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INTRODUCERE

Utilizarea plantelor in tratarea diferitelor afectiuni, atat ale oamenilor cat si
ale animalelor, reprezintd o practici la fel de veche ca si existenta umanai in sine. In
prezent, cercetarea asupra plantelor a crescut la nivel global, iar studiile efectuate
arata potentialul imens al plantelor medicinale utilizate in diverse sisteme traditionale.

Urgenta pentru productia in masa si utilizarea optimizata a metabolitilor
secundari din plante s-a intensificat, in special in contextul aparitiei bolilor in urma
pandemiei de COVID-19. Progresele revolutionare in genomica si biotehnologii au
deschis o noud era in cercetare, modificind intelegerea noastra despre biosinteza,
reglare si manipulare a moleculelor bioactive din plantele medicinale (SHI si colab.,
2024).

Incidenta si rata mortalitatii provocate de cancer cresc in intreaga lume.
Costurile ridicate, efectele secundare si rezistenta la medicamente asociate cu
tratamentul cancerului au incurajat oamenii de stiinta sa investeasca in cercetarea de
noi medicamente antitumorale pe baza de plante medicinale. Acestea contin compusi
bioactivi care actioneaza ca agenti antitumorali cu efecte secundare si toxicitate
favorabile in comparatie cu agentii chimioterapeutici conventionali (ADICO si colab.,
2024).

Cautarea si dezvoltarea medicamentelor din plante au fost prioritati
importante In stiinta de-a lungul secolelor, iar speciile de Artemisia au captat atentia
cercetdtorilor In ultimii ani datorita compozitiei lor chimice si activitatii biologice. Un
punct de referintd in aceasta directie stiintifica a fost descoperirea artemisininei, un
agent antimalaric, de catre savanta chineza Youyou Tu, laureatda a Premiului Nobel
pentru Fiziologie sau Medicina in 2015. Sursa acestui medicament a fost A. annua L.,
cunoscuta de mult timp Tn medicina populara chineza (SHARIFI-RAD si colab., 2022).

Cercetarile farmacologice moderne s-au concentrat pe validarea si elucidarea
mecanismelor care stau la baza activitatilor descrise anterior. Recent s-a demonstrat
ca extractele de Artemisia ssp. prezintd o gama larga de activitati biologice. A.
absinthium L. a atras atentia in cercetare, fiindca a fost dovedit ca detine proprietati
hepatoprotectoare, neuroprotectoare, antidepresive, citotoxice si stimulatoare ale
digestiei (HESHMATI AFSHAR si colab, 2021; HAMDOON, 2022; ABDEL-GWAD si
colab., 2022).

Plantele medicinale constituie un patrimoniu local important, insa relevanta
lor este globala. Astazi, fitofarmacologia se bazeaza si pe speciile Artemisia, ale caror
aplicatii medicinale si aromatice au o semnificatie istorica, avand utilizari variate in
medicind, cosmetologie si industria alimentara.

Cuvinte cheie: Artemisia absinthium L., Artemisia annua L., efect antibacterian, celule
tumorale, migrare, Nrf2, apoptoza.



Maria-Evelina Bordean

STRUCTURA LUCRARII

Prima parte a tezei, STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERI]I, cuprinde 3 capitole.
Capitolul 1. Artemisia absinthium L. - chintesenta proverbiala a amaraciunii
cuprinde in 3 subcapitole aspecte legate de caracteristicile generale ale plantei,
compozitia chimica si activitatea biologica a plantei.

Capitolul 2. Artemisia annua L. - remediu natural recunoscut oficial de Premiul Nobel.
este structurat in trei subcapitole care descriu Artemisia annua L., punand in discutie
caracteristicile generale ale acestei specii, aspecte morfologice, compozitia chimica si
activitatile biologice.

