84.26+0.1 232 83.08+0.98
32 78.63+£7.47 35.2 87.78+1.57 46.4 84.72+4.32
6.4 80.03+5.28 7.04 88.55+2.61 9.28 89.44+0.31
1.28 87.74+£1.28 1.408 90.98+1.28 1.856 94.01+£3.74
LoglCso | 1.919 ug/L | LoglCso | 4.418 ng/L | LoglCso | 3.929 pg/L
I1Cso 83.05 ng/L ICso 26156 pg/L 1Cso 8499 ng/L
R 0.77 0.97 0.95
I's -0.80 -0.95 -0.98
p 0.000 0.000 0.000

Nota: Dox0100 — concentratia Doxo; FDMSO — extract pe DMSO din frunze de TO; RDMSO —
extract din radacini de TO pe DMSO, C — concentratia compusilor testati (ug/L).

Tabelul 6. Actiunea extractelor etanolice din frunze de TO asupra viabilititii celulelor

tumorale U-251 MG evaluata prin metoda cu Resazurina.

FEtOH20 FEtOH50 FEtOHS80
Viabilitatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % C %
X+DS X+DS X+DS
140,000 | 54.95+8.43 | 150,000 79.96+0 40,000 26.39+5.33
28,000 76.48+4.93 30,000 88.02+2.3 8,000 75.1942.08
5,600 85+1.46 6,000 84.83+1.85 1,600 78.71+2.42
1,120 85.08+2.78 1,200 88.69+5.33 320 81.15+£2.77
224 82.59+1.67 240 97.76+0.77 64 80.29+0.98
44.8 86.94+0.39 48 95.11+1.29 12.8 84.91+4.93
8.96 94.9+2.82 96 97.67+0.94 2.56 85.17+1.89
1.792 99.74+0 1.92 96.71+0.93 0.512 85.974+0.65
LoglCso | 3.713 ug/L | LogICso | 3.484 ng/L | LoglCso | 4.062 pg/L
ICso 5169 ng/L ICso 3050 pg/L I1Csg 11547 pg/L
R 0.74 0.79 0.95
I -0.91 -0.77 -0.91
p 0.000 0.000 0.000

Nota: FEtOHZ20, 50, 80 — extractele din TO pe etanol de 20, 50 si 80%; C — concentratia
compusilor testati (ug/L).
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Actiunea TOR. in cazul extractelor din radicini pe DMSO, cea mai pronuntati supresie a
viabilitatii celulare s-a atestat la concentratia extractului de 145,000 pg/L (16.42%, DS — 6.36,
95% Ii: 3.95-28.89). Doza medie inhibitoare a fost echivalentd cu 8,499 pg/L. Cresterea
concentratiei extractului radicular a corelat intr-o maniera inversad cu viabilitatea celulard (rs=-
0.98, p=0.000).

La utilizarea extractelor radiculare pe etanol de 20%, inhibarea cea mai marcanta a
viabilitatii tumorale s-a determinat nu la concentratia maxima, de 95,000 ug/L (65.32%, DS —
2.34, 95% I1: 60.73-69.91), insi la dilutia a doua, echivalentd cu 19,000 ug/L (58.34%, DS —
0.04, 95% I: 58.26-58.42) (tabelul 7).

Tabelul 7. Actiunea extractelor etanolice din ridacini de TO asupra viabilititii

celulelor U-251 MG determinata prin metoda cu Resazurina.

REtOH20 REtOH50 REtOH80
Viabilitatea Viabilitatea Viabilitatea
C % C % C %
X+DS X+DS X+DS
95,000 65.3242.34 60,000 16.61+1.1 50,000 37.6+£1.82
19,000 58.3440.04 12,000 70.55+2.83 10,000 61.5943.83
3,800 60.76+0.17 2,400 74.34+1.35 2,000 68.84+3.92
760 64.97+0.14 480 77.95+£2.98 400 74.23+2.47
512 68.09+0.38 96 75.38+3.24 80 76.89+1.42
30.4 68.1+0.33 19.2 76.67+£6.48 16 83.75+6.1
6.08 73.78+2.82 3.84 86.41+1.46 3.2 79.33£1.65
1.216 86.66+0.09 0.768 97.29+0.91 0.64 86.03+0.19
LoglCso | 1.448 ug/L | LoglCso | 4.234 ng/L | LoglCso | 3.579 pg/L
ICso 28.07 ug/L ICso 17132 pg/L ICso 3792 pg/L
R 0.78 0.66 0.87
I's -0.88 -0.86 -0.95
p 0.000 0.000 0.000

Nota: REtOH20, 50, 80 — extractele din radacini de TO pe etanol de 20, 50 si 80%; C —
concentratia compusilor testati (pug/L).

Testul de corelare a pus In evidentd asocieri negative, statistic semnificative dintre
concentratia extractului si viabilitatea tumorii (rs=-0.88, p=0.000). Concentratia medie
inhibitoare a egalat cu 28.07 pg/L.

In cazul extractului realizat in etanol de 50%, cea mai pronuntati inhibare a viabilititii
tumorale s-a determinat la concentratia de 60,000 pg/L (10.83%, DS — 2.85, 95% Ii: 5.24-16.42).
Viabilitatea a prezentat asocieri negative, statistic semnificative cu concentratia extractului (rs=-

0.86, p=0.000). Doza medie inhibitoare a fost echivalentul a 17,132 pg/L.
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La utilizarea etanolului de 80% 1in calitate de extractant, am determinat ca cea mai
pronuntata supresie a viabilitdtii tumorale are loc la utilizarea concentratiei de 50,000 pg/L
(37.6%, DS — 1.82, 95% Ii: 34.03-41.17). Eseul statistic de corelare a pus in evidentd asocieri
negative, veridice dintre concentratia extractului utilizat si viabilitatea tumorii (rs=-0.95,
p=0.000). Concentratia medie inhibitoare a constituit 3,792 pg/L.

Concentratia etanolului utilizat in calitate de extractant s-a dovedit a fi importanta,
determinand asocieri pozitive, statistic veridice cu viabilitatea tumorii (rs=0.24, p=0.05).

Compararea tuturor extractelor si substantelor de referintd. Datorita acestui eseu de
comparare am determinat ca, supresia cea mai pronuntata a viabilitatii celulelor U-251 MG o are
extractul foliar pe DMSO. In prima zecime, cu cea mai promititoare actiune antitumorald au
intrat (concentratia — viabilitatea medie): FDMSO (110,000 ug/L — 6.15%) — REtOH50 (60,000
ug/L — 10.83%) — RDMSO (145,000 ug/L — 16.42%) — FEtOH80 (40,000 pg/L — 26.39%) —
RDMSO (29,000 pg/L — 34.64%) — REtOH80 (50,000 pg/L — 37.6%) — FEtOH20 (140,000 pg/L
—54.95%) — FDMSO (22,000 pg/L — 57.72%) — REtOH20 (19,000 png/L — 58.34%) — DOX0100
(10° pug/L — 59.52%). Cel mai putin au supresat viabilitatea concentratiile mici ale extractelor
foliare de 20% (1.792 pg/L — 99.74%) si 50% (240 ug/L — 97.76%).

La compararea valorilor ICs s-a determinat ca, cea mai micad concentratic medie
inhibitoare a viabilitatii tumorale este cea a extractului radicular pe etanol de 20% (28.07 pug/L),
iar cea mai inaltd, 1n cazul extractului foliar pe DMSO (26,156 ug/L).

Analiza comparativa a viabilitatii celulelor tumorale U-251 MG, examinate cu testul
MTT vs Resazurina. Viabilitatea celulelor U-251 MG a fost diferita in cazul Doxo100 (p=0.01),
RDMSO (p=0.02), REtOH20 (p=0.001) si REtOH50 (p=0.001). Nu au fost determinate diferente
statistic veridice in cazul FDMSO (p=0.34), FEtOH20 (p=0.40), FEtOH50 (p=0.29), FEtOH80
(p=0.25) si REtOH&0 (p=0.25).

Astfel, s-a stabilit ca cea mai pronuntata actiune antitumorala au exercitat extractele foliare
pe DMSO, la concentratia de 110,000 pg/L si cele radiculare pe etanol de 50% (150,000 pg/L) si
80% la concentratia de 50,000 pg/L.

Viabilitatea celulelor tumorale in functie de componenta extractelor TO. Impactul asupra
viabilitatii celulelor U-251 MG, analizata prin metoda MTT a fost cel mai promitator (36.6%) la
utilizarea extractului din frunze pe etanol de 50%, la combinatia: CTP — 57,000 x107® mg/mL,
AC — 8,460 x10°® mg/mL, ACh — 52,500 x10°® mg/mL, ACG — 1,746 x10° mg/mL, Ahx —
73,200 x10® mg/mL, CTF — 9,450 x10°® mg/mL, Fts — 3,765 x10® mg/mL (tabelul A22.26). Cel
mai putin efectiv (97.4%) s-a dovedit a fi extractul din radacini pe DMSO, cu urmaétoarea

componenti: CTP — 0.1 x10® mg/mL, AC — 0.002 x10° mg/mL, ACh — 0.01 x10° mg/mL, ACG
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— 0.002 x10°® mg/mL, Ahx — 0.02 x10°® mg/mL, CTF — 0.01 x10° mg/mL, Fts — 0.01 x10®
mg/mL.

Cel mai efectiv in cazul celulelor U-251 MG evaluate prin metoda cu Resazurinad au fost
frunzele supuse extractiei pe DMSO, la urmatoarea concentratie a compusilor: CTP — 15,268
x10® mg/mL, AC — 1,628 x10® mg/mL, ACh — 8976 x10°® mg/mL, ACG — 316.8 x10°® mg/mL,
Ahx — 12,540 x10° mg/mL, CTF — 550 x10® mg/mL, Fts — 418 x10® mg/mL (tabelul A22.26).
Viablitatea acestor celule a fost mai putin afectatd in cazul extractului foliar pe etanol de 20%, cu
componenta: CTP — 0.6 x10°® mg/mL, AC — 0.09 x10°® mg/mL, ACh — 0.4 x10°® mg/mL, ACG —
0.02 x10°® mg/mL, Ahx — 0.6 x10° mg/mL, CTF — 0.1 x10° mg/mL, Fts — 0.02 x10™® mg/mL.

6.3 Studiul comparativ al actiunii antitumorale a extractelor din Taraxacum
officinale. Glioblastomul reprezinta o tumoare maligna a tesutului nervos, care necesitd un
tratament multidisciplinar, unde procedurile chirurgicale sunt asociate cu radioterapia si
Termozolomidul [198]. Adaugarea Bevacizumabului nu a crescut rata de supravietuire. Astfel, in
pofida procedurilor contemporane de diagnostic si tratament, la majoritatea pacientilor se atesta
progresia bolii, insotitd cu o rata Tnaltd a mortalitatii.

In literatura de specialitate se atestd o relatare in crestere a metodelor de prevenire si
tratament a tumorilor utilizdnd produse de origine vegetald. Existd un sir de evidente ca
extractele din TO poseda activitate antitumorala.

Conform datelor prezentate de Jung et al. (2015) TO poseda activitate antitumorala, iar cea
mai puternica actiune supresiva a celulelor HepG2 a fost determinata in cazul extractului hidric
din radacini (54.6%) [155]. O alta evidenta despre actiunea TO asupra celulelor HepG2 a fost
prezentata de Koo et al. (2004), in care extractul hidric a redus viabilitatea celulelor la 26%
[104]. Autorii au determinat ca, TO actioneaza intr-o maniera dependenta de timp si doza:
secretia maximala de IL-1 (66+1.7 pg/mL) si TNF-a (186+2.0 pg/mL), urmata de apoptoza a fost
determinata la 0.2 mg/mL dupa 48 ore de incubare. O alta evidentd despre actiunea TO asupra
citokinelor a fost raportata de Kim et al. (1999) care au depistat ca, extractele din aceasta planta
stimuleaza secretia de TNF-a, fenomen cuplat si in cresterea producerii de NO [105].

In opinia lui Takasaki et al. (1999) activitatea antitumorald a TO se datoreazi continutului
inalt de triterpene si sesquiterpene [96]. Autorii considera ca, componentele bioactive ai speciei
Taraxacum, in special taraxasterolul si taraxerolul, posedd capacitatea de a influenta
carcinogeneza la diverse stadii, inclusiv initiere si metastazare, astfel dezvoltand ideia utilizarii
acestora in calitate de agenti chemopreventivi. Ovesna et al. (2004) au atribuit aceasta functie

taraxasterolului si beta-sitosterolului [97].
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Spectrul compusilor antitumorali ai TO pare sa fie mult mai vast. Ovadje et al. (2016) au
identificat 4 componenti activi, a-amirin, B-amirin, lupeol si taraxasterolul, care in combinatie au
prezentat actiuni promitatoare, comparativ cu administrarea solitard. Aceste date vin in
sustinerea rezultatelor noastre, care au definit ca, actiunea antitumorald a TO nu depinde de
concentratia maxima a compusilor, ci de raportul acestora.

O alta evidenta despre eficacitatea antitumorala a TO a fost raportata de Hata et al. (2006),
care au constatat ca lupeolul din TO a blocat efectiv migrarea celulard in cazul melanomului
B162F2 si neuroblastomului [98]. Mecanismul de actiune a constat in dezasamblarea
miofilamentelor de actind. Intr-un alt studiu, luteolul extras din Bombax ceiba a manifestat
activitate antiangiogenica inaltd [199]. Cel mai promitator efect inhibitor asupra celulelor
endoteliale a fost determinat la concentratia de 30 si 50 pg/mL. Ulterior, Jeon et al. (2008) au
raportat ca, extractele etanolice din frunze si flori poseda activitate antiangiogenica, fapt care ar
permite utilizarea TO in chimioterapie sau chimioprofilaxie [57]. Aceastd activitate, in opinia
autorilor se datoreaza flavonilor.

