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,,Ceea ce observim nu este natura in sine,

ci natura expusd metodei noastre de investigare”

Werner Heisenberg
1925
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Prefata

Consideram ca cei care au curajul de a pune sub semnul intrebarii
legi sau fenomene considerate inrdddcinate sau de neschimbat, aceia vor
aduce o adevdrata contributie la dezvoltarea societdtii prin cunoastere.
Curiozitatea, pasiunea pentru citit — inclusiv lucrdri din alte domenii ale
stiintei — gandirea critica, creativitatea si spiritul analitic se adauga listei
cu abilitati esentiale pentru un viitor cercetator. Cat timp mimetismul fata
de predecesori pune stdpanire pe gandirea ideaticd, cat timp adevarul
stiintific se afla in afara oricarei indoieli, cercetatorul nu va face decat sa
creascd numadrul celor lipsiti de idei si interesati doar de chestiuni
pecuniare. Prezenta lucrare, aduce in prim plan o abordare ineditda a
cercetdrii experimentale in vivo, prin analiza rezultatelor experimentale
atat din perspectiva fiziopatologica cat si prin interpretarea acestora in
raport cu modelul experimental folosit.

Viziunea asupra acestei aparitii editoriale a fost profund
influentatd de modul de gandire si experimentare, pe care Santiago Ramon
y Cajal, I-a descris in numeroase publicatii. Lucrdrile acestui geniu al
experimentarii folosind diverse modele biologice, au fost o neincetata
inspiratie.

Scopul demersului nostru a fost de a identifica elemente comune
existente Intre diferite aplicatii ale unui model experimental in vivo si de a
investiga totodata reactivitatea biosistemului utilizat in corelatie cu
activitatea unor biomolecule testate sub aspectul dinamicii stresului
oxidativ, a reactiei imune respectiv a modificdrilor morfologice specifice
(cerebrale, glandulare, hepatice, renale, etc.). Modelul experimental folosit

a fost aplicat pe sobolanul alb din rasa Wistar, expus la diferiti factori
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inductori ai unor dezechilibre metabolice. In aceste situatii generate
experimental, s-a evaluat totodata bioactivitatea unor proteine proxidante,
a unor compusi vegetali precum si a unor extracte vegetale.

Lucrarea se adreseaza in primul rand studentilor si cercetdtorilor
din domeniul biologic si medical dar poate constitui un instrument de
orientare experimentald si celor care isi deruleaza activitatea in arii conexe

celor intai mentionate.

Autorul
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1.

Modelul experimental

1.1. Modelul experimental in biologie si medicina

Toate stiintele analitice recurg la descompunere pentru a
experimenta mai bine. Reducerea tuturor manifestarilor vitale ale
organismului complex la functiile catorva organe, iar actiunea acestora la
proprietdtile tesuturilor, celulelor sau ale elementelor ultrastructurale
reprezintd, dupa cum afirma Claude Bernard, calea obligatorie pentru
cercetarea experimentala a unui organism complex. Analiza experimentala
descompune fenomenele complexe, in fenomene din ce in ce mai simple
pana le reduce, daca este cu putintd la numai doud conditii elementare
necesare pentru aparitia fenomenului (Bernard, 1958; Arendt, 2018).
Astfel, definim modelul experimental, in biologie si medicina, ca un sistem
scos de sub influenta cat mai multor factori externi in cadrul cdruia
fenomenul studiat este redus la un grad ridicat de simplificare si corelat

cu natura sa, scopul major fiind cunoasterea legii fenomenului studiat.

1.2. Metoda, model, sistem de modele

Proportional cu complexitatea studiata (modelul folosit), metodele
utilizate sunt imprumutate de la unul sau mai multe domenii stiintifice.
Cercetarea viului, care este structurat pe componente organice si
anorganice si guvernat de legile naturii impune utilizarea metodelor (i)
fizico-chimice (pH, spectrofotometrie, RMN), (ii) a celor biochimice

(ELISA, imunohistochimie, imunochimie) si (iii) a celor biologice (care
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includ primele doua categorii) precum metodele de analiza
histopatologicd, ultrastructurald sau functionald. Integrarea metodelor
pentru studiul comportamentului, specifice altor arii de specialitate
(psihologie, psihiatrie) conduce spre o cercetare interdisciplinara si spre
posibilitatea evaludrii mai multor modele experimentale in cadrul
aceluiasi individ, astfel vorbind de sisteme de modele experimentale.
Inducerea unei neuropatologii prenatale specifice autismului (modelul
biologic cu valproat de sodiu) conduce de pilda spre un sistem de modele
experimentale, pe de o parte modelul pentru autism (include evaluarea
comportamentald) si pe de altd parte, modelul biologic pentru fibroza
hepatica (evaluat morfologic si biochimic). Se contureaza astfel necesitatea
abordarii din mai multe perspective (dimensiuni) a unui model
experimental, cu atat mai mult a unui sistem de modele. O trecere in
revista a istoriei folosirii modelelor experimentale animale, cuprinzand
momentele astrale ale dezvoltdrii acestor practici, incepe in sec. IV-III, in
Grecia Antica, in vremea lui Aristotel si Erasistratus care elaborasera ideea
unei disectii. In sec. II, In Roma, Galen punea bazele vivisectiei, folosind
animale din gospoddrie sau oameni (Mcmillan, 2012). Zece secole mai
tarziu, in sec. XII, Avenzoar a introdus testarea pe animale a unor tehnici
chirurgicale care mai apoi aveau si fie aplicate la oameni. In anul 1242, Ibn
al-Nafis, a descris circulatia sagvina la animale (Abdel-Halim, 2005). In
decursul secolelor care au urmat, nume precum Robert Boyle, Antoine
Lavoisier, Pierre Laplace, Louis Pasteur, Otto Loewi si Ivan Pavlov au
adus contributii deosebit de importante cu privire la intelegerea unor
mecanisme ale organismului uman/animal, prin folosirea altor organisme
model (West, 2005). O figurda cu totul aparte, In privinta patologiei
experimentale si a folosirii animalelor de laborator in cercetarea
biomedicala, a avut-o francezul Claude Bernard, ale carui contributii au
influentat ireversibil mersul actului de cercetare din sec. al XVII-lea pana
in prezent. Dupd cum afirma autorul ,[...] orice animal poate servi la

cercetari fiziologice, fiindca viata si boala reprezinta totdeauna rezultatul
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acelorasi proprietati si, respectiv, al acelorasi leziuni, desi mecanismele
manifestdrilor vitale variaza mult” (Bernard, 1957, reed.). Gandirea
determinista pe care Claude Bernard a instituit-o in studiul medicinii
experimentale a rdamas pana in prezent cheia de interpretare a tuturor
fenomenelor observate la organismul viu, prin mijloacele de care
dispunem.

Parafrazandu-1 pe S.R. y Cajal, modelul biologic viu, favorizeaza
inldntuirea cauzald, sustine un instinct de a prevedea si de a percepe ideea
in fapte si legea in fenomene, astfel incat sd se ajunga la o explicatie justa,
departe de un simplu joc al imaginatiei stiintifice (y Cajal, 2004). Pe baza
acestor rationamente, in timp, au Inceput sa se utilizeze ca modele
biologice, in functie de scopul cercetarii, mamifere (soareci, sobolani,
cobai, iepuri, caini, pisici, maimute), pdsari (gdini, prepelite, cinteze
australiene, papagali, corbi, ciori), reptile (soparla de camp, iguana,
testoasd), amfibieni (broaste), pesti (pesti zebrd, caras, tipari) sau
nevertebrate (viermi marini, dafnii, artropode, musculita de otet, etc.).
Dintre toate modelele biologice, mamiferele, in special sobolanul alb din
rasa Wistar, au beneficiat de un interes in continua crestere din motive
precum: similaritate mare cu metabolismul uman, nevoi de intretinere
minime, prolificitate crescutd, manipulare facila, volum sangvin suficient,
reactivitate mare la actiunea factorilor patogeni sau comportament
asemanator cu cel uman (explorare, agresivitate, memorare, etc.).
Sobolanul alb din rasa Wistar este asadar un model biologic pleiomorf, ale

carui utilizari se vor putea remarca pe parcursul acestei lucrari.

1.3. Modele experimentale multidimensionale

Procesele fiziologice, prin complexitatea lor, necesita mai multe
unghiuri din care sa fie abordate atat in vederea intelegerii acestora, cat si
a bioactivitdtii unor molecule cu potential terapeutic, adjuvant sau

profilactic interpuse in sirul de reactii metabolice si comportamentale.
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Modelul experimental multidimensional reprezinta asadar
modelul biologic pentru un fenomen dat, abordat din perspectiva
interdisciplinara, acelasi biosistem fiind evaluat atat din punct de vedere
biochimic si morfologic, cat si functional sau comportamental. Prin
evaluare functionala intelegem setul de masuratori care cuprind tensiunea
arteriala, frecventa cardiaca, functia electrica miocardica, cerebrald sau

musculara, elemente de imagistici RMN sau aspecte ecografice.
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2.

Modele experimentale pe sobolan
din rasa Wistar pentru studierea biologiei

si patologiei stresului nitrooxidativ

2.1. Proteine cu actiune prooxidanta: hemoglobina (Hb) si hemeritrina (Hr)

2.1.1. Implicatii ale hemoglobinei in generarea stresului nitrooxidativ si a

patologiilor asociate

Hemoglobina (Hb) (Fig. 1a) este o proteina tetramericd, cu rol in
transportul Oz, COz, NO, formata dintr-o grupare proteicd, globina, si o
grupare prosteticd, hemul, care contine un atom de fier cuplat cu inelul
porfirinic al hemului (Reeder si Wilson, 2005). Fierul este un metal activ
din punct de vedere redox, cu valentd variabila, astfel sustinand o serie de
reactii atat de autooxidare, cat si de generare de radicali liberi (Scurtu si
colab., 2013). Cand fierul heminic este stare redusa (feros, Fe?*), are loc
legarea si transportul oxigenului. Cu toate acestea, dupa cum
demonstreaza Reeder si Wilson (2005), Scurtu si colab. (2013), Rifkind si
colab. (2015) sau Kock si colab. (2016), oxigenul molecular fiind un agent
prooxidant, determina oxidarea Fe?* (oxyHb) la Fe¥*(metHb) si
transformarea hemoglobinei in methemoglobind, reactia generand
totodata radicali superoxid (Oz), hidroxil, dar si peroxid (din degradarea
superoxidului). Aceste reactii sunt pH dependente (pe masura ce pH scade
sub 9, creste rata de formare a methemoglobinei) si au loc in decursul

catorva ore cand hemoglobina este localizata in eritrocite sau pot fi
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accelerate la cateva secunde atunci cand hemoglobina este extracelulara
(hemoglobina libera), dupa cum au demonstrat atat Alayash si colab.
(2001) si Svistunenko (2005), cat si Simoni si colab. (2009). In prezenta
peroxidului, atomul de fier heminic Fe* (metHb) se oxideaza la Fe*
(radicalul feril). Feril-hemoglobina este asadar rezultatul proceselor
constante de oxidare si autooxidare ale hemoglobinei-Fe?* intalnite cu
prevalentd in conditii de stres neuropsihic, inflamatie sau exercitii fizice
intense (Alayash, 2004). Feril-Hb joaca un rol de agent generator de
radicali liberi (superoxid, peroxid) conducand astfel la peroxidarea
lipidicd membranara (in special acidul arahidonic), formarea
isoprostanului/neuroprostanului (din oxidarea acidului docosahexanoic)
si inducerea unor dezechilibre redox (Reeder si Wilson, 2005; Scurtu si
colab., 2013). Prezenta simultand a peroxidului si a NO conduce la
formarea peroxinitritului si aparitia stresului nitrozativ. Peroxinitritul
reactioneaza cu resturile de tirozina ale proteinelor formand 3-
nitrotirozina, un parametru experimental specific stresului nitrozativ
(Pietraforte si colab., 2003). Hemoglobina este asadar un inductor al
speciilor reactive de oxigen si de azot, conducand la formarea conditiilor
specifice stresului nitro-oxidativ. Administrarea intravenoasa, la
sobolanul de laborator, de hemoglobina libera polimerizata cu scopul
evitdrii extravazdrii, determina in decurs de 12 ore, peroxidare lipidica
membranard, activare imuna (celulard si umorala) si leziuni hepatice si
renale, dupa cum am observat in cercetdri anterioare (Toma si colab.,
2016). Hemoglobina libera polimerizatd/derivatizata administratd
intravenos la sobolanul alb din rasa Wistar este asadar un model de
inducere a stresului nitrooxidativ extrem de apropiat de cazuri
fiziopatologice concrete (hemoliza intravasculard, rezistenta globulara

scazutd sau terapie cu nitrati vasodilatatori).
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2.1.2. Hemeritrina ca agent prooxidant la sobolanul de laborator din rasa
Wistar

Hemeritrina (Fig. 1b) este o proteind citoplasmatica nonheminica
cu doi atomi de fier (Fe?* — Fe?*) care transporta gaze respiratorii, filogenia
acesteia fiind Inca subiect de cercetare (Scurtu si colab., 2013). Datele
actuale demonstreaza prezenta secventelor genomice corespunzatoare
hemeritrinei la arhea (3), bacterii (118) si eucariote (fungi, cnidari, anelide) si
absenta In ancestorii deuterostomienilor (Bailly si colab., 2008). Hemeritrina
nu reactioneaza cu peroxidul de hidrogen, NO si nitritul. Masa moleculara a
Hr este de 108 kDa (Hb are masa moleculard de 64 kDa) fapt care ii confera
un grad ridicat de mentinere in sisteme vasculare evitand extravazarea sau
eliminarea renald, fenomene intalnite in cazul hemoglobinei libere (Mot si
colab., 2010; Scurtu si colab., 2013; Hathazi si colab., 2014). Datele
experimentale sugereaza faptul ca hemeritrina nu genereaza stres oxidativ
sau In cazul in care este implicatd in generarea acestuia, rolul acestei proteine
este secundar, intrucat stresul oxidativ generat este urmarea reactiei imune
pe care hemeritrina o activeaza (Toma si colab., 2018).

b
CH? d
0
OH

Fig. 1. Structura tetramerica a Hb (dupa Bringas si colab., 2017) (a), structura
homooctamerica a Hr (PDB) (b), structura curcuminei (PubChem) (c) si alicina
(PubChem) (d). Actiunea prooxidantd sau antioxidanta a Hb, Hr, curcuminei sau
alicinei se datoreaza mecanismelor prin care aceste molecule pot genera radicali liberi
(Hb, Hr), pot genera si capta radicali liberi (curcumina) sau pot doar capta radicali
liberi cum este cazul alicinei.
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2.1.3. Strategii de balansare a stresului nitrooxidativ dezvoltate pe model

experimental

Notiunea de balansare a stresului oxidativ si a stresului ca termen
general se regaseste in cercetdri anterioare (Toma si colab., 2017) sau se
regaseste sub denumirea de stress buffering effect in cercetari din domeniul
psihologiei sau al neurostiintelor (Wheaton, 1985; Zschucke si colab.,
2015). Balansarea stresului oxidativ cuprinde suma de procese celulare si
biochimice pe care biosistemul folosit le dezvolta, cu scopul directiondrii
adaptative a proceselor endogene si diminuarea efectului nociv al
agentului stresor (radicali liberi in cazul nostru). Dupa cum s-a ardtat in
cercetdri anterioare (Pitman si colab., 1988; Roman si colab., 2015; Sugama
si colab., 2016; Toma si colab., 2017), expunerea la stres oxidativ nu este de
la Inceput un eveniment nociv modelului experimental, primele etape de
reactie ale biosistemului fiind reprezentate de stimularea activitatii
mitocondriale (citocromoxidazei, succinatdehidrogenazei), stimularea
sistemului imunitar sau stimularea ratei metabolice. Expunerea prelungita
si/sau repetatd la stres oxidativ, de altfel fenomen inerent in organismele
aerobe, conduce la depdsirea capacitdtii celulare de balansare a actiunii
radicalilor liberi, moment in care statusul redox celular este inclinat spre
stare preponderent oxidatd, iar bazele celulare ale patologiilor specifice

stresului oxidativ incep astfel sa apara.

2.1.4. Stres oxidativ si reactie imund

Intre stresul nitrooxidativ si reactia imuné existi o corelatie invers
proportionala specifica statusului redox celular al momentului in care este
prelevata proba biologicd (Lee si colab., 2015; Toma si colab., 2019) in
vederea determinarilor biochimice. Determindrile biochimice cuprind
enzime ale stresului nitrooxidativ (catalaza, superoxid dismutaza,

glutation peroxidaza, NO sintaza/iNOS, eNOS), markeri generali
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nonenzimatici ai stresului nitrooxidativ (grupari tiolice, glutation redus, 3-
nitrotirozina, malondialdehida/TBARS), markeri specifici moleculari ai
stresului nitrooxidativ (Nrf2, Bcl-2, NF-k3, ERK V2) sau evaluarea gradului
de exprimare a genelor (RT-PCR) corespunzatoare citokinelor sau
enzimelor asociate dezechilibrelor redox celulare. Tamponarea radicalilor
liberi de catre sistemele enzimatice si nonenzimatice celulare favorizeaza
la nivelul limfocitelor B sinteza si secretia imunoglobulinelor (Toma si
colab., 2019), fapt care sugereaza corelatia stresului nitrooxidativ cu reactia
imund mediatd umoral. Adesea, stresul oxidativ este insotit de procese
inflamatorii (Farcas si colab., 2019), ca in cazul administrarii intravenoase
de Hb sau Hr. In aceste conditii, proteinele dezvolta o serie de reactii redox
mentionate In subcapitolele 2.1.1 si 2.1.2, dar au totodatd un caracter
imunogen si proinflamator. Derivatizarea Hb/Hr cu molecule menite sa
reduca stresul nitrooxidativ autogenerat, sa creascd masa moleculara
pentru a reduce extravazarea endoteliald sau sa ofere rezistenta
complementara la atacul radicalilor liberi, nu conduce in toate cazurile la
diminuarea caracterului imunogen. Uneori, aceste derivatizadri determina
exacerbarea acestuia, dupa cum demonstreaza o serie de cercetdri asupra
substitutelor sangvine (Toma si colab., 2016; Toma si colab., 2018; Wu si
colab., 2018), unde variate forme de Hb si Hr au fost testate pe sobolani de
laborator In vederea selectiei, optimizdrii si validdrii celor mai
performante dintre acestea. Expunerea sobolanului de laborator la Hb sau
Hr nativa sau derivatizata este asociatda cu procese inflamatorii care
amplificd reactia imund mediatd celular, aldturi de reactia imund mediata
umoral.

Modelele experimentale pentru imunostimulare specifica
ambivalenta (umoralda si celulard) si stres nitrooxidativ sunt asadar
completate de modelul privind expunerea biosistemului la Hb sau Hr
administrate intravenos (intre acestea fiind diferente nete sub aspectului

generarii de radicali liberi).

29



Modele biologice in patologia experimentala

2.2. Compusi vegetali cu actiune antioxidanta, imunomodulatoare si/sau
neuroprotectiva

2.2.1. Curcumina

Curcumina este un poliofenol vegetal (Fig. 1c) cu multiple
bioactivitdti printre care se numadra efecte hipoglicemiante,
hipolipemiante, anxiolitice, neurotrofice, antineoplazice, adjuvante in
sindromul metabolic, antifungice, antibacteriene, antiinflamatoare si
antioxidante dupd cum arata numeroase date din literatura (Maheshwari
si colab., 2006; Jurenka, 2009; Noorafshan si Ashkani-Esfahani, 2013;
Hewlings si Kalman, 2017). Actiunea antioxidanta a curcuminei este
corelatd cu doze/concentratii mari (> 5 uM), in timp ce dozele mici de
curcumina conduc la generarea radicalilor hidroxil si superoxid in urma
reactiei Fenton-Habber-Weiss (Fig. 2) prin care Fe3* este redus la Fe**dupa
cum aratd Kunchandy si Rao (1990). Ak si Giilgin (2008) demonstreaza
proprietatile curcuminei de free radical scavenging in raport cu antioxidanti
de sinteza cu activitate standard (Trolox, DPPH, ABTS), iar rezultatele
obtinute aratd ca activitatea de captare a peroxizilor este de 28.4 + 3.9% in
timp ce Trolox are activitatea de captare a peroxizilor de 25.6 + 3.3%, iar
un antioxidant natural precum a-tocoferolul prezinta o activitate de 13.6 +
2.9%. In raport cu a-tocoferolul care prezintd o activitate de captare a
superoxizilor de 222 + 3.3%, pentru curcuming, aceiasi autori au
inregistrat o activitate de 42.7 + 8.1%. Aceasta valoare este insa este mai
micd decat cea a unui free radical scavenger sintetic (butilhidroxianisol sau
butilhidroxitoluen) pentru care activitatea de captare a superoxizilor se
incadreaza in intervalul 70-75%.

Curcumina reduce gradul de peroxidare lipidica incetinind astfel
fenomenele de necroptoza si sustine mecanismele interne celulare de
revenire la un status redox optim, dupa cum mentioneaza Menon si
Sudheer (2007) sau Parada si colab. (2015). Pe langa proprietatile
antioxidante, curcumina este cunoscuta in egala masurd pentru actiunea
antiinflamatoare (preparate din turmeric aplicate local sau administrate

enteral) demonstratd. Curcumina scade concentratia interleukinelor
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proinflamatoare si in mod deosebit a IL-1P si diminueaza experimarea
TNFa si NF-k3, mecanismele acestea punand curcumina in grupa aflatd in
continua dezvoltare a fitocompusilor cu proprietati antioxidante si
antiinflamatoare. Ceea ce este specific Insd curcuminei este
dozodependenta efectelor (rar intalnitd la polifenoli), actiunea sa
modulatoare asupra angiogenezei si efectele antiinflamatorii remarcabile
in urma administrdrii per se dupa cum demonstreaza studiile efectuate atat
pe modele experimentale pe sobolan sau soareci (Wang si colab., 2015), cat
si studiile cu subiecti umani (Kunnumakkara si colab., 2017).

Fe3*+0,°- s Fe+O0, .
(i)
(ii)

Fe2* + H,0, —> Fe3 + OH + *OH

0,*-+H,0, —> 0O,+ OH+ *OH

Fig. 2. Reactia Fenton (i) — Haber-Weiss (ii). Reactia FHW se regdseste la toate
organismele aerobe si fundamenteaza generarea radicalilor liberi(superoxid, peroxid)
prin mecanisme endogene, la nivelul carora diferiti antioxidanti se pot interpune sau
pot tampona mediul de reactie, conducand la scaderea abundentei speciilor reactive
de oxigen si — indirect — a speciilor reactive de azot.

2.2.2. Alicina si derivati de alicing

Paradigma stresului oxidativ descrie o serie de efecte nocive pe care
acesta le produce in cadrul variatelor procese celulare (functia acizilor
nucleici, editarea proteinelor, rdaspunsul neuroendocrin, raspunsul
imunologic etc.). Cu toate acestea, fenomenele oxidative dezvoltate pana
la un anumit prag (limita dintre biologic si patologic) au efecte
stimulatoare si pregatitoare pentru celuld in vederea unor posibile atacuri
oxidative mai puternice dupa cum aratd Zhang (2006). Mecanismele
endogene de rdspuns in fata atacului speciilor reactive de oxigen si azot
(acestea fiind preponderant implicate in stresul oxidativ sau nitro-
oxidativ) cuprind mecanisme de activare imediatd a unor gene
responsabile de defensiva antioxidativd, mecanisme enzimatice (enzime
deja existente In celuld) si nonenzimatice. Activarea genica se realizeaza
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prin molecule semnal sau prin mediatie umorald indirectd. Moleculele
semnal cuprind compusi care au proprietatea de a se lega de anumiti
factori de transcriere sau care actioneaza direct asupra unui operon sau a
unei gene prin mecanisme de inductie sau represie genica (enzimaticd).
Mediatia umorala indirecta a activarii defensosomului! antioxidativ face
referire la procesele celulare dereglate de catre ROS si NOS care induc un
status celular nefavorabil, celula reactionand printr-o serie de mecanisme
adaptative (activarea unor kinaze, stimularea sintezei de echivalenti
reducatori prin calea glicoliticd, cea a pentozofosfatilor, sinteza
fosfolipidelor membranare etc.).

Alicina activeaza calea de semnalizare Nrf2-Keap1-ARE (Li si colab.,
2012; Xu si colab., 2014; Borlinghaus si colab., 2014). Nrf2 (Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2) este un factor de transcriere codificat de o
gend omoloagd, fiind sub aspect structural o proteina pe motivul
fermoarului leucinic (Fig. 3), ca majoritatea factorilor de transcriere insa
de tipul Bzip (basic leucine zipper), motiv bine conservat de-a lungul
evolutiei (Entrez Gene Nuclear factor erythroid-derived 2 - like 2).

Fig. 3. Structura 3D a modului in care
motivul fermoar leucinic interactioneaza
cu ADN (Ellenberger, 1994).

1 Defensosom: totalitatea factorilor celulari care raspund in mod defensiv in fata unui atac, cu
scopul protejarii celulei prin anularea factorului pertubator (dupa Edrada-Ebel si colab.,
2018; Toma si colab. 2017).
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Proteina prezinta doud regiuni: una mediazd legarea Nrf2 la
regiunile ADN specific, iar a doua (cu motivul fermoarului leucinic)
intermediaza dimerizarea a doua regiuni de ADN prin intermediul
argininei si lisinei (Chan si colab., 1995; Zhang, 2006). In absenta stresului
oxidativ, Nrf2 este retinut in citoplasmad cu ajutorul unui cluster proteic
format din Keap1l (Kelch like-ECH - associated protein 1) si Cullin-3 care
degradeaza proteine prin ubiquitinarea realizata de Cullin-3 (Kobayashi si
colab., 2004). Stresul oxidativ sau prezenta agentilor electrofili
destabilizeaza clusterul Keap1-Cullin3, iar Nrf2 este eliberat, translocat in
nucleu unde formeaza heterodimeri cu proteina Maf (proto-oncogene C —
masculoaponeurotic fibrosarcoma), se leaga in amonte de regiunea
promotor pentru mai multe gene antioxidative (numite generic ARE:
Antioxidant Response Elements) si le declanseaza transcrierea (loth si
colab., 1997) (Fig. 4).

Alicina si alti compusi organosulfurici similari activeaza Nrf-2
pentru ca detin un centru electrofil care poate servi ca punct de atac pentru
nucleofili ca gruparile SH prezente in Keap1 (Li si colab., 2012). Genele
target sunt cele care codificA NAD(P)H quinon-oxidoreductaza, glutamat
cistein ligaza (enzima limitantd in sinteza glutationului), preoxiredoxinele,
hemoxigenaza-1, glutation-S-transferaza, UDP-glucuronosiltransferaza si
proteine asociate cu rezistenta la mai multe medicamente (multidrug
resistance proteins) (Kwak si colab., 2001; Chanas si colab., 2002; Zhang,
2006, Li-Hui si colab., 2012). Stabilirea acestor functii ale proteinei Nrf2 s-a
realizat In urma unor cercetdri legate de stresul oxidativ folosind soareci
Nrf2-knockout, observandu-se astfel ca blocarea Nrf2 determina
reducerea drastica a exprimadrii genelor pentru proteinele enzimatice
antioxidative. Mai mult decat atat, blocarea Nrf2 conduce la cresterea
sensibilitatii la xenobiotice si totodata apare rezistenta la actiunea
protectiva a antioxidantilor (Aoki si colab., 2001; Chan si colab., 2001;
Enomoto si colab., 2001; Ramos-Gomez si colab., 2001; Rangasami si colab.,
2004, Zhang, 2006).

33



Modele biologice in patologia experimentala

ROS

Fig. 4. Reprezentare generald a cdii
de semnalizare Nrf2-Keapl-ARE
(dupd Braun si colab., 2002).

target gene

Prin activarea acestor mecanisme antioxidative, alicina se numara
printre cei mai activi compusi vegetali cu actiune antioxidanta, care pot fi
folositi in fitoterapia umanad, aldturi de luteolin, kemferol, ascorbat sau
quercitrin. In chimico, alicina si extractele de Allium 1isi pastreaza
proprietdtile antioxidante, determinate prin metode traditionale (DPPH,
Trolox). In perspectivs, se doreste evaluarea activititii antioxidante a
alicinei si a unor extracte de Allium folosind metode mai apropiate de
modele biologice, cum este metoda cu hemoglobin-ascorbat peroxidaza
sau cea cu citocrom C (Mot si colab., 2015).

Actiunea antioxidantd a alicinei este comparabild cu cea a S-alil-
cisteinei, cunoscuta drept “burete’’ pentru superoxid (Kim si colab., 2001;
Maldonado si colab., 2003; Medina-Campos si colab., 2007), peroxid (Ide si
colab., 1996; Ho si colab., 2001), hidroxil (Numagami si Ohnishi, 2001;
Chung, 2006) si peroxinitrit (Kim si colab., 2006; Medina- Campos si colab.,
2007). Pe langa S-alil-cisteina, literatura mai mentioneaza derivati
alilsulfenici cu functii redox: S-alil-mercaptocisteina (pentru hidroxil si
superoxid), N-a-(1-deoxy-D-fructozo-1-yl)-L-arginina care neutralizeaza
peroxidul si inhiba sinteza LDL-Cu?* dependenta (actiune antiaterosclerotica)

(Colin-Gonzales si colab., 2012). Aceiasi autori demonstreaza ca actiunea
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antioxidanta a S-alil-cisteinei si a alicinei Impreuna cu produsii de
degradare ai acesteia se datoreazd si proprietatilor fier-chelatoare ale
acestor molecule. Prin reactia Fenton (a) si Haber-Weiss (b), fierul sau
cuprul ionic liber produc ROS si radicali hidroxil. S-alil-cisteina (30
ug/mL) si alicina au proprietatea de a chelata Fe?" si Fe3* intr-un mod
dependent de concentratia alilsufenderivatului (Dairam si colab., 2008).
Prin actiunea sa antioxidantd manifestata inclusiv la nivel genetic, alicina
joaca un rol proeminent in ciclul celular normal sau patologic intrucat
influenteaza intr-un mod hotdrator statusul redox al celulei. Starea de
oxidare celulara influenteaza decisiv o serie de cdi de semnalizare menite
sd intretina celula si totodatd poate avea efecte hotdratoare asupra
schimburilor de informatie dintre celule (comunicarea biochimica
intercelulara).

Odata cu aparitia metabolismului oxidativ, celula devine expusa
unor stresori care pot induce o serie de mecanisme apoptotice, autofagice,
oncotice sau piroptotice (Fink si Cookson, 2005). Liu si colab. (2015), Xu si
colab. (2014) aldturi de Li si colab. (2012), prin cercetarile lor de citometrie
in flux, au demonstrat efectul proapoptotic al alicinei manifestat in culturi
de celule canceroase si actiunea stimulativa asupra sintezei si functiei
proteinei p53. Alicina induce fosforilarea JNK (Jannus Kinase) care la
randul ei induce activarea grupului proteic mitocondrial reglator al
apoptozei Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) prin intermedierea mitocondriei.
Aceste evenimente conduc la translocarea unor cantitati crescute de BAX
(Bcl-2 Associated Protein X) in mitocondrie. BAX formeaza heterodimeri
cu alte proteine din familia Bcl-2 cu rol activator al apoptozei si totodata
aceastd proteind interactioneaza cu canale ionice mitocondriale de tipul
VADC (voltage-dependent anion channel). Interactiunea BAX cu VDAC
mitocondriale determind pierderea potentialului membranar extern
mitocondrial si pierderea citocromului C de la acest nivel. Expresia genei
BAX este controlata de supresorul tumoral p53 care are roluri cruciale in

ciclul celular. p53 controleazd, la finalul fazei G1 si inainte de startul
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metafazei, daca ADN care urmeaza sa fie transmis unei celule fiice este sau
nu corespunzator cerintelor structural-functionale ale viitoarei celule.
Alicina are in acest caz, doud cai majore de actiune: activarea JNK si
activarea p53. Pe de alta parte, actiunea sa se poate reduce fie la activarea
p53, fie la activarea JNK, intrucat intre aceste proteine exista stranse relatii
functionale. Mecanismul exact prin care alicina are efecte proapoptotice
nu este pe deplin cunoscut dupa cum au afirmat si Xu si colab. (2014).

