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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui

extract acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F.H.
Wigg., cu activitate biologica, utilizat intratamentul afec-
tiunilor orale. Procedeul, conform inventiei, consta in
macinarea Usnealichen sub forma de pulbere, extractia
pulberii cu acetona, timp de 8 h, la temperatura de
70°C, intr-o instalatie de refluxare continua de tip
Soxhlet, dupa care extractul acetonic se supune inde-
partarii solventului intr-un evaporator rotativ, rezultand
un extract acetonic uscat cu un continut de acid usnic
de 16,53+1,08, stabil in timpul conservarii. Extractul

acetonic uscat are actiune antitumorala pe carcinomul
lingual cu celule scuamoase CAL 27, prin scaderea
proteinelor totale, apoptoza celulelor tumorale si
cresterea activitatii enzimelor antioxidante, precum si
actiune antibacteriana asupra speciilor patogene de tip
Staphylococus aureus si Pseudomonas aeruginosa,
intens patogene si cu rezistentd consacratad fatd de
multe antibiotice.
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I. Introducere

OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTH §1 MARCH
Cerere de brevet de inventie

Qola 0(08

Data depozn

Inventia de fata se refera la extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg., la
procedeul de obtinere al acestuia, si 1a demonstrarea activitatilor biologice ale acestuia in vederea
utilizarii in tratamentul afectiunilor orale.

Cancerul reprezinta o clasa eterogend de afectiuni, caracterizate prin diviziunea necontrolatd a
celulelor §i abilitatea acestora de a invada, din aproape in aproape, tesuturile din vecinatate si de a
metastaza, pe cale limfaticd sau hematogena, loco-regional sau la distantd, in alte tesuturi si organe;
are o incidenfd globala estimati la 6 milioane de cazuri pe an, fiind a doua cauzi majorad de deces,
dupi bolile cardiovasculare. Este cunoscut faptul cd majoritatea chimioterapicelor de sinteza utilizate
in prezent in terapia antitumorala dezvolta in timp rezistenta si prezintd toxicitate neselectiva impotriva
celulelor normale; aceste efectele secundare, cumulate cu reactiile adverse si cu multiplele interactiuni
medicamentoase, constituie dezavantajele majore ale chimioterapicelor .

O alta problemd de interes medical mondial o constituie aparitia rezistentei bacteriilor patogene
la antibioticele uzuale; acest fenomen a impus realizarea de cercetari ample pentru descoperirea unor
noi structuri cu efect antibacterian. in acest scop, echipe complexe de cercetitori studiazi mecanismele
de aparitfie a rezistentei la antibiotice, urmarind, in acelasi timp, noi modalitdti de obtinere a unor
remedii naturale alternative, cu actiune antibacteriana.

Asadar, obtinerea de noi medicamente antibacteriene §i antitumorale rimane o provocare
clinicd majora. n acest context, plantele reprezinti o sursi valoroasi de compusi naturali biologic
activi, iar cercetiirile se indreaptd cétre utilizarea lor in terapia antiinfecfioasd si anticanceroasa
[Newman, D., Cragg, GM, J. Nat. Prod., 2012; 23 : 311-335, Mondal S, Bandyopadhyay S, Ghosh
MK, Mukhopadhyay S, Roy S, Mandal C.. Anti-cancer agents in med chem 2012; 12: 49-75.];
constituentii izolati pot fi utili ca agenti terapeutici alternativi sau, ca nuclee de bazi pentru noi
produse de sintezi, cu activitate sporitd gi / sau toxicitate redusa.

in categoria plantelor care prezinti remarcabile proprietiti antitumorale, si antibacteriene si
antioxidante se regasesc si lichenii [Mitrovié, T., Stamenkovié, S., Cvetkovié, V.. et al., Biologica
Nyssana, 2011; 2(1): 1-6]. Acestia constituie un grup unic in lumea plantelor §i, in acelasi timp, sunt
cele mai raspandite organisme simbionte din naturd, habitind mai mult de 8% din suprafata terestra a
pamantului [Rankovi¢, B., Edition: Springer International Publishing, 2015; ISBN: 978-3-319-13374-
4]. Un reprezentant important al lichenilor este genul Usnea Dill. ex. Adans., cu peste 350 specii
raspandite pe intreaga suprafata a globului; in literatura de specialitate imternationala accesata se arata
clar, faptul ca numeroase specii apartinand acestui gen, sunt utilizate in medicina traditionali de mii
de ani, in tratarea diferitelor afectiuni [Prateeksha, G., Paliya, B.S., Bajpai, R.. et al., RSC Adv., 2016;
6: 21672 —21696]. In Catalog of lichens in Romania, 1998, sunt mentionate 31 specii ale genului
Usnea Dill.ex Adans care habiteaza in tara noastra; dintre toate, Usnea barbata (L.) F.H. Wigg.
prezinta aria cea mai larga de raspandire.

Usnea barbata (1..) F. H. Wigg prezinté o parte dintre constituentii chimici ai genului Usnea
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Dill.ex.Adans.. Din categoria metabolitilor primari, aceastd specie confine polizaharide (lichenan,
izolichenan), acizi grasi (oleic, linoleic, arahidonic), aminoacizi esentiali, vitamine, caroteni
[Rankovié, B., Edition: Springer International Publishing, 2015; ISBN: 978-3-319-13374-4]. Prin
tehnica UHPLC-ESI-OT-MS-MS, in Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. s-au izolat urmitoarele grupe de
metaboliti secundari [Salgado, F., Albornoz, L., Cortéz, C., Stashenko, E. et al., Molecules, 2018 ;
23(1): 54): depside: acid barbatolic, acid thamnolic, acid haemathamnolic, acid lecanoric, acid
gyrophoric acid, acid diffractaic, methyl-8-hydroxy-4-O-acid divaricatic, acid barbatic, acid sekikaic,
acid 8-hydroxybarbatic , atranorin si chloroatranorin; depsidone: acid salazinic, acid connorstictic,
acid siphulellic, acid galbanic, acid norstictic, acid a-acetylconstictic, acid stictic, acid lobaric; lipide:
acid tetrahydroxyeicosanoic, acid tetrahydroxydocosanoic acid tetrahydroxytricosanoic, acid
tetrahydroxydocosanoic, acid tetrahydroxyhexacosanoic, acid nonahydroxyoctacosanoic  acid
heptahydroxytricosatrienoic; difenil-eteri: acid B-alectoronic; dibenzofurani: acid usnic.

Aplicatiile fiterapeutice moderne pentru Usnea barbata (L.)F . H.Wigg. se bazeazi pe istoricul
utilizarii sale in medicina traditionala, pe cercetérile fitochimice ample si pe studiile farmacologice.
Astfel, in Germania, Usnea barbata (L.)F.H.Wigg figureaza in monografiile Comisiei Europene si se
administreazd pe cale orald, sub formd de comprimate, in inflamatii ugoare ale mucoasei buco-
faringiene. (BAnz, 1998). In Statele Unite ale Americii, extractul etanolic din Usnea barbata
(L.)F.H.Wigg, administrat sub forma de picaturi, se utilizeazi in tratamentul infectiilor bacteriene
respiratorii $i urinare [Hobbs, C. , Usnea: The Herbal Antibiotic. Capitola, CA: Botanica Press, 1986].
De asemenea, Usnea barbata (L.) F. H. Wigg este inclusd in Farmacopeea homeopata din Statele Unite
(HPUS) ca medicament OTC, sub forma de tincturd 1:10 (w / v), in 65% v / v alcool, si este utilizatd
in homeopatie ca remediu eficient in cefaleea congestivd si in caz de insolatie [The Homeopathic
Pharmacopoeia of the United States (HPUS), 1992].

Degsi extractele de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. au fost utilizate de mii de ani in medicina
traditionald, existd in prezent pufine studii stiinfifice privind potentialul lor terapeutic. Acidul usnic
are structura dibenzofuranica si este mentionat in literatura de specialitate accesata ca fiind responsabil
de marea majoritate a activitatilor biologice ale lichenilor din genul Usnea (fig.1).

II. Obtinerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen
Material si metoda

Pentru obtinerea extractului uscat, Usneae lichen a fost macinat sub forma de pulbere §i
mentinut timp de 8 ore cu acetona, la 70°C, intr-o instalatie de refluxare continui de tip Soxhlet. Dupa
finalizarea refluxdrii, pentru evaporarea solventului s-a folosit evaporatorul rotativ TURBOVAP 500
Caliper; extractul acetonic uscat a fost transferat intr-un vas de sticld cu capac etang §i pastrat la
congelator, la o temperatura mai micé de -20° C, péna la procesarea ulterioara.
Avantaje

Solventul folosit la extractie are un pret de cost redus; in acetona solubilitatea acidului usnic si
in general, a metabolitilor secundari lichenici este mare, asigurand o buna extractie a componentilor
cu actiune biologica iar instalatia necesara este relativ simpla.

Rezultate
Din 100 g Usneae lichen s-au obtinut 7,97 g extract uscat; acesta are o consistentd pastoasi,
coloratie verde-bruna, miros acetonic puternic §i gust iute.
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I11. Analiza EUB prin UHPLC
Material si metodd

Identificarea si determinarea continutului de acid usnic a fost efectuati prin metoda UHPLC, cu
urmatoarele caracteristici:

= aparatura: UHPLC Perkin-Elmer FLEXAR, pompa binard, detector PDA plus, compartiment
termostatic pentru coloani, sistem de degazare, autosempler [19].

= conditii de lucru : coloana C18, 150 mm / 4,6 mm; 5 pum (Perkin-Elmer); faza mobild intr-un
sistem izocratic: metanol: apa: acid acetic glacial = 80: 15: 5; detectie: UV = 282 nm; debit =
1,5 ml / min; temperatura in compartimentul coloanei = 25 ° C; volumul injectiei = 20 pl;
timpul de analiza: 6 minute.

# esantion de analizd: EUB solubilizat in dimetilsulfoxid (DMSO) in concentratie de 0,2%, si
apoi diluat 1 la 50 mL.

Solubilizarea in DMSO a fost realizatd deoarece acetona nu este un solvent adecvat pentru analiza
UHPLC (absoarbe puternic §i deformeazi picul solutiei de analizat); de asemenea, in vederea studiilor
pe culturi celulare, DMSO, spre deosebire de acetona, nu este toxic celular la concentratiile folosite in
cercetarile citologice. Substanta de referinta: acid usnic in DMSO la concentratii de 10, 20, 50, 100,
200 pg / mL, cu care a fost trasatd curba de calibrare (y = 4.84629E + 04x - 4.01679E + 04; r*:
0.999877). Urmatorii parametri au fost evaluati pentru validarea metodei: specificitate, acuratete,
repetabilitate, precizie, limitd de detectie (LOD) si limitd de cuantificare (LOQ).

Linearitatea metodei a fost verificata prin metoda celor mai mici pétrate, pe zona 10 pg / mL -
200 pg / mL, pentru o valoare de R?2> 0,99 [*** EMEA, ICH Topic Q 2 (R1)/ CPMP/ICH/381/95,
1995, p.13]. Identificarea si cuantificarea acidului usnic a avut la baza substanta de referintd pentru
care timpul de retentie (RT) a fost determinat la 3,66 + 0,05 min.

Rezultate

Proba de analizat are un peak la timpul de retentie (RT) = 3,70 minute; identificarea acidului
usnic s-a realizat pe baza substantei de referinti (acid usnic).

Metoda este reproductibila cu R? = 0.999877; acuratetea este de 2,26%; precizia metodei,
calculati ca repetabilitate la concentratia de 100 ppm, este de 1,16%; limita de detectie (LOD) este de
0,1 ug / mL. Limita de cuantificare (LOQ) este de 0,2 ug /mL cu un “zgomot” = 14:1 .

Determinarea UHPLC s-a realizat pe trei dilutii din solutia 0,2% extract uscat de Usneae lichen
inDMSO: 11a10,11a205si1 la 50.

Confinutul de acid usnic determinat este de 16.53% + 1.08.

In cromatogramele solutiilor diluate s-a observat si prezenta altor compusi organici, incd
neidentificafi, care potenteazd efectul terapeutic al extractului uscat (fig.2.).

IV.Evaluarea activitatii citotoxice a extractului uscat de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. pe
Artemia salina L.

In studiul de fata s-a evaluat efectul citotoxic al extractului acetonic uscat de Usneae lichen pe
larvele de Artemia salina L.[Dvotak P., Zddrsky M., Betiova K., Interdisc Toxicol., 2009; 2: 45-47].
Aceastd metoda reprezintd un biotest de screening preliminar, eficient, rapid si ieftin pentru compusii
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citotoxici; in timp, aplicabilitatea ei s-a extins si la extractele din plante, pentru a facilita evaluarea
fitocomponentilor activi biologic.

Avantaje: necesitd cantititi mici de substante, iar utilizarea tehnologiei microplacilor faciliteaza
testarea unui numar mare de probe si dilutii.

Ipoteza de lucru: constituentii chimici existenti in EUB au actiune citotoxicd, care ar putea provoca
moartea naupliilor de Artemia salina L. In primele 24-48 h, dupa eclozare, larvele trec prin etape
succesive de crestere. Ca urmare, modificari citologice importante, asociate cu diviziunea si
diferentiarea celulara, pot fi urmarite sub influenta constituientilor extractului.

Scopul studiului: evaluarea preliminari a potentialului citotoxic al extractului uscat de Usneae lichen
pe Artemia salina L.

Material si metodd

Acest studiu preliminar de citotoxicitate s-a realizat pe naupliile de Artemia salina L. S-au
utilizat pldci cu godeuri, in fiecare godeu introducandu-se céate 10 - 20 nauplii, care au fost puse in
contact cu 6 dilutii succesive (C1-C6) ale extractului uscat de Usneae lichen (EUB).

Pentru control, au fost urmarite naupliile de Artemia salina L. in solutia salind 3% $i in solventul
in care a fost solubilizat extractul uscat de Usneae lichen (DMSO 0.1% , 100 pl/mL). Cuantificarea
efectelor s-a realizat prin evaluarea nivelului de supravietuire al naupliilor de Artemia salina L., in
conditiile expunerii la concentratii diferite de extract uscat de Usneae lichen in DMSO 0.1%, timp de
24-72 h.

La nivel microscopic, au fost efectuate observatii asupra larvelor vii, pentru a evidentia
modificarile celulare asociate cu citotoxicitatea posibild a extractului.

Rezultate

Dupi 24 ore de contact al larvelor de Artemia salina L. s-au evaluat si numdrat larvele moarte

pentru fiecare din cele 4 repetiri T1-T4., Valorile obfinute sunt sintetizate in fig. 3.

Studiile statistice au aritat ca existi o corelatie pozitiva inaltd (R?=0,9269) intre concentratia
EUB si mortalitatea naupliilor (fig. 3.).

Testul Probit indica efecte letale semnificative la valori mai mari de 100 pg/mL, LD50 fiind
aproximat la valoarea de 164, 92 pg/mL (fig. 4.). Mortalitati ce semnifica toxicitate moderata au fost
inregistrate si la concentratii mai mici respectiv intre 30-70 pL/mL.

Rezultatele arata cd intensitatea efectului citotoxic este direct proportionald cu concentratia EUB.

V. Evaluarea actiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din Usneae lichen pe carcinomul
lingual cu celule scuamoase, CAL 27 (ATCC® CRL-2095™)

In literatura de specialitate accesata exista date cu privire la actiunea antitumorala a extractelor
de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg si a altor specii de licheni din genul Usrea Dill.ex.Adans., precum si
a acidului usnic [Kasimogullari SC, Oran S, Ari F, Ulukaya E, Aztopal N, Sarimahmut M, et al. Turk
J Biol 2014; 38: 940-947., Dincsoy, AB, Cansaran-Duman, D, Turk J Biol., 2017; 41: 484-493].

De asemenea, rezultatele din studiul anterior au evidentiat actiunea citotoxici a extractului
uscat de Usneae lichen pe naupliile de Artemia salina L. Astfel, urmitorul pas al cercetirii a fost
evaluarea actiunii antitumorale a extractului studiat, pe carcinomul lingual cu celule scuamoase CAL
27, datorita faptului cd mai mult de 90% din cancerele orale au origine epiteliali si sunt numite
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carcinoame cu celule scuamoase orale (OSCC). Limba i plangeul bucal sunt cele mai frecvente
localiziri ale acestor tipuri de carcinoame [El-Naggar AK, Chan J, Grandis JR, Takata T, Slootweg
PJ., WHO Classification of Head and Neck Tumours. Lyon: International Agency for Research on
Cancer (IARC); 2017].

