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REZUMAT

1. INTRODUCERE

Melanomul este o forma de cancer care apare din proliferarea necontrolata
a melanocitelor. Melanomul cutanat este considerat cauza majora de mortalitate n
randul cancerelor de piele, ceea ce arata o crestere continua a incidentei sale.
Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) raporteaza ca melanomul este al cincilea
cel mai frecvent tip de cancer la barbati si al saselea la femei. Managementul
melanomului are multe implicatii, astfel incat pot exista diferite abordari, de la
excizie, terapii adjuvante (radiatii, chimioterapie si/sau chirurgie), stadializare
tumorala si chiar terapie prin consiliere si modificarea stilului de viata.

in zilele noastre, datorita aparitiei rezistentei la chimioterapicele existente si
a efectelor adverse grave care apar in urma administrarii acestora, se doreste
inlocuirea acestora cu terapii mai putin toxice. Prin urmare, interesul pentru
tratamentul compusilor din plante a luat amploare. Diferite extracte si fitocompusi
obtinuti din scoarta plantelor, radacini, frunze, tulpini si flori au demonstrat un efect
promitator in tratamentul cancerului, un pas important in sinteza de noi
medicamente anti-melanom. Compusii fitochimici exercitd o varietate de actiuni
antiinflamatorii si antioxidante si, in plus, au un potential puternic de a induce efecte
chimiopreventive in melanom. Fitocompusii, cum ar fi polifenolii si terpenoizii,
prezinta activitate antitumorala promitatoare, putand fi astfel utilizati in tratamentul
melanomului.

Din cele mai vechi timpuri, speciile Galium au fost folosite in medicina
traditionald, fiind o sursa bogata de compusi activi precum flavonoizii, acizii fenolici,
terpenele, glicozidele si uleiurile esentiale. Astfel, datoritd compozitiei vaste, speciile

Galium au dezvaluit proprietati diuretice, laxative, cicatrizante, antireumatice,



sedative si antiinflamatorii; iar in ultimii ani s-a pus accent pe investigarea plantei in

terapia cancerului.

2. SCOP SI CONTRIBUTII

Scopul acestei teze a fost evaluarea fitochimica a extractelor de Galium
verum L. si Galium mollugo L. si investigarea in vitro a capacitatii anticanceroase
pe linile de melanom uman si murin; fiind un pas important in managementul
melanomului, o patologie cu o incidenta crescuta in ultimii ani.

Prima parte a acestei teze ofera informatii din literatura de specialitate
recenta despre managementul melanomului si rolul plantelor si compusilor naturali
n terapia melanomului. Ulterior, a fost abordata actiunea anticanceroasa a speciilor
de Galium si a compusiilor acestora.

Contributia personala a constat, in primul rand, Tn investigarea fitochimica a
extractelor de Galium verum L. si Galium mollugo L. (procurate din farmacie dar
colectate si din flora spontana a Romaniei) realizate cu diferiti solventi. Am folosit
diferite metode pentru a investiga cele mai promitatoare extracte, cum ar fi
cromatografia lichida cuplata cu spectrometria de masa (LC-MS) pentru a determina
continutul de compusi, dar si spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-
IR) pentru a contura spectrul acestora, alaturi de testul DPPH pentru a determina
potentialul antioxidant al extractelor. Ulterior, am investigat activitatea
antimicrobiana folosind metoda difuziei pe disc, pentru a le stabili potentialul
acestora pe cele mai cunoscute tulpini bacteriene.

Urmatorul pas a fost determinarea actiunii in vitro a extractelor. Initial, nivelul
de siguranta a fost evaluat pe linia celulara de keratinocite umane sanatoase
(HaCaT) si apoi a fost investigat efectul anticanceros asupra liniilor celulare de
melanom uman (A375) si melanom murin (B164A5). Astfel, celulele au fost evaluate

din punct de vedere al modificarilor morfologice si al impactului asupra confluentei,



viabilitatii (testul MTT), citotoxicitatii (metoda LDH), mai mult a fost determinata
potentiala amplitudine apoptotica (testul Hoechst) si capacitatea de migrare a
celulelor (testul Scratch).