Capitolul 3. Artemisia spp. in managementul cancerului, cuprinde patru
subcapitole, Intregul capitol facand referire la bolile neoplazice, la fitocompusii din
plante priviti ca posibili candidati In terapia bolilor neoplazice si la mecanismele de
actiune ale agentilor antitumorali.

Partea a doua, CONTRIBUTIA PERSONALA, este structurati pe 5 capitole si

bibliografia.
Capitolul 4. Scopul, obiectivele si design-ul experimental descrie scopul, lucrarii si
principalele directii de cercetare abordate. Scopul cercetarilor consta In cuantificarea,
caracterizarea si efectele biologice ale unor extracte etanolice de Artemisia spp, in
vederea selectarii unui extract cu efect antitumoral.

In ceea ce priveste evaluarea posibilititilor de valorificare a compusilor
bioactivi din Artemisia spp., s-au abordat trei directii majore de cercetare, cu
obiectivele individualizate:

L. Studiul extractelor etanolice de Artemisia spp. sub aspect
compozitional a unor compusi biologic activi de interes.
01.1. Identificarea si cuantificarea continutului total de comusi fenolici (TPC);
01.2. Evaluarea activitatii antioxidante (ABTS si DPPH);
01.3. Determinarea cantitativa a compusilor fenolici (HPLC).
IL Studiul activitatii fitochimice si antibacteriene a extractelor
etanolice de Artemisia spp.
02.1. Evaluarea activitatii antibacteriane a extractelor etanolice de Artemisia spp.
asupra unor tulpini bacteriene standardizate: Determinarea valorilor MIC si MBC;
02.2. Efectele antibacteriene ale extractelor etanolice de Artemisia spp. asupra a 15
tulpini de bacili gram negativi multiplu rezistenti, izolate din spital.
I11. Studiul efectului antitumoral in vitro a extractelor etanolice de
Artemisia spp.

03.1. Evaluarea efectelelor extractelor asupra viabilitatii celulelor de melanom si de
cancer colorectal;
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03.1.1. Defalcarea intre efectul alcoolului continut in extracte si efectul alcoolului
administrat la concetratii similare extractelor in diferitele dilutii;

03.1.2. Obtinerea valorilor ICso;

03.2. Evaluarea efectelor extractelor asupra capacitatii de migrare si metastazare a
celulelor tumorale;

03.3. Analizarea mecanismelor de actiune ale extractelor asupra celulelor tumorale;
03.3.1. Studiul efectelor stresului oxidativ indus de extracte cu evaluarea sistemelor
antioxidante celulare;

03.3.2. Evaluarea inducerii mortii celulare programate (apoptoza).

Tot in acest capitol este prezentat materialul organic, speciile de pelin si
pelinitd, provenite din flora spontana: Artemisia absinthium L. si Atemisia annua L., din
proximitatea orasului Blaj, jud. Alba, Romania. Modelul experimental general abordat
include atat partea de caracterizare a extractelor etanolice din plantd, cat si
aplicabilitatea fitoterapeutica a acestor extracte, care In urma profilului biochimic
testat, Intruneste toate atributele unui raspuns pozitiv in tratarea celulelor tumorale.
Capitolul 5. Materialele si metodele, este structurat pe 8 subcapitole, ce corespund
directiilor de cercetare stabilite, cu prezentarea materialelor si metodelor de lucru
aplicate, si anume: metode experimentale utilizate in determinarea claselor de
compusi biochimici din diferite Artemisia spp., A. absinthium L. si A. annua L. (indici ai
proprietatilor antioxidante - determinarea si cuantificarea continutului total de
polifenoli si flavonoide, determinarea capacitatii antioxidante), metode de determinare
a activitatii antibacteriene (MIC si MBC) si metode experimentale utilizate in evaluarea
efectului antitumoral (liniile tumorale B16F10, DLD-1 si HCT116) in vitro a extractelor
etanolice de Artemisia spp. Protocolul de lucru este prezentat in Fig. 1.
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Fig. 1. Protocolul experimental al studiului activitatii fitochimice, antibacteriane si
citotoxice a extractelor de Artemisia spp.
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Capitolul 6. Rezultatele si discutiile, elaborate in urma determinarilor realizate sunt
structurate pe cele trei directii de cercetare.
Rezultatele si discutiile pentru directia I de cercetare