Linia celulara tumorald CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) a fost stabilizati in 1982 de citre J.
Gioanni (Centrul Antoine Lacassagne, Nisa Cedex, Fran{a) din tesut prelevat inainte de tratament de
la un barbat caucazian in varsti de 56 de ani, cu o leziune in zona mediana a limbii. Celulele CAL 27
sunt celule epiteliale de formd poligonald, avand ca particularitate distinctd citoplasma intens
granulati. Aceasti linie celulari a fost utilizata pe scara larga pentru a obtine carcinomul oral cu celule
scuamoase (OSCC) pentru studiile in vitro si in vivo, fiind consideratd reprezentativa pentru studiul
acestui tip de neoplazie. Celulele scuamoase carcinomatoase (CSC) din linia celulard CAL 27 sunt
responsabile de rata de mutiplicare crescutd, rezistenta la tratament, plasticitatea fenotipica, precum si
de invazivitatea §i capacitatea metastatici [***ATCC, Product Sheet CAL 27 (ATCC®
CRL—2095™)].

Ipoteza de lucru: extractul uscat de Usneae lichen are actiune antitumorald pe carcinomul lingual cu
celule scuamoase.

Scopul studiului: evaluarea actiunii antitumorale in functie de concentratia extractului si de timpul de
expunere §i determinarea mecanismelor posibile prin care se produce moartea celulelor tumorale
CAL 27. Toate evaluarile au fost repoetate de 3 ori, pentru verificarea repetabilitatii rezultatelor
obtinute.

Pregitirea materialului de lucru

Kitul de celule CAL 27 este un produs furnizat de American Type Culture Collection (ATCC)
si a fost achizitionat de la distribuitorul autorizat LGC Standards GmbH — Germany. La nivel mondial,
ATCC este considerat, cel mai important furnizor de resurse biologice si standarde de materiale
biologice, oferind o colectie extinsa de produse si servicii fabricate in conformitate cu certificarea si
acreditarea ISO. Celulele liniei tumorale umane CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) sunt reprezentate de
celule epiteliale scuamoase izolate din carcinomul lingual; au fost crescute intr-un mediu special -
Dulbecco modificat (DMEM, Biochrom AG, Germania care confine 10% ser fetal bovin (Sigma,
Germania), 100 pg/ml streptomicina (Biochrom AG, Germania), 100 Ul/ml penicilind (Biochrom AG,
Germania) [***ATCC, Product Sheet CAL 27 (ATCC® CRL—-2095™)],

Acestea au fost mentinute intr-un microclimat particular, la temperatura de 37 grade Celsius,
in conditiile unui mediu cu 5% COz si umiditate optima, intr-un incubator Binder.

Dupa 24 de ore de la incubare, monostratul celular format a fost detasat cu o solutie de tripsini
in EDTA; celulele au fost numarate cu ajutorul unui numérator automat de celule (CelometerMini-
Nexcelom), evaludndu-se in acelasi timp si viabilitatea celulara, prin utilizarea testului de excluziune
cu albastru de tripan. Din placile cu culturi celulare desprinse s-a prelevat o cantitate micd de produs
si s-a repartizat pe o lama cu godeuri, peste care s-a adaudat o picétura de solutie de albastru de tripan,
care coloreaza celulele moarte. Apoi, s-au adaugat 20 microlitri din amestecul din godeu intr-una din
camerele dispozitivului de numarat §i ulterior acesta s-a introdus in celometru. Celometrul Mini-
Nexcelom utilizeaza imagini pe cAmp luminos si un software specific de recunoastere a modelelor
celulare, cu scopul de a identifica rapid si precis si de a numara celulele vii si celulele moarte; astfel,
numarul celulelor vii §i moarte, concentratia, diametrul si viabilitatea% au fost calculate automat i
afisate.

Celulele din plicile initiale au fost repartizate in 2 placi cu 96 godeuri (TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Elvetia) cu densitate celulara medie de 8 x 103 celule/godeu (figura I11.3.)
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apoi au fost incubate in aceleasi conditii de temperatura si umiditate in incubatorul Binder timp de 24
ore pentru formarea monostratului celular.

O parte din extractul uscat de Usneae lichen (EUB) a fost scos din congelator (-85°C) si lasat la
temperatura camerei; s-a dizolvat extractul uscat in dimetilsulfoxid (DMSO) solutie apoasa 0.2%
obtinidndu-se o solutie-stoc de concentratie 2 mg/ml. S-au realizat apoi urmitoarele concentratii finale
exprimate in pg/mL: 12.5, 25, 50, 100, 200 si 400 pg/mL .

Dupa aplicarea pe cele 2 plici a celor sase solutii diluate din extractul uscat de Usneae lichen ,
celulele din plicile cu godeuri au fost termostatate timp de 24 si respectiv 48 ore. A fost realizatd o
variantd martor netratata, precum §i o variantd cu DMSO 0,2%, pentru a observa influenta solventului
asupra viabilitétii celulare.

Evaluarea actiunii citotoxice s-a realizat prin determinarea modificarilor morfologice ale
celulelor CAL 27 si prin metoda MTT, de determinare a viabilitatii celulare.

V.1. Determinarea modificirilor morfologice

Modificarile morfologice ale celulelor CAL 27, dupa contactul cu concentratii diferite de EUB
(12.5- 400pg/ml), au fost detectate cu obiectivul 10x, la microscopul cu lumina inversata (NIKON
Eclipse TS100), iar imaginile au fost obtinute cu ajutorul camerei foto digitale NIKON.

Rezultate

Morfologia celulelor se modificd in functie de varsta culturii celulare, durata de expunere si
concentratia de EUB folositd. Dupa cum reiese din fig. 5. in momentul realizarii efective a loturilor
experimentale, celulele au un aspect globulos si nu aderd de substrat, fiind in migcare browniana in
mediul de cultura.

Studiul celulelor de control (in DMSO 0,2%) a indicat cd aceste celule au o morfologie normala
si sunt aderente la substrat (fig. 5. B).

Studiul morfologic al celulelor expuse la extract de EUB a ardtat faptul ca celulele CAL27
au prezentat diferite grade de modificdri morfologice, dupd cum urmeazd: pierderea aderentei
celulare, contractia membranei, formarea pliurilor celulare anormale, fragmentarea celulard,
reducerea densitdtii celulelor vii (fig.5., C-D §i 6., E-H )

V.2. Determinarea viabilititii celulare prin metoda MTT

Material si metoda
Principiul metodei: Metoda colorimetrici cu bromurd de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)- 2,5-
difeniltetrazoliu (MTT), modificatd dupd Mosmann, 1983 si Laville et al., 2004, are la baza capacitatea
dehidrogenazelor mitocondriale din celulele vii de a converti substratul hidrosolubil galben (MTT) in
formazan, de culoare albastru inchis, insolubil in apa; cantitatea de formazan produsa este direct
proportionald cu numarul de celule vii.

Aceastd metodd cantitativa, sensibild si foarte precisd, evalueazi efectul solutiilor testate asupra
viabilitatii celulare; ea se preteazd foarte bine pentru culturile celulare care cresc aderente pe substrat,
permitand procesarea unui numar mare de probe, absorbtiile inregistrate convertindu-se in numar de

celule pe baza unor curbe standard construite cu dilutii cunoscute de probe. Dupa expirarea perioadei
6
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de incubare, in prezenta substantelor de testat, culturilor de celule li s-a inlocuit mediul de incubare cu
100 puL de mediu proaspit, peste care s-a addugat 10 pL dintr-o solufie de MTT 5 mg/mL; a urmat o
incubare la 37 grade Celsius timp de 3 ore, la incubatorul Binder, moment in care culoarea vireaza
catre galben-portocaliu (fig. 7).

Dupi trecerea timpului de incubare, s-au indepartat 90 pl. din amestec, iar precipitatul de
formazan format s-a dizolvat in 100 pL solutie de DMSO; s-a ldsat la termostat 10 min pentru
dizolvarea formazanului, care a dobandit nuante de violet (fig.7., B).

