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Abstract. Influence of two polyphenolic fractions — methanolic one
(PMF) and ethanolic another (PEF) — extracted from the leaves of medicinal
plant Asclepias syriaca upon cellular respiration was studied. Experiments
were performed in vitro on the cells from liver, striated muscle sartorius and
stomachal smooth muscle of frog (Rana ridibunda, Pall.), determining the
cellular oxygen consumption by Warburg micromanometric method. Polyphenol
effects are different, depending on the nature of used fraction and cellular type.
So, after 90 minutes of experiment, on liver, the both polyphenolic fractions
stimulate cellular respiration, compared to that of control, untreated batch; on
striated muscle PMF inhibits and PEF stimulates respiratory processes; and on
stomach muscle, inverse effects are evidenced: PMF stimulates and PEF
slightly inhibits cellular respiration. Results highlight the specific action of
these polyphenolic agents upon cellular respiration and on energetic
metabolism processes, permiting estimation of their useful pharmacological
properties, as well.

Diferite cercetari au semnalat prezenta polifenolilor in diferite organe ale
unor vegetale, si in special in flori, fructe si frunze [1], precum si n sucuri, must si
vin [2, 16]. De asemenea, s-au consemnat si o serie de aspecte privind proprietatile
bioactive ale polifenolilor din diferite extracte vegetale, cum sunt in special cele
care se manifestd la nivel celular, exprimate prin actiuni membranotrope,
bioelectrice, bioenergetice [3, 4, 9, 12, 13], metabolice [15], antioxidante i
hepatoprotectoare [16], antitumorale [12-15] sau de modulatori redox [6, 16].

Pentru evidentierea unor aspecte caracteristice ale actiunii unor agenti
polifenolici naturali la nivelul celulelor animale, in prezenta lucrare am studiat
efectele specifice asupra respiratiei celulare, determinate de doud tipuri de
extracte polifenolice vegetale, la trei categorii de celule animale — celule hepatice,
musculare striate si musculare netede, avind in vedere corelatiile dintre
intensitatea consumului de oxigen si energetica celulara [6, 7] si Tmbogéatirea
tabloului de date privind proprietatile farmacologice utile ale produsilor
polifenolici studiati, precum si explicarea unor aspecte ale mecanismului efectelor
lor.
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MATERIAL S| METODA

S-a urmarit dinamica intensitatii consumului respirator de oxigen la trei categorii
de celule animale, sub influenta a doua tipuri de preparate polifenolice extrase i
purificate din frunzele plantei medicinale Asclepias syriaca — fractia metanolica (FMP)
si cea etanolica (FEP) — in doze de 1,5 mg substantd uscatd/mL solutie fiziologica
Ringer normala (RN).

Experimentele s-au desfasurat in vitro pe trei serii de preparate tisulare de
broasca (Rana ridibunda, Pall.) reprezentate de fragmente de ficat (FIC), muschi striat
sartorius (MS) si muschi neted de stomac (ST), precis cantarite si incubate in vasul de
respiratie Tn solutie fiziologicd Ringer, pura sau contindnd agentii studiati, la
temperatura constanta de 20 °C. Fiecare serie experimentald s-a desfasurat pe cate
trei loturi de cate cinci preparate din acelasi tesut: un lot de control (martor) netratat,
mentinut in RN fara agenti, un lot tratat cu FMP si altul tratat cu FEP, in concentratii
de cate 1,5 mg substantd uscatd/mL RN. Consumul respirator de oxigen s-a
determinat prin metoda micromanometrica Warburg [11] la un volum constant, timp de
90 de minute, citirea valorilor manometrice si calculul consumului de oxigen facandu-
se la intervale de 15-30 minute.

Rezultatele au fost exprimate in mm?® O/g tesut/h si au fost calculate statistic
conform testului Student, prin raportare la cantitatea de tesut proaspat analizat (g) si
la lotul de control, netratat cu polifenoli.

