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REPERELE CONCEPTUALE ALE TEZEI

Actualitatea si importanta problemei cercetate. Stresul oxidativ este considerat unul din
mecanismele cheie a multor procese patologice, precum neoplasmele, diabetul, boli
neurodegenerative, cardiovasculare etc. Pro-oxidantii sunt frecvent asociati cu afectarea
proteinelor, lipidelor si acizilor nucleici, iar prevenirea sau tratamentul acestor procese tine de
mobilizarea sistemelor antioxidante proprii organismului sau de utilizarea din exterior a
substantelor capabile de a ameliora situatia in stresul oxidativ [1].

Utilizarea agentilor antioxidanti sintetici, deseori se confruntd cu dezvoltarea reactiilor
adverse. Ultimele, pot fi considerate o norma in chimioterapia neoplasmelor, provocand pe scara
larga mutatii genetice, mielosupresie, imunosupresie, toxicitate cardiaca, pulmonara, hepatica,
renala etc. Astfel dezvoltarea de noi medicamente, caracterizate prin functii tintite si probleme
adverse minore ramane a fi o provocare pentru contemporaneitate.

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 naturd, precum flavonoizii, carotenoidele, vitaminele, acizii
fenolici (caffeic, ferulic, galic), care de unii singuri sau in combinatie manifestd proprietati
antioxidante, antiinflamatoare, imunomodulatoare, antitumorale etc.

Taraxacum officinale G.H. Weber ex Wiggers (TO) este o plantd, a carei continut chimic si
aplicari terapeutice incitd medicina modernd pentru investigatii aprofundate in oncologie,
gastroenterologie si hepatologie, nefrologie, geriatrie etc. Fiind consideratd o simpld buruiana,
aceasta gratie prezentei in componenta sa a flavonoizilor, polifenolilor, vitaminelor si
mineralelor si-a dovedit eficacitatea nu numai in medicina traditionala, dar si in calitate de sursa
generoasd de substante cu functie antitoxica, antioxidantd, antitumorald [2—5]. Benefice pentru
sandtate s-au dovedit a fi toate partile componente ale plantei: radacina, frunzele, tija, floarea si
semintele, al caror continut chimic este extrem de variabil, dependent de conditiile climaterice,
anotimpul de recoltare, calitatea solului, etc.

Aceasta planta reprezintd o sursa promitatoare de medicamente gratie implicarii Tn multiple
mecanisme de semnalizare prin intermediul actiunii asupra interleukinelor, NF-xB, Akt, MEK,
ERK, sVCAM-1, MAPK, MMP, TNF etc [1-7]. Datoritd multitudinii de componente, continutul
carora este influentat de multipli factori, rezultatele actiunii TO prezentate in literatura de
specialitate frecvent tin de o singura parte componentd a plantei, de un singur tip de extractant si
mecanism de actiune. La moment lipseste un studiu comprehensiv, care ar pune in evidentd si
compara uni-momentan mai multe mecanisme de actiune a extractelor de TO, realizate din
diverse parti componente ale plantei cu diversi solventi.

Scopul cercetarii a fost studiul compozitiei chimice si a actiunii in vitro a extractelor din
TO in vederea elucidari mecanismelor biochimice de actiune si a potentialului terapeutic.

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 enzimelor antioxidante si a
homeostaziei tiol-disulfidice;

3. Elucidarea actiunii Taraxacum officinale asupra markerilor stresului oxidativ, potentialului
aniradicalic, capacitatii antioxidante totale, masei si activitdtii medii a antioxidanilor;

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.



Metodologia cercetarii stiintifice. A fost realizat un studiu pluridimensional al
compozitiei chimice a extractelor din frunze si radacini de TO si a efectelor lor biologice in vitro.
Pentru realizarea scopului si obiectivelor propuse s-a determinat continutul de flavonoizi,
polifenoli, fitosteroli si acizi hidroxicinamici in extractele hidro-etanolice si pe DMSO din frunze
si radacini de TO. Ulterior, a fost descifrata actiunea extractelor asupra sistemului antioxidant
enzimatic, homeostaziei tiol-disulfidice, markerilor stresului oxidativ, potentialului antiradicalic,
capacitatii antioxidante totale, masei substantelor antioxidante, activitatii medii a antioxidantilor
si viabilitdtii celulelor de gliom uman U-251 MG.

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

Lucrarea a fost realizatd n cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinica, Laboratorului
de biochimie si Centrului Stiintific al Medicamentului a USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Noutatea stiintifica a rezultatelor. A fost efectuat un studiu complex, uni-momentan care
a permis elucidarea si detalierea compozitiei chimice a TO si a mecanismelor biochimice ale
actiunii extractelor din TO.

S-a stabilit ca extractele din TO poseda actiune modulatorie asupra markerilor stresului
oxidativ si ai sistemului antioxidant, enzimatic si non-enzimatic, care este in functie de
continutului de acizi fenolici. Cuantificarea continutului de CTF, CTP, fitosteroli si acizi
hidroxicinamici, a permis corelarea cu impactul asupra markerilor biochimici studiati si
inaintarea unor ipoteze privind bazele moleculare ale efectelor modulatorii ale extractelor din
TO.

A fost identificata dependenta atat a continutului chimic, cat si efectelor biochimice si
biologice de organul plantei (frunze sau radacini), tipul extractantului si concentratia lui, timpul
de expunere si continutul substantelor biologic active in extract. S-a raportat cd desi TO
actioneaza Intr-o manierd dependenta de timp si concentratie, raportul compusilor chimici este
mai important pentru manifestarea efectelor fie stimulatorii, fie inhibitorii.

Semnificatia teoretica a lucririi. Cercetarea In cauza a permis detalizarea mecanismelor
de actiune a extractelor din Taraxacum officinale, subliniind importanta cunoasterii concentratiei
si raportului dintre compusii bioactivi, care determina actiunea modulatorie a acestei plante in
cadrul mecanismelor biochimice studiate.

Valoarea aplicativd a cercetarii. Rezultatele obtinute in cadrul estimarii in vitro a
particularitatilor biochimice de actiune a extractelor din Taraxacum officinale fundamenteaza
necesitatea de a descrie in studii arealului de crestere ale plantei si organele ei anatomice, ale
extractantilor de diversd polaritate, a metodelor utilizate In extragerea compusilor bioactivi
pentru analiza pertinenta a rezultatelor si compararea lor.

Implementarea in practici. Rezultatele obtinute au fost implementate in activitatea
didacticd a Catedrei de biochimie si biochimie clinica, precum si in activitatea stiintifica a
Laboratorului de biochimie a USMF ,Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele acestui studiu au fost prezentate, la

forumuri stiintifice nationale si internationale, precum: Conferinta stiintifica anuala Cercetarea
in Biomedicina si Sanatate: Calitate, Excelenta si Performanta USMF , N. Testemitanu”,
Chisinau, 2020, 2021; The 8th International Medical Congress for Students and Young Doctors
USMF |, N. Testemitanu”, Chisinau, 2020; The 7" International Conference Ecological &
Environmental Chemistry, Chisinau, 2022; Medical drugs for humans. Modern issues of
pharmacotherapy and prescription of medicine. Materials of the V International Scientific and