Alti componenti ai TO, precum acizii caffeic si clorogenic au prezentat actiuni
promitatoare in cazul cancerului metastatic [200]. Acidul taraxinic izolat din TO a demonstrat
actiuni antiproliferative in cazul celulelor HL-60 [103]. Apigenina, conform lui Erdogan et al.
(2016) a redus viabilitatea si migratia celulelor stem canceroase de prostatd prin supresia
PI3SK/AKt/NF-kB [201]. Despre eficacitatea TO in blocarea metastazarii tumorilor vorbesc si
datele prezentate de Goldberg et al. (2007), care indica la utilizarea extractelor apoase in cazul
cancerului pulmonar (Lewis) [107]. Ulterior, aceasta eficacitate a fost atribuita carbohidratilor
din TO, in special lentinanului [108].

Studiul nostru sustine ideia ca, concentratia extractului si deci a compusilor bioactivi este
importanti, insa dozajul inalt nu inseamni si cel mai promititor efect antitumoral. In plus, un rol
determinant il are tipul extractantului, concentratia acestuia si organul anatomic a plantei. Astfel
cel mai bun efect supresiv a fost determinat in cazul extractului radicular pe etanol de 80% la
concentratia TO de 50,000 pg/L, in timp ce radacinile si frunzele supuse extractiei pe etanol de
50%, unde s-a atestat ulterior cea mai mare concentratie de compusi bioactivi, au prezentat valori
inhibitorii mult mai discrete.

Mecanismul antitumoral al TO insa pare a fi mult mai complex. Ovadje et al. (2016) au
determinat in cazul clonelor tumorale HT-29 si NCM460 o diminuare a potentialului membranar
mitocondrial si cresterea concentratiei SRO [202]. Destabilizarea membranelor mitocondriale s-a
asociat cu activarea caspazei-8. Totodata, autorii au determinat cd actiunea TO depinde si de

tipul tumorii: in celulele HT-29 extractul din TO a inhibat genele antiapoptotice BCL2,
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GALNTS5 (Polypeptide N-Acetylgalactosaminyltransferase 5) si PARP-2, iar in celulele
NCM460 aceleasi gene au fost stimulate. Invers, genele si citokinele proapoptotice CASP1,
IFNG (interferon gamma) si TNF au fost stimulate in cazul HT-29, si blocate in celulele
NCM460. Despre actiunea selectiva a partilor componente din TO vorbesc si rezultatele
prezentate de Sigstedt et al. (2008), care indica ca, radacinile sunt mai efective in cazul tumorilor
mamare MCF-7/AZ, iar frunzele in culturile de cancer prostatic LNCaP [109]. In opinia
autorilor, TO actioneaza prin intermediul ERK kinazelor, diminudnd FAC si SRC (non-receptor
tyrosine kinase), totodata inhiband activitatea MMP-2 si MMP-9 (matrix metalloproteinases).
Datele rezultate din studiul nostru confirma actiunea selectivd a TO asupra celulelor tumorale si
in cazul tipurilor de gliom.

Chatterjee et al. (2011) au determinat ca, extractul radicular din TO a indus apoptoza
selectiv in celulele melanomului A375, fara a afecta celulele normale [203]. Autorii au observat
morfologia caracteristicd apoptozei dupa 48 ore de incubare, iar actiunea in cauza s-a produs prin
activarea caspazei-8.

O alta evidenta despre activitatea antitumorala a TO a fost prezentata de Ovadje et al.
(2016) in cazul utilizarii extractului radicular hidric de TO la tumorile de colon HT-29 (p53—/-)
si HCT116 (p53 WT) [202]. Autorii au concluzionat ca, activarea caspazei-8 nu este mecanismul
esential prin care TO supreseazi tumorile. In opinia autorilor TO poseda actiune tintiti asupra
defectelor metabolice existente in tumori. Mai mult, in cazul celulelor HT-29, TO a stimulat
genele CASP1 (caspase 1), KCNIP1 (encodes potassium voltage-gated channel interacting
protein 1), SNCA (alpha synuclein), TNF, si un sir de receptori precum TNFRSF1A sau
TNFRSF11B (tumor necrosis factor superfamily, member 1A and 11B) responsabili de
activitatea proapoptotica. Totodata a fost raportat blocarea genelor responsabile de supravietuirea
celulelor, precum BCL2, BCL2A1 (BCL2 Related Protein Al) si PARP2 (Poly(ADP-Ribose)
Polymerase 2).

De asemenea, extractele din TO au diminuat continutul nuclear de GRB2 (Growth Factor
Receptor 2-Related Protein), ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated Protein Kinase) si crescut
concentratia plasmatica de ERK1/2 [202]. TO selectiv a diminuat si expresia COX-2 in tumorile
de colon. Astfel sumarizdnd, putem afirma ca, TO are ca tintd diversi compusi, implicandu-se
activ la diverse stadii ale apoptozei.

Despre spectrul antitumoral vast al TO vorbesc rezultatele prezentate de Ovadje et al.
(2011), care au descris inducerea apoptozei in celulele maligne in cazul leucemiei [101]. Autorii
au relatat ca, anume extractele de concentratie joasa, exact ca si in studiul nostru, au fost capabile

sa inducd tintit apoptoza in celulele T maligne, fara a afecta celulele sanatoase. Implicarea
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componentelor TO in apoptoza a fost sustinutd si de Hueber et al. (2000) care au depistat ca,
celule FADD-negative (Fas-associated death domain) nu dezvolta complexul DISC (death-
inducing signaling complex), absolut necesar pentru declansarea mortii programate [102].

Posibilitatea utilizarii extractelor din TO in cazul tumorilor gliale a fost raportata de Kim et
al. (2000) [106]. Extractele din TO la concentratia de 100 si 1000 pug/mL au inhibat efectiv
producerea de IL-1 si TNF-a in astrocite. Aceste date sunt sustinute de rezultatele noastre care
subliniaza eficacitatea TO in tumorile gliale in special la concentratii minime (50 pg/mL) [204].
Recent, Rashidi et al. (2022) au stabilit ca, extractele etanolice din TO au blocat efectiv migratia
si potentialul invaziv al glioblastomului [205]. In calitate de mecanism de actiune, autorii au
descris inhibarea enzimelor proteolitice (MMP-2, MMP-9, uPA), prin blocarea caii de
semnalizare p38MAPK — SAPK/JNK. Totodata autorii au semnalat si efectul stimulativ al TO
asupra TIMP1 si TIMP2, care reprezinta inhibitori endogeni ai enzimelor proteolitice.

TO s-a dovedit a fi efectiv nu doar la utilizare solitara, dar si ca tratament adjuvant. Yoon
et al. (2016) au selectat TO ca cea mai promitatoare planta (din 500) in tratamentul TRAIL
(TNF-related apoptosis inducing ligand) [111]. Utilizarea combinata cu TO a indus apoptoza in
culturile celulare Huh7, rezistente initial la TRAIL. Autorii au explicat cd, TO poate inhiba
interactiunca MKK7-TIPRL si activa fosforilarea MKK7-JNK, iar principalul component
implicat este acidul cicoric, continut dupa datele noastre din abundenta in frunzele de TO.

Un alt mecanism de actiune a TO a fost descris de Gerbino et al. (2018), care au relatat
trecerea masiva a ionilor de Ca?" din reticulul sarcoplasmatic in plasmalema celulelor tumorale
HEK293 (human embryonic kidney) sub influenta extractelor radiculare pe etanol [112].

in concluzie, putem afirma ci Taraxacum officinale posedi activitate antitumorala,
manifestatd prin inhibitia viabilitatii glioblastomului U-251 MG. Activitatea antitumorald a TO
este in functie de partea componenti a plantei, tipul si concentratia extractantului. In cazul
celulelor U-251 MG cele mai active au fost extractele foliare pe etanol de 50% la concentratia de
150,000 pg/L. In cazul celulelor U-251 MG cea mai mica concentratie medie inhibitoare este
necesard la utilizarea extractului foliar pe etanol de 80% (4.36 ng/L), iar cea mai 1naltd in cazul
extractului din frunze pe etanol de 50% (70.99 pg/L). Cresterea concentratiei etanolului in
extractele foliare si radiculare a corelat cu diminuarea viabilitatii celulelor tumorale.

In cazul testului cu Resazurini, cea mai promititoare actiune antitumorala anti-U-251 MG
a fost determinata in cazul extractelor foliare pe DMSO si radiculare pe etanol de concentratie
inaltd. Cea mai micd concentratie medie inhibitoare a viabilitdtii celulelor U-251 MG s-a
determinat la utilizarea extractului radicular pe etanol de 20% (28.07 pg/L), iar cea mai inalta, in

cazul extractului foliar pe DMSO (26,156 pg/L). Cresterea concentratiei etanolului in extractele
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foliare a condus la diminuarea viabilititii tumorale. In cazul extractelor radiculare cresterea
concentratiei etanolului in extract a corelat cu sporirea viabilitatii tumorale. Rezultatele testelor
metabolice depind de tipul de celule studiate, de tipul extractului, de partea plantei si de tipul
metodei. Toate organele anatomice ale TO poseda actiune antitumorala, cele mai promitatoare
rezultate insa le au frunzele si radacinile la extragere in DMSO si alcool etilic de concentratie

Tnalta.
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

b

Bine, ’s-o ludm de la capat, cici natura face asta in fiecare an”, spune un citat de
V .Butulescu. Natura, ca intotdeauna binevoitoare, sustine omenirea, chiar si In cele mai triste
situatii, iar noi nu avem altceva, decat sa invatam.

Plantele reprezinta o veriga cheie in circuitul vital, fiind materia prima de baza in multiple
ramuri ale industriei, inclusiv farmaceutica. Obtinerea de noi medicamente este absolut necesara
pentru supravietuirea omenirii, iar dezvoltarea de agenti chimici cu efecte modulatorii asupra
unui proces biochimic tine de domeniul abstractului. Totusi natura oferd exemple care
transforma visul in realitate. Un astfel de exemplu poate fi considerat TO.

Efectele TO asupra diverselor procese biochimice au fost descrise in literatura de
specialitate in relatie cu extractul utilizat, comparand actiunile dupa organul plantei, tipul
extractantului, metoda de extragere etc. In studiul nostru am efectuat o analizd simultani a
actiunilor TO, luand in vedere tipul extractantului si concentratia acestuia, organele plantei,
concentratia compusilor chimici si actiunile exercitate.

Conform opiniilor contemporane, fenolilor le sunt atribuite mai multe functii, cum ar fi
antiinflamatorii, antibacteriene, antitumorale etc. [206] Exercitarea acestor actiuni se datoreaza
prezentei in structura lor a inelelor aromatice cuplate cu grupele hidroxil. Conform datelor
literaturii, concentratia acestor compusi este direct proportionald cu actiunea exercitata. Drept
exemplu, Xue et al. (2017) indica ca actiunea antioxidanta in cazul extractelor din frunze este
mai mare comparativ cu alte organe ale plantei, si acest fapt este datorat continutului mare de
CTP in frunze [137]. Totodatd autorii au diminuat rolul flavonoizilor, gratie faptului ca nu au
fost stabilite diferente statistic veridice dintre organele plantei. Aceste date sustin opinia lansata
de Rice-Evans et al. (1996), conform careia acizii hidroxicinamici au o activitate mai inalta
comparativ cu acizii hidroxifenilacetici si hidroxibenzoici gratie grupului acrilat cuplat la inelul
fenilic [207].

Xue et al. (2017) considera ca anume continutului sporit de acizi fenolici, precum cicoric si
clorogenic, se datoreaza intdetatea frunzelor in calitate de remediu antioxidant. Rezultatele
studiului nostru sustin faptul ca frunzele sunt mai bogate in acizi fenolici, iar cel mai inalt
continut poate fi atins la utilizarea etanolului de 50%, extractant valabil si in cazul radacinilor.
Trebuie de subliniat cd, continutul fenolilor, maximal sau minimal nu a coincis cu o activitate
similara. Astfel in cazul sistemului antioxidant enzimatic am stabilit ca, cel mai Tnalt continut de
CTP (38 mg/mL), precum si CTF (6.3 mg/mL), fitosteroli (2.51 mg/mL) a corelat cu diminuarea
drastica a GPx, iar cele mai mici valori (CTP — 2 mg/mL) au fost asociate cu activarea CAT. in

aceeasi ordine de idei am prezentat si activitatea antiradicalica a TO, masurata prin metoda cu
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ABTS, unde concentratiile medii a compusilor din extractele din radacini pe etanol de 50% au
prezentat cele mai promitatoare rezultate (91.65 — 91.76%). Aceste rezultate confirma datele
prezentate de Ivanov et al. (2014), care atesta extractul pe etanol de 50% drept cel mai efectiv
antioxidant, actiune datoratd in opinia autorilor continutului inalt de CTP [141]. Importanta
alegerii extractantului a fost relevata si de Petkova et al. (2015), care au subliniat ca, cele mai
inalte concentratii de CTP si cele mai promitatoare actiuni fiind determinate in cazul extractelor
combinate, initial pe etanol de 95%, urmate de extragere pe apa [135].

Acizii clorogenici, reprezinta esterii acizilor caffeic si quinic. In prezent acestor acizi le
sunt atribuite diverse functii, precum spasmolitica, antivirald, antioxidanta si antitumorala [208].
Una din caracteristicile chimice ale acestor acizi este instabilitatea, caracterizatd prin formarea
(hidrolizare, izomerizare, esterificare, etc.) de alti compusi, chiar in procesul de extractie. in
general, existd opinia ca, acizii clorogenici (in special monoclorogenici) sunt mai bine supusi
extractiei in solutii hidro-alcoolice slabe, fiind insolubili in cloroform, benzen si eter. In cazul
nostru nsd, cel mai inalt continut s-a atestat in extractul etanolic de 50%. Nu existd opinie
unanima despre functia antioxidantd a acestor acizi. Astfel Kweon et al. (2001) considera ca
acesti acizi inhiba formarea de specii reactive de oxigen [209]. Totodata exista opinia cd, acesti
acizi pot manifesta atdt activitate antioxidanta, cat si prooXidantd, efect care depinde de
concentratia acestora, statusul lor redox si prezenta ionilor de metal liberi (free transition metal
ions) [210]. In cazul nostru, continutul inalt de acizi clorogenici a coincis cu activitate joasd a
GPx si medie a SOD, CAT, GST si GR. In cazul indicilor SO continutul mare de acizi
clorogenici au provocat cresterea valorilor DAM, eNOS, NO; si NO3.