Alicina este implicatd in calea caspazei 9, de altfel cale prevalenta
de inductie a apoptozei in celula animald. Mentionam totodatd, legatura
dintre calea caspazei 9 cu cea a caspazei 8, activatd sub actiunea unor
citokine (TNF, interleukine) sau a Fas (antigen de apoptozd, sinonim cu
APO-1) asupra FADD (Fas associated death domain). Alternativ,
mitocondria elibereaza in citosol, sub actiunea ROS, NOS, a citokinelor, si
in situatii de dezintegrare membranara etc., endonucleaza G (EndoG) si
factorul inductor al apoptozei (AIF, apoptosis inducing factor) care fara
niciun intermediar, conduc spre moarte celulara programatd (Kwak, 2013).
De o importantd similard este si calea apoptoticd asociata caspazei 12,
activatd de Ca?" de origine endoplasmaticd, convergenta cdii caspazei 9 si
caspazei 8, toate determinand activarea caspazei 3, cu functie direct
proapoptotica. Nu se cunoaste daca alicina are sau nu vreun efect asupra
altor proteine din familia Bcl (Bcl-2, Bcl-Xt, BID) cu rol critic in modularea/
directionarea apoptozei.

Existd cercetdri care demonstreaza efectul neuroprotector al
alicinei, inducand o rata de maturizare neuronala normala in conditii
experimentale citotoxice (Li si colab., 2012) si de asemenea sunt
mentionate efecte modulatoare asupra functiei si structurii formatiunii
hipocampice manifestate prin ameliorare comportamental-cognitiva (Zhu
si colab., 2015). Actiuni protectoare ale alicinei asupra neuronilor s-au
raportat si in conditii neuroexcitotoxice (concentratii crescute de glutamat)
(Liu si colab., 2015). Efectul neuroprotector al alicinei este fundamentat nu

doar pe proprietdtile antioxidante ale acesteia, ci si pe actiunea
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antiinflamatoare. Folosind modele experimentale de ischemie cerebrald,
s-a demonstrat faptul ca ciclooxigenaza-2 (COX-2) si TNFa sunt activati,
acestia avand un rol reglator in neuroinflamatia ischemicd, dupa cum arata
Yang si Chen (2008) precum si Candelario-Jalil si Fiebich (2008). Ischemia
cerebrald experimentald induce deficit neurologic in grade variate de
manifestare, teritorii de infarct si alterari histologice. Administrarea atat a
extractelor de Allium (Allium sativum), cat si a alicinei, a condus spre
diminuarea gradului de afectare cerebrala astfel ca alterdrile neurologice
au scazut cu 61.6%, suprafata infarctizatd cu 54.8%, iar alterarile
histologice (vacuolizari ale mielinei, neuroni hipoxici cu nucleu picnotic,
focare de necroptoza) s-au diminuat cu 33.7%. Mai mult, nivelul COX-2 a
marcat o scadere, alaturi de cel al TNF a (Colin-Gonzalez si colab., 2011).

Mecanismul pe care l-a propus Sendl si colab., (1992), ca fiind
responsabil de inhibitia COX-2 de cdtre alicind, era construit pe
interactiunea dintre gamaglutamilcisteind si COX-2. Analiza detaliata a
extractelor de Allium a ardtat insa ca gamaglutamilcisteina este complet
hidrolizata in extracte, prin urmare inhibarea COX-2 nu este datorata
acestei interactiuni. Park (2009) a oferit o explicatie plauzibila fatd de
inhibarea COX-2 de catre extracte de Allium. Autorul a propus, ca
responsabili de aceasta inhibitie, doi compusi cu structura flavonoidica:
N-feruloiltiramina si tiacremonena care sunt regasiti In extractele de
Allium  si  actioneaza  inhibitor asupra COX-2.  Totodata,
tetrahidrocarbolinele (THCB) ar mai putea fi responsabile de efectul
inhibitor al extractelor de Allium asupra COX-2, insa aceastd teorie ramane
s& fie mai amanuntit studiata. In raport cu functiile neuronale, mediatia
colinergicd detine un statut special, fiind profund implicata in procesele de
memorare, Invatare, vorbire, control nervos periferic, functie
neuromusculara s.a.m.d. Totodatd, deteriorarea colinergica este asociatd cu
tulburdri comportamentale si cognitive care pot merge pand la boala
Alzheimer sau alte tipuri mai usoare de dementa. O cale terapeutica a

acestor boli este mentinerea farmacologicd a unei concentratii cat mai mari
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de acetilcolina (Ach) in teritoriul cerebral. Principalul mecanism prin care,
utilizand substante medicamentoase, se poate realiza acest fapt, este blocarea
acetilcolinesterazei (AchE). Aceastd enzima a tesutului nervos raspunde de
turn-overul Ach si prezintd o izoforma hepatica si eritrocitard, numita
butirilcolinesteraza (BuChE). S-a demonstrat ca alicina are efect inhibitor
asupra ambelor enzime, fiind mai puternic fatd de AchE (Kumar, 2015). In
patologia bolii Alzheimer, AchE scade, iar BuChE creste. O strategie de
inhibitie dubla a acestor enzime ar contribui la ameliorarea
simptomatologiei asociate. Studiile in chimico au demonstrat cd alicina
inhiba ambele enzime intr-o maniera dependenta de concentratie. Pentru
AchE, ICsoeste 0.01 = 0.009 mg/mL (61.62 uM), iar pentru BuChE, ICso este
0.05 £ 0.018 mg/mL (308.12 uM) (Kumar, 2015).

Alicina s-a dovedit a fi eficienta si in remedierea efectelor
traumatismelor cerebrale. Prin sterotaxie, s-au indus leziuni in diferite
zone cerebrale si s-a urmarit comportamentul neuronal in absenta si
prezenta alicinei. Markerii urmadriti au cuprins indicatori ai apoptozei
(TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling),
deficitul neurologic (tractiunea prehensila, testul beam-balancing), stresul
oxidativ si nitrozativ si markeri inflamatori. Prezenta alicinei a condus
spre restrangerea zonei de vecindtate cu leziunea, a diminuat stresul
oxidativ si leziunile asociate acestuia, a scazut/inhibat apoptoza neuronala
(scade numarul celulelor TUNEL pozitive), a atenuat reactia inflamatorie
locald si creste exprimarea eNOS (NO sintaza endotelialda) si pAkt
(sinonim cu PKB - protein kinaza B) (Chen si colab., 2014). Activarea Akt
in conditii traumatice sta probabil la baza reducerii numarului de celule
apoptotice intrucat Akt fosforileaza Bcl-2 associated death promoter — BAD
(factor proapoptotic din familia Bcl-2) care disociaza din complexul Bcl-
2/Bcl-X si isi pierde functia pro-apoptoticd. Akt poate regla productia de
NF-kB (nu induce cresterea nivelului acestuia) care activeaza gene
implicate In mentinerea homeostaziei locale (Lodish si colab., 1999;

Faissner si colab., 2006). De asemenea, o serie de derivati alilsufenici
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rezultati in urma descompunerii imediate a alicinei, cum sunt: S-alil-
cisteina (SAC), dialil-sulfidul (DAS), dialil-disulfidul (DADS), dialil-
trisulfidul (DATS), impreund cu aliina, prezintd proprietati inhibitorii
asupra sintezei unor molecule mediatoare ale stresului nitroxidativ (NO,
iNOS) si ale (neuro)inflamatiei (TNFa, IL-13, NF-kf, MCP-12) dupa cum
se observa in Tabelul 1 (dupa Ho si Su, 2014). Tabelul 1 reflectd ca dialil-
trisulfidul prezinta cea mai crescuta rata de inhibitie asupra moleculelor
asociate stresului nitrooxidativ (NO si iNOS — NO sintaza inductibila cu
exprimare prevalent in tesutul nervos) si proceselor neuro-inflamatorii.
Totodata, potentialul terapeutic al alicinei si al extractelor de Allium este
bine conturat de multitudinea de bioactivitati evidentiate pe modele

experimentale pornite de la studii in chimico si finalizate cu studii in vivo.

Tabelul 1. Actiunea inhibitoare a unor compusi alilsufenici prezenti la Allium asupra
unor molecule implicate in stresul oxidativ si in inflamatie

Molecula inhibitoare (derivat alilsufenic)
Molecula SAC Aliind DAS DADS DATS
inhibata 1 mM 1 mM 1mM 0.4 mM 0.2 mM
% de inhibitie al sintezei
NO 242 35.1 28.9 62.4 94.9
iINOS 116 202 16.2 70.2 99.7
mRNA iNOS 16 169 83 30.8 77.7
TNFa 10.1 19.9 25.6 424 67.4
IL-18 303 271 19.1 440 695
MCP-1 184 10 147 51.0 85.1
TNFa mRNA 16.2 119 9.0 436 795
IL-1¢ mRNA 51 133 1.0 37.9 53.2
MCP-1 mRNA 35 57 145 335 81.6
NF-k@ 8 41 106 022 102.4

Legenda: SAC — S-alil-cisteind; DAS - dialilsulfid; DADS - dialildisulfid; DATS - dialiltrisulfid; NO —
monoxid de azot; iINOS-NO sintaza inductibild; mRNA-ARN mesager; TNFa — Tumor Necrosis Factor o;
IL-1p — interleukina 1(3; MCP-1 — monocyte chemoattractant protein 1; NF-k(3 — nuclear factor kf3.

2 Monocyte Chemoattractant Protein -1
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2.2.3. Mecanisme de reactie general valabile pentru compusi vegetali cu
actiune antioxidantd si imunomodulatoare

Antioxidantii cuprind o gamd larga de molecule si biomolecule
care au mecanisme de reactie comune, in raspunsul sistemic, fata de
factorii ~ prooxidanti, =~ precum = proteine  reactive/autoreactive
(hemoglobina), xenobiotice (solventi organici, compusi medicamentosi,
toxine din aer) sau generatori endogeni de radicali liberi (stresul
neuropsihic, stimularea metabolicd de cdtre gluco- si mineralo-corticoizi
corticosuprarenalieni). In general, radicalii liberi, formati prin diverse ci,
conduc la o serie de reactii de autooxidare in lant (Doba si colab., 1985;
Pryor si colab., 1988) care initiazd etapa de propagare a autooxidarii. Se
disting doua mecanisme principale, in actiunea antioxidanta a unei
molecule: (i) formarea unor radicali liberi, pornind de la molecula
antioxidantd, care Intrerup procesul de autooxidare in lant, indepartand
din mediul de reactie radicali alchil sau alchilperoxi care la randul lor
initiaza etapa de propagare; (ii) prevenirea de cdtre molecula antioxidanta
a intrdrii radicalilor peroxi- in lantul autooxiddrii dupa cum demonstreaza
Suzuki si colab. (1991). In ambele mecanisme, antioxidantii actioneazi la
nivelul perioadei de inductie a autooxiddrii, caracterizatd prin formarea si
acumularea radicalilor peroxi-. Avand la baza aceste doud mecanisme, se
contureaza patru posibile cdi de reactie prin care antioxidantii de tip
fenolic, aminic sau cetonic isi exercita proprietatile: (i) intreruperea
autooxidarii in lant (fenoli, hidrochinone); (ii) dezactivarea unor ioni
metalici (salicilendiamine); (iii) dezactivatori ai radiatiilor UV (cetone
aromatice) si (iv) descompunerea peroxizilor (butirati, benzilamina)
(Robak si Gryglewski, 1988; Ricardo da Silva si colab., 1991).

In sistemele vii, se intdlnesc doud tipuri de raspuns antioxidant:
primar si secundar. Raspunsul antioxidant primar cuprinde activitatea
antioxidanta a multor compusi naturali care doneaza un proton (H*) cdtre
specia de radical liber intratd in reactie. De pilda, vitamina E, acidul

ascorbic (vitamina C), acidul uric, tiolii sau ubichinolul prezintd acest mod
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de actiune de tip primar (Ames si colab., 1981). In general, compusii
vegetali cu proprietdti antioxidante actioneaza la nivelul raspunsului
antioxidativ primar care este adesea urmat de activarea unei serii de
enzime (in ordinea intrarii in reactia antioxidativa: superoxid-dismutaza,
glutationperoxidazd, catalaza) destinate fie protectiei, fie repararii unor
substructuri celulare lezate de atacul speciilor reactive de oxigen si/sau
azot. Activarea enzimaticd reprezinta raspunsul antioxidativ secundar.
Merita mentionat, Insd, cd s-au raportat si compusi vegetali cu actiune
prooxidanta activati fie prin fotosensibilizare/fotoionizare, fie prin cicluri
redox. Exemple canonice ale acestei clase de molecule sunt alcaloizii,
acidul hidrocinamic impreund cu derivatii sdi, tiofeni, poliacetilene sau
cumarina (Cabelli si Bielski, 1983; Toda si colab., 1985).

Antioxidantii naturali de tip secundar (tioli, acidul dehidrolipoic,
vitamina E, PUFA (Poly Unsaturated Fatty acids), p-carotenul, etc.)
sumarizeaza patru clase de molecule, in functie de actiunea pe care o
exercitd (Asada si Kanematsu, 1976; Ariga si Hamano, 1990): (i) agenti
reducatori, (ii) radical quenchers, (iii) oxygen quenchers si (iv) agenti de
complexare a ionilor metalici.

Moleculele antioxidantilor care actioneaza ca agenti reducdtori
intervin In calea unor procese de oxidare, iar specia pe care o protejeaza
este redusd, antioxidantul cedand electroni. Este cazul polifenolilor (ex.
quercetin), calconelor sau vitaminei E. Tiolii sau acidul dehidrolipoic sunt
rapid oxidati de electrofili ca apa oxigenatd, superoxizi, hidroxili, oxigen
singletic sau acizi carboxilici (Brown si colab., 1991).

In cazul antioxidantilor care actioneaz ca radical quenchers, precum
chinonele, 3-carotenul sau flavonoidele, moleculele acestora reactioneaza
rapid cu radicali liberi formand compusi stabili, prevenind oxidarea altor
molecule cu functii in homeostazia celulara si, de asemenea, previn
initierea reactiilor de autooxidare dupa cum demonstreaza Allen (1980) si
Weng si Gordon (1992). Antioxidantii fenolici (ex. vitamina E)

interactioneaza cu radicalul superoxid [O2], generand un intermediar
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inactiv termodinamic numit radical fenoxil (Graf si colab., 1987). In cazul
antioxidantilor care sunt cuprinsi in clasa stingatorilor radicalilor liberi
(radical quenchers), actiunea acestora cuprinde doua etape demonstrate in
reactia cu oxigenul singletic: (i) stingerea fizica si (ii) stingerea chimica.
Apa, beta-carotenul, PUFA, alcaloizi sau, histidina (la fungi)
interactioneaza prin coliziune cu oxigenul singletic, urmata de transferul
energiei catre antioxidantul stingdtor. Acesta, la randul sdu, disipeaza
energia In mediul de reactie, sub forma de caldura, insa fara modificarea
structurii moleculare a antioxidantului, procesul reprezentand stingerea
fizics. In cazul stingerii chimice, compusii fenolici, vitamina E,
flavonoidele, acidul ascorbic sau carmosina reactioneaza cu oxigenul
singletic prin incorporarea acestuia in molecula antioxidantului dupa cum
au demonstrat Burton si Ingold (1981) si Dahl si colab. (1988). Distinctia
intre radical quenchers si oxygen quenchers este bazatd pe specificitatea de
reactie a antioxidantilor. De pilda, compusii fenolici, vitamina E,
flavonoidele, acidul ascorbic sau carmosina functioneaza chimic atat ca
radical quenchers, cat si ca oxygen quenchers, dat fiind mecanismul prin care
reactioneaza cu oxigenul singletic si alte specii reactive de oxigen precum
superoxidul si peroxidul (Tajima si colab., 1983; Robak si Gryglewski,
1988). Antioxidantii pot functiona si ca agenti de complexare a ionilor
metalici (fier, cupru) implicati In reactia Fenton sau alte reactii de
autooxidare. Acidul eritorbic sau EDTA se leaga de metalul aflat in stare
de tranzitie scazand considerabil efectele biologice ale ionului generat.
Acidul citric sau flavonoidele formeaza complexe stabile cu ionul Cu?;
acidul fitic reactioneaza cu ionii de fier reactivi formand complexe stabile
numite fitati care actioneazd drept catalizatori ineficienti ai reactiei Fenton
si ca inhibitori potenti ai peroxidarii lipidice (Yuting si colab., 1990).
Actiunea imunostimulatoare a compusilor de origine vegetala se
manifesta nespecific (Toma si colab., 2019) si conduce la stimularea
imunitatii mediate celular si/sau umoral, cea din urma fiind

predominantd. Dupd cum aratd un consistent corp de lucrari (Wagner si
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colab., 1999; Kanan si colab., 2007; Archana si colab., 2011; Breyer si colab.,
2015; Salehi si colab., 2019), unele extracte vegetale si compusi vegetali
detin proprietati imunostimulatoare marcate prin cresterea numarului de
limfocite, stimularea transformarii celulelor NK, cresterea nivelului
interleukinelor 1 si 2 (Liu si colab., 2006), cresterea concentratiei serice a
imunoglobulinelor sau indirect, prin scaderea stresului oxidativ si a
concentratiei hormonilor imunosupresori precum glucocorticoizii (Rahimi
si colab., 2011). in timp, numeroase cercetdri farmacognostice au aratat ca
specii precum Echinacea angustifolia, Raphanus sativus var. sativus, specii din
genul Allium, Plantago, florile de soc (Sambucus flos), macesele (Cynosbati
fructus), rizomii de ghimbir (Zingiberis rhizoma), fructele de cdtina
(Hippophaé fructus) sau florile de tei (Tilia tomentosaflos) sunt eficiente in
stimularea nespecificd a imunitatii, gratie compusilor polifenolici, tiolici,
cumarnici, antocianici, triterpenici, flavonoidici sau glucidici pe care
speciile mentionate 1i contin. Cu toate acestea, studii mecanistice, privind
actiunea de tip molecula semnal-receptor, nu s-au putut concretiza in idei
universal valabile. Exista studii care demonstreaza faptul ca o serie de
glucide vegetale (fructani, manani, galactomanani) sunt imunostimulatoare
(Tzianabos, 2000; Pliiddemann si colab., 2007) prin faptul cd mimeaza
molecule mari de naturd glucoproteicd, cu efecte puternice
imunostimulatoare, prin intermediul unei clase de receptori de tip
scavenger (Urban si colab., 2000; Schéfer si colab., 2009; Arredouani, 2014;
Martineau si colab., 2014). S-a pus, totodata, problema mecanismului prin
care alicina si derivatii acesteia exercita actiuni imunostimulatoare avand
in vedere masa si volumul molecular foarte mici in raport cu situsurile de
legare de pe receptorii de tip scavenger (SCAR B1, SCAR B2, Colecl2,
MARCO - Fig. 5) si dacd acesti receptori ar putea fi implicati in calea de
semnalizare responsabila de stimularea de cdtre alicind a imunitatii
mediate umoral. Cercetari recente (Toma si colab., 2019) au expus, pentru
prima datd, un mecanism si o cale de semnalizare prin care alicina

actioneaza ca puternic agent imunostimulator, aceasta formand cu
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glutationul redus un compus nou, numit S-alil-mercaptoglutation. Acesta
poate interactiona cu receptori de tip scavenger a caror cale de semnalizare
este convergentd, la nivelul unei tirozinkinase, cu calea de semnalizare a
receptorilor de tip CD19 de la suprafata limfocitelor B, conducand astfel la
cresterea sintezei si eliberdrii imunoglobulinelor de tip A, G si M.
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Fig. 5. Structura diferitelor tipuri de receptori de tip scavenger (dupa Pliiddemann si
colab., 2007).

2.3. Extracte vegetale cu proprietati antioxidante si cu actiune adjuvanta
sau terapeutica in patologii induse experimental

2.3.1. Bioactivitdti la extracte vegetale — o paradigmad in fitoterapie

Fitoterapia cuprinde variate formuldri farmaceutice continand,
adesea, mai multi compusi vegetali regasiti In forme purificate sau in
extracte fluide, liofilizate vegetale, suspensii, uleiuri volatile sau ceaiuri.
Orientarea fitoterapeuticd porneste de la conditia fiziopatologica datd si

are la orizont o gama variatd de preparate de origine vegetala la care
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activitatea antioxidanta si antiinflamatoare prevaleaza sub aspectul
efectului respectivului preparat fitoterapeutic (Ameh si colab., 2010).
Compusi precum rutin, quercetin, luteolin, acizi vegetali (ex. ascorbic,
citric) sau clorofila extrasa din materialul vegetal prezinta certe efecte
antioxidante si antiinflamatoare, insa acesti compusi se regasesc in toate
speciile din flora spontana sau cultivatda cu indicatii fitoterapeutice
(Wiliamson si colab. 1996; Schultz si colab., 2001). In opinia noastr3, este o
eroare de orientare experimentald si una privind modelul biologic folosit
in vederea stabilirii bioactivitatilor unui extract vegetal sau preparat
titofarmaceutic. Efectul in vitro sau in vivo al unui preparat fitofarmaceutic
trebuie sa se coreleze strict cu particularitatea fitochimica a speciei care a
stat la baza preparatului dupa cum sugereaza si Lopes si colab. (2018).
Modelul biologic folosit nu trebuie sa fie unul specific pentru stresul
oxidativ, intrucat aproape toate modelele experimentale pe sobolan, care
urmadresc reproducerea conditiilor specifice unei patologii, sunt asociate
cu modificarea statusului redox al indivizilor din experiment.
Valorificarea unui preparat fitofarmaceutic nu trebuie, asadar,
fundamentata pe actiunea antioxidanta si/sau antiinflamatoare a
respectivului preparat, ci pe actiunea particulara a fitopreparatului, oferita
de particularitatea fitochimica pe care specia de provenienta o prezinta.
Numeroase cercetdri demonstreaza ca extractele vegetale sunt
antioxidante si/sau antiinflamatoare (Mandal si Rath, 2015; Unsal, 2018;
Ganji-Arjenaki si colab., 2019). Aceastd concluzie este conturatd in urma
folosirii unui model experimental care, la primul nivel de intelegere, este
un model pentru stres oxidativ sau inflamatie (ex. intoxicatia cu
tetraclorura de carbon, cu clorura de aluminiu, cu ciclofosfamida, cu
cisplatin, carboplatin, acetaminofenol) cu toate cd modelul experimental,
din punct de vedere functional induce cu totul alte modificari (ex.
tetraclorura de carbon — steatohepatitd; clorura de aluminiu - hepato,
neuro si nefrotoxicoza; ciclofosfamida, cisplatinul, carboplatinul — hepatita

toxicd, pancitopenie, imunosupresie, glomerulonefrite; acetaminofenolul
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—necroze focale la nivel hepatic, necroze tubulare renale, trombocitopenie-
toate aceste patologii fiind asociate cu amplificarea stresului oxidativ).
Totodata, un model experimental, organizat judicios, scos de sub influenta
mai multor factori simultan, Intotdeauna va avea In vedere testarea
separata de extract/mixturda fitofarmaceutici, a compusului sau
compusilor particulari speciei studiate (ex. genul Allium — alicina/aliina,
genul Lamium - iridoide de tipul shanshizidmetilesterilor, genul
Hypericum — hipercind/hiperforina, genul Vaccinium — arbutozidd, genul

Plantago — plantaina etc.).

2.3.1.1. Extracte vegetale de Lamium

Genul Lamium cuprinde 40 de specii raspandite in Europa, Asia si
Africa. Genul Lamium apartine familiei Lamiaceae, din ordinul Lamiales,
subclasa Asteridae, Clasa Magnoliopsida (Dicotiledonatae), increngatura
Magnoliophyta, Regnul Plantae’; speciile comune genului sunt Lamium
album* (Fig. 7a), Lamium amplexicaule> sau Lamium maculatum®. Materia
primad pentru prepararea extractelor de urzica moarta alba consta in partea
aeriana (Herba Lamii albi) sau flori (Flores Lamii albi). Principalele tipuri de
actiuni terapeutice ale extractelor obtinute din partile aeriene sunt cele
hemostatice, expectorante, astringente, antiinflamatorii, calmante si
diuretice. De asemenea, urzica moartd alba prezinta proprietati
imunostimulatoare si antihipoxice (Saleem si colab., 2019). Dintre
principalele plante utilizate in fitoterapie, urzica moarta alba se remarca
cu actiunea terapeuticd in cazul anemiei feriprive si in insuficienta
medulara (Petukhova si colab., 2008). Florile de L. album prezinta actiuni

terapeutice in cazul afectiunilor inflamatorii ale mucoaselor, tratamentul

3 https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=LAAL
4 https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=LAAL
5 https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=LAAM
¢ https://plants.usda.gov/core/profile?symbol=LAMA
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tusei, totodatd fiind raportate proprietdti bactericide si bacteriostatice
(Chudnicka si colab., 2005).

Spectrul larg al activitdtilor farmacoterapeutice ale urzicii moarte
albe, rezultd din complexul de substante active pe care le contine:
flavonoide, iridoide, acizi fenolici, aminoacizi, carotenoizi, derivati
clorofilici si polizaharide si beta-sisterolul. Todorov si colab. (2013) au
ardtat cd extractiile in cloroform din L. album propagat in vivo si in vitro
prezinta capacitate antivirala. Extractele au inhibat semnificativ replicarea
virusului Herpes simplex de tip 1 (HSV-1) si de tip 2 (HSV-2) in celulele
MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney), fara citotoxicitate aparenta.
Aceleasi rezultatele au ardtat ca L. album poate reprezenta o sursd
interesanta de substante antivirale naturale. Pereira si colab. (2013a, b) au
investigat efectele antioxidante si citoprotective ale extractelor etanolice
purificate de Cytisus multiflorus, Lamium album si Thymus citriodorus Aceste
extracte au prezentat activitate antioxidanta proeminenta, determinata cu
metoda DPPH si Trolox. Utilizand un model pentru stresul chimic, indus
de bicromatul de potasiu in culturd de hepatoblastom HepG2, o
concentratie de 50 pg/ml de extract de C. multiflorus, L. album si T.
citriodorus a dus la scaderea ratei productiei speciilor reactive de oxigen
(ROS), cu 25%, 26% si respectiv 20%, cand au fost expuse la 25uM bicromat
de potasiu. In plus, extractele etanolice purificate si amestecurile
polifenolice preparate au aratat un efect citoprotectiv impotriva toxicitatii
multiple induse de bicromatul de potasiu (Pereira si colab., 2013a).

Topouzova-Hristova si colab. (2012) au verificat efectele
antitumorale in vitro ale extractelor de L. album. Rezultatele au ardtat un
efect antiproliferativ marcant al extractelor totale (herba) de L. album,
obtinute fie din plante naturale, fie din plante crescute prin tehnici de
micropropagare. Zhang si colab. (2009), in studiul fitochimic al unui
extract apos din varfuri florifere de L. album, au identificat prezenta unor
iridoide antivirale, precum lamiridosinele izomerice A si B, care inhiba

semnificativ replicarea virusului hepatitei C in vitro (Yalgin si Kaya, 2006).
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Petukhova si colab. (2008) au realizat un studiu pentru a demonstra
actiunea antianemicd a unui extract uleios, obtinut din partea aeriand a
urzicii moarte albe, care contine un complex de compusi lipofili (clorofila,
carotenoizi, steroli). Astfel, au aratat ca administrarea extractului uleios de
urzica moarta alba prezinta efecte antianemice in cazul anemiei
hemoliticepost-hemoragice, prin efectul de stimulare medulara exercitata
de cdtre extract. Actiunea antianemica a extractului de urzica moarta alba
poate fi datorata efectelor antioxidante ale preparatelor clorofilice, cu atat
mai mult cu cat, a fost demonstrat, deja, ca dezvoltarea proceselor anemice
este acompaniatd de activarea insemnatd a peroxiddrii lipidice. De
asemenea, efectele administrarii extractului uleios de urzica alba moarta
in vederea restrictionarii dezvoltdrii anemiei, datorata lipsei de fier, sunt
asociate In mod evident cu faptul ca aceastd planta detine si efecte
hemostatice (Petukhova si colab., 2008).

Akkol si colab. (2008) au evaluat activitatile antiinflamatorii si
antinociceptive ale diferitelor extracte preparate cu metanol, diclormetan,
n-butanol si apd, din partile aeriene ale unor specii de Lamium din Turcia.
Studiul a confirmat proprietdtile antiinflamatorii si antinociceptive ale
speciilor L. garganicum subsp. laevigatum, L. garganicum subsp. pulchrum si
L. purpureum var. purpureum, care sunt datorate prezentei iridoidelor si
compusilor fenolici. Moskova-Doumanova si colab. (2012) au aratat ca
extractele cloroformice si metanolice au efecte citotoxice asupra celulelor
canceroase pulmonare din linia A549 si determina reducerea
intratumorala a exprimarii proteinelor responsabile cu adeziunea celulara
(ex. NCAM, VCAM, ICAM, E-caderind). Acest fapt care deschide setul de
contraindicatii ale extractului de Lamium, extractul putand determina
desprinderea celulelor tumorale si metastazarea acestora (Topouzova-
Hristova si colab., 2012). L. album este enumeratd printre plantele cu
proprietati dermatoterapeutice antiinflamatoare. Mai mult, aceasta planta
este utilizata si in tratarea plagilor. Pentru a verifica aceasta ipoteza,

Paduch si colab. (2008) au testat efectul extractelor metanolice, etilacetate
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si heptanice de Lamii album flos asupra proliferdrii si viabilitatii
fibroblastelor dermice umane (FDU). Efectul biologic depinde de
densitatea FDU si de tipul si concentratia extractului utilizat. La o
densitare de 1x105 FDU/mlI, nu s-a observat nicio citotoxicitate a extractelor
in primele 24 de ore de incubare. In intervalul 24-72 de ore de incubare, la
o densitate scazuta a celulelor (2x10* celule FDU/ml), a fost observata o
citotoxicitate crescutd pentru extractele metanolice si etilacetate, la
concentratii mai mari de 125 pl/ml. La o concentratie de 25 ul/ml, celulele
raman intacte. Stimularea proliferdrii fibroblastelor dermice umane de
cdtre extractul heptanic de Lamii album flos poate indica utilitatea sa in
tratarea ranilor in vivo si posibilitatea utilizarii sale viitoare in crearea unor
preparate vegetale utilizate ca biopansamente (Paduch si colab., 2008).
Unele specii din genul Lamium sunt utilizate, in mod traditional, ca
alimente 1n unele tdri, cum este L. amplexicaule, unul din ingredientele asa-
numitei ,sapte ierburi ale primdverii”, o mancare de orez consumata in
mod traditional in timpul sdrbatorilor de Anul Nou, in Japonia. Uleiul
obtinut din semintele acestei specii prezinta proprietati antioxidante
puternice, motiv pentru care a fost propus pentru utilizarea ca supliment
alimentar (Picuric-Jovanovic si colab., 2006).