Screening-ul in vitro a vizat §1 contactul de 48 de ore cu extractul uscat din Usneae lichen,
intrucét, unele lucrari din literatura de specialitate mentioneaza evaluarea efectului antitumoral dupa
un contact de 48 si chiar de 72 de ore, pentru a surprinde persistenfa in timp a efectului citotoxic indus
de extractele obtinute din diferite specii de licheni asupra culturilor celulare [Kasimogullari SC, Oran
S, Ari F, Ulukaya E, Aztopal N, Sarimahmut M, et al. Turk J Biol 2014; 38: 940-947.]

Rezultate

Contactul de 48 de ore a celulelor neoplazice CAL 27 cu extractul acetonic uscat din Usneae
lichen a urmat un trend asemandtor ca sens i amplitudine cu cel determinat de cel de 24 de ore (fig.
8., 9.). Se constati, comparativ cu martorul, interferenta minima a EUB cu viabilitatea celular3, in
intervalul de concentratii 12,5-50 pg/mL inclusiv, inregistrindu-se un efect citotoxic redus, mai mic
de 10%. Se observa scdderi ugoare ale viabilitdtii celulare in cazul concentratiilor de 100 gi 200 pg/mL,
care corespund unor efecte citotoxice nesemnificative, de 11,5% si respectiv 38,4% ( calcul: martor
100 — viabilitate 61.6 = citotoxicitate 38.4) (fig 8.)

O reali §i semnificativa diminuare a viabilitatii celulelor tumorale CAL 27 s-a instalat sub actiunea
extractului uscat de Usneae lichen. 1a doza de 400 pg/ml, corespunzitoare unui efect citotoxic de 62%.

Activitatea citotoxicd a extractului uscat de Usneae lichen a fost evaluata §i prin prisma valorii
IC50 ; IC50 semnificad doza la care 50% din celulele din culturd mor consecutiv la contactul cu diferite
concentratii ale soluiilor testate (fig. 9). Cea mai intensi activitate citotoxica s-a manifestat la
contactul de 24 de ore - IC50 = 232,17 ng/mL, comparativ cu cel de 48 de ore - IC50 = 310,67
ug/mL, dupd cum este ilustrat in fig. 9. ‘

in ambele intervale de timp de contact s-a remarcat efectul non-citotoxic al solventului (DMSO
0,2%) folosit pentru dizolvarea EUB, asupra celulelor CAL 27 ( fig.6, 8); pe aceasta observatie se
bazeaza concluzia ci citotoxicitatea calculati este generatd exclusiv de EUB.

S-a observat in studiul de fad, faptul ci efectul citotoxic maxim este indus la concentratia de 400
ug/mL dupa 24 ore, respectiv 66,6%, valoare care se mentine aproximativ constanta i dupi 48 de ore
(62%). Acest proces este datorat probabil, faptului ca celulele afectate isi refac structurile proprii dupa
care intrd in diviziune, sau datoritd diviziunii haotice a celulelor tumorale neafectate.

Rezultatele arata ca citotoxicitatea EUB pe celulele CAL 27 este direct proportionala cu
concentratia extractului.

Urmatorul pas a fost demonstrarea mecanismelor prin care se produce moartea celulelor
tumorale: scaderea proteinelor totale, apoptoza celulelor CAL 27 si stimularea activitatii enzimelor
antioxidante, ca urmare a stresului oxidativ generat de EUB in celulele CAL 27.
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V.3. Dozarea proteinelor totale prin metoda Bradford

Moartea celulelor tumorale este reald si, s-a incercat elucidarea mecanismelor prin care se
produce acest fenomen. Dat fiind faptul ca proteinele sunt elemente fundamentale mentinerii vietii, se
apreciaza ca scéderea cantitafii proteinelor totale conduce la moartea celulara. Pornind de la aceste
considerente, ipoteza de lucru a acestui subcapitol este ca aplicarea diferitelor concentratii de EUB
genereazd moartea celulelor tumorale CAL 27 prin acest mecanism.

Material si metodd

Principiul metodei: In mediu putemic acid, colorantul Coomassie Brilliant Blue G (CBBG), se
regaseste in 3 forme: in forma cationicé total protonatd, rosie, cu un maxim al absorbantei in jurul
valorii de 465 nm; in forma de culoare verde, cu un maxim al absorbantei la 650 nm; in forma anionica
de culoare albastra, cu un maxim al absorbantei la 590 nm, intr-o mai mica masura (fig. 10).

Dintre formele ionice ale colorantului, doar forma anionicd se leaga la proteine la nivelul
resturilor de lizind §i arginind incarcate pozitiv, formand un complex de culoare albastrd. Concomitent
cu formarea complexului albastru are loc o modificare a capacitafii maxime de absorbtie de 1a 465 nm
la 595 nm (fig. 10.) [Aminian M., Nabatchian F., Vaisi-Raygani A., Torabi M. Analytical
Biochemistry, 2013; 434(2): 287-291].

Rezultate
Rezultatele privind variatia continulului de proteine solubile in celulele CAL 27, dupa contactul
cu diferite concentratii de EUB sunt prezentate in fig. 11.

Analizand aceste rezultate se observd cd la concentratia de 100 pg/ml EUB, cantitatea de
proteine solubile din celulele tumorale CAL 27 este asemandtoare valorii inregistrate la martor.

In schimb, la doza maximd testati (400 Hug/ml), continutul proteic a scazut semnificativ, fiind
de aproape 3 ori mai mic comparativ cu martorul, dovedindu-se astfel efectul citotoxic al EUB
testat.

V.4. Evaluarea apoptozei celulare prin tehnica citometriei in flux

Material si metodd

Principiul metodei: Apoptoza sau moartea celulard programata este un proces fiziologic normal.
Unul dintre evenimentele anterioare apoptozei este translocarea fosfatidilserinei (PS) membranare din
interiorul membranei plasmatice catre suprafatd. De asemenea, apoptoza este caracterizatd printr-un
numar de fenomene intracelulare, cum ar fi: formarea de vezicule pe suprafaja membranei celulare,
condensarea cromatinei §i fragmentarea ADN-ului nuclear. lodura de propidiu(PI) este utilizatd pentru
diferentierea celulelor moarte de cele vii, permitdind de asemenea separarea dintre celulele
preapoptotice §i apoptotice in combinatie cu Anexina V; aceasta este o proteini de legare a
fosfolipidelor dependentd de Ca?*, cu afinitate ridicatd pentru PS [Vermes I, Haanen C.,
Reutelingsperger,C., ] Inmunol Methods, 2000; 243, 167-190]. Anexina V marcati cu fluorocrom este
utilizatd pentru detectarea PS expusé la suprafaja membranei celulare cu ajutorul citometriei in flux.
Conjugarea dintre Anexina V i fluoresceind (FITC - Fluorescein isothiocyanat) faciliteaza
cuantificarea rapida a celulelor apoptotice marcate fluorescent. La inceputul procesului de apoptoza,
fosfatidilserina (PS) devine expusad pe suprafata celulard prin trecerea de pe partea internd spre cea
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externi a membranei citoplasmatice. Acest eveniment este considerat a fi important pentru
recunoagterea celulelor supuse apoptozei de citre macrofage - care au receptori specifici pentru
fosfatidilserina, permifdnd astfel initierea rapida a procesului de fagocitoza.

Apoptoza celulard a fost investigata dupa de 6 si 24 de ore de contact cu EUB prin testul cu
anexind V-FITC si iodura de propidiu (PI).

Determinarea apoptozei prin utilizarea Anexinei V-FITC si a iodurii de propidiu are la baza
afinitatea puternicd a Anexinei V pentru reziduurile de fosfatidilserind (in mod normal, ascunse in
membrana plasmatic#) de la suprafata membranei celulare.

Etape de lucru:

Pentru evaluarea apoptozei celulare s-au folosit celulele cultivate in placi cu 24 godeuri si o
densitate de 50.000 celule/godeu.

Dupi 24 de ore de la incubare si formarea monostratului celular s-a aplicat extractul acetonic de
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. in DMSO 0.2%, in doze de 100 pg/ml i, respectiv, 200 pg/ml, timpul
de contact fiind de 6 ore si 24 ore. Ulterior, s-a realizat prelucrarea celulelor in vederea evaludrii
rezultatelor, utilizand kit-ul eBioscience™ Annexin V-FITC Apoptosis Detection [Pozarowski P.,
Grabarek J., Darzynkiewicz Z., Current Protocols in Cytometry, (Hoboken, NJ, USA: John Wiley &
Sons, Inc.), 2003; Chapter 7, Unit 7.19.].