Practical Conference, Kharkiv, Ukraine, 2021; Middle East International Conference on



contemporary scientific studies-V, Ankara, Turkey, 2021; Applications of Chemistry in
Nanosciences and Biomaterials Engineering-NanoBioMat 2021, Bucharest, Romania, 2021; IV
International Icontech Symposium on Innovative Surveys in Positive Sciences, Adana, Turkey,
2021; Euroasia International Congress on Scientific Research and Recent Trends — VIII,
Philippine Merchant Marine Academy, Zambale, Philippines, 2021; 2. International Scientific
Research and Innovation Congress, Istanbul, Turkey, 2021; International Harran Health
Sciences Congress-111. Harran University, Sanlrfa, Turkey, 2021; 3rd International Cukurova
Agriculture and Veterinary Congress, Adana, Turkey, 2021; 4th International African
Conference on Current Studies, Bani Waleed University, Libya, 2021; International Anatolian
Congress on Medicinal and Aromatic Plants, Arapgir Municipality, Malatya, Turkey;
3.Uluslararasi  Palanddken Bilimsel Calismalar Kongresi, Erzurum, Turkey, 2021;
3.International Gobeklitepe Scientific Studies Congress, Sanliurfa, Turkey, 2021; International
Modern Scientific Research Congress — II. Istanbul, Turkey, 2021; ISPEC 8" International
Conference on Agriculture, Animal Science and Rural Development. Bingol, Turkey, 2021; 2
International Conference on Coffee and Cocoa, Bogota, Colombia, 2022; Cukurova 8"
International Scientific Researches Conference, Adana, Turkey, 2022; Tashkent I"-International
Congress on Modern Sciences Tashkent Chemical-Technological Institute, Tashkent,
Uzbekistan, 2022; Hodja Akhmet Yassawi 6™ International Conference on Scientific Research,
Lankaran, Azerbaijan, 2022; 2. International Dicle Scientific Studies and Innovation Congress.
Diyarbakir, Turkey, 2022; Applications of Chemistry in Nanosciences and Biomaterials
Engineering-NanoBioMat 2022, Bucharest, Romania, 2022; Chimia ecologica si a mediului.
Editia XX-a, Chisinau, 2022; Applications of Chemistry in Nanosciences and Biomaterials
Engineering-NanoBioMat 2022,  Bucharest, Romania, 2022; RSU RESEARCH
WEEK/Knowledge for use in practice, Riga, Latvia, 27-31 March, 2023; The 2nd International
Electronic Conference on Biomedicines/ Medicinally Active Plants and Phytochemicals,
Switzerland, 01-31 March, 2023.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii au fost prezentate in 74 lucrari stiintifice,
inclusiv 5 articole in reviste SCOPUS si alte baze de date internationale, 2 articole in reviste din
Registrul National de profil, 1 articol in lucrarile conferintei stiintifice nationale cu participare
internationala. Totodata au fost obtinute 3 certificate de inovator, 1 brevet de inventie si 3 acte de
implementare a inovatiei in procesul stiintifico-practic.

Volumul si structura tezei. Teza a fost prezentata pe 184 pagini, care includ toate
elementele obligatorii stipulate de Ghidul in vigoare (2017), iconografic reprezentatd prin 26
tabele, 22 figuri, incluse in text si 22 anexe, 220 surse bibliografice.

Cuvinte cheie: Taraxacum officinale, mecanisme biochimice, stresul oxidativ, sistem
antioxidant, antioxidanti enzimatici, homeostazia tiol-disulfidica, viabilitatea celulara,

glioblastom.



1. TARAXACUM OFFICINALE —- COMPOZITIA CHIMICA SI MECANISME DE ACTIUNE

In cadrul acestui capitol s-a efectuat o sintezi a datelor existente in literatura de
specialitate, avand drept scop argumentarea studiului. S-au prezentat concentrat rezultatele
analizei informatiei cu privire la caracteristica generala a speciei Taraxacum, compozitia chimica
a plantei, descifrand componenta in dependentd de partea plantei, arealul geografic si tipul
extractantului. Totodata, au fost discutate si mecanismele de actiune a extractelor sumare sau a
compusilor solitari extrasi din Taraxacum officinale, punand accent pe rezultatele controversate
sau absenta anumitor date.

2. MATERIALE SI METODE DE STUDIU A CONTINUTULUI EXTRACTELOR
DIN TARAXACUM OFFICINALE S1 MECANISMELOR LOR DE ACTIUNE

Caracteristica materialului inclus in 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). Frunzele si radacinile separat, au fost uscate la Intuneric, la temperatura camerei,
timp de 2 saptamani. Materia prima uscatd a fost maruntita cu ajutorul rasnitei de cafea (Scarlett
Coffee grinder SC-4145). Pulberea obtinuta a fost stocata In eprubete din polistiren transparente,
cu dop ermetic, la Intuneric, la temperatura camerei.

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 deionizatd (Adrona
Crystal), DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma, DE), alcoolul etilic — 96% (Luxfarmol, MD), din
care s-a obtinut alcool etilic de diferite concentratii (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 sticla cu volum de 100 mL, timp de 24 ore.

Concentratia finala a DMSO (<0.1%) in extracte a fost aleasa in conformitate cu datele
literaturii [6, 7]. Aceastd concentratiec nu afecteazd integritatea celulei, nu influenteaza
proliferarea celulara si nu poseda efect citotoxic.

Analiza statisticd a rezultatelor. Rezultatele studiului au fost stocate si grupate in baza de
date MS Access 2007 (Microsoft Office 2007). Analiza statistica a fost efectuatd 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 incredere
(95% Ii), indicele ICsy (concentratia molara a unei substante necesara sa blocheze un riaspuns cu
50% din intervalul de activitate intre minim si maxim fatd de control). Corelatiile au fost
efectuate dupa Spearman (rs), diferenta statistica dintre grupuri fiind evaluatd prin Mann-
Whitney U test. Gestionarea referintelor bibliografice a fost efectuatd automat, utilizand softul
integrat in Word 2007 si Chrome, Zotero 6.0.18 (www.zotero.org).

3. COMPONENTA CHIMICA A EXTRACTELOR DIN TARAXACUM
OFFICINALE

Determinarea continutului total de flavonoizi s-a efectuat in baza metodei elaborate de
Ordonez et al. (2006), modificatda dupa Fulga et al. (2021) [8]. In calitate de substanti de
referinta a fost utilizat Dihydroquercetina (DHQE). Rezultatele au fost citite la 420 nm.
Continutul total de polifenoli (CTP) a fost determinat prin metoda spectrofotometricd dupa
Folin-Ciocalteu. Intensitatea colorarii este proporfionald cu cantitatea totala de compusi
polifenolici prezenti In proba analizatd si s-a masurat la lungimea de unda de 760 nm [9].
Evaluarea continutului de fitosteroli a fost efectuatd conform metodei elaborate in cadrul
Laboratorului de biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” [10]. Intensitatea coloratiei este
direct proportionala cu concentratia de P-sitosteroli, masuratd la 500 nm. 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, pentru
analiza extractelor de TO [11].


http://www.zotero.org/

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 (r:=0.14, p=1.2) (tabelul 1). Cel mai scazut continut de flavonoizi a fost inregistrat in
cazul extractului pe DMSO (0.50+0.03 mg/mL). Cel mai scazut continut total de polifenoli
(CTP) a fost inregistrat la utilizarea etanolului de 80% (11.52+0.01 mg/mL) si DMSO
(13.88+0.13 mg/mL). Lider dupd continutul de CTP a fost extractul pe etanol de 50%
(38.00£1.02 mg/mL).

Evaluarea continutului de fitosteroli a permis de a stabili 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).

Cea mai inalta cantitate a acizilor hidroxicorici a fost inregistrata, in extractele pe etanol de
50% (48.80+£2.22 mg/mL), iar cea mai scazutd in cazul extractului pe etanol de 80% (4.96+0.39
mg/mL) si DMSO (11.40+0.06 mg/mL). Extractia acidului caftaric a fost mai productiva in cazul
etanolului de 50% (5.64+0.36 mg/mL), iar cresterea concentratiei etanolului 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).