In flora din Turcia, existd 30 de specii de Lamium (Mill, 1982;
Duman si colab., 2000). Printre acestea, L. album, L. maculatum si L.
purpureum au fost raportate ca fiind utilizate iIn Anatolia ca tonice (sub
forma de extracte sau siropuri) si pentru tratarea constipatiei (Baytop,
1999). In vestul Anatoliei, intreaga plantd de L. album si numeroase alte
specii de Lamium sunt utilizate pentru tratarea durerilor reumatismale si
ale altor afectiuni artritice (Ozaydin si colab., 2006). Extractul floral (flos)
este folosit ca expectorant si pentru a trata afectiuni respiratorii, mai ales
viroze cu Parainfluenza si bronsita (Blumenthal, 1998; van Wyk si Wink,
2004). Pe langa efectul antiinflamator, unele dintre componentele active
ale extractului de L. album au efecte anticolinergice si antispastice (Paduch

si colab., 2008). Aceste efecte terapeutice se datoreaza unor mari varietati
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de componente biologic active din plantd, care nu sunt inca bine studiate,
precum shanshizidmetilesterii (Pereira si colab., 2013b). Studii derulate pe
o mare varietate de plante medicinale au aratat ca elementele active
antiinflamatorii extrase in mediu apos, includ compusi cum sunt: fenoli,
alcaloizi, glicozide si carbohidrati. Cel mai probabil, taninurile din L. album
sunt responsabile pentru efectele pozitive in utilizarea ginecologica;
saponinele dau efectele benefice ale ceaiului in cazul bronsitei; alte efecte
clinice ale extractelor de L. album, dar nu numai, se datoreaza unei mari
varietati de uleiuri esentiale si de glicozide solubile in etanol (Topouzova-
Hristova si colab., 2012; Todorov si colab., 2013). Cu toate acestea,
mecanismul de actiune al elementelor implicate in aceste efecte nu a fost
identificat in mod clar.

Dintre cele mai cunoscute specii de Lamium, de la noi din tara, cu
utilizari medicinale, amintim Lamium album, si L. purpureum. L. album
(urzica moartd) este o planta frecvent intalnita vara, la marginea padurii,
in zonele ceva mai umede ale gradinilor si pe marginile drumurilor.
Frunzele sale seamana ca aspect cu cele ale urzicii (Urtica dioica), Insda nu
au efectul urticant ale acesteia, in timp ce florile sunt de culoare alba. In
fitoterapia occidentald, este frecvent folosita pentru disfunctiile hormonale
ovariene, dar are efecte foarte bune si in tulburari de tranzit si in infectii
intestinale, in hemoragii interne, precum si in anumite boli produse de
intoxicatii cu metale grele, solventi organici sau substante medicamentoase
(Sarac si Ugur, 2007).

Recent (Jiang si colab., 2010; Fan si colab., 2016), extractul de L.
album a fost testat sub aspectul actiunii sale potential neurotrofe, pornind
de la efectele cunoscute ale iridoidelor regasite in extractul hidroetanolic.
Iridoide precum shanshizidmetilesterii sunt molecule agoniste pentru
receptorii glucagon-like peptide 1 (GLP-1R), exprimati in formatiunea
hipocampicd, nuclei hipotalamici (in special in nucleul paraventricular si
arcuat) sau enterocite (Jiang si colab., 2012). Prezenta acestui grup de

compusi In genul Lamium si In specii ca L. album si L. purpureum ofera
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particularitatea fitochimica a genului, iar functia agonista pentru GLP-1R
conduce la actiuni trofice, neuroregenerative si neurostimulatoare ale
extractului de L. album. Printre acestea, se numara stimularea
neurosecretiilor din cortexul frontal sau girusul dentat (Jiang si colab.,
2010), actiuni reglatoare asupra metabolismului gluco-lipidic,
hepatoprotectie si cresterea clearanceului renal, dupa cum au aratat Yal¢in
si Kaya (2006) sau Roman si colab. (2016).

2.3.1.2. Extracte vegetale de Vaccinium

Merisorul (Vaccinium vitis-idaea L.) (Fig. 7b), este un arbust salbatic,
semilemnos, care isi pdstreaza frunzele pe parcursul iernii si este rdspandit
in zonele latitudinii nordice. Genul Vaccinium face parte din Familia
Ericaceae, ~Ordinul  Ericales, Clasa Magnoliopsida, —Increngatura
Magnoliophyta, Regnul Plantae’. Specii comune genului Vaccinium sunt
Vaccinium vitis-idaea 1.3, Vaccinium myrtillus L.° sau Vaccinium uliginosum
L.1° In flora Romaniei, Ericaceele sunt reprezentate de 14 specii de arbusti
si subarbusti pitici, raspanditi in zona montana unde formeaza asociatii
caracteristice ca afinisuri, calunete, rodorete (Ghisa si colab., 1970;
Ciocarlan, 2000). In ultimii ani, a fost introdus in culturd afinul american
(Vaccinium corymbosum L.), pentru productia de fructe (Eck si Childers,
1992; Popescu si colab., 1992).

Dintre aceste specii, mai putin studiat in raport cu vasta sa
bioactivitate, este merisorul (Vaccinium wvitis-idaea L.). Daca frunzele de
merisor (Vitis idaeae folium) sunt bine caracterizate chimic si
farmacognostic, asupra fructelor acestuia, adesea se extrapoleaza actiunea
frunzelor. Despre frunzele de merisor, studiile aratd ca au un continut de

4-6% arbutozida (glicozida a hidrochinonei), cu proprietati dezinfectante

7 https://eunis.eea.europa.eu/species/169466
8 https://eunis.eea.europa.eu/species/169439
° https://eunis.eea.europa.eu/species/169475
10 https://eunis.eea.europa.eu/species/169479
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la nivelul cailor urinare (in cistite, pielite, nefrite),similare cu efectul
frunzelor de Arctostaphyllos uva ursi (strugurii ursului). Frunzele mai
contin hidrochinona libera, metilarbutozida, fraxina, flavonoizi, taninuri,
ericoling, acid chinic, derivati triterpenici (acid ursolic si oleanic), saruri de
magneziu si alte saruri ale acizilor organici si vitamina C (Chukarina si
colab., 2007; Jurica si colab., 2015).Comparativ cu frunzele de merisor,
fructele au fost mai putin studiate, in general studiile acestea derulandu-se
in ultimele trei-patru decenii. Fructele contin antociani, care confera
culoarea rosie la maturitate a acestor fructe (Li si colab., 2011). Ele contin,
de asemenea, si proantociani, acizi organici, vitamine, flavonoide si saruri
minerale (Tamas, 1971). Deocamdatd, nu s-a semnalat prezenta
arbutozidei in fructe, ci doar a acidului benzoic, in cantitati variind intre
55-310 mg/100g in fructele proaspete sau uscate (Tamas si colab., 2012).
Prin urmare, arbutozida este prezentd doar in frunzele de merisor.
Actiunea dezinfectantd a cailor urinare si antifungica a fructelor de
merisor s-ar datora acidului benzoic pus in libertate cu ajutorul enzimelor
digestive. Acidul benzoic poseda proprietdti antibacteriene si antifungice,
manifestate mai ales la un pH acid pana la dilutii de 1:1000, puse in
evidenta fata de bacilul difteric si streptococul betahemolitic de grup O, in
concentratii de 0.04-0.08% (Vostalova si colab., 2015; Sanoner si colab.,
2019).

In medicina umani, extractele alcoolice din fructe de merisor se
folosesc ca antimicotice (Kryvtsova si colab., 2019), fiind mai eficiente,
impreund cu acidul salicilic, In unguente. Extractele de merisor (frunze)
previn o serie de afectiuni precum: infectiile urinare, calculoza renala
(Howell, 2002), dezechilibre ale glicostatului, ateroscleroza (Hannum,
2004), viroze respiratorii. Studiile au evidentiat o puternica actiune
antivirald prin blocarea replicarii virusurilor. La nivelul cailor urinare,
prin administrare enterald, extractul de frunze de merisor are efecte
terapeutice In cazul nefritei, pielitei, cistitei. Principala actiune terapeutica

a extractelor de frunze de merisor este cea antiseptica urinard, manifestata
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prin scindarea arbutozidei si metilarbutozidei, din frunzele de merisor, in
hidrochinond respectiv metil-hidrochinond, care aldturi de flavonoide,
imprimd extractului atat actiune diuretica, cat si dezinfectanta a cdilor
urinare (Wilson si colab., 1998; Terris si colab., 2001; Liu si colab., 2006).
Studii recente (Wang si colab., 2016; Li si colab., 2018), cu privire la
metabolismul arbutinei, au demonstrat ca produsele fitoterapeutice care
contin arbutind, administrate pe cale orald, se regdsesc, In urind, ca
hidrochinone glucuronate (70%) si sub forma de sulfati (30%), care se
elimina lent, ceea ce explicd actiunea bactericida a preparatelor pe baza de
frunze de merisor. Flavonoidele si saponinele din componenta frunzelor
si fructelor de merisor au o puternica actiune diuretica, deosebit de utila
in microlitiaza (Pascu si colab., 2015). S-a mai demonstrat cd preparatele
din frunze de merisor au actiune hepatoprotectoare in cazul administrdrii
parenterale repetate a dexametazonei, prednisonului sau indometacinului
(Nafie si colab., 2017; Santana si colab., 2018).

Extractul de frunze si fructe de merisor are: actiune antibacteriana
si la nivelul mucosei gastrice (in infectii cu Helicobacter pylori) (Burger,
2000); actiune astringenta, gratie taninurilor pe care frunzele si indeosebi
fructele le contin (adjuvant in sindroame diareice, enterocolite, colon
iritabil); hipouricemiantd si antitusiva. Amestecarea in proportii egale, a
extractului de fructe de merisor cu cel de fructe de ienupar (Juniperus
communis), amplifica efectele astringente, antitusive si dezinfectante ale
merisorului (Labrecque si colab., 2006). Extractul de merisor este, de
asemenea, indicat — datorita actiunii astringente a taninurilor din frunze si
fructe — in sindroame hemoragice asociate unor disfunctii menstruale sau
in cazuri care implicd un fibrom uterin, hemoragia fiind redusa
considerabil, precum si intreg spectrul simptomatologic al acestei

patologii (Vandebroek si Moerman, 2015; Selim si colab., 2019).
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2.3.1.3. Extracte vegetale de Galium

Genul Galium face parte din Fam. Rubiaceae, Ord. Gentianales, Clasa
Magnoliopsida, Increngatura Magnoliophyta, Regnul Plantaell. Acest gen
cuprinde aproximativ 300 de specii rdspandite pe tot Globul (Guo si colab.,
2015), ocupand zone mari in Europa si Asia, de la cdmpie pana in etajul
montan, la altitudinea de 2.500 m. in flora Romaniei, se gasesc intre 28
specii (Flora RPR, 1961) si 35 specii de Galium (Ciocarlan, 2000). Acestea
cuprind: 16 specii cu flori albe, 6 specii cu flori galbene, 2 specii cu flori
verzi, 2 specii cu flori purpurii si 2 specii cu flori neprecizate. Cele mai
cunoscute specii oficinale din flora spontand, din Romania, sunt speciile
Galium verum L.2 (Fig. 7¢) si Galium mollugo L13.

G. verum mai este cunoscutd si sub alte denumiri populare:
Sanziene, Dragaicd, Floarea Sfantului Ion, inchegétoare, Smantanica,
Cornatel, Asprisoara, Turita lipicioasd, Beteala reginei. Alte denumiri
populare, sub care se mai cunoaste aceastd specie, sunt: Sanziene galbene
(rom.), Lady's bedstraw (engl.), Caille-lait Jaune, Gaillet Jaune (fr.), Kreuz-
Labkraut (ger.), podmarenic (rus.), Kolitida, Agriorisado (gr.). Produsul
vegetal medicinal este Galii veri herba si se obtine din partea aeriana
recoltata in timpul infloririi de la specia G.verum L. (iarba de sanziene
galbene) fara raddcini si tulpini lignificate. Galii herba reprezinta partile
aeriene de la cele doua specii ale genului Galium si contine flavone,
taninuri si cumarine (Chevallier, 1996; Craciun si colab., 1997; Grigorescu
si colab., 1986; Tamas, 2005).

Dintre cele mai cunoscute specii de Galium, de la noi din tard, cu
utilizdri medicinale, amintim Galium verum L. si Galium mollugo L. Speciile
de Galium, cunoscute popular si sub denumirea de sanziene, au proprietati
terapeutice, precum cele diuretice, depurative, usor sedative si slab

antispastice (Mitic si colab., 2014).

11 https://eunis.eea.europa.eu/species/181730
12 https://eunis.eea.europa.eu/species/181730
13 https://eunis.eea.europa.eu/species/181782
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Pe langa studiile care au vizat aspecte eco-fiziologice, anatomo-
tiziologice ale plantei sau cele referitoare la obtinerea de extracte cu rol
fitoterapeutic, la G. verum s-au efectuat si studii in vitro, care au vizat
efectul unor factori chimici (uree, azotati) asupra cresterii celulare,
formdrii de antrachinone) si metaboliti secundari derivati din
antrachinone (Strobel si colab., 1990; Lediic si colab. 1997; Jansen si colab.
2000).

Desi la noi in tard s-au facut o serie de studii pe specii de Galium
(Gard si colab. 2006, Tamas si Stana, 2006; Demirezer si colab., 2006;
Hemcinschi-Lungu si colab., 2007, 2008, 2010; Hemcinschi si colab., 2009;
Stratu si colab., 2011; Milica si colab., 2013), in general, speciile de Galium
nu au fost studiate in totalitate prin prisma efectelor biologice pe care le-ar
putea avea extractele acestora.

Datoritd compusilor sai chimici —iridoide (asperulozida) cu actiune
antiinflamatoare, analgezica, sedativa; flavonoide cu actiune diuretica si
antiinflamatoare; compusi fenil-propanici; taninuri cu actiune cicatrizanta;
acid citric; substante minerale si enzime (ex. aspartat proteaze) — planta are
multiple proprietati terapeutice: depurative, diuretice, colagoge,
astringente, cicatrizante, antiinflamatoare si vulnerare (grdbeste
vindecarea ranilor),sudorifice, si aromatizante (Demilezer si colab., 2006;
Orhan si colab., 2012; Feijoo-Siota si colab., 2018). Totodata, pentru uz
intern, extractul de G. verum L. se utilizeaza ca neuroprotector si adjuvant
in terapia antiepileptica (Orhan si colab., 2012; Tagarelli si colab., 2013). De
asemenea, extractul de G. verum L. regleaza circulatia sangelui la varstnici
si actioneazd ca reglator al functiei tiroidiene (Roman si Puica, 2013;
Roman si colab., 2015; Bradic si colab., 2018). Pentru uz extern, preparatele
pe baza de G. verum L. sunt astringente, cicatrizante, antiinflamatoare si
antifungice (Mitic si colab., 2014; Jan si colab., 2015).

Alaturi de bioactivitatile mentionate, extractele alcoolice sau
apoase din specii ale genului Galium inhiba dezvoltarea liniilor celulare

provenite din carcinoame ale sferei ORL (Schmidt si colab., 2014a, b) sau
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ale celor provenite din carcinoame pulmonare (Atmaca si colab., 2016).
Aceiasi autori (Atmaca si colab., 2018) au demonstrat efectul inhibitor al
extractului de G. aparine L. asupra angiogenezi, scizand exprimarea genei
pentru VEGF si totodatd, efectul inhibitor asupra exprimadrii unor citokine
precum ERK Y2 si IL-8.

2.3.1.4. Extracte vegetale de Malus

Genul Malus Mill. cuprinde 25 si 47 de specii, in functie de cum sunt
incadrati unii taxoni (ex. M. orientalis Uglitzk. sinonim cu M. sylvestris Mill
ssp. orientalis Uglitzk.) sau unii hibrizi ai genului (Robinson si colab., 2001).
Malus sylvestris Mill. (Fig. 7d) este o specie perend, din Genul Malus, Fam.
Rosaceae, Ord. Rosales, Clasa Magnoliopsida, increngétura Magnoliophyta,
Regnul Plantae'* ale carei fructe se utilizeaza, in fitoterapie, sub forma de
extracte cu diferite matrici precum apa-glicerol, etanol sau apa-glicerol-
etanol (Mustafa si colab., 2012). Bioactivitatea extractelor din fructe de M.
sylvestris Mill nu este exploratd in mdsura in care speciile de Lamium sau
Galium din capitolele anterioare au fost aprofundate din acest punct de
vedere. Stojiljkovi¢ si colab. (2016) au constatat ca extractele de M. sylvestris
Mill au efecte terapeutice sau adjuvante in cazul hipertensiunii arteriale
(probabil prin stimularea eNOS), aterosclerozei, diabetului zaharat
insulinodependent, in inflamatii reumatismale si in infectii urinare (prin
posibila actiune de alcalinizare urinard). Cercetdrile, adesea lacunare, arata
si o compozitie bogata in polifenoli, taninuri, antociani (Kondo si colab.,
2002), acid rosmarinic, acid ursolic (Hagen si colab., 2007), sinensitina,
3-hidroxi-tetrametoxi-flavone (Hossain si colab., 2009), pectine, vitamina

C si oligominerale (Rop si colab., 2011).

14 https://eunis.eea.europa.eu/species/179369
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2.3.1.5. Extracte vegetale de Hypericum

Genul Hypericum apartine Fam. Clusiaceae, Ord. Malpighiales, Clasa
Magnoliopsida, Increngitura Magnoliophyta, Regnul Plantae’>. Genul
Hypericum, numara peste 450 de specii distribuite in Europa, America de
Nord, nordul Africii si vestul Asiei, adesea folosite in medicina populara
ca remediu in inflamatii, infectii bacteriene sau virale si in boli gastrice
(Marelli si colab., 2016). Printre speciile comune se numara Hypericum
androsaemum L.1¢ sau Hypericum perforatum L.7 (Sunatoarea), cea din urma
tiind totodata cea mai studiatd specie din genul Hypericum (Fig. 7e), gratie
compozitiei si proprietatilor farmacoterapeutice pe care le poseda. Sub
forma de extract hidroalcoolic, uleios, apos sau uscat, H. perforatum L., Inca
de lainceputul secolului trecut, cand a fost publicat primul studiu stiintific
legat de efectele in vivo ale acestei specii, folosind sobolanul alb din rasa
Wistar, in care autorul (Daniel, 1935) a descris fotosensibilizarea si efectele
,neuropsihologice ale pigmentului rosu fotosensibil” — numit apoi
hipericind — specia devine un subiect de mare interes in fitofarmacologie
(Butterweck si colab., 1997).

Fara a ne propune epuizarea subiectului aflat in continua
expansiune, vom prezenta principalele date experimentale, care
contureaza spectrul bioactivitatilor extractelor de Hypericum. Blascheck si
colab. (2008), au descris efectele aplicdrii topice ale extractului de H.
perforatum ca remediu pentru leziuni tegumentare minore, mialgie,
procese ulcerative etc. Dupa cum aratd Schempp si colab. (2000),
hiperforina, unul dintre compusii specifici speciei H. perforatum,
stimuleazd cresterea si diferentierea keratinocitelor, iar hipericina, al
doilea compus caracteristic speciei H. perforatum L., este un agent de
fotosensibilizare care ar putea fi utilizat iIn tratamentul selectiv al

cancerului de piele nemelanomic si/sau in cadrul terapiei fotodinamice.

15 https://eunis.eea.europa.eu/species/173212
16 https://eunis.eea.europa.eu/species/173335
17 https://eunis.eea.europa.eu/species/173212
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Izol si colab. (2019), in contextul nefrotoxicitatii induse cu gentamicina, au
demonstrat actiunea reglatoare a extractului de H. perforatum L., asupra
mediatorilor apoptozei la nivel glomerular si tubular renal.

Extractul de H. perforatum a fost studiat, de asemenea, in cadrul
patologiei cardio-vasculare (varice, ateroscleroza, hemoragii usoare,
edeme), in eruptia herpetics, psoriazis sau dermatiti atopica. In 2009,
European Medicines Agency a acceptat punerea pe piata a extractului
standardizat de H. perforatum L. ca remediu natural In patologiile
mentionate (Gastpar, 2013; Wolfle si colab., 2014; Dogan si colab., 2019).
Wolfle si colab. (2014) au descris pe larg, compozitia chimica a extractului,
hidroalcoolic respectiv apos, de H. perforatum L. Compusii foarte lipofili
caracteristici speciei sunt floroglucinolii, aflati in concentratii cuprinse
intre 0.2-4%, precum hiperforina (omolog al adhiperforinei).
Naftodiantronele, precum hipericina, pseudohipericina, protohipericina
sau protopseudohipericina se regdsesc in concentratii cuprinse intre 0.06
si 0.4%. De asemenea, in grupul moleculelor lipofile din H. perforatum L.,
se regasesc xantone, uleiuri esentiale (0.1-0.25%) cu 2-metiloctan, a-pinen
si alte terpene, biflavone (precum biapigenind) si amentoflavone. In
grupul moleculelor lipohidrofile, se incadreaza flavonoide (concentratii
cuprinse intre 2-4%), precum glicozidele hiperozidei asemanatoare
quercetinului, rutin, izoquercetin si quercetin, compozitie pe care si si alti
autori au raportat-o (Arsi¢ si colab., 2011; Bridi si colab., 2018).
Procianidinele (6-15%), precum procianidina B2, taninurile cu schelet
catechinic si mici cantitati de acid clorogenic, constituie grupa de molecule
hidrofile pe care H. perforatum L. le poseda (Maisenbacher si Kovar, 1992;
Isacchi si colab., 2007). Hipericina si hiperforina raman, insd, compusii
specifici pentru H. perforatum L. si totodata compusii responsabili de
majoritatea proprietdtilor farmacoterapeutice ale speciei.

Sub aspectul bioactivitatii extractelor de H. perforatum, de departe,
actiunea antidepresiva si neurotrofica (prin proprietdtile neuromodulatoare

si antioxidante) reprezinta subiectul celor mai multe cercetari legate de
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aceasta specie. Dupa 50 de ani, de la prima descriere a efectului
farmacoterapeutic (1935) al extractului de Sunatoare, s-a raportat pentru
prima datd, actiunea inhibitoare asupra MAO (monoaminooxidazei) a
acestui extract. Studiile ulterioare (Bladt si Wagner, 1994) nu au confirmat
efectul inhibitor asupra MAO al H. perforatum, ci doar efectul antidepresiv,
comparabil cu cel al moleculelor regasite in terapia antidepresiva canonica
(ex. sertralina) (Klusa si colab., 2001). In paralel, aproximativ in aceeasi
perioadd cu Klusa si colab., cercetarile lui Muller si colab. (1998) au
demonstrat cd extractul hidroalcoolic de H. perforatum inhiba recaptarea
serotoninei, noradrenalinei si dopaminei sinaptosomale si conduce la o
supresie semnificativa a exprimarii receptorilor 3-adrenergici si -HT>, la
nivel cortical, dupa minim 7 zile de administrare a extractului la sobolani
Wistar. Aceiasi autori, confirmati apoi de Ronald-Bunner si colab. (2000),
Szegedi si colab. (2005) sau de Ng si colab. (2017), au aratat ca hipericina nu
are proprietati antidepresive, ci doar hiperforina. Autorii mentioneaza ca
hiperforina este, 0 moleculd cu structura de antidepresiv triciclic (Fig. 6), cu
actiune inhibitoare nespecifica, a recaptdrii serotoninei, noradrenalinei si

dopaminei, la concentratii cuprinse intre 80-200 nmol/L hiperforina.

Fig. 6 Structura hiperforinei (a) si a imipraminei — antidepresiv triciciclic (b).

In 2003, El-Sherbiny si colab., pe un model biologic pentru
dereglarea proceselor de memorare si invatare indus prin administrarea
scopolaminei (1.4 mg/kg i.p.) la sobolani Wistar cu status oxidativ
debalansat, au demonstrat efectul antioxidant si psihomodulator al H.

perforatum (doze cuprinse intre 4 si 25 mg/kg i.p.). Extractul a imbunatatit
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capacitatea de memorare si invdtare, proportional cu diminuarea stresului
oxidativ (scaderea malondialdehidei cerebrale si serice). Actiunea
neuromodulatoare a fost demonstrata si prin inhibarea masiva de catre
extractul de H. perforatum a exprimarii IL-6, IL-1B si TNF-a, inhibarea
interleukinei 6 fiind cea mai proeminenta, sub aspectul efectului inhibitor

asupra citokinelor (Thielle si colab., 1994).

Fig. 7 Anatomia si morfologia la L. album L. (a)'8, V. vitis-idaea (b)'°, G. verum L. (c)?°,
M. sylvestris (d)?!, H. perforatum (e)?? si C. mas (f)?3.

2.3.1.6. Extracte vegetale de Cornus

Genul Cornus, face parte din Fam. Cornaceae, Ord. Cornales, Clasa
Magnoliopsida, Increngétura Magnoliophyta, Regnul Plantae?* si cuprinde
aproximativ 65 de specii. Din acest gen, Cornus mas L.?> (Fig. 7f) si Cornus
officinalis?® prezinta un interes major in fitoterapie, ultimii 60 de ani, au

cuprins o cercetare in continud expansiune referitoare la bioactivitatile

18 https://pfaf.org/user/Plant.aspx?LatinName=Lamium-+album

19 https://www.wikiwand.com/en/Vaccinium_vitis-idaea

20 http://naturporten.dk/temaer/danmarks-planter/urter/item/gul-snerre

21 https://www.sciencephoto.com/media/863873/view/crab-apple-malus-sylvestris-fruit-
illustration

22 https://pixels.com/featured/hypericum-perforatum-also-known-as-st-johns-wort-bildagentur-
online.html

2 https://www.pinterest.com/pin/398287160772128951/

2t https://eunis.eea.europa.eu/species/168428

% https://eunis.eea.europa.eu/species/168428

2 https://plants.sc.egov.usda.gov/core/profile?symbol=COOF3
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diferitelor forme fitofarmaceutice derivate din aceste specii. In medicina
traditionala, fructele si partile aeriene de la C. mas si de la C. officinalis au
fost folosite pentru preventia si tratamentul unei game largi de afectiuni
precum diabetul, tulburari gastrointestinale, febra, dureri reumatice,
infectii ale pielii, infectii urinare, boli hepatice, boli renale, arsuri solare,
tromboze sau imunodeprimare (Dinda si colab., 2016; Czerwinska si
Melzig, 2018). C. mas are o distributie preponderent sud-europeana si sud-
vest asiaticd, iar C. officinalis se regaseste preponderent in Asia, China,
Japonia si Koreea (Czerwinska si Melzig, 2018). In general, in preparatele
fitofarmaceutice, fructele de Cornus sunt materia prima supusa diferitelor
forme de extractie (macerare, Soxhelt, repercolare la rece etc.). Giilcin si
colab. (2005) au studiat activitatea antioxidanta si antiinflamatoare a
extractului etanolic de C. mas. Datele obtinute au demonstrat, o inhibare
dozo-dependentd a peroxidarii lipidice, cuprinsa intre 75-97.5% (inhibare
a peroxidarii acidului linoleic), in timp ce antioxidanti standard precum
butilhidroxianisol, butilhidroxitoluen si a-tocoferol au inhibat
peroxidarea acidului linoleic cu 96.55%, 99.2%, respectiv 61.1%.
Compozitia chimica a fructelor de C. mas, pentru care s-au identificat cca.
101 compusi (Dinda si colab., 2016), releva un continut bogat in iridoide
precum acidul loganic, cornusida si antociani precum pelargonidin-3-O-
galactozida. C. alba, o alta specie de interes fitoterapeutic, contine
preponderent flavonoide precum quercetin si kempferol. Fructele de C.
mas contin antociani specifici: delfinidin-3-galactozida, pelargonidin-3-
galactozida, cianidin-3-ramnozil-galactozida, pelargonidin-3-ramnozil-
galactozida, cianidin-3-O-glucozida, cianidin-3-O-rutozida si pelargonidin-
3-O-glucozidd, dupd cum au demonstrat Pawlowska si colab. (2010) si
Swierezewska si colab. (2019). Totodata, studiile au aratat cd, in
compozitia extractelor hidroalcoolice din fructe de C. mas se regasesc:
acidul oxalic, vitamine (E, Bz, B1, C), butirilhidrochinona, butilhidroxianisol si
butilhidroxitoluen (Eshaghi si colab., 2012).
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Compozitia chimica, la Cornus, difera de la genotip la genotip. in
urma studierii a 12 varietati de fructe de C. mas, activitatea antioxidanta
(determinata cu DPPH, chelatarea Fe?, inhibarea descompunerii
peroxidului de hidrogen) a fost diferitd, cu toate ca specia de la care
proveneau fructele era aceeasi (Ersoy si colab., 2011). Fructele de C. mas
mai contin acid cinamic, acid benzoic, catechine, taninuri (cca. 38%),
urmate apoi de monoterpene, acizi organici (cca. 26%) si vitamina C (cca.
11%) (Tiptiri-Kourpeti si colab., 2019).

Efectul antiproliferativ a fost demonstrat si de Tiptiri-Kourpeti si
colab. (2019) care au expus linii celulare tumorale, timp de 72h, la diferite
concentratii ale extractelor de C. mas respectiv C. alba. Rezultatele au aratat
ca extractul hidroalcoolic de C. mas a manifestat un efect antiproliferativ
asupra liniilor HepG2 de carcinom hepatocelular si asupra carcinomului
de colon CT26. Extractul de C. alba a avut efectul antiproliferativ asupra
liniilor celulare de tip CaCo2 si HT-29. Carcinomul pulmonar de tip MCF-
7 a fost rezistent la actiunea extractului din fructe de C. mas respectiv C.
alba. Totusi, cercetdrile ulterioare au demonstrat faptul ca extractul de C.
mas a avut efect antiproliferativ asupra cancerului pulmonar de tip A549
cu celule mari, adenocarcinomului pulmonar MCF-7, cancerului ovarian
cu celule de tip SKOV 3, adenocarcinomului de prostata PC-3, intr-o

maniera independenta de doza.
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3.

Modele experimentale pentru studierea biologiei
stresului nitrooxidativ indus prin expunere

la stres neuropsihic a sobolanului din rasa Wistar

3.1. Relatia dintre stresul neuropsihic si stresul nitrooxidativ

Stresul, un termen vehiculat de psihologie, medicind, biologie si
chimie, in sens larg, desemneaza starea sau perioada de debalansare
indusa de o seama de factori fizici sau chimici, a unui sistem aflat initial in
echilibru (sens homeostatic), in ale carui mecanisme intervin noi
evenimente (reactii chimice, structurale, comportamentale), care conduc
spre o serie de modificari ale acelui sistem, numite adaptari (Brian, 1997;
Chen si colab., 2015; Toma si colab., 2016). Literatura de specialitate
(Ambercombie si colab., 2003; Angulo si colab., 2004; Grissom si
Bhatnagar, 2009; Alkadhi si colab., 2013) descrie stresul pornind de la
evenimente moleculare (stres oxidativ, nitrozativ) si terminand cu procese
cognitive (stres neuropsihic) care intotdeauna formeaza un tandem stres
nitrooxidativ — stres neuropsihic (Bugajski si colab., 2004; Toma si colab,.
2016). Legatura dintre stresul neuropsihic si stresul nitrooxidativ este
structurata pe relatia dintre semnalizarea hormonala asociata stresului
neuropsihic (stimularea axei functionale hipocamp - hipotalamus -
hipofiza - glande suprarenale) si efectul intracelular stimulator
metabolical moleculelor semnal, cu precadere al corticosteronului (la

rozatoare) si al cortizolului la om si primate nonumane (Buynitsky si

63



Modele biologice in patologia experimentala

Mostofsky, 2009; Chen si colab., 2016). Corticosteroizii sunt principalii
markerii de faza acutd si cronica a stresului neuropsihic cdrora li se
adaugd, in faza acutd, adrenalina si noradrenalina (Monjan si Collector,
1977; Grundmann si colab., 2010). Stresul neuropsihic, insa, amplifica
eliberarea In torentul sangvin si a hormonilor sexuali si a celorlalti
hormoni hiperglicemianti, in special a hormonilor tiroidieni, si stimuleaza
totodata eliberarea peptidelor vasoactive si a hormonilor secretati de
mucoasa gastrica si intestinald (Henry si colab., 2011; Jameel si colab.,
2014). Efectul corticosteroizilor, se manifestd initial, prin cresterea
concentratiei sangvine a glucozei, colesterolului, imunoglobulinelor (IgG,
IgM), transaminazelor (AST, ALT), ca mai apoi, dupa cca. 72 de ore, sa se
instaleze efectul imunosupresor si cel proeminent catabolic al
corticosteroizilor (Ohl si colab., 2000; Kesner si colab., 2008). Acest efect
este marcat prin: cresterea nivelului factorilor de coagulare, a
fibrinogenului; activarea lipolizei (dupa epuizarea tisular-dependenta a
glicogenului); stimularea angiogenezei; atrofia spinelor dendritice si a
arborizatiei neuronale (Magarinos si McEwen, 1995; Magarifios si colab.,
1996; Miinster-Wandowski si colab., 2013); modificari histologice precum
mobilizarea veziculelor lipidice; hipertrofia urmata de atrofia glandelor
suprarenale (in functie de intensitatea si durata stresului) (Roman si colab.,
2015). Aceste variatii, ale unor parametri metabolici, sunt urmate de
amplificarea fosforilarii oxidative, cresterea ratei de ubigitinare,
amplificarea functiei proteasomului, stimularea transcrierii si traducerii
secventelor target in reactia corticosteronica (ex. secventa Nrf2-Keapl-
ARE) (Sajdel-Sulkowska si colab., 2008) si amplificarea per ansamblu a
reactiilor biochimice intracelulare.

