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PARTEA PERSONALA

MOTIVAREA ALEGERII TEMEI SI
OBIECTIVELE PROPUSE

Utilizarea plantelor in medicina traditionala reprezintd o
practica ce dateazd de mii ani, cele mai vechi documente
provenind din Mesopotamia (tablitele cuneiforme de lut,
~2600 1.Hr.), Egipt (Ebers Papyrus, ~1500 1.Hr.) sau China
(Materia Medica, ~1100 1.Hr.). Remediile pe bazd de plante
continud sd joace un rol crucial chiar si in era moderna,
Organizatia Mondialda a Sanatatii (OMS) estimand ca
aproximativ 80% din populatia globala recurge la medicina
traditionald 1n ceea ce priveste asistenta de sanatate primara
(127).

Avénd o diversitate chimica uriasd, numeroase substante
izolate din regnul vegetal, precum morfina, paclitaxelul,
galantamina, vinblastina, codeina sau cocaina, s-au dovedit a
fi printre cele mai promitatoare molecule pentru tratamentul
multor patologii severe, printre care cancerul, bolile
infectioase sau bolile rare (128). Poate unul dintre cele mai
notabile exemple ce tine de cercetarea in domeniul produsilor
naturali il constituie artemisinina. Lactona sescviterpenica
antimalarica a fost izolata din Artemisia annua L. de catre
Youyou Tu, farmacistd de origine chineza, care, pentru
descoperirea sa, a primit in 2015 Premiul Nobel pentru
Fiziologie sau Medicini. In prezent, derivati semisinteticCi
(artesunat, artemeter) se utilizeaza in practica clinica drept
combinatii pe bazd de artemisinind pentru tratamentul
malariei cauzate de Plasmodium falciparum (129). Totusi,
metodele de identificare de noi compusi bioactivi din specii
vegetale au evoluat considerabil in ultimii ani, datorita
progreselor in domeniul automatizarii sau a unor noi tehnici
de izolare cu avantaje economice incontestabile.
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Speciile de Verbascum (lumanarica) au fost utilizate in
medicina traditionala ca expectorante, mucolitice, emoliente si
diuretice pentru combaterea afectiunilor respiratorii,
hemoroizilor, diareei, durerilor reumatice, ranilor, infectiilor
fungice si a altor afectiuni inflamatorii cutanate. In prezent, pe
piata farmaceuticd europeand si americand existd numeroase
produse cu lumandrica: produs vegetal uscat pentru infuzii,
extracte apoase, alcoolice sau uleioase, capsule, comprimate.
Genul Verbascum este cunoscut drept o sursd bogatd de
metaboliti  (glicozide iridoidice, feniletanoidice  si
neolignanice, saponozide, flavonoide, polizaharide si acizi
fenolici) cu proprietati anticolinesterazice, antimicrobiene,
citotoxice, anti-inflamatoare sau antioxidante (6).

Dintre acestia, verbascozida si harpagozida reprezinta doi
constituenti de seamd. Verbascozida este o glicozida
feniletanoidicd descrisd pentru prima datd in 1963 in V.
sinuatum L. si ulterior in peste 15 specii diferite de
lumanarica. Se cunoaste faptul cd prezintd o gama larga de
efecte dovedite atat in vitro cat si in vivo, precum: actiunea
antioxidantd, anti-inflamatoare, anticanceroasa, regeneratoare
si neuroprotectoare. Reh-verbascozida sau verbascozida totala
din frunzele de Rehmania (un amestec de glicozide
feniletanoidice extrase din Rehmania glutinosa Libosch. cu un
continut de minim 30% verbascozida) a fost inclusa intr-un
studiu clinic randomizat. Verbascozida a redus eritrocituria si
proteinuria la pacienti cu glomerulonefritd primara cronica la
56 de zile dupad administrarea a 2 comprimate de 200 mg pe
zi, In mono- sau biterapie cu irbesartan (130). Desi
harpagozida, o0 acil monoglicozida iridoidica de tipul
harpagidei, este considerata ingredientul activ din
Harpagophytum procumbens (Burch.) DC. ex Meisn., ea este
adesea descrisa si in genul Verbascum. Doze zilnice de cel
putin 50 mg harpagozida (administrate sub forma de extracte
apoase de Harpagophytum) s-au dovedit a fi eficace n
ameliorarea durerii pentru 60% din pacientii cu osteoartrita la
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nivelul soldului sau genunchilor, artritd sau durere dorsala
nespecifici. Mai mult, o dozda de 60 mg harpagozida/zi
(furnizatd din extracte standardizate de Harpagophytum),
administratd pentru 54 de sdptamani, a ITmbunatatit
considerabil tabloul clinic al osteoartritei genunchilor (131).

Desi pana in prezent au fost izolati numerosi constituenti
din diferite specii de Verbascum, compusi cu structuri si
activitdti noi sunt inca descoperiti. De exemplu, cei doi
stereoizomeri ai 6-O-(2"-O-p-cumaroil-3"-O-mentiafoloil)-a-
L-ramnopiranozilcatalpolului din V. nobile Velen. se numara
printre primii derivati iridoidici naturali ce contin radicalul
mentiafoloil. De asemenea, acestia au dovedit o actiune
semnificativd de inhibare a cresterii celulelor Jurkat T
stimulate de concanavalina A si a fosforilarii kinazelor reglate
de semnalizatori extracelulari induse de concanavalind A, de
alterare a proliferarii dinamice a celulelor CD3 si de reducere
a expresiei markerului de activare timpurie CD69 si a
nivelului intracelular de interferon gama (IFN-y) in celule
CD3". Toate acestea sugereazi o posibild utilizare a
glicozidelor iridoidice in modularea patologiilor legate de
limfocitele T (115).

In acest context, principalele obiective ale cercetirilor
prezentate in aceasta teza de doctorat s-au axat pe efectuarea
unor studii fitochimice si biologice pe doud specii de
Verbascum anterior neinvestigate (Verbascum ovalifolium
Donn ex Sims si Verbascum blattaria L.) si care cresc spontan
pe teritoriul Roméniei si al Republicii Moldova. Printre
acestea, se numara:

= determinarea profilului fitochimic prin HPLC-DAD-
ESI-Q-TOF-MS/MS;

» evaluarea actiunilor biologice ale extractelor
(antioxidantd, citotoxica, genotoxicd/antigenotoxica,
anti-inflamatoare) (studii in vitro);



dezvoltarea si optimizarea unor metode de separare prin
cromatografie in contracurent de inaltd performanta
(HPCCC) in vederea purificarii unor constituenti majori
si minori;

elucidarea structurii compusilor izolati prin HRESIMS,
ESI-MS/MS, RMN 1D (*H-RMN, “C-RMN) si 2D
(*H-'H COSY, HSQC, HMBC, ROESY);

evaluarea potentialului citotoxic al compusilor izolati
pe diferite linii celulare tumorale, testand efectul asupra
viabilitatii celulare, apoptozei, ciclului celular si
statusului oxidativ intracelular;

evaluarea potentialului anti-inflamator al compusilor
izolati prin investigarea inhibarii secretiei IL-8 si TNF-
a Tn neutrofile stimulate cu LPS.



CAPITOLUL 3. REZULTATE

3.1. Verbascum ovalifolium Donn ex Sims — studii chimice
si biologice

3.1.2. Separarea prin cromatografie Tn contracurent de
inalta performanta

3.1.2.1. Selectarea sistemelor bifazice de solventi

VO-EAE a fost supus cromatografiei pe coloana, asa cum
a fost descris in Sectiunea 2.5.5.1. Dupa eluarea cu amestecuri
de cloroform-metanol (9:1 — 5:5), au fost obtinute cinci
fractiuni (VO-EAE-1 — VO-EAE-5) ce au fost ulterior
supuse separarii prin HPCCC. Sistemele bifazice de solventi
au fost selectate pe baza valorilor coeficientilor de partitie
(K). Intrucat au fost efectuate doar separari pe fazi inversa,
valorile K au fost calculate cu faza organica superioard drept
faza stationara si faza apoasd inferioara drept fazd mobila.
Compusii tinta au fost codificati de la VO1 la VO10, cu VO1
prezent in fractiunea VO-EAE-1 si VO10 in fractiunea VO-
EAE-5.