Acidul cicoric, care in studiul nostru a inregistrat cele mai inalte valori cantitative din
cadrul CTP, este bine cunoscut gratie actiunilor sale antioxidative. Dupa Li et al. (2020), acest
acid este capabil de a diminua valorile serice ale AST, ALT, SRO si creste cantitatea de GSH
[211]. Conform rezultatelor noastre, concentratiile inalte de acid cicoric au stimulat cresterea
activitatii SOD, CAT, GST, GR si au diminuat activitatea GPx. In cazul SO sub influenta acestui
acid au crescut valorile DAM, eNOS, NO; si NO3. In cazul homeostaziei tiol-disulfidice
concentratiile maxime de acid cicoric au corelat cu valori medii ai indicilor studiati. Dimpotriva,
concentratiile mici au dus la cresterea tuturor indicilor, inclusiv GSH si GSSG. Acest fapt poate
fi 1amurit prin cumularea actiunii a tuturor compusilor existenti in TO.

TO poseda functie de protectie prin neutralizarea radicalilor liberi, efect datorat conform
unor evidente acizilor fenolici. Park et al. (2011) considera ca, luteolina si acidul clorogenic din
TO sunt cauza inhibitiei producerii de oxid nitric si a SO [51]. In cazul studiului nostru am

determinat cd, cel mai mic continut de NO; si NO3 corespund cu valorile mici si medii a
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compusilor studiati. Mai mult, la aceste cantitdti s-a determinat si cea mai inalta activitate a
DAM. Doar activitatea eNOS a fost cel mai mult stimulata de concentratia Tnalta a compusilor,
desi valori apropiate au fost determinate si la cantitati mai mici ale CTP, CTF...

Dupa Ziamajidi et al. (2013) acidul cicoric este unul din componentele esentiale capabil de
a lupta cu SO, prevenind sau tratand steatoza hepatica [212]. Conform datelor prezentate de Xue
et al. (2017), 20 pg/mL de acid cicoric sunt suficiente pentru a inhiba cresterea speciilor reactive
de oxigen [137]. Aceste date sunt sustinute de rezultatele studiului nostru: cea mai inalta
activitate (92%) antiradicalica a fost determinata la concentratia acidului cicoric 0.2 — 0.4
mg/mL. Insa trebuie de mentionat ci, aceasti concentratie a fost una minimala, maximal fiind
atestate 6.56 mg/mL cu o activitate de doar 39.1%.

In literatura de specialitate este mentionat ci, extractele din TO posedd actiune
antitumoralad. Takasaki et al. (1999) au prezentat TO in calitate de un remediu efectiv in cazul
tumorilor de piele [96]. La acel moment autorii au considerat ca, aceste actiuni sunt realizate
gratie triterpenoizilor si sesquiterpenelor. Sigstedt et al. (2008) insa au contestat aceasta, prin
faptul ca compusii in cauza sunt prezenti si In radacini, care s-au dovedit a fi neefective in cazul
diferitor tipuri de tumori, lansand ipoteza ca frunzele sunt efective gratie continutului sporit de
CTP si CTF [109]. Conform datelor lui Xue et al. (2017) 400 pg/mL de extract foliar de TO s-au
remarcat printr-o activitate semnificativa inhiband translocarea nucleara a p65 NF-kB [137].
Conform datelor lui Wang et al. (2009) activarea a NF-kB initiaza transcriptia genelor
proinflamatorii, cu formarea de IL-1p si COX-2, niveluri sporite ale carora au fost determinate in
diverse patologii inflamatorii si tumori [64]. In baza datelor publicate de Lee et al. (2015), reese
cd acidul cicoric poate bloca activarea a p65, astfel diminuand formarea de COX-2 [213]. in
cazul studiului nostru cel mai efectiv a suprimat viabilitatea celulelor U-251 MG extractul unde
acidul cicoric a atins cote maximale la extractie (52,500x10° mg/mL). Despre actiunea selectiva
a TO vorbesc si rezultatele expuse de Sigstedt et al. (2008), care afirma ca extractul hidric din
frunze a inhibat efectiv cresterea celulelor tumorale mamare MCF-7/AZ, fiind neefective de rand
cu extractele radiculare in cazul liniei celulare LNCaP C4-2B [109]. Mai mult, atat frunzele, cat
si radacinile au inhibat efectiv procesul de metastazare a celulelor MCF-7/AZ. Aceasta activitate
TO a realizat-o prin inhibarea activitatii gelatinolitice a metaloproteinazelor MMP-2 si MMP-9,
prin blocarea FAK si SRC. Totodata, proliferarea celulara a fost afectata prin inhibarea activitatii
ERK, implicat direct in calea MAPK, prin care celula se diferentiaza si creste.

Autofagia reprezintd un proces esential in metabolismul celular, iar dereglarile acestuia
sunt asociate cu diverse patologii, inclusiv tumorile [214]. Exista date elocvente ca, acidul

cicoric activeaza genele autofagiei (Atgl6, Atg3 si Beclin-1), ceea ce presupune utilizarea
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acestuia nu numai ca agent chimioterapeutic, dar si chimiopreventiv [211]. In cazul studiului
nostru, actiunea acidului cicoric a fost una dependentd de doza: concentratiile maximale au
inhibat cel mai efectiv celulele gliale U-251 MG.

Un alt component al TO, carui ii este atribuitd si functia antitumorala sunt fitosterolii
[215]. Unul din mecanismele prin care fitosterolii pot actiona asupra celulelor tumorale,
reprezinta activarea ciclului sfingomielinic, ceea ce conduce la apoptoza. Exista opinia ca, acesti
compusi pot initia apoptoza prin activarea caspazelor [216]. De asemenea, acesti compusi, in
particular sitosterolii s-au remarcat prin blocarea cresterii si metastazarii tumorilor, mecanismul
fiind prin Incorporarea lor in membranele celulare, ceea ce duce la micsorarea continutului de
colesterol si blocarea ciclului celular in G2/M [215]. In cazul studiului nostru, actiunea
antitumorald a fitosterolilor a fost dependentd de concentratia lor (tabelul A22.26). Totusi, in
cazul celulelor U-251 MG pentru inhibitia eficace a gliomului a fost necesara nu doar prezenta
fitosterolilor in concentratia maximald, dar si continutul de CTP si CTF.

Datele prezentate de Popescu et al. (2010) descriu actiunea TO asupra celulelor drept una
modulatorie, efectul final depenzand de concentratia extractului si organul plantei: actiune
inhibitorie a mitozei a extractului apos din frunze la concentratiile 0.66 —2.00% si 1.00 — 2.00%
in cazul extractului radicular, iar la concentratii mici (0.133%) autorii au determinat efecte
stimulatorii a TO asupra mitozei [217]. In cazul efectului supresiv autorii au subliniat absenta
efectului citotoxic, TO afectand mitoza prin inhibarea kariokinezei. In cazul studiului nostru nu
am analizat microscopic celulele dupa efectuarea testelor MTT si cu Resazurind, fapt care nu ne
permite si afirmam actiunea citotoxici a TO asupra celulelor tumorale. Insi datele noastre au
demonstrat cd TO poate efectiv supresa viabilitatea tumorilor gliale, iar la concentratii minore a
compusilor chimici studiati actiunea antitumorald a fost una nesemnificativa.

In cadrul acestei lucrari am studiat o planta, care desi este considerati de omenire o simpla
buruiand, oricum ofera solutii, Salveaza vieti, chiar i acolo unde metodele contemporane sunt
ineficiente. Prin studiul componentei chimice, am stabilit cd, TO reprezintd o sursa importanta de
compusi bioactivi, clasificati in carotenoizi, flavonoizi, acizi fenolici, polizaharide, lactone
sesquiterpene, steroli, triterpene etc. Toate acestea, singular sau in combinatie au fost descrise in
literatura de specialitate gratie functiilor indeplinite, precum antimicrobiana, antioxidanta,
imunomodulatorie, antitumorala etc. Trebuie sd8 mentiondm faptul ca, in cadrul studiului nostru
am analizat i sumarizat mai multe actiuni ale TO si le-am raportat cantitativ la compusii chimici
prezenti in planta.

In literatura de specialitate in componenta TO au fost descrisi mai mult de 100 de compusi

chimici, iar in marea majoritate, studiile au fost axate pe cercetarea a unuia din compusi, atat
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dupa concentratie, cat si @ mecanismului lui de actiune [168]. Aportul studiului nostru la datele
literaturii, consta in faptul ca, am determinat nu numai concentratia a unui singur compus chimic
ci asocierea lor, care in concentratii mici, bine combinate rezulta cu efecte considerabile. Mai
mult, aceste efecte au fost in legatura stransa cu organele plantei, tipul si concentratia
extractantului.

Un alt fapt important descris de studiul nostru, este actiunea modulatoare a extractelor din
TO. Daca pana in prezent, datele literaturii mentionau doar o singurd actiune, in cadrul unui
sistem, cum ar fi cel antioxidant, atunci rezultatele noastre vorbesc ca in anumite conditii, ce tin
de organul plantei, extractant, timpul de actiune, TO poate manifesta efecte opuse.

Unul din mecanismele cel mai frecvent pus in evidenta de cercetdtori in cazul TO, este cel
antioxidant. Studiul nostru a pus in evidenta multiplele cai de actiune ale TO, sumarizand actiuni
stimulatorii sau inhibitorii asupra diverselor componente ale sistemului dat, integrand factori
enzimatici $i non-enzimatici, coreland actiunile cu continutul si raportul compusilor chimici.

Similar, extractele din TO s-au manifestat si in cazul celulelor tumorale studiate. Trebuie
sa subliniem faptul cd, in anumite combinatii, uneori chiar la concentratii inalte ale compusilor
studiati, TO chiar dacad nu a distrus efectiv celulele maligne, cel putin nu a manifestat actiuni
stimulatorii asupra tumorii.

In literatura de specialitate au fost descrise multiple mecanisme prin care TO exercita
actiunea antitumorald. Rezultatele noastre, datoritd prezentdrii actiunii asupra viabilitatii
celulelor tumorale, sunt printre putinele evidente despre posibilitatea utilizarii extractelor din TO
in terapia glioblastomului [205,218,219]. Totodata, reiteram faptul ca, datele cantitative depind
de metoda utilizata, MTT sau cu Resazurina.

In concluzie, TO reprezinti o sursi promititoare de flavonoizi, fenoli si fitosteroli.
Extractele din TO supuse studiului au demonstrat implicare activd in procesele biochimice,
exercitand actiuni modulatorii. Acestea din urmad S-au exprimat prin efecte stimulatorii si
inhibitorii concomitente la nivel enzimatic si de substrat. Cele mai promitatoare rezultate,
depistate ca urmare a actiunii extractelor din TO, nu coreleaza cu concentratia maxima a
compusilor chimici, supusi studiului. Actiunile antioxidanta, antiradicalica si antitumorald a TO

depind de raportul cantitativ al flavonoizilor, fenolilor si fitosterolilor.
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CONCLUZII GENERALE
Taraxacum officinale reprezinta o sursd valoroasa de compusi biologic activi
(flavonoizi, polifenoli si fitosteroli) continutul carora depinde de partea componenta a
plantei, tipul si concentratia extractantului. Continutul cel mai Tnalt al compusilor
mentionati a fost determinat n extractele din frunzele plantei pe solutie de etanol de
50% si 80%.
Extractele din Taraxacum officinale exercita activitate de atenuare a stresului
oxidativ/nitrosativ conditionatd de potentialul antiradicalic comparabil cu cel al
Troloxulului si Rutinei si influenta selectivd (stimulare sau inhibare) asupra activitatii
eNOS si producerii NO, ce moduleaza intentistatea peroxidarii lipidelor relevata de
variatiile nivleului DAM.
Extractele din Taraxacum officinale denota actiune modulatoare asupra capacitatii
antioxidante maifestatd prin variatia activitatii enzimelor antioxidante majore — SOD,
CAT, GPx, GST si GR, asociata cu schimarile in acord a homeostaziei tiol-disulfidice
si modificari subsecvente ale capacitatii antioxidante totale, masei substantelor si
activitatii medii a antioxidantilor.
Extractele din Taraxacum officinale poseda activitate antitumorala in vitro fata de
celulele de gliom uman U-251 MG conditionata de dereglarea proceselor metabolice
celulare induse concludent de catre extractele foliare pe etanol de 50% (MTT) si
extractele foliare pe DMSO si radiculare pe etanol de concentratie inalta (Testul cu
Resazurina).
Actiunile manifestate de Taraxacum officinale depind de organul plantei, tipul si
concentratia extractantului, iar la utilizare in calitate de agent de reducere si de timpul

de actiune a extractului.
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RECOMANDARI PRACTICE

Se recomanda de a:

1. descrie detaliat arealul de crestere al Taraxacum officinale, perioada de recoltare, organele
anatomice, extractantii de diversd polaritate, si metodele utilizate in extragerea compusilor
bioactivi in publicatiile stiintifice ce prezintd rezultatele studiilor componentei chimice,
efectelor biologice si ale mecanismelor biochimice de actiune a extractelor din Taraxacum
officinale;

2. continua cercetarea actiunii antineoplazice a Taraxacum officinale, in vederea stabilirii
tipurilor de tumori sensibile, precum si pentru elucidarea mecanismelor moleculare ale
actiunii antitumorale;

3. utiliza metodele de cercetare optimizate, dezvoltate in cadrul studiului, in procesul didactic
(lucrari de laborator) al studentilor/masteranzilor/rezidentilor la disciplinele de biochimie si

biochimie clinicd, farmacognozie si botanica farmaceutica.
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Tabelul 8. Influenta extractelor din frunze de TO asupra sistemului antioxidant enzimatic (X£DS)