Evenimentele  asociate  cresterii nivelului sangvin al
corticosteroizilor lasa in urma, in mod firesc, radicali liberi care genereaza
stresul nitrooxidativ. Stresul neuropsihic, generator de stres nitrooxidativ,

este asadar, In prima fazd, o perioadd de stimulare, ca mai apoi sa devina
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o perioada de reactii degradative producdtoare de energie, iar la final, sa
se asocieze cu o seama de reactii adaptative morfologice si biochimice,
dupa cum a mentionat si Alkadhi (2013). Reactiile adaptative morfologice
si biochimice asociate expunerii repetate la stresul neuropsihic, stau la
baza spectrului larg de patologii, care au in etiologie stresul nitrooxidativ
si neuropsihic (definit de noi, drept debalansarea integrarii cognitive a
stimulilor externi cu caracter nou, eveniment care solicitd noi mecanisme

adaptative).

3.2. Expunerea animalului de laborator la stres neuropsihic

Modelul biologic cel mai frecvent utilizat pentru studierea
mecanismelor stresului neuropsihic si a cailor potential profilactice si/sau
terapeutice este modelul stresului de imobilizare (restraint stress) a
animalului de laborator. Animalul (adesea sobolanul alb Wistar) este
introdus intr-un holder de PET sau de sticla unde nu poate executa nici o
miscare in afard de miscarile respiratorii. Holderul este prevazut cu un
orificiu pentru aer si cu o zond de tamponare a umiditatii sau a lichidelor
pe care animalul le excreta in timpul imobilizarii. Metoda descrisa, este
propusa de Kvetnansky si colab. (1997), iar un consistent corp de rezultate
publicate, au folosit si validat aceasta metoda (Magarifios si colab., 1998;
Sunanda si colab., 2000; Yau si colab., 2001; Reagan si colab., 2004; Spiers
si colab., 2013; Toma si colab., 2016). Stresul de imobilizare s-a dovedit a fi
aidoma stresului neuropsihic, sub aspectul modificarilor comportamentale,
morfopatologice si biochimice pe care le induce, corelate cu numitorul
comun al stresului neuropsihic si de imobilizare reprezentat de
dereglarea/stimularea axei functionale hipocamp — hipotalamus — hipofiza
— glanda tintd (in ordinea reactivitdtii: glandele suprarenale, glanda
tiroida, insulele Langerhans, glandele peretelui intestinal, glandele

peretelui stomacal, glandele parotide, epifiza) (Alkadhi, 2013).
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3.3. Mecanisme de reglare la expunerea repetata la stres neuropsihic

Expunerea repetatd la stresul de imobilizare genereaza o serie de
reactii adaptative (de la aspecte biochimice la elemente comportamentale)
apdrute ca urmare a regldrii neuroendocrine cdtre care, biosistemul expus
stresului, tinde sd ajunga din momentul expunerii la factorii stresului.
Expunerea la stresul neuropsihic prin intermediul stresului de imobilizare
timp de 2-4 ore/zi de-a lungul unei perioade de minim 3 zile, a condus la
concluzia noastrd ca eustresul ar fi reprezentat de faza acutd a reactiei
sistemice la stres, In timp ce faza cronicd a reactiei la stresul neuropsihic
(implicit la stresul de imobilizare) ar fi cuprinsa in notiunea de distres.
Asadar, stresul neuropsihic este fragmentat, dupa efectele pe care le are,
in doud categorii. Eustresul, prima categorie, reprezinta faza initiald
(acutd) In care organismul reactioneaza intr-un mod proeminent prin
cresterea parametrilor umorali precum adrenalina, corticosteronul,
colesterolul, glicemia, 3-nitrotirozina, catalaza, superoxidismutaza,
glutationperoxidaza, imunoglobulinele (Gonzalez-Lima si Cada, 1998;
Darwish si colab., 2007; Gilabert-Juan si colab., 2011; Gadek-Michalska si
colab. 2012; Grover si colab., 2015) si stimularea functiilor cognitive, a
functiilor motrice si a rezistentei cardiovasculare. Daca expunerea la stres
continua, In raport cu organismul, eustresul se transforma in distres, care
cuprinde o seamd de modificiri umorale (scdderea sericd a
corticosteronului, a colesterolului, a proteinelor, a enzimelor stresului
oxidativ, aimunoglobulinelor — instalarea imunosupresiei corticosteronice),
cognitive (tulburdri ale memoriei, atentiei) (Wennstrém si colab., 2006;
Czéh si Lucassen, 2007) si dereglarea statusului cardiovascular (tensiune
arteriald crescutd prin scaderea eliberdrii NO endotelial si a stimularii
sistemului renina-angiotensind) (Carda si colab. 2015).

In urma trecerii prin faza de distres a organismului, modificari
histologice precum distrofii granulo-vacuolare hepatice (Hao-Jie si colab.,
2012), leziuni epiteliale renale si proliferarea mezangiului glomerular,

scaderea stratului de mucus protector gastric, scdderea rezervelor lipidice
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din corticosuprarenald (cu prevalenta in zona fasciculatd), atrofia
glandelor suprarenale, a timusului, a tiroidei, ratatindri neuronale (Vyas si
colab., 2002), proliferarea oligodendrocitelor (in special in formatiunea
hipocampicad — aria CA3, girus dentat) (Barres si colab., 1994; Jhonson si
colab., 2009; Christian si colab., 2011; Grillo si colab., 2015; Toma si colab.,
2016), proliferarea macrofagelor fixate (Kupffer, microglii, Klara si in mica
masura Liberkun) (Sugama si colab., 2007; Gaeber, 2010), scaderea
limfocitelor sangvine sau fenomene de arteroscleroza incipienta sunt
frecvent intalnite in etiologia patologiilor stres-dependente (hipertensiune
arteriala, boli endocrine, boli digestive, etc.) (Uurlink, 1997). Reglarea
asadar, implicd doud faze: reglarea in faza acutd a stresului (manifestata
prin cresterea performantelor organismului) si reglarea in faza cronica a
stresului (manifestatd printr-o defensiva sistemicd urmatda de modificari
morfopatologice si de posibila declansare a uneia dintre patologiile

cunoscute ca fiind stres dependente).
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4,

Reactivitate sistemica la sobolanul Wistar
dupa expunere la hemoglobina si hemeritrina

in forma nativa si derivatizata

4.1. Design experimental

Cercetdrile s-au derulat pe sobolani albi din rasa Wistar, loturi a
cate 10 indivizi, femele adulte, cu varsta de 24 de saptdmani, cu greutatea
de 180 + 30 g, generatia F1. Animalele au fost obtinute de la Biobaza
Universitatii de Medicina si Farmacie ,Iuliu Hatieganu” din Cluj-Napoca
si grupate in loturi experimentale cu 12h inaintea inceperii experimentului.
Mentinerea loturilor experimentale s-a realizat conform Directivei
Consiliului UE 2010/63/UE si in acord cu Avizul nr. 1/28.02.2013 al
Comisiei de Eticd a Institutului de Cercetari Biologice din Cluj-Napoca,
filiala a INCDSB Bucuresti. Derularea experimentelor si a procedurilor
experimentale a avut loc in conditii zooigienice corespunzatoare, in
biobaza Facultatii de Biologie si Geologie a Universitatii , Babes-Bolyai”
din Cluj-Napoca, la temperatura constanta de 20°C, ritm lumind/intuneric
12h/12h. Dieta animalelor a constat in pelet standard Cantacuzino pentru
rozatoare mici, accesul la hrana si apa fiind nerestrictionat. Experimentele
au fost de tip acut, cu durata de 24 de ore, atat pentru expunerea la Hb si
derivati, cat si la Hr si derivati ai acesteia. Administrarea proteinelor s-a
efectuat injectabil, pe cale intravenoasd, in vena codald, volumul injectat
fiind de 0.2 mL/animal. Toate loturile experimentale (corespunzatoare

fiecarei molecule testate) au fost comparate cu loturile Control.
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4.2. Obtinerea de proteine si conditionarea acestora

Pe baza unor rezultate anterioare (Jin si colab., 2002; Hathazi si
colab., 2014), hemoglobina bovind, rubreritrina recombinanta din
Desulfovibrio wvulgaris (Rbr), NADH/rubredoxin oxidoreductaza din
Clostridium acetobutylicum (NROR) au fost purificate in vederea
derivatizarii hemoglobinei (starterul in derivatizare). Hemeritrina a fost
izolata conform datelor publicate (Fischer-Fodor si colab., 2011; Hathazi si
colab., 2014) si caracterizata, alaturi de produsii de derivatizare, in termeni
de greutate moleculard, afinitate pentru oxigen, rata autooxiddrii,
reactivitate asupra stresului oxidativ etc. dupa cum arata datele publicate
de Arkosi si colab. (2017). Hb (nHb, forma nativa) a fost polimerizata cu
glutaraldehida (GL) dupa metodele descrise de Buehler si colab. (2010),
Scurtu si colab. (2014) si Hathazi si colab. (2014). OxyHb (1 mM) in PBS a
fost mixata cu GL 8 mM si lasata sd reactioneze timp de 2h la 4°C, cu
agitare mecanicd lentd. Pentru obtinerea unui copolimer, BSA (albumina
sericd bovina, fractia moleculara V) sau Rbr/NROR au fost addugate in
mediul de reactie inaintea GL, in raport molar de 2:1 (BSA/Hb), 1:30
(Rbr/Hb) si 1:1:30 (Rbr/NROR/HD). O solutie proaspatd de borohidrura de
sodiu a fost apoi adaugata (de doud ori exces molar in raport cu
concentratia initiala a GL) in vederea reducerii bazelor Schiff si a excesului
de GL. Eductul a fost apoi dializat in tampon Tris 50 mM cu 150 mM NaCl,
pH 7.4, in vederea elimindrii excesului de borohidrura de sodiu., a
moleculelor nelegate in polimer/copolimer si a produsilor de reactie
secundari (borati si compusi asemdndtori). Pentru derivatizarea Hb cu
oATP (ATP oxidat), s-au urmat protocoalele descrise de Deac si colab.
(2011) si de Iacob si colab. (2011). Derivatizarea Hr (nHr, forma nativa) s-a
efectuat In vederea obtinerii polimerului de Hr (pHr), HrHSA (Human
Serum Albumin) si HrRbr, dupd metodele descrise pentru Hb (Hathazi si
colab., 2014; Scurtu si colab., 2014). Proteinele au fost manipulate in PBS
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(137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM NaH:PO4, pH 7.4). Tabelul 2
sumarizeaza tipurile de produsi de derivatizare ai Hb, respectiv Hr si
cadrul general de administrare al produsilor obtinuti, alaturi de sumarul

de probe biologice recoltate.

Tabelul 2. Schema generald de administrare a produsilor de derivatizare si a formelor
native ale Hb si Hr

Primer Derivat mL adm. o1 Timp . Probe recoltate
de adm. de reactie
nHb
HbGL . - Lol .
sange integral, plasmd,
HbBSA
Hb bBS 0.2mL intravenoasa 24h ser, ficat, rinichi,
HbRbr .
splina
HbRbrNROR
HboATP
nHr N . <
pHr sange integral, plasma,
Hr HIrHSA 0.2 mL intravenoasa 24h ser, flca’cf rimchl,
splind
HrRbr
sange integral, plasmd,
Control - - - ser, ficat, rinichi,
splind

Legenda: Hb - hemohlobina; Hr — hemeritrind; nHb — hemoglobina nativd; HbGL - hemoglobina
polimerizata cu glutaraldehida; HbBSA — hemoglobina copolimerizata cu BSA; HbRbr — hemoglobina
copolimerizata cu Rbr; HbRbrNROR - hemoglobina copolimerizatd cu Rbr si NROR; HboATP -
hemoglobina copolimerizatd cu oATP; nHr — hemeritrind nativd; pHr — hemeritrind polimerizata cu
glutaraldehidd; HrHSA — hemeritrina copolimerizata cu HSA; HrRbr — hemeritrind copolimerizata cu Rbr.

4.3. Protocoale experimentale

Grupurile experimentale corespunzdtoare fiecdrei molecule testate
si anume: nHb, HbGL, HbBSA, HbRbr, HbRbrNROR, HboATP, nHr, pHr,
HrHSA, HrRbr aldturi de loturile Control au fost supuse acelorasi analize,
recoltarea probelor facandu-se sub neuroleptanalgezia animalelor cu un
amestec ketamind-xilazind (60 mg ketamind + 7.5 mg xilaxina/kg corp).
S-au efectuat analize hematologice, biochimice (ser, plasmad) si

histochimice (depozitele de feritina din ficat, splind si rinichi). Tabelul 3
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sumarizeaza parametri determinati la grupurile experimentale si cele de

Control.

Tabelul 3. Tipurile de determinari, metodele folosite si parametrii determinati pentru
grupurile experimentale si cele Control, in urma administrarii Hb/Hr si a derivatilor
acestora.

Tip analiza Tip proba Metoda Paremetri determinati
A . - . LYM, WBC, GRA, GRA%,
Hematologie | B ntegral | analizs hematologicd | g gy pier, vcv,
MCH, PLT, PCT
sange integral . Na*, K*, pH, pCO2, pOy,
(serinzé hepiriné) electrochimicd choa-,p BE(ch), Bé)(b)
CAT, TBARS, TP, Fe?, PO+,
Biochimie ser UV-vis Ca?, glucoza, transfering,
creatining, uree
turbidimetrica IgA, IgG, IgM, CRP, C3C
plasma (tub citrat) turbidimetrica fibrinogen, PT, aPTT
Histochimie tesut Histochimica — col. ficat, spling, rinichi
’ Pearls

Legenda: LYM - limfocite; WBC - leucocite; GRA/GRA% — numarul si % granulocitelor; RBC — eritrocite;
HGB - hemoglobind; HCT — hematocrit; MCV — volum corpuscular mediu; MCH — hemoglobin corpuscular
medie; PLT — trombocite; PCT — trombocrit; CAT — catalaza; TBARS - thiobarbituric acid reactive species;
TP - protein totale; Fe?* — ionul fier divalent; PO+~ —ionul fosfat; Ca?* —ionul calciu; Na* — ionul sodiu; K* -
ionul potasiu; pCO:z — presiunea partiald a CO2 pO2 — presiunea partiala a O2; cHCOs — concentratia de
bicarbonat/rezerva alcalina; BE(ecf) — excesul de baze din fluide extracelulare; BE(b) — excesul total de baze;
IgA/IgG/IgM - imunoglobulina A, G, M; PT - timpul de protrombina; aPTT - timpul de tromboplastina
partial activata.

4.3.1. Analizd hematologicd in flux

Sangele recoltat pe EDTAK: 4% (sarea dipotasica a acidului
etilendiaminotetraacetic), 50 uL/tub recoltare, desicat in prealabil, a fost
supus analizei hematologice, folosind un analizor automat de tip Abaccus
Diatron. Acesta emite un fascicul laser prin dreptul caruia trece fluxul de
proba (sange integral) impreund cu reactivul specific de dilutie si liza.
Astfel, se masoara diametre celulare (eritrocite, leucocite si trombocite), se
cuantificd numarul de celule si se determina concentratia hemoglobinei
sangvine. Aparatul calculeaza indicii eritrocitari (MCH, MCV, MCHC,
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RDVs, RDWcw, HCT), leucocitari (GRA%, LYM%) si trombocitari (PDW,
PCT, MPV, PDWs, PDWcv) derivati.

4.3.2. Metode electrochimice in flux

Folosind tehnologia SmartCard, care se bazeaza pe metode
electrochimice, s-au determinat presiunile partiale ale gazelor respiratorii,
pH-ul sangvin, excesul de baze (BE) si bicarbonatul (cHCOs'). Presiunea
patiald a CO2 (pCO2) a fost masuratd prin potentiometrie, folosind un
electrod Severinghaus modificat. Acesta este reprezentat de suprafata
unui electrod de aur, acoperitd cu un strat interior, care contine
quinhidrond, bicarbonat de sodiu si anhidraza carbonica, iar la exterior, o
membrana permeabila pentru dioxidul de carbon. Potentialul format la
nivelul membranei este direct proportional cu concentratia dioxidului de
carbon dizolvat, pe baza ecuatiei lui Nernst. Presiunea partiald a
oxigenului (pO:2) este masuratd prin amperometrie, folosind un senzor
Clarke modificat, care cuprinde o suprafata catodica de aur, acoperita cu
o membrand permeabila pentru oxigen. Intensitatea curentului de
reducere a oxigenului este proportionald cu concentratia dizolvata a
oxigenului. pH-ul sangvin este mdasurat cu un electrod de pH cu
membrana de sticld, iar pe baza valorilor pH-ului si pCOy, este calculata
automat rezerva alcalind (cHCOs"), prin ecuatia Henderson-Hasselbach
(Toma si colab., 2016).

4.3.3. Metode spectrofotometrice

Metodele spectrofotometrice au fost folosite pentru determinarea
activitatii catalazei, pentru cuantificarea unor ioni (calciu, fier, fosfat) sau
a unor markeri metabolici (creatinina, uree, acid uric, malondialdehida
(TBARS), proteine totale, colesterol). Tehnicile folosite au fost bazate pe
spectroscopia UV-vis, cu ajutorul cdreia se coreleaza o reactie de culoare
apdruta In urma unei reactii specifice (relatie direct proportionald) sau
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stingerea semnalului unei anumite molecule (relatie invers proportionala),
cu concentratia moleculei de interes/de dozat (Toma si colab., 2016; Toma
si colab., 2018).

4.3.4. Metode turbidimetrice

Metodele turbidimetrice sunt aplicate in vederea determindrilor
parametrilor de coagulare si a unor parametri imunologici. In primul caz,
se masoara timpul necesar aparitiei turbiditatii (semnal de coagulare)
pentru PT si aPTT. Determinarea fibrinogenului se realizeaza coreland
turbiditatea aparutd in probd, cu concentratia (mg/dL) fibrinogenului. In
al doilea caz (analizele imunologice), cuantificarea fractiunilor
imunoglobulinelor (IgA, IgG, IgM) si proteinelor de faza acuta (CRP, C3)
se bazeaza pe reactia antigen-anticorp, In urma cdreia, apare o turbiditate
direct proportionald cu mg/dL imunoglobulina, respectiv proteine de faza
acuta (Toma si colab., 2016; Toma si colab., 2018).

4.3.5. Metode histochimice

Prin metodele histochimice, se aplica asupra tesuturilor, principiile
de determinare pentru diferite molecule sau compusi ionici, regasite in
tehnicile biochimiei sau chimiei analitice. Coloratia Pearls este destinata
evaludrii depozitelor tisulare de fier, sub forma feritinei. Tesutul, fixat in
formaldehida neutra 10%, este histoprocesat si infiltrat cu parafina.
Blocurile de parafina se sectioneazd la grosimi cuprinse intre 3-7 um.
Sectiunile se hidrateaza si se incubeaza cu un amestec, in pati egale, de
acid clorhidric IM : ferocianura de potasiu 5%, timp de 30 minute.
Sectiunile, apoi, se clatesc cu apa distilata si se pot colora cu un colorant
nuclear negru sau rosu (adesea se foloseste rosu neutru sol. apoasa 1%).
Sectiunile se scot dupa ultima baie de xilen si se monteaza in mediu de
montare sintetic. Depozitele de fier apar colorate in nuante de albastru
(reactia hexacianoferatului de potasiu, In mediu acid, cu ionii de fier,
cunoscuta si ca Reactia Albastrului de Berlin) (Toma si colab., 2016; Toma
si colab., 2018).
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4.3.6. Analiza statisticda

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind software-ul
GraphPad Prism, versiunea 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Rezultatele au fost exprimate ca medie + eroarea standard a mediei (SEM).
Datele au fost supuse ANOVA urmata de testul Bonferroni. Valoarea lui p
asociat testului post-hoc Bonferroni, mai micd de 0.05, a fost considerata
semnificativa statistic (Toma si colab., 2016; Toma si colab., 2018).

4.4. Reactie oxidativa la modelul experimental, dupa administrarea
hemoglobinei si hemeritrinei

Expunerea sobolanului alb din rasa Wistar la forme native si
derivatizate ale Hb, respectiv Hr, a indus un declin redox semnificativ la
grupul nHb, HbRbr, HboATP dupa cum se poate observa in Tabelul 4,
unde valorile activitatii catalazei serice (CAT) au fost crescute semnificativ
(p < 0.05). In tandem cu directia de crestere a CAT, indicatorul
lipoperoxidarilor membranare (TBARS) a manifestat cresterea
concentratiei fata de Control la loturile nHb, HbBSA, HbRbr, HbRbrNROR
si HboATP (p < 0.05). Totodata, TBARS au fost crescute si in raport cu
HbGL, controlul pozitiv al acestui studiu, astfel ca loturile nHb, HbBSA,
HbRbr, HbRbrNROR si HboATP au avut valori ale TBARS cuprinse intre
1.77 £0.01 nmol/mL si 2.19 + 0.08 nmol/mL, dupa cum este redat in Tabelul
4 (Toma si colab., 2016).

Tabelul 4. Statusul stresului oxidativ la Control si grupurile experimentale, reflectat
de catalaza si speciile reactive cu acidul tiobarbituric. Valorile sunt exprimate ca
medie + SEM.

Control nHb HbGL | HbBSA | HbRbr | HbRbrNROR | HboATP
CAT 118.5 279.7 289.7 287.4 262.7 343.90 238.9
(U/mL) +16.1 +49.2 +73.7 +95.0 +8.3" +148.8 +4.3
TBARS 1.74 1.77 1.79 1.80 2.19 2.16 2
(nmol/mL) | +0.03 +0.01% | £0.02* | +0.01% | £0.08 +0.05% +0.04*

* Semnificativ in comparatie cu lotul Control, la p < 0.05
# Semnificativ in comparatie lotul HbGL, la p < 0.05.
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Dupa expunerea biosistemului la Hr si derivatii acesteia, balanta
redox a fost, de asemenea influentatd in sensul cresterii semnificative (p <
0.05) a activitatii CAT si a peroxidarii lipidelor membranare, comparativ
cu lotul Control. Tabelul 5 sumarizeaza valorile CAT respectiv TBARS la
Control si grupurile de animale expuse la nHr, pHr, HrHSA si HrRbr.
Valorile CAT sunt cuprinse in intervalul 626.4 +5.7 U/mL - 635+ 2.9 U/mL,
cu cresterea semnificativa la lotul HrRbr (635 +2.9 U/mL, p <0.05) in timp
ce la lotul Control valoarea CAT a fost de 614.6 + 11.5 U/mL (Toma si
colab., 2016).

Tabelul 5. Valorile CAT si TBARS la lotul Control si la grupurile experimentale
expuse Hr si derivatilor acesteia. Valorile sunt exprimate ca medie + SEM.

Control nHr pHr HrHSA HrRbr
CAT (U/mL) 614.6 +11.5 | 6299+4.2 | 633.4+27 626.4+5.7 635 +2.9"

TBARS (nmol/mL) 2.2+0.06 2.4 +0.08 2.4 +0.07 2.52+0.127 2.3+0.06

* Semnificativ in comparatie cu lotul Control, la p <0.05

In mod similar, peroxidarea lipidicdA membranara a manifestat o
crestere la loturile expuse Hr si derivatilor acesteia, insa doar cresterea
TBARS la lotul HrHSA (2.52 + 0.12 nmol/mL) a avut semnificatie
statistica (p < 0.05) in raport cu lotul Control (2.2 + 0.06 nmol/mL).
Raportat la statusul oxidativ, si in corelatie cu reactia imuna sistemica,
echilibrul acido-bazic, evaluat prin cuantificarea presiunilor partiale ale
gazelor respiratorii, prin determinarea rezervei alcaline si a pH-ului
sangvin a manifestat usoare variatii, fara insa sa conduca spre un tablou
preclinic patologic sau incompatibil cu viata. In Tabelul 6 sunt
prezentate valorile pH, pO2, pCO2, cHCOs, BE(ecf) si BE(b) la Control
si grupurile tratate cu Hb si produsii de derivatizare ai acesteia (Toma
si colab., 2016).
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Tabelul 6. Valorile parametrilor echilibrului acido-bazic la lotul Control si la
grupurile experimentale expuse la Hb si produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile
sunt exprimate ca medie + SEM.

Control | nHb | HbGL | HbBSA | HbRbr | HbRbrNROR | HboATP
. 7.36 7.43 743 743 7.46 745 7.46
P +0.01 | +0.01™ | £+0.01™ | +0.01™ | +0.01™ +0.01 +0.01
pCO2 4293 | 3850 | 37.88 39.50 40.93 38.83 39.73
(mmHg) +135 | +0.64 | +1.09° | +092° | =091 +0.99° +0.42
o 3934 | 4581 | 44.76 47.12 42.49 43.68 45.32
P2y | 156 | £0967 | 073" | +1.05% | 171 +1.65 +1.23"
cHCOs | 2603 | 2550 | 25.80 26.10 26.27 26.05 26.10
(mmol/L) +0.30 +0.55 +0.34 +0.50 +0.89 +0.66 +0.44
BE(ect) 0.72 0.20 1.80 1.30 3.50 1.07 2.15
(mmol/L) | +021 | =032 | +0.16" | =051 | 040" +0.53 +0.54°
BE(b) 1.27 0.97 1.88 1.05 2.73 2.66 2.72
(mmol/L) | +031 | =031 | 023 | =037 | 059 +0.24" +0.55"

* Semnificativ In comparatie cu lotul Control, la p < 0.05 (" p < 0.05; ™ p < 0.01; ™ p < 0.001).

Administrarea nHb si a tuturor produsilor de derivatizare obtinuti
a condus la o crestere semnificativa a pH sangvin (tendintd de alcalinizare)
(p <0.001), alaturi de cresterea punctiforma semnificativd a pCO2 (p < 0.01)
si a pO2 (p < 0.01), fard modificarea semnificativd a rezervei alcaline
(cHCOs). Excesul de baze din fluidele extracelulare sugereaza inca o data
cd, la loturile HbGL, HbRbr si HboATP, este prezent un fenomen de
alcalinizare, reflectat si de variatiile pH. Cresterea pO2 la loturile nHb,
HbGL, HbBSA, HbRbrNROR si HboATP arata eficienta acestor molecule
sub aspectul transportului oxigenului, intr-un mimetism fatd de Hb
functionald endogena (Toma si colab., 2016).

Influenta derivatilor Hr asupra echilibrului acido-bazic (Tabelul 7)
s-a dovedit a fi mai scdzuta decat in cazul Hb si produsilor de derivatizare
ai acesteia. In mod similar setului de molecule pe baza de Hb, derivatii Hr
conduc spre o alcalinizare sangvind observata la lotul HrHSA (p <0.001) si
la HrRbr (p < 0.001), pH-ul sangvin la aceste loturi fiind de 7.41 + 0.01, in
timp ce la lotul Control a avut valoarea de 7.38 + 0.01. Cresterea pH la
aceste loturi este sustinuta de BE(ecf) (p < 0.001) si BE(b) (p < 0.01) in cazul
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HrHSA si de BE(b) (p < 0.001) in cazul HrRbr. Presiunea patiald a
oxigenului (pO2) a fost crescutd, la loturile pHr, HrHSA si HrRbr (p <
0.001), ceea ce sugereaza cd, aceste molecule derivatizate nou sintetizate
au fost eficiente in transportul gazelor respiratorii, avand performante

comparabile cu setul de molecule pe baza de Hb (Toma si colab., 2016).

Tabelul 7. Parametrii echilibrului acido-bazic la Control si loturile tratate cu Hr si
produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile sunt exprimate ca medie + SEM.

Control nHr pHr HrHSA HrRbr
pH 7.38+0.01 | 7.37+0.01 | 7.38+0.01 | 7.4+0.01™ | 7.4+0.01"
PCO2 (mmttg) 449+12 46 +1.2 487+08 | 433+13 445+1
PO2 (mmtg) 37.1+0.7 402 +2 42+02™ | 425+12" | 422+0.7™
cHCOs" (mmolrr) 27+0.3 26.6 +0.4 28+0.4" 27.4+0.5 26.7 +0.6
BE(ecf) (mmol/L) 1+0.3 1.2+0.2 33+04" | 26+0.3" 2+0.7
BE(b) (mmol/L) 0.8+0.2 05+0.2 1.9+0.3° 23+02" | 29+05"

* Semnificativ In comparatie cu lotul Control, la p <0.05 (" p <0.05; * p <0.01; ™ p <0.001).

4.5. Reactie imuna sistemicd, la modelul experimental, dupa administrarea

hemoglobinei si hemeritrinei

Dupad cum se va demonstra in capitolele care urmeazd, intre stresul
oxidativ si reactia imund existd o relatie biunivoca si de inversa
proportionalitate. Asa cum s-a ardtat in Fundamentele teoretice ale prezentei
lucrari, Hb respectiv Hr sunt proteine care, in forma lor acelulara, au
actiune prooxidanta. Unul dintre obiectivele derivatizarii Hb/Hr cu
diverse alte molecule (Rbr, NROR, oATP, GL, HSA, BSA) a urmarit
reducerea caracterului prooxidant al Hb, respectiv Hr, proteine care stau
la baza unor preparate cunoscute ca substitute sangvine. Prin reducerea
caracterului prooxidant, se reduce si caracterul imunogen, prin
diminuarea generdrii ROS/NOS si sustinerea sintezei imunoglobulinelor,
sinteza inhibatd de radicalii liberi. Evaluarea rdspunsului imun sistemic,

dupa administrarea Hb/Hr si a produsilor de derivatizare ale acestora, s-a
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concentrat In monitorizarea hemogramei si a principalilor markeri
imunologici de fazd acuta (CRP, C3C, imunoglobulinele, parametri de
coagulare). Modelul experimental expus la aceeasi doza de preparat
proteic, pe baza de Hb sau Hr, a manifestat per ansamblu, o reactie imuna
moderata, ceva mai proeminentd in cazul expunerii la setul Hr. Tabelul 8
prezinta variatiile parametrilor hemogramei, dupa 24h de la administrarea
Hb si a derivatilor acesteia. Sangele supus analizei a fost recoltat din plexul
venos retroorbital, in tuburi pretratate cu EDTAK:. Tabelul 9 sumarizeaza
valorilor determinate ale imunoglobulinelor serice (A, G, M), sistemului
complement C3C, proteinei C reactive si ale factorilor de coagulare
(fibrinogen, PT si aPTT), la lotul Control si la grupurile experimentale,
carora li s-a administrat setul de molecule pe baza de Hb (Toma si colab.,
2016).