3.1.2.2. Purificarea compusilor

3.1.2.2.2. lIzolarea constituentilor din fractiunea VVO-
EAE-2

Fractiunea VO-EAE-2 a prezentat cinci compusi tintd
(VO2, VO3, VO4, VOS5 si VOG6) (Fig. 3.21). Valorile K ale
acestora au fost calculate pentru cinci sisteme diferite de
solventi: Il (EBWat 3:1:4), IV (EBWat 5:1:5), V (EBWat
2:1:3), VI (HEBWat 1:2:1:2) si VII (EWat 1:1).
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Fig. 3.21. Cromatograma HPLC-DAD a fractiunii VO-EAE-2
(A=280 nm)

Dintre aceste sisteme de solventi, sistemul VI a oferit
valori K optime pentru compusii VO2-VO5. Tn continuare, in
vederea optimizarii separarii, experimentele HPCCC au fost
initial efectuate cu sistemul VI la scarad analitica, variind
viteza de rotatie (intre 1200-1600 rpm) si debitul (intre 0,6-1
mL/min). Tn urma analizei HPLC-DAD a tururor fractiunilor
colectate la un minut, s-a observat ca cele mai bune conditii
de separare (retentia fazei stationare si rezolutie) s-au obtinut
la 1600 rpm si 0,7 mL/min.

Trecerea la scara semi-preparativa S-a  efectuat
multiplicdnd parametrii corespunzatori cu factorul de
multiplare (sase), lucrandu-se cu un debit de 4,2 mL/min,
1600 rpm si detectia la 280 nm (Fig 3.23). Dupa trei injectii
HPCCC repetate (3 x 100 mg), s-au obtinut 14 mg de sub-
fractiune VO-EAE-2.1 (timp HPCCC de elutie 23-25 min),
15 mg de sub-fractiune VO-EAE-2.2 (timp HPCCC de elutie
60-64 min) si 7 mg de sub-fractiune VO-EAE-2.3 (timp
HPCCC de elutie 117-123 min; compusul VO5; puritate
HPLC-DAD 96,3%).

Sub-fractiunea VO-EAE-2.1 a fost purificata ulterior prin
HPLC semi-preparativ cu metanol 28%, obtinandu-se 4 mg de
compus VO2 (puritate HPLC-DAD 95,4%) si 6 mg de
compus VO3 (puritate HPLC-DAD 97,5%). Separarea prin
HPLC semi-preparativ a sub-fractiunii VO-EAE-2.2 cu



metanol 40% a condus la compusul VO4 (6 mg, puritate
HPLC-DAD 98,3%).
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Fig. 3.23. Cromatograma HPCCC la scara semi-preparativa a
fractiunii VO-EAE-2

Suplimentar, compusul VO5 a fost izolat din VO-EAE-2
utilizdnd sistemul VII (EWat 1:1). Dupa o singurd injectare
(100 mg, faza inversa, 6 mL/min, 1600 rpm, 280 nm), au fost
obtinute 3 mg de compus VOS5 (puritate HPLC-DAD 96,0%)
n sub-fractiunea VO-EAE-2.4 (timp HPCCC de elutie 31-33
min).

In final, alte sisteme bifazice de solventi (VIII HEMWat
1:2:1:2 si IX HEMWat 2:5:2:5) au fost investigate in vederea
obtinerii valorilor K optime pentru izolarea compusului VOG6
din fractiunea VO-EAE-2. Dupa trei injectdri HPCCC repetate
cu sistemul IX (3 x 100 mg, faza inversd, 6 mL/min, 1600
rpm, 280 nm), au fost obtinute 8 mg de compus VOG6 (puritate
HPLC-DAD 95,3%) in sub-fractiunea VO-EAE-2.5 (timp de
elutie HPCCC 20-22 min). Fig. 3.41. sumarizeaza metodele
de izolare ale tuturor compusilor obtinuti din partile aeriene
de V. ovalifolium.
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Fig.3.41. Schema de separare a compusilor din partile aeriene
de V. ovalifolium




3.1.2.3. Elucidarea structurald a compusilor izolati
3.1.2.3.2.  ldentificarea compusului VO2

Analizele spectrale (UV, HRESIMS, ESI-MS/MS si
RMN) au condus la identificarea compusului VO2 drept
premnacorimbozida B [6-O-(3"-O-trans-p-cumaroil)-a-L-
ramnopiranozilcatalpol].

Compusul VO2 a prezentat doua
maxime UV la 219 si 226 nm
(caracteristice unui sistem enol-eter
apartindind unei iridoide) si un
maxim aditional de absorbantd la
e 312 N apartindnd - cromoforului

Fig.3.44. Spectrul UV cinamoil (Fig. 3.44).
al compusului VO2 Spectrul HRESIMS (ionizare in
negativ) a prezentat un ion m/z la
653,2090 [M-H] " (calculat pt. C3H3;046, 653,2087, A = 0,45
ppm).

lonul precursor de la m/z 653 a generat urmatoarele
fragmente ionice observate in spectrul ESI-MS/MS: 491 [(M-
H)-glucozil]; 377 [(M-H)-glucozil-CsHegO3)]; 309 [(M-H)-
glucozil-CgH1004]; 291 [(M-H)-glucozil-CoH1,04-H,0]; 205
[(M-H)-glucozil-CgH,,0,-C4HsOs]; 187  [(M-H)-glucozil-
CoH100,4-C4Hg05-H,0]; 163 [p-cumarat]; 145 [p-cumaroil-
H] and 119 [p-cumarat-CO,] (Fig. 3.45).

1450

04 191 -
02 1870 =1 8522
*

e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

Fig.3.45. Spectrul ESI-MS/MS al compusului VO2
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Premnacorimbozida B (compusul VO2) poate fi formal
impartit n patru elemente structurale distincte: catalpolgenina
(unitatea agliconicd), glucoza, ramnoza si restul de acid trans-
p-cumaric.

Unitatea agliconica (catalpolgenina) a fost elucidata
datoritd unor semnale caracteristice din spectrul 'H-RMN

(Tabelul 3.VI). Cei doi protoni olefinici (H3 si
& [To H4) au aparut la deplasari chimice mari: oy
" Sy 6,39 ppm (dd, J = 6,0, 1,8 Hz) si, respectiv,
5,12 ppm (dd, J = 6,0, 4,6 Hz). Urmatorul
proton (H1) a aparut la 5,10 ppm (d, J = 9,8
Hz), ca urmare a actiunii dezecranante a
oxigenului piranozic si a gruparii hidroxil de la C1. Semnalul
de la 4,05 ppm (dd, J = 8,2, 1,0 Hz, H6) a fost cuplat cu cele
de la 3,66 ppm (d, J = 1,0 Hz, H7) si 2,46 ppm (m, H5). Mai
mult, valoarea deplasarii chimie corespunzatoare lui H6 a
indicat prezenta unei functiuni oxigenate in aceasta pozitie
(C6). Datorita faptului ca H5 a fost cuplat atat cu H4 si H6,
dar si cu semnalul de la 2,57 ppm (dd, J = 9,8, 7,5 Hz, H9),
H5 a aparut sub forma unui multiplet. Dubletele de la 4,15
ppm (J = 13,0 Hz) si 3,82 ppm (J = 13,0 Hz) au fost
caracteristice protonilor metilenici de la C10.