Ultimul pas a fost investigarea in ovo cu ajutorul testului membranei
corioalantoice si testului membranei corioalantoice pe ou de gaina a extractelor
colectate din flora spontana, pentru a determina profilul de tolerantd in plexul

vascular si actiunea iritanta.

3. REZULTATE

3.1. SCREENING-UL FITOCHIMIC AL SPECIILOR GALIUM VERUM L. $I
GALIUM MOLLUGO L.

Folosind LC-MS, s-a obtinut ca extractele de Galium sp. prezinta cantitati
semnificative de compusi polifenolici. Tn extractul GVEtOH (din materialul vegetal
achizitionat de la drogherie) au fost identificati 7 compusi, in cel mai mare procent
s-au gasit izoquercitrina si rutina (17.765 pg/mL, respectiv 14.811 pg/mL); similar
cu GvEtOH, in extractul GVEtOAc a fost identificata izoquercitrina in cantitatea cea
mai mare (20.384 pg/mL), impreund cu alti compusi fenolici. In cazul GVDEE au fost
detectati 7 compusi, si in plus, a fost identificata prezenta unor noi fitocompusi (acid
p-cumaric si acid ferulic), cel mai abundenti de aceasta data fiind quercetolul; in
timp ce in faza GvBUOH s-a constatat prezenta izoquercitrinei, rutinei si acidului
clorogenic in cantitati mici. Mai mult, in faza GvPEE au fost prezenti 4 compusi
polifenolici, dar nu au fost cuantificati gasindu-se sub limita de detectie (0,1 pg/mL),
n timp ce in faza GvH20 au fost cuantificati 2 compusi. Pe de alta parte, in extractul
GVEtOH din Galium verum L. recoltat din flora spontana au fost identificati 6
compusi (rutina - 25,945 pg/mL), inclusiv hiperozida, compus neidentificat in
celelalte extracte; iar in GmEtOH din Galium mollugo L. au fost identificati 4

compusi, dintre care 3 au fost cuantificati (acid clorogenic, rutina si izoquercitring).



in plus, prezenta epicatechinei a fost identificata in extractele GVEtOH si GvDEE,
in timp ce in faza GVEtOAc, prezenta acidului galic a fost cuantificata in cantitate
mica (0,34 pg/mL). De asemenea, TPC din extractul GvEtOH a fost de 1,30 mg
GAE/g extract uscat in comparatie cu TPC din extractul GVEtOAc de 1,39 mg GAE/g
extract uscat. In ceea ce priveste continutul total de flavonoide, s-a observat aceeasi
usoara variatie. TFC in extractul GVEtOH a fost de 1,42 mg CE/g extract uscat in

comparatie cu TFC in GVEtOAc de 1,37 mg CE/g extract uscat.

Avand in vedere potrivirea dintre benzile de absorbtie inregistrate la un
anumit numar de unda si apoi comparandu-le cu frecventa benzii de absorbtie din
biblioteca, am putut identifica principalii polifenoli continuti in extractele uscate, prin
metoda de investigare calitativa FT-IR, datele care au fost ih acord cu rezultatele

obtinute prin metoda LC-MS.

Analizand capacitatea antioxidanta, s-a constatat ca toate extractele testate
de Galium sp. poseda potential antioxidant in comparatie cu standardul (acid
ascorbic). In ceea ce priveste concentratia cea mai mare testatd (1 mg/mL),
activitatea antioxidanta a fiecarui extract respecta liniaritatea GvEtOAc > GvDEE >
GVEtOH > GvBuOH > GvH20 > GvPEE (Figura 1).