Pentru aprecierea compozitiei fractiilor polifenolice studiate s-a inregistrat
spectrul lor de absorbtie in UV. Spectrele au fost trasate cu ajutorul unui spectrometru
UV-Vis Analitic Jena UV-Vis 200 PC cu un slit (fanta de lumina) de 5 nm si o viteza de
scanare de 1 nm/s, raportarea facandu-se la apa, in cuve de 2 mm din cuart. Masa
uscata a fost dizolvata in apa si apoi s-a filtrat printr-un filtru de nylon steril de 0,45
pm.

REZULTATE SI DISCUTII

Din rezultatele obtinute se constatd o reactivitate respiratorie a tesuturilor
studiate, fatd de actiunea produsilor polifenolici, diferitd in functie de tipul de
tesut, natura fractiilor polifenolice si intervalele de timp la care s-au realizat
masuratorile consumului celular de oxigen.

Astfel, la tesutul hepatic, de la lotul de control, netratat, se inregistreaza o
reducere treptata a intensitatii consumului de oxigen pe durata de 90 de minute, de
la 1,773 mm’ O/g/h (100%), pana la 0,919 mm’ O/g/h dupi 90 de minute
(51,8%), aceasta reprezentand dinamica normala a respiratiei celulare hepatice in
conditiile noastre experimentale (tab. 1), diminuarea intensitatii respiratiei fiind
cel mai probabil datorata reducerii rezervelor energetice celulare in vitro.

La tratarea preparatelor hepatice cu fractiile polifenolice se inregistreaza o
dinamica a respiratiei celulare diferitd, in functie de natura fractiei studiate
(Tabelul 1). Astfel, fractia metanolicd (FMP) induce o crestere treptatd in timp a
intensitatii consumului de oxigen, pe cand fractia etanolicd (FEP) determina, chiar
de la inceputul masuratorilor, o reducere a consumului respirator de oxigen, care
se mentine pe toata durata experimentului. Dar, raportand valorile loturilor tratate
la cele ale lotului martor din fiecare moment al masuratorilor, considerate ca
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100%, se constata cd, de fapt, ambele fractii polifenolice stimuleaza respiratia,
comparativ cu lotul de control netratat (tab. 1). Efectul de stimulare este insa
diferentiat in functie de natura agentilor polifenolici. Astfel, FMP induce o
stimulare mai timpurie (la 30 de minute) si mai puternicd, la 90 de minute
respiratia fiind mai intensa cu 154% decat cea de la martor, iar la FEP stimularea
este mai tarzie (min. 60) si mai slaba (cu 60,2%), acest aspect fiind semnat §i intr-
o lucrare anterioara [9].

Tabelul 1

Dinamica intensitatii respiratiei celulare (mm® O2/g/h) sub influenta agentilor

polifenolici la ficat, muschi striat si muschi neted

Tesut Agent Indici Durata (minute)
’ 15 (+%C) 30 (+%C) 60 (+%C) 90 (+%C)
Control X 1,773 (100%) | 1,628 (100%) | 1,061 (100%) | 0,919 (100%)
©) +ES 0,613 0,458 0,283 0,144
CV% 37,374 32,908 39,268 34,997
o X 1,492 (-15,9) | 1,996 (+22,6) 2,398 2,335
[y FMP (+126,0) (+154,1)
3 +ES 0,084 0,497 0,391 0,452
ic CV% 13,820 30,992 39,396 43,317
X 1,580 (-10,9) | 1,435(-11,9) | 1,531* (+44,3) | 1,472* (+60,2)
FEP +ES 0,328 0,380 0,408 0,320
CV% 40,981 34,991 35,431 38,622
X 1,912 (100%) | 2,340 (100%) | 1,839 (100%) | 1,172 (100%)
c +ES 0,046 0,231 0,144 0,271
_ CV% 5,414 27,810 17,489 25,324
Q X 2,190 (+14,7) | 1,646 (-29,7) | 1,376(-252) | 0,943 (-19,6)
= FMP +ES 0,369 0,488 0,382 0,293
S CV% 37,732 36,388 32,100 29,730
2 X 1,776 1,980 (-15,4) 1,780 1,842* (+57,1)
FEP (=7.2) (-3,2)
+ES 0,445 0,338 0,109 0,131
CV% 36,088 38,272 13,766 15,917
X 0,738 (100%) | 1,197 (100%) | 1,101 (100%) | 0,990 (100%)
c +ES 0,150 0,099 0,023 0,038
CV% 45,601 18,534 4,702 8,596
e X 1,570 1,895% (+58,3) | 1,690* (+53,5) | 1,618* (+63,4)
@ EMP (+112,7)
3 +ES 0,110 0,161 0,166 0,145
g CV% 15,699 19,017 22,064 22,068
o < 0,967 (+31,0) | 0,890 (-25,7) | 0,835 (-24,2) 0,896
FEP (£9.5)
+ES 0,236 0,199 0,125 0,146
CV% 34,781 43,347 33,634 36,521

