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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea. Sunatoarea (Hypericum perforatum L.) este o plantd medicinala
cu o istorie veche (mai mult de 2400 de ani), fiind cunoscuta din secolul al V-lea 1.Hr.
drept ,,vindecitoare a ranilor. In prezent, aceasti specie este introdusi in diverse
farmacopei [1].

In diferite parti ale plantei au fost identificati si determinati cantitativ metaboliti
secundari din diverse grupuri chimice: naftodiantrone, floroglucinoli,
proantocianidine, ulei volatil. Studiile farmaceutice curente au pus in evidentd
proprietati antidepresive, antioxidante, anticonvulsivante, analgezice,
antiinflamatoare, citotoxice si antidiabetice ale compusilor chimici identificati in H.
perforatum [2]. Extractele polifenolice si uleiul volatil din H. perforatum au
demonstrat activitate antibacteriana in raport cu microorganismele (gram-pozitive,
gram-negative) si fungi [3]. Efectul antidepresiv al Hyperici herba se datoreaza
continutului de hiperforind, hipericina si de pseudohipericina, care interactioneaza cu
receptorii serotoninergici, noradrenergici, dopaminergici, acidul gamma-aminobutiric.
Acesti compusi inhiba activitatea enzimelor a monoaminooxidazei si catecol-O-metil
transferazei [4].

Speciile genului Hypericum sunt studiate din diverse criterii: compozitia
chimica, in functie de conditiile de crestere (zone geografice, conditii climatice, plante
din flora spontana sau din flora cultivatd); faze fenologice; parti ale plantei; actiuni
biologice (antimicrobiene, antidepresive, antiinflamatoare, antioxidante, diuretice,
antivirale, anticanceroase); interactiuni a compusilor chimici cu preparatele sintetice;
grad de toxicitate [3].

In flora spontani a Republicii Moldova (RM), sunt atestate 5 specii ale genului
Hypericum: H. perforatum L.; H. elegans Steph; H. hirsutum L.; H. tetrapterum Fries.;
H. montanum L. Specia H. perforatum a fost introdusda in anul 2007 in colectia
Centrului Stiintifico-Practic In Domeniul Plantelor Medicinale a USMF | Nicolae
Testemitanu” (CSPDPM) [5].

In RM pirtile aeriene de sunitoare (H. perforatum) sunt utilizate pe larg ca
remediu astringent, antibacterian, stomahic si antiinflamator. In farmaciile comunitare
din tara sortimentul de produse fitoterapeutice autorizate cu continut de produs vegetal
sau extracte este mic, de asemenea, nu sunt produse fitoterapeutice de origine
autohtona In prezent, planta este limitat valorificatd in aspect medical si de industria
farmaceutica din RM; nu sunt standardizate produsele vegetale si extractive din H.
perforatum, de origine autohtona, care ulterior ar putea servi drept surse in elaborarea
de noi forme farmaceutice.

Scopul lucrarii: studiul farmacognostic al speciilor genului Hypericum pentru
obtinerea, standardizarea si evaluarea actiunii farmacologice ale produselor extractive.

Obiectivele de cercetare:

1. Analiza macroscopica si microscopica a speciilor genului Hypericum din flora
Republicii Moldova.
2. Studiul chimic comparativ al speciilor genului Hypericum in vederea identificarii
produsului vegetal cu continut maxim de compusi fenolici.



3. Izolarea si analiza chimica a uleiului volatil, obtinut din produsele vegetale ale
speciilor genului Hypericum.

4. Obtinerea, analiza chimica, standardizarea si studiul stabilitatii extractelor uscate din
partile aeriene si din flori de H. perforatum.

5. Studiul activitatilor antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare ale produselor
extractive; determinarea gradului de toxicitate acuta ale extractelor uscate din H.
perforatum.

6. Elaborarea Proiectelor de monografii farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici
perforati flores si pentru produsul extractiv uscat Hyperici perforati flores
extractum siccum.

Ipoteza de cercetare. Ne propunem sa valorificam produsele vegetale si
extractive (ulei volatil, extracte uscate), obtinute din Hypericum perforatum, printr-un
studiu complex chimic si biologic, cu elaborarea ulterioara a Documentatiei Analitice
de Normare (DAN), ceea ce va permite utilizarea acestor produse in elaborarea de noi
forme farmaceutice de origine vegetald, cu proprietdti antibacteriene, antiinflamatoare
si antioxidante.

Sinteza metodologiei de cercetare. Recunoastereca speciilor genului (g.)
Hypericum in habitatul natural din RM s-a realizat dupa caracteristicile macroscopice
si microscopice. Colectarea si conditionarea produselor vegetale s-a efectuat conform
cerintelor stipulate in monografiile din Farmacopeea Europeana, ed. 10, vol. 1, 2019
si din Farmacopeea Romdna, ed. a X-a.

Identificarea si determinarea cantitativda a compusilor chimici, In produsele
vegetale si extractive, s-a realizat prin utilizarea metodelor contemporane chimice si
fizico-chimice: reactii de culoare si de sedimentare, cromatografie pe strat subtire
(CSS), cromatografie de lichide de Tnalta performantda (HPLC), spectrofotometrie UV-
VIS, cromatografie gazoasa-spectrometrie de masa (GC-MS).

Uleiul volatil s-a extras din produsele vegetale proaspete si uscate prin
hidrodistilare, metoda 1, descrisa in farmacopeile in vigoare, utilizand recipientul
Ginsberg. Extractele uscate au fost obtinute prin 2 metode: repercolare cu fractionarea
produsului vegetal in parti egale cu ciclu neterminat si macerare fractionata cu agitare.

Termenul de valabilitate al extractelor uscate a fost stabilit prin pastrare in
conditii obisnuite (in timp real) si in conditii accelerate.

Activitatea antioxidanta a extractelor uscate, obtinute din parti aeriene si din flori
de H. perforatum a fost determinata prin 2 metode: DPPH" si ABTS™". Activitatea
antibacteriand si antifungicd a uleiului volatil si a extractelor uscate, obtinute din
produsele vegetale de H. perforatum, au fost testate prin utilizarea metodei diluarilor
in serie in mediul nutritiv lichid. Testul a fost efectuat pe culturi de microorganisme
gram-pozitive, gram-negative si fungi. Cercetdrile au fost realizate in Laboratorul
stiintific ,,Infectii intraspitalicesti” din cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Studiul activitatii antiinflamatoare a extractelor uscate, obtinute din Hyperici
herba si Hyperici flores, produse vegetale colectate din flora spontand a RM si din
colectia CSPDPM, USMF ,,Nicolae Testemitanu”, a fost realizat in vivo prin inducerea
edemului labei posterioare la sobolani.



Studiul toxicitatii acute a extractelor uscate de H. perforatum s-a realizat prin
metoda dozelor fixe, cu stabilirea gradului toxic, conform ghidului TG 423 (Acute
Toxic Class Method), recomandat de Organizatia Economica pentru Cooperare si
Dezvoltare (OECD). Investigatiile preclinice, toxico-farmacologice au fost aprobate de
Comitetul de Etica al Cercetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal nr. 29
din 24.03.2015.

Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice descriptive,
obtinand urmatorii parametrii statistici: media (M), intervalul de incredere 95% (Cl),
mediana (Me), abaterea standard (SD), abaterea intercuartila (IQR), valoarea minima
(X min) si maxima (X max). Normalitatea distributiei datelor a fost verificata prin
testul Shapiro-Wilk. Analiza statistica a semnificatiei diferentelor intre grupuri au fost
stabilite, utilizand teste Kruskal-Wallis si Anova. Calculele au fost efectuate, folosind
IBM SPSS Statistics versiunea 24.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost realizat
screening-ul fitochimic la 4 specii a genului Hypericum (H. perforatum L., H. elegans
Steph., H. hirsutum L., H. tetrapterum Fries.) din flora spontana a RM, ce a permis
identificarea produsului vegetal cu cel mai inalt continut de compusi fenolici (Hyperici
perforati flores); s-a optimizat metoda de obtinere a extractelor uscate din produsele
vegetale de H. perforatum; s-a efectuat studiul farmaceutic, care a permis
standardizarea si determinarea termenului de valabilitate al extractelor uscate din
Hyperici flores si Hyperici herba; s-au determinat actiunile antioxidanta,
antibacteriand, antiinflamatoare si gradul de toxicitate acutd ale extractelor uscate
standardizate; s-a eclaborat proiectul Documentatiei Analitice de Normare pentru
produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati
flores extractum siccum.

Problema stiintificd importanta consta in screening-ul fitochimic al speciilor
g. Hypericum din flora RM, cu identificarea speciei cu cel mai inalt continut de
flavonoide (H. perforatum); in vederea elaborarii DAN a calitatii pentru produsul
vegetal Hyperici perforati flores si a extractului uscat — 0 conditie obligatorie pentru
elaborarea de noi produse fitofarmaceutice, cu actiuni: antibacteriana, antioxidanta si
antiinflamatoare.

Semnificatia teoretica a lucrarii consta in aprofundarea cunostintelor referitoare
la particularitatile morfo-anatomice a speciilor g. Hypericum din flora RM, deosebirea
lor dupa compozitia chimica; principiile de extractie a compusilor chimici polifenolici;
determinarea lor calitativa si cantitativa, in produsele vegetale si extractive; studiul
proprietdtilor antibacteriene, antifungice, antioxidante si antiinflamatoare ale
extractelor uscate, obtinute din Hypericum perforatum.

Valoarea aplicativa. Rezultatele vor contribui la dezvoltarea industriei
farmaceutice din RM, 1n vederea completarii arsenalului produselor fitoterapeutice
existente pe piata cu altele noi, cu un continut de produse extractive standardizate din
H. perforatum de origine autohtond. Datele obtinute permit elaborarea DAN pentru
extractele uscate standardizate, care pot servi drept componente de baza in produsele
fitoterapeutice cu actiuni: antioxidanta, antibacteriana si antiinflamatoare.



Implementarea rezultatelor stiintifice. In baza rezultatelor experimentale
obtinute au fost elaborate Proiectele de monografii farmacopeice pentru produsul
vegetal Hyperici perforati flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati flores
extractum siccum. Rezultatele studiului au fost implementate: in procesul didactic-
instructiv in cadrul Catedrei de farmacognozie si botanica farmaceuticd; in procesul
stiintifico-practic in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului (CSM) si Centrului
Stiintifico-Practic in Domeniul Plantelor Medicinale (CSPDPM) al USMF , Nicolae
Testemitanu™.