Interpretarea rezultatelor:

Rezultatele au fost interpretate pe baza reactivititii celulare la iodura de propidiu si la complexul
anexina V-FITC, astfel:

» celulele care au fost negative la iodurd de propidiu (PI) si negative la Anexina V, sunt

considerate sdndtoase,

= celulele negative la PI si pozitive la Anexina V sunt considerate apoptotice,

= celulele pozitive pentru PI i Anexina V sunt considerate necrotice.

Analiza apoptozei a fost efectuati cu citometrul in flux QuantaS Beckman Coulter Cell, echipat
cu un laser de 488 nm; fluorescenta a fost evaluati la lungimi de unda diferite: 525 nm (FL 1) pentru
FITC si 670 nm (FL 3) pentru PL

Toate datele au fost exportate ca figiere de imagine LMD si analizate prin software FCSalyzer
Version 0.9.17-alpha ( aplicafie pentru prelucrarea datelor furnizate de flow-citometru ). Toate studiile
pe celulele tumorale CAL 27 au fost efectuate pe baza a trei repetitii §i au fost analizate statistic cu
ajutorul testului "t" Student [Cann A.J., Jon Willey & Sons Ltd.2002].

Rezultate

Evaluarea procesului de apoptozi a fost realizati 1a 6 ore §i respectiv 24 ore de la momentul
contactului celulelor CAL 27 cu cele 2 solutii EUB. Datele obtinute sunt reprezentate in fig. 12, 13.
in fig. 12. se regisesc citogramele inregistrate la determinarea apoptozei prin tehnica citometriei in
flux pe celulele CAL 27, dupa 6 si 24 ore de contact cu solutii EUB - la concentratii de 100 pg/mL
si respectiv 200 pg/mL.

Rezultatele prezentului studiu aratd cd extractul acetonic uscat de Usneae lichen induce apoptoza
celulelor direct proportional cu concentratia solutiei utilizate si cu timpul de expunere.

V. 5. Evaluarea actiunii EUB asupra activititii enzimelor antioxidante din celulele tumorale
CAL 27

in studiul de fata s-a urmarit evaluarea actiunii extractului acetonic uscat de Usneae lichen, in
vitro, asupra enzimelor antioxidante din celulele tumorale CAL 27.
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Ipoteza de lucru: extractul acetonic uscat de Usneae lichen are actiune de stimulare a enzimelor
antioxidante din celulele CAL 27, datorita stresului oxidativ intens indus in celulele tumorale de catre
EUB.
Scopul studiului: determinarea activitafii principalelor enzime antioxidante din celulele CAL 27 :
SOD, CAT si POD si evaluarea nivelului de stimulare a acestora de cétre extractul uscat de Usneae
lichen, in contextul efectului citotoxic exercitat de EUB pe celulele tumorale §i in corelatie cu
concentrafia extractului si cu timpul de contact.
Material §i metoda
V.5.1. Determinarea activititii superoxid-dismutazei
Principiul metodei: Activitatea superoxiddismutazei (SOD) se determind pe baza capacitatii enzimei
de a inhiba reducerea Nitro Blue Tetrazoliului (NBT) de citre radicalii superoxid generati in mediul
de reactie prin fotoreducerea riboflavinei.
Gradul de inhibitie produs de enzimi in conditii standard s-a estimat prin determinarea extinctiilor
probei i martorului la 562 nm, fata de apa distilatd.[ Artenie V., Ungureanu E., Negurd Anca Mihaela,
2008; Editura Pim, lasi: 97-99, 100-102, 108-110.]
V.5.2. Determinarea spectrofotometricd a activitdtii catalazei

Principiul metodei: Catalaza (CAT) este lasatd si actioneze asupra apei oxigenate o perioada fixa
de timp, dupa care enzima este inactivati prin addugarea unui amestec de bicromat de potasiu — acid
acetic. [Artenie V., Ungureanu E., Negurd Anca Mihaela, 2008; Editura Pim, lasi: 97-99, 100-102,
108-110.] Cantitatea de apd oxigenatd, rimasa nedescompusa dupa stoparea actiunii catalazei, reduce
in mediul acid bicromatul de potasiu la acetat cromic, care a putut fi determinat spectrofotometric la
570 nm. Realizand diferenta intre cantitatea initiald i cea finald de apd oxigenatd din mediul de reactie,
s-a calculat cantitatea de apa oxigenatd descompusa de catalaza.
V.5.3. Determinarea activitifii peroxidazei

Principiul metodei: Metoda se bazeazé pe masurarea intensitatii culorii produsului de oxidare a
orto-dianisidinei cu ajutorul apei oxigenate, sub actiunea peroxidazei (POD), la lungimea de unda de
562 nm. [Artenie V., Ungureanu E., Negurd Anca Mihaela, 2008; Editura Pim, lasi: 97-99, 100-102,
108-110.]
Rezultate

Rezultatele evaludrii activitdtii SOD, exprimata In unititi SOD/g proteind, se regisesc in fig. 14.
Se remarca o stimulare ugoara a activititii SOD de citre EUB, valorile inregistrate la 100 pg/mL si la
400 pg/mL fiind foarte apropiate $i de aproximativ 1,25 ori mai mari fatd de martor.

Urmdrirea reactivitdtii catalazice la tratamentul cu extractul lichenic a condus la inregistrarea
unor rezultate evidentiate in fig. 15. Se remarcé diferente semnificative la stimularea CAT, la cele 2
concentrafii de EUB, comparativ cu martorul: la 100 pg/mL, aceasta este de aproximativ 1,5 ori mai
mare, in timp ce, la 400 pg/mL, ativitatatea de stimulare a crescut de aproape 4 ori.

Interferenta extractului acetonic de Usneae lichen cu peroxidaza (POD) din celulele canceroase
CAL 27 a fost urmata de o activare enzimatici ridicatd, aproape dubli - la doza de 100 pg/mL si de
peste 2 ori mai mare - in cazul dozei de 400 pg/mL, comparativ cu martorul (fig. 16.).

Analizind rezultatele obfinute se observd ci extractele de EUB luate in lucru - 100 ug/mL
respectiv 400 ug/mL, stimuleazd slab activitatea SOD, iar valorile corespunzétoare actiunii solutiilor
EUB folosite sunt foarte apropiate. fn cazul activititii CAT, stimularea este semnificativa, valorile
difera foarte mult - atét intre cele 2 concentratii de EUB, cét §i in comparatie cu martorul. Stimularea
activitdtii POD este semnificativd la actiunea EUB 100 pg/mL fatd de martor, cresterea de 4 ori a
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concentratieci EUB avind in acest caz o influenjd mai redusid. Fiind enzime antioxidante care
neutralizeaza radicalii liberi ai oxigenului (SRO), activitatea lor creste atunci cind nivelul SRO atinge
valori mari, instalandu-se starea de stres oxidativ.

S-a analizat efectul EUB pe enzimele antioxidante, in strinséd legaturd cu citotoxicitatea sa pe
celulele CAL 27 si cu influenta sa asupra concentrafiei de proteine totale din celulele CAL 27,
determindri realizate in cadrul aceluiagi studiu (subcapitolele I11.4. si II1.5.). Astfel, la 24 ore de
contact, citotoxicitatea EUB 100 pg/mL este de 11.5% iar cea a EUB 400 pg/mL de 66.6% (IC50 =
232,17 ug/mL); la 48 ore, valorile citotoxicititii inregistrate sunt apropiate, dar usor mai mici decét
cele inregistrate la 24 ore - EUB 400 pg/mL are citotoxicitate 62% (IC 50 = 310,67 pg/mL). Tot la
EUB 400ug/mL si valoarea proteinelor totale s-a diminuat cel mai mult.

V1. Evaluarea actiunii antibacteriene a extractelor de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg.
pe specii de bacterii izolate din produsele biologice recoltate din oro-faringe si zonele invecinate

Material si metoda

Principiul metodei:  Metoda antibiogramei difuzimetrice se bazeaza pe existenta unei relatii de
directd proportionalitate intre sensibilitatea bacteriilor testate si marimea ariei de inhibitie a coloniei
bacteriene dezvoltate in jurul comprimatului de antibiotic.