Spectrul *C-RMN a confirmat structura aglionului. Asa
cum era de asteptat, cei doi atomi de carbon olefinici (C3 si
C4) au fost cei mai dezecranati (3¢ la 142,2 si, respectiv 103,6
ppm). Semnalele de la 95,2 si 83,8 ppm au fost atribuite
atomilor de carbon care au prezentat functiuni oxigenate (C6
si, respectiv, C1). Atomii cei mai putin dezecranati au fost cei
de la 43,3 si 37,3 ppm, caracteristici atomilor de carbon
alifatici tertiari C9 si, respectiv, CS5.

De asemenea, spectrele RMN bidimensionale au
confirmat si ele structura agliconului. In spectrul 'H-'H
COSY al compusului VO2, au fost observate urmatoarele
cuplaje intre protonii vicinali: H3/H4 (6,39/6,12), H5/H6
(2,46/4,05), H5/H9 (2,46/2,57) si H1/H9 (5,10/2,57. Spectrul
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HSQC a permis asocierea protonului H1 cu C1 (5,10/95,2),
H3 cu C3 (6,39/142,2), H4 cu C4 (5,12/103,6), H5 cu C5
(2,46/37,3), H6 cu C6 (4,05/83,8), H7 cu C7 (3,66/59,2), H9
cu C9 (2,57/43,3), Hl10a cu C10 (4,15/61,5) si HI10b
(3,82/61,5).

Prima unitate glucidica (f-D-glucopiranoza) a fost
elucidatd pe baza semnalelor caracteristice din spectrul ‘H-
RMN al compusului VO2. Dubletul de la 64 4,78 ppm (J =
7,9 Hz) este sugestiv pentru protonul anomeric H1'. Valoarea
deplasérii chimice a acestui proton s-a datorat efectului

dezacranant al atomului de oxigen din

3 nucleul piranozic si hidroxilului glicozidic

. P7y-on de la C1' (configuratie B). Urmdtorul semnal

H}"”"/OH a fost observat ca dublet de dublete la 3,92

ppm (J = 12,0, 2,1 Hz), fiind atribuit

protonului H6a'. Acest proton a fost cuplat cu dubletul de

dublete de la 3,63 ppm (J = 12,0, 6,7 Hz, H6'b) si multipletul
de la 3,31 ppm (H5").

Asa cum era de asteptat, atomul de carbon cel mai
dezecranat din spectrul *C-RMN a fost cel de la 8¢ 99,7 ppm
corespunzator lui C1', datorita efectului atomului de oxigen
piranozic si hidroxilului glicozidic. Atomii C5' (78,7 ppm) si
C3' (77,7 ppm) au rezonat aproximativ cu aceeasi intensitate
(C5' este in vecinatatea oxigenului piranozic si a atomilor C4'
si C6', In timp ce atomul C3' este in vecinatatea unei grupari
hidroxil si a atomului C4'). Atomii C2'si C4' au aparut la 74,9
si, respectiv 71.8 ppm, pe cand atomul C6' a fost cel mai putin
dezecranat la 63,0 ppm.

Spectrele RMN bidimensionale au furnizat informatii
structurale aditionale. Tn spectrul *H-'H COSY al compusului
VO2 au fost observate urmaitoarele cuplaje caracteristice
H1'/H2' (4,78/3,26) si H5'/H6'b (3,31/3,63). Spectrul HSQC a
corelat fiecare proton cu atomul de carbon corespunzator,
astfel: H1/C1' (4,78/99,7), H2/C2' (3,26/74,9), H3/C3'
(3,40/77,7), H4IC4 (3,25/71,8), H5/C5 (3,31/78,7),
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H6'a,b/C6'" (3,92, 3,63/63,0). Spectrul HMBC a evidentiat
prezentat unor peak-uri incrucisate intre H1/C1' (5,10/99,7) si
H1'/C1 (4,78/95,2) care au sugerat faptul ca prima glicozilare
a avut loc intre hidroxilul de la C1' al B-glucopiranozei si
hidroxilul de la C1 al catalpolgeninei. Aceasta pozitie de
eterificare a fost confirmata si de spectrul ROESY, cand un

cuplaj sugestiv intre H1 si H1' (5,10/4,78) a fost observat.
Structura celei de-a doua unitati glucidice (a-L-
ramnopiranoza) a fost elucidata pe baza semnalelor
caracteristice '"H-RMN. Dubletul de la &y

o Mg, 497 ppm (J = 4,8 Hz) a fost atribuit
YD protonului anomeric avand configuratia a a
T grupdrii hidroxil de la nivelul C1". Acest

i proton a fost cuplat cu H2" (4,08, dd, J = 3,3,

1,8 Hz) care la randul sau a fost cuplat cu multipletul de la
5,09 ppm (H3"). Protonici metilici (H6") au fost ecranati la
1,31 ppm. Ca urmare a efectului dezecranant al gruparii
carbonil din vecindtate, protonul H3" a fost cel mai
dezecranat, presuspunand-se astfel legarea gruparii acil de
carbonul C3" al unitatii ramnozice.

Tn spectrul **C-RMN, C1" a fost cel mai dezecranat atom
la 6c 100,3 ppm ca urmare a prezentei oxigenului piranozic si
a hidroxilului glicozidic. Urmatorul semnal (75,3 ppm) a fost
atribuit lui C3", reintarind ideea cé restul acil este atasat in
aceasta pozitie. Atomii C2" (70,3 ppm), C4" (71,4 ppm) si
C5" (70,4 ppm) au fost aproape suprapusi, datoritd ambiantei
magnetice similare (fiecare atom are o grupare hidroxil
atasatd). Tinand cont ca nicio grupare hidroxil nu este legata
de carbonul C6", acesta a fost cel mai ecranat (18,0 ppm).

Cateva cuplaje sugestive au fost observate in spectrul *H-
'H COSY al compusului VO2, conectand toti protonii cu
acelasi spin: H1"/H2" (4,97/4,08), H2"/H3" (4,08, 5,09),
H3"/H4"  (5,09/3,68), H4"/H5" (3,68/3,82), H5"/H6"
(3,82/1,31). Spectrul HSQC a atribuit toti protonii atomilor de
carbon corespunzatori: H1"/Cl" (4,97/100,3), H2"/C2"
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(4,08/70,3), H3"/C3" (5,09/75,3), H4"/C4" (3,68/71,4),
H5"/C5" (3,82/70,4), H6"/C6" (1,31/18,0). Corelatiile din
spectrul HMBC [H6/C1" (4,05/100,3) si H1"/C6 (4,97/83,8)]
au dovedit faptul ca a doua pozitie de glicozilare a avut loc
intre gruparea hidroxil de la C1" al a-ramnopiranozei si
gruparea hidroxil de la C6 al catalpolgeninei. Acest lucru a
fost indicat si de cuplajul intre H6/H1" (4,05/4,97) din
spectrul ROESY.

Structura restului de acid trans-p-cumaric a fost stabilita
din datele spectrului ‘H-RMN. Dubletele de la &, 7,70 ppm
(H7") si 6,42 ppm (H8™) cu aceeasi constanta de cuplaj J =
15,8 Hz au sugerat prezenta unei legaturi duble trans carbon-
carbon. Mai mult, cele douda perechi de protoni aromatici
cuplati orto la 7,48 ppm (H2", H6") si 6,81 ppm (H3", H5")

HOL. A cu J = 8,7 Hz, au sugerat o substitutie in

S para a nucleului benzenic. Spectrul **C-

I o, RMN a evidentiat prezenta unei grupari

0 carbonil puternic dezecranate la 6. 168,9

ppm (C9™), doi atomi de carbon olefinici

146,7 (C7") si 115,4 ppm (C8"), precum si sase atomi de

carbon aromatici (C1™-C6"™), cu doud perechi de cate doi

atomi de carbon cuplati In Orto ca urmare a prezentei unei
grupari hidroxil in para.