Anexa 1

SOD (u/gHb) CAT (uM/gHDb) GPx (nM /s-g-Hb) GST (nM /s-g-Hb) GR (nM /s-g-Hb)
Extract
Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF
FDMSO 27,26+1,81 | 27,74+1,23 | 49,63+0,38 | 6,84+0,16 174,76£8,32 | 255,74+19,60 | 21,19+0,00 | 22,26+1,11 | 29,75+1,37 | 31,41+0,39
+1,8% (p=0.83) -86,2% (p=0.05) +46,3% (p=0.05) +5,1% (p=0.49) +5,6% (p=0.13)
27,35+1,46 | 50,71+£0,12 | 45,09+0,81 | 23,79+2,31 | 162,65+£5,39 | 236,99+24,58 | 13,724+2,05 | 20,09+0,94 | 20,28+0,95 | 10,06+1,30
FEtOH20
+85,4% (p=0.05) -47,2% (p=0.05) +45,7% (p=0.05) +46,4% (p=0.05) -50,4% (p=0.05)
30,85+0,25 | 40,79+0,11 | 47,08+7,95 | 43,63+1,07 | 120,65£16,71 | 132,71£6,48 | 17,26+0,88 | 26,29+0,18 | 17,78+1,83 | 23,95+£2,19
FEtOH50
+32,2% (p=0.05) -7,3% (p=0.51) +10% (p=0.28) +52,3% (p=0.05) +34,7% (p=0.05)
28,96+0,36 | 38,90+0,28 | 38,03+3,02 | 43,83+1,18 | 194,32+6,15 | 212,77+11,08 | 11,43+1,35 | 29,71+1,38 | 16,84+2,76 | 22,66+0,47
FEtOHS80
+34,3% (p=0.05) +15,2% (p=0.05) +9,5% (p=0.05) +160% (p=0.05) +34,6% (p=0.05)

Nota: % indica cu cat difera rezultatul comparativ cu controlul. Concentratia extractelor de TO: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000
ug/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L si FEtOH80 — 40,000 pg/L.
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Tabelul 9. Actiunea extractelor din ridacini de TO asupra sistemului antioxidant enzimatic (X£DS)

Anexa 2

Extract SOD (u/gHb) CAT (uM/gHb) GPx (nM /s-g-Hb) GST (nM /s-g-Hb) GR (nM /s-g-Hb)
Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR

RDMSO 27.2441.21 | 50.10+10.73 | 45.38+1.22 | 26.17£9.84 | 211.71£59.55 | 184.16+£53.97 | 14.44+£1.90 | 24.844+2.45 | 20.38+1.36 | 18.29+1.02
+83.9% (p=0.02) -42.3% (p=0.02) -13% (p=0.31) +72% (p=0.02) -10.2% (p=0.08)

REtOH20 28.75+£0.70 | 36.08+0.86 | 55.40%0.77 | 48.04+0.73 | 153.95+12.48 | 182.22+£24.00 | 20.48+3.53 | 26.39+£0.46 | 18.77£1.37 | 19.20£1.80
+25.5% (p=0.05) -13.3% (p=0.05) +18.4% (p=0.13) +28.9% (p=0.05) +2.3% (p=0.51)

27.26+1.81 | 42.23+1.66 | 49.63+0.38 | 41.88+11.67 | 174.76+8.32 | 141.07£22.27 | 21.19+0.00 | 23.32+1.89 | 29.75+1.37 | 20.42+0.001
REOHSD +54.9% (p=0.05) -15.6% (p=0.51) -19.3% (p=0.05) +10% (p=0.04) -31.4% (p=0.04)

REtOHE0 30.85+£0.25 | 38.02+0.65 | 47.08+7.95 | 41.71£2.49 | 120.65+16.71 | 221.97+6.37 | 17.26+0.88 | 16.15+£0.80 | 17.78+1.83 | 13.16+0.61
+23.3% (p=0.05) -11.4% (p=0.51) +84% (p=0.05) -6.4% (p=0.13) -25.9% (p=0.05)

Nota: % indica cu cat diferd rezultatul comparativ cu controlul. Concentratia extractelor de TO: RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000

ng/L, REtOHS0 — 60,000 pg/L si REXOHS0 — 50,000 pg/L.
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Anexa 3

Tabelul 10. Diferenta statistica dintre actiunea TOF si TOR asupra sistemului antioxidant

enzimatic
Extractant Indice Unitatea de Fru_nze Rﬁdz'_lcini Sensul Mann-Whitney
masura (mediana) [ (mediana) U test (p)
DMSO SOD u/gHb 27.74 48.91 F<R 0.05
DMSO CAT uM/gHb 6.84 25.89 F<R 0.05
DMSO GPx nM /s-g-Hb 255.74 161.51 F>R 0.05
DMSO GST nM /s-g-Hb 22.26 24.89 F<R 0.28
DMSO GR nM /s-g-Hb 3141 18.16 F>R 0.05
EtOH20 SOD u/gHb 50.71 36.08 F>R 0.05
EtOH20 CAT uM/gHb 23.79 48.04 F<R 0.05
EtOH20 GPx nM /s-g-Hb 237 182.22 F>R 0.05
EtOH50 SOD u/gHb 40.79 42.23 F<R 0.51
EtOH50 CAT uM/gHb 43.83 41.71 F>R 0.28
EtOH50 GPx nM /s-g-Hb 132.7 141.07 F<R 0.51
EtOH50 GST nM /s-g-Hb 26.29 23.32 F>R 0.05
EtOH50 GR nM /s-g-Hb 23.95 20.42 F>R 0.04
EtOH80 SOD u/gHb 38.90 38.02 F>R 0.13
EtOH80 CAT uM/gHb 43.83 41.71 F>R 0.28
EtOH80 GPx nM /s-g-Hb 212.8 221.97 F<R 0.28
EtOH80 GST nM /s-g-Hb 29.71 16.15 F>R 0.05
EtOH80 GR nM /s-g-Hb 22.66 13.16 F>R 0.05

Nota: F—frunze, R — radacini.
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Tabelul 11. Influenta extractelor din frunze de TO asupra continutului de tioli si glutation(X+DS)

Anexa 4

SH libere SH total GSH GSSG GLUTATION
Extract (uM/gHb) (uM/gHb) (uM/gHb) (uM/gHDb) total (uM/gHb)
Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF

EDMSO 3.85+£0.10 | 3.30+0.31 | 4.22+0.04 | 3.79+0.08 | 18.77+3.06 | 13.98+2.82 | 3.79+0.71 | 8.46+3.48 | 22.57+3.77 | 22.44+0.65
-14.2% (p=0.05) -10% (p=0.05) -25.5% (p=0.03) +123.1% (p=0.05) -0.6% (p=0.83)

FE{OH20 3.73+0.07 | 3.244+0.03 | 3.93+0.11 | 3.47+0.05 | 13.384+5.27 | 10.88+0.83 | 3.39£1.99 | 8.11+0.74 | 16.77+£3.27 | 18.98+1.57
-13.1% (p=0.05) -11.8% (p=0.05) -18.7% (p=0.01) +139.3% (p=0.05) +13.2% (p=0.28)

3.05+£0.04 | 3.05+0.09 | 3.43+£0.09 | 3.26+0.12 | 9.92+2.71 | 14.62+2.15 | 9.16£3.66 | 8.73+0.64 | 19.08+0.95 | 23.35+2.79
FELORS0 +0.2% (p=0.83) -4.9% (p=0.13) +47.3% (p=0.03) -4.7% (p=0.83) +22.4% (p=0.05)

FEtOHS0 3.23+0.13 | 3.02+0.01 | 3.48+0.13 | 3.15+0.02 | 7.78+0.77 | 18.01x1.02 | 4.24+0.02 | 10.39£3.16 | 12.02+0.78 | 28.40+2.14
-6.7% (p=0.05) -9.5% (p=0.05) +131.5% (p=0.05) +144.9% (p=0.05) +136.2% (p=0.05)

Nota: % indica cu cat diferd rezultatul comparativ cu controlul. Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 —
140,000 pg/L, FEtOHS50 — 150,000 pg/L si FEtOH80 — 40,000 pg/L.
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Tabelul 12. Actiunea extractelor din ridacini de TO asupra continutului de tioli si glutation (X£DS)

Anexa 5

SH libere SH total GSH GSSG GLUTATION
Extract (uM/gHb) (uM/gHb) (uM/gHDb) (uM/gHb) total (nM/gHb)
Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR
RDMSO 3.58+0.33 | 3.23+0.23 | 3.77+0.29 | 3.53+0.18 | 14.05+4.38 | 13.32+2.35 | 3.07+1.67 | 4.02+1.18 | 17.12+2.71 | 17.34+3.15
-9.7% (p=0.15) -6.2% (p=0.15) -5.2% (p=0.56) +31.2% (p=0.25) +1.3% (p=0.77)
3.95+£0.08 | 3.58+0.08 | 4.27+0.13 | 3.72+0.11 | 14.15+£1.56 | 28.03=1.14 | 3.10+£0.02 | 5.92+0.72 | 17.25+1.54 | 33.95+0.42
REtOH20
-9.3% (p=0.05) -12.9% (p=0.05) +98% (p=0.05) +91.2% (p=0.05) +96.8% (p=0.05)
3.85+£0.10 | 3.18+0.07 | 4.22+0.04 | 3.38+0.17 | 18.77£3.06 | 13.33+£0.69 | 3.79+0.71 | 11.46+£3.27 | 22.57+3.77 | 24.79+£3.96
REtOH50
-17.5% (p=0.05) -19.7% (p=0.05) -29% (p=0.05) +202.4% (p=0.05) +9.9% (p=0.51)
3.05+0.04 | 3.08+0.03 | 3.43+0.09 | 3.24+0.07 | 9.92+2.71 | 20.41+0.90 | 9.16+3.66 | 10.52+0.50 | 19.08+0.95 | 30.93+0.40
REtOHS80
+1.1% (p=0.28) -5.4% (p=0.05) +105.7% (p=0.05) +14.9% (p=0.51) +62.1% (p=0.05)

Notd: % indicd cu cat difera rezultatul comparativ cu controlul. Concentratia extractelor: RDMSO — 145,000 ng/L, REtOH20 —

95,000 pg/L, REtOHS50 — 60,000 pg/L si REtOHS0 — 50,000 pg/L.
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Anexa 6

Tabelul 13. Diferenta statistica dintre actiunea TOF si TOR asupra continutului de tioli si

glutation
Mann-
. Unitatea Frunze Radacini Whitne
Sakacnt [T de misura | (mediana) | (mediana) St U testy

()
DMSO SH libere 3.30 3.25 F>R 0.51
DMSO SH total 3.79 3.53 F>R 0.13
DMSO GSH 13.98 13.16 F>R 0.83
DMSO GSSG 8.46 3.93 F>R 0.13
DMSO Glutation total 22.44 17.90 F>R 0.05
EtOH20 SH libere 3.24 3.58 F<R 0.05
EtOH20 SH total 3.47 3.72 F<R 0.05
EtOH20 GSH 10.88 28.03 F<R 0.05
EtOH20 GSSG 8.11 5.92 F>R 0.05
EtOH20 Glutation total 18.98 33.95 F<R 0.05
EtOH50 SH libere nM/gHb 3.05 3.18 F<R | 0.13
EtOH50 SH total 3.26 3.38 F<R 0.38
EtOH50 GSH 14.62 13.33 F>R 0.51
EtOH50 GSSG 8.73 11.46 F<R 0.28
EtOH50 Glutation total 23.35 24.79 F<R 0.51
EtOHS80 SH libere 3.02 3.08 F<R 0.05
EtOH80 SH total 3.15 3.24 F<R 0.08
EtOHS80 GSH 18.01 20.41 F<R 0.05
EtOHS80 GSSG 10.39 10.52 F<R 0.83
EtOH80 Glutation total 28.4 30.93 F<R 0.13

Nota: F-frunze, R — radacini.
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Anexa 7
Tabelul 14. Activitatea enzimelor sistemului antioxidant in raport cu concentratia compusilor chimici testati

Activitatea enzimatica

(media) Compusi chimici (mg/mL)

Extractul
SOD caTt | GPOx | GST | GR Acizi Acid Acid Acid

(nM (nM (nM | CTF | CTP | Fitosteroli | , . U R . .
(u/gHb) | (nM/gHDb) /s-g-Hb) | /s-g-Hb) | /s-g-Hb) hidroxicorici | cicoric | clorogenic | caftaric

255.74 22.26 0.5 | 13.9 0.38 114 8.16 0.29 1.48

FEtOH20 | 50.71 2379 | 236.99 461 [ 314 111 33.8 23.8 0.88 5.16
FEtOH50 | 40.79 43.63 2629 | 2395 | 63 | 38 2.51 48.8 35 1.16 5.64
FEtOH80 | 38.90 4383 | 21277 | 2971 | 2266 |652 |115| 234 4.96 2.26 0.29 0.18
RDMSO | 50.10 2617 | 18416 | 24.84 | 1829 [ 06 |4.04| 0.34 1.07 0.76 0.11 0.1
REtOH20 | 36.08 4804 | 18222 | 2639 | 1920 [174| 2 0.59 1.68 0.65 0.1 0.55
REtOH50 | 42.23 4188 | 14107 | 2332 | 2042 [0.96 | 486 | 044 8 5.34 0.65 0.74
REtOH80 | 38.02 4171 [ 22197 |IGHBM 1316 |1.28 | 83 0.46 3.14 1.62 0.54 0.11

Notda: CTF - continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli. Cu bold au fost selectate rezultatele minime si maxime a
activitatii enzimatice. Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L, FEtOH80 — 40,000
ug/L, RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOH50 — 60,000 png/L si REtOH80 — 50,000 pg/L.
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Anexa 8
Tabelul 15. Valoarea markerilor homeostaziei tiol-disulfidice in raport cu concentratia compusilor chimici testati

Markeri
(rM/gHb)

Compusi chimici (mg/mL)

Extractul
SH SH | Glutation

libere | total total GSH | GSSG

CTF
CTP
Fitosteroli
Acizi
hidroxicorici
Acid cicoric
Acid
clorogenic
Acid caftaric

FDMSO 3.30 | 3.79 22.44 13.98 | 8.46 05 [13.88| 0.38 | 114 | 816 | 0.29 | 1.48
FEtOH20 | 324 [ 347 | 1898 [JIO8N 811 | 461 [ 314 | 1.11 [ 338 | 238 [ 0.88 | 5.16
FEtOH50 | 3.05 | 3.26 23.35 14.62 | 8.73 6.3 38 | 251 | 4838 35 | 1.16 | 5.64
FEtOH80 | 28.40 18.01 | 10.39 | 6.52 |1152| 234 | 496 | 2.26 | 0.29 | 0.18
RDMSO | 3.23 | 3.53 | 06 | 404 | 034|107 | 076 | 011 | 01
REtOH20 | 3.58 | 3.72 33.95 28.03 | 592 1.74 2 059 | 168 | 065 | 0.1 | 0.55
REtOH50 | 3.18 | 3.38 24.79 13.33 | 11.46 | 0.96 | 4.86 | 0.44 8 534 | 065 | 0.74
REtOH80 | 3.08 | 3.24 30.93 2041 | 10.52 | 1.28 83 | 046 | 3.14 | 1.62 | 0.54 | 0.11
Nota: CTF — continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli. Cu bold au fost selectate rezultatele minime si maxime a

activitatii extractelor din TO. Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L, FEtOH80 —
40,000 pg/L, RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOH50 — 60,000 pg/L si REtOHS0 — 50,000 pg/L.
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Tabelul 16. Activitatea de reducere a radicalului ABTS a substantelor de referinta, Trolox si Rutina.