Aprobarea rezultatelor: Zilele Universitatii si Conferinta stiintifico-practica
anuald a USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015;
MikHapoHa HayKOBa KOH(EPEHIIisl CTYICHTIB Ta MOJIOJIUX BYCHHUX, IPUCBsIUYCeHA 155-
piuuto 3 qus HaposkenHs B. B. ITigsuconpkoro, Onecca, Ykpaina, 19-20 ksitast 2012;
4™ International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF
,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republic of Moldova, 12-14 May 2012; Conferinta
stiintifica internationald ,,Museum and scientific research”, Craiova, Romania, 12-14
septembrie 2013; Conference ,,Phytochemicals in Medicine and Pharmacognosy”,
Piatra-Neamt, Romania, 27-30 April 2014; Conferinta stiintificd nationala cu
participare internationala ,,De la design-ul medicamentului la calitate si inofensivitate”,
in memoria profesorului Filip Babilev ,,80 ani de la nastere”, Chisinau, Republica
Moldova, 11 noiembrie 2016; XXIII™ International Congress “Phytopharm 20197,
Saint-Petersburg, Russia, 1-3 July, 2019; Conferinta stiintifico-practica dedicata
aniversarii a 55 de ani de la fondarea Facultatii de Farmacie a Universitdtii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, cu genericul ,,invé‘géméntul farmaceutic
superior in serviciul ocrotirii s@natatii”. Expozitii internationale specializate
MOLDMEDIZIN & MOLDDENT, Chisindu, Republica Moldova, 11 septembrie
2019; Conferinta stiintificd cu participare internationald ,,Obtinerea si cercetarea
farmaceuticad a unor noi molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”, in
cadrul Proiectului bilateral international moldo-belarus, Chisinau, 31 ianuarie 2020;
Congresul National de Farmacie, editia a XVIII-a 2021. ,,Farmacia: De la inovare la
buna practica farmaceutica”. Editura Universitatii din Oradea, 15-17 septembrie 2021,
on-line; Conferinta stiintifico-practicd nationala cu participare internationala
,Actualitati si perspective in studiul farmaceutic al plantelor medicinale”, Chisinau, 1-
2 octombrie 2021; Conferinta stiintifica anuald ,,Cercetarea in biomedicind si sanatate:
calitate, excelentd si performanta”, Chisinau, 20-22 octombrie 2021; Phytochemical
Society of Europe Meeting. Natural Products in Drug Discovery and Development-
Advances and Perspectives. lasi, Romania, 19-22 September 2022.

In baza materialelor tezei, au fost publicate 25 de lucriri stiintifice, inclusiv 10
articole: in materialele comunicarilor stiintifice nationale — 8 si materialele
comunicarilor stiintifice internationale — 2, monoautor — 4; 15 teze in materialele
conferintelor stiintifice internationale si nationale. Au fost elaborate si implementate 3
acte de implementare a rezultatelor cercetarilor stiintifice (Anexa 7); 4 certificate de
inovator (Anexa 8) si obtinute 3 certificate de inregistrare a obiectelor dreptului de
autor si a drepturilor conexe (Anexa 9).



Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este scrisa in limba romana pe 133
pagini si include sectiunile: adnotare (in trei limbi), cuprins, lista de tabele, lista de
figuri, lista abrevierilor, introducere, 4 capitole, inclusiv sinteza rezultatelor obtinute,
concluzii generale, recomandari practice si bibliografie (199 de surse), declaratia
privind asumarea raspunderii, CV-ul autorului, anexe (figuri si tabele, complementare
tezei). Materialul ilustrativ include 47 de tabele, 47 de figuri si 9 anexe.

CONTINUTUL TEZEI

1. CARACTERISTICA GENERALA A SPECIILOR GENULUI HYPERICUM

Capitolul include date bibliografice referitor la arealul de raspandire a speciilor
genului Hypericum; caracteristicile de diferentiere morfologica si anatomica dupa
forma, culoare, tip si localizarea structurelor secretoare ale speciilor de Hypericum (H.
perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum L., H. tetrapterum Fries.). Sunt
prezentate date privind compozitia chimica si actiunile farmacologice a speciilor g.
Hypericum; utilizarea produselor extractive, obtinute din produsele vegetale de H.
perforatum in medicina drept ingrediente in diverse forme farmaceutice, cu proprietati
antibacteriene, antiinflamatoare, antidepresive, cicatrizante, etc.

2. ANALIZA CHIMICA A PRODUSELOR VEGETALE DIN SPECIILE
GENULUI HYPERICUM

2.1. Obtinerea produselor vegetale

Produsele vegetale (parti aeriene, flori, frunze, tulpini) au fost obtinute de la
speciile H. perforatum, H. elegans in padurea satului Tirnova, r-nul Donduseni; H.
hirsutum si H. tetrapterum in Rezervatia naturald ,,Codrii”, r-nul Straseni. Pentru
studiul compusilor chimici au fost colectate partile aeriene ale speciei H. perforatum,
in diferite faze fenologice (inceputul butonizarii, butonizare, inceputul infloririi,
inflorire in masa, fructificare) si zone geografice (colina s. Nimoreni, r-nul laloveni;
padurea s. Tirnova, r-nul Donduseni; padurea s. Lopatica, r-nul Cahul). De asemenea
partile aeriene de H. perforatum au fost recoltate din colectia CSPDPM, USMF
,Nicolae Testemitanu”. Stabilirea identitatii acestor specii a fost efectuatd prin
examinarea macro- si microscopica a produselor vegetale colectate. Identificarea
macroscopica a speciilor g. Hypericum a fost efectuata in functie de caracteristicile
morfologice, utilizdnd determinatoarele de plante [5, 6] in comparatie cu plantele
herbarizate, pastrate in colectiile herbarelor Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,,Al.
Ciubotaru” si a Rezervatiei stiintifice ,,Codrii”. Analiza microscopica a fost realizata
la microscopul ,,Micros” la Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica a
USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Caracterele distinctive pentru frunzele si elementele florale (sepale, petale) ale
speciilor g. Hypericum, prezentate in tabelul 2.1, se bazeaza pe particularitatile
structurilor secretoare: tipul (glande pigmentate, buzunare translucide, canale
secretoare); forma (rotunda, ovald, alungitd), culoarea (rosu-purpuriu sau translucidd);
localizarea (pe marginea limbului, sepalei, petalei sau pe toata suprafata); frecventa lor
(dense sau rare).



Cele mai distinctive structuri secretoare pigmentate, sunt localizate pe sepalele

(fig. 2.1 A, B, C, D) si petalele sp

TS

eciilor g. Hypericum (fig. 2.1 E, F, G, H).

T

Fig. 2.1. Structurile secretoare ale speciilor g. Hypericum. Sepale: H. perforatum
— A, x10; H. elegans — B, x10; H. hirsutum — B, x10; H. tetrapterum — B, x40.
Petale: H. perforatum — E, x10; H. elegans — F, x4; H. hirsutum — K, x4; H.

tetrapterum — H, x10

Tabelul 2.1. Structurile secretoare ale frunzelor si elementelor florale

Frunze | Sepale | Petale
H. perforatum
Glande negre de forma ovala, | Glande negre ovale pe apexul | Glande negre sferiforme,

localizate pe apexul si
marginea limbului; buzunare
translucide, mici, dens
distribuite pe toata suprafata
limbului.

limbului (fig, 2.1. A), situate
rar pe margini; buzunare
translucide de forma alungita
si canale secretoare cu un
continut galben pe toata
suprafata.

localizate pe marginea oblica
a petalelor (fig, 2.1. E),
buzunare translucide ovale si
canale secretoare localizate
intre nervuri.

H. elegans

Glande negre, sferice pe
marginea limbului, buzunare
translucide  sferice,  mici,
dense, distribuite pe toata
suprafata frunzei.

Glande negre, ovale, pe
piciorus lung, cu aspect
curbat, situate pe margine
(fig, 2.1. A) si varf; tot aici
sunt localizate glande negre,
oval-convexe. Buzunare
translucide de forma oval-
alungitd — pe toatd suprafata.

Glande negre globulare
situate pe marginea oblica a
petalelor (fig, 2.1. F) si de
forma ovala, rar situate pe
marginea petalei la baza;
buzunare translucide ovale si
canale secretoare localizate
intre nervuri.

H. hirsutum

Tricomi unicelulari, densi si
papile pe ambele suprafete ale
frunzei; glandele negre lipsesc,
buzunare translucide rotunde,

Glande negre, sferice, pe
picioruse scurte de-a lungul
marginii si pe apex (fig, 2.1.
C).

Glande negre de forma ovala
cu un piciorus scurt pe
marginea petalelor (fig, 2.1.
K) si buzunare translucide,
alungite pe toata suprafata.




mici pe toatd suprafata
limbului.

H. tetrapterum

Glande negre pe marginea si | Glande negre, sferice sau | Canale secretoare pe toatad
pe apexul limbului, buzunare | oval-alungite predominant se | suprafata (fig, 2.1. H);
translucide pe toata suprafata | observa la varfuri (fig, 2.1. | buzunare de forma ovala cu
limbului. D), mai rar pe margini; | continut galben observate
buzunare translucide de | doar la baza.

forma ovald distribuite intre
nervuri pe intreaga suprafata

Rezultatele studiului microscopic a 4 specii de Hypericum din flora spontana a
RM a permis evidentierea indicilor microscopici cu rol de identificare a speciilor:
particularitatile structurilor secretoare si gradul de pubescenta a partilor aeriene.

2.2. Analiza calitativa a speciilor genului Hypericum

Solventii si reactivele utilizate pentru reactii calitative (de culoare si sedimentare)
au fost preparete in corespundere cu rigorile Farmacopeei Europiene si Farmacopeei
Romdne. Solventii cu grad ,,pentru cromatografie” (acetonitril, acid acetic glacial,
metanol), substantele de referinta, utilizate pentru analize chimice prin CSS si HPLC au
fost procurate de la Sigma-Aldrich (rutozida, izocvercitrozida, cvercetol, apigenina-7-
glicozida, 13, I18—biapigenina, acid clorogenic, acid cafeic, hipericina, hiperforina),
HWI pharma services GmbH ( hiperozida) si Ph. Eur. Referens standard (cvercitrozida).

Identificarea grupurilor de compusi chimici, in partile aeriene la speciile g.
Hypericum, prin reactii de culoare si sedimentare, au pus in evidenta prezenta
flavonoidelor, substantelor tanante, cumarinelor. Analiza calitativd nu a demonstrat
prezenta alcaloizilor [7]. Prin CSS s-au analizat solutiile hidroalcoolice 70% la 4 specii
de Hypericum, comparand Rf-urile spoturilor compusilor chimici cu a substantelor de
referinta (fig. 2.2.). Placile cromatografice au fost analizate vizual in lumina vizibila si
in lumina UV 366 nm, dupa revelarea cu solutie de 10 g/l reactiv NEU (difenil-
boriloxietilamina) in metanol, urmata de solutia de 50 g/l de polietilenglicol 4000 in
methanol [8].