Tabelul 1. Continutul substantelor biologic active in Taraxacum officinale

X+DS (mg/mL)
Suma . . .
Extractul
CTF CTP Fitosteroli acizilor Ac1d‘ ,‘Acu! Acid .
. .. caftaric cicoric clorogenic
hidroxicorici

FDMSO 0.50+0.03 | 13.88+0.13 | 0.38+0.01 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 | 0.110.001

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

RE(OH20 | 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 | 8.0040.93 | 0.74+0.01 | 5.34+0.41 | 0.65+0.05

FEtOHS0 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

REtOHS0 | 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 ng/L, FEtOH20 — 140,000 pg/L, FEtOH50 — 150,000 pg/L,
FEtOH80 — 40,000 pg/L, RDMSO — 145,000 ng/L, REtOH20 — 95,000 pg/L, REtOHS50 —
60,000 ng/L si REtOH80 — 50,000 pg/L.

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 minimad fiind inregistratd 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 eficientd 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 eficientd (1.07+£0.001 mg/mL). Extractia acidului caftaric a fost
mai eficientd la utilizarea etanolului de 50% (0.74+£0.01 mg/mL), cantititile minime fiind
inregistrate in extractele pe etanol de 80% (0.114+0.002 mg/mL) si DMSO (0.10+0.001 mg/mL).
Acidul cicoric a fost maxim extras la utilizarea etanolului de 50% (5.34+0.41 mg/mL), iar
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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 eficienta in etanol
de concentratie Tnaltd, 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
consideratd ca cea mai buna alegere.

4. INFLUENTA EXTRACTELOR DIN TARAXACUM OFFICINALE ASUPRA
SISTEMULUI ANTIOXIDANT ENZIMATIC SI HOMEOSTAZIEI
TIOL-DISULFIDICE

In cadrul acestui studiu am evaluat actiunea extractelor din TO asupra sistemului
antioxidant enzimatic (SOD, CAT, GPx, GST si GR), precum si continutului de grupari tiolice
totale si libere, glutationului total, precum si fractiilor sale, oxidati si redusa. In calitate de sursa
enzimaticd au servit eritrocitele persoanelor sandtoase. Determinarea activitatii superoxid
dismutazei (SOD) a fost efectuatd conform procedeelor descrise de dyoununa E.E. (1983) si
Paseirpaes A.B. (2006), in modificarea Tagadiuc et al. (2010) [12], a catalazei (CAT, pM/gHb)
— conform procedeului descris de Kopomntok et al. (1988), in modificatia noastrd [13], a glutation
peroxidazei (GPx) — conform procedeului descris de Kymunckuii et al. (2007), iIn modificarea
Tagadiuc et al. (2012) [14], a glutation S-transferazei (GST) — conform procedeului descris de
Habig W. H. si colab. (1974), in varianta modificatd de Tagadiuc et al. (2012) [15] si a glutation
reductazei (GR) a fost efectuatd conform metodei descrisd de Kynunckuii B. U. et al. (2009), in
modificarea lui Gudumac er al. [16]. Dozarea glutationului total a fost realizatd conform
procedeului descris de Akerboom et al. (1981), in modificarea propusa de Andronache et al
(2014) [17], a continutului de grupari tiolice ale proteinelor — conform procedeului de evaluare
descris de Ellman ez al. (1994) in modificatia lui Gudumac et al. (2012), pe lizat eritrocitar [18].

Influenta extractelor din TO asupra activitatii SOD (tabelul 2). Extractele TOF au
stimulat activitatea SOD. Activitatea cea mai Tnaltd a SOD (50.71+0.12 u/gHb) a fost inregistrata
dupa actiunea extractelor realizate pe etanol de 20% (+85.4%, p=0.05) fatd de control. Toate
extractele TOR au stimulat activitatea SOD statistic semnificativ. Cea mai impunatoare influenta
a fost inregistrata in cazul extractului pe DMSO (50.10+10.73 u/gHb, +83.9%, p=0.02), urmat de
extractul realizat pe etanol de 50% (27.26+1.81 u/gHb sau +54.9%, p=0.05).

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). Studiul de corelare nu a inregistrat asocieri statistic semnificative dintre
activitatea CAT si concentratia etanolului din extractele de TOF (r;=-0.33, p=0.11). Cea mai
impundtoare diminuare s-a determinat In urma actiunii extractului de TOR pe DMSO
(26.17£9.84 uM/gHb sau -42.3%, p=0.02). Activitatea CAT este invers proportionald la
concentratia etanolului utilizat pentru extractele TOR (r=-0.73, p=0.001).

Influenta extractelor din TO asupra activitiatii GPx. Extractele TOF preponderent
stimuleaza activitatea acestei enzime, cea mai Tnalta activitate GPx inregistrandu-se 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). Cea mai pronuntatd actiune stimulatorie
am determinat in cazul TOR pe etanol de 80% (221.97+6.37 uM/gHb sau +84%, p=0.05).
Studiul statistic a pus in evidentd o asociere medie, negativd dintre activitatea GPx si
concentratia etanolului utilizat in extractele TOF (r;=-0.52, p=0.02).

Actiunea extractelor din TO asupra activitatii GST. Toate extractele realizate din TO au
exercitat efecte stimulatorii. Cele mai promitdtoare actiuni au avut extractele TOF pe etanol de
80% (29.714+1.38 uM/gHb sau +160%, p=0.05) si cel ale TOR 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 uM/gHb; +10%, p=0.04).



Tabelul 2. Activitatea enzimelor sistemului antioxidant si markerilor homeostaziei tiol-disulfidice in raport cu concentratia compusilor chimici testati

Activitatea enzimatica (media)

Compusi chimici (mg/mL)

EXt(r;)c “ ™ sop CAT GPOx GST GR | crr | crp | Fitosteron | . A€ Acid | Acid Acid
(u/gHDb) (uM/gHb) | (uM/gHb) | (unM/gHb) | (nM/gHb) hidroxicorici | cicoric | clorogenic | caftaric
FDMSO 27.74 6.84 255.74 22.26 3141 0.5 13.9 0.38 11.4 8.16 0.29 1.48
FEtOH20 50.71 23.79 236.99 20.09 10.06 4.61 314 1.11 33.8 23.8 0.88 5.16
FEtOHS50 40.79 43.63 132.71 26.29 23.95 6.3 38 2.51 48.8 35 1.16 5.64
FEtOHS80 38.90 43.83 212.77 29.71 22.66 6.52 11.5 2.34 4.96 2.26 0.29 0.18
RDMSO 50.10 26.17 184.16 24.84 18.29 0.6 4.04 0.34 1.07 0.76 0.11 0.1
REtOH20 36.08 48.04 182.22 26.39 19.20 1.74 2 0.59 1.68 0.65 0.1 0.55
REtOHS50 42.23 41.88 141.07 23.32 20.42 0.96 | 4.86 0.44 8 5.34 0.65 0.74
REtOHS80 38.02 41.71 221.97 16.15 13.16 1.28 8.3 0.46 3.14 1.62 0.54 0.11
Extractul Marker (uM/gHb) Compusi c.h?mici (mg/m.L) . .
(B) | SHlibere | SN | Glutation | rop GSSG | CTF | CTP | Fitosteroli | . A4 | Add | Add | Acd
total total hidroxicorici | cicoric | clorogenic | caftaric
FDMSO 3.30 3.79 22.44 13.98 8.46 0.5 13.88 0.38 11.4 8.16 0.29 1.48
FEtOH20 3.24 3.47 18.98 10.88 8.11 4.61 31.4 1.11 33.8 23.8 0.88 5.16
FEtOHS50 3.05 3.26 23.35 14.62 8.73 6.3 38 2.51 48.8 35 1.16 5.64
FEtOHS80 3.02 3.15 28.40 18.01 10.39 6.52 | 11.52 2.34 4.96 2.26 0.29 0.18
RDMSO 3.23 3.53 17.34 13.32 4.02 0.6 4.04 0.34 1.07 0.76 0.11 0.1
REtOH20 3.58 3.72 33.95 28.03 5.92 1.74 2 0.59 1.68 0.65 0.1 0.55
REtOHS0 3.18 3.38 24.79 13.33 11.46 0.96 | 4.86 0.44 8 5.34 0.65 0.74
REtOHS0 3.08 3.24 30.93 20.41 10.52 1.28 8.3 0.46 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 actiunii extractelor
din TO. Concentratia extractelor: A) FDMSO — 110,000 pg/L, FEtOH20 — 140,000 ng/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 png/L; B) FEtOH20 — 140,000 png/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 pg/L.
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Studiul de corelatie a pus in evidentd o asociere foarte Tnaltd dintre activitatea GST si
concentratia etanolului din extractele de TOF (rs=0.94, p=0.0001) si una de grad rezonabil, inversa
dintre activitatea GST si concentratia etanolului utilizat in extractele TOR (r:=-0.59, p=0.01).