Cuantificarea polifenolilor totali, prin analiza spectroscopica UV-VIS, denota
urmatorele aspecte: partea morfologica a plantei si specia au influentat continutul total
de compusi fenolici din extractele de pelin si pelinitd studiate. in ceea ce priveste
specia, A. absinthium L. a Inregistrat cel mai ridicat continut de compusi fenolici, cu
extractul din frunze avand un continut superior fata de cel din tulpina. Acidul sinapic a
fost prezent in cantititi semnificative in extractele de frunze si tulpini de A. annua L. In
toate esantioanele de frunze cu extract de etanol, acidul vanilic a fost detectat in
cantitati semnificative.

Rezultatele si discutiile pentru directia a I1-a de cercetare

Au fost testate urmatoarele tulpini standard: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella enteritidis ATCC 13076 si Listeria
monocytogenes ATCC 19114, alaturi de alte 15 tulpini multiplu rezistente izolate din
spital: Klebsiella spp. ESBL, Klebsiella spp. CRE si E. coli ESBL.

Extractul etanolic din frunza de A. annua L. a prezentat activitate
antibacteriana impotriva tuturor tulpinilor bacteriene testate. MIC a extractului
etanolic de AnL a variat de la <2,00+0,014 mg/ml (impotriva S. aureus ATCC 25923) la
375,000,014 mg/ml AbS1 (impotriva E. coli ATCC 25922 si S. enteritidis ATCC 25922
si S. enteritidis ATCC 25923). MBC-ul extractului etanolic de A. annua L. a variat de la
5,000,014 mg/ml (Impotriva S. aureus ATCC 25923 si L. monocytogenes ATCC 19114)
pana la 375,00+0,014 mg/ml AbS1 (Impotriva S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922, S. enteritidis ATCC 13076, and L. monocytogenes ATCC 19114). AnL, AbL1 si
AbS1 din primul an de recoltare au avut activitate semnificativa impotriva Klebsiella
ESBL (10,863+0,308 mm pentru AnL; 10,110+1,68 mm pentru AbL1; 11,246+1,71 mm
pentru AbS1). O activitate antibacteriana semnificativa Impotriva Klebsiella CRE a fost
identificata in probele de A. annua L., atat in frunza céat si in tulping, acid sinapic fiind
majoritar In ambele extracte (12,756+0,993 mm pentru AnL; 9,843+0,945 mm pentru
AnS). Extractele AnL si AnS au au cel mai puternic efect impotriva E. coli ESBL
(8,610+1,861 mm, respectiv 5,67+0,682 mm).

Rezultatele si discutiile pentru directia a I1I-a de cercetare
Rezultatele si discutiile privind evaluarea efectelor extractelor asupra
viabilitatii celulelor de melanom si de cancer colorectal

S-a realizat o sinteza comparativa a datelor obtinute la calculul ICso pentru
cele 3 linii tumorale in functie de fiecare extract. in asamblu, cele mai mari valori IC50
au fost observate pentru linia DLD-1 (extractele AnL2, AnS2, AnF2, AbL2 si AbF2),
sugerand o rezistenta crescuta la aceste tratamente. Cea mai sensibila linie s-a dovedit
linia de cancer colorectal HCT116.
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in studiul nostru cea mai sensibild linie a fost HCT116 la extractele alcoolice
de A. absinhitum L., valorile IC50 obtinute fiind pentru AbL2 (0,384mg/ml) si AbF2
(0,297mg/ml), cu exceptia extractului din tulpina AbS2, unde IC50 a fost de
1.831mg/ml, la testul de viabilitate MTT. Valori asemanatoare ale IC50 la 24h au fost
raportate de NAZERI si colab., 2020, de 1204ul/ml (1,204mg/ml) ca raspuns la
tratamentul celulelor HCT116 la extractul metanolic din frunze si tulpini.