Faza mobila: acid formic:apa:acetat de etil

R e — -
- " cvercetol
cvercetol
hipericina
hipericina . -~ .
hiperozida. .
hiperozid:‘ ac. .. ' ac- .
Sl clorogenic
- tozida | rutozida
- - = T
Hp He Ht Hh 3 Hp He Ht Hh

Fig. 2.2. Cromatograma pe strat subtire a extractelor hidroetanolice 70% din
partile aeriene a speciilor de Hypericum: H. perforatum (Hp), H. elegans (He); H.
tetrapterum (Ht), H. hirsutum (Hh)
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Intensitatea spoturilor si valorile Rf-urilor sunt caracteristicile esentiale (fig. 2.2),
care stau la baza identificarii diferentelor intre speciile analizate de Hypericum.
Rutozida cu spot de culoare oranj (Rf = 0,08), s-a identificat in speciile H. perforatum
si H. elegans, cu o intensitate mai mare la H. perforatum; iar in extractul etanolic din
partile aeriene de H. tetrapterum si H. hirsutum lipseste spotul corespunzator pentru
rutozida. Spotul de culoare portocalie corespunzator hiperozidei (Rf = 0,29) a fost
prezent in toate speciile analizate, dar cu o intensitate mai mica la H. elegans. Spotul de
culoare portocalie corespunzator cvercetolului este identificat la toate speciile (Rf =
0,96). Acidul clorogenic (Rf = 0,24), avand fluorescenta albastra, este atestat in toate
speciile supuse studiului, dar cu o intensitate mai mica la H. perforatum. Hypericina (Rf
= 0,69) este prezenta in toate speciile studiate, cu o fluorescenta rosie. Astfel, prin CSS
s-a demonstrat prezenta flavonoidelor, hipericinei si acidului clorogenic.

Pentru identificarea compusilor fenolici, in extractele etanolice din partile acriene
de H. perforatum, H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum, colectate in faza de inflorire
in masa, a fost folosita si metoda HPLC. Studiile au fost efectuate in cadrul Centrului
Stiintific al Medicamentului al USMF ,Nicolac Testemitanu” [9]. ldentificarea
compusilor chimici s-a realizat dupa spectrele UV si prin compararea timpilor de
retentie (tR)

In urma studiului, s-a demonstrat prezenta hiperforinei (tR ~ 3,88 min),
adhiperforinei (tR = 4,36 min) in extractul hidroalcoolic din partile aeriene de H.
perforatum L. si lipsa lor in extractele din H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum.
Detectia derivatilor de naftodiantrona (hipericina, pseudohipericind) s-a efectuat la o
lungime de unda de 592 nm. Prezenta hipericinei (tR = 13,2 min) si a pseudohipericinei
(tR = 12,1 min) a fost confirmati in toate speciile de Hypericum analizate. In urma
analizei calitative, s-a demonstrat prezenta acidului clorogenic (tR = 4,4 min) si a
biapigeninei (tR 10,74 min), in extractele hidroalcoolice din speciile de Hypericum
luate in studiu. Detectia acestor compusi s-a efectuat la o lungime de unda de 328 nm
(fig. 2.3).

H. perforatumL. H biapigenina H. elegans Steph.
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Fig. 2.3. Cromatogramele HPLC ale extractelor hidroetanolice din patru specii
genului Hypericum
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Din grupul flavonozidelor au fost detectati: rutozida (tR = 6,84 min), hiperozida
(tR = 7,07 min), izocvercitrozida (tR = 7,18 min), la lungimea de unda de 360 nm.

2.3. Analiza cantitativa a compusilor chimici din speciile genului Hypericum

Determinarea spectrofotometrica a totalului de flavonoide si derivatilor de
antracen in produsele vegetale ale speciilor genului Hypericum

Dozarea flavonoidelor si a derivatilor de antracen in diferite produse vegetale
(flori, frunze, tulpini, parti aeriene), din patru specii de Hypericum, s-a efectuat prin
tehnica spectrofotomertrica UV/VIS, elaborata de catre Pravdivteva O. et al. (2008)
[10]. Masurarile absorbantei au fost efectuate la spectrofotometrul UV-VIS Agilent-
8453 in cadrul CSM USMF ,Nicolae Testemitanu”. Absorbanta solutiilor analizate s-
a masurat la lungimea de undd de 412 nm s1 591 nm.

Rezultatele obtinute denota faptul ca totalul de flavonoide (%) este mai inalt in
partile aeriene si in flori la specia H. perforatum. In frunze, cel mai inalt continut de
flavonoide se inregistreaza la specia H. tetrapterum, iar in tulpini, totalul de flavonoide
este cel mai mic la toate speciile (tabelul 2.2). Testul neparametric Kruskal-Wallis a
demonstrat o deferentd statistic semnificativa a totalului de flavonoide in toate
produsele analizate (partile aeriene p = 0,000471; flori p = 0,001; frunze p = 0,002).

Totalul derivatilor de antracen (%), in recalcul la hipericina, este mai inalt in
parti aeriene de H. elegans, urmat de H. perforatum, H. tetrapterum, H. hirsutum.
Concentratia acestui grup de compusi chimici in flori si frunze este mai mare la H.
perforatum si este cea mai mica in tulpini, la toate speciile de Hypericum studiate

tabelul 2.2).
Tabelul 2.2. Totalul de flavonoide si derivati de antracen in produsele vegetale
analizate
H. H. H. H.
Produse f | hi
vegetale perforatum, elegans, irsutum, | tetrapterum,
Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR)

Concentratia flavonoidelor (%), in recalcul la rutozida
Parti aeriene | 5,582 (0,019) | 3,688 (0,052) | 2,943 (0,242) | 4,327 (0,888)

Flori 8,223 (0,194) | 4,664 (0,025) | 2,942 (0,343) | 6,973 (0,057)
Frunze 7,477(0,024) | 5,400 (0,019) | 5,763 (0,465) | 8,576 (0,055)
Tulpini 1,537 (0,109) | 0,769 (0,027) n/d 1,443 (0,019)

Concentratia derivatilor de antracen (%), in recalcul la hipericina
Parti aeriene | 0,22 (0,005) | 0,37 (0,005) | 0,06 (0,003) 0,17 (0,005)

Flori 0,58 (0,004) | 0,53 (0,005) | 0,08(0,002) | 0,35 (0,008)
Frunze 0,26 (0,006) | 0,21 (0,004) | 0,14 (0,007) | 0,21 (0,007)
Tulpini 0,036 (0,001) | 0,032 (0,001) | 0,035 (0,001) | 0,015 (0,004)

Nota: nld —totalul de flavonoide nu s-a determinat

Analiza cantitativa a polifenolilor, derivatilor de naftodiantrona si
floroglucinol, prin metoda HPLC

Studiile au fost efectuate in cadrul CSM al USMF , Nicolae Testemitanu”. A fost
folosit sistemul cromatografic din seria Jasco LC-2000, echipat cu douda pompe,
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amestecator dinamic de presiune 1naltd, injector manual, termostat de coloane si
detector UV-VIS, cu un sir de diode (DAD) [9].

In urma studiului comparativ, s-a dovedit ca totalul derivatilor de antracen,
exprimat in hipericina, este mai inalt in partile aeriene de H. elegans (2,87 mg/g), fiind
urmat de H. perforatum (2,06 mg/g). Totalul de flavonoide variaza de la 30,3 mg/g (H.
perforatum) pana la 5,92 mg/g (H. elegans), iar totalul de acizi hidroxicinamici este
mai Tnalt in partile aeriene de H. tetrapterum (10,7 mg/g). Rezultatele obtinute denota
urmadtoarele: continutul de compusi chimici din diverse grupe este mai mare in
produsul vegetal de H. perforatum, fiind urmat de H. tetrapterum.

Rezultatele au confirmat faptul ca produsul vegetal Hyperici herba, colectat de
la sp. H. perforatum, detine un continut mai inalt de flavonoide, ce a impus necesitatea
de a analiza calitativ si cantitativ flavonoidele in partile aeriene de. H. perforatum,
colectate din flora spontana si din cultura. Partile aeriene de sundtoare au fost colectate
din colectia CSPDPM, iar cele din flora spontand — din campia S. Nimoreni.

Pentru determinarea calitativda si cantitativda a flavonoidelor s-a utilizat
cromatograful de lichide de model Agilent Technologies, seria 1200, termostatul TCC
G13116A, DAD G 1315B. Metoda de analiza HPLC implementata in studiu a fost
preluata din sursele bibliografice si ajustata la conditiile de lucru [11]. Au fost utilizate
in cercetare 5 substante standard: rutozida, hiperozida, cvercitrozida, cvercetol, 13, I18-
biapigenina, procurate de la Sigma-Aldrich. Identificarea derivatilor de flavonol s-a
efectuat prin compararea timpului de retentie a substantelor-standard si a compusilor
din proba de analizat.

Analiza cantitativa a flavonoidelor s-a realizat prin compararea ariei picurilor de
compusi chimici din extractele hidroalcoolice (70 %) cu ariile picurilor substantelor de
referintd rutozida (1), hiperozida (2), cvercitrozida (3), cvercetolul (4), 13, 118-
biapigenina (5) (fig. 2.4).
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Fig. 2.4. Cromatograma HPLC a extractelor hidroetanolice (70%), din partile

aeriene de H. perforatum, colectate din flora spontana (A) si din flora cultivata

(B). Compusi chimici identificati: rutozida (1), hiperozida (2), cvercitrozida (3),
cvercetol (4), 13, 118-biapigenina (5)
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Rutozida este substanta chimica care prevaleaza dupa continut in ambele
produse vegetale, urmata de hiperozida, cvercitrozida, I3, 1I8-biapigenina si cvercetol.
Concentratiile de rutozida si de hiperozida sunt mai inalte in H. perforatum din flora
spontana, in comparatie cu H. perforatum din colectie, iar continutul de cvercetol si de
13, 118-biapigenina este mai mare in produsul vegetal din colectia CSPDPM. Continutul
de cvercitrozida, in ambele produse vegetale, nu difera semnificativ (tabelul 2.3).

Tabelul 2.3. Continutul (%) a unor flavonoide in produsul vegetal
Hyperici herba

Concentratia (%) compusilor chimici, Me (IQR)
Hyperici herba Rutozida |Hiperozida |Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.’| |8'.
lapigenina
PV din flora 2,01 0,95 0,50 0,16 0,17
spontana (0,081) (0,036) (0,089) (0,009) (0,020)
PV din colectia 1,76 0,02 0,54 0,25 0,28
CSPDPM (0,041) (0,008) (0,055) (0,001) (0,034)

Evaluarea comparativa a datelor pentru compusii chimici din produsele vegetale
cercetate a aratat o diferenta statistica semnificativa pentru rutozida (p = 0,0209),
hiperozida (p = 0,0209), cvercetol (p = 0,0201) si I3, 118-biapigenina (p = 0,0209), iar
pentru cvercitrozida — o diferenta statistic nesemnificativa (p = 0,248).

3. OBTINEREA SI STUDIUL CHIMIC AL PRODUSELOR EXTRACTIVE
DIN SPECIA HYPERICUM PERFORATUM

3.1. Obtinerea si analiza chimica a uleiului volatil din speciile genului
Hypericum

Extractia uleiului volatil din partile aeriene proaspete si uscate s-a efectuat prin
hidrodistilare. Metoda este descrisa in Farmacopeea Republicii Belarus (metoda B) si
Farmacopeea de Stat a Federatiei Ruse, ed. a XIV-a (metoda 1). A fost atestat cel mai
ridicat nivel de ulei volatil in partile aeriene de H. perforatum (0,26%), urmat de H.
elegans (0,15%), H. tetrapterum (0,13%), cu cel mai jos indice la H. hirsutum
(0,094%).