Influenta extractelor din TO asupra activititii GR. Extractele din frunze de TO au indeplinit
atat actiune stimulatorie, cat si inhibitorie, in functie de tipul si concentratia extractantului (tabelul
2). Efectul stimulator a atins apogeul in cazul extractelor pe etanol de 50% (23.95+2.19 uM/gHb sau
+34.7%, p=0.05) si 80% (22.66+0.47 uM/gHb sau +34.6%, p=0.05). Totodata actiune inhibitore s-a
determinat dupa utilizarea extractelor realizate pe etanol de concentratie joasa, de 20% (10.06+1.30
uM/gHb sau -50.4%, p=0.05). Activitatea GR s-a dovedit a fi dependentd de concentratia etanolului
utilizat in extractele TOF, inregistrand asocieri statistice foarte Tnalte (r;=0.81, p=0.0001).

Rédacinile de TO au demonstrat practic, o actiune inhibitorie univocd asupra activitatii GR
(tabelul 2). Cea mai puternicd influenta a fost depistatd in cazul extractului pe etanol de 50%
(20.42+0.001 uM/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 insd pragul statistic (p=0.51).
Eseurile statistice au pus in evidenta corelatii de talie rezonabila, negative dintre activitatea GR si
concentratia extractantului utilizat pentru TOR (rs=-0.49, p=0.03).

Influenta TO asupra continutului de grupuri SH. Extractele din TOF majoritar au diminuat
continutul de tioli (tabelul 2). 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% (3.2440.03 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 pronuntatd s-a determinat dupa 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 2).

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

Importanta concentratiei etanolului utilizat pentru extractii a fost raportatd prin valori
corelationale, negative, de putere medie (r;=-0.55, p=0.02) atét in cazul tiolilor liberi, cat si In cazul
tiolilor totali (r;=-0.65, p=0.004).

Influenta extractelor din rddacini 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 uM/gHb sau -17.5%, p=0.05) (tabelul 2). In cazul extractelor pe DMSO si etanol
de 80% rezultatele nu au fost statistic diferite comparativ cu proba martor.

Continutul total de grupe —SH s-a diminuat sub actiunea extractelor radiculare, cea mai
pronuntata diminuare fiind atestata in cazul extractelor pe etanol de 50% (3.38+0.17 uM/gHb sau -
19.7%, p=0.05) (tabelul 2). In cazul extractului pe DMSO s-a determinat de asemenea o diminuare
a continutului total de —SH, 1nsd aceste valori (3.53+0.18 uM/gHb sau -6.2%) nu au fost diferite
statistic de proba martor (p=0.15).

Similar extractelor din frunze, -SH liberi au constituit majoritatea din tiolii totali calculati in
cazul TOR. Dupa actiunea RDMSO acestia au reprezentat 91.4%, REtOH20 — 96.2%, REtOH50 —
93.9% si 94.9% 1n REtOHS0.

Concentratia etanolului utilizat ca extractant s-a dovedit a fi importanta 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 (r;=-0.55, p=0.02).

Actiunea extractelor din TO asupra continutului de glutation. Extractele din frunze au
modificat continutul de GSH intr-o manierd neomogena (tabelul 2). Componentii activi din
extractele realizate pe etanol de 50% (14.62+2.15 puM/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
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martor. In restul extractelor testate continutul de GSH s-a diminuat comparativ cu controlul, cele
mai evidente fiind efectele extractelor pe DMSO (13.984+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 2).
Trebuie de mentionat cd, in restul cazurilor rezultatele nu au fost statistic diferite comparativ cu
proba martor.

Calculele au pus in evidentd cd GSH constituie majoritatea in toate cazurile: FDMSO —
62.3%, FEtOH20 — 57.3%, FEtOHS50 — 62.6% si 63.4% in FEtOHS80, fara diferente statistice dintre
actiunile extractelor (figura 1).

Cresterea concentratiei etanolului s-a dovedit a fi importanta, determinind cresterea sinergica
atat a fractiei de glutation oxidat (r,=0.47, p=0.04), cét si a continutului total (r,=0.45, p=0.05). in
cazul GSSG valorile corelationale nu au atins pragul statistic scontat (r,=0.15, p=0.29).

FEtOHB0
FEtOH50
FEtOH20

FDMSO
REtOHZ0
REtOHS50

REtOH20

RDMSO

® Glutation total m GSH m GSSG

Figura 1. Modificarea nivelului formelor de glutation ca urmare a actiunii extractelor
din TO. Nota: rezultatele reprezinta mediile in pM/gHb

Analiza rezultatelor releva, ca extractele din radacini pot actiona atat in calitate de agenti de
oxidare, cit 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 pM/gHb sau +105.7%, p=0.05) (tabelul 2). 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 n cazul RDMSO nu au fost statistic diferite de proba martor. Concentratia de GSSG s-a
majorat, cea mai impresionantd 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
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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 2).

Analiza statistica ne-a permis sa concludem ca, GSH a constituit majoritatea din cantitatea de
glutation (figura 1). Astfel, dupa actiunea extractului radicular pe DMSO cota procentualda a GSH a
fost de 76.8%, dupa REtOH20 — 82.6%, REtOHS50 — 53.8% si 66% in cazul REtOHS0.

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

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

5.1 Material si metode. Determinarea activitdtii antiradicalice a extractelor obtinute din
Taraxacum officinale, a fost efectuata prin utilizarea radicalului cation ABTS * dupa Roberta Re et
al. [23]. In calitate de substante de referinta am utilizat Troloxul si Rutina. Activitatea de reducere a
probelor de studiu a fost evaluatd imediat (0 minute), si dupa 15 si 30 minute de incubare.
Determinarea capacitatii antioxidante (TAC) si masei totale a 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) [24,25]. Dozarea metabolitilor oxidului
nitric (NO) in probele de cercetat a fost efectuatd dupa deproteinizarea acestora conform
procedeului descris de Merensckas et al. (2005), in modificarea lui Gudumac et al. [18,26,27].
Pentru determinarea activitatii eNOS, initial s-a pregatit lizatul eritrocitar ce contine eNOS
(endothelial nitric oxide synthase) [28]. Cu reactivul Griess s-a determinat cantitatea metabolitului
oxidului nitric, nitritului. Cantitatea acestuia a servit drept mdsurd a activitdtii enzimatice. Calculul
a fost efectuat dupa curba de calibrare construitd in baza dilutiilor stoc de nitrit de sodiu de 10 mM,
exprimatd in uM/L ser sangvin. Aprecierea intensitatii reactiilor de oxidare cu radicali liberi in
probele de cercetat a fost efectuatd prin dozarea produsului final al peroxidarii lipidelor (DAM) in
conformitate cu procedeul descris de I'amaktuonoBa et al. (1998), in modificarea propusa de
Gudumac et al. (2012) [29].