Spectrul *H-'H COSY al compusului VO2 a indicat doua
cuplaje caracteristice intre H2"/H3" (7,48/6,81) si H7"/H8"
(7,70/6,42), in timp ce spectrul HSQC a corelat toti protonii
cu atomii aferenti (H2/6™/C2/6"™, H3/5"/C3/5", HT"/CT" si
H8™/C8™). Cuplajul H3"/C9™ (5,09/168,8) din spectrul
HMBC a confirmat pozitia de esterificare a acidului trans-p-
cumaric cu hidroxilul de la C3" al restului de a-
ramnopiranoza.
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Table 3.VI. Datele *H-RMN si **C-RMN ale
compusului VO2

Atom  Compusul VO2

dc (ppm) 8y (ppm), J (Hz)

Aglc

1 95,2 5,10d (9,8)

2 - -

3 142,2 6,39 dd (6,0, 1,8)
4 103,6 5,12 dd (6,0, 4,6)
5 37,3 2,46 m

6 83,8 4,05dd (8,2, 1,0)
7 59,2 3,66 d (1,0)

8 66,6 -

9 43,3 2,57dd (9,8, 7,5)
10 61,5 a. 4,15d (13,0)

b. 3,82 d (13,0)

Glc HO X
1 99,7 4,78 d (7,9) N ‘,‘ o
2 74,9 3,26 dd (9,0, 7,9) : o@oH
9-10\"' o — HO
o 0

3 71,7 3,401 (9,0) =

4 71,8 3,251 (9,0) {97\ on

5 78,7 331m = OSDZH

6' 63,0 a. 3,92 dd (12,0, ) wo MO
2,1) Premnacorimbozida B (VO2)
b. 3,63 dd (12,0,
6,7)

Rha

1" 100,3 4,97d (1,8)

2" 70,3 4,08 dd (3,3, 1,9)

3" 75,3 5,09m

4" 71,4 3,681(9,7)

5" 70,4 3,82m

6" 18,0 1,31d (6,2, 3H)

Acyl

i 127,3 -

2"/e" 1311 7,48d (8,7)

3"/5" 1168 6,81d (8,7)

4" 161,2 -

™ 146,7 7,70 d (15,8)

8" 1154 6,42 d (15,8)

9" 168,8 -
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3.1.4. Studii biologice pe compusi izolati din Verbascum
ovalifolium

3.1.4.1. Evaluarea actiunii citotoxice

Initial, premnacorimbozida B (VO2), sacatozida (VO3),
premnacorimbozida A (VO4), scorodiozida (VO5), 6-0O-(3",
4"-di-O-trans-cinamoil)-a-L-ramnopiranozilcatalpolulul
(VO6b) si verbascozida (VO7) au fost evaluati privind efectele
asupra viabilitatii a trei tipuri de linii celulare tumorale (MCF-
7, HT-29 si A549) si una normala (MCF-10A) prin metoda
MTT. Compusii au fost investigati la o concentratie de 100
pg/mL, dupa o incubare de 24 h si 48 h. Dintre acestia, patru
compusi (VO2-VO5) nu au produs niciun efect semnificativ
asupra viabilitatii celulelor tumorale.

Compusul VOG6 a prezentat efecte citotoxice Tn toate cele
trei linii tumorale doar dupd o incubare de 48 h. Celulele
MCE-7 au fost cele mai sensibile, cu o viabilitate de 67,82 +
8,74%. Celelalte doud linii celulare au fost afectate intr-o
manierd mai redusa, VO6 determinand viabilitati de 87,85 +
4,20% in celulele HT-29 si 88,03 £ 1,83% 1n celulele A549.
Mai mult, nu au fost observate niciun fel de efecte citotoxice
n celulele normale MCF-10A.

Compusul VO7 a fost singurul compus ce a prezentat
activitate dupd ambele perioade de incubare (24 si 48 h).
Celulele MCF-7 au fost cele mai sensibile la actiunea VO7,
viabilitatea lor ajungand la 69,68 + 4,23% si 44,61 + 5,34%
dupa 24 si, respectiv, 48 h. Cele mai scazute efecte citotoxice
au fost observate in celulele A549 (viabilitati de 92,54 +
2,33% si 61,46 + 7,54% la 24 si, respectiv, 48 h). Viabilitatea
celulelor normale MCF-10A nu a fost afectatd de tratamentul
cu VO7. Comparand activitatile citotoxice la 48 h, este clar
faptul ca VO7 a fost mult mai activ decat VOB, indiferent de
linia tumorala.
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Tn continuare, a fost studiata relatia doza-efect pentru cei
doi compusi (VO6 si VO7) pe domeniul de concentratie
cuprins intre 10 si 100 pg/mL, pentru o incubare de 48 h.

Viabilitatea celulelor MCF-7 a fost redusa intr-0 maniera
dependentd de dozd de catre ambii compusi, de la 80,21 +
2,73% (la 10 pg/mL) la 67,82 = 8,74% (la 100 pg/mL) in
cazul compusului VOG si de la 88,48 + 1,74% (la 10 pg/mL)
la 44,61 £ 5,34% (la 100 pg/mL) in cazul compusului VO7
(Fig. 3.86). Valoarea CCs de 84,69 = 15,65 pg/mL a fost
calculata doar pentru compusul VO7.

Atunci cand doze mai scazute (10 si 50 pg/mL) din cei
doi compusi au fost incubate in celulele HT-29, nu au fost
observate efecte semnificative din punct de vedere statistic. Tn
celulele A549, compusul VO6 nu a afectat viabilitatea la
concentratii mai mici de 100 pg/mL. insa, efectele produse de
VOT7 au fost dependente doza, viabilitatea scdzand de la 87,18
+ 3,17% (la 10 pg/mL) la 61,46 + 7,54% (la 100 pg/mL).
Tntruct cea mai mare concentratie testatd nu a produs efecte
citotoxice de peste 50% in celulele HT-29 si A549 cells,
valorile CCsy nu au fost extrase.

120

w o
S 2

B10 pg/mL
50 pg/ml,
©100 pg/mL

% Cell viability
-
o & & 3

MCEF-7 ‘ HT-20 ‘ As540 |

Fig. 3.86. Viabilitatea celulelor MCF-7, HT-29 si A549
dupi o incubare de 48 h cu VOG6 si VO7
izolati din V. ovalifolium
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3.1.4.2. Evaluarea activitatii pro-apoptotice

Efectele pro-apoptotice produse de compusii VO6 si VO7
au fost evaluate prin doua tipuri de teste: testul cu anexina V —
iodurd de propidiu si testul de fragmentare a ADN-ului. Prin
comparare cu martorul negativ, compusul VO6 a determinat o
crestere semnificativa a ratei de apotoza in celulele MCF-7
(23,4% vs. 17,2%), HT-29 (9,1% vs. 3,0%) si A549 (16,7%
vs. 13,5%) determinate prin testul cu anexina V — iodura de
propidiu (Fig. 3.88A). Totusi, cresteri semnificative ale
factorului de imbogatire au fost observate doar in celulele
MCF-7 (1,70 £ 0,25 vs. 1,00 £ 0,10 AU) si A549 (1,60 * 0,31
vs. 1,00 = 0,10 AU) in testul de fragmentare a ADN-ului (Fig.
3.88B).