Analiza cantitativa si calitativa a uleiurilor volatile s-a efectuat prin
cromatografie gazoasa — spectrometrie de masa (GC-MS), realizata cu ajutorul
aparatului Agilent Technologies, tip 7890 GC system, MS Agilent Technologies, tip
5975 C Mass Selective Detector. Analiza chimica a uleiurilor volatile a fost realizata
in Laboratorul Chimia compusilor naturali si biologic activi al Institutului de chimie
[12].

in uleiul volatil din specia H. perforatum s-au constatat 74 de componenti (fig.
3.1 A), dintre care 33 au fost identificati si determinati cantitativ. Totalul acestora
constituie 71,277%, inclusiv: cariofilen (12,175%), o-pinen (8,574%), oxid de
cariofilen (12,119%). Cercetarile intreprinse au demonstrat faptul ca in uleiul volatil
de H. elegans, sunt prezenti 49 de componenti (fig. 3.1 B), dintre acestia s-au identificat
18. Compusii chimici cu concentratie mai inalta au fost g-gurjunen (14,532%),
aromadendren (13,99%), undecan (10,262%) si a-pinen (4,779%). in uleiul volatil de
H. tetrapterum s-au constatat 56 de componenti (fig. 3.1 C). Dintre acestia, au fost
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identificati 22, componentii majori fiind: copaen (9,271%), a-longipinen (8,489%), 6-
cadinen (6,423%). uleiul volatil din H. hirsutum contine 24 de componenti, dintre care
au fost identificati 9, ceea ce constituie 33,96% (fig. 3.1 D). Componentii majori
Identificati in uleiul volatil al acestei specii sunt: oxid de cariofilen (10,435%), fitol
(6,056%) si a-cariofilen (5,086%).

il

HWJmMmmﬁwmﬁiwﬁmﬂmeJM@

Fig. 3.1. Gaz-cromatograma uleiului volatil din pértile aeriene de: A - H.
perforatum; B - H. elegans; C - H. tetrapterum; D - H. hirsutum

Rezultatele obtinute au evidentiat diferente intre speciile genului Hypericum din
flora Republicii Moldova, dupa randament si compozitia chimica a uleiului volatil.

3.2. Obtinerea extractelor uscate din produsele vegetale ale speciei H.
perforatum

Obtinerea solutiilor extractive din Hyperici herba prin repercolare, cu
fractionarea produsului vegetal in parti egale cu ciclu neterminat. Partile aeriene de
sunatoare au fost colectate in faza de inflorire din flora spontand si din colectia
CSPDPM. Florile, frunzele si tulpinile au fost prelevate de la plante din flora spontana.
Produsele vegetale au fost uscate in mod natural, maruntite si trecute prin sitd cu
orificiile de 3 mm. In calitate de solvent s-a utilizat alcoolul etilic. Pentru evaporarea
solventului din solutiile extractive s-a utilizat evaporatorul rotativ Laborota 4011
digital.

Pentru determinarea gradului de extractie a compusilor fenolici, cu alcool etilic
in concentratii de: 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, a fost folosita metoda de
repercolare cu fractionarea produsului vegetal (Hyperici herba) in parti egale cu ciclu
neterminat. Extractele uscate din parti aeriene de H. perforatum, obtinute la extragerea
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cu etanol, prezenta pulberi amorfe, higroscopice de culoare bruna si brun-rosiatica, cu
miros specific balsamic [13]. Randamentul extractelor a fost calculat in raport cu
produsul vegetal uscat. Rezultatele au demonstrat ca randamentul extractelor obtinute
cu alcool etilic in concentratii 40-90% variaza de la 23,3%, pentru alcool de 40%, pana
la 43,6% pentru 60%.

Obtinerea solutiilor extractive din produsele vegetale de H. perforatum prin
macerare fractionata cu agitare. Solutiile extractive din parti aeriene, flori, frunze,
s tulpini au fost obtinute prin macerare repetata cu agitare: a cate 5 g de produs vegetal,
cu 8 portiuni de alcool etilic 70% (100 ml). Fiecare extractie a durat cate 1 ord, cu
separarea lichidului extractiv de reziduu vegetal. Agitarea a fost efectuata cu agitator
magnetic, apoi fractiunile solutiilor extractive — reunite. Extractele s-au pastrat la rece,
timp de 8 ore, apoi filtrate, cu evaporarea ulterioara a solventului [13]. Rezultatele
confirma faptul cd macerarea fractionatd cu agitare a fost mai eficientd pentru
extragerea principiilor active din produsele vegetale de H. perforatum. Cel mai inalt
randament, in recalcul la produs vegetal absolut uscat, a fost la extractul obtinut din
flori (50,54%), urmat de extractele obtinute din parti acriene (45,16%) si din frunze
(44,26%). Rezultatele date au stat la baza determinarii conditiilor optime pentru a
maximaliza extragerea compusilor chimici din produsele vegetale de H. perforatum.

3.3. Analiza chimica a extractelor uscate obtinute din flori si parti aeriene
ale speciei H. perforatum

Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen in extractele uscate de
H. perforatum au fost determinate prin metode spectrofotometrice UV-VIS (tabelul
3.1) [14]

Tabelul 3.1. Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen in extractele
uscate obtinute din Hyperici herba cu alcool etilic in concentratii 40-90%

Extracte uscate/ [TP (%), exprimat | TF (%), exprimat TDA (%),
concentratia in acid galic, in rutozida, exprimat in
alcoolului etilic Me; IQR Me; IQR hipericina, Me; IQR
40% 6,62; 0,11 8,75; 0,25 0,26; 0,02
50% 9,91; 0,48 12,48; 0,30 0,38; 0,03
60% 10,69; 1,00 15,07; 0,09 0,39; 0,02
70% 9,86, 0,38 15,54; 0,25 0,41; 0,004
80% 9,64; 0,46 18,53; 0,08 0,36; 0,03
90% 8,24; 0,73 18,00; 0,13 n/a
0% 8,73; 4,8 12,37, 1,00 0,34; 0,01
(CSPDPM) v T o
P < 0,001 < 0,001 < 0,001

Notd: nla- analiza nu a fost efectuata; TP —totalul de polifenoli; TF — totalul de
flavonoide; TDA — totalul derivatilor de antracen
S-au determinat concentratiile optime de alcool etilic pentru extragerea maximala
din Hyperici herba a totalului de polifenoli (60%), de flavonoide (80%) si derivatilor
de antracen (70%). Prin metoda de macerare fractionatd cu agitare, polifenolii,
flavonoidele si derivatii de antracen s-au extras cel mai mult din flori de H. perforatum.
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Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen (%) S-a prezintat cu un continut
mai inalt in extractul uscat din parti aeriene din colectie, comparativ cu extractul uscat

din flora spontana (tabelul 3.2)

Tabelul 3.2. Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen in extractele
uscate obtinute din produsele vegetale de H. perforatum prin metoda de

macerare

TP (%), TF (%), TDA (%),

Produse vegetale exprimat in exprimat in exprimat in

acid galic, rutozida, hipericina,

Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR)
Parti aeriene (CSPDPM) | 10,832 (6,94) 12,65 (0,49) 0,437 (0,007)

Parti aeriene

(flora spontani) 10,825 (2,77) 10,60 (0,75) 0,289 (0,011)
Flori (flora spontana) 15,091 (0,84) | 14,47 (0,24) 0,845 (0,022)
Frunze (flora spontana) 11,511 (1,03) 13,32 (0,30) 0,269 (0,004)
Tulpini (flora spontana) 3,348 (0,16) 5.070 (0,37) 0,036 (0,01)

Nota: TP - totalul de polifenoli; TF — totalul de flavonoide; TDA — totalul

derivatilor de antracen

Analiza HPLC a fost aplicata si 1n studiul comparativ, care a inclus extracte de
sunatoare obtinute din partile aeriene si din flori prin macerare fractionata cu agitare,
folosind in calitate de solvent alcoolul etilic de 70% si 80% (tabelul 3.3). Datele releva
ca compusul chimic predominant dintre flavonoidele analizate a fost rutozida, urmata
de hiperozida, cvercitrozida, cvercetol si de 13, 118-biapigenina. S-a stabilit un continut
mai inalt de rutozida in extractele din Hyperici herba, in comparatie cu extractele din
Hyperici flores. Concentratia de hiperozida, urmata de cvercitrozida, cvercetol si 13,
[18- biapigenina, in extractul din flori (flora spontana) s-a dovedit a fi mai mare,
comparativ cu alte extracte analizate. Se remarca faptul ca in ambele extracte obtinute
din flori (flora spontana si cultivatd), concentratia de 13, 1I18-biapigenina a fost mai
mare versus extractelor obtinute din Hyperici herba (tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Concentratia (%) a unor flavonoide in extracte uscate din Hyperici
herba si Hyperici flores obtinute prin metoda de macerare

Concentratia (%) compusilor chimici, Me (IQR
EXt;ﬁ;}?zgig ate Rutozida Hiperoiida( C):vercilsroiida Cvercetol ( Q_ ':)3: 118-
biapigenina
Hyperici herba 6,39 2,32 0,65 0,16 0,18
(flora spontan) (0,127) (0,140) (0,051) (0,001) (0,006)
Hyperici herba 7,01 2,40 1,09 0,57 0,38
(colectia CSPDPM) | (0,031) (0,052) (0,077) (0,012) (0,004)
Hyperici flores 4,50 2,54 1,47 0,57 1,49
(flora spontani) (0,343) (0,034) (0,244) (0,023) (0,166)
Hyperici flores 4,24 2,51 0,95 0,57 0,62
(colectia CSPDPM) | (0,094) (0,059) (0,079) (0,031) (0,015)
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3.4. Optimizarea metodei de obtinere a extractelor uscate

In scopul obtinerii randamentului maxim de extragere a principiilor active din
Hyperici flores au fost stabilite conditii optime de lucru in cadrul metodei de macerare
fractionata cu agitare: raportul dintre produsul vegetal si extragent; numarul de extractii
repetate si durata de timp per extractic. Au fost luate patru probe de Hyperici flores
(10,0 g), la care s-a adaugat solutie hidroetanolica de 80% in raport de 1:20. Din fiecare
proba extragerea compusilor chimici s-a realizat prin cinci cicluri de extractie pentru
probele I, II, III si sase cicluri pentru proba IV, pana la obtinerea solutiilor extractive
inclore (tabelul 3.4). Timpul pentru un ciclu de extractie la 4 probe a variat: 60 de
minute — proba I; 45 de minute — proba Il; 30 de minute — proba Ill; 15 de minute —
proba V. Au fost determinate: masa reziduului uscat, obtinut per ciclu de extractie (X,
g); randamentul procentual al extractului uscat raportat la masa produsului vegetal
absolut uscat (Y, %); eficacitatea extractiei S (%) (tabelul3.4).