Timp Concentratia Troloxului (pug/L)
incubare | 23440 | 46,880 | 93,750 | 187,500 | 375x10° | 750x10° | 15x10° | 3x10°
(min) Inhibitia ABTS (X+DS, %)
0 6.58+7.95 | 4.24+4.31 |13.08+5.03 | 28.93+2.74 |56.82+7.12 | 91.93+3.56 | 92.45+0.39 | 91.57+3.43
15 14.25+9.58 | 11.78+9.22 | 20.58+11.1 | 34.42+7.11 | 63.12+4.72 | 95.08+0.82 | 94.15+1.35 | 94.79+0.61
30 | 27.1246.29 | 20.74+7.79 | 26.47+10.82 | 45.84+14.11 | 65.98+4.69 | 95.36+0.94 | 94.55+0.67 | 94.31+0.55
Timp Concentratia Rutinei (pg/L)
incubare | 23,440 46,880 93,750 | 187,500 | 375x10° | 750x10° 15x10° 3x10°
(min) Inhibitia ABTS (X+DS, %)
0 6.58+7.06 | 1.78+2.54 |5.97+2.69 |16.79£1.33 | 35.19+8.23 | 60.53+3.1 | 84.87+4.83 | 90.64+2.05
15 | 22.2+23.76 | 19.09+7.65 | 27.08+6.99 | 45.12+3.75 | 69.05+8.22 | 91.69+3.92 | 93.3+0.35 | 91.73+1.63
30 | 33.94+17.56 | 24.86+6.22 | 30.91+£8.79 | 44.79+8.42 | 73.65+11.26 | 94.15+0.14 | 93.7+0.76 | 92.05+2.78
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Tabelul 17. Activitatea de reducere a radicalului ABTS a extractelor din TO

Timp Concentratia FDMSO (ug/L)
incubare 859 | 1719 | 3,438 6,875 13750 | 27,500 | 55,000
(min) Inhibitia ABTS (X+DS, %)
0 16.9+3.39 | 41.4+7.61 | 86.8+1.35 | 8542.56 | 75.6+1.03 | 70.3+5.49 | 59.3+6.19
15 31.743.87 | 69.744.76 | 89.7+1.56 | 83.9+3.81 | 77.344.02 | 69.246.45 | 58.9+11.39
30 37.944.04 | 81.744.98 | 88.142.16 | 82.143.31 | 78.543.72 | 62.546.74 | 55.3+12.62
Timp Concentratia RDMSO (ug/L)
incubare 1,133 2,266 4531 | 9063 | 18125 | 36,250 72,500
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)
0 4.64+2.86 | 7.53+1.58 | 12.47+7.71 | 28.64+6.84 | 46.31+5.72 | 66.87+7.67 | 64.2+3.42
15 1.47£0.46 | 9.7147.79 | 29.4+7.25 | 55.99+5.16 | 82.07+0.86 | 91.9+0.77 | 91.94+1.25
30 1.840.36 | 14.54+2.5 | 35.68+10.62 | 63.76+3.78 | 90.45+1.82 | 91.61+0.16 | 91.8+2.19
Timp Concentratia FEtOH20 (ug/L)
incubare 104 | 2188 | 4375 | 8750 | 17500 | 35000 | 70,000
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)
0 25.1+18.52 | 66.9+16.49 | 89.54+2.59 | 89.78+1.81 | 90.48+1.01 | 88.84+2.7 | 77.91+6.59
15 47.64+17.53 | 87.4143.96 | 89.32+3.16 | 87.27+3.76 | 89.01+2.95 | 85.92+3.99 | 86.27+4
30 58.87+18.95 | 84.23+6.81 | 88+3.98 | 85.08+4.55 | 87.36+3.92 | 83.57+4.84 | 84.05+5.09
Timp Concentratia FEtOH50 (pg/L)
incubare 1172 | 2344 | 4688 | 9375 | 18750 | 37500 | 75,000
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)
0 63.48+15.48 | 86.41+1.67 | 87.09+2.32 | 83.78+2.38 | 82.9+3.55 | 79.9+3.75 | 72.44+2.74
15 66.56+6.09 | 68.71+8.14 | 71.96+7.13 | 64.8+11.92 | 59.13+12.59 | 49.04+13.4 | 34.15+17.75
30 28.19+22.82 | 33.06425.9 | 39+26.14 |30.64+23.27 | 44453 | 12.23+2.59 | 10.71£0.57
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Tabelul 17. Continuare

Timp Concentratia FEtOH80 (ng/L)
incubare 3125 | 625 | 1250 | 2500 | 5000 | 10,000 | 20,000
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)

0 7.59+£1.63 | 24.27+1.32 | 45.66=1.45 | 68.08+1.88 | 73.48+10.24 | 56.58+12.36 | 44.15+7.5
15 14.8143.34 | 54.5445.4 | 83.67+4.24 | 75.4+543 | 70.6129.11 | 50.27+14.7 | 33.1+15.66
30 16.67+3.6 | 62.23+5.53 | 87.61+3.58 | 79.63+4.92 | 74.99+2.63 | 53.08+8.62 | 40.92+6.28
Timp Concentratia REtOH20 (png/L)
incubare 742 | 1484 | 299 | 5938 | 11875 | 23750 | 47,500
(min) Inhibitia ABTS (X+DS, %)

0 1.89+0.26 | 6.04+0.36 | 4.51+0.94 | 23.29+8.38 | 52.96+15.05 | 75.74+4.05 | 89.77+2.57
15 202+1.1 | 5.65+0.41 | 2.13+0.67 | 32.82+12.34 | 80.14+10.02 | 88.48+2.99 | 85.84+4.21
30 3.7140.26 | 8.69+1.58 | 27.59+1.96 | 45.78+15.6 | 86.38+7.44 | 87.74+5.09 | 85.93+6.82
Timp Concentratia REtOHS50 (ng/L)
incubare 469 938 1,875 3750 | 7500 | 15,000 30,000
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)

0 3.1340.79 | 4.68+0.38 | 17.97+5.24 | 36.6£5.48 | 72.11£10.89 | 91.81+1.01 | 91.04+2.1
15 1.6340.29 | 5.46+0.85 | 38.3+4.11 | 69.9+1.58 | 93.51+1.03 | 92.01+0.77 | 91.93+1.11
30 3.12£0.77 | 5.53£0.99 | 48.45+5.43 | 80.4342.27 | 93.81+1.18 | 91.47+1.77 | 91.98+1.86
Timp Concentratia REtOH80 (ng/L)
incubare 391 | 781 1563 | 3125 | 6250 | 12500 | 25,000
(min) Inhibitia ABTS (X£DS, %)

0 6.3542.2 | 18.74+1.92 | 35.63+2.53 | 47.61+1.93 | 74.5143.05 | 62.83+4.43 | 48.89+6.45
15 11.6743.69 | 42.3842.79 | 72.36+2.66 | 83.29+2.73 | 77.36+3.38 | 54.15+7.15 | 43.330.74
30 12.68+4.37 | 48.36+3.06 | 80.82+3.07 | 83.01+2.04 | 76.19+3.42 | 51.84+6.53 | 42.15+3.51
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Tabelul 18. Influenta extractelor din TO asupra capacititii antioxidante totale, masei

substantelor antioxidante si a activitatii medii a antioxidantilor (X+DS)

TAC MSA AMA
Extract (u/c) (u/c) (u/c)
Control TOF Control TOF Control TOF
FDMSO 12.48+0.07 | 13.16+0.39 | 1.73+0.09 | 1.75+0.04 | 7.22+0.31 | 7.51+0.04
+5.5% (p=0.05) +1.2% (p=0.83) +4% (p=0.28)
12.86+0.68 | 12.70+0.35 | 1.70+0.05 | 1.75+£0.11 | 7.56+0.17 | 7.27+0.26
FEtOH20
-1.3% (p=0.83) +2.9% (p=0.83) -3.8% (p=0.13)
12.74+0.29 | 12.73+0.06 | 1.67+0.00 | 1.68+0.00 | 7.58+0.18 | 7.56+0.04
FEtOH50
-0.1% (p=0.83) +0.2% (p=0.05) -0.3% (p=0.83)
13.53+0.24 | 13.10+0.20 | 1.67+0.01 | 1.67+£0.00 | 8.09+0.14 | 7.87+0.09
FEtOHS80
-3.2% (p=0.13) -0.4% (p=0.28) -2.8% (p=0.13)
12.51+£0.77 | 12.49+£0.47 | 1.66+0.07 | 1.65+£0.02 | 7.52+0.15 | 7.57+£0.23
RDMSO
-0.1% (p=0.9) -0.9% (p=0.56) +0.8% (p=0.77)
11.67+0.12 | 12.16+0.21 | 1.64+0.00 | 1.65+0.01 | 7.14+0.05 | 7.35+0.10
REtOH20
+4.2% (p=0.05) +1.2% (p=0.05) +3% (p=0.05)
12.48+0.07 | 12.46+0.13 | 1.73+£0.09 | 1.69+0.01 | 7.22+0.31 | 7.38+0.10
REtOH50
-0.1% (p=0.83) -2.5% (p=0.51) +2.2% (p=0.51)
12.74+0.29 | 12.80+0.24 | 1.68+0.00 | 1.67+£0.00 | 7.58+0.18 | 7.68+0.15
REtOHS80
+0.5% (p=0.51) -0.7% (p=0.05) +1.2% (p=0.51)

Nota: % indicd cu cét diferd rezultatul comparativ cu proba martor. Concentratia extractelor:
FDMSO - 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 ng/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L, FEtOH80 — 40,000
pg/L, RDMSO — 145,000 ng/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOH50 — 60,000 pg/L si REtOH80 —

50,000 pg/L.
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Anexa 12

Tabelul 19. Diferenta statistica dintre actiunea TOF si TOR asupra capacititii antioxidante

totale, masei substantelor antioxidante si a activitatii medii a antioxidantilor

. Unitatea de Frunze Radacini Mann-Whitne
Extractant | Indice | = i | (mediana) | (mediana) | 5" | U test () ’
DMSO TAC 13.16 12.39 F>R 0.13
DMSO MSA 1.75 1.65 F>R 0.05
DMSO AMA 751 7.51 F=R 0.51
EtOH20 TAC 12.70 12.16 F>R 0.13
EtOH20 MSA 1.75 1.65 F>R 0.51
EtOH20 AMA ulc 7.27 7.35 F<R 0.83
EtOH50 TAC 12.73 12.46 F>R 0.05
EtOH50 MSA 1.68 1.69 F<R 0.05
EtOH50 AMA 7.56 7.38 F>R 0.05
EtOH80 TAC 13.10 12.80 F>R 0.13
EtOH80 MSA 1.67 1.67 F=R 0.51
EtOH80 AMA 7.87 7.68 F>R 0.13

Nota: F—frunze, R — radacini.
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Tabelul 20. Influenta extractelor din TOF asupra indicilor stresului oxidativ

Anexa 13

NO; +NOs

DAM (uM/gHb) NOS (uM/L) NO; (uM/gHb) NOj; (uM/gHb) NO;, / NOj’
Denumirea (nM/gHb)
Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF Control TOF
FDMSO 0.89+0.02 0.81+0.00 2.50+£0.04 2.98+0.07 2.03+0.12 1.75+0.01 1.05+0.10 1.33+£0.11 3.08+0.02 3.08+0.11 1.95+0.30 1.32+0.12
-8.1% (p=0.05) +19.2% (p=0.05) -13.7% (p=0.05) +26.7% (p=0.05) +0.1% (p=0.83) -32.4% (p=0.05)
0.70+0.03 | 0.70+0.00 | 2.38+0.03 | 2.15£0.06 | 1.88+0.27 | 1.8440.10 | 0.80+0.22 | 1.02+0.16 | 2.68+0.05 | 2.86+0.07 | 2.63+1.06 1.87+0.39
FEtOH20
-0.3% (p=0.51) -9.8% (p=0.05) -2.1% (p=0.83) +26.8% (p=0.28) +6.5% (p=0.05) -29% (p=0.28)
0.86+0.03 | 0.83+0.00 | 2.82+0.02 | 3.63+0.20 | 1.81+0.08 | 1.87+0.19 | 0.81+£0.04 | 1.35+0.15 | 2.62+0.04 | 3.22+0.04 | 2.26+0.22 1.41+£0.29
FEtOH50
-3.6% (p=0.05) +28.6% (p=0.05) +2.8% (p=0.83) +67.7% (p=0.05) +22.8% (p=0.05) -37.5% (p=0.05)
0.80+0.00 0.88+0.01 2.75+£0.12 2.77+£0.08 1.87+£0.21 1.51+0.05 0.71+£0.14 1.28+0.02 2.59+0.07 2.79+0.03 2.79+0.83 1.18+0.06
FEtOHS80
+9.6% (p=0.05) +0.9% (0.83) -19.5% (p=0.05) +79.4% (p=0.05) +7.7% (p=0.05) -57.7% (p=0.05)