Tn cazul compusului VO?7, rata de apoptozi a fost cea mai
ridicata Tn celulele MCF-7 (43,6% vs. 17,2%), fiind urmata de
celulele A549 (31,5% vs. 13,5%) si HT-29 (22,6% vs. 3,0%).
Aceste rezultate au fost corelate cu factorii de Imbogdtire care
au fost crescuti semnificativ in toate liniile celulare, astfel:
MCF-7 (3,08 £ 0,25 vs. 1,00 + 0,10 AU), HT-29 (1,40 + 0,21
vs. 1,00 £ 0,10 AU) si A549 (3,54 £ 0,16 vs. 1,00 = 0,10 AU).
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Fig. 3.88. A. Rata de apoptoza si B. Factorul de imbogatire Tn

celulele MCF-7, HT-29 si A549 dupi o incubare de 48 h cu VOB si
VO7 (100 pg/mL) izolati din V. ovalifolium
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3.1.4.3. Analiza ciclului celular

Efectele compusilor VOG6 si VO7 asupra ciclului celulelor
MCF-7, HT-29 si A549 au fost investigate prin metoda de
pigmentare a ADN-ului cu iodura de propidiu. Compusii au
fost testati la o concentratie de 100 pg/mL si 0 incubare de 48
h.

Citogramele si histogramele au sugerat efecte diferentiale
ale celor doi compusi asupra continutului de ADN 1in celulele
MCEF-7. VOG6 a produs blocarea ciclului celular in faza Go/G;
(75,1% vs. 63,6% 1in martorul negativ) cu o reducere
compensatorie a procentului de celule in fazele S (5,5% vs.
8,7%) si Go/M (23,3% vs. 13,8%). Chiar daca procentul
celulelor MCF-7 in faza Go/G; a fost redus de VO7 (56,7% vs.
63,6% 1n martorul negativ), populatia celulelor in faza subG,
a fost crescuta considerabil (9,2% vs. 1,8%).

In urma incubirii celulelor HT-29 cu VOG6 s-a observat o
blocare a ciclului celular in faza Go/G; (62,2% vs. 57,5% 1n
martorul negativ). Aceasta a fost acompaniata de o crestere a
procentului celulelor in faza S (8,8% vs. 4,5%) si scadere a
numarului lor in faza Gy/M (24,5% vs. 31,1%). Totusi,
compusul VO7 a crescut populatia ceulelor aflate in faza
Go/G; (55,4% vs. 57,5%), dar a produs o crestere usoara a
procentului de celule in faza subG; (7,1% vs. 5,0%) (Fig.
3.90).

VO6 nu produs modificari importante in ciclul celulelor
A549. Tn schimb, compusul VO7 a determinat o crestere
majora a populatiei celulare in faza subG; phase (11,2% vs.
1,3% in martorul negativ). Global, acumularea celulelor n
faza subG; produsa de VO7 a fost cea mai intensa in celulele
A549 cells (crestere de 9,9%), fiind urmata de celulele MCF-7
(crestere de 7,4%) si HT-29 (crestere de 2,1%) (Fig. 3.90).
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Fig. 3.90. Distributia ciclului celular al celulelor MCF-7, HT-29 si
A549 dupa o incubare de 48 h cu VO6 si VO7
izolati din V. ovalifolium

3.1.4.4. Evaluarea actiunii pro-oxidante

Capacitatea compusilor VOG6 si VO7 (100 pg/mL) de a
induce efecte pro-oxidante in celulele MCF-7, HT-29 si A549
a fost evaluata prin metoda cu DFCH-DA la 1, 2, 3 si 24 h.
Comeparativ cu martorul negativ, VOG6 a crescut semnificativ
nivelul SRO doar n celulele HT-29 si A549 (Fig. 3.91).
Efectul a fost dependent de timp Tn celulele HT-29, activitatea
pro-oxidanta variind dupa cum urmeaza: 5,65 + 0,54%, 7,73 +
0,38%, 17,06 + 1,60% si 21,59 £ 1,60%, dupa 1, 2, 3 si,
respectiv 24 h. Tn celulele A549, nivelul SRO a crescut doar
dupa 3 si 24 h (26,17 £ 2,56% si, respectiv 42,57 + 2,56%).

Tn ceea ce priveste compusul VO7, acesta a manifestat
efecte pro-oxidante potente in toate cele trei linii tumorale. Tn
celulele MCF-7, activitate a variat foarte putin, intre 12,78 +
0,68% la 2 h si 16,53 + 0,70%, la 24 h. O activitate
dependentd de timp a fost observata in celule HT-29: 6,99 +
0,51%, 12,35 + 1,92%, 18,99 + 1,29% si 27,97 + 1,86% (la 1,
2, 3 si, respectiv, 24 h). Celulele A549 au fost cele mai
sensibile la actiunea compusului VO7, cu nivelul ROS de
15,95 + 1,19%, 28,48 + 2,14% si 46,21 + 1,55% dupi 2, 3 si,
respectiv 24 h.
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Fig.3.91. Activitatea pro-oxidanta in celulele (A) MCF-7, (B) HT-
29 si (C) A549 dupd incubarea cu VOG6 si VO7
izolati din V. ovalifolium

3.1.4.5. Evaluarea actiunii de inhibare a secretiei
citokinelor

3.1.45.1. Inhibarea secretiei interleukinei-8

Actiunea de inhibare a secretiei IL-8 a fost evaluata in
neutrofile stimulate cu LPS (100 ng/mL) dupa 30 min de
incubare cu doze de 12.5-50 uM ale compusilor izolati din V.
ovalifolium (Fig. 3.92).

Compusii VO4 si VOS5 au produs o reducere dependenta
de doza a eliberarii IL-8 de la 58,21 + 8,68% la 12,5 uM la
38,77 £6,19% la 50 uM (VO4) si de la 55,04 + 8,80% la 12,5
uM la 35,34 + 13,48% la 50 uM (VO5). VO2 (66,35 *
11,39%), VO3 (52,85 + 12,15%) si VOG6 (55,83 + 10,37%) au
fost activi doar la cea mai mare concentratie testatd (50 pM).
Pe de alta parte, compusul VO7 a redus semnificativ secretia
IL-8 1a 25 uM (68,02 + 10,15%), dar nu si la 50 uM. Oricum,
efectele produse de compusii testati au fost mai reduse decat
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cele manifestate de dexametazona care a diminuat eliberarea
IL-8 din neutrofilele stimulate cu LPS de la 16,16 + 1,58%
(12,5 uM) la 13,77 = 3,27% (25 uM). La 50 uM, urmatoarea
ordine de activitate a fost observata: VO5 ~ VO4 > VO3 ~
VO6 > V02 > VOT.

0125 uM
825 uM
E50 uM

% IL-8 secretion

LPS- LPS+ VO2 VO3 VO4 VOS5 VO6§ VO7 DEX

Fig.3.92. Nivelul IL-8 in neutrofilele stimulate cu LPS dupa o
incubare de 30 min cu VO2-VO?7 izolati din V. ovalifolium

3.1.4.5.2. Inhibarea secretiei factorului de necroza
tumorald-o

Cele cinci diglicozide iridoidice acilate (VO2-VO6) si
verbascozida (VO7) au fost investigate in ceea ce priveste
proprietatile de inhibare a TNF-a in neutrofilele stimulate cu
LPS (Fig. 3.93).

Compusii VO2 si VO6 au produs o reducere dependenta
de doza a secretiei TNF-a; nivelul TNF-a a fost redus de la
68,61 + 10,90% (la 12,5 uM) la 33,41 + 7,85% (la 50 uM) in
cazul lui VO2 si de 1a 68,59 + 10,34% (la 12,5 pM) la 18,97 +
6,33% (la 50 uM) in cazul lui VOG. Ceilalti compusi au fost
activi doar la 25 si 50 puM. La cea mai ridicatd concentratie
testata, VO3, VO4, VOS5 si VO7 au diminuat productia TNF-
a la 41,35 + 13,43%, 30,84 + 8,98%, 31,28 * 6,12% si,
respectiv, 47,81 = 8,90%. Prin urmare, urmatoarea ordine a
activitatii a fost observatd la 50 uM: VO6 > VO4 ~ VOS5 ~
VO2 > VO3 > VOT. Totusi, efectele manifestate de compusii
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testati au fost mai reduse decat dexametazona care a
determinat nivelele TNF-a de 26,72 + 3,73% (la 12,5 uM) si
19,74 £ 3,99% (la 25 uM).