Tabelul 3.4. Caracteristicile cantitative in procesul de obtinere a extractului
uscat din Hyperici flores

Numarul probei, timpul de extractie per ciclu (min)

gﬂ‘;'cﬁg Probal_60 | Proball—_45 | Proballl—30 | ProbalV 15
My | % Y TS XY STy s XY TS

g | % | % | g | % | Y | g | % | % | g | | %

| 2,27 |24,38 |54,51 | 2,36 |25,40 |56,80 | 2,30 | 24,74 |55,32 |2,055 |22,10 49,42

1 0,924 19,53 |21,31 |0,826 | 8,88 [19,68 |0,956 | 10,28 22,99 0,818 | 8,88 |19,86

11 0,409 | 4,40 /9,83 |0,344 | 3,70 | 8,25 |0,306 | 3,29 |7,40 |0,407 | 4,38 |9,79

v 0,224 | 2,3 |5,14 |0,239 | 2,57 |5,75 |0,182 | 1,96 |4,38 0,255 | 2,73 |6,10

\Y 0,136 | 146 |3,26 |0,129 |1,39 |[3,11 |0,162 | 1,74 |3,89 [0,195 | 2,10 | 4,69
Vi — — — - — - — — - 10,160 1,72 | 3,85

Totalul 15 965 14261 |94,05 | 3,90 41,94 | 93,59|3,906 | 41,98 93,98 | 3,89 |41,01 |93,71

Notda: ,,—’’ — nu a fost determinat.

Rezultatele studiului au demonstrat, cd masa totala, randamentul total si
eficacitatea extractiei substantelor solubile in alcool etilic de 80% au fost mai mari in
proba I.

S-a efectuat determinarea cantitativa a totalului de flavonoide si de polifenoli in
extractele sus mentionate pentru a demonstra gradul inalt de eficacitate in extractia
compusilor chimici, prin macerare fractionata cu agitare, in dependenta de timpul de
extractie. Valoarea maxima a continutului total sumativ de flavonoide (55,35 mg/g) si
de polifenoli (100,04 mg/g ) in urma la cinci extractii a fost la proba I (durata unei
extractii — 60 min).

Au fost stabiliti parametri optimi pentru obtinerea extractului uscat din flori de
sunatoare, utilizand metoda de macerare fractionata cu agitare: extragentul — alcool
etilic 80%; timpul de extractie — 5 ore; numarul de fractiuni — 5, timpul de extractie per
ciclu — 60 de minute, raportul dintre produsul vegetal si solvent — 1 :20.

3.5. Validarea metodei de dozare a flavonoidelor in extractele uscate
A fost validatd metoda spectrofotometrica UV-VIS de dozare a totalului de

flavonoide, preluata din literatura de specialitate [15] si ajustata in procedura de analiza
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a extractelor uscate din flori si partile aeriene de H. perforatum S-au cercetat urmatorii
parametrii de validare: linearitate, exactitate, precizie si robustete [16,17].

Linearitate. La 3 esantioane de solutii pregatite din extract uscat de Hyperici
herba, cu concentratii de 1, 2, 3, 4, 5, 6 si 7 mg/ml, s-a determinat absorbanta la
lungimea de unda 412 nm. Valorile inregistrate au fost supuse prelucrarii statistice,
aplicind metoda celor mai mici pétrate, obtindndu-se ecuatia regresiei liniare y =
0,10783 + 0,0029 si coeficientul de regresie — R?=0,9995. Din extractul uscat de flori
au fost preparate solutii cu concentratia de 0,028; 0,032; 0,036; 0,040; 0,044; 0,048;
0,060 mg/ml si s-a determinat absorbanta la 412 nm. Ecuatia regresiei liniare pentru
dozarea totalului de flavonoide in extracte uscate din flori a fost: y = 2,8056x + 0,0058,
R? = 0,9969. Metoda este considerata liniara dacd R nu este mai mic de 0,98

Precizie. Procedura este cunoscutd si sub denumirea de Repetabilitate.
Repetabilitatea a fost determinata prin dozarea a cate 6 solutii de extract uscat din
partile aeriene cu concentratia 5 mg/ml si din flori cu concentratia 1mg/ml in aceeasi
z1 s1 aceleasi conditii, in conformitate cu metoda validata, intr-o perioada scurta de
timp, utilizand acelasi set de reactivi si cu participarea aceluiasi cercetator.Valoarea
medie a totalului de flavonoide, in ambele extracte, abaterea standard si abaterea
standard relativa (RSD) a rezultatelor obtinute a fost calculata cu ajutorul programului
SPSS versiunea 24. Valoarea RSD pentru extractul din Hyperici herba a fost 1,83%,
lar pentru extractul din Hyperici flores 1,44%. Conditia de admisibilitate prevede faptul
ca o metoda poate fi considerata reproductiva daca RSD < 2. Datele denota, ca pentru
extractele uscate analizate conditia a fost acoperitd, ce indica precizia metodei.

Pentru stabilirea preciziei metodei validate a fost determinatd si precizia
intermediara (reproductibilitate intermediard). Solutii individuale de extracte uscate,
din partile aeriene (5 mg/ml) si din flori (1 mg/ml) au fost analizate de catre doi
cercetatori in acelasi laborator, dar in zile diferite. Valorile RSD atestate la probele
analizate nu depdsesc 2%, variind de la 0,63% pana la 1,42%.

Exactitatea. Exactitatea metodei a fost stabilita prin determinarea totalului de
flavonoide in recalcul la rutozida in solutiile analizate de extract uscat din Hyperici
flores prin adaugarea unei cantitati de substantda standard (rutozida). S-au pregatit
solutii cu 3 nivele de concentratii prin adaugarea la 1 ml de solutie de analizat (1
mg/ml) a cate 0,8 ml, 1 ml s1 1,2 ml de solutie stoc (0,5 mg/ml) a rutozidei (substanta
standard), ceea ce corespunde la 80%, 100% si 120% din concentratia initiald a
rutozidei in solutia stoc. Criteriul acceptabilitatii este procentul mediu al randamentului
de recuperare, unde valoarea medie trebuie sa fie in limita de 100+£5%, iar eroarea
relativa a rezultatului mediu in metodele spectrofotometrice nu trebuie sa depaseasca
2% [149]. In rezultatul cercetarii, s-au atestat indicii exactititii metodei validate:
valoarea medie a randamentului de regasire (100,42%), limita de regasire (98,04-
102,32%), abaterea standard relativa a rezultatului mediu (1,53%).

3.6. Standardizarea extractelor uscate

Extractele uscate obtinute din Hyperici flores si Hyperici herba au fost supuse
standardizarii in conformitate cu prevederile Farmacopeei Europene ed.10 (Ph. Eur.),
monografiei farmacopeice Extracta a Farmacopeei Romdne, ed. a X-a (FR),
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Farmacopeei Republicii Belarus (FRB) si a Farmacopeei de Stat a Federatiei Ruse,
ed. a XIV-a (FS).

Descriere. Extractul uscat din flori reprezintd pulbere brun-purpurie,
higroscopica, cu miros balsamic, placut si cu gust amar, astringent; extractul uscat din
partile aeriene — pulbere bruna, higroscopica, cu miros balsamic, placut si cu gust
astringent.

Identificare. Identificarea compusilor chimici in extractele de H. perforatum
s-a realizat prin intermediul reactiilor calitative si prin cromatografie pe strat subtire
(CSS). Au fost identificati rutozida, hiperozida, izocvercitrozida, cvercetolul, acidul
clorogenic, acidul cafeic, hipericina, substantele tanante, catechinele.

Dozare. Totalul de flavonoide in extractele analizate a fost determinat, aplicand
metoda spectrofotometrica UV-VIS, preluata din literatura de specialitate si ajustata in
procedura de analiza a extractelor uscate din flori si din partile aeriene de H. perforatum
[15].

Pierderea prin uscare. Testul Pierderea prin uscare s-a efectuat in etuva,
utilizand metoda descrisa in FR, capitolul IX. C.15. Datele experimentale au relevat
faptul ca pierderea prin uscare a extractelor uscate nu depaseste 5%.

Determinarea metalelor grele. Continutul de metale grele din extractele uscate
de H. perforatum a fost determinat in Laboratorul de incercari de spectroscopie atomica
din cadrul Institutului de chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei, utilizand metoda
spectrometriei de absorbtie atomicd. Cercetarea s-a efectuat la spectrofotometrul de
absorbtie atomica AAS-3. In ambele extracte, concentratia de Ni, Pb, Cd nu a depasit
limitele maxime admisibile fata de normele indicate in FS, 1.5.3.0009.15 (Cd — 1
mg/kg, Pb — 6 mg/kg) si in FR, p. 420 (cel mult 4%).

3.7. Stabilitatea si termenul de valabilitate

Stabilitatea si termenul de valabilitate a extractelor uscate au fost determinate in
timp real, la temperatura de +254+2°C, la umiditate relativa de 60+£5% si in conditii
accelerate, conditiile de depozitare fiind temperatura de +40+2°C. Determindrile au
avut loc pentru 3 serii din fiecare extract pastrate in recipiente din sticla intunecata,
bine inchise si depozitate, in loc ferit de lumina. Extractele uscate din parti aeriene si
din flori au fost examinate dupa urmatorii parametri de calitate: descriere, identificare
si dozare [18].

Descriere. Determinarea aspectului s-a efectuat in conformitate cu prevederile
monografiei Extracta din FR. In decursul perioadei de testare (36 de luni) a extractelor
uscate, pastrate in trei serii la temperatura de +25+2°C si +40£2°C, nu s-au atestat
modificari la nivel de culoare, miros si gust .

Identificare. Identificarea compusilor activi din diverse grupuri chimice
(flavonoide, derivati de antracen, acizi fenolici) in extractele uscate, pastrate in trei
serii 1n conditii normale si de stres timp de 42 de luni, s-a realizat prin cromatografie
pe strat subtire. Aceasta analiza s-a realizat dupa tehnica descrisa in Ph. Eur., 6.2, 2008
si FRB in monografia Hyperici herba. In urma examinarii cromatogramelor extractelor
uscate, pastrate in conditii accelerate, s-au identificat: rutozida (Rf = 0,77), hiperozida
(Rf = 0,41), izocvercitrozida (Rf = 0,47), acidul clorogenic (Rf = 0,43) si hipericina
(Rf=0,77).
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Dozare. Dozare. Rezultatele dozarii spectrofotometrice UV-VIS a totalului de
flavonoide in extractele uscate denota faptul ca continutul totalului de flavonoide nu a
scazut sub 5% timp de 36 de luni (conform prevederilor FS, monografia 1.1.0009.18),
ceia ce a permis stabilirea termenului de valabilitate pentru Hyperici perforati herba
extractum siccum si pentru Hyperici perforati flores extractum siccum de 36 de luni.

4. CERCETARI FARMACOLOGICE ALE EXTRACTELOR USCATE SI
ALE ULEIULUI VOLATIL DIN H. PERFORATUM

4.1. Studiul activitatii antioxidante a extractelor uscate, obtinute din
Hyperici herba si Hyperici flores

A fost determinata activitatea antioxidanta a extractelor polifenolice, obtinute
din parti aeriene si din flori de H. perforatum. Evaluarea activitatii antioxidante a
extractelor s-a efectuat utilizand metodele de captare a radicalului organic DPPH" (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) si de decolorare a cation-radicalului ABTS(2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acid sulfonic) de asemenea, a fost determinatd capacitatea de
chelare a Fe?* [19, 20].Valorile obtinute denota o capacitate de inhibare a radicalului
liber DPPH" la ambele extracte ca fiind una buna, mai mare in cazul extractului uscat
din flori, fapt care se datoreazd continutului ridicat de flavonoide, comparativ cu
extractul din parti acriene (tabelul 4.1). In urma testului neparametric Spearman (p =
0,787), a fost demonstratd o corelatie directa intre activitatea extractelor uscate de
reducere a cation-radicalului ABTS™ si concentratia de flavonoide. Testul ABTS a
demonstrat faptul ca extractul uscat din flori poseda o activitate antioxidantd mai
puternica, in comparatie cu extractul din partile acriene de sunatoare (p<0,001) (tabelul

4.1).