In urma administririi intravenoase a produsilor de derivatizare ai
Hr, tabloul hematologic, imunologic si coagulometric a prezentat o serie
de diferente. Cele mai proeminente au fost, sub aspectul amplitudinii
reactiei imune umorale, asociate cu cresterea valorilor factorilor de
coagulare si a trombocitelor. In Tabelul 10 sunt prezentate valorile
parametrilor hemogramei la lotul Control si la grupurile experimentale
expuse Hr si derivatilor acesteia. Tabelul 11 sumarizeaza valorile
parametrilor imunologici si de coagulare, determinati la Control si la
grupurile experimentale expuse la Hr si derivatii acesteia (Toma si colab.,
2018).

Tabelul 8. Parametrii hematologici la Control si la grupurile experimentale expuse la
Hb si produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile sunt exprimate medie + SEM (Toma
si colab., 2016)

Control nHb HbGL HbBSA | HbRbr ﬁ?{[gg HboATP
4.8 5.4 4.8 3.9 4.3 4.5 43
LYM (10°/L
M0°7L) +0.06 +0.51 +0.26 +0.08™ | £0.06™ +0.06™ +0.27
6.6 5.8 6 5.1 6.9 6.6 6.2
BC (10°/L
WBC (10°/L) +0.08 +0.40 +0.30 +0.05™ +0.31 +0.08 +0.08"
1.4 1.5 15 1.5 15 1.7 1.1
9
GRA (10°/L) +0.02 +0.05 +0.06 +0.10 +0.12 +0.04" +0.01™
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Control nHb HbGL HbBSA | HbRbr I:I;l;l;: HboATP
18 18.8 20.6 19.7 20 25.3 21.9
GRA % +0.45 +0.89 +0.67 +0.26" +0.90 +0.24™ +0.53"
8.6 8.9 9.7 9.6 9.6 9.8 9.1
RBC (10%/L) +0.04 +0.08" +0.10™ +0.07" | £0.09™ +0.02™ +0.13"
HOB L | 50 | LTer | erte | somr |eise | so0or | som
47 50.6 51 51.7 50.7 50.6 49.8
HCT (%) +0.34 +047" +0.30™ +0.35™ +0.44™ +0.27 +1.09"
54 55.2 52.2 51.75 54 53 52.2
MCV (fL) +0.31 +0.80 +0.73 +0.48 +0.41 +0.45 +0.73
MCH®® | oty | coso | sots | soas | soms | soms | om0
542.2 1070.6 1033 1000.2 1025.6 895.3 1007.6
PLT (10°/1) +17.03 +11.02" | +42.70™ +7.80™ +5.20™ +18.00™ +2.33™
0.4 0.7 0.7 0.6 0.7 0.7 0.7
PCT (%) +0.02 +0.01™ +0.03™ +0.02" +0.01™ +0.02" +0.01™

* Semnificativ in comparatie cu lotul Control, lap <0.05 (" p <0.05; " p < 0.01; ™ p < 0.001); valori de referinta:
LYM (1.5-7.7), WBC ( 5.5-19.5), GRA (2.5-14), GRA% (35-80), RBC (5-10), HGB (80-150), HCT (24-45), MCV
(12.5-17.5), MCHC (300-360), PLT (300-800), MPV (12-17).

Tabelul 9. Parametrii imunologici si de coagulare la Control si la grupurile
experimentale expuse la Hb si produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile sunt
exprimate medie + SEM (Toma si colab., 2016).

Control nHb HbGL HbBSA HbRbr HbRbrNROR | HboATP
IgA 1 6.6 8.5+ 6.3 7.3 6 8.2
(mg/dL) +0.26 +0.18™ 0.50™ +0.88™ +0.39™ +1.15™ +0.25™
IeG 70 90.8 206.7 162 277.2 230.1 202.5
(mg/dL) +4.38 +2.33" +3.71" | £13.17™ +7.01" +9.50™ +8.61™
IgM 19 64.3 57 47 30.2 54 60.7
(mg/dL) +1.22 +3.01™ +4.06™ +5.72" +0.49™ +3.21™ +0.88™
C3C 54.5 54.6 55.5 29.7 37.5 66.4 70.6
(mg/dL) +2.80 +16.51 +4.94 +3.17™ +5.98 +1.12" +10.34
CRP 41.5 242.3 254.8 197.3 218.3 333.4 78
(mg/dL) +1.83 +10.31" | £18.35™ +8.85™ +15.19™ +20.73™ +3.70™
Fibrinogen 80.6 213.2 172 298.4 155.6 304 261.2
(mg/dL) +3.11 +6.47" +3.11" | £11.51"™ +2.42™ +7.38™ +6.73™
PT (s) 10.6 10 9.9 10.4 10.6 10 10.3
+0.24 +0.16" +0.15 +0.21 +0.13 +0.16" +0.14
aPTT (5) 16.9 16.8 16 159 15.8 15.8 16.4
+0.53 +0.41 +0.23 +0.60 +0.10 +0.18 +0.34

* Semnificativ In comparatie cu lotul Control, la p <0.05 (" p <0.05; ™ p <0.01; ™ p <0.001).
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Tabelul 10. Parametrii hematologici la Control si la grupurile experimentale expuse
la Hr si produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile sunt exprimate medie + SEM

Control nHr pHr HrHSA HrRbr Referinte
WBC (10%L) | 5.1+0.2 10+ 0.6™ 6.8+0.1" 4+0.1" 6.5+0.3" 1.98 - 11.06
LYM (10°/L) 43+0.1 5.90+0.72 53+0.3" 25+0.2" 44+03 1.19-9.45
GRA (10°/L) | 0.9+0.04 09+0.1 0.9+0.10 0.9 +0.04 09+0.2 01-54
GRA % 20.1+0.8 20.8+0.8 19.8+1 203+1 18+1.2 2-31
RBC (10'%L) | 7.6+0.08 7.8+0.1 79+02 82+0.2 820+0.1" 7.62-9.99
HGB (g/L) 1462 +1.8 1476 +2.5 146.1+3.6 141.5+23 150 +0.1 13.6-17.4
HCT (%) 51+0.7 50.8+1 51.5+0.9 51.6+0.9 53.6 £0.6" 38.5-52
MCYV (fL) 66.2+0.4 65.2+0.6 66.1+1 64 +1° 65.7+0.8 46.3-56.2
MCH (pg) 18.8+0.2 18.4+0.2 18.3+0.3 17.3+0.4 18.3+0.2 16.3-19.5
PLT (10°/L) | 1067.6 +24.3 | 1353 +150.2" | 1800.8 + 152.2"" | 2332.5 + 87.5™ | 1723.2 + 287.4" | 574 - 1253
PCT (%) 0.7 +0.04 0.9 +0.01 1.3+£0.2™ 1.4+0.06™ 1.2+0.1™ -

* Semnificativ In comparatie cu lotul Control, la p <0.05 (" p <0.05; ** p <0.01;,™ p <0.001).

Tabelul 11. Parametrii imunologici si de coagulare la Control si la grupurile
experimentale expuse la Hr si produsii de derivatizare ai acesteia. Valorile sunt
exprimate medie + SEM (Toma si colab., 2018).

Control nHr pHr HrHSA HrRbr

IgA (mg/dL) 2405 6.4+0.2" 5+0.6™ 42+02™ 22+02
IgG (mg/dL) 140+12 | 2172+12.6™ | 199.5+22.8™ 233.3+4.2™ 1435+2.6
IgM (mg/dL) 6.5+0.7 22.8+0.8™ 19 + 2.5 144+1.6™ 255+1.5™

C3C (mg/dL) 54+3.3 81.8+54" 45.7+22 137.1+9.6™ 428+15

CRP (mg/dL) 1.7+0.2 32+0.3™ 3.1+0.3™ 3.1+0.3" 15+0.2
Fibrinogen (mg/dL) 42+1.07 | 315.6+11.2" 266.9 £5.4™ 203.7 £4™ 197.2 +10™

PT (s) 10.6+0.3 105+0.3 9.6 +0.4" 10.2+0.1 10.2+0.2

aPTT (s) 15.7£0.2 15.7+0.3 155+0.1 15.6+0.2 16.1+£0.3

* Semnificativ In comparatie cu lotul Control, la p <0.05 (" p <0.05; * p <0.01; ™ p < 0.001).

Alaturi de determindri hematologice, imunologice, coagulometrice
si de stres oxidativ, s-au efectuat o serie de analize histochimice asupra
ficatului, splinei si rinichiului. Analiza s-a bazat pe metoda Pearls, avand
in vedere implicatiile Hb respectiv Hr in metabolismul fierului. Prezenta

depozitelor de feritina, mai mari decat la loturile Control, denota reactii
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tisulare de chelatare a fierului, micro/macro hemoragii sau depozitarea
acestuia In conditiile in care organismul il sesizeaza liber si in exces. Fierul
liber, in contextul nostru experimental, indica fragmentarea proteinelor si
eliberarea centrilor metalici cu fier. Tabelul 12 sumarizeaza aspectele
microscopice ale ficatului, splinei si rinichiului, supuse coloratiei Pearls
(pentru depistarea depozitelor de fier) la Control si loturile tratate cu Hb
si derivati ai Hb obtinuti prin derivatizare. Evaluarea semicantitativa a
reactiei Pearls s-a realizat pe o scala a intensitdtii reactiei cuprinsa intre -
(reactie negativa), + (aspect normal) si ++++ (reactie foarte intensa, depozite
de fier abundente) (Toma si colab., 2016).

Tabelul 12. Evaluarea histochimica a depozitelor de feritind la Control si la grupurile
experimentale expuse la Hb si derivati ai acesteia. Coloratie Pearls, x200 (Toma si
colab., 2016).

Control
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HbBSA

Rinichi Splina

HbRbrNROR
Rinichi

HboATP
Rinichi

Tabelul 13 sintetizeaza intensitatea reactiilor Pearls la Control si la
grupurile experimentale, expuse la Hb, la produsii de derivatizare testati
(Toma si colab., 2016).

Tabelul 13. Evaluarea semicantitativa a reactiei Pearls la Control si grupurile
experimentale, pentru ficat, splina si rinichi.

Control nHb HbGL | HbBSA | HbRbr | HbRbrNROR | HboATP
Ficat + ++ -+ +++ - + +
Splina ++ + -+ ++ + + +
Rinichi + - + +HH+ + - -
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In Fig. 8 sunt prezentate rezultatele analizei histochimice pentru
depistarea feritinei, la loturile expuse hemeritrinei si derivatilor acesteia,
in comparatie cu grupul Control. De asemenea, evaluarea semicantitativa
a reactiei Pearls s-a realizat pe o scald a intensitatii reactiei cuprinsa intre -
(reactie negativa), + (aspect normal) si ++++ (reactie foarte intensd, depozite
de fier abundente). Rezultatele evaluarii sunt prezentate in Tabelul 14
(Toma si colab., 2018).

Tabelul 14. Evaluarea semicantitativda a reactiei Pearls la Control si grupurile
experimentale tratate cu Hr si derivati ai acesteia.

Ficat - - - + -
Splina +++ +++ ++ +++
Rinichi +/- +/- +/- -

Control

pHr

HrHSA

HrRbr

Fig. 8. Evaluarea histochimicd a depozitelor de feritina la Control si la grupurile
experimentale expuse la Hr si derivati ai acesteia. Coloratie Pearls, x200. Scala = 50 ym.

4.6. Discutii

Adesea, cercetdrile cu privire la molecule, pe baza de Hb sau — mai

nou — Hr, s-au axat pe caracterizarea unui singur produs de derivatizare
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sau asupra formelor native ale acestor proteine (Katz si colab., 2002; Standl
si colab., 2003). Formele native, alaturi de cele rezultate In urma
derivatizarii, constituie o serie noud de substitute sangvine care au fost
testate in vivo, In vederea selectdrii celor mai performante molecule.
,Performanta” se refera la buna capacitate de a transporta gazele
respiratorii, absenta extravazarii endoteliale, caracter imunogen scazut si
un comportament redox, usor de tamponat, prin mecanisme endogene
(enzimatice si nonenzimatice). Rezultatele administrarii in vivo a Hb si a
derivatilor acesteia cuprind evaluarea redox (Tabelul 4, Tabelul 6),
hematologica (Tabelul 8), imunologicd si de coagulare (Tabelul 9), si
evaluarea histochimica (Tabelul 12, Tabelul 13). Dupa 48h de la
administrarea diferitelor forme derivatizate ale Hb, nivelurile CAT si
TBARS, nu au prezentat variatii semnificative la lotul nHb. Hb nativa
(nHb), dupa cum au aratat studiile in vitro, are un puternic caracter
prooxidant, neconfirmat insa de datele noastre experimentale in vivo.
Nivelurile crescute ale TBARS in ser au fost, in general, asociate cu
nivelurile crescute ale activitatii CAT serice, iar datele noastre (Toma si
colab., 2016) au confirmat acest fapt, precum si Fernandes si colab. (2014)
au mentionat. Aldturi de activitatea CAT si concentratia TBARS,
parametrii echilibrului acido-bazic determinati (pH, presiunile partiale ale
gazelor respiratorii, rezerva alcalind si indicatorii derivati) au prezentat
usoare variatii Inspre alcalinizare. Cresterea presiunii partiale a oxigenului
si scdderea presiunii partiale a CO2 au indicat o interactiune bund, in
termeni de eficientd si performantd, intre moleculele pe baza de Hb testate
si gazele respiratorii. Variatiile concentratiei bicarbonatului nu au fost
semnificative, cu toate ca s-a remarcat tendinta de crestere a cHCOs- la
loturile HbRbr, HbRbrNROR si HboATP, care, pot fi asociate cu o
predispunere spre alcaloza metabolicd. Aceste observatii au fost sustinute
de nivelurile excesului de baze din fluide extracelulare (BE-ecf) si a celui
de baze cu proprietati tampon (BE-b). Spre deosebire de studii similare,

care au mentionat scaderea concentratiei de baze in urma administrarii
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substitutelor sangvine pe baza de Hb (Gulati si colab., 1998; Standl si
colab., 2003), datele noastre au demonstrat un efect minim al moleculelor
testate asupra echilibrului acido-bazic. Acest fapt a adus un avantaj major
pentru derivatii de Hb testati, in raport cu ceea ce se utilizeaza in prezent
(Toma si colab., 2016).

Un obiectiv important al cercetarilor, in domeniul substitutelor
sangvine, a fost obtinerea unor variante moleculare cu caracter imunogen
minim. Sub acest aspect, parametrii hematologici determinati la Control si
grupurile expuse la Hb si produsii acesteia, de derivatizare, au prezentat
variatii semnificative la toate loturile. Totusi, valorile parametrilor liniei
eritrocitare au prezentat variatii foarte scazute. RBC, HGB si HCT au avut
tendinta de a iesi din intervalele de referintd, insa restul markerilor
eritrocitari, prezenti in hemogramele prezentate in Tabelul 8, nu au fost
modificati semnificativ (Toma si colab., 2016). Eritrocitoza observata este
intalnita in situatii acute, precum deshidratarea dar si in circumstante
cronice, care includ hipoxemie, insuficientd renala si alte conditii care
determind cresterea sintezei de eritropoietind. In coordonatele noastre
experimentale, sunt excluse conditiile cronice de crestere a numarului de
eritrocite, inclusiv hipoxemia, de care toate loturile experimentale au fost
susceptibile. Dupa cum au ardtat datele experimentale, presiunea partiala
a oxigenului a fost crescuta la toate loturile expuse substitutelor sangvine,
fapt care a exclus hipoxemia ca factor generator al eritrocitozei,
deshidratarea fiind cauza cea mai probabila, dupa cum au aratat si
markerii imunocoagulometrici determinati (Toma si colab., 2016).

Toate moleculele derivate din Hb au indus un raspuns inflamator
sistemic, sugerat de cresterea de doua ori a concentratiei fibrinogenului si
de patru ori, a concentratiei proteinei C reactive, acestea fiind asociate si
cu o trombocitoza proeminentd. Ambele proteine de faza acuta sunt
produse in ficat, In urma stimuldrii acestuia de cdtre IL-6, sintetizata cu
prevalenta de cdtre macrofagele activate. De reguld, IL-6 este controlata

prin productia de IL-1, responsabila de aparitia reactiei febrile si de
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cresterea productiei si eliberdrii granulocitelor (Latimer, 2011). Totusi,
granulocitoza a fost observata doar la lotul HbRbrNROR, valoarea nefiind
in afara intervalului de referinta. De ce derivatii Hb nu au putut sa
determine o reactie granulocitara semnificativa, care sd se suprapuna cu
reactia inflamatorie sistemica, este o intrebare la care inca nu avem un
raspuns. Moleculele testate au stimulat imunitatea mediatd umoral, fapt
sustinut de absenta cresterii semnificative a limfocitelor (s-a observat
scaderea acestora) si de cresterea imunoglobulinelor la toate grupurile
experimentale (Toma si colab., 2016). Scaderea limfocitelor nu a fost pusa
pe seama imunosupresiei celulare, c¢i mai degraba a fost rezultatul unor
solicitari intense, fara reducerea productiei limfocitare, dupa cum Latimer
(2011) a descris o serie de cazuri clinice, similare sub aspectul hemogramei.
Este important sa mentionam cd, aditia BSA si a Rbr/NROR la HbGL, nu a
fost perceputa de catre modelul experimental, ca o procedura a cdrei
rezultantd este amplificarea imunogenicitatii polimerului HbGL. HbGL
s-a dovedit a fi slab imunogena si in alte modele experimentale cu care a
fost testata, inclusiv cele umane. Aditia unor proteine peste polimerul
HbGL a condus la obtinerea unor copolimeri cu performante superioare
HbGL si cu imunogenicitate nemodificata, comparabild cu datele altor
autori (Gould si colab., 1998; Jahr si colab., 2008). Moleculele derivate din
Hb moduleaza raspunsul imun prin activarea semnalizarii trombocitelor,
situate la intersectia dintre reactia imuna si hemostaza, concluzie sustinuta
de valorile crescute ale PLT, fibrinogen, PT si aPTT si de cercetari similare,
precum cele ale lui von Hundelshausen si Weber (2007), Arnaud si colab.
(2012) si Yeaman (2014).

In cele din urma, s-a determinat gradul de captare si depozitare a
fierului (Coloratia Pearls), in raport direct proportional cu instabilitatea
moleculei testate (Toma si colab., 2016). Datele histochimice au aratat
grade diferite de acumulare a fierului sub forma de feritind. Cele mai
importante depozite de fier s-au regasit in ficat la loturile: nHb, HbGL,
HbBSA; in splind la loturile: nHb, HbGL, HbBSA; in rinichi, la loturile:
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HbBSA si HbGL. Interesant a fost faptul ca HbRbrNROR si HbRbr s-au
distins, de restul moleculelor, prin cantitatea foarte scazutd de feritind pe
care au determinat-o la nivelul tesuturilor analizate (Toma si colab., 2016).
Acest comportament biochimic poate fi interpretat prin cheia protectiei
redox, pe care Rbr o ofera copolimerului. Astfel, scindarea acestuia,
urmatd de eliberarea fierului si cresterea depozitelor feritinice, a fost
semnificativ redusd, iar acest mecanism este sustinut si de rezultatele lui
Baek si colab. (2012).

In privinta derivatilor Hr, evaluarea hematologic3,
imunocoagulometrica, redox si histochimica s-a realizat in raport cu ceea
ce s-a observat la setul de molecule derivate din Hb. Hemeritrina nativa
(nHr) a fost comparata cu trei forme polimerice ale Hr si anume HrGL,
HrHSA, respectiv HrRbr. Cuplarea Hr cu HSA a avut obiectivul captdrii
de cdtre HSA a radicalilor liberi (functie de free-radical quencher). Cuplarea
Hr cu Rbr s-a bazat pe proprietatea peroxidazica a Rbr si, astfel, a avut
obiectivul protejarii Hr, de actiunea speciilor reactive ale oxigenului (cu
prevalenta peroxidul) generate in urma autooxidarii Hr, strategie
dezvoltata si testata experimental in cercetdrile noastre anterioare (Toma
si colab., 2016). Administrarea in vivo, a Hr si a setului de molecule
derivatizate din aceasta, a produs un dezechilibru redox moderat (Tabelul
5) la loturile HrRbr (CAT, p < 0.05) si HrHSA (TBARS, p < 0.05). Celelalte
grupuri nu au prezentat variatii semnificative statistic, activitatea
prooxidanta scdzuta fiind comparabild cu cea determinata la setul de
molecule pe bazi de Hb (Toma si colab., 2016). In plus, la lotul HrHSA s-a
inregistrat o presiune partiala a oxigenului de 42.5 + 1 mmHg, in timp ce
la testele cu Hb si derivati, pO2 maxima Inregistratda a fost de 47.1 + 1
mmHg la lotul HbBSA, ceea ce, sub acest aspect, pozitioneaza HbBSA
deasupra tuturor moleculelor derivatizate din Hb/Hr (Toma si colab.,
2016; Toma si colab., 2018).

Markerii imuno-hematologici (Tabelul 10 si Tabelul 11) au indicat

o toleranta imunologica sistemicd. Modificdrile hemogramei si ale
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markerilor imunocoagulometrici observate la setul de molecule pe baza de
Hb s-au identificat, cu aceleasi tendinte, si in cazul testelor in vivo cu Hr si
produsi de derivatizare ai acesteia. La lotul nHr, numarul WBC a fost
dublu fata de Control, in timp ce restul moleculelor co-polimerizate au
indus variatii cu cca. +/- 20%. La lotul HrHSA, s-a inregistrat o scadere, iar
la HrGL si HrRbr s-a observat cresterea WBC, ceea ce a sugerat cd prin
derivatizare se poate controla raspunsul imun celular. Pentru CRP s-a
inregistrat o crestere de doua ori, iar pentru fibrinogen, o crestere de cinci
ori a concentratiei plasmatice, comparativ cu lotul Control, ceea ce denota
existenta unui sindrom inflamator sistemic, astfel, Complementul C3 si
fibrinogenul au urmat acelasi trend de crestere (p <0.01). Ca si la testele in
vivo pentru Hb, nici in cazul Hr testata in vivo, sindromul inflamator
sistemic al modelului experimental nu a avut rasunet in leucograma, ceea
ce denota tolerabilitatea acestui set de molecule candidate pentru
substitute sangvine. Limfocitele nu au prezentat variatii, insa
imunoglobulinele au marcat o crestere substantiald in raport cu lotul
Control (p < 0.001). Acest fapt a sugerat ca si in cazul setului Hr, ca si in
cazul setului Hb, reactia imuna a fost de tip umoral, iar in ambele situatii,
supravietuirea nu a fost afectata (Toma si colab., 2018).

Dupa cum s-a aratat in cazul setului de molecule derivate din Hb,
depozitele de fier se formeaza, cu predilectie, in organe bine perfuzate
sangvin si cu metabolism intens, precum ficatul, splina si rinichii. Datele
histochimice nu au demonstrat depozite de feritina mai mari la loturile

experimentale, decat la grupul Control (Fig. 8, Tabelul 14).

4.7. Concluzii

Cercetdrile noastre au cuprins testarea in vivo a mai multor
molecule derivate din Hb si Hr, folosind ca biosistem model, sobolanul alb
din rasa Wistar. Moleculele testate au fost concepute ca potentiale substitute

sangvine, iar cercetdrile prezentate in aceastd lucrare, reprezentand etapa de
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screening imunologic si redox. S-a observat reactivitatea prooxidanta
diferita intre moleculele testate, iar ipoteza conform careia, moleculele mai
putin prooxidante au efecte fiziopatologice negative mai scazute, a fost
confirmati. In cazul setului de molecule pe baza de Hb, HbGL a fost
considerata molecula de referinta, diferite conditionari ale acesteia fiind
deja testate pe subiecti umani in Africa de Sud (Toma si colab., 2016).
Totusi, si In testele pe oameni, reactivitatea prooxidanta a HbGL a
determinat, adesea, sistarea cercetdrilor. Aditia unor proteine la Hb,
precum Rbr si NROR, a condus la stimularea imunitatii umorale de catre
copolimerii HbRbr respectiv HbRbrNROR. Performantele observate sub
aspectul transportului de gaze respiratorii si a toxicitatii tisulare
(depozitele de feritind) incadreaza aceste molecule ca fiind mai eficiente
decat referinta HbGL, trecand peste ,,costul” imunologic, situatie intalnita,
de asemenea, si in cazul HbBSA. In privinta transportorilor de oxigen pe
bazd de Hr, datele experimentale au aratat un comportament in vivo
similar cu cel observat in cazul studiilor cu Hb si derivati. Reactivitatea
redox in vivo a fost mai scazuta decat in cazul Hb, insa reactia imuna a fost
mai proeminentd in cazul Hr si derivatilor acesteia (Toma si colab., 2016;
Toma si colab., 2018).

Folosirea in vivo unor proteine prooxidante, aldturi de diverse
molecule rezultate prin derivatizarea Hb sau Hr, a evidentiat: (i) reactia
imuna exclusiv umorald, aparutd In urma expunerii la derivati ai Hb
respectiv Hr; (ii) intersectia imunitdtii umorale cu hemostaza via
trombocite, fibrinogen si imunoglobuline, atunci cand biosistemul
identifica proteine specifice sangelui; (iii) modularea reactivitatii
prooxidante a derivatilor de Hb/Hr a condus la modularea efectelor
tiziopatologice ale acestora; (iv) iIntre stresul oxidativ si raspunsul

inflamator sistemic existd o relatie de directa proportionalitate.
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5.

Statusul oxidativ si bioactivitati
ale curcuminei asupra sistemului nervos
si ale alicinei asupra sistemului imunitar

la sobolanul alb din rasa Wistar

5.1. Design experimental

Cercetdrile au cuprins douad experimente distincte, ambele
fundamentate pe elemente ale stresului oxidativ. Curcumina a fost
evaluata sub aspectul efectului neuromodulator, in contextul inducerii cu
diazepam a dezechilibrului redox, anxietatii si tulburdrilor de memorie.
Alicina a fost studiata in conditii normale, markerii stresului oxidativ
avand variatii fiziologice. Tabelul 15 sintetizeaza grupurile
experimentale, tratamentele aplicate, durata de desfasurare si tipul de
probe, respectiv de determindri efectuate. Evaluarea bioactivitatii alicinei
s-a fundamentat pe o idee anterior confirmatd in studiile cu Hb si Hr.
Conform acesteia, intre reactia inflamatorie sistemica si stresul oxidativ
exista o relatie de directa proportionalitate. Ne-am propus sa izolam doar
stresul oxidativ din sindromul inflamator sistemic si apoi sd actionam cu
molecule antioxidante precum alicina, In vederea stabilirii corelatiilor

dintre statusul redox si reactia imuna.
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Tabelul 15. Designul experimental al testdrii curcuminei si alicinei in conditii de stres

oxidativ indus cu diazepam la nivelul sistemului nervos si in conditii normale

Model indus Loturi exp. Durata exp. Tip Determinari
de probe
Curcumina | stres oxidativ indus Control 4 saptamani creier NF-kf3
(CUR) cu diazepam, 2 CUR +CMC tratament (frontal, pNEF-kp
150 mg/kg mg/kg corpi.p. DZP + CMC cu hipocamp) ERK %2
corp/zi, oral doza unica DZP + CUR + CMC | curcumina iNOS
Alicina Status redox In vivo (adm. orala): sange WBC, LYM,
(ALI) normal Control 2 saptamani integral MON, NEU,
Alicina (ALI): LYM%, MON%,
doza 1: 1.25 mg/kg NEU%, CAT,
doza 2: 2.5 mg/kg SOD, GSH, TP,
doza 3: 5 mg/kg ALB, IgA, IgG,
IgM
molecular
docking
In vitro: supernatant | CAT, SOD, TP,
Control 24 ore celule IgA, IgG, IgM
Alicind (ALI): molecular
dozal: 10 pg/mL docking
doza 2: 30 ug/mL
doza 3: 60 ug/Ml
doza 1+ GSH 1mM
doza 2 + GSH 1mM
doza 3 + GSH 1mM

Legenda: DZP - diazepam; CUR - curcumind; CMC - carboximetilceluloza; NF-k{3 — nuclear factor kf3;
PNE-kB — nuclear factor k{3 fosforilat; ERK 2 — extracellular signal-regulated kinase; iNOS — NO sintaza
inductibildy; WBC - white blood cells; LYM - limfocite;, MON - monocite; NEU - neutrofile;
LYM/MON/NEU % - limfocite %, monocite %, neutrofile %; CAT — catalaza; SOD — superoxid dismutaza;
GSH - glutation redus; TP — proteine totale; ALB — albumina; IgA/G/M - imunoglobulina A/G/M.
Ambii compusi de origine vegetalda au fost testati in vivo, pe
sobolani albi din rasa Wistar, masculi in cazul curcuminei si femele in
cazul alicinei, in varsta de 4 luni, cu greutatea de 230 + 20 g. Loturile
experimentale au cuprins 10 animale/lot. Cercetarile s-au derulat in acord cu
Directiva 2010/63/EU si cu Acordul Comisei de Etica a Universitatii de
Medicind si Farmacie ,Iuliu Hatieganu” (pentru experimentul cu
curcumind), respectiv al USAMV Cluj-Napoca (pentru experimentul cu
alicind). Animalele au fost mentinute in conditii zooigienice corespunzatoare,
ritm lumind/intuneric 12h/12h, cu acces liber la peletul normocaloric si apa.

Recoltarea probelor s-a facut In urma neuroleptanalgeziei cu un mix de
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ketamina-xilazina (90 mg/kg corp ketamina + 10 mg/kg corp xilazina)

(Sevastre-Berghian si colab., 2017).

5.2. Protocoale experimentale
5.2.1. Metode spectrofotometrice

Metodele spectrofotometrice au fost folosite pentru determinarea
activitatii catalazei, pentru cuantificarea proteinelor totale, albuminei si
glutationului. Tehnicile folosite au fost reprezentate de spectroscopia UV-
vis, cu ajutorul cdreia se coreleazd o reactie de culoare aparutd in urma
unei reactii specifice (relatie direct proportionalda) sau stingerea
semnalului unei anumite molecule (relatie invers proportionald), cu

concentratia moleculei de interes/de dozat (Toma si colab., 2019).

5.2.2. Analiza hematologicd in flux

Sangele recoltat pe EDTAK: 4% (sarea dipotasica a acidului
etilendiaminotetraacetic), 50 puL/tub recoltare, desicat in prealabil, a fost
supus analizei hematologice, folosind un analizor automat de tip Abaccus
Diatron. Acesta emite un fascicul laser prin dreptul cdruia trece fluxul de
probd (sange integral) Impreund cu reactivul specific de dilutie si liza.
Astfel, s-au masurat diametre celulare, s-a cuantificat numarul de celule si
s-a determinat concentratia hemoglobinei sangvine. Aparatul a calculat,
astfel, indicii leucocitari: WBC, LYM, MON, NEU, LYM%, MON%, NEU%
(Toma si colab., 2019).

5.2.3. Metode turbidimetrice

Metodele turbidimetrice au fost aplicate In vederea determinarii
concentratiei imunoglobulinelor (A, G, M). Cuantificarea fractiunilor

imunoglobulinelor (IgA, IgG, IgM) se bazeaza pe reactia antigen-anticorp,
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in urma cdreia, apare o turbiditate direct proportionald cu mg/dL

imunoglobulina (Toma si colab., 2019).