140

S ks
S o

8125 uM
825 uM
B50 pM

%0
=3

% TNF-a secretion
- [=})
s 2

%)
S

=3

LPS- LPS+ VO2 VO3 VO4 VOS5 VO6 VO7 DEX

Fig. 3.93. Nivelul TNF-a in neutrofile stimulate cu LPS dupa o
incubare de 30 min cu VO2-VO7 izolati din V. ovalifolium
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CONCLUZII GENERALE. CONTRIBUTII
ORIGINALE. PERSPECTIVE DE CERCETARE

Tn acest studiu au fost investigate din punct de vedere
chimic si biologic partile aeriene provenind de la doud specii
de lumandrica, si anume Verbascum ovalifolium Donn ex
Sims si Verbascum blattaria L.

Determinarea cantitativd a polifenolilor totali si a
flavonoidelor din extractul metanolic brut (VO-CME),
hexanic (VO-HE), in acetat de etil (VO-EAE), butanolic (VO-
BE) si apos (VO-AQE) de V. ovalifolium, precum si din
extractul hexanic (VB-HE), in acetat de etil (VB-EAE),
butanolic (VB-BE), metanolic (VB-ME) si apos (VB-AQE)
de V. blattaria a evidentiat urmatoarele:

= VO-BE (185,82 + 1,33 mg GAE/g; 106,57 + 0,52 mg
CE/g) si VO-EAE (177,78 + 2,21 mg GAE/g; 107,42 +
0,34 mg CE/g) au avut cel mai ridicat continut
polifenolic si flavonoidic din V. ovalifolium;

= VB-ME (56,69 £ 1,07 mg GAE/g; 26,34 £ 0,32 mg
CE/g extract) a prezentat concentratiile cele mai mari
de polifenoli si flavonoide din V. blattaria;

» VO-HE (14,18 + 0,75 mg GAE/g) si VB-HE (1,53
0,21 mg GAE/Q) au avut cele mai scazute valori;

= Extractele de V. ovalifolium s-au dovedit o sursa mai
bogata 1n polifenoli si flavonoide fata de extractele de
V. blattaria.

Determinarea profilului chimic prin HPLC-DAD-ESI-
Q-TOF-MS/MS a extractelor de V. ovalifolium si V.
blattaria a evidentiat prezenta a 53 de constituenti in V.
ovalifolium si 35 de constituenti in V. blattaria, dupa cum
urmeaza:
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CONSTITUENTI IDENTIFCATI iN VERBASCUM OVALIFOLIUM

Clasa

Subclasia

Constituenti

28 glicozide
iridoidice

5 monoglicozide
iridoidice

catalpol
aucubina
harpagida
aiugol
lateriozida

7 diglicozide
iridoidice
monoacilate

cafeoil 6-O-ramnozilcatalpol (x2)
p-cumaroil 6-O-ramnozilcatalpol
(x2)

feruloil 6-O-ramnozilcatalpol
cinamoil 6-O-ramnozilcatalpol
p-metoxicinamoil 6-O-
ramnozilcatalpol

11 diglicozide
iridoidice diacilate

cafeoil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol

p-cumaroil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol (x2)
cinamoil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol (x2)
p-metoxicinamoil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol

cinamoil p-cumaroil 6-O-
ramnozilcatalpol (x2)
feruloil cinamoil 6-O-
ramnozilcatalpol

dicinamoil 6-O-ramnozilcatalpol
(x2)

3 diglicozide
iridoidice
monoacilate

p-cumaroil diacetil 6-O-
ramnozilcatalpol

cafeoil cinamoil acetil6-O-
ramnozilcatalpol

cinamoil diacetil 6-O-
ramnozilcatalpol

2 alte glicozide
iridoidice

6-O-ramnozilcatalpol
p-cumaroil 6-O-ramnozilaucubin

11 glicozide
feniletanoidice

6 diglicozide
fenilethanoidice
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CONSTITUENTI IDENTIFCATI iN VERBASCUM OVALIFOLIUM

Clasa Subclasia Constituenti
5 triglicozide angorozida C
feniletanoidice alisonozida

pentozil forsitozida E
angorozisa A
forsitozida B/F

8 flavonoide 4 glicozide luteolin-7-glucozida
flavonoidice luteolin rutinozida

luteolin diglucozida
apigenin pentozida

4 flavonoide non-  luteolina
glicozilate apigenina
disometina
crizoeriol
1 saponind oleanan-triterpenica desramnozilverbascosaponina
5 acizi organici si fenolici acid clorogenic

acid p-cumaroilchinic
glucozida acidului cafeic
acid chinic

izomerul acidului clorogenic

CONSTITUENTI IDENTIFICATI iN VERBASCUM BLATTARIA

Clasa Subclasa Constituenti
18 glicozide 3 monoglicozide catalpol
iridoidice iridoidice aiugol
lateriozida
3 diglicozide cafeoil 6-O-ramnozilcatalpol
iridoidice feruloil 6-O-ramnozilcatalpol
monoacilate p-cumaroil 6-O-ramnozilcatalpol
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CONSTITUENTI IDENTIFICATI iN VERBASCUM BLATTARIA

Clasa Subclasia Constituenti
10 diglicozide cafeoil acetil 6-O-
iridoidice diacilate  ramnozilcatalpol
p-cumaroil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol (x3)
di-p-cumaroil 6-O-
ramnozilcatalpol
feruloil p-cumaroil 6-O-
ramnozilcatalpol
di-feruloil 6-O-ramnozilcatalpol
cinamoil acetil 6-O-
ramnozilcatalpol (x2)
feruloil cinamoil 6-O-
ramnozilcatalpol
2 diglicozide cafeoil feruloil p-cumaroil 6-O-
iridoidice triacilate  ramnozilcatalpol
p-cumaroil diacetil 6-O-
ramnozilcatalpol
3 glicozide 1 diglicozida verbascozida
feniletanoidice  feniletanoidica
2 triglicozide angorozida C
feniletanoidice angorozida A
4 flavonoide 4 glicozide apigenin pentozida
flavonoidice luteolin glucozida
luteolin glucozil-glucuronida
apigenin glucozil-glucuronida
8 saponine 2 saponine desramnozilverbascosaponina
oleanan- tridesmozidice buddlejasaponina IV
triterpenice 6 saponine songarosaponinele A si B

tetradesmozidice

ilwensisaponina C
verbascosaponina
buddlejasaponina |
mulleinsaponina IV

2 acizi fenolici

acid p-cumaroilchinic
glucozida acidului cafeic




Determinarea cantitativi HPLC-DAD a extractelor de

V. ovalifolium a evidentiat ca:

VO-EAE a avut cantitatea cea mai mare de
verbascozida (101,40 £ 0,96 mg/g), acid clorogenic
(28,87 = 0,55 mg/g), luteolin-7-O-glucozida (16,44 +
0,13 mg/g) si luteolina (11,36 + 0,84 mg/qg);

VO-BE a concentrat cele mai ridicate nivele de
aucubind (26,40 + 0,29 mg/q);

VO-HE a avut cele mai scazute cantitati de
verbascozida (0,88 + 0,01 mg/g), acid clorogenic (0,34
+ 0,01 mg/g), luteolin-7-O-glucozida (0,16 + 0,01
mg/g) si luteolina (0,27 = 0,01 mg/g);

VO-CME a fost singurul extract in care toti compusii
au fost cuantificati: verbascozida (55,51 + 0,68 mg/g),
acid clorogenic (19,99 + 0,24 mg/g), aucubina (15,88 +
0,54 mg/g), luteolin-7-O-glucozida (9,06 + 0,91 mg/g)
si luteolina (3,46 + 0,55 mg/g).