Nota: Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L si FEtOH80 — 40,000 pg/L.
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Tabelul 21. Actiunea extractelor din TOR asupra indicilor stresului oxidativ

Anexa 14

NO,+NO3

Denumirea DAM (uM/gHDb) NOS (uM/L) NO, (uM/gHb) NO; (uM/gHb) (uM/gHb) NO, / NO3
Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR Control TOR
RDMSO 0.70£0.05 | 0.75+£0.04 | 2.39+0.07 | 2.57+0.12 1.90+0.31 1.84+0.10 | 0.75+0.23 0.92+0.20 | 2.65+0.10 2.76+0.24 2.79+1.23 | 2.07+0.53
+7.3% (p=0.25) +7.7% (p=0.04) -3.2% (p=0.02) +22.6% (p=0.15) +4.1% (p=0.56) -25.9% (p=0.56)
0.86+£0.03 | 0.97+£0.00 | 2.60+0.02 | 2.52+0.00 | 2.32+0.14 | 2.05+£0.04 | 0.75+0.08 1.10+£0.10 | 3.08+0.06 3.15+0.06 3.13+£0.51 1.87+0.20
REtOH20
+13.4% (p=0.05) -3.3% (p=0.05) -12% (p=0.05) +46.4% (p=0.05) +2.3% (p=0.13) -40.3% (p=0.05)
0.89+£0.02 | 0.97+0.02 | 2.50+0.04 | 3.24+0.05 | 2.03+0.12 1.72+0.02 1.05£0.10 | 1.36+0.02 | 3.08+0.02 3.08+0.00 1.95+0.30 1.26+0.03
RELORSO +9.7% (p=0.05) +29.6% (p=0.05) -15.2% (p=0.05) +29.6% (p=0.05) +0.2% (p=0.49) -35.5% (p=0.05)
RELOHE0 0.86+0.03 0.92+0.03 | 2.82+0.02 | 2.81+0.09 1.81+0.08 1.70+0.21 0.81+0.04 1.51+£0.25 | 2.62+0.04 3.21+0.04 2.26+0.22 1.18+0.33

+6.6% (p=0.13)

-0.4% (p=0.83)

-6.3% (p=0.51)

+29.6% (p=0.05)

+22.4% (p=0.05)

-47.7% (p=0.05)

Noti: Concentratia extractelor: RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 ng/L, REtOH50 — 60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 pg/L.
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Anexa 15

Tabelul 22. Diferenta statistica dintre actiunea TOF si TOR asupra markerilor stresului

oxidativ
. LRIV Frunze Radacini Mann-Whitney
Extractant Indice de . - Sensul
misuri (mediana) | (mediana) U test (p)

DMSO DAM uM/gHb 0.81 0.77 F>R 0.05
DMSO NOs uM/L 2.98 2.58 F>R 0.05
DMSO NO, uM/gHb 1.75 1.81 F<R 0.05
DMSO NO,/NO; 1.32 1.88 F<R 0.05
DMSO NO,NOgstotal | uM/gHb 3.08 2.75 F>R 0.05
DMSO NO3 uM/gHb 1.33 0.99 F>R 0.05
EtOH20 DAM uM/gHb 0.70 0.97 F<R 0.05
EtOH20 NOs uM/L 2.15 2.52 F<R 0.05
EtOH20 NO, uM/gHb 1.84 2.05 F<R 0.05
EtOH20 NO,/NO; 1.87 1.87 F=R 0.83
EtOH20 NO,NOgstotal | uM/gHb 2.86 3.15 F<R 0.05
EtOH20 NO3 uM/gHb 1.02 1.10 F<R 0.51
EtOH50 DAM uM/gHb 0.83 0.97 F<R 0.05
EtOH50 NOs uM/L 3.63 3.24 F>R 0.05
EtOH50 NO, uM/gHb 1.87 1.72 F>R 0.51
EtOH50 NO,/NO; 1.41 1.26 F>R 0.51
EtOH50 NO,NOgstotal | uM/gHb 3.22 3.08 F>R 0.04
EtOH50 NO; uM/gHb 1.35 1.36 F<R 0.83
EtOHB80 DAM uM/gHb 0.88 0.92 F<R 0.13
EtOHB80 NOs uM/L 2.77 2.81 F<R 0.51
EtOH80 NO, uM/gHb 1.51 1.70 F<R 0.28
EtOH80 NO,/NO; 1.18 1.18 F=R 0.83
EtOHB80 NO,NOgstotal | uM/gHb 2.79 3.21 F<R 0.05
EtOH80 NO; uM/gHb 1.28 1.51 F<R 0.51

Nota: F—frunze, R — radacini.
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Tabelul 23. Activitatea antiradicalica a extractelor din TO in functie de concentratia compusilor

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia — o Q o

Extractul | TO _ _ _ _ L N S =8 E - §) - %
(ng/L) | Omin | 15min | 30min | Media | | 5 g 2% S = s g &

= 'S o O

LL E é‘:’ [&)

FDMSO 55,000 | 59.30 58.86 55.25 57.80 0.14 3.82 0.1 1.57 1.12 0.04 0.2
FDMSO 27,500 | 70.28 69.20 62.52 67.33 0.07 1.91 0.05 0.78 0.56 0.02 0.1
FDMSO 13,750 | 75.63 77.29 78.52 77.14 0.03 0.95 0.03 0.39 0.28 0.01 0.05
FDMSO 6,875 84.95 83.91 82.11 83.66 0.02 0.48 0.01 0.2 0.14 | 0.005 0.03
FDMSO 3,438 86.81 89.74 88.08 88.21 0.01 0.24 0.01 0.1 0.07 0.002 0.01
FDMSO 1,719 41.41 69.67 81.69 64.26 | 0.004 0.12 0.003 0.05 0.04 | 0.001 0.01
FDMSO 859 16.91 31.68 37.92 28.84 | 0.002 | 0.06 | 0.002 0.02 0.02 | 0.001 | 0.003
FEtOH20 | 70,000 | 77.91 86.27 84.05 82.74 1.61 10.99 5.92 0.39 417 0.15 0.9
FEtOH20 | 35,000 | 88.84 85.92 83.57 86.11 0.81 55 2.96 2.96 2.08 0.08 0.45
FEtOH20 17,500 | 90.48 89.01 87.36 88.95 0.4 2.75 1.48 1.48 1.04 0.04 0.23
FEtOH20 8,750 89.78 87.27 85.08 87.38 0.2 1.37 0.74 0.74 0.52 0.02 0.11
FEtOH20 4,375 89.54 89.32 88.00 88.95 0.1 0.69 0.37 0.37 0.26 0.01 0.06
FEtOH20 2,188 66.90 87.41 84.23 79.51 0.05 0.34 0.18 0.18 0.13 0.005 0.03
FEtOH20 1,094 25.10 47.64 58.87 43.87 0.03 0.17 0.09 0.09 0.07 | 0.002 | 0.01
FEtOH50 | 75,000 | 72.44 34.15 10.71 39.1 2.36 14.25 0.94 9.15 6.56 0.22 1.06
FEtOH50 | 37,500 | 79.90 49.04 12.23 47.06 1.18 7.13 0.47 458 3.28 0.11 0.53
FEtOH50 18,750 | 82.90 59.13 44.00 62.01 0.59 3.56 0.24 2.29 1.64 0.05 0.26
FEtOH50 9,375 83.78 64.80 30.64 59.74 0.3 1.78 0.12 1.14 0.82 0.03 0.13
FEtOH50 4,688 87.09 71.96 39.00 66.02 0.15 0.89 0.06 0.57 0.41 0.01 0.07
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Tabelul 23. Continuare

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia — s | o o

Extractul | TO _ _ _ _ L N S | 58| 8 | w5 | ot
(ng/L) | Omin | 15min | 30 min | Media 5 5 g g 5 S 2 é” 2 dc:‘:

i S| g S| °

FEtOH50 2,344 | 86.41 | 68.71 33.06 62.72 0.07 0.45 0.03 0.29 0.21 0.01 0.03
FEtOH50 1,172 | 63.48 | 66.56 28.19 52.74 0.04 0.22 0.01 0.14 0.1 0.003 | 0.02
FEtOH80 | 20,000 | 44.15 | 33.10 40.92 39.39 0.65 1.15 0.23 0.25 0.11 0.01 0.01
FEtOH80 | 10,000 | 56.58 | 50.27 53.08 53.31 0.33 0.58 0.12 0.12 0.06 0.01 | 0.004
FEtOHB80 5000 | 73.48 | 70.61 74.99 73.03 0.16 0.29 0.06 0.06 0.03 | 0.004 | 0.002
FEtOHB80 2,500 | 68.08 | 75.40 79.63 74.37 0.08 0.14 0.03 0.03 0.01 | 0.002 | 0.001
FEtOHB80 1,250 | 45.66 | 83.67 87.61 72.31 0.04 0.07 0.01 0.02 0.01 | 0.001 | 0.001
FEtOHB80 625 2427 | 54.54 62.23 47.01 0.02 0.04 0.01 0.01 0.004 | 0.0004 | 0.0003
FEtOHB80 312,5 7.59 14.81 16.67 13.02 0.01 0.02 | 0.004 | 0.004 | 0.002 | 0.0002 | 0.0001
RDMSO 72,500 | 64.20 | 91.94 91.80 82.65 0.22 1.46 0.12 0.19 0.14 0.02 0.02
RDMSO 36,250 | 66.87 | 91.90 91.61 83.46 0.11 0.73 0.06 0.1 0.07 0.01 0.01
RDMSO 18,125 | 46.31 | 82.07 90.45 72.94 0.05 0.37 0.03 0.05 0.03 | 0.005 | 0.004
RDMSO 9,063 | 28.64 | 55.99 63.76 49.46 0.03 0.18 0.02 0.02 0.02 | 0.002 | 0.002
RDMSO 4,531 1247 | 29.40 35.68 25.85 0.01 0.09 0.01 0.01 0.01 | 0.001 | 0.001
RDMSO 2,266 7.53 9.71 14.54 10.59 0.01 0.05 | 0.004 0.01 0.004 | 0.001 | 0.001
RDMSO 1,133 4.64 1.47 1.80 2.63 0.003 | 0.02 | 0.002 | 0.003 | 0.002 |0.0003 | 0.0003
REtOH20 | 47,500 | 89.77 | 85.84 85.93 87.18 0.41 0.48 0.2 0.14 0.08 0.01 0.07
REtOH20 | 23,750 | 75.74 | 88.48 87.74 83.98 0.21 0.24 0.1 0.1 0.04 0.01 0.03
REtOH20 | 11,875 | 52.96 | 80.14 86.38 73.16 0.1 0.12 0.05 0.05 0.02 | 0.003 | 0.02
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Tabelul 23. Continuare

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia = S 2 o

Extractul | TO ' _ ' _ L N o = 5 g - §) - -§
(ng/L) | Omin | 15min | 30min | Media | 5 g 2% S = s 2 &

fy=—t ‘s - (&)

LL E é‘:’ [&)

REtOH20 | 5,938 | 23.29 | 32.82 45.78 33.96 0.05 0.06 0.02 0.02 0.01 | 0.002 0.01
REtOH20 | 2,969 451 2.13 27.59 11.41 0.03 0.03 0.01 0.01 0.005 | 0.001 | 0.004
REtOH20 1,484 6.04 5.65 8.69 6.79 0.01 0.01 0.01 0.01 0.002 | 0.0004 | 0.002
REtOH20 742 1.89 20.20 3.71 8.6 0.01 0.01 | 0.003 | 0.003 | 0.001 | 0.0002 | 0.001
REtOH50 | 30,000 0.14 0.73 0.07 0.6 0.4 0.05 0.06
REtOH50 | 15,000 0.07 0.36 0.03 0.3 0.2 0.02 0.03
REtOH50 7,500 72.11 86.47 0.04 0.18 0.02 0.15 0.1 0.01 0.01
REtOH50 3,750 36.60 69.90 80.43 62.31 0.02 0.09 0.01 0.07 0.05 0.01 0.01
REtOH50 1,875 17.97 38.30 48.45 3491 0.01 0.05 | 0.004 0.04 0.03 0.003 | 0.003
REtOH50 938 4.68 5.46 5.53 5.22 0.005 | 0.02 | 0.002 0.02 0.01 | 0.002 | 0.002
REtOH50 469 3.13 1.63 3.12 2.63 0.002 | 0.01 | 0.001 0.01 0.01 | 0.001 | 0.001
REtOH80 | 25,000 | 48.89 43.33 42.15 44.79 0.16 1.04 0.06 0.2 0.1 0.03 0.01
REtOH80 | 12,500 | 62.83 54.15 51.84 56.28 0.08 0.52 0.03 0.1 0.05 0.02 0.003
REtOHB80 | 6,250 | 74.51 77.36 76.19 76.02 0.04 0.26 0.01 0.05 0.03 0.01 | 0.002
REtOHB80 3,125 47.61 83.29 83.01 71.3 0.02 0.13 0.01 0.02 0.01 0.004 | 0.001
REtOH80 1,563 35.63 72.36 80.82 62.94 0.01 0.06 | 0.004 0.01 0.01 0.002 | 0.0004
REtOH80 781 18.74 42.38 48.36 36.5 0.005 | 0.03 | 0.002 0.01 0.003 | 0.001 | 0.0002
REtOHS80 391 6.35 11.67 12.68 10.23 | 0.003 | 0.02 | 0.001 | 0.003 | 0.002 | 0.001 | 0.0001

activitatii extractelor din TO.
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Anexa 17
Tabelul 24. Capacitatea antioxidanta totala (TAC), masa substantelor antioxidante (MSA) si activitatea medie a antioxidantilor (AMA) in
functie de concentratia compusilor chimici testati

Marker
(u/c)

Compusi chimici (mg/mL)

Extractul
TAC | MSA | AMA

CTF
CTP
Fitosteroli
Acizi
hidroxicorici
Acid cicoric
Acid
clorogenic
Acid caftaric