5.2.4. Western blot

Metoda a fost aplicatd in studiul bioactivitatii curcuminei. Nivelul
NEF-kB, pNF-kf3 si iNOS s-a determinat prin Western blot iar pentru iNOS,
determinarea a fost completata de analiza imunohistochimica. Lizatele
cerebrale (20 pg proteind/bandd) au fost separate prin electroforeza in gel
SDS PAGE 8%, apoi au fost transferate pe membrane de
polivinilidenfluorura (BioRad). Bloturile au fost apoi blocate si incubate cu
anticorpi NF-k3, pNF-kf3 si iNOS (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germania) diluati 1:500. Dupa spdlare, bloturile au fost incubate cu
anticorpul secundar corespunzator cuplat cu HRP, dilutie 1:500 (Santa
Cruz Biotechnology). Proteinele au fost vizualizate si detectate folosind un
substrat de tipul Supersignal West Femto Chemiluminiscent impreund cu un
sistem de vizualizare a gelului. Proteina de control a fost GAPDH. Nivelul
ERK % a fost evaluat prin Path Scan Sandwich ELISA, in conformitate cu
protocolul furnizat de producator (Cell Singaling Inc.,, Danvers, MA,
SUA). Rezultatele au fost exprimate ca unitati de densitate opticd/mg de

proteine (Sevastre-Berghian si colab., 2017).

5.2.5. Metode histologice si imunohistochimice

Pentru analiza histologica si imunohistochimicd, probele de creier
au fost fixate in formaldehida neutra 10 % timp de 3 zile. Dupa fixare,
tesutul a fost histoprocesat si inclus in parafind. Din blocurile de parafina
obtinute s-au efectuat sectiuni groase de 5 um, care au fost, apoi, supuse
coloratiei hematoxilind-eozind, respectiv imunocoloratiei pentru iNOS.
Imunohistochimia a fost efectuata pe probe fixate in paraformaldehida 4
% solutie in PBS 0.1M, pH 7.4. Detectarea distributiei si a gradului de
exprimare a iNOS s-au efectuat folosind un kit Dako ABC-HRP-Biotina.
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Anticorpul primar anti-iINOS a fost diluat 1:200 (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA), iar vizualizarea imunoreactiei s-a realizat cu DAB
(diaminobenzidind). Zonele cerebrale investigate au fost aria CA3
hipocampica si cortexul frontal, folosind un microscop Optika B-383LD2

(Sevastre-Berghian si colab., 2017).

5.2.6. Metode pentru testarea in vitro a alicinei pe limfocite B CD19+

Celule mononucleare, din sangele periferic (PBMC) uman, au fost
izolate din sange proaspat recoltat. Izolarea PBMC s-a realizat in gradient
de separare. Sangele a fost recoltat in tuburi heparinizate, amestecat in
raport 1:1 cu PBS si trecut apoi printr-un filtru de tip Histopaque 1.077
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Dupd centrifugarea la 2000 rpm,
stratul de limfocite, format intre plasma si stratul Histopaque, a fost izolat
prin aspirare; celulele au fost spdlate cu tampon de separare cu 0.5% ser
fetal bovin in PBS. Populatiile integrale au fost apoi supuse separdrii
magnetice. Limfocitele au fost numarate folosind camera Biirker si apoi
separate, folosind microsfere anti-CD19 (kit furnizat de Milteny Biotec,
Bergish Gladbach, Germania) dupa cum a fost descris de Schrepler si
colab. (2015). Suspensia cu PBMC, continand 107 celule/mL, a fost incubata
cu microsfere etichetate cu anticorp anti-CD19. S-a obtinut, astfel, o
suspensie celulara imbogatita cu limfocite B CD19+. Concentratia finala a
celulelor B CD19+, in mediul de cultura, a fost de 25.000 celule/godeu
(placa de 96 de godeuri). Cu limfocitele B CD19+ astfel pregatite, s-au
efectuat studii privind actiunea a trei doze diferite de alicina si de alicina
+ GSH. Concentratiile de lucru ale alicinei au fost: doza 1 (A1) = 10 ug/mL;
doza 2 (A2) = 30 pg/mL; doza 3 (A3) = 60 pug/mL. Concentratia GSH
addugat mediului de cultura a fost de 1 mM. Tratamentul limfocitelor B
CD19+ cu alicind + GSH s-a efectuat cu urmatoarele concentratii: GA1 =
GSH 1 mM + alicina 10 pg/mL; GA2 = GSH 1mM + alicina 30 pg/mL; GA3

= GSH 1 mM + alicina 60 ug/mL. Dozele au fost stabilite in concordantd cu
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studii similare (Reagan-Shaw si colab., 2008; Sharma si MnNeill, 2009).
Dupa 24 de ore, supernatantul a fost izolat in vederea determindrii
concentratiei imunoglobulinelor si a proteinelor totale. Celulele ramase au
fost supuse lizei, lizatul centrifugat la 14.000 r.p.m., iar din supernatantul
rezultat, s-au determinat activitatile CAT si SOD (Toma si colab., 2019).

5.2.7. Metode de simulare moleculard pe receptori de tip scavenger

In studiile noastre privind relatia dintre stresul oxidativ si reactia
imuna si mecanismul prin care alicina, ca antioxidant, stimuleaza
imunitatea umorald, am derulat si cercetdari in silico, de simulare
moleculara. Alicina cu GSH, dupa cum a fost mentionat in Fundamentarea
teoretici (pag. 20-26) formeaza S-alilmercaptoglutation (SAMG), fata de
care a existat presupunerea ca interactioneaza cu o seama de receptori de
tip scavenger (Colec12, MARCO, SCAR B1). Pentru verificarea ipotezei, s-a
folosit programul Autodock Vina (versiunea 4, Molecular Graphics
Laboratory, CA, USA) care functioneaza pe baza unui algoritm genetic
Lamarckian. Astfel, s-au testat multiple posibilitati de interactiune, cele cu
probabilitatea cea mai mare fiind de ordin geometric (Toma si colab.,
2019).

5.2.8. Analizad statisticda

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind software-ul
GraphPad Prism, versiunea 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Rezultatele au fost exprimate ca medie + deviatia standard a mediei (SD).
Datele au fost supuse ANOVA, urmata de testul Bonferroni. Valoarea lui
p asociat testului post-hoc Bonferroni, mai mica de 0.05, a fost considerata
semnificativa statistic. Coeficientii de corelatie au fost interpretati dupa

scala Colton. Analiza multivariatd a datelor obtinute, s-a realizat prin PCA
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(Principal Component Analysis), folosind softul Statistica 8 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). “p <0.05; “p <0.01; ™ p < 0.001 (Toma si colab., 2019).

5.3. Rolul curcuminei, in modularea reactiei antioxidative via ERK %2 -

NF-kB in hipocamp si lobul frontal, dupa terapia cu diazepam

Efectul curcuminei asupra exprimarii NF-kB, pNF-kf3 si iNOS din
creier este ilustrat in Fig. 9. Administrate individual, curcumina si
diazepamul au crescut semnificativ exprimarea NF-k{3 si pNF-k{3 (forma
activd a NF-k8) comparativ cu lotul Control, in hipocamp si lobul frontal
(p < 0.001), dupd cum s-a cuantificat prin Western blot. Administrarea
diazepamului impreund cu curcumina (DZP+CUR+CMC) a scdzut
exprimarea NF-k{, in raport cu nivelul acestuia la lotul DZP+CMC (p <
0.001). Exprimarea pNF-kf3 a fost scazutd, atat in urma tratamentului cu
diazepam, cat si In urma tratamentului cu curcuming, dar fara semnificatie
statistica (p > 0.05). In lobul frontal, s-a inregistrat o crestere a NF-kp (p <
0.01) si a pNF-kB (p < 0.001), dupa administrarea curcuminei si a
diazepamului (Fig. 9b si Fig. 9¢). In cazul actiunii curcuminei, respectiv a
diazepamului, asupra exprimadrii iNOS, prin Western blot (Fig. 9a), s-a
observat ca diazepamul a crescut semnificativiNOS in hipocamp, in raport
cu Controlul si curcumina (p < 0.001), iar in lobul frontal, cresterea
exprimarii iNOS a avut semnificatie statistica doar in raport cu lotul tratat
cu curcumind (p < 0.001) (Fig. 9d). Influenta curcuminei asupra ERK %2
(Fig. 10) s-a manifestat, prin sciderea semnificativd a exprimarii acestuia,
comparativ cu lotul Control. Diazepamul a crescut, insd, exprimarea ERK
Y% (p < 0.001). Administrarea Impreund a diazepamului si a curcuminei
(lotul DZP+CUR+CMC) a scazut nivelul de exprimare a ERK %2 in
hipocamp, comparativ cu lotul DZP, spre deosebire de lobul frontal, unde
tratamentul cu diazepam si curcumind a stimulat activarea ERK %2

(Sevastre-Berghian si colab., 2017).
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Fig. 9. Efectul administrarii curcuminei asupra exprimarii NF-kf3, pNF-kp si iNOS
in hipocamp si lobul frontal. Exprimarea NF-kf, pNF-kf3 si iNOS a fost analizata
prin Western blot, benzile au fost masurate prin densitometrie, iar rezultatele au
fost normalizate fata de GAPDH. (a) Western blot: 1-4 — hipocamp (1: Control, 2:
CUR+CMC, 3: DZP+CMC, 4: DZP+CUR+CMC); 5-8 — lob frontal (5: Control, 6:
CUR+CMC, 7: DZP+CMC, 8: DZP+CUR+CMC). (b) exprimarea NEF-kp; (c):
exprimarea pNF-k{3; (d): exprimarea iNOS. Rezultatele au fost exprimate ca medie
+ SEM.

* p <0.05 in raport cu Controlul/CUR+CMC; ™ p < 0.01 in raport cu Controlul/CUR+CMGC; ™ p < 0.001 in
raport cu Controlul/CUR+CMC; # p < 0.01 in comparatie cu DZP+CMC; #* p < 0.001in comparatie cu
DZP+CMC.
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Fig. 10. Efectul curcuminei asupra exprimadrii ERK %2 in creier (hipocamp si lob
frontal). in hipocamp, nivelul ERK % a fost semnificativ scizut la animalele tratate cu
curcuming, comparativ cu Controlul (p < 0.001). Administrarea diazepamului a
crescut semnificativ exprimarea ERK ¥ (p < 0.001) comparativ cu curcumina. In lobul
frontal, co-administrarea diazepamului si a curcuminei a determinat cresterea
exprimarii ERK %2 (p < 0.01). Rezultatele au fost exprimate ca medie + SEM. (Sevastre-
Berghian si colab., 2017)

# p <0.01 In comparatie cu DZP+CMC; ™ p < 0.001 in raport cu Controlul/CUR+CMC.

Asupra exprimarii iNOS s-a insistat si din punctul de vedere al
distributiei enzimei la nivelul cortexului prefrontal si in aria CA3
hipocampica (Fig. 11). Totodata, efectul curcuminei asupra structurii
hipocampului si a cortexului prefrontal a fost, de asemenea, analizat (Fig.
12). Sectiunile analizate din punct de vedere histologic (coloratia
hematoxilinda — eozind) nu au aratat modificari semnificative. Cortexul
prefrontal a prezentat o arhitectura normald, iar morfologia straturilor
corticale, respectiv a neuronilor, a fost intactd. Imunohistochimic,
exprimarea iNOS in hipocamp si cortexul prefrontal, la animalele tratate
cu diazepam, a manifestat o crestere in raport cu lotul Control.
Administrarea curcuminei aldturi de diazepam a scazut insa exprimarea
iNOS in neuronii CA3 si la nivelul cortexului prefrontal comparativ cu
lotul DZP.
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Fig. 11. Aspectul histologic al hipocampului (a, b, ¢, d) si al lobului frontal (e, f, g, h),
la lotul Control si la grupurile experimentale, In urma tratamentului cu curcumina si
diazepam. Tratamentul administrat nu a indus modificari structurale decelabile la
nivelul ariei CA3 hipocampice (a-d) sau la nivelul cortexului prefrontal (e-h). x 200,
col. HE (Sevastre-Berghian si colab., 2017).

Control CUR + CMC DZP +CMC DZP + CUR + CMC

Hipecamp

Lob frontal

Fig. 12. Evaluarea imunohistochimica a exprimarii iNOS in hipocamp (a-d) si In
cortexul prefrontal (e-h), la lotul Control si grupurile experimentale. Imunocolorarea
a evidentiat scaderea exprimarii iNOS In aria CA3 si cortexul prefrontal, la lotul
DZP+CUR+CMC, comparativ cu lotul DZP. x 200 (Sevastre-Berghian si colab., 2017).
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5.4. Modularea stresului oxidativ si a reactiei imune de catre alicina

5.4.1. Stresul oxidativ si stimularea reactiei imune umorale de cditre
alicind

Administrarea alicinei, in trei doze diferite la sobolanul alb din rasa
Wistar, in conditii normale, a scos in evidentd efectele acesteia asupra
modularii stresului oxidativ in tandem cu stimularea reactiei imune
umorale. Activitatea CAT si SOD din serul animalelor tratate cu alicind
(1.25 mg/kcorp, 2.5 mg/kcorp, respectiv 5 mg/kcorp) a inregistrat o scadere
semnificativa (p <0.001 pentru primele doua doze si p <0.001 in cazul celei
de-a treia doze) (Fig. 13).
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Fig. 13. Activitatea CAT (a) si SOD (b) la lotul Control si la grupurile experimentale.
Alicina scade semnificativ activitatea CAT, in timp ce activitatea SOD a avut tendinte
de crestere sau creste semnificativ statistic (la doza de 60 mg/kg corp alicind). Valorile
sunt exprimate ca medie + SD. “p < 0.05; “p <0.01; *p <0.001 (Toma si colab., 2019).

Pe de alta parte, administrarea alicinei a determinat cresterea de
cca. doud ori a imunoglobulinelor serice (A, G, M) (p < 0.001), cresterea
moderatd a albuminei (p < 0.05) si scaderea semnificativa a GSH sangvin
(p <0.001) (Fig.14).
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Fig. 14. Concentratiile serice ale IgA (a), IgG (b), IgM (c), albuminei (d), proteinelor
totale (e) si a GSH la lotul Control si la grupurile carora li s-a administrat alicina.
Tratamentul cu alicind a indus cresterea proeminenta a imunoglobulinelor in raport
cu Controlul, precum si cresterea concentratiei proteinelor serice totale. Albumina a
prezentat o crestere usoara (p < 0.05), iar GSH a prezentat o scadere marcanta (p <
0.001). Rezultatele au fost exprimate ca medie + SD. (Toma si colab., 2019)

*p <0.05;*p <0.01; **p <0.001

S-a putut constata, astfel, cd pe masura ce stresul oxidativ este
diminuat, productia de imunoglobuline creste, in contextul in care, GSH
scade. In plus, cresterea concentratiei imunoglobulinelor serice nu a avut
ecou In leucograma, aceasta neprezentand variatii semnificative statistic
(Tabelul 16) (Toma si colab., 2019).

Tabelul 16. Valorile principalilor indicatori leucocitari din hemograma. Tratamentul
cu alicina nu a determinat variatii semnificative statistic. Valorile sunt exprimate ca
medie + SD. "p < 0.05; “p <0.01; **p < 0.001.

C ALI1.25mg/kg ALI25mg/kg ALI5mg/kg
WBC (10°/L) 14.5+1.63 13.1 £1.23 13.4+1.02 142+2.14
LYM (10°/L) 10.1 +1.49 9.7+1.24 10.5+1.02 11.0+1.76
MON (10°/L) 0.3+0.10 0.2+0.08 0.3+0.31 0.2+0.09
NEU (10°/L) 2.8+0.13 3.2+0.12 2.7+0.20 2.9+045
LYM% 76.4+1.93 73.5+2.80 75.1+2.78 77.8+2.20
MON% 2.08 +0.85 1.57+£0.97 2.2+2.04 1.30 +0.47
NEU% 20.8 +1.26 25.1+1.73 21.7+3.35 20.9 £2.06

Legenda: WBC - leucocite; LYM - limfocite; MON — monocite; NEU — neutrofile; LYM/MON/NEU % - %
de limfocite, monocite respectiv neutrofile.
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Pe baza acestor date experimentale, care evidentiaza relatia invers
proportionala dintre stresul oxidativ si raspunsul imun umoral, s-a
presupus un mecanism al imunostimuldrii de catre alicind, care ar implica
receptorii de tip scavenger. Ipoteza s-a formulat pe baza altor efecte similare
pe care o serie de poliglucide le au asupra limfocitelor B, prin intermediul
macrofagelor. Studiile au ardtat faptul ca, in vivo, alicina reactioneaza
rapid cu GSH si formeazd un nou compus, S-alilmercaptoglutationul (Fig.

15), care nu mai este cuantificabil prin metoda Ellman.
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Fig. 15. Structura S-alilmercaptoglutationului, construita in Gauss View Version 5
(dupd Dennington si colab., 2018).

Acest fapt argumenteaza scaderea GSH, care s-a observat in urma
tratamentului cu alicind. In vederea verificarii ipotezei conform cdreia,
anumiti receptori de tip scavenger ar fi responsabili de actiunea
imunostimulatoare a alicinei, s-au selectat receptorii Colec12, MARCO,
Msrl, SCAR A3, SCAR A5 si SCAR Bl, care, pe baza structurii situsurilor
de reactie, ar putea interactiona cu alicina, sub forma ei activa in vivo, de
S-alilmercaptoglutation (SAMG). Rezultatele dockingului molecular au
aratat ca intre SAMG si receptorii Msrl, respectiv SCAR A3, exista o
specificitate geometrica redusd, iar energia de legare a fost de -4.7 / -4.8
kcal/mol. In schimb, intre SAMG si Colec12, MARCO, SCAR A5 si SCAR
B1, s-au Inregistrat energii de legatura cuprinse intre — 5 kcal/mol in cazul
SCAR A5 si-6.7 kcal/mol in cazul Colec 12. Specificitatea geometricd a fost
foarte mare pentru Colec12, MARCO, SCAR A5 si SCAR B1 (Tabelul 17)
(Toma si colab., 2019).
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Tabelul 17. Caracteristici energetice si de interactiune geometrica ale unor receptori
de tip scavenger in interactiunea cu SAMG.

Ligand Tip Energie de legare Specificifatve
(kcal/mol) geometrica
Colec12 SCAR A -6.7 Foarte mare
MARCO SCAR A -5.7 Foarte mare
Msrl SCAR A -4.7 Foarte scazuta
SCARA 3 SCAR A -4.8 Foarte scazuta
SCARA 5 SCAR A -5.0 Scazuta
SCARB 1 SCARB -5.7 Foarte mare

Legenda: Colecl2 — receptor scavenger cu domeniu

tip lectina C; MARCO - receptor macrofagic cu

structura colagenica; Msr1 — receptor scavenger macrofagic 1; SCARA 3/5 — clasa A de receptori scavenger,

tipul 3 respectiv 5, SCARB 1 - clasa B de receptori scavenger, tipul 1.

Dintre acesti receptori, Colec12, MARCO si SCAR B1 au reunit atat

energie de legdtura mare (-6.7 kcal/mol pentru Colecl2 si -5.7 kcal/mol

pentru MARCO si SCAR B1), cat si specificitate geometrica ridicatd. S-a

constatat, totodata, cd, intre SAMG si aceste proteine transmembranare

din clasa Scavenger Receptors se stabilesc legdturi electrostatice, iar

interactiunea este de tip geometric (potrivire asemenea mecanismului

cheie-broasca) (Fig. 16) (Toma si colab., 2019).
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Fig. 16. Geometria receptorilor scavenger si modele de interactiune intre SAMG si
receptorii scavenger selectati. I: Al-Colec12 (quadrimer); BI-MARCO (dimer); CI-
SCAR BL1. II: Geometria sistemului SCAR-SAMG dupa docking; pentru o mai bund
vizualizare a situsului de legare, figura reprezinta doar un monomer de la fiecare
receptor: All-Colec12 (monomer A); BII-MARCO (monomer A); CII-SCAR B1. III:
Suprafetele de interactiune SAMG - sistemul SCAR dupa docking. IV: Suprafetele
coulombice ale sistemului SAMG-SCAR, unde cu rosu este reprezentatd incarcatura
electric negativ4, iar cu albastru, incarcatura electric pozitiva.

5.4.2. Actiunea alicinei asupra limfocitelor B CD19+

Pe baza datelor experimentale obtinute, in studii in vivo pe
sobolanul alb din rasa Wistar, am conceput a doua parte a experimentului,
folosind limfocite B CD19+. Aceste cercetari, au avut obiectivul de a
verifica dacd SAMG poate sa actioneze direct asupra receptorilor
scavenger limfocitari sau efectul de stimulare a limfocitelor B CD19+ a fost
conditionat de macrofage si limfocite T. Celulele au fost tratate cu trei doze
diferite de alicina, stabilite in raport cu volumul de distributie al acesteia.
In paralel, s-au testat aceleasi doze ale alicinei, dar in prezenta GSH 1 mM,
fapt care a favorizat formarea SAMG. S-a constatat cd, prezenta GSH,
prezent in mediu, stimuleaza activitatea antioxidantd a alicinei prin
formarea SAMG (Fig. 17). Mai mult, raspunsul imun al limfocitelor B
CD19+ a fost conditionat de prezenta GSH. Alicina simpla nu a generat
cresterea eliberdrii de imunoglobuline de cdtre limfocitele B CD19+, iar
alicina + GSH a condus la cresteri deosebit de proeminente ale proteinelor

totale si ale imunoglobulinelor (Fig. 18) (Toma si colab., 2019).
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Fig. 17. Valorile activitatii CAT (a) si SOD (b) asociate celulelor B CD19+, expuse la
alicind, respectiv alicind + GSH. Prezenta GSH conduce la formarea spontand a
SAMG, ale carui bioactivitati au fost mai proeminente decéat cele ale alicinei simple.
GA1-GA3, atat in cazul catalazei, cat si in cel al superoxid-dismutazei, au manifestat
activitati mai scazute ale acestor enzime ale stresului oxidativ, decat grupurile A1-A3.
G reprezinta grupul tratat cu GSH. Valorile sunt exprimate ca medie + SD.

“p <0.05;“p <0.01; " p < 0.001.
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Fig. 18. Concentratiile IgA (a), IgG (b), IgM (c) si ale proteinelor totale (d) In raport cu
lotul de Control, corespunzatoare la 25.000 de celule B CD19+ expuse alicinei (A1-A3),
alicinei + GSH (GA1-GA3) si glutationului redus (G). Valorile sunt exprimate ca
medie + SD.

*p<0.05;"p<0.01; " p < 0.001.
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5.5. Discutii

Implicatiile stresului oxidativ, in procesele patologice ale
sistemului nervos sau in functionarea normald a organismului, au fost
demonstrate si de studiile noastre, folosind sobolanul alb din rasa Wistar
(Sevastre-Berghian si colab., 2017). In situatia terapiei cu diazepam, cu
scopul generarii unor dezechilibre redox si comportamentale (tulburari de
memorie, anxietate), tratamentul cu curcumina a avut efecte antioxidante.
Creierul prezintd o susceptibilitate crescutd la stres oxidativ, intrucat
tesutul cerebral are un continut ridicat in acizi grasi polinesaturati,
vulnerabili la atacul radicalilor liberi si cu capacitate antioxidanta scazuta.
La acestea, se adauga consumul intensiv de oxigen, metabolismul
catecolaminelor si eliberarea neurotransmitatorilor, considerati ca
importante surse de radicali liberi (Rink si colab., 2011; Krolow si colab.,
2014). Studii recente au sugerat ca stresul oxidativ, disfunctii
mitocondriale sau inflamatia joaca un rol important in aparitia tulburarilor
de memorie, a anxietatii si patologiilor cardio-vasculare asociate cu
tulburarea anxioasa (Uma si colab., 2010; Chakravarthi si Avadhani, 2013;
Bigoniya si Shukla, 2015).

Activitatea antioxidanta, imunomodulatoare si neuromodulatoare
a curcuminei a fost testata, in conditii de stres oxidativ si tulburare
anxioasd, induse cu diazepam, la sobolanul alb din rasa Wistar. Unii autori
au explicat efectul antiinflamator al curcuminei, prin actiunea inhibitoare
a acesteia asupra NF-k{ si ERK %2 si prin reducerea nivelurilor IL-6, IL-1p,
TNF-a si iNOS, in creierul unor soareci transgenici (Abu-Taweel si colab.,
2013; Liu si colab., 2016). Sistemul NF-k(3 este larg exprimat la nivelul
telencefalului (Turillazzi si colab., 2016), iar calea de semnalizare NF-kf3
poate fi activatd de o serie de factori, printre care se numara molecule

provenite de la agenti patogeni (lipopolizaharide), citokine, chemokine,
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neurotransmitatori, factori neurotrofici, corticosteron sau radicali liberi
(Olivera si colab., 2012; Turillazzi si colab., 2016; Sankpal si colab., 2016).

Datele noastre experimentale au ardtat ca diazepamul a crescut
nivelurile NF-kp (Fig. 9a, Fig. 9b) si ERK 2 (Fig. 10) si a amplificat
activarea NF-k{ atat in hipocamp, cat si in lobul frontal (Sevastre-Berghian
si colab., 2017). Curcumina a scdzut exprimarea si activarea NF-kf3,
respectiv pNF-kp (Fig. 9a, Fig. 9c¢), aldturi de ERK %2 si iNOS (Fig. 9d), in
hipocampul animalelor tratate cu diazepam. In lobul frontal,
administrarea curcuminei la animalele tratate cu diazepam, a indus
activarea NF-k{3 si cresterea nivelurilor ERK Y. Aceste actiuni
contradictorii pot fi explicate, pe baza heterogenitatii regionale, privind
densitatea receptorilor benzodiazepinici si diferentele legate de
accesibilitatea liganzilor la receptori, in conditii de stres oxidativ (Kramer
si colab., 1986). Peroxidarea lipidicd creste vascozitatea membranara si
altereaza cuplarea receptorilor cu sistemul molecular efector. Cresterea
peroxidarilor lipidice (Sevastre-Bergian si colab., 2019), chiar daca a fost
nesemnificativa statistic, a indus in lobul frontal, la lotul DZP + CUR +
CMC, alterarea receptorilor membranari si cresterea exprimarii NF-kf3,
ERK Y2 si, totodatd, activarea NF-kf3. Interesant a fost, de asemenea, efectul
observat al curcuminei asupra exprimarii NF-kB in hipocamp si lobul
frontal si activarea factorului de transcriere nuclear k3 doar in hipocamp.
Studiile au mai demonstrat ca, NF-k(3 a fost activat in sistemul nervos
central de catre stimuli precum, factori de crestere si glutamat, iar
activarea acestui factor de transcriere a condus la modularea plasticitatii
sinaptice, a invatdrii si a memoriei de lunga durata (McDonald si colab.,
2001; Meffert si colab., 2003).

Pe langa aspectele observate prin Western blot, datele
histopatologice (Fig. 11) nu au demonstrat efecte asupra hipocampului,
respectiv  cortexului prefrontal, decelabile prin coloratia uzuala
hematoxilind-eozind. Sub aspectul stresului nitrooxidativ, evaluarea
exprimadrii tisulare a iNOS (enzimad responsabila cu sinteza NO) a fost

complementard analizei Western blot. Un studiu recent a ardtat ca blocarea
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genei pentru NOS (iNOS, eNOS, nNOS), pe fond de tulburare anxioasd, a
fost asociata cu aparitia unui fenotip anxiolitic, ceea ce demonstreaza
implicarea NO si NOS in aparitia si evolutia anxietdtii (Zhang si colab.,
2010). Rezultatele noastre au aratat ca, administrarea curcuminei la
sobolani Wistar tratati cu diazepam, a scazut imunoreactivitatea pentru
iNOS (Fig. 12) a neuronilor CA3 hipocampici si corticali frontali, in
comparatie cu lotul DZP. Aceste date experimentale au evidentiat stresul
nitrooxidativ ca agent etiologic al tulburarii anxioase (Sevastre-Berghian
si colab., 2017).

Revenind la definitia pe care am elaborat-o la inceputul Capitolului
3 (pag. 43), unde stresul era caracterizat ca perioada de debalansare indusi de
o seamd de factori fizici sau chimici prin care un biosistem aflat in echilibru
(homeostazi) trece, aflindu-se intr-o continud tendintdi de adaptare, limita dintre
normal si patologic este redata de timpul de actiune al stresorului si de
timpul de reactie al biosistemului. Un stresor puternic va genera stres
oxidativ intr-o masurd pe care organismul nu o va putea ,tampona”,
astfel, trecerea de la stresul oxidativ, ca rezultat secundar normal al proceselor
metabolice, la stresul oxidativ, ca agent etiologic al diverselor patologii, se face
foarte rapid. Studierea stresului oxidativ in conditii normale, urmata de
interventia cu un agent antioxidant, precum alicina, a scos la lumina,
cateva relatii existente intre prezenta radicalilor liberi si reactia imuna,
situatie prefiguratd de datele noastre anterioare privind bioactivitatea
curcuminei (Toma si colab., 2019).

Rabinkov si colab. (2000) au demonstrat formarea SAMG, in urma
reactiei dintre alicind si GSH, iar studiile noastre s-au orientat pe
bioactivitatea acestui compus. Formarea SAMG are loc, In mod natural,
doar in conditii in vivo, unde alicina intalneste glutationul redus in vederea
generarii formei active in vivo a alicinei, care este S-alilmercaptoglutationul
(SAMG). Activitatea antioxidanta a alicinei a fost bine caracterizata prin
metode in vitro si in chemico, precum cele cu DPPH, Trolox sau cele bazate

pe oxidarea hemoglobinei (Mot si colab., 2016).
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Salehi si colab. (2019) au aratat ca, administrarea in vivo a alicinei a
scazut concentratia GSH si a gruparilor sulfhidril din sange, ceea ce sustine
datele noastre experimentale, aparent contradictorii. Compusul format in
urma reactiei dintre alicina si GSH nu mai este mdsurabil prin metoda
traditionala Ellman cu acid ditionitrobenzoic (DTNB), astfel, concentratia
GSH, respectiv -SH a marcat o scddere (Toma si colab., 2019).

Datele noastre experimentale au ardtat cd, In urma administrarii
alicinei, activitatea CAT a scdzut in raport invers proportional cu dozele
de alicind (Fig. 13a), in timp ce activitatea SOD (Fig. 13b) nu a prezentat
variatii semnificative. Aceste date au demonstrat ca nu exista, in mod
obligatoriu, o relatie de directa proportionalitate, intre CAT si SOD, cu
toate ca, SOD este enzima care livreaza substrat pentru CAT. Totodata,
cresterea CAT nu Inseamnd iIntotdeauna cresterea stresului oxidativ
(Toma si colab., 2017; Toma si colab., 2019).

Studiile au aratat ca, valorile parametrilor stresului oxidativ, in
special enzime ca SOD, CAT si GPX variazd atat in raport cu modelul
biologic utilizat, cat si cu momentul recoltdrii probelor. Astfel, trei zile de
stres neuropsihic au determinat cresterea CAT sangvine la valoarea
absoluta de 64 U/mL, iar sapte zile de stres neuropsihic au condus la o
valoare absolutd a CAT din sange de 67 U/mL, fatd de Control, unde CAT
avea o valoare absoluta de 40 U/mL; cresterea, in decursul a sapte zile, nu
a fost semnificativd fata de valoarea CAT determinata dupa trei zile de
stres neuropsihic (Toma si colab., 2017). Sagor si colab. (2015) au mentionat
scaderea CAT in plasmd, la valoarea absolutd de 2.9 U/mL, dupa
expunerea sobolanilor Wistar la doze repetate de CCls — xenobiotic
generator de radicali triclormetil, puternic prooxidanti — in timp ce, la
animalele de Control, valoarea absoluta a CAT a fost de 6 U/mL.
Expunerea sobolanilor Wistar, la hemoglobina nativd, agent puternic
prooxidant, dupa 12h de la administrarea intravenoasd, a determinat o
valoare absoluta a CAT de 280 U/mL, in timp ce la lotul Control, s-a
determinat o activitate a CAT de 118 U/mL (Toma si colab., 2016). Aceste
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date demonstreaza ca, agentul stresor si mai cu seama momentul recoltdrii
probelor, sunt hotdratoare in ceea ce priveste valorile enzimelor stresului
oxidativ.