Aceastd metoda standard a fost adaptaté la specificul studiului de fata, inlocuind comprimatul de
antibiotic cu un disc de hartie de filtru cu diametru egal cu al acestuia, impregnat cn diferitele extracte
de Usneae lichen utilizate [Cansaran, D. et al. Z. Naturforsch., 2006; 61(c): 773-776]. S-au luat in
studiu produse biologice prelevate din cavitatea oro-dentari si faringiana: exsudatul faringian, puroiul
din punga parodontald, dentina ramolita din caria dentar3, exsudatul nazal si secretia otica (conductul
auditiv si fosele nazale au rapoarte de vecindtate cu cavitatea oro-faringiani). Tulpinile bacteriene au
fost izolate dupa cum urmeaza: Staphylococcus epidermidis si Staphylococcus aureus din secretia
otica, Streptococcus intermedius §i Streptococcus oralis din caria dentara, Pseudomonas aeruginosa
din exsudatul faringian al unui pacient imunodeprimat, iar Esherichia coli din exsudatul nazal.
Identificarea acestora din produsele biologice recoltate s-a realizat in sistemul APL
Tehnica de lucru

Pe suprafetele uscate ale mediilor de culturd Muller-Hinton s-au insimantat uniform suspensiile
bacteriene in ser fiziologic, cu turbiditate 0.5 Mac Farland, si ulterior s-au aplicat discurile de hartie
de filtru sterild, saturate in extractele de Usneae lichen testate. Cantitatea de extract aplicati pe fiecare
disc a fost de 10 uL. Tinand cont ci etanolul si acetona au efecte antibacteriene proprii, dupa saturarea
discurilor de hartie de filtru sterild cu extractele corespunzitoare, rondelele au fost ldsate 15 secunde
pentru evaporarea solventului, finainte de aplicarea pe suprafata mediilor cu tulpinile bacteriene
testate. Ulterior, placile Petri au fost incubate timp de 24 de ore 1a 37 °C, iar la finalul acestei perioade
s-a trecut la citirea rezultatelor.

Citirea §i exprimarea rezultatelor

Citirea rezultatelor s-a realizat prin masurarea diametrului zonelor de inhibitie in milimetri,
pentru fiecare bacterie testati si pentru fiecare tip de extract luat in lucru.

Exprimarea rezultatelor obtinute s-a efectuat utilizand calificativele ,,sensibil ”, ,, intermediar” i
., rezistent” fata de actiunea extractelor de Usneae lichen testate.

Rezultate
Rezultatele obtinute in urma evaluérii actiunii antibacteriene a extractelor acetonice, etanolice
si apoase din Usnea barbata L. sunt sintetizate in fig. 17., in care S1-S6 reprezinti extractele de Usnea
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barbata (L.)F.H.Wigg testate: S1 — extract acetonic 20%, S2 - extract acetonic 5% , S4 - extract
etanolic 20%, S6 — extract apos 20%; S3 — extractul acetonic 5% si S5 — extractul etanolic 5% - sunt
preparate cu aproximativ 1 an in urma si utilizate in determindrile preliminare.

% Analizand actiunea extractelor de Usneae lichen pe cele 2 specii de Streptococcus, s-au
observat o serie de particularitafi, dupd cum urmeaz:

= Extractele acetonice proaspete, S1 i S2 au zone de inhibitie egale 5i mai mari la Streptococcus
oralis decit la Streptococcus intermedius.

s Extractul acetonic S3, conservat timp de 1 an, are zone inhibitorii egale pentru ambele tulpini
si mai mari decat ale extractelor acetonice preparate proaspit.

s Extractul etanolic proaspét preparat, S4, are diametre de inhibitie egale cu S5 ( extractul
etanolic conservat 1 an) pentru fiecare dintre speciile de streptococi; ambele sunt mai active
pe Streptococcus intermedius decat pe Streptococcus oralis.

» Extractul apos este lipsit de activitate antibacteriand, pentru ambele specii de streptococi.

«» Actiunea inhibitorie a extractelor de Usneae lichen S1-S6 pe speciile de Staphylococcus, are
urmdtoarele particularitati:

s Extractele acetonice proaspete S1 si S2 au zone de inhibifie egale, pentru fiecare specie de
stafilococi. Extractele etanolice S4 si S5 au zone de inhibitie diferite. Diametrul zonelor de
inhibitie, atdt la extractele acetonice, cdt si la cele etanolice, este mai mare pentru
Staphylococcus epidermidis decat pentru Staphylococcus aureus.

= Extractul apos genereazd o zoni de inhibifie mult mai micd decat a extractelor acetonice §i
etanolice, doar la Staphylococcus epidermidis, pe care se dezvolta insd mutante rezistente.

» In cazul Staphylococcus aureus, extractul apos de Usneae lichen nu inhiba deloc dezvoltatea
tulpinilor microbiene.

< Pentru bacilii Gram negativi observam urmatoarele: -
» in cazul Pseudomonas aeruginosa, extractele acetonice dau zone inhibitorii mai mici decét
extractele etanolice; in niciunul dintre cazuri nu s-a observat dezvoltarea de mutante rezistente.
= Pentru toate extractele acefonice §i etanolice S1-S5, in zonele de inhibitie inifiale, la
Escherichia coli, s-au dezvoltat a mutante rezistente, chiar daci, initial, au fost mai mari ca
dimensiuni decat pentru Pseudomonas aeruginosa.

Comparand actiunea antibacteriand a extractelor acetonice §i etanolice de Usneae lichen pe
ambele genuri de coci Gram-pozitivi testate, s-a observat cd zonele de inhibitie sunt foarte apropiate
ca dimensiuni in cazul Staphylococcus aureus si Streptococcus oralis, in timp ce la Staphylococcus
epidermidis sunt considerabil mai mari.

in determinirile preliminare s-au identificat si cuantificat in extractele de Usneae lichen acid
usnic §i polifenoli, care au actiune antibacteriand [Cobanoglu, G. et.al., Modern Phytomorphology,
2016; 10: 19-24]; in extractele acetonice §i etanolice, acesti constituenti se regisesc in cantititi mai
mari, astfel incat justifica activitatea inhibitorie superioard a extractelor S1-S$ fatd de S6 .Solutiile S1,
S2, S3 sunt extracte acetonice in care este prezent doar acidul usnic, iar S4, S5 sunt extracte etanolice
20% si 5%, care, pe langd acidul usnic, contin §i polifenoli; toti acizii polifenolici identificafi prin
HPLC in extractele de Usnea barbata [L.] F. H. Wigg. au actiune antibacteriand. S-au luat lucru §i
extractele acetonic §i etanolic de Usneae lichen conservate timp de 1 an, pe care s-au efectuat toate
determindrile preliminare; prin compararea actiunii acestora cu a solutiilor extractive proaspit
preparate, s-a evaluat stabilitatea compusilor activi antibacterieni continufi.
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Rezultatelele studiului de fata au ardtat ca actiunea antibacteriana a extractelor conservate timp
de 1 an este similard cu a celor proaspete. Solutiile S3 §i S5 sunt extracte 5% acetonic, respectiv
etanolic, preparate cu un an inainte §i utilizate in toate studiile preliminare; ariile mai mari de inhibitie
a dezvoltarii tulpinilor baceriene pot fi explicate prin faptul cd, in timpul perioadei de conservare si
utilizare la diferite alte determiniri, solventii s-au evaporat in timp, iar concentratia solutiilor rimase
este mai mare decat a celor proaspat preparate. Solutia S6 este un extract apos 20 % proaspét preparat,
in care atat acidul usnic cét si polifenolii sunt in cantitafi mici. in majoritatea cazurilor nu are actiune
antibacteriana; doar la Staphylococcus epidermidis apare o zona de inhibifie initiala, pe care se observa
dezvoltarea de mutante rezistente.

Diametrul zonelor de inhibitie este mare in cazul bacteriilor saprofite, condifionat patogene,
deoarece si sensibilitatea lor la agentii antibacterieni este mare.

Dintre bacilii Gram-negativi, Escherichia coli este partial sensibil, deoarece pe zonele de
inhibitie existente se dezvolta tulpini mutante rezistente. Pseudomonas aeruginosa, insa, renumit prin
rezistenta sa la agenti antibacterieni, a inregistrat nivele mari de sensibilitate comparativ cu
Escherichia coli.

Putem considera astfel, cd sensibilitatea cea mai mare la extractele acetonice si etanolice o au
doud specii bacteriene cu patogenicitate crescutd, recunoscuti: Staphylococcus aureus dintre cocii
Gram-pozitivi §i Pseudomonas aeruginosa dintre bacilii Gram-negativi (fig.18).