FDMSO 13.16 | 1.75 | 7.51 05 |13.88| 038 | 114 | 816 | 0.29 | 1.48
FEtOH20 | 12.70 | 1.75 [N 461 | 314 | 1.11 | 338 | 238 | 0.88 | 5.16
FEtOH50 | 12.73 | 1.68 | 7.56 6.3 38 | 251 | 4838 35 1.16 | 5.64
FEtOH80 | 13.10 | 167 | 787 | 6.52 |1152| 234 | 496 | 2.26 | 0.29 | 0.18
RDMSO 12.49 7.57 0.6 404 | 034 | 107 | 0.76 | 0.11 | 0.1
REtOH20 165 | 735 | 1.74 2 059 | 168 | 065 | 0.1 | 0.55
REtOH50 | 1246 | 169 | 738 | 096 | 4.86 | 0.44 8 534 | 0.65 | 0.74
REtOH80 | 12.80 | 1.67 | 7.68 | 1.28 83 | 046 | 3.14 | 162 | 054 | 0.11
Nota: CTF - continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli. Cu bold au fost selectate rezultatele minime si maxime a

activitatii extractelor din TO. Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOHS0 — 150,000 pg/L, FEtOH80 —
40,000 pg/L, RDMSO — 145,000 png/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOHS50 — 60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 pg/L.
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Anexa 18
Tabelul 25. Valoarea markerilor stresului oxidativ in raport de concentratia compusilor chimici testati

Marker Compusi chimici (mg/mL)

Extractul 2 ] 9 2 & |g= S § § = §
$3 2 |9E|g3 2 |25 £ | B | 2 |BE| 2 |38 %
02| ¢ (22|22 & |w2| 0o | 0| 8 |<2| = [<5| <

39 s 2z 23 i k=) S| S
pd < < <

FDMSO | 081 | 2.98 | 1.75 [ 1.33 | 1.32 | 308 | 05 [1388| 0.38 | 114 | 8.16 | 0.29 [ 1.48

FEtOH20 184 [ 102 [ 187 | 2.86 | 461 | 314 | 111 | 338 | 238 | 0.88 | 5.16

FEtOH50 | 0.83 | 3.63 322 | 63 | 38 | 251|488 | 35 [ 116564

FEtOH80 | 0.88 | 2.77 279 | 652 | 1152 | 2.34 | 496 | 2.26 | 029 | 0.8

RDMSO | 0.75 | 2.57 | 1.84 06 | 404 | 034 | 107 | 076 | 0.11 [ 0.1

REtOH20 | 097 | 2.52 | 2.05 [ 1.10 | 1.87 | 315 [ 174 | 2 | 059 | 168 | 065 | 0.1 [ 055

REtOH50 | 097 | 3.24 | 1.72 [ 1.36 | 1.26 | 3.08 | 096 | 486 | 044 | 8 [ 534 [ 065 [ 074

REtOH80 | 092 | 2.81 | 1.70 [ 151 |8 321 [ 128 | 83 | 046 | 3.14 | 162 | 054 [ 0.11

Nota: CTF - continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli. Cu bold au fost selectate rezultatele minime si maxime a
activitatii extractelor din TO. Concentratia extractelor: FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L, FEtOHS80 —
40,000 ng/L, RDMSO — 145,000 pg/L, REtOH20 — 95,000 ng/L, REtOHS50 — 60,000 pg/L si REtOH80 — 50,000 pg/L.
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Anexa 19
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Figura 20. Activitatea antitumorala (U-251 MG) a Doxorubicinei, precum si a extractelor din frunze
si radacini de TO pe DMSO [220]
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Anexa 20
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Figura 21. Actiunea extractelor foliare din TO pe etanol de diverse concentratii asupra viabilitatii
celulelor U-251 MG [220]
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Anexa 21
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Figura 22. Actiunea extractelor etanolice din radacini de TO asupra viabilititii celulelor tumorale
U-251 MG [220]
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Tabelul 26. Activitatea antitumorali a extractelor din TO in functie de concentratia compusilor

MTT | Resazurina Compusi chimici (mg*10° /mL)
u251 u251

o — o

Extractul l();ig;lt_l;l o ‘_E ) § ,§ é’ =

Viabilitatea L o o N .2 2 28 &

(Media) 8) &) g <9 5 < g 3

I E < S 2

FDMSO | 110,000 | 58.85 6.15 550 15,268 1,628 | 12,540 | 316.8 316.8 8,976
FDMSO | 22,000 68.8 57.72 110 3,053.6 | 325.6 2,508 63.4 63.4 |1,795.2

FDMSO | 4,400 79.21 83.31 22 610.7 65.1 501.6 12.7 12.7 359
FDMSO | 880 79.72 85.52 4.4 122.1 13 100.3 2.5 2.5 71.8
FDMSO | 176 83.26 84.26 0.9 24.4 2.6 20.1 0.5 0.5 14.4

FDMSO | 35.2 83.3 87.78 0.2 4.9 0.5 4 0.1 0.1 2.9
FDMSO | 7.04 84.54 88.55 0.04 0.98 0.1 0.8 0.02 0.02 0.57
FDMSO | 1.408 90.31 90.98 0.01 0.2 0.02 0.16 0.004 0.004 0.11
FEtOH20 | 140,000 | 76.6 54.95 6,454 43,960 7,224 | 47,320 | 1,232 1232 | 33,320
FEtOH20 | 28,000 80.47 76.48 1,290.8 8,792 1,444.8 | 9,464 246.4 246.4 6,664
FEtOH20 | 5,600 86.06 85 258.2 1,758.4 289 1,892.8 | 49.3 49.3 ]1,332.8
FEtOH20 | 1,120 87.13 85.08 51.6 351.7 57.8 378.6 9.9 9.9 266.6
FEtOH20 | 224 89.78 82.59 10.3 70.3 11.6 75.7 2 2 53.3
FEtOH20 | 44.8 91.87 86.94 2.1 14.1 2.3 15.1 0.4 0.4 10.7

FEtOH20 | 8.96 92.55 94.9 0.4 2.8 0.5 3.03 0.08 0.08 2.1

FEtOH20 | 1.792 95.6 - 0.1 0.6 0.09 0.6 0.02 0.02 0.4
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Tabelul 26. Continuare

MTT Resazurina Compusi chimici (mg*10° /mL)
u251 u251
Extractul l()lilg‘;f_l;l o ‘_E _ g o é’ o
Vlablllt_atea '-|_'- T ) N2 .S 25 2% | 25
(Media) O O 3 |<£ <8 | < E <Fg
LL c o
FEtOH50 | 150,000 36.6 79.96 9,450 | 57,000 | 8,460 | 73,200 | 1,746 1,746 | 52,500
FEtOH50 | 30,000 74.09 88.02 1,890 | 11,400 753 | 14,640 | 10,500 | 349.2 | 1,692
FEtOH50 | 6,000 85.77 84.83 378 2,280 150.6 | 2,928 | 2,100 69.8 338.4
FEtOH50 | 1,200 89.84 88.69 75.6 456 30.1 585.6 420 14 67.7
FEtOH50 | 240 91.53 97.76 15.1 91.2 6 117.1 84 2.8 13.5
FEtOH50 | 48 89.5 95.11 3 18.2 1.2 23.4 16.8 0.6 2.7
FEtOH50 | 96 91.52 97.67 6 36.5 2.4 46.8 33.6 1.1 5.4
FEtOH50 | 1.92 91.56 96.71 0.1 0.7 0.05 0.9 0.7 0.02 0.1
FEtOH80 | 40,000 44.98 26.39 2,608 | 4,608 936 1,984 904 114.4 70.4
FEtOH80 | 8,000 51.9 75.19 521.6 | 921.6 187.2 | 396.8 | 180.8 22.9 14.1
FEtOH80 | 1,600 52.55 78.71 104.3 | 184.3 37.4 79.4 36.2 4.6 2.8
FEtOH80 | 320 51.75 81.15 20.9 36.9 7.5 15.9 7.2 0.9 0.6
FEtOH80 | 64 53.73 80.29 4.2 7.4 1.5 3.2 1.4 0.2 0.1
FEtOH80 | 12.8 69.02 84.91 0.8 1.5 0.3 0.6 0.3 0.04 0.02
FEtOH80 | 2.56 85.81 85.17 0.2 0.3 0.1 0.1 0.1 0.01 0.005
FEtOH80 | 0.512 94.12 85.97 0.03 0.1 0.01 0.03 0.01 0.001 | 0.001
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Tabelul 26. Continuare

MTT Resazurina

Compusi chimici (mg*10° /mL)

u251 u251
Dilutia — o o
Extractul | TO = § = 2 E
(ng/L) Viabilitatea = o 5 s 8 T3 £
g 2 o X © 2 o o
(Media) (@) (@) S < S o <5 5
o E < o 32
RDMSO | 145,000 | 72.04 16.42 870 | 5,858 493 | 1557.3|1,096.2 | 1595 | 139.2
RDMSO | 29,000 92.7 34.64 174 | 1,716 | 98.6 | 3115 | 2192 | 319 | 278
RDMSO | 5,800 90.76 66.84 348 | 2343 19.7 623 | 43.8 6.4 5.6
RDMSO | 1,160 92.47 81.15 7 46.9 3.9 12.5 8.8 1.3 1.1
RDMSO | 232 93.95 83.08 1.4 9.4 0.8 2.5 1.8 0.3 0.2
RDMSO | 46.4 95.2 84.72 0.3 1.9 0.2 0.5 0.4 0.1 0.04
RDMSO | 9.28 96.22 89.44 0.1 0.4 0.03 0.1 0.1 001 | 0.01
RDMSO | 1.856 97.4 94.01 0.01 0.1 001 | 002 | 0.01 | 0.002 | 0.002
REtOH20 | 95,000 76.81 65.32 1653 | 1900 | 560.5 | 1596 | 6156 | 98.8 | 524.4
REtOH20 | 19,000 86.85 58.34 330.6 | 380 112.1 | 319.2 | 1231 | 19.8 | 104.9
REtOH20 | 3,800 88.76 60.76 66.1 76 224 | 63.8 24.6 4 21
REtOH20 | 760 89.75 64.97 13.2 15.2 4.5 12.8 4.9 0.8 4.2
REtOH20 | 512 91.11 68.09 8.9 10.2 3 8.6 3.3 0.5 2.8
REtOH20 | 30.4 92.17 68.1 0.5 0.6 0.2 0.5 0.2 0.03 0.2
REtOH20 | 6.08 92.81 73.78 0.1 0.1 0.04 0.1 0.04 0.01 | 0.03
REtOH20 | 1.216 95.67 86.66 0.02 0.02 0.01 | 0.2 0.01 | 0.001 | 0.01
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Tabelul 26. Continuare

MTT Resazurina Compusi chimici (mg*10° /mL)
u251 u251

Dilutia - o 3)

Extractul | TO = § = 2 =
(ng/L) Viabilitatea = = 5 58 g T g £

(Media) O O g <9 5 < g 5

T S| 2 S| 3
REtOH50 | 60,000 84.86 10.83 576 2,916 264 4797.6 | 3,206.4 | 388.8 | 446.4
REtOH50 | 12,000 87.51 70.55 115.2 583.2 52.8 959.5 641.3 77.8 89.3
REtOH50 | 2,400 90.49 74.34 23 116.6 10.6 191.9 128.3 15.6 17.9
REtOH50 | 480 91.01 77.95 4.6 23.3 2.1 38.4 25.7 3.1 3.6
REtOH50 | 96 92.45 75.38 0.9 4.7 0.4 1.7 51 0.6 5.1

REtOH50 | 19.2 94.76 76.67 0.2 0.9 0.1 15 1 0.1 1
REtOH50 | 3.84 96.04 86.41 0.04 0.2 0.02 0.3 0.2 0.02 0.2
REtOH50 | 0.768 83.3 97.29 0.01 0.04 0.003 0.1 0.04 0.005 0.04
REtOHS80 | 50,000 48.61 37.6 640 4,150 230 1,570 810 269 810
REtOH80 | 10,000 69.26 61.59 128 830 46 314 162 53.8 162
REtOH80 | 2,000 73.53 68.84 25.6 166 9.2 62.8 32.4 10.8 32.4
REtOHS80 | 400 74.62 74.23 51 33.2 1.8 12.6 6.5 2.2 6.5
REtOHS80 | 80 91.3 76.89 1 6.6 0.4 2.5 1.3 0.4 1.3
REtOH80 | 16 89.48 83.75 0.2 1.3 0.1 0.5 0.3 0.1 0.3
REtOHS80 | 3.2 91.71 79.33 0 0.3 0.01 0.1 0.1 0 0.1
REtOHS80 | 0.64 93.77 86.03 0 0.1 0.003 0.02 0.01 0.003 0.01

Nota: CTF - continutul total de flavonoizi, CTP — continutul total de polifenoli.

Cu bold au fost selectate rezultatele minime si maxime a activitatii extractelor din TO.
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APROB
Prorector pentru activitate de cercetare,
USMF ,,Nicolae Testemitanu” din RM
academician al ASM,

prof. univ., dr. hab, st.%.
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7 ¢ Stanislav GROPPA
/ 2021
SR

ACTUL nr. 37
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: LMETODA DE DOZARE A
CONTINUTULUI TOTAL DE FLAVONOIZI”

2. Autorii: FULGA Ala, cerc. st. stagier., PANTEA Valeriana, cerc. st., ANDRONACHE
Lilia, cerc. st. superior, TAGADIUC Olga, dr. hab. st. med., prof. univ., sef Catedra de biochimie
si biochimie clinici, GUDUMAC Valentin, dr. hab. in st. med., prof. univ., sef Lab. de biochimie.

3. Numarul inovatiei: Nr. 5853 din 08 iunie 2021.

4. Unde si cdnd a fost implementati: in laboratorul de Biochimie, USMF ,Nicolae
Testemitanu” in perioada anilor 2020 — 2021.

5. Eficacitatea implementirii: Problema pe care o rezolvd inovatia constid in mérirea
performantelor analitice — sensibilitatea, reproductibilitatea si precizititea metodei, micgorarea
chieltuielilor de timp si de reagenti costisitori, cresterea productivititii muncii, influentd pozitiva
asupra cost-eficientei analizei.