Tabelul 4.1. Activitatea antioxidanta a extractelor uscate din Hyperici herba
si Hyperici flores, determinata prin metodele DPPH si ABTS

DPPH, ICso | ABTS, uM TE/g | Totalul de flavonoide
Proba de analizat pg/ml, masa uscata, mg Ru/g extract
Me (IQR) Me (IQR) uscat, Me (IQR)

Extract uscat din
Hyperici herba 22,15 (1,11) 23,12 (5,87) 37,74 (1,95)
Extract uscat din
Hyperici flores 13,08 (1,13) 28,80 (0,16) 66,49 (2,68)
Trolox 4,18 (1,81) - -

Capacitate de chelare a fierului pentru extractele uscate din sunatoare s-a realizat
in comparatie cu un agent chelator care capteaza ionii metalici EDTA (acid
etilendiaminotetraacetic), Studiul a demonstrat o capacitate de chelare mai scazuta
pentru extractul uscat din flori (45,98%; 2,98) si parti aeriene (35,63%; 3,90),
comporativ cu EDTA (99,33%; 1,28).

4.2. Testarea actiunii antiinflamatoare in vivo

Determinarea proprietatilor antiinflamatoare ale extractelor uscate, obtinute din
Hyperici herba si Hyperici flores, din flora spontana si colectia CSPDPM, a fost
efectuata in Laboratorul ,,Ecofiziologie umana si animala” din cadrul Universitatii de
Stat din Moldova. Animalele de laborator (sobolani) au fost distribuite a cate 5 in 7
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loturi (tabelul 4.2). [21]:Reactia inflamatorie acutd (edemul) a fost modelata prin
administrarea intraplantara, in laba posterioara dreapta a sobolanilor a cate 0,1 ml
solutie de histamina 1%, introdusa la 30 de minute, dupa administrarea intraperitoniala
a extractelor analizate (loturile experimentale), a serului fiziologic de 0,9% (lot de
control) si a substantei de referinta — solutie de diclofenac de sodiu de 50 mg/kg (lotul
de referinta). In lotul martor s-a administrat intraplantar 0,1 ml ser fiziologic 0,9%.

Activitatea antiinflamatoare a extractelor analizate, estimatd prin scaderea
edemului, a fost exprimata in procente, in comparatie cu lotul control. Analiza post-
hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre lotul de control si toate loturile
experimentale in examinarea extinderii edemului (p<0,001), si nesemnificative
(p>0,05) in examinarea inhibitiei edemului, comparand rezultatele loturilor
experimentale cu rezultatul lotului de referinta (tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Actiunea antiinflamatoare a extractelor polifenolice din Hyperici
flores si Hyperici herba asupra edemului indus de histamina

Extinderea Inhibitia
Loturi experimentale edemului (%), | edemului
M=£SD (%), M £SD
1. Lotul-martor — intraplantar 0,1 ml ser .
fiziologic de 0,9% 3,34£3,62
2. Lotul ntrol — intraperitoneal 1 ml ser
ﬁzio?;[)l;icdflecg 9t%9 intra;)igletart% (laaml solust(iae 44,207,914 —
P ’ ; p=2,4272E-8

histamina de 1%

3. Lotul de referinta —intraperitoneal 1 mi
solutie diclofenac de sodiu de 50 mg/kg;
intraplantar 0,1 ml solutie histamina de 1%

4. Lotul experimental — intraperitoneal 1 ml
extract (100 mg/kg) din Hyperici herba (flora | 24,6844,42 | 44,20+10,01
spontana); intraplantar 0,1 ml solutie histamina | p = 0,000292 p=20,785
de 1%

5. Lotul experimental — intraperitoneal 1 ml
extract (100 mg/kg) Hyperici flores (flora 28,19+4,54 39,3349,77
spontana); intraplantar 0,1 ml solutie histamina | p =0,000021 p=0,313
de 1%

6. Lotul experimental — intraperitoneal 1 mi
extract (100 mg/kg) Hyperici herba (colectia 28,33+5,59 | 35,89+12,64
CSPDPM); intraplantar 0,1 ml solutie p = 0,006 p=0,124
histamina de 1%

7. Lotul experimental — intraperitoneal 1 mi
extract (100 mg/kg) din Hyperici flores 32,21+4,94 | 27,13+11,19
(colectia CSPDPM); intraplantar 0,1 ml solutie | p =0,000325 p = 0,007
histamina de 1%

22,15+£2.,45 49,90+5,53
p =0,000003

Datele obtinute denota eficacitatea antiinflamatoare a extractelor polifenolice
din Hyperici herba si Hyperici flores, produsele vegetale colectate din flora spontana
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si din CSPDPM, care nu diferd semnificativ de substanta de referinta — diclofenac de
sodiu. Rezultate extractelor, obtinute din produsele vegetale colectate din flora
spontana, au fost mai aproape de cele ale substantei de referintd, in comparatie cu
extractele obtinute din produsele vegetale din colectie.

4.3. Studiul activitatii antibacteriene si antifungice ale extractelor uscate
din partile aeriene si din flori de H. perforatum

Cercetarile au fost effectuate in Laboratorul de infectii intraspitalicesti, USMF
,Nicolae Testemitanu”. Studiul activitdfii antibacteriene a extractelor analizate s-a
efectuat prin intermediul metodei de dilutie in serie in mediul nutritiv lichid (bulion
peptonat din carne de 2%, pH=7,0) [22].

Activitatea antibacteriana a fost analizata pe urmatoarele culturi de referinta ale
microorganismelor gram-pozitive: Staphylococcus aureus 209-P, Enterococcus
faecalis ATCC 2592; si gram-negative: Escherichia coli ATCC 2592, Proteus vulgaris
HX 1922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Extractul din Hyperici flores a manifestat activitate bacteriostatica in raport cu
S. aureus 209-P in concentratie de 37,5 pg/ml si in raport cu E. faecalis ATCC 19433
in concentratie de 75 pg/ml; fata de celelalte test-culturi bacteriene, activitatea
bacteriostaticd este evidenta in concentratie mai mare de 300 pug/ml.

Extractul din Hyperici herba poseda activitate bacteriostatica fata de S. aureus
209-P 1n concentratie de 150 pug/ml si fata de E. faecalis ATCC 19433 in concentratie
de 300 pg/ml, iar activitatea bactericida fatd de test-culturile incluse in studiu este
evidenta in concentratie mai mare de 300 pg/ml (tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Activitatea antibacteriana a extractelor uscate, obtinute din
flori si parti aeriene de H. perforatum

Test-cultura bacteriana (g/ml)

Extract | Staphylococ | Enterococc | Escherichia | Pseudomonas Proteus

uscat cus aureus | us faecalis coli aeruginosa vulgaris

analizat 209-P ATCC19433 | ATCC 5922 | ATCC 2785 HX 19222

CMI|CMB |CMI|CMB |[CMI |CMB |[CMI |CMB |CMI | CMB

H]};gfg'sc' 37,5| 300 | 75 | 300 | >300|>300|>300|>300 >300>300

Hgg’fg:' 150 | 300 | 300 | >300 | >300 | >300 | >300 | >300 | > 300 | >300
Nota: CMI| — concentratia minima de inhibitie; CMB — concentratia minimad
bactericida.

Activitatea antifungicd a extractelor analizate a fost studiata pe urmatoarele
tulpini fungice: Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus si
Penicillium. Datele experimentale au demonstrat faptul ca extractul uscat din flori a
manifestat actiuni fungistatica si fungicida fata de C. albicans, in concentratii mai mari
de 300 ug/ml.

4.4. Studiul activitatii antibacteriene si antifungice a uleiului volatil din
parti aeriene de H. perforatum

Uleiul volatil, obtinut prin hidrodistilare din Hyperici herba, a manifestat o
activitate bacteriostaticd 1naltd in raport cu microorganismele gram-pozitive in
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concentratie de 0,0009% — S. aureus 209-P si 0,125% — E. faecalis ATCC 19433.
Activitatea bactericida fata de S. aureus 209-P constituie 0,0037% si fata de E. faecalis
— 0,25%. Concentratiile bacteriostatica si bactericida ale uleiului volatil in raport cu
microorganismele gram-negative: E. coli ATCC 25922, P. vulgaris HX 19222 si P.
aeruginosa ATCC 27853 sunt mai mari de 0,5%. Uleiul volatil din Hyperici herba a
manifestat proprietati antifungice pana la concentratia de 0,5% in raport cu: Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus, Candida albicans si Penicillium, ce denota ca Hyperici
herba poate servi drept sursa pentru obtinerea uleiului volatil cu proprietati antifungice
pronuntate.

4.5. Studiul toxicitatii acute a extractelor uscate

Determinarea toxicitatii acute a extractelor uscate, obtinute din Hyperici herba
si Hyperici flores (produse vegetale din flora spontana si colectie), S-a realizat in cadrul
Laboratorului evaluare preclinica si clinica a medicamentelor din cadrul Centrului
Stiintific al Medicamentului.

Toxicitatea acuta a fost determinata prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei
de toxicitate conform ghidului TG 423 (Acute Toxic Class Method), recomandat de
Organizatia Economica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD) [23]. Studiul a fost
efectuat pe doua grupuri de animale de laborator: 168 de soareci (masculi si femele) si
54 de sobolani (femele). Extractele analizate au fost administrate in doze de 50, 300,
1000, 2000 mg/kg, intraperitoneal si intragastral.

In baza rezultatelor obtinute (in experimente pe soareci) s-a stabilit LD 0% la
administrarea enterala a extractelor uscate, care a constituit pentru probele obtinute din
partile aeriene (flora spontana si colectie) si flori din flora spontana 1000 mg/kg, iar
pentru extractul obtinut din flori din colectie — 50 mg/kg. Procentajul maxim de
letalitate a fost de 17%, la toate probele analizate, mortalitatea LD 25%, LD 50%, LD
100% dupa Kerber nu a fost posibil de stabilit. La estimarea LDsp in baza TG 423:
Acute Toxic Class Method, s-a stabilit ca extractele obtinute din Hyperici herba si
Hyperici flores din flora spontana poseda clasa 5 de toxicitate (> 2000-5000 — practic
netoxic), iar extractele obtinute din Hyperici herba si Hyperici flores din colectie
poseda clasa 4 de toxicitate (> 300-2000 — toxicitate redusd). Conform clasificarii
substantelor toxice dupa Sidorov K. (1977) (administrare intraperitoneald), extractele
uscate din Hyperici herba si Hyperici flores (flora spontand) pot fi atribuite la gradul 5
de toxicitate (substante practic netoxice), dar extractele din Hyperici herba si Hyperici
flores (colectie) — la gradul 4 de toxicitate (substante cu toxicitate redusa).