Prin urmare, rezultatele fitochimice indica prezenta compusilor bioactivi;
rutina este principalul compus identificat, cea mai mare concentratie se gaseste in
extractele etanolice de G. verum L. (GVEtOH > GVEtOH), urmate de GvBUuOH. Mai
mult, cantitati semnificative de izoquercitrina si acid clorogenic au fost identificate
in toate extractele. Toate extractele testate au prezentat o potenta antioxidanta
semnificativa, intr-o maniera dependentd de concentratie, cea mai semnificativa

fiind pentru extractul GVEtOAC.
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Figura 1. Cinetica de degradare dependenta de timp a radicalilor liberi DPPH este furnizata de
extractele de etanol (A), acetat de etil (B), eter dietilic (C) si butanol (D) ale Galium verum L. precum si

de solutia etanolicéa de vitamina C (linia neagra).

3.2. EVALUAREA MICROBIOLOGICA A EXTRACTELOR DE GALIUM
VERUM L. SI GALIUM MOLLUGO L.

Metoda de difuzie pe disc oferd dovezi ca extractele prezintd o actiune
antimicrobiana importanta, in special asupra tulpinilor bacteriene Gram-pozitive si
mai putin asupra celor negative. Mai mult, s-a subliniat ca extractul GVEtOH poseda
cea mai puternica activitate asupra Streptococcus pyogenes si Staphylococcus
aureus, impreuna cu GvDEE. Prin comparatie, putem observa ca extractul GVEtOH
(procurat de la drogherie) are un efect antimicrobian mai mic decat GVEtOH (din

flora spontana), in plus, GmEtOH exercita o activitate mai puternica decat GvVEtOH.



3.3. EVALUARE BIOLOGICA EXPERIMENTALA A EXTRACTELOR DE
GALIUM VERUM L. $I GALIUM MOLLUGO L.

Tn urma studiilor in vitro efectuate pe keratinocite, se poate concluziona c&
extractele studiate nu scad semnificativ viabilitatea celulelor sanatoase si nici nu
interfereaza cu morfologia celulara pana la o concentratie de = 55 pg/mL, dupa
aceasta concentratie, o scadere a viabilitatii este evidenta pentru extractele
GVEtOH si GmEtOH (Figura 2).
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Figura 2. Procentul de viabilitate al celulelor HaCaT dupa stimularea cu extractele de G.

verum L. si G. mollugo L. la 24 de ore post-stimulare.

La nivelul celulelor tumorale, s-a observat ca la concentratia de 55 pg/mL,
GVPE scade viabilitatea celulelor A375 in cea mai mare proportie (55,4%), dar acest
lucru se poate datora solventului deoarece, deoarece din punct de vedere
fitochimic, nu au fost identificati compusi polifenolici care sa ateste efectul acestuia.
In conformitate cu compozitia, GVEtOAc a scazut procentul de celule viabile, urmat

de GVEOH. intre cele doud extracte etanolice de G. verum L, nu au fost observate



diferente semnificative la cea mai mare concentratie testata in ambele cazuri — 55
pg/mL (GVEtOH — 70,2% vs GVEtOH - 77,8%) (Figura 3).
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Figura 3. Procentul de viabilitate al celulelor A375 dupa stimularea cu extractele de G. verum

si G. mollugo L. la 24 de ore post-stimulare.

Extractele nu au produs modificari semnificative in morfologia celulara a
HaCaT, celulele ramanand similare cu celulele martor netratate si nu au avut niciun
impact negativ asupra aderentei sau confluentei celulelor pana la concentratia de
55 pg/mL.