Rezultatele si discutiile privind evaluarea efectelor extractelor asupra
capacitatii de migrare si metastazare a celulelor tumorale

Linia celulara de melanom murin prezintad o proliferare crescuta. La testul de
migrare, la 20 de ore se observa la celulele de control o reparare a liniei de scarificare
in proportie de aproximativ 70%.

Celulele DLD-1 s-au caracterizat printr-o capacitate mai scazuta de migrare
care nu au reusit repararea liniei de scarificare nici dupa 48 de ore.

Celulele HCT116 au prezentat un comportament diferit, cu o rata de migrare
foarte scazuta a celulelor de control, atat la 20 ore, cat sila 48 de ore.

Rezultatele si discutiile privind analizarea mecanismelor de actiune ale
extractelor asupra celulelor tumorale

Pentru a evalua expresia factorului de transcriptie Nrf2, s-a efectuat o
coloratie imunocitochimica a celulelelor tumorale (celulele B16F10, DLD-1 si HCT
116).

In studiul nostru tratamentele cu extractele etanolice de A. absinthum L. si A.
annua L. au indus diferite expresii ale proteinei NRF2 in functie de linia celulara si tipul
de extract. Celulele DLD-1 de carcinom de colon au prezentat o crestere intensa a NRF2
la toate extractele etanolice, celule care de altfel exprimau proteina si fara tratamente,
dar la nivele mai scazute. Celulele DLD-1 au prezentat si cele mai mici procente de
celule apoptotice post-terapie dintre liniile testate, cu mentiunea c3, pentru extractele
de A. annua L. (AnL2, AnS2 si AnF2), dar si pentru AbL2 procentele de celule necrotice
au fost mai crescute (10-13% si cel mai crescut a fost pentru AnL2, de 31%). Aceste
date sugereaza inducerea unui alt tip de moarte celulara (feroptoza sau necroptoza),
posibil prin intermediul artesunatului care utilizeaza fierul pentru generarea
radicalilor liberi. Expresia NRF2 crescuta poate fi un indicator al raspunsului celular de
anihilare a stresului oxidativ indus de extractele de plante. Prin comparatie, celulele
HCT116 care au fost cele mai sensibile la extractele de plante in special cele derivate
din A. absinthium L., dar si la AnL2, aceste celule au reactionat cu o usoara crestere a
expresiei de NRF2 (difuza intracitoplasmatica). La aceste extracte, raspunsul celulelor
HCT116 a fost dramatic, cu valorile cele mai crescute atat ale apoptozei (~10%), dar si
valori procentuale mari de celule necrotice (51% pentru AnL2 si intre 24-41% pentru
A. absinthium L.).
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Celulele de melanom murin au reactionat de asemenea la tratamentele cu

extractele de plante in ceea ce priveste sinteza de NRF2 pentru extractele din AnL2 (cel
mai intens), O alta observatie a fost o crestere a procentului de celule apoptotice (cea
mai mare crestere dintre cele 3 linii testate), cu valori intre 16-25%, cu exceptia
celulelor tratate cu extract de AnL2 care au prezentat un numar crescut de celule
necrotice (24%).

Capitolul 7. Concluzii

Directia de cercetare I

1.

Partea morfologica a plantei si specia au influentat continutul total de compusi
fenolici al extractelor de A. absinthium L. si A. annua L.

Cele mai mari valori ale TPC au fost gasite in A. absinthium L. frunza
(487,36+0,08 mg GAE/ml) si in A. annua L. frunza (518,09+0,01 mg GAE/ml).
Extractele etanolice de frunze au avut TPC mai mare decat extractele etanolice
din tulpini, indiferent de specie si anul de recoltare.