VII. Concluzii finale

1. Extractul acetonic uscat din Usneae lichen prezintd un continut de acid usnic de 16.53% + 1.08.

2. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. prezintd acfiune citotoxicd evidentd,
cuantificatd prin procentul mare de mortalitate al naupliilor de Artemia salina L. direct
proportionald cu doza §i cu timpul de contact.

3. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. are efect citotoxic pe linia celulard
tumorald CAL27, direct proportional cu concentratia solutiilor folosite.

Citotoxicitatea EUB poate fi explicatd si prin scdderea proteinelor totale, dependentd de
concentrafia extractului;

Citotoxicitatea indusd de EUB este mai mare dupd 24 ore, comparativ cu cea inregistratd dupdi
48 ore — usor mai scazutd; aceastd micd diferentd se datoreazd, probabil, fenomenelor reparatorii
intracelulare.

4. Inducerea apaptozei este direct proportionald cu concentratia EUB si cu timpul de contact.

5. EUB stimuleazd activitatea principalelor enzime antioxidante: activitatea SOD este stimulati
usor, in timp de activitatile CAT si POD cresc semnificativ; cresterea semnificativd a activitatii
CAT §si POD comparativ cu SOD s-ar putea justifica prin cresterea productiei de H202
(substratul pe care actioneazd ambele enzime) cauzatd de declangarea de cdtre EUB a procesului
de formare a SRO in mitocondrii,

6. Extractele acetonice si etanolice din Usneae lichen au efect antibacterian pe specii bacteriene
intens patogene, cu rezistenta consacrata la antibioticele clasice: Staphylococcus aureus si
Pseudomonas aeruginosa.

7. Rezultatele privind acfiunea antibacteriand a extractelor acetonice si etanolice conservate timp
de 1 an sunt similare cu ale celor proaspdt preparate, demonstrind stabilitatea in timp a
metabolitilor secundari cu actiune antibacteriand din Usnea barbata (L.)F.H.Wigg.
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PROCEDEU DE OBTINERE, ANALIZA UHPLC SI EVALUAREA ACTIVITATILOR
BIOLOGICE ALE EXTRACTULUI ACETONIC USCAT DIN
USNEA BARBATA (L.) F. H. WIGG.
Popovici Violeta, Bucur Laura Adriana, Schroder Verginica, Popescu Antoanela,

Costache Teodor, Vochita Gabriela, Gherghel Daniela, Cosmin Teodor Mihai,

Caraiane Aureliana, Badea Victoria

la data de

1. Metoda de obtinere a extractului acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. (EUB).
Metoda constd in extractia pulberii de Usnea lichen cu acetona, timp de 8 ore, intr-o instalatie
de refluxare continua, tip Soxhlet. Extractul acetonic se supune indepartarii solventului intr-un
evaporator rotativ TURBOVAP 500 Caliper. Extractul acetonic uscat se pastreazd la

congelator, la temperatura de -20°C.

2. Analiza UHPLC a extractului acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. (EUB)

solubilizat in DMSO.

Extractul acetonic uscat, solubilizat in DMSO, este analizat prin cromatografie de lichide de
ultra inaltd performanta, fatd de substanta de referintd acid usnic. Extractul acetonic uscat
prezintid un pic la timpul de retentie 3,70 min. identificat ca acid usnic, deoarece substanta de
referintd, acid usnic, analizatd in aceleasi conditii, are timpul de retentie 3,64+0,07 min. Metoda
este validatd prin linearitate (r* = 0,999877), acuratete (2,26%), precizie (1,16%) si valorile

LOD (0,04 pg /mL) si LOQ (0,20 pg / mL).
EUB prezinta un continut de acid usnic de 16,53% + 1,08.

3. Determinarea actiunii citotoxice a extractului acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F. H.

Wigg. (EUB) pe biotesterul Artemia salina (L.).

Studiul de citotoxicitate s-a realizat pe naupliile de Artemia salina L. S-au utilizat pléci cu
godeuri, in fiecare godeu introducandu-se cate 10 - 20 nauplii, care au fost puse in contact cu

6 dilutii succesive (C1-C6) ale extractului uscat de EUB.

Pentru control, au fost urmaérite naupliile de Artemia salina L. in solutia salind 3%o §i 1n
solventul in care a fost solubilizat EUB (DMSO 0,1% , 100 ul/mL). Cuantificarea efectelor s-
a realizat prin evaluarea nivelului de supravietuire al naupliilor de Artemia salina L., in
conditiile expunerii la concentratii diferite de extract uscat de Usneae lichen in DMSO 0,1%,

timp de 24-72 h.

La nivel microscopic, au fost efectuate observafii asupra larvelor vii, pentru a evidentia

modificérile celulare asociate cu citotoxicitatea posibild a extractului.

EUB prezintd actiune citotoxica evidentd, cuantificatd prin procentul mare de mortalitate al

naupliilor de Artemia salina L. direct proportionala cu doza si cu timpul de contact.

4. Determinarea actiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F.

H. Wigg. (EUB) pe linia de celule tumorale CAL 27.

Kitul de celule CAL 27 este un produs furnizat de American Type Culture Collection (ATCC)
si a fost achizitionat de la distribuitorul autorizat LGC Standards GmbH — Germany. Celulele
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liniei tumorale umane CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) sunt reprezentate de celule epiteliale
scuamoase izolate din carcinomul lingual; au fost crescute intr-un mediu special - Dulbecco
modificat (DMEM, Biochrom AG, Germania care confine 10% ser fetal bovin (Sigma,
Germania), 100 pg/ml streptomicind (Biochrom AG, Germania), 100 UI/ml penicilina
(Biochrom AG, Germania) [***ATCC, Product Sheet CAL 27 (ATCC® CRL—2095™)].
Celulele au fost mentinute intr-un microclimat particular, la temperatura de 37 grade Celsius,
in conditiile unui mediu cu 5% CO; si umiditate optim4, intr-un incubator Binder.

Dupa 24 de ore de la incubare, monostratul celular format a fost detagat cu o solutie de tripsina
in EDTA; celulele au fost numairate cu ajutorul unui numaritor automat de celule
(CelometerMini-Nexcelom), evaluandu-se in acelasi timp §i viabilitatea celulara, prin utilizarea
testului de excluziune cu albastru de tripan.

Din plécile cu culturi celulare desprinse s-a prelevat o cantitate mica de produs si s-a repartizat
pe o lama cu godeuri, peste care s-a adaudat o picitura de solutie de albastru de tripan, care
coloreaza celulele moarte. Apoi, s-au addugat 20 microlitri din amestecul din godeu intr-una
din camerele dispozitivului de numarat i ulterior acesta s-a introdus in celometru. Celometrul
Mini-Nexcelom utilizeazd imagini pe cdmp luminos §i un software specific de recunoastere a
modelelor celulare, cu scopul de a identifica rapid si precis si de a numara celulele vii §i
celulele moarte; astfel, numarul celulelor vii §i moarte, concentratia, diametrul si viabilitatea%
au fost calculate automat si afigate. Celulele din plécile inifiale au fost repartizate in 2 plici cu
96 godeuri (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Elvetia) cu densitate celulara
medie de 8 x 103 celule/godeu (figura II1.3.) apoi au fost incubate in aceleasi conditii de
temperatura si umiditate in incubatorul Binder timp de 24 ore pentru formarea monostratului
celular.

O parte din EUB a fost scos din congelator (-85°C) si lisat la temperatura camerei; s-a dizolvat
extractul uscat in dimetilsulfoxid (DMSO) solutie apoasa 0.2% obtinandu-se o solutie-stoc de
concentratie 2 mg/mL. S-au realizat apoi urmatoarele concentratii finale exprimate in pg/mL:
12.5, 25, 50, 100, 200 si 400 pg/ML1. Dupa aplicarea pe cele 2 placi a celor sase solutii diluate
din extractul uscat de Usneae lichen, celulele din placile cu godeuri au fost termostatate timp
de 24 si respectiv 48 ore. A fost realizatd o variantd martor netratatd, precum i o variantd cu
DMSO 0,2%, pentru a observa influenta solventului asupra viabilitatii celulare.

Evaluarea actiunii citotoxice s-a realizat prin determinarea modificarilor morfologice ale
celulelor CAL 27 si prin metoda MTT, de determinare a viabilitatii celulare.