6. Rezultatele: Rezultatul inovatiei constd in aceea ci ea se efectueazd in micropléci cu 96
godeuri, fapt ce permite procesarea concomitentd a probelor in serie, cresterea productibilitdtii
muncii, reproductibilitétii si precizitafii metodei.

7. Obiectii/Propuneri: Metodd propusd se utilizeazd in procesul stiintifico-practic in
Laboratorul de Biochimie.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef Laboratorul de biochimie, o .
dr. hab. st. med., prof. univ. _/ %%&[%G Valentin GUDUMAC

Sef Departament Cercetare, % "
dr. hab. st. med., conf. univ. / é Elena RAEVSCHI

v

Coordonat:

&% 7 E.Groza
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APROB
Prorector pentru activitate de
cercetare,

USMTF ,,Nicolae Testemitanu” din
RM
academician al ASM,
rof. uniy. rib st med.
P % é/d/at lav GROPPA
islav
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2021

ACTUL nr. 36
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—practic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: “METODA DE DOZARE A
CONTINUTULUI DE COMPUSI FENOLICI”

2. Autorii: FULGA Ala, cerc.st. stagier., PANTEA Valeriana, cerc. st, ANDRONACHE
Lilia, cerc. st. superior, TAGADIUC Olga, dr. hab. st. med., prof. univ., sef Cat. Biochimie si
Biochimie clinicdi, GUDUMAC Valentin, dr. hab. st. med., prof. univ., sef. lab. Biochimie.

3. Numarul inovatiei: Nr. 5852 din 08 iunie 2021.

4. Unde si cind a fost implementati: in laboratorul de Biochimie, USMF" ,Nicolae
Testemifanu” in perioada anilor 2020 — 2021.

5. Eficacitatea implementirii: Problema pe care o rezolvd inovatia constd in mdrirea
performantelor analitice — sensibilitatea, reproductibilitatea si precizititea metodei, micsorarea
chieltuielilor de timp si de reagenti costisitori, cresterea productivitdtii muncii, influentd pozitiva
asupra cost-eficientei analizei.

6. Rezultatele: Rezultatul inovatiei constd in aceea c# ea se efectueazd in microplici cu 96
godeuri, fapt ce permite procesarea concomitentd a probelor in serie, cresterea productibilititii
muncii, reproductibilitétii i precizitétii metodei..

7. Obiectii/Propuneri: Metodd propusd se utilizeazd in procesul stiintifico-practic in
Laboratorul de Biochimie.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere.

Sef Laboratorul de biochimie, 3 -
dr. hab., st. med., prof. univ. [/ F4 AUt/ T alentin GUDUMAC

Sef Departament Cercetare, % e
dr. hab. st. med., conf. univ. v v Elena RAEVSCHI

77

Coordonat:

J‘/‘%ﬂ 14 E.Groza
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activitate de cercetare,
ae Testemitanu” din RM
academician al ASM,
./fpz'zﬂr.,lmb. st. med.

_“Stanislav GROPPA
2022

ACTUL nr. 84
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,PROCEDEU DE DOZARE A §-
SITOSTEROLULUI SI A DERIVATILOR LUI”

2. Autorii: FULGA Ala, cerc.st. stagier.,, PANTEA Valeriana, cerc. st, ANDRONACHE
Lilia, cerc. st. superior.

3. Numarul inovatiei: Nr. 5961 din 21 octombrie 2022

4. Unde si cind a fost implementata: In laboratorul de Biochimie, USMF ,Nicolae
Testemitanu” in perioada anilor 2021 — 2022.

5. Eficacitatea implementairii: La folosirea metodei descrise se exclude folosirea reactivilor
toxici, se madreste precizitatea §i reproductibilitatea metodei in comparafie cu prototipul.
Aceasta permite de a depista mai precis efectele substantelor testate la diferite concentratii, se
exclude probabilitatea aparitiei proceselor patologice legate de intoxicatia cronicd cu
componentele toxice ale reactivului Libermann-Burchard-Zak, se exclude actiunea nociva a
acestuia asupra mediului ambiant, creste productivitatea muncii cu un efect economic
apreciabil.

6. Rezultatele: elaborarea conditiilor optimale de efectuare a reactiilor chimice, fapt ce
permite de a méri precizitatea si reproductibilitatea metodei, productivititea muncii §i eficienta
economica.

7. Obiectii/Propuneri: Propunerea se prezintd a fi una utila §i se va utiliza in practicd in
Laboratorul de Biochimie.

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cerere.

Sef lab. Biochimie, cﬁ ,
dr. hab. st. med., prof. univ. /4 fjlz/(/'—"'?"’“('/ Valentin GUDUMAC

Sef Departament Cercetare, % ”

dr. hab. st. med., conf. univ.

Elena RAEVSCHI

.'/
/

(g

i Y78
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Republica Moldova
Ministerul Sanatitii,
Muncii si Protectiei Sociale

RTIFICAT oz INOVATOR

Nr. 5853

Pentru inovatia cu titlul

METODA DE DOZARE
A CONTINUTULUI TOTAL DE
FLAVONOIZI

Inovatia a fost inregistratd pe data de 08 Iunie 20_21 5
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu™

 Se recunoaste calitatea de autor(i) j
~ FULGA Ala, PANTEA Valeriana,
| ANDRONACHE Lilia, TAGADIUC Olga,
& GUDUMAG Valentinis .l o0 il
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Ministerul Sanatatii

CERTIFICAT me INOVATOR

Nr. 5961

Pentru inovatia cu titlul

PROCEDEU DE DOZARE A
B-SITOSTEROLULUI SI A

DERIVATILOR LUI

Inovatia a fost inregistrata pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina i Farmacie
“Nicolae Testemitanu”
Se recunoaste calitatea de autor(i)

FULGA Ala, PANTEA Valeriana,
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii,
Muncii si Protectiei Sociale

RTIFICAT oe INOVATOR

Nr. 5852

Pentru inovatia cu titlul

METODA DE DOZARE A
CONTINUTULUI DE COMPUSI
FENOLICI

Inovatia a fost inregistrata pe data de 08 Iunie 2021
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ;
“Nicolac Testemitanu”™

Se recunoaste calitatea de 'a'utvgb‘lv(i)f' e
FULGA Ala, PANTEA Valeriana,
ANDRONACHE Lilia, TAGADIUC Olga,
AL GUDUMACValentm eelsen
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SALONUL INTERNATIONAL DE

=X INOVATI

~TRAIAN VUIA” ) TIMISOARA

pentru invemngia
METODA DE APRECIERE A INFLUENTEI SUBSTANTELOR BIOLOGIC
ACTIVE ASUPRA CAPACITATII DE PRODUCERE A HIDROGENULUI
SULFURAT DE CATRE UN TESUT BIOLOGIC

autor.i
Pantea Valeriana, Andronache Lilia,Sardari Veronica,Fulga
Ala,Svet Inna,Gamaniuc Marina,Ghinda Sergiu,Popa Veaceslav
tnStitautia
UNIVERSITATEADE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE “NICOLAE
TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Presedinte juriu Presedinte salon
Prof. dr. habil. Narcisa MEDERLE i 718 \ "7 -Remi RADULESCU
C)\)Jl Data 10 octombrie 26{2‘ “/
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“GHEORGHE ASACHI™
NICAL UNIVERSTY, IASI

ek GOLD MEDAL

OF INVENTICS, AS) Ot
PANTEA V., ANDRONACHE L., SARDARI V., FULGA A., SVET |,
GAMANIUC M., GHINDA S., POPA V.

~Nicolae Testemitanu” State University of Medicine and Pharmacy of the
Republic of Moldova

METHOD FOR ASSESSING THE INFLUENCE OF BIOLOGICALLY
ACTIVE SUBSTANCES ON HYDROGEN SULPHIDE
PRODUCTION CAPACITY BY A BIOLOGICAL TISSUE

in recognition of high scientific contribution and loyalty to
the XXVI-th INTERNATIONAL EXHIBITION OF INVENTICS

INVENTICA 2022

lasi, Romania

GENERAL MANAGER

NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
22-24 June 2022 Prof. Neculai-Eugen SEGHEDIN PhD
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INVENT

14 EDITION

EUROPEAN EXHIBITION OF
CREATIVITY AND INNOVATION

LT

IASI - ROMANIA

D11 €

BRONZE MEDAL 2022

Method for assessing the influence of biologically
active substances on hydrogen sulphide production capacity by a biological
tissue

PANTEA Valeriana, ANDRONACHE Lilia, SARDARI Veronica, FULGA Ala, SVET
Inna, GAMANIUC Marina, GHINDA Sergiu, POPA Veaceslav

President of Exhibition
Prof.Dr. lon SANDU
— // AR

l]IFIA %lllrﬂ

INTERNATIONAL FEDERATION
OF INVENTORS' ASSOCIATIONS

President of International Jury

Prof.Dr.Eng. Mohd ~‘®‘ | Bakri ABDULLAH
O ! &

May 28, 2022
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Informatii
personale
Nume / Prenume
Adresa

Telefoane
e-mail

Sex

Data nasterii

Nationalitatea
Experienta
profesionala
Perioada
Functia  si
ocupat

postul

Tipul activitatii

Perioada
Functia  si

ocupat

postul

Tipul activitatii

CURRICULUM VITAE

-

S’

Fulga Ala

str. Doina 23, cod postal MD-3733, s. Truseni, mun. Chisinau,
Republica Moldova
Fix: 0-22-591681
ala.fulga@usmf.md
Feminin
24.03.1977

Roman

Mobil: 067494447

2001- 2012
Chimist-farmacist expert la Agentia
Dispozitivelor Medicale (MD-2028,

Chisinau, str. Korolenco 2/1).

Medicamentului  si
Republica Moldova,

- Responsabilitate personald pentru calitatea si veridicitatea
rezultatelor analizelor, documentarea si eliberarea lor oportuna;
- Cunoagterea si aplicarea metodelor spectrofotometrice,
cromatografice de analiza a medicamentelor;
- Exploatarea corectda i rationald a bunurilor materiale
(aparatajului, consumabilelor) ale laboratorului;
- Elaborarea si implementarea metodelor fizico-chimice.
2012 - prezent
Asistent universitar Catedra de biochimie si biochimie clinica,
USMF ,Nicolae Testemitanu”, MD-2028, Republica Moldova,
Chisinau, str. N. Testemitanu, 27, Blocul didactic nr. 1.
Activitate didactica, activitati instructiv-metodice, de cercetare
stiintificd, organizational-metodice si educative, efectuate cu
Medicina M1, M2,

Stomatologie, Farmacie si Medicina preventiva, cu predare in

studentii de la facultdtile generala

limbile romana, rusa, engleza.
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europass

Educatie si formare

Numele si tipul
institutiei de
invatamant
Perioada
Calificarea/diploma
obtinuta

Discipline principale
studiate

Numele si tipul
institutiei de
invatamant

Perioada
Calificarea/diploma

obtinuta

Participarea la
proiecte

Alte activitati

Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Chimie

04.08.1995 — 29.06.2000
Diploma de licenta, profil chimie, specialitatea chimie si fizica

¢+ Chimie
+ Fizica
+ Biologie

¢ Matematica
+ Informatica

Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei, Institutul de

Chimie

01.11.2013 — 24.05.2017

Cercetator stiintific stagiar in laboratorul de — Chimia bioorganica,
chimia compusilor naturali si fiziologic activi din cadrul
Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte din R. Moldova.

Am participat la realizarea proiectului bilateral moldo-roman cu
Universitatea A.l. Cuza, lasi, Romania ,,Sinteza compusilor noi
biologic activi cu unitafi structurale terpenice si heterociclice”,
Nr.13.820.05.12/RoF in calitate de executor.

In perioada 1995-2017 au fost realizate 30 publicatii (articole,
teze, comunicdri, postere cu participari la Conferinte Nationale si
Internationale).

2017-prezent

Sunt secretar al catedrei de biochimie si biochimie clinicd, USMF
»Nicolae Testemitanu”, MD-2028, Republica Moldova, Chisindu, Str.
N. Testemitanu, 27, Blocul didactic nr. 1.

15.10.2019 — prezent

Studenta-doctoranda anul IV, forma de studii cu frecventa redusa,
programul de doctorat 315.01 — Biochimie medicala, USMF ,,Nicolae
Testemitanu”

Participarea in realizarea Programelor nationale privind executarea
proiectului de cercetari stiintifice din cadrul Programului ,,Program
de Stat” (2020 - 2023) in calitate de cercetator stiintific stagiar, in
cadrul Laboratorului de biochimie USMF , Nicolae Testemitanu”,
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Limba materna

Autoevaluare

Nivel european (*)

Rusa
Franceza
Engleza

Competente
aptitudini PC
Informatii
suplimentare

si

,»Produse noi, inovative cu performante remarcabile in medicina
(biofarmaceuticd). Elucidarea mecanismelor moleculare si
celulare ale actiunii unor produse noi si argumentarea folosirii
lor la eficientizarea tratamentului unor patologii”. Cifrul
proiectului 20.80009.5007.10. Directia Strategica: Competitivitate
economica si tehnologii inovative. Contractul nr. 148/2 — PS din 03.
01. 2020

In perioada 2018-2023 au fost realizate 90 publicatii (articole, teze,
comunicdri, postere cu participdri la Conferinte Nationale si
Internationale).

Aptitudini si competente personale

Romana
intelegere Vorbire Scriere
. Participare la | Discurs | Exprimare
Ascultare Citire . .
conversatie oral scrisi
B2 B2 B2 B2 B2
A2 A2 A2 A2 A2
B2 B2 B2 B2 B2

(*) Nivelul Cadrului European Comun de Referinta Pentru Limbi

Striine
Aptitudini practice cu MS Word, Excel, Power Point.
Casatorita, 2 copii.

Permis de conducere - Categoria B
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Declaratia privind asumarea raspunderii
Subsemnata, declar pe raspundere personald, cad materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza
sd suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.
Fulga Ala

Semnatura

Data

Declaration on accountability
I declare the personal responsibility that information presented in this thesis are the result
of my own research and scientific achievements. | realize that, otherwise, will suffer the
consequences in accordance with law.
Fulga Ala

Signature

Date
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