Potentialul antioxidant al extractelor de Verbascum a

fost evaluat prin diferite metode spectrofotometrice in vitro
aratand ca:

VO-BE a fost cel mai potent scavenger fatd de
radicalul DPPH si anionul superoxid, cu valori ICsy de
29,40 £ 0,25 si, respectiv, 490,49 + 2,57 pug/mL;
VO-EAE a exercitat cea mai mare capacitate
reducatoare (1Csp = 15,19 + 0,37 pg/mL);

VO-HE si VO-AQE au fost cei mai activi agenti
chelatori, cu valori 1Csy de 0,10 + 0,01 si, respectiv,
0,53 £ 0,03 mg/mL;

VB-BE a prezentat cea mai ridicatda activitate de
scavenger fata de radicalul hidroxil (ICsy = 224,14 +
10,35 pg/mL);

VO-CME a prezentat o buna activitate de scavenger
fatd de radicalii DPPH (ICsq = 40,97 £ 0,54 pg/mL),
hidroxil (ICsp = 910,88 + 5,83 pg/mL) si anionul
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superoxid (ICso = 573,31 + 2,05 pg/mL), o buna putere
reducdtoare (ICso = 22,56 + 1,04 pg/mL) si o buna
abilitate de chelatare a ionului feros (ICs, = 3,66 + 0,28
mg/mL);

* VB-ME a avut o activitate antioxidantd in vitro
inferioara, cu valori I1Csy de 591,67 *+ 25,58 pug/mL in
testul de determinare a capacitatii de scavenger fata de
radicalul DPPH si 49,67 = 1,40 pg/mL in testul de
determinare a capacitatii reducétoare.

Coeficientii de corelatie dintre actiunea antioxidanta
(ICsp) si profilul polifenolic a evidentiat ca activitatea de
scavenger fatda de radicalul DPPH a extractelor de Verbascum
a fost puternic corelata (R € [-0,7186;-0,9634], p < 0,05) cu
totalul polifenolic, flavonoidic si continutul de acid
clorogenic. Puterea reducatoare a fost foarte puternic corelata
(R € [-0,9254; —0,9984], p < 0,05) cu total polifenolic,
flavonoidic, verbascozida si acidul clorogenic. Corelatii foarte
puternice (R =—-0,9910 si —0,9987, p < 0,05) si moderate (R =
—-0,6976 si —0,5892, p < 0,05) au fost observate intre
activitatea de scavenger fata de anionul radicalic superoxid si
totalul polifenolic, flavonoidic, concentratia de acid
clorogenic si, respectiv, concentratia  verbascozidei.
Activitatea de scavenger fatd de radicalul hidroxil a fost
puternic corelata (R = -0,8939, p < 0,05) doar cu total
polifenolic.

Efectul produs de extractele de V. ovalifolium asupra
viabilitatii celulelor tumorale de melanom malign SK-
MEL-2 si a celulelor non-tumorale fibroblastice V79
provenind de la hamsteri chinezesti a fost determinat
spectrofotometric prin metoda MTT (incubare de 24 h). La
100 pg/mL, viabilitatea celulelor SK-MEL-2 a fost redusa
semnificativ de toate extractele in comparatie cu martorul
negativ; VO-BE a fost cel mai citotoxic extract (CCsy = 77,98
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+ 3,05 pg/mL). VO-CME si VO-EAE au exercitat usoare
efecte de citotoxicitate selectiva, cu o reducere mai pronuntata
a viabilitatii celulelor tumorale SK-MEL-2 (de 25,41% si,
respectiv, 30.74%) decét a celor normale V79 (de 10,02% si,
respectiv, 15,78%).

Activitatea genotoxica produsa extractele din V.
ovalifolium cu cea mai scazuta citotoxicitate in celulele V79,
VO-CME si VO-EAE, a fost evaluata prin testul Comet (100
ug/mL, incubare de 24 h). VO-CME (2,17 + 0,37% ADN in
coadd) si VO-EAE (9,27 + 1,20% ADN 1in coada) s-au
dovedit lipsite de genotoxicate prin comparatie cu martorul
negativ (10,18 £ 1,04% ADN 1in coada). Dintre aceste doua
extracte, numai VO-CME a prezentat un efect usor
antigenotoxic Tmpotriva leziunilor produse de razele UV (100
Jm?, 15 min) (47,14 + 1,07% vs. 59,67 = 1,00 % DNA fn
coada celulelor expuse doar la UV).

Activitatea de inhibare a secretiei citokinelor de catre
extractele de V. ovalifolium si V. blattaria a fost evaluata
prin citometrie Tn flux in neutrofile stimulate cu LPS. La 100
ug/mL, VB-ME, cel mai activ extract, a diminuat eliberarea
IL-8 si TNF-a cu 34,69 = 6,61% si, respectiv, 83,93 £ 1,72%.
VO-CME nu a produs efecte semnificative asupra secretiei de
IL-8, In timp ce VO-EAE nu a influentat eliberarea TNF-a.
Global, extractul metanolic de V. blattaria a produs efecte
anti-secretorii mai pronuntate asupra IL-8 si TNF-o decat
extractele de V. ovalifolium.

Separarea prin cromatografie Tn contracurent de
inalta performanta a permis izolarea rapida a 13 constituenti
majori si minori din extractele de V. ovalifolium si V.
blattaria. Structurile compusilor izolati au fost elucidate prin
analiza spectrelor UV, HRESIMS, ESI-MS/MS, RMN 1D
(*H-RMN, “C-RMN), RMN 2D (*H-'H COSY, HSQC,
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HMBC si ROESY) si compararea acestora cu datele din

literatura. Prin urmare, urmatorii compusi au fost izolati:

8 glicozide iridoidice:

= 5 diglicozide iridoidice acilate de tipul catalpolului

din V. ovalifolium

= 3 diglicozide iridoidice acilate de tipul catalpolului

din V. blattaria
R,0

OR;
R3O“.£\§
o
0
HsC ~
/

HO Q\ OH
HO” >~ “OH
OH
Compus R; R, R, Cant. Puritate

VO2 Premnacorimbozida B H Coum H 4 mg 95,4%
VO3 Sacatozida Coum H H 6 mg 97,5%
VO4 Premnacorimbozida A Coum Ac H 6 mg 98,3%
VO5 Scorodiozida Cinn  Ac H 10mg 96,0%
VO6 6-0-(3",4"-di-O-trans- H Cinn  Cinn  8mg 95,3%

cinamoil)-a-L-

ramnopiranozilcatalpol
VB1 Scropoliozida F H H Coum 2mg 95,8%
VB2 Scrofulozida A3 H Ac Coum 16mg 94,3%
VB3 Gmelinozida L H Ac Cinn  13mg 93,1%

» 1 glicozida feniletanoidica din V. ovalifolium:

OH

(e} \6'0\/\@
HOWO\“‘ -~ OH
HO 0, O .CHg
HOJ/\‘j “OH

OH
Verbascozida
(VO7, 9 mg, puritate 98,0%)
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= 2 flavonoide din V. ovalifolium:

OH
oH OH
OH 0.© OH
HO™ “OH
OH O OH OH O
Luteolina Luteolin-7-O-glucozida
(VO1, 8 mg, puritate 99,0%) (VO8, 8 mg, puritate 97,0%)
= 2 acizi fenolici din V. ovalifolium:
?HCOOH ?HCOOH
oo~} oo~}
/ SIS P sz
HO ©OH HO  OH
HO
OH OH

Acid 3-O-p-trans-cumaroilchinic Acid clorogenic
(VO9, 2 mg, puritate 96,1%) (VO10, 4 mg, puritate 99,0%)

Dacd flavonoidele (luteolina, luteolin-7-O-glucozida),
acizii fenolici (acidul 3-O-p-trans-cumaroilchinic, acidul
clorogenic), glicozida feniletanoidica  (verbascozida),
sacatozida, premnacorimbozida B si scropoliozida F au fost
anterior descrise n specii de Verbascum, ceilalti compusi sunt
raportati pentru prima datd in acest gen. Este cazul
premnacorimbozidei A, scorodiozidei, 6-O-(3", 4"-di-O-trans-
cinamoil)-a-L-ramnopiranozilcatalpolului  izolati din V.
ovalifolium si a scrofulozidei A3 si gmelinozidei L izolate din
V. blattaria. Acesti constituenti pot servi drept markeri
chemotaxonomici.