X = valoarea medie; ES = eroarea standard; CV = coeficientul de variabilitate; C = control
(martor); FMP = fractia metanolica a polifenolilor; FEP = fractia etanolica a polifenolilor;
* = semnificativ fatéa de C

La muschiul striat, dinamica respiratiei prezinta unele aspecte diferite fata
de cea de la ficat (tab. 1). Astfel, la lotul de control, netratat, respiratia
inregistreaza o intensificare la minutul 30, cu 22,4% fatd de minutul 15 (1,912
mm® O/g/h; 100%), dupa care se reduce treptat, ca si in cazul ficatului, pana la
1,172 mm® O/g/h (cu 38,4% fatd de minutul 15) la minutul 90.

595




Tratamentul muschiului striat cu FMP determina o dinamica descendenta a
valorilor consumului respirator de oxigen, de la 2,190 mm® O/g/h la minutul 15,
pani la 0,943 mm® O/g/h (cu 56,9% fati de min. 15), dupa 90 de minute de
experiment. Comparativ cu valorile de la lotul martor (100%) se constata ca FMP
induce o inhibare moderata a proceselor respiratorii cu 29,7% la minutul 30 si cu
19,6% la minutul 90, desi initial (la minutul 15) are loc o usoara stimulare a
respiratiei (cu 14,7%).

Fractia etanolica (FEP) are insd un efect invers fatd de cea metanolica
(FMP), determinand o diminuare a intensitatii respiratiei celulare in primele 60 de
minute (cu 3,2-15,4% fatd de control), urmata de o stimulare (cu 57,1%) dupa 90
de minute.

Se constata astfel ca reactivitatea celulelor musculare striate la actiunea
fractiilor polifenolice este diferita de cea a celulelor hepatice, datorita
caracteristicilor lor structural-functionale, cele musculare fiind celule excitabile,
contractile, iar cele hepatice fiind de tip metabolic [6].

Celulele de muschi neted stomacal prezintd o dinamica respiratorie mai
diversa la actiunea agentilor polifenolici (tab. 1), avand unele asemanari atat cu
celulele musculare striate, cat si cu hepatocitele, dar si deosebiri fata de acestea.
Astfel, la lotul de control, spre deosebire de ficat si muschiul striat, conditiile
experimentale in vitro impun o intensificare a respiratiei celulare pe toatd
perioada masuratorilor, dupd 90 de minute consumul de oxigen fiind cu 34,1%
mai intens decat la 15 minute.

Fractia metanolica prezintd un efect respirator destul de asemanator cu cel
de la ficat, dar deosebit fata de cel de la muschiul striat, impunand o crestere a
intensitatii respiratiei celulare pe toatd durata determindrilor, mai accentuatd in
prima faza, cu 112,7% fatd de martor, dupa 15 minute si moderatd ulterior (cu
63,4% dupa 90 de minute).

Fractia etanolicd provoaca un efect diferit, avand doar o slabd asemanare cu
cel de la musgchiul striat, impunand o usoard intensificare respiratorie dupa 15
minute (cu 31% fatd de martor), urmatd de o depresic pe toatd perioada
determinarilor, la 90 de minute scdderea fiind cu 9,5% fata de control (tab. 1).