In cazul celulelor tumorale au fost vizibile modificari de forma si confluentd,
in functie de extract si de concentratia testata. La cea mai mare concentratie testata,
forma lor a devenit rotunda si s-a micsorat. S-au observat mai multe semne de
moarte celulara, celulele au devenit stresate, s-au desprins de pe placa si
confluenta a scazut. Mai mult, au fost evidente semne de apoptoza celulara, cu

condensare nucleara si aparitia de corpi apoptotici la 55 pg/mL.



in ceea ce priveste celulele de melanom murin, s-a observat ca GVEtOH
are o actiune citotoxica mai puternica pe linia celulara B164A5 decéat pe A375. De
asemenea, pana la concentratia de 200 pg/mL, GVEtOH a demonstrat un efect
inhibitor mai semnificativ asupra celulelor B164A5 decét extractul GmEtOH, dar
odata cu cresterea concentratiei, GmEtOH devine mai citotoxic. La concentratia de
15 pg/mL, nu se observa celule care au suferit modificari, ci doar o scadere usoara
a confluentei pentru GmEtOH. La doza de 55 pg/mL, confluenta scade vizibil, mai
ales pentru extractul GVEtOH, urméand aceeasi cale la concentratiile de 200 si 400
pg/ml. La cele mai mari concentratii se observa modificari celulare, celulele alungite
devin mai rotunjite si se desprind de pe placa. Mai mult, in urma testului Hoechst,
putem observa la 55 pg/mL ca forma nucleului se modifica si incepe sa nu mai aiba
un aspect normal. La 200 ug/mL, se vad semne pro-apoptotice, cum ar fi
condensarea cromatinei. De asemenea, este expusa o usoara dezintegrare a
nucleului observata prin membrane in valuri. Pe masura ce doza creste, aceeasi
tendinta continua, si sunt afectati mai multi nuclei, cu semne apoptotice mai

proeminente.

3.4. EVALUAREA IN OVO A EXTRACTELOR DE GALIUM VERUM L. $I
GALIUM MOLLUGO L.

Evaluarea GVEtOH si GmEtOH la concentrati de 400 pg/mL pe
membranele corioalantoice in curs de dezvoltare a fost luata in considerare in
timpul unei perioade de crestere rapida a ramificarii vaselor, pentru a estima efectul
inhibitor potential asupra procesului angiogenic. Dupa 24 de ore de la inocularea
extractelor, observarea membranelor in curs de dezvoltare a indicat un proces
angiogen normal, intens pentru aceasta perioada de administrare, fara semne de

diminuare a modelului de ramificare a vaselor (Figure 4).
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Figura 4. Efectele extractelor GVEtOH si GmEtOH asupra angiogenezei normale.

Ambele extracte de Galium sp. au fost evaluate la concentratia de 400
pg/mL pentru potentiala iritabilitate fata de tesuturile epiteliale, utilizadnd testul HET-
CAM. Pe membrana corioalantoida nu a fost inregistrat niciun semn de toxicitate in
ceea ce priveste hemoragia, liza vasculara si coagulabilitatea, comparativ cu

controlul pozitiv, SDS, care a indus un puternic efect iritant.
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Figure 5. Imagini stereomicroscopice ale metodei HET-CAM care ilustreaza efectul initial (t0) si la 5 min
(t5) dupé aplicarea probelor: control negativ (H20), control pozitiv (SDS) si extractele de Galium sp.
(GVEtOH si GmEtOH)



4. CONCLUZII

In urma analizelor, putem afirma ca extractele au activitate antioxidanta,
antimicrobiana si citotoxica, fiind un posibil candidat pentru terapia melanomului.
Cu toate acestea, sunt necesare investigatii suplimentare ale extractelor si
fitocompusilor acestora pentru a stabili in detaliu mecanismul de actiune care sta la

baza acestui efect citotoxic.

Noutatea studiului consta in faptul c&, desi Galium verum L. a demonstrat
un important potential antitumoral pe diferite linii celulare canceroase, eficacitatea
acestuia in cancerul de piele nu a fost inca stabilité si, mai mult, Galium mollugo L.
nu a fost inca studiat in ceea ce priveste actiunea sa anticanceroasa. Consideram
ca rezultatele obtinute Tn studiul de faté vor completa lipsa de informatii din literatura

de specialitate.