Cea mai mare valoare de compusi fenolici a fost obtinuta pentru esantionul de
frunze in al doilea an de recoltare. In ceea ce priveste specia, A. absinthium L. a
inregistrat cel mai mare continut total de compusi fenolici, frunzele avand o
valoare superioara comparativ cu tulpina.

Acidul sinapic (acid 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamic) este cel mai reprezentativ
acid hidroxicinamic fitochimic dintre compusii flavonoizi identificati.

Directia de cercetare II

1.

In ceea ce priveste activitatea extractelor de pelin impotriva S. aureus,
rezultatele au ardatat ca frunzele, bogate in compusi fenolici, au avut o
activitate antibacteriand mai mare decat tulpina.

Specia A. annua L., bogata in compusi polifenolici, in special in frunze, a
demonstrat activitate antibacteriana impotriva Salmonella enteritidis.

Din toate extractele de Artemisia studiate, frunzele si tulpinile de A. annua L.
au prezentat o activitate semnificativa impotriva Klebsiella spp. CRE si E. coli
spp. ESBL.

Cea mai bund activitate antibacteriana mpotriva L. monocytogenes ATCC
19114 a fost gasita in A. annua L. frunza, cu CMI = 5,00+0,014 mg/ml si MBC =
5,00+0,014 mg/ml.

Directia de cercetare II1

Vil

1.

Dozele medii inhibitorii IC50 au fost diferite pentru cele 3 linii celulare, linia
HCT116 fiind mai sensibila la doze mai scazute de extracte etanolice.

Concluzii privind rezultatele testului de migrare 20 h:

migrarea a fost inhibatd semnificativ pentru linia B16F10 (in ordine
crescatoare AbF2» AbS2» AnL2P» AnS2» AnF2» AbL2)
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b.

migrarea a fost inhibatd moderat pentru linia DLD-1 (migrare /reparare slaba

si la control netratat 30%) (in ordine crescatoare AnS2» AbS2» AbLZ2M

AnF2p AnL2» AbF2)

migrarea a fost inhibatad semnificativ pentru linia HCT116 (in ordine

crescdtoare AbL2» AbS2P AbF2» AnS2P» AnF2» AnL2)

Concluzii privind rezultatele testului de migrare 48h:

a. migrarea a fost inhibatd semnificativ pentru linia B16F10 (in ordine
crescatoare AbF2» AbS2» AnL2» AnS2» AnF2 P AbL2)

b. migrarea a fost inhibata foarte putin pentru linia DLD-1 (migrare
/reparare slaba si la control netratat 36%) (in ordine crescatoare AbF2
AnL2) si a fost peste valorile controlului pentru AnF2 (36%) » AbS2
(36%) » AnS2 (38%) » AbL2 (48%)

c. migrarea a fost inhibata pentru linia HCT116 cu o rata de reparare slaba la
control de 47% doar pentru tratamentele cu AbL2 (21%), AnL2 (25%),
AbF2 (27%), AnF2 (28.7%) si a fost peste valorile controlului pentru AnS2
si AbS2.

Tratamentele cu extracte au indus expresia proteinei NRF2 in toate cele 3 linii

celulare mai intens pentru extractele AnS2, AnF2, AbL2 si AbF2. De remarcat

ca la analiza HPLC aceste extracte au prezentat cele mai mari concetratii de
compusi antioxidanti.

Tipul de moarte celulara indusa de tratamentele cu extracte:

Apoptoza. Extractele de A. absinthium L. (AbL2, AbS2 si AbF2) au indus cele

mai mari rate de moarte celulara prin apoptoza (cu exceptia liniei DLD-1).

Rate mai crescute de celule pozitive pentru Annexin/propidium iodide au fost

observate si pentru extractele de A. annua L. (AnS2 si AnF2) cu rezistenta

celulelor DLD-1 la extracte.

Necroza celulara a fost observata in proportii crescute mai ales pentru AnL2,

AbL2 si AbS2 (doar pentru linia HCT116).
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