S-a putut observa cd, un agent puternic prooxidant scade
activitatea CAT (cazul CCls), un alt agent prooxidant, creste activitatea
CAT (cazul hemoglobinei native) sau un factor stresor care genereaza stres
oxidativ, chiar daca a actionat mai mult timp, nu a determinat cresterea
semnificativd a CAT 1n sange. In cadrul datelor noastre experimentale,
absenta variatiilor SOD si scdderea CAT au sugerat faptul ca, radicalii
superoxid nu sunt generati, iar nivelul peroxizilor a scdzut. Scdderea CAT
a putut fi relationatd cu un nivel scazut al stresului oxidativ, deoarece CAT
a scazut atat in ser cat si in culturile de limfocite B CD19+, in timp ce SOD
nu a prezentat modificari in ser, dar in culturile de limfocite B CD19+ a
scazut (Fig. 17). In plus, catalaza este o enzima antioxidativa din esalonul 2
de interventie (Chance si colab., 1979), prima enzima care actioneaza
asupra peroxizilor fiind glutation-peroxidaza (GPX). Astfel, interpretarea
modificdrilor CAT a tinut cont de competitia existenta, intre CAT si GPX,
dar si de variatiile SOD. Aparenta contradictie, intre tendinta de crestere a
SOD si scddere a CAT in ser, a relevat caracterul polifactorial al
raspunsului antioxidativ in vivo, In timp ce in vitro (limfocite B CD19+),
SOD si CAT au variat in tandem. Nivelurile CAT si SOD au fost scazute in
vitro, Intrucat productia de superoxizi a fost balansatd de efectul direct de
scavenging al alicinei, respectiv SAMG (Lund si colab., 2005; Trio si colab.,
2014; Salehi si colab., 2019). In acest context, diferenta majora intre ser si
limfocitele B CD19+ a fost faptul cd, sistemele in vivo utilizeaza mecanisme
antioxidante complementare (antioxidanti nonenzimatici, reglare
hormonala, reactii ale matricei tisulare etc.), in timp ce limfocitele B CD19+
au fost un sistem izolat. Balanta oxidativa a fost normalizata de catre
SAMG, precum si imunitatea mediatd umoral. Relatia dintre stresul
oxidativ si inflamatia sistemica sau reactia imund locald, mediata de
citokine (IL-6, IL-8, etc.) si factori de transcriere (ex. NF-kP), a fost
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mentionatd In capitolele anterioare. Astfel, s-a pus problema relatiei
directe dintre statusul redox, in conditii nepatologice, si reactia imuna.
Studiile au ardtat efectul stimulator, asupra imunitatii mediate umoral, al
usturoiului, al cepei (Jafari si colab., 2008; Arreola si colab., 2015) si al altor
reprezentanti ai genului Allium (ex. A. ogliquum, A. ursinum), fara sa
realizeze o corelatie, intre nivelul stresului oxidativ din sange si
concentratia sericd a imunoglobulinelor, sau cu date din hemograma
(Schafer si Kaschula, 2014; Arreola si colab., 2015). Datele noastre supuse
PCA (Principal Component Analysis) (Fig. 19) demonstreaza corelatia
negativa intre markerii stresului oxidativ si imunoglobuline (Toma si
colab., 2019).
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Fig. 19. Diagrame de corelatie intre parametrii determinati din ser (A) si din
limfocitele B CD19+ (B), folosind modelul PCA (Principal Component Analysis). in
ser, o corelatie negativa intre CAT si imunoglobuline si o corelatie pozitiva intre SOD
si imunoglobuline a demonstrat ca stresul oxidativ influenteaza direct, sinteza
anticorpilor. in studiile in vitro, CAT si SOD au fost negativ corelate cu
imunoglobulinele. Prin prisma PCA, studiile in vitro au confirmat asumptia bazata pe
datele provenite de la sobolanii Wistar, conform careia, pe mdsura ce stresul oxidativ
a scazut, sinteza si eliberarea imunoglobulinelor a fost amplificata.

Unii autori au mentionat implicarea IL-1 si TNF-a (Dinarello, 2000;

Jayanthi si Dhar, 2011), in stimularea raspunsului imun umoral asociat
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preparatelor cu alicind. Datele noastre au aratat faptul ca SAMG a
determinat cresterea semnificativa (p < 0.001) a imunoglobulinelor atat la
sobolanul Wistar (Fig. 14 a-c), dar fard modificarea parametrilor
leucocitari (Tabelul 16), cat si in vitro (limfocite B CD19+) (Fig. 18 a-c)
(Toma si colab., 2019). Formarea in vivo a SAMG si efectul
imunostimulator al acestuia, atat in vivo cat si in vitro, a condus la ipoteza
actiunii acestuia asupra unor receptori localizati pe limfocitul B. S-a
constat, de catre unii autori (Tzianabos, 2000; Ferreira si colab., 2015), ca
molecule, precum proteine, peptide, lipopolizaharide, glicoproteine sau
derivati lipidici, pot genera un rdspuns imun umoral prin intermediul
unor receptori de tip scavenger, localizati pe macrofage. Mai mult, aceiasi
autori au demonstrat ca, IgM este principala fractiune gamaglobulinica ale
cdrei cresteri au fost remarcate dupd expunerea la antigeni precum,
glucani, manani, polizaharide-proteine sau acid hialuronic. Pe baza
acestor date publicate, s-a presupus cd SAMG ar actiona in mod similar,
prin intermediul unor receptori scavenger, dar localizati pe limfocitul B
CD19+. Jordo si colab. (2011) au demonstrat prezenta receptorilor SCAR
B1 (clasa Bl a receptorilor scavenger) la nivelul limfocitului B. Pe baza
acestor date publicate, s-au efectuat o serie de simuldri moleculare de
interactiune, intre SAMG si SCAR BI, la care s-au adaugat receptorii
Colec12, MARCO, Msrl, SCAR A3, SCAR A5, pe care literatura 1i descria
cu implicatii In rdspunsul imun umoral nespecific (Jordo si colab., 2011;
Arredouani, 2014; Zhang si colab., 2018). Rezultatele noastre
experimentale au demonstrat faptul cda SAMG prezintd o specificitate
geometric ridicata cu receptorii Colec12, MARCO si SCAR B], iar energiile
de legare, cele mai mari, au fost in cazul acelorasi receptori. Pe baza datelor
experimentale obtinute si a bazei de date KEGG, s-a construit calea de
sinteza a imunoglobulinelor, sub actiunea SAMG (Fig. 20) (Toma si colab.,
2019).
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Fig. 20. Calea de sinteza a imunoglobulinelor, de catre limfocitul B CD19+, sub
actiunea SAMG (detalii in text).

Date fiind rezultatele lui Jordo si colab. (2011), calea de semnalizare
a SAMG s-a conturat in jurul receptorului SCAR B1. Receptorii Colec12 si
MARCO nu au fost identificati la nivelul limfocitului B CD19+, prin
metode robuste, dar nu s-a exclus posibilitatea implicarii acestor receptori
in semnalizarea celulara a SAMG, 1in cresterea si eliberarea
imunoglobulinelor. Colec12, MARCO si SCAR B1 se regdsesc ca receptori
transmembranari la macrofage (Jordo si colab ., 2011). Receptorul SCAR
B1 a fost descris, initial, ca receptor pentru HDL (Schéfer si colab., 2009),
iar ulterior s-au adaugat estradiolul si vitamina E ca agonisti pentru SCAR
B1 (Martineau si colab., 2014).

SAMG poate actiona in vederea cresterii concentratiei serice a
imunoglobulinelor A, G si M prin doud cdi: (i) calea indirectd via

macrofage cu receptori scavenger din clasa A (Colecl2, MARCO) si
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receptori scavenger din clasa B tip 1 (SCAR B1); (ii): calea directa, prin
interactiunea SAMG cu receptori scavenger din clasa B, tipul 1 (SCAR B1)
de la nivelul limfocitelor circulante de tip B. Ambele cdi se intersecteaza cu
calea de semnalizare a receptorului celulelor B (BCR), la nivelul
tirozinkinazei LYN, respectiv SYK. Tirozinkinaza SYK poate directiona
cascada de reactii catre PI3K sau catre activarea ERK. Coactivarea PI3K-
ERK este, de asemenea, o etapa posibila in cross-talk-ul semnalizdrii
receptorului SCAR B1-BCR. In secretia imunoglobulinelor via BCR,
sistemul LYN/SYK-ERK reprezintd principala cale de semnalizare
destinatd co-stimuldrii BCR. Astfel, SAMG, prin calea directa, (PI3K sau
ERK) conduce la transcrierea, traducerea, foldingul post-traducere si
eliberarea imunoglobulinelor de catre limfocitul B. Prezenta stresului
oxidativ influenteaza negativ impachetarea proteinelor si restul proceselor
asociate producerii imunoglobulinelor. Alicina, prin intermediul SAMG,
dezvolta reactii de radical scavenging si joaca rolul unui epimetabolic keeper

(gardian epimetabolic) (Toma si colab., 2019).

5.6. Concluzii

Stresul oxidativ, asociat cu neuropatologii (tulburari de memorie,
anxietate) sau cu modularea reactiei imune, a demonstrat caracterul
pleiomorf al reactivitatii modelului biologic folosit. S-a observat activitatea
antioxidanta cerebrala a curcuminei, prin modularea cdii de semnalizare
mediatd de NF-k(3, ERK1/2 si iNOS, dupa administrarea unei doze de
diazepam (agentul care a destabilizat balanta redox cerebrala). Pe de alta
parte, in conditii normale, alicina a jucat un rol de stimulator al limfocitelor
B, prin intermediul receptorului SCAR B1, a cdrui cale de semnalizare s-a
intersectat cu cea a BCR (B Cell Receptor), conducand la amplificarea
secretiei de imunoglobuline. In paralel, cu cresterea sintezei si eliberarii
imunoglobulinelor, stresul oxidativ a fost diminuat. Mai mult, o serie de

date experimentale obtinute de noi au demonstrat ca, exista relatii de
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inversd sau directa proportionalitate intre stresul oxidativ si reactia
inflamatorie sistemicd, respectiv raspunsul imun mediat umoral. Modelul
biologic, insd, a evidentiat caracterul polifactorial al stresului oxidativ si a
demonstrat ca, diferiti compusi destinati variatelor scheme de tratament,
actioneaza dupa legi comune si, totodatd, s-a constatat caracterul deosebit
de dinamic si, adesea contradictoriu, al parametrilor stresului oxidativ
(Toma si colab., 2019).

116



6.

Actiunea in vivo, a unor extracte vegetale,

in patologii asociate cu dezechilibre redox

6.1. Design experimental

Studiul in vivo, al activitdtii extractelor vegetale, prezinta, pe de-o
parte, avantajul mimetismului ridicat al modelului biologic cu organismul
uman si, pe de alta, mimetismul reactiilor complementare tisular-specifice
pe care modele in vitro il ating. Dupa cum s-a mentionat in sectiunea 2.3.1.
Bioactivitate la extracte vegetale — o paradigmd in fitoterapie (pag. 29),
neajunsul, adesea observat in cercetarea in vivo a extractelor vegetale, este
absenta testelor cu compusul specific speciei din care s-a obtinut extractul.
Astfel, multe cercetari, cu privire la bioactivitatea unui extract vegetal, nu
pot distinge actiunea sinergica a compusilor pe care extractul 1i contine, de
actiunea unui compus specific speciei sau genului din care s-a obtinut
extractul. In cele din urmj, efectele adjuvante, preventive sau terapeutice
ale preparatelor din plante (extracte apoase, tincturi, ceaiuri, siropuri etc.)
sunt cele pe care literatura de specialitate le aduce in fatd, acceptand insa
limitarea generata de absenta — adesea — a studiilor cu compusii specifici.

Dupa cum am mai mentionat, trebuie fdacuta distinctie intre
bioactivitatea generala si bioactivitatea specificd a extractelor vegetale.
Daca in bioactivitatea generald se incadreaza proprietatile antioxidante si
antiinflamatoare ale extractelor, activitatea specifica este evidentiata in
urma administrdrii extractului In situatii patologice induse (modele

experimentale pentru patologii). Tabelul 18 sumarizeaza designul
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experimentelor care au inclus extracte vegetale de Lamium, Vaccinium, Galium,
Malus, Hypericum si Cornus, administrate in diferite contexte patologice
induse. Astfel, s-a putut evidentia activitatea specifica a extractelor si s-au
creat premisele testdrii anumitor compusi (ex. subtipuri de iridoide din
Lamium, arbutozida din Vaccinium) sau a cercetdrii aprofundate a unor
extracte, insuficient caracterizate (ex. extractul de Malus).

Extractele vegetale au fost obtinute prin repercolare la rece in
etanol 96%, iar concentratia alcoolului in extractul final a fost cuprinsa
intre 15-30%. Extractele de Lamium, Vaccinium, Galium, Malus si Cornus au
fost administrate sub forma de extract fluid, In matrice hidroalcoolica, in
timp ce extractul de Hypericum a fost desicat si administrat In matrice de
carboximetilceluloza. Toate extractele au fost administrate pe cale
enterald, la sobolani albi din rasa Wistar, cu varste cuprinse intre 4 si 6 luni,
masculi (in studiul extractelor din Hypericum si Cornus) sau femele (in

studiul extractelor din Lamium, Vaccinium, Galium si Malus).

Tabelul 18. Designul experimental al testdrii in vivo a extractelor vegetale, in vederea
stabilirii bioactivitatii specificc. MHA - matrice alcoolici; MHGA - matrice
hidrogliceroalcoolicd; MCMC — matrice carboximetilceluoza.

Model Loturi Durata Determinari
Extract R . R .| Probe recoltate
patologic experimentale | experimentului efectuate
Control sAnge CHOL, TGL, AA,,
Lamium Stres (2h/zi) & CAT, TBARS, CS
album (LA), Extract LA (200 ficat, rinichi,
Lamium stres de mg/kg corp/zi) . gl. suprarenale, Col. HE
. . 17 zile g
purpureum | imobilizare Extract LP (200 timus
(LP) mg/kg corp/z) Col. HE, CHOL,
- MHA - Stres + Extract LA creier CS, CAT, AA,
Stres + Extract LP TBARS, TNFa,
toxicozs Control UREA, CREA,
. R % .| Extract (200 mg/kg sange TGO, TGP, CHOL,
Vaccinium | hepatica si .
. . corp/zi) (E) . GLUC
vitis-idaea renald 15 zile
MHA indusa cu Alcool (6 g/kg corp
otanol etanol 50%/zi) rinichi, ficat Col. HE
Extract + Alcool
Control
Galium Extract (250 mg/kg hipotalamus, | analiza histologica
stres de . . NP .
verum imobilizare corp/zi) 15 zile hipofiza, gl. (col. Nissl, col. HE,
- MHA - Stres (3h/zi) suprarenale col. Hurduc)

Extract + Stres
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Model Loturi Durata Determinari
Extract . . . .| Probe recoltate
patologic experimentale | experimentului efectuate
Extragz;(t)go;g/kg sange ALT, AST, WBC,
Malus Steatohepa- R LYM, TNFa
sylvestris | tita indusa corp/zi) 7 zile
_MHGA- | cuccl | CCU00uL/kg , analiza histologici
corp/zi) ficat (Col. HE)
CCls + Extract )
Control (CMC)
FG-7142 (7.5 mg/kg
corp, i,p. doza
puniié) sange CS
Hypericum APZ + FG-7142
perforatum anxietate (APZ, 0.08 mg/kg
si H. indusa cu corp) 22 zile
maculatum FG-7142 Q +FG-7142 (Q, 30 MDA, CAT, SOD,
-MCMC- mg/kg corp) IL-1at, IL-1B,
HM + FG (HM, creier MCP1, IFN, MIP,
350 mg/kg corp) RANTES, NF-k,
HP + FG (HP, 350 PNF-kB
mg/kg corp)
apoptoza Control NV .
Cornusmas | indusicu | T7D1AgNP-CM analiza Tlg(ék’gma
(CM) nanoparticu- | T7D2 Ag-NP-CM 15 zile testicul imuntjf(ilioregcenté
-MHA - | ledeargint | T15D1 Ag-NP-CM (TUNEL) ’
(AgNP) | T15D2 Ag-NP-CM

Legenda: CHOL - colesterol; TGO/AST — transaminaza glutamat oxaloacetica; TGP/ALT - transaminaza
glutamat piruvica; UREA — uree; CREA - creatinina; CAT - catalazd; TBARS - specii reactive cu acid
tiobarbituric; CS — corticosteron; AA - adrenalind; GLUC - glucozd; WBC - leucocite; LYM — limfocite;
TNFa -Factorul de Necroza Tumorala o; MDA — malondialdehidd; SOD - superoxid-dismutazd; IL-1ca/1(3
— interleukina 1a/1B; MCP1- proteina chemoatractantda macrofagicdl; IFN - interferon; MIP — proteina
inflamatorie macrofagica 1, RANTES - factor de reglare a functiei secretorii si a adeziunii limfocitelor T;
NF-kB/pNF-kf — factorul nuclear kp/forma activata.

6.2. Protocoale experimentale
6.2.1. Metode spectrofotometrice

Metodele spectrofotometrice au fost folosite pentru determinarea
activitatii catalazei, pentru cuantificarea proteinelor totale, albuminei si
glutationului. Tehnicile folosite au fost reprezentate de spectroscopia UV-
vis, cu ajutorul cdreia se coreleaza o reactie de culoare aparutd in urma
unei reactii specifice (relatie direct proportionald) sau stingerea

semnalului unei anumite molecule (relatie invers proportionald), cu
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concentratia moleculei de interes/de dozat. Prin aceste metode s-au
determinat concentratiile: CHOL, TGL, TGO, TGP, UREA, CREA, TBARS,
AA, GLUC si activitatea CAT si SOD. MDA a fost determinata prin
metoda fluorimetricd, dupa descrierea lui Conti si colab. (1991) (Roman si
colab., 2016; Roman si colab., 2017; Toma si colab., 2018).

6.2.2. Western blot si ELISA

Metoda Western blot a fost aplicata in cuantificarea NF-k3 si pNF-
kB din probe de hipocamp, respectiv lob frontal. Prin ELISA (kituri
specifice de la IBL - International, Hamburg, Germania) s-au cuantificat
CS, TNFq, IL-1a, IL-1B3, MCP1, IEN, MIP si RANTES. Pentru Western blot,
lizatele tisulare (creier, ficat) (20 pug proteina/banda) au fost separate prin
electroforeza in gel SDS PAGE 8%, apoi au fost transferate pe membrane
de polivinilidenflourura (BioRad). Bloturile au fost apoi blocate si incubate
cu anticorpi NF-kP si pNF-kB (Santa Cruz Biotechnology, Heidelber,
Germania) diluati 1:500. Dupa spalare, bloturile au fost incubate cu
anticorpul secundar corespunzator cuplat cu HRP, dilutie 1:500 (Santa
Cruz Biotechnology). Proteinele au fost vizualizate si detectate, folosind
un substrat de tipul Supersignal West Femto Chemiluminiscent impreund cu
un sistem de vizualizare a gelului. Proteina de control a fost GAPDH.
Rezultatele au fost exprimate ca unitati de densitate opticd/mg proteine.
Pentru ELISA, lizatele tisulare (creier, ficat) au procesate dupa
instructiunile producatorului. Rezultatele au fost exprimate ca medie + SD

(Sevastre-Berghian si colab., 2018).

6.2.3. Analiza hematologica in flux

Sangele recoltat pe EDTAK: 4% (sarea dipotasicd a acidului
etilendiaminotetraacetic), 50 uL/tub recoltare, desicat in prealabil, a fost

supus analizei hematologice, folosind un analizor automat de tip Abaccus
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Diatron. Acesta emite un fascicul laser prin dreptul cdruia trece fluxul de
probd (sange integral) Impreund cu reactivul specific de dilutie si liza.
Astfel, s-au masurat diametre celulare (eritrocite, leucocite, trombocite),
s-a cuantificat numadrul de celule si s-a determinat concentratia
hemoglobinei sangvine. Aparatul a calculat, astfel, indicii eritrocitari,

leucocitari respectiv trombocitari (Toma si colab., 2018).

6.2.4. Examen histopatologic si imunohistochimic

Pentru analiza histologica, probele au fost fixate in formaldehida
neutrd 10%, timp de 3 zile. Dupa fixare, tesutul a fost histoprocesat si
inclus in parafina. Din blocurile de parafina obtinute, s-au efectuat sectiuni
groase de 5 um, care au fost apoi supuse coloratiei hematoxilina-eozina
(ficat, rinichi, glande suprarenale, creier, testicul), Nissl (creier) si Hurduc
(glanda hipofiza). Examenul histologic si histopatologic s-a efectuat
folosind un microscop Optika B-383LD2 cu camerd digitald si modul
pentru examenul in fluorescentd. Pentru cuantificarea gradului apoptozei
(testicul), sectiuni de 5 um, deparafinate si hidratate, au fost procesate in
acord cu Situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics, Indianapolis,
USA, REF 11684809910) cu fluoresceind-dUTP care a permis detectia
fragmentdrii AND 1n fluorescentd, direct dupd reactia TUNEL si
addugarea peste sectiuni a anticorpului conjugat anti-fluoresceina.
Examenul microscopic al sectiunilor, s-a realizat in lumina UV, folosind

un filtru verde (Toma si colab., 2018; Opris si colab., 2019).

5.2.5. Analizd statisticd

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind software-ul
GraphPad Prism, versiunea 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Rezultatele au fost exprimate ca medie + deviatia standard a mediei (SD).
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Datele au fost supuse ANOVA, urmata de testul Bonferroni. Valoarea lui
p asociat testului post-hoc Bonferroni, mai mica de 0.05, a fost considerata
semnificativa statistic. Coeficientii de corelatie au fost interpretati dupa
scala Colton. "p <0.05; " p <0.01; ™ p <0.001 (Toma si colab., 2018).

6.3. Compozitie chimica si actiunea extractelor de Lamium album L. si
Lamium purpureum L. asupra unor parametri sangvini si histologici, in

conditii de stres de imobilizare

Materialul vegetal prelevat din diferite areale a fost uscat pe cale
naturald si supus extractiei cu solventi de polaritati diferite, pentru
evidentierea compusilor cu actiune antioxidanta de tip polifenolic,
flavonoidic, iridoidic, triterpenic etc. Materialul folosit a constat in
exemplare de Lamium inflorite, din care s-au luat pentru extractie 2,5 g/100
mL de etanol 96%. Metodele de determinare au fost cromatografia pe strat
subtire (CSS), spectrofotometria si cromatografia in faza lichida de inalta
performanta (HPLC). Separarea s-a efectuat folosind o faza mobila
formatd din acetonitril si acetat de sodiu 2 mM (pH = 3.5). Dupa
optimizarea conditiilor de lucru cromatografice in vederea separarii, au
fost injectate solutii etalon de acid galic, acid clorogenic, acid cafeic, acid
salicilic, acid ferulic, acid p-cumaric, acid o-cumaric, acid rozmarinic, acid
cinamic, rutozida (cuercetin-3-O-rutinozida), hiperozida (cuercetin-3-O-
galactozida), luteolin, luteolin-7-glucozida, apigenol, apigenin-7-
glucozida si quercetol. Pentru aceste etaloane, s-a inregistrat spectrul de
absorbtie In UV, spectru care a fost salvat in biblioteca de spectre. Acesta
a fost utilizat, in continuare, pentru identificarea acestor compusi din
extractele vegetale de Lamium. Tabelul 19 sintetizeaza valorilor
principalilor compusi determinati prin HPLC in extracte etanolice de L.

album si L. purpureum (Roman si colab., 2016).
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Tabelul 19. Continutul de acid clorogenic, acid rozmarinic, rutozida, acid cafeic si

subtipuri de iridoide (SME!, ASME?) la extractul etanolic de L. album si L. purpureum.
Rezultatele sunt exprimate ca medie + SD.

mg/100g material vegetal uscat

Specia i i
P Acid . ACld, . Rutozida Acid cafeic SME?7 ASME?28
clorogenic rozmarinic
Lamium 1105018 | 980+195 | 20074230 | 7954+1.43 | 187+154 | 226164
album
Lo
AWM 5303+0.06 | 10521201 | 21974066 | 83+1.74 - -
purpureum

Pentru evidentierea activitatii specifice, la extractele de L. album si
L. purpureum, modelul biologic folosit a constat in expunerea repetatd a
sobolanului alb Wistar la stres de imobilizare. Imobilizarea a condus la o
serie de modificdri morfopatologice (distrofii hepatice, expansiuni
glomerulare, imunosupresie, atrofia suprarenalelor, insuficienta
tiroidiana si ovariand, glioza si ratatindri cerebrale etc.) fata de care,
extractele de L. album, respectiv L. purpureum, au avut actiune terapeutica.
La nivel hepatic (Fig. 21), expunerea la stres de imobilizare a animalelor
(lotul S), a determinat distrofii clare moderate ale hepatocitelor, aspect
asociat cu dilatarea lumenului capilarelor sinusoidale din jurul
cordoanelor hepatocitare. Nucleii unor hepatocite au avut forme
neregulate, cu volumul redus, prezentand tendinte de picnotizare (Fig. 21
B). La lotul LA (Fig. 21 C) si la lotul LP (Fig. 21 D) aspectul histologic al
ficatului a fost foarte apropiat de cel al lotului Control (Fig. 21 A).
Examinarea histologicd, a sectiunilor de ficat la loturile SLA si SLP, expuse
stresului anakinetic si tratate concomitent cu cele doua extracte vegetale
de Lamium album, respectiv Lamium purpureum, nu a evidentiat, de
asemenea, modificari morfologice semnificative ale parenchimului

hepatic, comparativ cu lotul Control (Roman si colab., 2017).

I 6-shanzhisid metil ester
2 8-acetilshanzhisid metil ester
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La nivel renal (Fig. 22), la lotul S (Fig. 22 B) s-au evidentiat leziuni
minore la nivelul portiunii proximale si distale a tubilor uriniferi,
caracterizate prin dilatdri moderate, ale lumenului tubilor, care prezinta
arii de descuamare celulara de diferite intensitati. Corpusculii renali au
fost usor mariti ca volum, cu spatiul mezangiul uneori largit subcapsular.
Lalotul LA (Fig. 22 C), tratat cu extract de L. album, s-a constatat, prezenta
pe arii mai extinse, a unor dilatdri mai pronuntate ale lumenului tubilor
uriniferi, atat pe portiunea proximald, cat si distala a acestora, modificarile
nefiind insotite de descuamari epiteliale. La nivelul corpuscului Malpighi,
au aparut modificdri celulare si matriceale ale mezangiului glomerular,
traduse morfologic printr-o crestere mai mult sau mai putin marcantd a
numadrului de celule din structura acestuia, ca urmare a proliferdrii
celulelor mezangiale si endoteliale. Tijele intercapilare care formeaza
tesutul mezangial au fost, de asemenea, mai dilatate (Roman si colab.,
2017).

Fig. 21. Aspectul microscopic al ficatului la Control (A), Stres — S (B), L. album — LA
(©), L. purpureum — LP (D), Stres + LA-SLA (E) si Stres + LP-SLP (F). H&E, x 400, scala
=25 pum.
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Fig. 22. Aspectul histopatologic al rinichiului la Control (A) si grupurile
experimentale. Stres — S (B), L. album — LA (C), L. purpureum — LP (D), Stres + LA-SLA
(E) si Stres + LP-SLP (F). H&E, x 400, scala =25 pum.

La examinarea histologica a parenchimului renal, la lotul LP
(Fig. 22 D), tratat cu extract de L. purpureum, aspectul morfologic
general al parenchimului renal a fost apropiat de cel al lotului Control
(Fig. 22 A). Portiunea proximald a tubilor contorti a prezentat dilatari
moderate a lumenului acestora. Studiul histologic al rinichiului lotului
SLA (Fig. 22 E), expus stresului de imobilizare si tratat concomitent cu
extract de L. album, a evidentiat prezenta, pe arii mai extinse, de dilatari
ale lumenului tubilor uriniferi, atat pe portiunea proximald, cat si
distala a acestora. Epiteliile au fost aplatizate si, pe alocuri, descuamate.
Spatiile intercapilare intraglomerulare au fost, de asemenea, dilatate.
Modificdrile morfologice ale rinichiului au fost asociate cu diureza
crescuta, observatd la animalele acestui lot experimental, pe intreg
parcursul experimentului. Lotul SLP (Fig. 22 F), expus stresului de

imobilizare si tratat concomitent cu extract vegetal de L. purpureum, nu
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a prezentat modificari semnificative ale structurii parenchimului renal,
comparativ cu lotul de Control (Fig. 22 A) (date nepublicate).

Stresul de imobilizare stimuleaza axa HHHSS3, astfel ca, glandele
suprarenale (Fig. 23) au prezentat modificdari histofiziologice
caracterizate 1In termeni generali de atrofie si Imputinarea
spongiocitelor din zona fasciculatd a corticosuprarenalei. Examindrile
histologice au evidentiat un aspect normal al suprarenalelor la lotul
Control, cu cele trei straturi constitutive ale corticalei (stratul
glomerular, fasciculat si reticulat), bine vizibile si delimitate (Fig. 23 A).
La lotul S s-a remarcat o subtiere moderata a zonei corticale, indeosebi
a zonei fasciculate, aspect asociat cu o proliferare, de asemenea
moderatd, a grosimii medulosuprarenalei. In zona fasciculati, au
apdrut grupari de spongiocite hipertrofiate, cu nucleii de asemenea
hipertrofiati, pline cu incluziuni lipidice, precum si numeroase celule
normal constituite, cu citoplasma Incarcatd cu granule de secretie
acidofile, care au sugerat o activitate secretorie crescuta a suprarenalei
in conditiile de stres experimentale. Capilarele sinusoide ale zonei
fasciculate au fost wusor dilatate. Celulele cromafine ale
medulosuprarenalei au fost hipertrofiate, fiind grupate in cordoane
celulare cu aspect compact (Fig. 23 B).