5.2 Rezultatele evaluirii actiunii Taraxacum officinale asupra potentialului
antiradicalic, antioxidant total si markerilor stresului oxidativ. 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"
ng/L (91.93%, DS — 3.56, 95% Ii: 84.95-98.91), REtOH50 15,000 pg/L (91.81%, DS — 1.01, 95%
1i: 89.83-93.79), Trolox 3x10° ug/L (91.57%, DS — 3.43, 95% Ii: 84.85-98.29), REtOH50 30,000
ng/L (91.04%, DS — 2.1, 95% Ii: 86.92-95.16) si Rutina 3x10° pug/L (90.64%, DS — 2.05, 95% Ii:
86.62-94.66) (tabelul 3). 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° ug/L (1.78%, DS —0.25, 95% Ii: 1.29-2.27).

Dupa 30 minute de incubare, printre lideri in reducerea radicalului ABTS de rand cu Trolox si
Rutina au fost extractele radiculare REtOH50 7,500 ug/L (93.81%, DS — 1.18, 95% Ii: 91.5-96.12),
REtOHS50 15,000 pug/L (91.47%, DS — 1.77, 95% Ii: 88-94.94), RDMSO 72,500 pg/L (91.8%, DS —
2.19, 95% 1i: 87.51-96.09), REtOH50 30,000 pg/L (91.98%, DS — 1.86, 95% Ii: 88.33-95.63) si
RDMSO 36,250 pg/L (91.61%, DS — 0.16, 95% Ii: 91.30-91.92) (tabelul 3).

La analiza comparativa, per total cele mai efective extracte din TO, capabile sa concureze cu
substante de referintd, au fost REtOH50 la 30 minute si 7,500 pg/L (93.81%, DS — 1.18, 95% Ii:
91.5-96.12), precum si REtOHS0 15 minute 7,500 pg/L (93.51%, DS — 1.03, 95% Ii: 91.49-95.53).
Cele mai putin efective, de rand cu Troloxul si Rutina de asemenea au fost extractele radiculare pe
DMSO, etanol de 20% si 50%, la diverse intervale de timp de incubare (tabelul 3).
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Tabelul 3. Activitatea antiradicalici a extractelor din TO in functie de concentratia compusilor

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia = 8 2 2
Extractul TO . . . . = a % g § § < a < .é
(ugL) | Omin | 15min | 30min | Media = = :% S S 2 : 2E
h— = ° 1)
<] E :E )

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

27,500 70.28 69.20 62.52 67.33 0.07 1.91 0.05 0.78 0.56 0.02 0.1

13,750 75.63 77.29 78.52 77.14 0.03 0.95 0.03 0.39 0.28 0.01 0.05

6,875 84.95 83.91 82.11 83.66 0.02 0.48 0.01 0.2 0.14 0.005 0.03

3,438 86.81 89.74 88.08 88.21 0.01 0.24 0.01 0.1 0.07 0.002 0.01

1,719 41.41 69.67 81.69 64.26 0.004 0.12 0.003 0.05 0.04 0.001 0.01
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 4.17 0.15 0.9
35,000 88.84 85.92 83.57 86.11 0.81 5.5 2.96 2.96 2.08 0.08 0.45

17,500 90.48 89.01 87.36 88.95 0.4 2.75 1.48 1.48 1.04 0.04 0.23

8,750 89.78 87.27 85.08 87.38 0.2 1.37 0.74 0.74 0.52 0.02 0.11

4,375 89.54 89.32 88.00 88.95 0.1 0.69 0.37 0.37 0.26 0.01 0.06

2,188 66.90 87.41 84.23 79.51 0.05 0.34 0.18 0.18 0.13 0.005 0.03

1,094 25.10 47.64 58.87 43.87 0.03 0.17 0.09 0.09 0.07 0.002 0.01

FEtOHS50 75,000 72.44 34.15 10.71 39.1 2.36 14.25 0.94 9.15 6.56 0.22 1.06
37,500 79.90 49.04 12.23 47.06 1.18 7.13 0.47 4.58 3.28 0.11 0.53

18,750 82.90 59.13 44.00 62.01 0.59 3.56 0.24 2.29 1.64 0.05 0.26

9,375 83.78 64.80 30.64 59.74 0.3 1.78 0.12 1.14 0.82 0.03 0.13

4,688 87.09 71.96 39.00 66.02 0.15 0.89 0.06 0.57 0.41 0.01 0.07

14




Tabelul 3. Continuare

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia - k) i) o

Extractul TO - ) ) . 3 -9 % ‘S § E = .g < E
(ng/L) 0 min 15 min 30 min | Media 5 5 g g ’g S 2 %" 2 %

= = 2 3 °

=

FEtOHS0 2,344 86.41 68.71 33.06 62.72 0.07 0.45 0.03 0.29 0.21 0.01 0.03

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
10,000 56.58 50.27 53.08 53.31 0.33 0.58 0.12 0.12 0.06 0.01 0.004

5,000 73.48 70.61 74.99 73.03 0.16 0.29 0.06 0.06 0.03 0.004 0.002

2,500 68.08 75.40 79.63 74.37 0.08 0.14 0.03 0.03 0.01 0.002 0.001

1,250 45.66 83.67 87.61 72.31 0.04 0.07 0.01 0.02 0.01 0.001 0.001
625 24.27 54.54 62.23 47.01 0.02 0.04 0.01 0.01 0.004 | 0.0004 | 0.0003
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

36,250 66.87 91.90 91.61 83.46 0.11 0.73 0.06 0.1 0.07 0.01 0.01

18,125 46.31 82.07 90.45 72.94 0.05 0.37 0.03 0.05 0.03 0.005 0.004

9,063 28.64 55.99 63.76 49.46 0.03 0.18 0.02 0.02 0.02 0.002 0.002

4,531 12.47 29.40 35.68 25.85 0.01 0.09 0.01 0.01 0.01 0.001 0.001

2,266 7.53 9.71 14.54 10.59 0.01 0.05 0.004 0.01 0.004 0.001 0.001
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

23,750 75.74 88.48 87.74 83.98 0.21 0.24 0.1 0.1 0.04 0.01 0.03

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 3. Continuare

Inhibitia ABTS (%) Compusi chimici (mg/mL)
Dilutia = 8 2 2

Extractul TO - - - . = a g 5 § § < g:)n = .;_é
(ug/L) 0 min 15 min 30 min | Media 5 5 :% 2 § ° 28 2 g

= = 2 3 ©

=

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
2,969 4.51 2.13 27.59 11.41 0.03 0.03 0.01 0.01 0.005 0.001 0.004

1,484 6.04 5.65 8.69 6.79 0.01 0.01 0.01 0.01 0.002 0.0004 0.002

742 1.89 20.20 3.71 8.6 0.01 0.01 0.003 0.003 0.001 0.0002 0.001

REtOHS50 30,000 91.04 91.93 91.98 91.65 0.14 0.73 0.07 0.6 0.4 0.05 0.06
15,000 91.81 92.01 91.47 91.76 0.07 0.36 0.03 0.3 0.2 0.02 0.03

7,500 72.11 93.51 93.81 86.47 0.04 0.18 0.02 0.15 0.1 0.01 0.01

3,750 36.60 69.90 80.43 62.31 0.02 0.09 0.01 0.07 0.05 0.01 0.01

1,875 17.97 38.30 48.45 34.91 0.01 0.05 0.004 0.04 0.03 0.003 0.003

938 4.68 5.46 5.53 5.22 0.005 0.02 0.002 0.02 0.01 0.002 0.002

469 3.13 1.63 3.12 2.63 0.002 0.01 0.001 0.01 0.01 0.001 0.001

REtOHS80 25,000 48.89 43.33 42.15 44.79 0.16 1.04 0.06 0.2 0.1 0.03 0.01
12,500 62.83 54.15 51.84 56.28 0.08 0.52 0.03 0.1 0.05 0.02 0.003

6,250 74.51 77.36 76.19 76.02 0.04 0.26 0.01 0.05 0.03 0.01 0.002

3,125 47.61 83.29 83.01 71.3 0.02 0.13 0.01 0.02 0.01 0.004 0.001
1,563 35.63 72.36 80.82 62.94 0.01 0.06 0.004 0.01 0.01 0.002 0.0004
781 18.74 42.38 48.36 36.5 0.005 0.03 0.002 0.01 0.003 0.001 0.0002
391 6.35 11.67 12.68 10.23 0.003 0.02 0.001 0.003 0.002 0.001 0.0001

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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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 (r=-0.57, p=0.001) si 30 (r=-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).