Efectele produse de glicozidele iridoidice si
feniletanoidice izolate din V. ovalifolium asupra viabilititii
celulare, apoptozei, ciclului celular si a nivelului de SRO n
celulele umane de adenocarcinom mamar MCF-7, colorectal
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HT-29 si pulmonar A549, precum si in celule epiteliale
mamare normale MCF-10A au fost investigate prin testul
MTT, anexina V —iodura de propidiu, de fragmentare a ADN-
ului, de pigmentare a ADN-ului cu iodurd de propidiu si
DCFH-DA. Patru compusi (premnacorimbozida A si B,
saccatozida si scorodiozida) au fost inactivi. Ceilalti doi
compusi au prezentat, la 100 pg/mL si incubare de 48 h,
urmatoarele efecte citotoxice:

6-O-(3", 4"-di-O-trans-cinamoil)-a-L-ramno-
piranozilcatalpol: 32,18 + 8,74%, 12,15 + 4,20% si
11,97 + 1,83% in celulele MCF-7, HT-29 si, respectiv,
Ab49; fara citotoxicitate in celulele MCF-10A;
verbascozida: 55,39 + 5,34%, 42,17 + 9,41% si 38,54
+ 7,54% in celule MCF-7, HT-29 si, respectiv, A549;
fara citotoxicite in celulele MCF-10A; valoare CCsy, de
84,69 £+ 15,65 pug/mL in celulele MCF-7.

6-0-(3", 4"-di-O-trans-Cinamoil)-a-L-ramno-pirano-

zilcatalpolul a indus:

blocarea ciclului celular in faza Gy/G; in celulele MCF-
7, procentul de ADN crescand cu 11,5%;

apoptoza in celulele MCF-7, cu rata celulelor
apoptotice crescand cu 6,2% si factorul de imbogatire
cu 0,70 AU;

efecte pro-oxidante in celulele HT-29 si A549, cu
nivelul SRO la 24 h de 21,59 + 1,60% si, respectiv,
42,57+ 2,56%.

Verbascozida a indus

o crestere a procentului celulelor MCF-7 si A549 in
faza subG; de 7,4% si, respectiv, 9,9%;

apoptoza in celulele MCF-7, HT-29 si A549, cu rata
celulelor apoptotice crescand cu 26,4%, 19,6% si,
respectiv, 18,0%; factorii de imbogitire au crescut
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semnificativ cu 2,08 si 2,54 AU 1in celulele MCF-7 si,
respectiv, A549;

efecte pro-oxidante in celulele MCF-7, HT-29 si A549,
cu nivele SRO la 24 h de 16,53 + 0,70%, 27,97 *
1,86% si, respectiv, 46,21 + 1,55%.

Activitatea inhibitorie a glicozidelor iridoidice si

feniletanoidice izolate din V. ovalifolium si V. blattaria
asupra secretiei citokinelor a fost investigata prin citometrie
n flux in neutrofile stimulate cu LPS, observandu-se ca:

scorodiozida a prezentat cea mai mare reducere a
eliberarii IL-8 (de 66,64 + 13,48%), fiind urmata de
premnacorimbozida A (de 61,23 £ 6,19%);

6-0-(3", 4"-di-O-trans-cinamoil)-a-L-ramnopirano-
zilcatalpolul a fost cel mai potent compus Tn testul
TNF-a, producand o reducere a nivelului TNF-a de
81,03 + 6,33%;

verbascozida a fost cea mai putin activa, cu efecte
supresive de 29,23 £ 6,76% si 52,19 + 8,90% asupra
secretiei IL-8 si a TNF-a.

Contributii originale. Perspective de cercetare

Originalitatea tezei de doctorat consti in:

investigarea din punct de vedere chimic si biologic a
doud specii de Verbascum (Verbascum ovalifolium
Donn ex Sims si Verbascum blattaria L.) care cresc
spontan pe teritoriul Romaniei si al Republicii Moldova
si care nu au fost anterior studiate;

determinarea profilului chimic al extractelor obtinute
din partile aeriene ale celor doud specii de luméanarica
prin  HPLC-DAD-ESI-Q-TOF-MS/MS si descrierea
pentru prima datd a strategiilor de identificare a
diglicozidelor iridoidice acilate de tipul catalpolului;
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= izolarea unui numar de 13 compusi prin cromatografie
in contracurent de Tnaltd performanta, 10 din V.
ovalifolium si 3 din V. blattaria; toti compusii au fost
descrisi pentru prima data in aceste doud specii, cu
cinci dintre ei raportati pentru prima datd in genul
Verbascum;

= utilizarea pentru prima datd a cromatografiei n
contracurent de TInaltd performantd ca o metoda
eficientd de separare a constituentilor din specii de
Verbascum;  conditiile ~ cromatografice  pentru
purificarea diglicozidelor iridoidice acilate de tipul
catalpolului au fost descrise pentru prima data;

= evaluarea  actiunii  citotoxice, pro-apoptotice,
genotoxice/antigenotoxice si de inhibare a secretiei
citokinelor pentru extracte si/sau compusi din cele doua
specii de Verbascum;

= cvidentierea pentru doi compusi [6-O-(3", 4"-di-O-
trans-cinamoil)-a-L-ramnopiranozilcatalpol si
verbascozida] a unor efecte citotoxice selective fata de
celulele tumorale; primul compus a produs blocarea
ciclului celular in faza Go/G4, Tn timp ce cel de-al doilea
a indus acumularea celulelor Tn faza subG;; mai mult,
ambii compusi au prezentat efecte pro-apoptotice si
pro-oxidante semnificative in celule tumorale;

= evidentierea efectului de inhibare a secretiei de IL-8 si
TNF-a 1n neutrofile stimulate cu LPS de catre toate
diglicozidele iridoidice izolate.

Perspective de cercetare
Rezultatele promitatoare obtinute in cadrul actualei tezei
de doctorat ar putea justifica urmatoarele directii posible:
= optimizarea conditiilo de cromatografie in contracurent
de inalta performanta pentru purificarea la scara larga a
compusilor din cele doud specii de Verbascum;
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elucidarea mecanismelor care stau la baza citotoxicitatii
compusilor activi in celule tumorale;

investigarea posibilelor interactiuni de sinergism dintre
compusii activi si medicamente anticanceroase, cu
scopul de a reduce dozele chimioterapice si, astfel,
toxicitatea lor;

evaluarea efectelor de inhibare a secretiei altor citokine
pro-inflamatorii ~ (IL-1, IL-6, NF-«B, matrix
metaloproteinaze, proteina chemoatractantd monocitara
1, proteine inflamatorii macrofagiale la silp);
investigarea posibilelor interactiuni de sinergism dintre
compusii activi si medicamente anti-inflamatoare, cu
scopul de a reduce doza si, astfel, toxicitatea, anti-
inflamatoarelor;

prepararea si caracterizarea unor preparate farmaceutice
care sd inglobeze compusii activi, astfel incat sa le
creasca stabilitatea si bioactivitatea;

evaluarea potentialului antitumoral si anti-inflamator
prin studii in vivo ale preparatelor;

dezvoltarea unor biotehnologii pentru cresterea
productivitatii compusilor care au dovedit eficacitate in
vitro;

(semi)sinteza unor analogi structurali cu efecte
biologice, toxicitate si proprietati fizico-chimice
imbunatatite;

izolarea altor compusi din cele doud specii de
Verbascum species si evaluarea efectelor biologice.
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