A fost determinata clasa de toxicitate in administrare enterald la sobolani a
extractelor uscate din flori si partile aeriene de H. perforatum (flora spontana si
colectie) conform clasificarii propuse de OECD [188]. Datele experimentale, obtinute
in urma administrarii enterale a extractelor la sobolani, releva faptul cd extractele
uscate din Hyperici herba, Hyperici flores (flora spontana), Hyperici herba (colectie)
corespund gradului de toxicitate 5, pentru care LDsp estimat este > 5000 mg/kg, iar
proba Hyperici flores (colectie) corespunde gradului de toxicitate 5, pentru care LDs
este estimat cu 2500 mg/kg.
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CONCLUZII GENERALE

Studiul macro- si microscopic al frunzelor si elementelor florale la speciile H.
perforatum, H. elegans, H. tetrapterum, H. hirsutum din flora spontana a Republicii
Moldova a permis evidentierea caracterelor macroscopice (numarul de coaste si
modul de aranjare pe tulpini, pubescenta partilor aeriene) si microscopice
(structureler secretoare — glande negre, buzunare translucide si canale, cu
caracteristici de diferentiere — tipul, culoarea, forma, localizarea), pentru
identificarea produselor vegetale.

Analiza cantitativd comparativd a compusilor chimici (mg/g), a 4 specii de

Hypericum (parti aeriene), prin metoda HPLC, releva ca: specia H. perforatum se
deosebeste prin continut maxim de flavonoide (30,3); continutul de acizi
hidroxicinamici variaza de la 10,7 in H. tetrapterum pana la 1,82 in H.elegans;
continutul sporit de hipericina s-a determinat in H. elegans — 1,34, iar hiperforina
a fost identificata doar in H. perforatum (27,90).

Continutul maxim de flavonoide in partile acriene de H. perforatum a fost ca reper
pentru dozarea ulterioara a unor flavonoide (%) in plantele din flora spontana si
cultivatd (colectia CSPDPM, USMF , Nicolae testemitanu”): rutozida (2,01) si
hiperozida (0,95) prevaleaza in plantele din flora spontana, iar cvercitrozida (0,54),
cvercetol (0,25) si I3,118-biapigenina (0,28) in cele cultivate.

Studiul comparativ al uleiului volatil, obtinut prin hidrodistilare, 4 specii de

Hypericum a pus in evidenta partile aeriene de H. perforatum prin continut
maximal — 0,26%. Taxonomia speciei coreleaza cu componentii majori ai uleiului
volatil in produsele vegetale: H. perforatum — B-cariofilen (12,175%), oxid de
cariofilen (12,119%) si a-pinen (8,574%); H. elegans — g-gurjunen (13, 99%),
aromadendren (13,99%) si undecan (10,262%); H. tetrapterum — dodecanal
(9,271%) si a-longipinen (8,489%); H. hirsutum — oxid de cariofilen (10,435%) si
fitol (6,056%).

S-au determinat parametri optimi (concentratia solventului, numarul de fractii si
timpul de extragere) pentru metoda de macerare fractionata cu agitare in vederea
sporirii randamentului de extragere a compusilor chimici din flori de H.
perforatum. Analiza chimica comparativa a extractelor uscate a evidentiat Hyperici
flores cu valori maxime ale totalului de flavnoide (14,470%), polifenoli (15,091%)
si derivati ai antracenului (0,845%) comparativ cu Hyperici herba. Parametri de
standardizare a extractelor uscate se Incadreaza in limitele admisibile si corespund
cerintelor DAN. Studiul de stabilitate, efectuat in timp real si in conditii accelerate,
a permis determinarea termenului de valabilitate de 36 luni pentru extractele uscate
din flori si parti aeriene de H.perforatum.

Extractele uscate din flori si parti aeriene de H.perforatum poseda activitati
biologice: activitate antioxidanta, determinatd prin metodele DPPH, ABTS si
capacitatea de chelare a fierului in extractul uscat din flori au fost mai mari,

comparativ cu extractul din parti aeriene (p<0,05); activitatea antiinflamatoare a
extractelor, obtinute din Hyperici herba (44,2%) si Hyperici flores (39,33%) din
flora spontana nu diferd semnificativ (p>0,05) de rezultatele substantei de referinta
— diclofenacul de sodiu (49,76%); activitatea bactericida a extractului uscat din
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flori s-a manifistat, in concentratie mai joasa, fata de S. aureus 209-P (37,5 ug/ml)
si E. faecalis (75 pg/ml), comparativ cu extractul obtinut din parti aeriene de H.
perforatum (300 pg/ml).

Studiul toxicitatii acute a stabilit gradele 5 si 4 de toxicitate ale extractelor uscate,
obtinute din flori si parti aeriene de H. perforatum din flora spontana (LD50> 5000
mg/kg) si cultivata (LD50 = 2500 mg/kg), administrate enteral si parenteral
animalelor de laborator, ce denota inofensivitatea extractelor de sunatoare.

In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Proiectele monografiilor
farmacopeice pentru produsul vegetal ,,Flori de Sunatoare — Hyperici flores” si
pentru produsul farmaceutic ,,Extract uscat din flori de Sunatoare — Hyperici flores
extractum siccum”.

RECOMANDARI PRACTICE

. Prezenta lucrare stiintifica ofera noi perspective de cercetare a studiului chimic al
speciilor H. elegans si H. tetrapterum pentru identificarea noilor surse de hipericina
si acizi hidroxicinamici — compusi chimici valorosi pentru proprietatile
antidepresive, antibacteriene si antioxidante.

. Metodele implementate (obtinerea, analiza chimicd, standardizarea produselor
vegetale si extractelor din speciile g. Hypericum) pot fi aplicate in cadrul
laboratoarelor de control ale calitatii medicamentelor si departamentelor de
cercetare-dezvoltare ale intreprinderilor farmaceutice.

. Rezultatele studiului farmaceutic ale speciei H. perforatum impun necesitatea unor
noi cercetari, preclinice si clinice, ale produselor extractive (ulei volatil, extracte
uscate), obtinute din Hyperici herba si Hyperici flores, pentru elaborarea de produse
noi fitoterapeutice in Republica Moldova, cu proprietati antibacteriene,
antidepresive si anxiolitice.

. Rezultatele obtinute pot fi implementate in procesul didactico-instructiv al
studentilor de la Facultatea de Farmacie, in cadrul disciplinelor Botanica
farmaceuticd, Farmacognozie, Tehnologie farmaceuticd magistrala, Chimie
farmaceutica, Elaborarea medicamentului si cercetarea farmaceuticd; a rezidentilor,
in cadrul modulului conex Plante in sdnatatea umana si a farmacistilor, in cadrul
cursulut de educatie continud in farmacie Actualitdti in domeniul plantelor
medicinale si fitopreparatelor.
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ADNOTARE
Benea Anna ,,Hypericum perforatum L. — sursa de noi forme farmaceutice”, teza de
doctor in stiinte farmaceutice, Chisinau, 2023

Structura tezei: Introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
(199 de titluri), 9 anexe, 141 pagini de text de baza, 47 figuri, 47 tabele. Rezultatele au fost publicate
in 25 de lucrari stiintifice si au fost prezentate la 18 forumuri stiintifice.

Cuvinte-cheie: genul Hypericum, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba,
extract uscat, polifenoli, flavonoide, standardizare, activitate antibacteriana, antioxidanta,
antiinflamatoare.

Scopul lucrarii: studiul farmacognostic al speciilor genului Hypericum pentru obtinerea,
standardizarea si evaluarea actiunii farmacologice ale produselor extractive.

Obiectivele cercetarii: analiza morfo-anatomica a speciilor g. Hypericum din flora Republicii
Moldova; studiu chimic comparativ al speciilor g. Hypericum in vederea identificarii produsului
vegetal cu continut maxim de compusi fenolici; izolarea si analiza chimica a uleiului volatil, obtinut
din produsele vegetale ale speciilor g. Hypericum; obtinerea, analiza chimica, standardizarea si
studiul stabilitatii extractelor uscate din parti acriene si din flori de H. perforatum; studiul activitatilor
antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare ale produselor extractive; determinarea gradului de
toxicitate acutd ale extractelor uscate din H. perforatum, elaborarea proiectelor de monografii
farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru produsul extractiv uscat
Hyperici perforati flores extractum siccum.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost realizat screening-ul fitochimic
la 4 specii a genului Hypericum din flora spontana a RM, ce a permis identificarea produsului vegetal
cu cel mai inalt continut de compusi fenolici (Hyperici perforati flores); s-a optimizat metoda de
obtinere a extractelor uscate din produsele vegetale de H. perforatum; s-a efectuat studiul farmaceutic,
care a permis standardizarea si determinarea termenului de valabilitate a extractelor uscate din
Hyperici flores si Hyperici herba; s-a determinat actiunele antioxidanta, antibacteriana,
antiinflamatoare si gradul de toxicitate acutd ale extractelor uscate standardizate; s-au elaborat
proiectele Documentatiei Analitice de Normare (DAN) pentru produsul vegetal Hyperici perforati
flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati flores extractum siccum.

Problema stiintifici importanta consta in screening-ul fitochimic al speciilor genului
Hypericum din flora RM, cu identificarea speciei cu cel mai inalt continut de flavonoide (H.
perforatum) in vederea elaborarii DAN pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si extractul
uscat al acestuia — o0 conditie obligatorie pentru elaborarea de noi produse fitofarmaceutice, cu actiuni:
antibacteriand, antioxidantd si antiinflamatoare.

Semnificatia teoreticiA a lucrdrii constd In aprofundarea cunostintelor referitoare la:
particularitatile microscopice ale speciilor g. Hypericum din flora RM, diferentierea lor dupa
compozitia chimicd; principiile de extractie a compusilor fenolici; determinarea lor calitativa si
cantitativd in produsele vegetale si extractive; studiul proprietdtilor antibacteriene, antifungice,
antioxidante si antiinflamatoare ale extractelor uscate, obtinute din H. perforatum.

Valoarea aplicativa. Rezultatele vor contribui la dezvoltarea industriei farmaceutice din RM,
in vederea completarii produselor fitoterapeutice existente pe piata farmaceuticd cu altele noi, cu
continut de produse extractive standardizate din H. perforatum de origine autohtona. Datele obtinute
permit elaborarea DAN pentru extractele uscate standardizate, care pot servi drept componente de
baza in produsele fitoterapeutice cu actiune antioxidanta, antibacteriana si antiinflamatoare.

Implementarea rezultatelor stiintifice: in baza rezultatelor obtinute au fost elaborate
Proiectele de Monografii farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru
extractul uscat Hyperici perforati flores extractum siccum. Rezultatele studiului au fost implementate
in procesul didactic la Catedra de farmacognozie si botanicd farmaceutica si in procesul stiintifico-
practic in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului si in cadrul CSPDPM al USMF ,Nicolae
Testemitanu”.
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ANNOTATION
Benea Anna ,,Hypericum perforatum L. — a source of new pharmaceutical forms”, PhD
thesis in pharmaceutical sciences, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
references (199 titles), 9 annexes, 139 basic text pages (up to references) 47 figures,47 tables. The
obtained results were published in 25 scientific papers and presented in 18 scientific forums.

Keywords: Hypericum genus, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba, dry
extract, polyphenols, flavonoids, standardization, antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory
activity.