Potentialul antioxidant total al extractelor din TO. Influenta extractelor din TO asupra
capacitdtii 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 4).

In cazul TOR, extractele pe bazi de alcool etilic de 20% (12.16+0.21 sau +4.2%) si 80%
(12.80+0.24 sau +0.5%) au stimulat capacitatea TAC comparativ cu proba martor (tabelul 4). Opus,
valoarea TAC a diminuat sub influenta extractelor din radacind pe DMSO (12.49+0.47 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 i1n evidentd asocieri pozitive puternice, statistic
semnificative (r;=0.85, p=0.001).

Actiunea extractelor din TO asupra masei substantelor antioxidante (MSA). Extractele din
frunze majoritar au indus cresterea MSA (tabelul 4). 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).

Tabelul 4. 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
Acid
clorogenic
Acid caftaric

Acizi
hidroxicorici
Acid cicoric

FDMSO 13.16 | 1.75 | 7.51 0.5 |13.88] 038 | 11.4 | 816 | 0.29 | 1.48
FEtOH20 | 12.70 | 1.75 | 7.27 | 4.61 | 314 | 1.11 | 33.8 | 23.8 | 0.88 | 5.16
FEtOH50 | 12.73 | 1.68 | 7.56 6.3 38 | 2.51 | 488 35 1.16 | 5.64
FEtOH80 | 13.10 | 1.67 | 7.87 | 6.52 |11.52| 234 | 496 | 2.26 | 0.29 | 0.18
RDMSO 12.49 | 1.65 | 7.57 0.6 4.04 | 034 | 1.07 | 0.76 | 0.11 | 0.1
REtOH20 | 12.16 | 1.65 | 7.35 1.74 2 059 | 1.68 | 0.65 | 0.1 | 0.55
REtOH50 | 1246 | 1.69 | 7.38 | 0.96 | 4.86 | 0.44 8 534 | 0.65 | 0.74
REtOH80 | 12.80 | 1.67 | 7.68 | 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, REtOHS50 — 60,000 pg/L si REtOH80 —
50,000 pg/L.

Extractele din radacini s-au dovedit a fi efective, actiunea asupra MSA fiind dependentd 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 4). In cazul
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celorlalte extracte s-a determinat diminuarea valorilor MSA comparativ cu proba martor, valori
statistic diferite fatd 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.

Influenta extractelor din TO asupra activitatii medii a antioxidantilor (AMA). Nu au fost
atestate modificari statistic veridice comparativ cu martorul AMA la actiunea extractelor TOF
(tabelul 4). Concentratia extractantului s-a dovedit a avea influenta asupra AMA, stabilind asocieri
pozitive, statistic veridice (r:=0.51, p=0.02).

Evaluand actiunea TOR asupra AMA am stabilit cd, activitatea medie a antioxidantilor a
crescut Tn majoritatea cazurilor (tabelul 4). Cea mai mare crestere, a activitdtii medii a
antioxidantilor, statistic veridica s-a atestat in urma actiunii extractului etanolic de 20% (7.35+0.10
sau +3%). Activitatea AMA s-a dovedit a fi dependentd de concentratia etanolului utilizat in studiu,
stabilind asocieri pozitive (rs=0.69, p=0.002).

Rezultatul actiunii extractelor din Taraxacum officinale asupra markerilor stresului
oxidativ. Influenta extractelor din TO asupra DAM. Evaluarea statistica a rezultatelor a evidentiat,
ca extractul din frunze pe DMSO a scdzut considerabil nivelul de DAM 0.81+0.00 uM/gHb, ceea ce
a reprezentat -8.1% fatd de control (p=0.05) (tabelul 5). Extractul pe etanol de 50% (0.83+0.00
uM/gHb sau -3.6% fatd de control, p=0.05) a fost unicul extract etanolic din frunze, care a diminuat
concentratia de DAM. Ambele extracte mentionate au produs modificari ce au atins pragul statistic
propus (p<0.05).

Tabelul 5. Valoarea markerilor stresului oxidativ in raport de nivelul compusilor chimici testati

Marker Compusi chimici (mg/mL)
= | =2 2| .
~ 2 = = o | T = 2 2| § | £
Extractul | 5 = S ~ 20 = g = - A S | § g ¥ | 5
< =2 % § £ + 80 = 2 |SE| T 3 s
aZ| » = S S | 8= © o S|l€el = | | =
2 O I | on Z > = = = >} = 5
1 2| 2 SR

FDMSO | 0.81 298| 1.75 | 1.33 | 1.32 0.5 | 13.88 1038 |11.4|8.16|0.29 | 1.48

w
S
)

FEtOH20 | 0.70 | 2.15| 1.84 | 1.02 | 1.87 | 2.86 | 4.61 | 31.4 | 1.11|33.8|23.8|0.885.16

FEtOH50 | 0.83 {3.63 | 1.87 | 135 | 1.41 | 3.22 | 6.3 38 | 2.51 488 | 35 | 1.16 | 5.64

FEtOHR0 | 0.88 | 2.77 | 1.51 | 1.28 | 1.18 | 2.79 | 6.52 | 11.52 | 2.34 | 4.96 | 2.26 | 0.29 | 0.18

RDMSO |0.75|2.57| 1.84 | 092 | 2.07 | 276 | 0.6 | 4.04 | 0.34|1.07|0.76 | 0.11 | 0.1

REtOH20 | 0.97 | 2.52 | 2.05 | 1.10 | 1.87 | 3.15 | 1.74| 2 0.59 | 1.68|0.65| 0.1 |0.55

REtOH50 | 0.97 | 3.24 | 1.72 | 136 | 1.26 | 3.08 [ 096 | 486 [ 044 | 8 |534|0.65]0.74

REtOHS80 | 092 | 2.81 | 1.70 | 1.51 | 1.18 | 3.21 | 1.28 | 83 |0.46|3.14|1.62|0.54|0.11

Notia: 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, FEtOHS50 — 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 pg/L.

Cresterea continutului de DAM a fost determinata in urma actiunii extractelor TOF realizate pe
etanol de 80% (+9.6%) la un p=0.05. In cazul tuturor extractelor din TOR au fost inregistrate valori
crescute de DAM, toate atingand pragul statistic scontat.

Actiunea extractelor din TO asupra metabolitilor oxidului nitric (NO). Extractele TOF
realizate pe etanol de 80% si pe DMSO au diminuat considerabil nivelul de NO;™ fatd de control, cu
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-19.5% (p=0.05) si respectiv -13.7% (p=0.05) (tabelul 5). Cresterea concentratiei etanolului a
corelat negativ cu continutul de nitriti (r;=-0.6, p=0.009).Toate extractele din TOR analizate au
diminuat continutul de NO,™ comparativ cu controlul. In cazul extractelor pe DMSO (1.84+0.10 sau
-3.2%), etanol de 20% (2.05+£0.04 sau -12%) si 50% (1.72+0.02 sau -15.2%) valorile au fost
statistic diferite fatd de control (p=0.02, p=0.05, p=0.05). Concentratia etanolului a dovedit asocieri
negative cu continutul de nitriti (rs=-0.57, p=0.013).