EUB are efect citotoxic pe linia celulara tumorald CAL27, direct proportional cu concentrafia
solutiilor folosite.

Citotoxicitatea EUB poate fi explicatd si prin scidderea proteinelor totale, dependentd de
concentrafia extractului. Citotoxicitatea indusd de EUB este mai mare dupa 24 ore, comparativ
cu cea inregistratd dupa 48 ore — usor mai scazuti; aceasta mica diferenta se datoreaza, probabil,
fenomenelor reparatorii intracelulare.

Demonstrarea celor 3 mecanisme prin care are loc moartea celulelor tumorale CAL 27
expuse la extractul acetonic uscat din Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. (EUB).

Mecanismele prin care se produce moartea celulelor tumorale sunt: scaderea proteinelor totale,
apoptoza celulelor CAL 27 si stimularea activitatii enzimelor antioxidante, ca urmare a
stresului oxidativ generat de EUB in celulele CAL 27.

Dozarea proteinelor totale s-a realizat prin metoda Bradford si s-a constatat cé la doza maxima
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testatd (400 pg/ml), continutul proteic a scazut semnificativ, fiind de aproape 3 ori mai mic
comparativ cu martorul, dovedindu-se astfel efectul citotoxic al EUB testat.

Evaluarea apoptozei celulare s-a realizat prin tehnica citometriei in flux §i s-a constatat cd EUB
induce apoptoza celulelor direct proportional cu concentratia solutiei utilizate i cu timpul de
expunere.

Evaluarea actiunii EUB asupra activitétii enzimelor antioxidante din celulele tumorale CAL
27 s-a realizat pe superoxid-dismutaza (SOD), catalazi (CAT) si peroxidaza (POD).
Rezultatele aratd cd EUB stimuleaza activitatea principalelor enzime antioxidante: activitatea
SOD este stimulata ugor, in timp de activitdfile CAT si POD cresc semnificativ; cresterea
semnificativa a activitdtii CAT si POD comparativ cu SOD s-ar putea justifica prin cresterea
productiei de H2O» (substratul pe care actioneazd ambele enzime) cauzati de declangarea de
citre EUB a procesului de formare a speciilor reactive ale oxigenului (SRO) in mitocondrii.

Determinarea activitatii antibacteriene a extractelor de Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. pe
specii bacteriene izolate din produsele patologice recoltate din oro-faringe si zonele
invecinate.

Evaluarea activitifii antibacteriene a extractelor acetonice, etanolice §i apoase de Usnea
barbata (L.) F. H. Wigg. s-a realizat prin metoda antibiogramei difuzimetrice pe produse
biologice prelevate din cavitatea oro-dentara si faringiani: exsudatul faringian, puroiul din
punga parodontald, dentina ramolitd din caria dentard, exsudatul nazal si secrefia oticd
(conductul auditiv si fosele nazale au rapoarte de vecinitate cu cavitatea oro-faringiand).
Tulpinile bacteriene au fost izolate dupd cum urmeazid: Staphylococcus epidermidis si
Staphylococcus aureus din secretia oticd, Streptococcus intermedius i Streptococcus oralis
din caria dentard, Pseudomonas aeruginosa din exsudatul faringian al unui pacient
imunodeprimat, iar Esherichia coli din exsudatul nazal. Identificarea acestora din produsele
biologice recoltate s-a realizat in sistemul APL

Extractele acetonice si etanolice din Usnea barbata (L.) F. H. Wigg. au efect antibacterian pe
specii bacteriene intens patogene, cu rezistenti consacrata la antibioticele clasice:
Staphylococcus aureus $i  Pseudomonas aeruginosa. Rezultatele privind actiunea
antibacteriana a extractelor acetonice si etanolice conservate timp de 1 an sunt similare cu ale
celor proaspat preparate, demonstrand stabilitatea in timp a metabolifilor secundari cu actiune
antibacteriand din Usnea barbata (L.)F.H.Wigg.
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Figura 1. Acidul usnic — structura chimica si actiuni biologice [White, P., Oliveira, R.,
Oliveira, AP et.al., Molecules, 2014; 19(9):14496-14527]
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Figura 2. Cromatograma solutiei 1 la 50 a extractului uscat de Usneae lichen
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Figura 3. Mortalitatea (%) larvelor de Artemia salina L. expuse la concentratiile EUB
(C1-C6), dupa 24 h
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Figura 4. Evidentierea corelatiei doza- efect prin testul Probit
pentru testarea EUB pe larvele de Artemia salina L.
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Figura 5. Morfologia celulelor CAL 27 in faza de inocul initial (A), dupa 24 ore de contact cu
DMSO 0.2% (B), dupa contactul cu solutiile testate de EUB: 12.25 pg/mL(C); 25 pg/mL (D)
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Figura 6. Morfologia celulelor CAL 27, dupa contactul cu solutiile testate de EUB: 50 pg/mL
(E); 100 pg/mL (F) ; 200 pg/mL(G); 400 pg/mL (H)
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Figura 7. A. Coloratie portocalie dupa adaugarea de MTT si incubare timp de 3 ore B.
Coloratie violet apdruta la dizolvarea precipitatului de formazan in DMSO (la 24 si 48 ore)
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Figura 8. Efectul EUB asupra viabilitatii culturilor celulare CAL 27 la 24 ore si 48 ore
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Figura 9. Evaluarea citotoxicitatii EUB la 24 ore si la 48 ore, pe CAL 27, prin prisma
valorilor IC50 (I1C50 la 24 ore = 232,17 ng/mL; IC50 la 48 ore = 310,67 ug/mL)
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Figura 11. Variatia continutului de proteine solubile in celulele tumorale CAL 27,
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Figura 12. Distributia frecventei celulelor viabile, moarte, preapoptotice si apoptotice, in
culturile de celule tumorale CAL 27 tratate cu EUB, in concentratii de 100 pg/ml si 200

pg/ml



a 2019 00874

06/12/2019

Martor 100 pg/mL 200 pg/mL
0003_1_Martor 8 h 2018_02_22_18165m508.imo 0004, 2.6 ore 100 ugmL._2019_02 22 19n02m28simd | 000§ 3 6 ore 200 ugml_2019_02 22_19h10m17s.imd
(]
2 101 8 1034 g 104
8 g ] g ]
6 E £ 1024 g 107
° ] 2
h a a w3
g 10'3 5 10‘% g ‘D‘!
100 S — 100 = 100
T T T T T v
100 10! 102 100 10 10° 10 107 10" 10° 10? 10t
AnnexinV-FITC AnnexinV-FITC FL1 Fluorescence
00(1)9‘_4_Maﬂ01 24 h_2019_02_22_19h17m04s.imd 00100'(_5_24 ore 100 ugmlL_2018_02 22 18h23m16s.Imd 00(')&8_24 ore 200 ugml 2019 02 22 19h29m42s.imd
\ H B ! I
§ 10° § 10 §
8 ] 2
5 £ ]
§ 1o § &
24 | ¢ $" E
[T u [T
© 10’ % 10! i
10° | 100l 100

;{ T m
102 10° 104
FL1 Fluorescence

10!

107
FL1 Fluorescence

ey T e
107 10 10t
FL1 Fluorescence

Figura 13. Citogramele corespunzitoare determinarii apoptozei prin citometrie in flux

\"r ’?/ -



a 2019 00874 06/12/2019 \‘ !
\\

2 ) a.a29
1.5

1
0.5

o

unit.SOD/g proteina

Martor 3.111
EUB 100 pg/m! 4.429
w EUB 400 pg/mi 4.599

Figura 14. Evaluarea activititii SOD (U SOD/ g proteina), inregistrata pe cultura celulara
CAL 27, la diferite concentratii al extractului acetonic uscat de Usneae lichen.
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Figura 15. Evaluarea activitatii CAT (U CAT/ g proteina), sub actiunea extractului de Usneae
lichen la diferite concentratii pe cultura de celule tumorale CAL 27
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Figura 16. Evaluarea activitatii POD (U POD/ g proteind) in urma contactului cu diferite
concentratii de EUB din celulele tumorale CAL 27
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Figura 17. Marimea zonelor de inhibitie (mm) a cresterii bacteriene in functie de tipul de
extract de Usneae lichen testat (S1-S6) si de specia bacteriana utilizata
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Figura 18. Actiunea extractelor de Usneae lichen pe Pseudomonas aeruginosa (A)

si Staphylococcus aureus (B)
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