Aim of the work: pharmacognostic study of the species of the genus Hypericum to obtain,
standardize and evaluate the pharmacological action of extractive products.

Study objectives: the macro- and microscopical analysis of the species Hypericum genus
from the flora of Republic of Moldova (RM); the comparative chemical study of the species g.
Hypericum in order to identify the plant product with the highest content of phenolic compounds; the
isolation and chemical analysis of volatile oil, obtained from plant products of species of the
Hypericum genus; obtaining, chemical analysis, standardization and study of the stability of dry
extracts from the aerial parts and flowers of H. perforatum; the study of the antibacterial, antioxidant,
anti-inflammatory activities of the extractive products; determination of the degree of acute toxicity
of dry extracts of H. perforatum, the elaboration of draft pharmacopoeial monographs for the plant
product Hyperici perforati flores and for the dry extract Hyperici perforati flores extractum siccum.

Scientific novelty and originality. For the first time, phytochemical screening has been
performed on 4 species of the genus Hypericum (H. perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum
L., H. tetrapterum Fries.) from the spontaneous flora of the RM, which allowed the identification of
the plant materials with the highest content of phenolic compounds (Hyperici perforati flores); the
method of obtaining dry extracts from H. perforatum plant materials has been optimised; a
pharmaceutical study was carried out to standardise and determine the shelf life of the dried extracts
of Hyperici flores and Hyperici herba; the antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory activity and
acute toxicity of the standardised dried extracts were determined; it was dawn up the draft of
Analytical Standardisation Documentation was drawn up for the Hyperici perforati flores plant
material and the dried extract Hyperici perforati flores extractum siccum.

The important scientific problem. The phytochemical screening of the species of the genus
Hypericum from the flora of the RM, with the identification of the species with the highest flavonoid
content (H. perforatum); in order to elaborate Regulatory Analytical Documentatio for the plant
material Hyperici perforati flores and its dry extract - a mandatory condition for the development of
new phytopharmaceutical products with antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory activities.

The theoretical significance. Deepening the knowledge regarding microscopical
peculiarities of the species of the genus Hypericum in the flora of the RM, their distinguishing them
according to their chemical composition; principles of extraction of chemical compounds; their
gualitative and quantitative determination in plant materials and in extracts; study of the antibacterial,
antifungal, antioxidant and anti-inflammatory properties of dry extracts obtained from H. perforatum.

Applicative value: the results will contribute to the development of the pharmaceutical industry in the
RM, in order to complete the existing phytotherapeutic products on the pharmaceutical market with new ones,
containing standardized extractive products from H. perforatum of native origin. The obtained data allow the
elaboration of RAD for standardized dry extracts, which can serve as basic components in phytotherapeutic
products with antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory action.

Implementation of scientific results. The projects on Pharmacopoeial monographs have been
prepared on the plant material of Hyperici perforati flores and the dry extract of Hyperici perforati flores
extractum siccum. The results of the study were implemented in the didactic process at the Department of
Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany and in the scientific-practical process at the Scientific Centre of
Medicines and the SPCMP ,,Nicolae Testemitanu” SUMPh.
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AHHOTALIMSA
Benss Auna ,,Hypericum perforatum L.— ncTOYHMK HOBBIX JIEKAPCTBEHHBIX (hopm”,
AUCCEPTALMS HA COMCKAHUE YUYCHOH CTeleHN KaHauAaTa papMaleBTHYECKUX HAYK,
Kummnnes, 2023

CTpyKTypa AMccepTALMM: BBEICHUE, YETHIPE IJIAaBbl, BHIBOABI M NPAKTHYECKHE PEKOMEHIALNH,
oubnmorpadus (199 naumenosanwuii), 9 npunoxenuit, 141 crpaHul OCHOBHOTO Tekcta, 47 pUCYHKOB, 47
Tabmuil. Pe3ynapTaTel ObUIH OMyOJIMKOBAHBI B 25 HAaydHBIX paboTax W MpPEACTaBIEHBI B paMKax 18 HaydHBIX
¢dhopymax.

KroueBbie cioBa: pon Hypericum, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba,
CYXOH 3KCTpaKT, MojuQeHombl, (IaBOHOHMIBI, CTaHAAPTH3ALMs, aHTHOAKTepualbHas, aHTHOKCHIAHTHAs,
MIPOTUBOBOCHAIUTEIbHASL AKTUBHOCTb.

Heap paGorhl: (papMakOrHOCTHUECKOE W3ydeHHE BUIOB p. Hypericum s momydeHus
9KCTPAKTHUBHBIX BEIECTB, HX CTAHIAPTU3AIMU M OLIEHKH (apMaKoIOTHIeCcKOro ACHCTBUSL.

3agaun umccaenoBaHusa: Mop(o-aHATOMHMYECKMI aHamu3 BHIOB p. Hypericum dmopsr PM;
CPaBHHUTEIBHOE XMMHYECKOE UCCIIEA0BaHKUE BUIOB p. HYPEericum ¢ 1espio BbISBICHHS PACTHTEIBHOTO ChIPBSI
C HaHOOJIBIINM COZIep’KaHHeM (DEHONBHBIX COSAMHEHHI; U3BIICUeHHE U XUMUYESCKAH aHATN3 3(PUPHOTO Maca,
MOJYYCHHOTO W3 PAacCTUTEJIBHOTO ChIpbsS BUIOB p. Hypericum; mnonydeHue, XUMHUYSCKHH aHAIU3,
CTaHJAPTH3ALHS U H3yUYCHHE CTAOMIBHOCTH CyXHX YKCTPAKTOB M3 TpaBbl U BeTKOB H. perforatum; nzyuenue
AaHTUOAKTEePHATBHOMW, aHTHOKCHJAHTHOH, MPOTUBOBOCIANUTENFHOW aKTHBHOCTH JKCTPAKTHBHBIX BEIECTB;
OIpeieieHHe OCTPOH TOKCHYHOCTH CyXHX 3KcTpakToB H. perforatum, paspaborka npoekTa hapmMakonenHoit
CTaThU JUTS pacTUTEIbHOTO chipbst Hyperici perforati flores u ams cyxoro skcrpakra Hyperici perforati flores
extractum siccum.

HayuyHnasi HOBU3HA ¥ OPUTrHHAJIBHOCTB. BriepBrbie mpoBeneH GUTOXUMUYECKUH cKkpunuHe 4 BUTOB
pro Hypericum, nukopactymmx B PM, 4TO MO3BOJNWIO BBIACIUTH CHIPE C HAHOOJNBIIMM COACPKAHUEM
(heHONBPHBIX COEeMUHEHHN (I[BETKH 3BEPO0OS IMPOIBIPSIBICHHOTO); pa3paboTaH METOJA TONYYeHHS CYXHX
IKCTPAKTOB U3 PaCTUTENILHOTO Chipbsi H. perforatum; nmposeneno dapmareBTHIECKOE HCCIIIOBAHKE C LSO
CTaHIapTH3AlMU ¥ OTPEAEICHUs] CPpOKa TOAHOCTH Cyxux skcrpaktoB u3 Hyperici flores u Hyperici herba;
OIIpEIeNICHO AaHTUOKCHIAHTHOE, aHTHOAKTepHalbHOE, INPOTHBOBOCHAIMTENBHOE JeHCTBUE M OCTpas
TOKCHYHOCTh ~ CTaHJAPTH3UPOBAaHHBIX CYXHMX OKCTPAaKTOB; TIOJATOTOBJIEHBI TPOEKTHl HopmaTwBHO-
Anamutnyeckoii Jlokymentannun (HAJ]) mis pacturensHoro ceipbs Hyperici perforati flores u cyxoro
skctpakra Hyperici perforati flores extractum siccum.

Ba:kHoii Hay4yHOW MpPoG6JeMoii sBiseTcs (PUTOXUMUYECKUI ckpunune BUAOB poxa Hypericum wus
¢btops1 PM 117151 BBISIBJICHHEM BHJIa C CAMbIM BBICOKHM cojiepykanueM (uiaBonouaos (H. perforatum), ¢ nesnbio
paspabotku HAJI s crammapTusaiiu pactuTenbHoro ceipbst Hyperici perforati flores u ero cyxoro
JKCTpaKTa - HEOOXOAMMOE YCIIOBHE JUIS pa3pabOTKHM HOBBIX (uTO(hapMaleBTUUYECKUX INPENapaTroB C
aHTUOAKTEPHATBHBIM, aHTHOKCHIAHTHBIM U TIPOTHBOBOCIIAIUTENILHBIM JIEHCTBUEM.

Teopernyeckasi 3HAYHMOCTb 3aKJIOYacTCS B YIIyOJleHMHM 3HaHUM 00: MOpdo-aHATOMHYECKHX
0coOeHHOCTsIX BUAOB poaa Hypericum ¢uopsr PM, uX pa3iuuiu Mo XMMHYECKOMY COCTaBY; MPUHIHIIAX
BBIJICJICHUS] XUMUYECKUX COSAMHEHHI; XHUMHUECKOM aHAIN3€ PACTHTEILHOTO CHIPhSl M OKCTPAKTOB; U3yYSHUU
AHTUOAKTEPHATBHBIX, IPOTUBOTPUOKOBBIX, AHTHOKCHJAHTHBIX U MPOTHBOBOCHAIUTEIBHBIX CBOMCTB CYXHX
IKCTPaKTOB, mojtyueHHbIx u3 H. perforatum.

IpakTnyeckass 3HA4YMMOCTb. Pe3ynbTaThl uccienoBaHus OyIOyT CHOCOOCTBOBaTh Pa3BUTHIO
(dapMarieBTH4YeCKO  MPOMBINUICHHOCTH PM, ¢  [enbl0  TONONHEHWs  acCOPTHMEHTa  HOBBIMU
¢uronpenaparamu, COJCPKAIIMMH CTaHAaPTH3UPOBaHHBIE AKCTpakThl H. perforatum otedecTBeHHOTO
npousBoAcTBa. llosyueHHble daHHBIE MO3BOJISIOT paspadotars HAJl mis cTaHgapTH3MPOBaHHBIX CYXHX
9KCTPAKTOB, KOTOPhIE MOTYT CIY)KHTh OCHOBHBIM KOMIIOHEHTOM B (DPUTOTEPANEBTHUECKUX IperapaTax c
AQHTUOKCHJAHTHBIM, aHTHOAKTEPHATIBHBIM U MPOTHBOBOCIIAINTEILHBIM JICHCTBUEM.

BHeapenne Hay4yHBIX pe3yJbTaTOB: ObUIM CO31aHBI MPOEKTHl DapMakONeWHBIX cTaTed A
pacturensHoro cwipbsi Hyperici perforati flores u cyxoro skcrpakra Hyperici perforati flores extractum
siccum. PesynbTaThl HCCIeIOBaHHMs BHEIpeHbI B yueOHbI mporiecc Ha Kadenpe dapmakorHosuu u
(apManieBTHUeCcKOi O0TaHNKH; B HAYYHO-TIPaKTHYECKUH rporiecc HayuHoro neHTpa iekapcTBEHHBIX CPEJICTB
n Hayuno-IIpakrnueckom Llentpe JlekapcrBennsix Pactennii KI'YM® umenn Hukonas Tectemunany.
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