Concentratia de nitrati (NO3") a crescut abundent si statistic semnificativ ca urmare a actiunii
extractelor din frunzele de TO 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) st DMSO (1.33%0.11 sau +26.7%, p=0.05) (tabelul 5). Spre deosebire de nitriti,
continutul nitratilor s-a dovedit a fi direct dependent de concentratia etanolului (r=0.67, p=0.003).
Extractele din radacinile de TO 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) si in cazul radacinilor determinandu-se o corelatie pozitiva
dintre continutul de nitrati si concentratia etanolului (rs=0.74, p=0.001).

La actiunea TOF concentratia sumard NO, +NO;3 a crescut ca urmare a actiunii tuturor
extractelor, totusi, valori statistic semnificative au fost determinate doar in cazul extractelor
etanolice 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)
s1 80% (2.79+0.03 sau +7.7%, p=0.05). La evaluarea continutul sumar de NO, + NOj;™ ca urmare a
actiunii TOR s-a stabilit ca, influenta radicinilor a fost una neomogena.Efectul stimulator al
radacinilor asupra continutul sumar de NO, si NOs a fost depistat in cazul extractelor pe etanol de
80% (3.2120.04 sau +22.4%, p=0.05). In restul cazurilor diferentele cu probele martor nu au atins
valori statistic veridice. Continutul sumar al nitritilor si nitratilor a prezentat corelatii pozitive cu
concentratia etanolului (r:=0.56, p=0.01).

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). Acest raport a manifestat asocieri
negative, statistic veridice cu concentratia etanolului (rs=-0.6, p=0.001). TOF au diminuat raportul
dintre nitriti si nitrati statistic semnificativ sub actiunea tuturor extractelor etanolice (20% —
1.87£0.20 sau -40.3%,; 50% - 1.26+0.03 sau -37.5%; 80% — 1.18+0.33 sau -47.7%; p=0.05 in toate
cazurile). In cazul radicinilor raportul dintre nitriti si nitrati a prezentat asocieri negative, statistic
veridice cu concentratia etanolului (r:=-0.87, p=0.0001).

Evaluarea actiunii TO asupra activititii nitric oxid sintazei (eNOS). Activitatea eNOS
creste urmare a influentei extractelor din TOF, realizate pe etanol de 50% (3.63+0.20 sau +28.6%,
p=0.05) si DMSO (2.9840.07 sau +19.2%, p=0.05) si scade dupa actiunea extractului de 20%
(2.15+0.06 sau -9.8%, p=0.05). Activitatea a fost moderat dependentd de concentratia etanolului
(r=0.45, p=0.05). Activitatea eNOS la actiunea TOR s-a majorat urmare a actiunii extractelor
etanolice de 50% (3.24+0.05 sau+29.6%, p=0.05) si pe DMSO (2.57+0.12 sau +7.7%, p=0.04). in
cazul radacinilor activitatea eNOS de asemenea a fost dependentd de concentratia etanolului
(rs=0.74, p=0.0001).

6. ACTIUNEA EXTRACTELOR DIN TARAXACUM OFFICINALE ASUPRA
VIABILITATII CELULARE

6.1 Material si metode. Investigarea activitdtii 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. Activitatile biologice ale compusilor
testati (extractele de TO) au fost comparate cu activitatea antitumorala a Doxorubicinei ((7S, 9S)-7-
[(2R, 4S, 5S, 6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi-6,9,11-trihidroxi-9-(2-hidroxiacetil)-4-
metoxi-8,10-dihidro-7H-tetracen-5,12-dione sau Doxo) in calitate de compus de referinti. Inainte
de utilizare, solutiile stoc de Doxo (de 10° s1 54,000 pg/L) au fost diluate in dependenta de eseul

experimental, cu mediu de cultura celulara sau cu solutie fiziologica la concentratiile necesare.
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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° ug/L, diluati ulterior succesiv de 7 ori (tabelul 6). 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 concentratiei medicamentului in cauza a dus la sporirea viabilitatii celulelor tumorale,
rezultate sustinute prin testul de corelare (r=-0.67, p=0.000). Concentratia medie inhibitoare in
cazul Doxo a fost echivalenta cu 49.76 pug/L.

Actiunea TOF. In cazul extractului foliar pe DMSO, cea mai promititoare actiune
antitumorala a fost determinati la concentratia de 110,000 pg/L (58.85%, DS — 9, 95% II: 39.35-
78.35) (tabelul 6). 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).
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). Aseminitor extractelor
precedente, la utilizarea frunzelor de TO pe etanol de 80%, cea mai promititoare activitate
antitumoralad s-a depistat la concentratia maxima, de 40,000 pg/L (44.98%, DS — 5.21, 95% i
34.77-55.19). 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).

Actiunea TOR. Cea mai promitatoare actiune antitumorald in cazul extractelor radiculare pe
DMSO a fost stabilitd la concentratia de 145,000 pg/L (72.04%, DS — 2.7, 95% Ii: 66.75-77.33)
(tabelul 6). In cazul extractului etanolic de 20%, inhibarea cea mai evidenti a viabilitatii tumorale
de pana la 76.81% (DS — 6.11, 95% II: 64.83-88.79) a fost stabilitd la utilizarea extractului de
95,000 pg/L. La utilizarea extractului etanolic de 50%, cea mai pronuntata activitate inhibitorie s-a
determinat la concentratia de 60,000 pg/L (84.86%, DS — 1.61, 95% Ii: 81.70-88.02). in cazul
etanolului de concentratie maxima, 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). Importanta
concentratiel extractantului a fost sustinutd prin stabilirea asocierilor negative, dintre concentratia
etanolului utilizat in experiment si viabilitatea tumorii (r:=-0.30, p=0.004).

La aranjarea extractelor si substantelor de referintd dupa activitatea antitumorald (concentratie
— viabilitate) am stabilit, cd Doxo este al 12-ea, dupa extractele din TO: FEtOHS50 (150,000 ng/L —
36.60%) — FEtOH80 (40,000 ng/L — 44.98%) — RetOH&0 (50,000 ng/L —48.61%) — FEtOHS80 (320
ng/L —51.75%) — FEtOHS80 (8,000 ug/L — 51.90%) — FEtOHS80 (1,600 pg/L — 52.55%) — FEtOH80
(64 pg/L — 53.73%) — FDMSO (110,000 pg/L — 58.85%) — FDMSO (22,000 pg/L — 68.80%) —
FEtOH80 (12,8 pg/L — 69.02%) — REtOH80 (10,000 pg/L — 69.26%) — Doxo100 (100,000 ng/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 ng/L (97.40%).

La compararea valorilor ICsy am stabilit cd, cea mai mica dozd medie inhibitoare a fost in
cazul extractului foliar pe etanol de 80% (4.36 pg/L), iar cea mai Tnalta in cazul extractului din
frunze pe etanol de 50% (70.99 ug/L).

Metoda cu Resazurind. Actiunea Doxo. 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 inalta
concentratie.