Se observd astfel ca celulele musculare netede stomacale prezintd o
reactivitate diferitd la actiunea fractiilor polifenolice, comparativ cu cele striate,
desi sunt tot celule excitabile contractile. Ele prezintd insa unele deosebiri
structural-functionale fatd de cele striate, exprimate in special printr-un
automatism bioelectric si contractil care determind o activitate contractila ritmica,
ceea ce implica si unele particularititi metabolice diferite de alte tipuri celulare [6]
si, ca urmare, un metabolism energetic diferit, ce impune un anumit dinamism al
proceselor respiratorii celulare.

In acelasi sens este explicabil si raspunsul respirator al celulelor hepatice,
care reprezintd sediul unor procese metabolice multiple, ce implica un anumit
consum de oxigen in cadrul proceselor ciclului Krebs al respiratiei celulare aerobe
[6, 7].
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Comparand valorile consumului respirator de oxigen la loturile martor, se
constatd nsa ca tesutul muscular striat prezinta o intensitate mai mare a respiratiei
celulare, care se coreleaza cu procesele fosforilarii oxidative, generand un bilant
energetic superior [6, 7].

Actiunea fractiilor polifenolice asupra celor trei tipuri de celule investigate
interfera cu procesele respiratiei aerobe ale acestora §i, implicit, cu procesele
energetice, corelate cu reactiile de oxidoreducere si de fosforilare oxidativa din
cadrul ciclului Krebs [6, 7], efectele fiind in functie de caracteristicile tipului
celular si natura polifenolilor analizati.

De altfel, efecte caracteristice ale celor doua tipuri de fractii polifenolice au
fost semnalate si asupra metabolismului intermediar glucidic, lipidic si protidic al
celulelor tumorale, corelate cu o stimulare a respiratiei celulare i cu proprietatile
lor citostatice [3, 5, 8, 9, 12-15].

Diferentele dintre efectele celor doud tipuri de fractii polifenolice deriva
din compozitia chimica diferita, evidentiata si de spectrele lor de absorbtie in UV.
Din spectrul UV-Vis se poate observa existenta unei zone de emisie continud care
se datoreaza unei fluorescente destul de pronuntate pe intreagul domeniu UV.
Natura spectrald a acestor extracte alcoolice, care sunt puternic fluorescente (pana
la patru unitati de absorbantd), indicad faptul cd ei nu sunt de tip antocianic, ci
inclina mai mult spre compusii de tip polifenolchinolici.

O analizd mai detaliatd a unor fractii similare a evidentiat diferentele de
compozitie chimica dintre ele, prin determinarea spectrofotometrici a
polifenolilor, continutul total fiind exprimat in acid galic (0,76 g/L), datele fiind
cuprinse in tabelul 2 [5].

Tabelul 2
Compozitia fractiileo polifenolice

Compusii Fractia metanolica Fractia etanolica
Polifenoli totali 19% 20%
Flavone 10% 12-15%
Catechine 2% 2,5%
Antociani 9% 10%

Prin cromatografie in strat subtire s-au evidentiat: rutin, cvercetol (flavone),
glucoza, manoza, acid palmitic, stearic, linolic, linolenic si arahidonic, precum si
substante steroide (p-sistosterol, heterozide arahidonice) in proportii diferite, in
cele doua fractii [5].

O astfel de compozitie chimicd explica efectele biologice multiple ale
agentilor polifenolici si diferentele dintre diferitele fractii studiate si, totodata,
justificd o continuare a cercetdrilor in vederea stabilirii proprietatilor lor
farmacologice si a mecanismului specific de actiune.
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CONCLUZII

Fractiile polifenolice extrase din frunzele de Asclepias syriaca influenteaza
in mod specific intensitatea respiratiei celulare, stimuland sau inhiband consumul
celular de oxigen in functie de natura fractiei (metanolica sau etanolicd) si tipul
celulelor (hepatice, musculare striate sau musculare netede) studiate.

Rezultatele indica interferenta agentilor polifenolici cercetati cu procesele
metabolismului intermediar si energetic celular si permit aprecierea proprietatilor
farmacologice utile ale acestor compusi.
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