Actiunea TOF. O diminuare drastica 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% i 2.84-9.46)
(tabelul 6). In cazul extractului din frunze pe etanol de 20%, cea mai pronuntati 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).
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Tabelul 6. Activitatea antitumorala a extractelor din TO in functie de concentratia compusilor

MTT Resazurini Compusi chimici (mg*10° /mL)
Extractul Dilutia » : 3
(ng/L) Viabilitatea = - 2 = SE3| =t Te2 | EE
(Media) 3 3 £ | S55| 28 | E£8 | &<
= = S © 5
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 99.74 0.1 0.6 0.09 0.6 0.02 0.02 0.4
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Tabelul 6. Continuare

MTT Resazurini Compusi chimici (mg*10° /mL)
Extractul Dilutia = . = o
(ng/L) Viabilitatea = = o) SZE < § = §n ==
. A7 Q = I O 3 9 =
(Media) Q &) § < E S < g < E < “5
= )
FEtOHS50 150,000 36.6 79.96 9,450 57,000 8,460 73,200 1,746 1,746 52,500
FEtOHS50 30,000 74.09 88.02 1,890 11,400 753 14,640 10,500 349.2 1,692
FEtOHS50 6,000 85.77 84.83 378 2,280 150.6 2,928 2,100 09.8 338.4
FEtOH50 1,200 89.84 88.69 75.6 456 30.1 585.6 420 14 67.7
FEtOHS50 240 91.53 97.76 15.1 91.2 6 117.1 84 2.8 13.5
FEtOHS50 48 89.5 95.11 3 18.2 1.2 23.4 16.8 0.6 2.7
FEtOHS50 96 91.52 97.67 6 36.5 24 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
FEtOHS0 40,000 44.98 26.39 2,608 4,608 936 1,984 904 114.4 70.4
FEtOHS0 8,000 51.9 75.19 521.6 921.6 187.2 396.8 180.8 229 14.1
FEtOH80 1,600 52.55 78.71 104.3 184.3 374 79.4 36.2 4.6 2.8
FEtOHS0 320 51.75 81.15 20.9 36.9 7.5 15.9 7.2 0.9 0.6
FEtOHS0 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

22




Tabelul 6. Continuare

Compusi chimici (mg#10° /mL)

MTT Resazurina

Dilutia — o

Extractul TO = = 2 2 'g
(ug/L) Viabilitatea = = 5 S 2 T g -

. 7 o ® v A=) 3]

(Media) &) &) £ < ¢ o= < 5 -
RDMSO 145,000 72.04 16.42 870 5,858 493 1,557.3 1,096.2 159.5 139.2
RDMSO 29,000 92.7 34.64 174 1,171.6 98.6 311.5 219.2 31.9 27.8
RDMSO 5,800 90.76 66.84 34.8 2343 19.7 62.3 438 6.4 5.6
RDMSO 1,160 92.47 81.15 7 46.9 39 12.5 8.8 1.3 1.1
RDMSO 232 93.95 83.08 1.4 94 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 04 0.1 0.04
RDMSO 9.28 96.22 89.44 0.1 04 0.03 0.1 0.1 0.01 0.01
RDMSO 1.856 974 94.01 0.01 0.1 0.01 0.02 0.01 0.002 0.002
REtOH20 95,000 76.81 65.32 1653 1900 560.5 1596 615.6 98.8 524.4
REtOH20 19,000 86.85 58.34 330.6 380 112.1 319.2 123.1 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 49 0.8 4.2
REtOH20 512 91.11 68.09 8.9 10.2 3 8.6 33 0.5 2.8
REtOH20 304 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 0.02 0.01 0.001 0.01
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Tabelul 6. Continuare

MTT Resazurini Compusi chimici (mg*10° /mL)

Dilutia = )

Extractul TO 5 = é 2 5
(ng/L) Viabilitatea = = ) g .g 2 2% &

(Media) O ® e < g < < £ <

= E < S 2
REtOHS50 60,000 84.86 10.83 576 2,916 264 4,797.6 3,206.4 388.8 446.4
REtOHS50 12,000 87.51 70.55 115.2 583.2 52.8 959.5 641.3 77.8 89.3
REtOHS50 2,400 90.49 74.34 23 116.6 10.6 191.9 128.3 15.6 17.9
REtOHS50 480 91.01 77.95 4.6 23.3 2.1 38.4 25.7 3.1 3.6
REtOHS50 96 92.45 75.38 0.9 4.7 0.4 7.7 5.1 0.6 5.1

REtOHS50 19.2 94.76 76.67 0.2 0.9 0.1 1.5 1 0.1 1
REtOHS50 3.84 96.04 86.41 0.04 0.2 0.02 0.3 0.2 0.02 0.2
REtOHS50 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
REtOHS80 10,000 69.26 61.59 128 830 46 314 162 53.8 162
REtOHS80 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 5.1 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
REtOHS80 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 i maxime a activitatii
extractelor din TO.
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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. Pentru extractul din frunze pe etanol
de 80%, cea mai pronuntata actiune antitumorala s-a determinat la concentratia de 40,000 ng/L,
viabilitatea celulelor diminuand la 26.39% (DS — 5.33, 95% Ii: 15.94-36.84). Cresterea
concentratiei etanolului a avut un efect semnificativ, negativ asupra viabilitatii celulare (ry=-0.28,
p=0.03).

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). La utilizarea extractelor radiculare pe etanol de 20%, inhibarea cea mai
marcantd a viabilitdtii tumorale s-a determinat nu la concentratia maxima, de 95,000 pg/L
(65.32%, DS — 2.34, 95% Ii: 60.73-69.91), insa la dilutia a doua, echivalentda cu 19,000 pg/L
(58.34%, DS — 0.04, 95% Ii: 58.26-58.42). In cazul extractului realizat in etanol de 50%, cea mai
pronuntatd inhibare a viabilitatii tumorale s-a determinat la concentratia de 60,000 ng/L
(10.83%, DS — 2.85, 95% Ii: 5.24-16.42). La utilizarea etanolului de 80% in calitate de
extractant, am determinat cd cea mai pronuntatd supresie a viabilitdtii tumorale are loc la
utilizarea concentratiei de 50,000 ug/L (37.6%, DS — 1.82, 95% Ii: 34.03-41.17). Concentratia
etanolului utilizat n calitate de extractant s-a dovedit a fi importanta, determinand asocieri
pozitive, statistic veridice cu viabilitatea tumorii (r;=0.24, p=0.05).
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CONCLUZII GENERALE

Taraxacum officinale reprezintd o sursd valoroasd de compusi biologic activi (flavonoizi,
polifenoli si fitosteroli) continutul cdrora depinde de partea componentd a plantei, tipul si
concentratia extractantului. Continutul cel mai inalt al compusilor mentionati a fost
determinat in extractele din frunzele plantei pe solutie de etanol de 50% si 80%.

Extractele din Taraxacum officinale exercita activitate de atenuare a stresului
oxidativ/nitrosativ conditionata de potentialul antiradicalic comparabil cu cel al Troloxulului
si Rutinei si influenta selectiva (stimulare sau inhibare) asupra activitatii eNOS si producerii
NO, ce moduleaza intentistatea peroxidarii lipidelor relevata de variatiile nivleului DAM.

Extractele din Taraxacum officinale denotd actiune modulatoare asupra capacitatii
antioxidante manifestatd 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 activitdtii medii a
antioxidantilor.

Extractele din Taraxacum officinale poseda activitate antitumorald in vitro fata de celulele de
gliom uman U-251 MG conditionatd 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 (Metoda cu Resazurina).

Actiunile manifestate de Taraxacum officinale depind de organul plantei, tipul si concentratia
extractantului, iar la utilizare 1n calitate de agent de reducere si de timpul de actiune a
extractului.

RECOMANDARI PRACTICE

Se recomanda de a:

descrie detaliat arealul de crestere al Taraxacum officinale, perioada de recoltare, organele
anatomice, extractantii de diversa 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;

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

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 clinica, farmacognozie si botanicd farmaceutica.
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