Administrarea extractului vegetal de L. album, la lotul LA (Fig.
23 C) nu a indus modificdri semnificative in morfologia suprarenalelor.
S-a remarcat, totusi, o subtiere a grosimii zonei fasciculate, raportul
corticald/medulard schimbandu-se in favoarea medularei. In zona
fasciculatd, dar mai ales in cea adiacenta reticulatei, au aparut grupari,
de diferite dimensiuni, de celule inactive, cu citoplasma compacta,

lipsite de caracterul spongiocitar. Medulosuprarenala, mai redusa ca

3 Intr-o acceptiune largs, bazati pe date experimentale (Toma si colab., 2017), axa Hipocamp
— Hipotalamus — Hipofiza — Suprarenale (sau axa HHPA: hipocampus — hypothalamus -
pituitary — adenal)

126



6. Actiunea in vivo, a unor extracte vegetale...

volum, a fost formata din cordoane de celule compacte, printre care
apar mici spatii lacunare. Administrarea extractului vegetal de L.
purpureum la animalele lotului LP (Fig. 23 D) a avut ca efect o subtiere
moderata a corticalei. S-a observat o ingrosare semnificativda a zonei
glomerulare; in zona adiacenta fasciculatei, s-a identificat un cordon de
celule cu citoplasma inactivd, compacte si inchise la culoare (asa
numitele dark cells). In zona fasciculata, celulele orientate in cordoane
paralele nu au mai prezentat aspectul normal spongiocitar,
caracteristic. Majoritatea celulelor au avut citoplasma condensatd, cu
nuclei sferici, bine delimitati. Toate aceste aspecte au sugerat o scadere
a secretiei hormonilor glucocorticoizi de cdtre suprarenala.
Medulosuprarenala a fost bine dezvoltatd, fiind formata din cordoane
celulare delimitate de spatii largi, in care tesutul conjunctiv inglobeaza
capilare sinusoidale dilatate. La lotul SLA (Fig. 23 E), care a fost expus
stresului de imobilizare si tratat concomitent cu extract de L. album, s-a
observat o subtiere moderata a grosimii corticalei. In zona fasciculatj,
au apdrut grupari mari de spongiocite cu aspect compact, inchise la
culoare, cu citoplasma lipsita de incluziuni lipidice. Medulosuprarenala
a avut un aspect compact, cordoanele celulare nefiind separate de spatii
lacunare. Aspecte morfologice ale suprarenalei, apropiate de cele
descrise la lotul SLA, au fost observate la lotul SLP (Fig. 23 F), care a
fost expus stresului de imobilizare si tratat concomitent cu extract de L.
purpureum. In zona adiacenta glomerularei, au aparut grupari de celule
inactive, cu citoplasma condensata, lipsite de continut lipidic. In
profunzimea zonei fasciculate, numeroase spongiocite au prezentat
citoplasma balonizata, lipsita de continut celular, cu nucleu globulos,
hipertrofiat. Medulosuprarenala a avut, de asemenea, un aspect
compact, cordoanele celulare nefiind separate de spatii lacunare (date

nepublicate).
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Fig. 23. Structura glandei suprarenale la grupul Control si la loturile experimentale
expuse stresului si/sau tratamentului cu extracte de L. album, respectiv L. purpureum.
Control (A), Stres — S (B), L. album — LA (C), L. purpureum — LP (D), Stres + LA-SLA (E)
si Stres + LP-SLP (F). H&E, x 200, scala = 50 pum.

Analiza histopatologicd a timusului a fost, de asemenea, urmadrita
in vederea identificarii activitatilor specifice extractelor de Lamium. Studii
anterioare au aratat efectul imunomodulator al diferitilor compusi regasiti
in preparate din Lamium (Sanchez de Medina si Zarzuelo, 2008), iar rolul
timusului in imunitatea mediata celular, in conditii de stres de imobilizare,
prezenta un caracter de noutate. La animalele lotului S (Fig. 24 B), expuse
stresului de imobilizare, lobulii timici au avut forma normala,
caracteristica, delimitarea dintre substanta corticala si cea medulara fiind
bine distincta. S-a constatat o crestere a densitatii timocitelor, respectiv
hiperplazia moderata a acestora in corticala lobulilor timici, asociata unei
ingrosdri a corticalei, comparativ cu lotul Control (Fig. 24 A). Zona
medulard a fost fragmentata in insule de diferite marimi. Administrarea
extractului vegetal de L. album, la lotul LA (Fig. 24 C), a avut ca efect
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ingrosarea semnificativa indeosebi a zonei corticale si a condus la
proliferarea timocitelor T imature, comparativ cu lotul S. La lotul LP (Fig,.
24 D), care a fost tratat cu extract de L. purpureum, s-a inregistrat o
proliferare accentuata a timocitelor din zona medulara. La lotul SLA (Fig.
24 E), tratat cu extract vegetal de L. album si expus stresului de imobilizare,
aspectul general al morfologiei timusului a fost caracterizat prin reducerea
grosimii corticalei si a medularei, drept consecinta a hipoplaziei
populatiilor celulare atat din corticald, cat si din medulara. Expunerea la
stresul de imobilizare, a animalelor lotului SLP (Fig. 24 F), tratate
concomitent cu extract de L. purpureum, a avut ca efect o ingrosare mai
accentuatd a medularei, asociata unei hiperplazii moderate a
limfoblastelor din aceasta zona (date nepublicate).

Fig. 24. Structura microscopicd a timusului la Control si grupurile experimentale.
Control (A), Stres — S (B), L. album — LA (C), L. purpureum — LP (D), Stres + LA-SLA (E)
si Stres + LP-SLP (F). H&E, x 200, scala = 50 pum.

Bioactivitatea extractului de L. album s-a remarcat in studiile
efectuate pana aici, astfel ca, cercetarea activitatilor acestui extract a fost
extinsa asupra sistemului nervos, tinand seama de prezenta SME si ASME
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(iridoide specifice genului Lamium) in compozitia extractului. Sobolani
albi, din rasa Wistar, femele, au fost expusi timp de 5 zile, cate 3h/zi la stres
de imobilizare (lotul RS — Restraint Stress), iar extractul de L. album a fost
administrat in dozd de 200 mg/kg corp, pe cale orald, pe tot parcursul
experimentului, dupa scoaterea animalelor de sub incidenta agentului
stresor (lotul RS + LA). Apoi, s-a determinat concentratia/activitatea
enzimaticd, pentru: colesterol, CAT, TBARS, corticosteron din hipocamp
(Fig. 25), adrenalina, TNFa din hipocamp (Fig. 26A si Fig. 26B),
corticosteron, colesterol din sange (Fig. 26C si Fig. 26D), precum si pentru
CAT, TBARS si AA din sange (Fig. 27A, Fig. 27B si Fig. 27C). Evaluarea
histologicd a urmadrit structura girusului dentat (coloratie HE) (Fig. 28)

(date nepublicate).
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Fig. 25. Valorile colesterolului (A), CAT (B), TBARS (C) si CS (D) din lizatul cerebral
(hipocamp) la lotul Control si grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca
medie + SD. "p <0.05; “p <0.01; *p <0.001.

Extractul de L. album a diminuat semnificativ (p < 0.001) stresul
oxidativ (scaderea CAT si TBARS), precum si nivelul colesterolului din
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hipocamp, ceea ce a sugerat scaderea nivelului steroizilor rezidenti in
tesutul cerebral. Aceastd ipoteza a fost validatd prin cuantificarea
corticosteronului (Fig. 25D), a carui concentratie a fost semnificativ
scazutd (p < 0.001), dupa administrarea extractului. Totodatd, adrenalina
si TNFa (Fig. 26A, Fig. 26B) din hipocamp au scazut (p < 0.001) in raport
cu lotul RS.

In sange s-a pastrat aceeasi dinamici, de scidere, dupa tratamentul
cu extract din L. album, a valorilor parametrilor determinati. Astfel,
corticosteronul (Fig. 26C), colesterolul (Fig. 26D), precum si CAT, TBARS
si AA au marcat scaderi ale valorilor concentratiei/activitatii din sange,

dupd cum este ilustrat in Fig. 27.
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Fig. 26. Valorile concentratiei adrenalinei (A) si TNFa (B) din hipocamp si a
corticosteronului (C), respectiv colesterolului (D) din sange, la lotul Control si
grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie + SD. *p < 0.05; “p < 0.01;
**p <0.001.
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Fig. 27. Valorile activitatii CAT (A) si a concentratiei TBARS (B) si AA (C) din sange,
la lotul Control si grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie + SD. “p
<0.05; "p<0.01; ™p<0.001.

Analiza histologica a girusului dentat (Fig. 28) a evidentiat
modificdri precum procese de tip glioza-like in stratul granular al
girusului dentat, cu extindere si in stratul superior. La lotul RS (Fig. 28B),
s-a remarcat subtierea cordonului de celule granulare si aparitia asa
numitilor dark neurons in zona subgranulard. Tratamentul cu extract
hidroalcoolic din L. album a determinat proliferarea zonei granulare a
girusului dentat, proeminenta neuronilor granulari, absenta neuronilor
negri (dark neurons) si ingrosarea intregului cordon celular granular. (Fig.
28C) (date nepublicate).
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Fig. 28. Structura girusului dentat la Control si la grupurile experimentale. in raport
cu Controlul (A), la animalele expuse stresului de imobilizare repetat — lotul RS (B),
s-au identificat dark neurons (marcati cu asterisc galben), in zona subgranulard, cu
tendinta de extindere in teritoriul granular si subtierea cordonului celular (linie
punctatd). Administrarea extractului de L. album — lotul RS + LA (C), a determinat
regenerarea girusului dentat, marcatd prin absenta neuronilor dark si prin
expansiunea si cresterea numadrului straturilor de celule granulare ale girusului
dentat. Procesul regenerativ indus de L. album a fost verificat si prin numararea
tuturor celulelor din girusul dentat (D), in urma céreia s-a putut observa variatia
semnificativa Intre loturile experimentale, In ceea ce priveste numarul de celule
prezent in girusul dentat. Coloratie H&E, x400, scala = 10 um.
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6.3.1. Discutii

Examinarea histologica a ficatului nu a evidentiat modificari
morfo-structurale semnificative la cele sase loturi experimentale,
comparativ cu lotul Control. Aspectele histologice ale morfologiei
hepatice, observate la lotul S, expus stresului de imobilizare si ilustrate
prin distrofia clard, moderatd, a hepatocitelor, asociate cu dilatarea
lumenului capilarelor sinusoidale, sunt modificari reversibile si temporare
(Rostamkhani si colab., 2012; Kumar si colab., 2013). Administrarea
extractelor vegetale de L. album, respectiv L. purpureum (lotul LA si lotul
LP), nu a avut efecte toxice asupra structurii hepatice, aspectul histologic
general al ficatului fiind foarte apropiat de cel al lotului de control.
Examinarea histologicd a sectiunilor de ficat, la loturile SLA si SLP, expuse
stresului anakinetic si tratate concomitent cu cele doua extracte vegetale
de L. album, respectiv L. purpureum, de asemenea, nu a evidentiat
modificdri morfologice semnificative ale parenchimului hepatic,
comparativ cu lotul Control. Aceste observatii au sugerat un efect
protector al celor doud extracte vegetale, in conditiile expunerii animalelor
la stres. Aceste rezultate au sustinut datele experimentale ale lui
Matkowski si Piotrowska (2006), care mentionau efectul benefic si
protector poliorganic al extractelor din genul Lamium (Roman si colab.,
2016; 2017).

Analiza rezultatelor experimentale, privind efectele asupra
structurii rinichiului ale expunerii subcronice a animalelor la stresul de
imobilizare, a relevat existenta unor leziuni minore, atat la nivelul
portiunii proximale si distale a tubilor uriniferi, cat si la nivelul
corpusculilor Malpighi. Considerdm cd aceste leziuni minore au caracter
reversibil, avand in vedere potentialul regenerator al membranei bazale
care sustine epiteliul tubilor uriniferi (Houghton si colab., 1976).
Rezultatele noastre au fost in acord cu datele prezentate de Demirci si
Ozbek (2009), care au observat ca stresul are efecte negative asupra
structurii rinichiului la sobolani. Administrarea extractului de L. album

(lotul LA) a avut ca efect dilatarea lumenului tubilor uriniferi, atat pe
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portiunea proximala, cat si distala a acestora, modificarile nefiind insotite
de descuamari epiteliale. La nivel glomerular, s-au observat dilatdri
moderate ale spatiilor intermezangiale insotite de proliferarea celulelor
mezangiale si endoteliale, situatie care sugereaza efectul diuretic al
extractului. La examinarea histologica a parenchimului renal la lotul LP,
tratat cu extract de L. purpureum, aspectul morfologic general al
parenchimului renal a fost apropiat de cel al lotului Control. Portiunea
proximald a tubilor contorti a prezentat dilatari moderate ale lumenului
acestora, fdrd caracter patologic. Aceste observatii sugereaza ca extractul
de L. purpureum a avut un efect diuretic mai redus. Rezultatele
investigatiilor structurale ale rinichiului la lotul SLA, expus stresului
anakinetic si tratat concomitent cu extract vegetal de Lamium album, a
evidentiat fenomene de dilatare mai intensd, pe arii mai extinse, atat ale
lumenului tubilor uriniferi, cat si a spatiilor intercapilare intraglomerulare
din corticala renald. La lotul SLP, expus stresului de imobilizare si tratat
concomitent cu extract de L. purpureum, nu s-au inregistrat modificari
semnificative ale structurii parenchimului renal, comparativ cu Controlul,
acest fapt demonstrand atat un efect protector fata de efectul advers al
stresului, cat si un potential diuretic mai redus al extractului vegetal de L.
purpureum.

In privinta glandelor suprarenale, aspectul morfologic al acestora,
la lotul S, a sugerat o activitate secretorie crescuta a suprarenalelor in
conditiile de stres experimentale. Rezultatele noastre au fost in
concordanta cu datele obtinute de Sapolsky si colab. (2000), care au
observat ca, in functie de intensitatea si de perioada expunerii la diferiti
factori stresori, acestia pot avea atat efecte stimulatoare, de mediere, cat si
supresoare a secretiei hormonilor glucocorticoizi la nivelul glandei
suprarenale. Administrarea extractului de L. album la lotul LA, precum si
a extractului de L. purpureum la animalele lotului LP, a indus unele
modificdri morfologice, indeosebi la nivelul zonei fasciculate a
suprarenalelor, unde celulele orientate in cordoane paralele, nu au mai
prezentat aspectul normal, spongiocitar, caracteristic. La lotul LP, in zona
fasciculata, s-a remarcat un cordon de celule cu citoplasma inactiva,
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compactd si inchisa la culoare (dark cells). Toate aceste aspecte au sugerat
o inhibare a secretiei hormonilor glucocorticoizi, mai accentuatd la lotul
LP, comparativ cu Controlul. Analiza studiului histologic al suprarenalei,
la loturile SLA si SLP expuse stresului de imobilizare si tratate concomitent
cu extractul de L. album, respectiv L. purpureum, a relevat prezenta de
grupari mari de spongiocite cu aspect compact, inchise la culoare, cu
citoplasma lipsita de incluziuni lipidice. Modificdrile morfostructurale au
fost asociate cu o scadere semnificativa a concentratiei de colesterol din
suprarenald, la ambele loturi experimentale, dupa cum si Savchenko si
colab. (2001), Paduch si colab. (2007) si Spencer si colab. (2004) au
demonstrat, in cercetdtile lor privind actiunea in vivo a diferitelor forme
fitofarmaceutice cu Lamium.

Ca organ central al sistemului imunitar, timusul reprezinta
colectorul primar de tesut limfoid din care se livreaza limfocite in
ganglionii limfatici, in splina si alte organe ale limfocitopoiezei (Cooper si
colab., 1967; Griesemer si colab., 2010). Expunerea animalelor la stresul de
imobilizare (lotul S) a avut, ca prim efect, ingrosarea corticalei, comparativ
cu Controlul, care a sugerat o stimulare a proliferarii timocitelor.
Administrarea extractului vegetal de L. album, la lotul LA, a determinat
hiperplazia semnificativd a zonei corticale, efect care ar puteav fi asociat,
de asemenea, cu stimularea proliferarii timocitelor T imature, dupa cum
au demonstrat in studii similare Sanchez de Medina si Zarzuelo, 2008;
Szajdek si Borowska, 2008; si Cuevas si colab., 2013. La lotul LP, s-a
presupus o proliferare mai accentuata a limfocitelor din zona medulara,
pe baza aspectului histologic observat. La lotul SLA, aspectul general al
morfologiei timusului a fost caracterizat prin reducerea moderata a
grosimii corticalei si a medularei, drept consecintd a hipoplaziei
populatiilor celulare atat din corticald, cat si din medulard. In cazul
grupului SLP, s-a constat o ingrosare mai accentuata a medularei, asociata
unei hiperplazii moderate a limfoblastelor din aceasta zona.

Lanivel cerebral, activitatea specifica a extractului de L. album a fost
demonstrata prin legatura dintre iridoide din L. album (SME, ASME) si
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receptorii pentru GLP-1 (glucagon-like peptide 1), exprimati in hipocamp,
hipotalasmus, corpi striati, cortex cerebelos si neocortex (Larsen si colab.,
1997, Cork si colab., 2015). Administrarea extractului a avut efecte
antioxidante (scaderea TBARS si CAT din hipocamp, respectiv sange),
antiinflamatorii (scdderea TNFa din hipocamp) si reglatoare ale axei
HHHS (scaderea corticosteronului si a adrenalinei). Datele obtinute au fost
in concordantd cu alte cercetdri (Madrigal si colab., 2001; Sahin si
Glimiisli, 2004; 2007; Buynitsky si Mostofsky, 2009) care au demonstrat
efectele prooxidante, proinflamatorii si stimulatoare asupra axei HHHS,
ale stresului de imobilizare. Totodata, Grundman si colab. (2010) au aratat
actiunea reglatoare si modulatoare a polifenolilor sau iridoidelor asupra
reactiei oxidative, inflamatorii si asupra reactivitatii sistemului neuro-
endocrin. S-a observat, totodata, ca stresul de imobilizare a determinat
aparitia unor modificari de tip glioza, la nivelul zonei subgranulare a
girusului dentat, cu expansiuni In neuronii granulari ai aceleasi
substructuri a formatiunii hipocampice. Mai mult, administrarea
extractului nu doar ca a contracarat efectele stresului, dar a condus la
proliferarea stratului granular al girusului dentat si la expansiunea
formatiunii, modificdri care au sugerat o posibila stimulare a neurogenezi
adulte (asupra acestui subiect se deruleaza cercetari in cadrul colectivului
nostru). In urma cercetarii bibliografice, s-a ajuns la concluzia ca receptorii
pentru GLP-1 sunt implicati direct in plasticitatea straturilor neuronale ale
girusului dentat (Lachey si colab., 2005; Cork si colab., 2015). In plus,
iridoidele prezente in L. album, precum SME si ASME, au fost descrise ca
molecule agonist pentru receptorii GLP-1 (Ghosal si colab., 2013; Holt si
Trapp, 2016). Pe baza acestor observatii, s-a conturat ipoteza implicarii
directe a SME/ASME in procesul regenerativ celular asociat tratamentului
cu L. album. Polifenolii si alti fitocompusi (alaturi de iridoidele SME si
ASME) au fost responsabili de efectul antioxidant si antiinflamator al

extractului din L. album.
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6.3.2. Concluzii

Testarea pe sobolanul de laborator a extractelor de L. album si L.
purpureum, in conditii normale si de stres de imobilizare, a relevat multiple
bioactivitdti de ordin protector si reglator ale acestora. Pe de alta parte,
modelul biologic folosit a scos in evidentd ordinea intrdrii in reactia
defensiva a biosistemului model (sobolanul alb Wistar) prin intermediul
reactiilor adaptative (i) biochimice si (ii) tisulare. Modelul biologic a aratat,
de asemenea, ca organele asociate axei functionale HHHS sunt in prima
linie de reactie adaptativa, urmate de organele cu rol principal metabolic
(ficat, rinichi). S-a putut observa bioactivitatea specifica a extractului de L.
album, fundamentata pe prezenta in extract a unor iridoide precum SME
si ASME. Aceste iridoide au fost responsabile si de efectele regenerative
ale extractului de L. album asupra girusului dentat.

6.4. Compozitie chimica si actiunea protectiva asupra ficatului si
rinichiului, a extractului de Vaccinium vitis-idaea L., dupa expunerea
cronica a sobolanului Wistar la etanol

Pentru realizarea extractelor din fructe de merisor s-au utilizat
fructe proaspete, recoltate de la Muntele Baisorii (jud. Cluj). Fructele
proaspete (500 g) au fost mdruntite si introduse intr-un recipient de 1000
mL, peste care s-a addugat alcool etilic 96% (250 ml), pana la calcularea
procentului de umiditate al fructelor proaspete, dupa care recipientul s-a
inchis ermetic. Dupa determinarea continutului de apa (cca. 3 ore), s-a
addugat diferenta de etanol, astfel incat volumul de alcool etilic 96% sa fie
egal cu cel al continutului de apd din fructe. S-a determinat, astfel, un
continut de apa de 86,3 %, adaugandu-se inca 181,5 ml alcool, in total 431,5
mL etanol pentru 500 g fructe. Vasul cu fructele mdruntite si cu alcool s-a
lasat la macerat, timp de 14 zile, la Intuneric, la temperatura de <20° C,
agitand zilnic de 3 ori, dupd care s-a filtrat. S-au obtinut astfel, 500 mL
extract hidroalcoolic in raport solvent/fructe de 1:1, ceea ce a insemnat ca
1 mL de extract a corespuns la 1 g de fructe proaspete. Asupra acestui

138



6. Actiunea in vivo, a unor extracte vegetale...

extract au fost efectuate observatii si determindri organoleptice si fizico-
chimice, prezentate in Tabelul 20 (Roman si colab., 2014).

Tabelul 20. Caractere fizico-chimice si continutul de acid benzoic al extractului de
Vaccinium vitis-idaea

Caracteristici Parametri

Aspect lichid limpede

Culoare rosu-visiniu

Gust usor amadrui

Densitate 0.9627
Reziduu prin evaporare (g/g %) 7.14 +0.46 %
Continut in alcool 45%
Identificarea acidului benzoic cromatografie in strat subtire

Continut in acid benzoic 40 + 0.06 mg %

Bioactivitatea extractului din fructe de Vaccinium vitis-idaea, in
contextul ficatului si rinichiului alcoolic a fost evaluatd prin prisma
parametrilor biochimici determinati din sange (Tabelul 21) (Roman si
colab., 2014) si pe baza examenului histologic al ficatului (Fig. 29),
respectiv a rinichiului (Fig. 30). Rezultatele obtinute, In urma
determinarilor nivelului glicemiei, colesterolului seric, transaminazelor
serice (GOT si GPT) precum si ale ureei si creatininei serice, sunt redate in
Tabelul 21. In urma tratamentelor aplicate, s-a constatat cd, la nivelul
glicemiei nu au avut loc modificdri semnificative ale valorilor, iar
colesterolul seric a scazut semnificativ doar la lotul intoxicat cu alcool (A)
(p<0.05), fata de lotul de Control (C). Transaminazele serice s-au modificat
semnificativ in cazul GPT, care a crescut (p < 0.05) la lotul intoxicat cu
alcool (A) si la cel intoxicat cu alcool si tratat cu extract de merisor (AE) (p
< 0.001), comparativ cu Controlul. La nivelul GOT, nu s-au observat
modificdri semnificative ale valorilor comparativ cu lotul Control. Valorile
ureei si ale creatininei serice nu au prezentat modificari semnificative la
lotul tratat cu extract de merisor (E), in schimb, la loturile A si AE, valorile
celor doi parametri s-au modificat semnificativ: la lotul A nivelul ureei a
scazut (p <0.01) si creatinina sericd a crescut (p <0.05), iar la lotul AE, ureea
a scazut (p < 0.01) si creatinina serica a crescut (p < 0.05), in comparatie cu
lotul Control.
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Tabelul 21. Valorile parametrilor biochimici sangvini la Control si la grupurile
experimentale. C -Control; E — Extract din V. vitis-idaea; A — alcool etilic; AE — Alcool
etilic + Extract din V. vitis-idaea. Valorile sunt exprimate ca medie (m) + SD. "p < 0.05;
”p<0.01;, ™ p <0.001.

| C | E | A | AE
GLUC (mg/dL)
m:SD | 140332517 | 14366:4.13 | 13866:9.04 | 129.66+386
CHOL (mg %)
m:SD | 11117:592 | 9982802 | 8934:685 | 104201665
GOT (ug pyr/mL)
m:SD | 745564647 | 750931944 | 739.63:31.06 | 747.67+1153
GPT (ug pyr/mL)
m:SD | 21692518 | 197981779 | 341.1:4883 | 3969:334~
UREA (mg/dL)
m+SD | 51.35:235 | 51724249 | 4061:059° | 4057:115"
CREA (mg/dL)
m:SD | 039:0064 | 037£0056 | 054x0.06 | 047:0.056

Fig. 29. Aspectul histologic al ficatului la lotul Control (A), Extract (B), Alcool (C) si
Alcool + Extract (D). Col. HE, x400, scala = 25 um.
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Fig. 30. Aspectul histologic al rinichiului la lotul Control (A), Extract (B), Alcool (C) si
Alcool + Extract (D). Col. HE, x400, scala = 25 um.

Examinarea sectiunilor din ficat, la lotul Control (Fig. 29A), a
relevat aspectul normal, caracteristic al structurii hepatice. Administrarea
extractului hidroalcoolic de V. wvitis-idea (lotul E, Fig. 29B) nu a indus
modificari ale structurii ficatului, imaginile histologice fiind asemandtoare
celor de la lotul de Control. Tratarea animalelor cu alcool etilic (lotul A, Fig.
29C) a determinat modificari morfologice ale parenchimului hepatic,
caracterizate prin dilatdri ale capilarelor sinusoide, hiperplazia hepatocitelor,
distrofia clara si granulard a acestora, care in zonele pericentrolobulare a
prezentat aspecte de incdrcare grasa discreta, sugerata de prezenta unor spatii
clare perfect rotunde, de diferite dimensiuni, situate intra si pericelular. La
unele hepatocite s-au remarcat anizocarii sau nuclei hipertrofici, alaturi de
celule cu nuclei picnotici. Aceste modificari au fost asociate cu mici focare
infiltrative cu elemente celulare dispuse perivascular. La acestea s-au addugat
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unele celule necrotice situate centrolobular. La lotul AE (Fig. 29D), tratat cu
alcool etilic asociat cu extractul vegetal de merisor, au fost evidentiate
modificari histologice importante ale parenchimului hepatic, caracterizate, in
general, prin distrofia clara si pe alocuri granulard a hepatocitelor, prezenta
de spatii clare, perfect rotunde situate intra si pericelular, toate aceste
modificdri localizate cu predilectie in aria pericentrald a lobulului hepatic.
Unele hepatocite precum si unele celule Kupffer au fost balonizate; alte
hepatocite au fost hipertrofiate, avand un continut citoplasmatic redus sau
complet lipsite de continut celular, nucleii picnotici fiind situati excentric.
S-au mai remarcat mici focare necrotice centrolobulard, hepatocitele fiind
delimitate de infiltrate inflamatorii.

Sub aspectul functiei renale (Fig. 30), extractul de V. vitis-idea a
determinat amplificarea proceselor lezionale induse de etanol. La lotul E (Fig.
30B), tratat cu extractul vegetal de merisor, nu s-au semnalat modificari
morfo-structurale ale rinichiului, aspectul histologic general fiind asemanator
lotului Control (Fig. 30A). Tratamentul subcronic al animalelor cu alcool etilic
(lotul A, Fig. 30C) a determinat dilatarea accentuatd a lumenului tubilor
uriniferi. Epiteliul acestora a prezentat aspecte de distrofie vacuolara
tubulara, respectiv degenerescentd granulo-vacuolara, asociata cu prezenta
de infiltrate cu elemente sanguine, cele mai afectate componente ale
nefronului fiind tubul proximal si portiunea sa distald, situate In zona
corticala. O parte a tubilor contorti proximali si distali au prezentat epitelii
crescute In volum precum si descuamari epiteliale. La nivelul glomerulilor,
s-au constatat leziuni caracterizate printr-o discretda ingrosare a anselor
capilare glomerulare asociate cu dilatdri ale spatiilor interglomerulare.
Alcoolul avand si efect vasodilatator, a determinat dilatarea lumenului
vaselor sangvine. La lotul AE (Fig. 30D), ca urmare a administrarii extractului
de merisor asociat cu alcool etilic, s-a constatat o atenuare a aspectelor
distrofice tubulare induse de alcoolul etilic. In unele zone ale corticalei, au mai
fost observate totusi, portiuni tubulare incluzand fenomene de vacuolizare
si descuamari ale epiteliilor tubilor uriniferi, insd, prin coroborarea datelor
histologice cu cele biochimice (uree, creatinina), extractul a determinat
amplificarea disfunctiei renale indusa de etanol (Roman si colab., 2014).

142



6. Actiunea in vivo, a unor extracte vegetale...

6.4.1. Discutii

Administrarea preparatului de merisor, in cazul hipermenoreei,
poate Injumatdti durata ciclului menstrual si reduce stdrile de slabiciune,
anemie, devitalizare, dupa cum au demonstrat Oszmianski si colab.,
(2016), Ren si colab. (2017) sau Prokop si colab. (2019). Tinctura de merisor,
cu efecte usor hipoglicemiante, ajutd la stabilizarea glicemiei si este
benefica in mentinerea stabilitatii metabolice, la pacientii cu diabet zaharat
de tip I sau IL In plus, frunzele de merisor previn aparitia complicatiilor
cardiovasculare ale diabetului (Koshova, 2015; Huang si colab., 2018;
Zagayko si colab., 2014). Datoritd efectului antioxidant puternic, merisorul
impiedica depunerea lipidelor pe vasele de sange si formarea placilor de
aterom (Kianbakht si colab., 2016), avand, astfel, indicatii ca adjuvant in
hipertensiunea arteriala sau la pacientii cu tablou lipidic specific
steatohepatitei cu etiologie multipla (Peixoto si colab., 2018). Cu toate
acestea, In raport cu bioactivitatea unui extract vegetal, foarte rar se
mentioneaza spectrul de contraindicatii ale acestuia. Datele noastre au
demonstrat, In acest caz, efectul nefavorabil al extractului din fructe de
merisor asupra ficatului si rinichiului expusi cronic la alcool etilic.

Multitudinea de indicatii pe care extractul din fructe de merisor le
detine, dupd o serie de cercetdri amdnuntite, presupunem noi, s-ar
imputina, intrucat multe efecte ale unui extract au fost de-a lungul timpului
extrapolate din compozitia acestuia, iar cercetari in vivo ulterioare, in cadrul
unor patologii induse, au demonstrat ineficienta sau toxicitatea acelui
preparat.

6.4.2. Concluzii

In cazul testelor in vivo, pentru conturarea bioactivitatii specifice,
extractul din fructe de merisor a semnalat o reactie atipica, in fitoterapie,
insd esentiald: un preparat fitofarmaceutic nu a avut efecte pozitive asupra
anumitor organe si indicatori biochimici. Modelul biologic al steatohepatitei
etanolice si a nefrotoxicitdtii nespecifice a alcoolului etilic, la sobolanul alb
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din rasa Wistar, au evidentiat pleiomorfismul unui model biologic indus
de un singur factor, in cazul nostru, etanolul. Totodatd, s-au putut remarca
atat efecte benefice pe alocuri, cat si nefavorabile, ale extractului din fructe
de V. vitis-idea asupra ficatului si rinichiului expuse cronic la alcoolul etilic.

6.5. Actiunea extractului de Galium verum L., asupra axei hipotalamus -
hipofiza — glande suprarenale in conditii de stres de imobilizare

Studiul activitatii neurosecretoare hipotalamice la lotul Control (Fig.
31A) a permis evidentierea unei activitdti neurosecretoare normale atat in
pericarionul neuronal la nivelul neuronilor magnocelulari si parvocelulari
din nucleul paraventricular hipotalamic (NPV), cat si de-a lungul
prelungirilor axonale, aspecte similare ale morfologiei neuronale fiind
intalnite si in zonele parvocelulare ale ariei periventriculare hipotalamice
(Roman si colab., 2015). Aldturi de neuroni cu pericarionul abundent in
produsi de neurosecretie, s-au remarcat si neuroni cu o activitate
neurosecretoare mai redusd. Expunerea animalelor timp de 15 zile la stres de
imobilizare (lotul S, Fig. 31B) a indus scaderea neurosecretiilor in zonele
magno si parvocelulare hipotalamice. Aldturi de acestia, au fost observati
neuroni cu nuclei picnotici si citoplasma condensata. Unii neuroni au fost
hipertrofiati, cu citoplasma vacuolizatd. Administrarea extractului
hidroalcoolic de G. verum (lotul E, Fig. 31C) a determinat manifestarea unei
activitati neurosecretorii moderate spre normal, la aproximativ 75% din
neuronii magnocelulari, precum si la cei din ariile parvocelulare ale NPV.
Aproximativ 25% din neuronii magno si parvocelulari au fost intens activi.
La animalele care au fost tratate cu extract de Galium verum si supuse stresului
de imobilizare (lotul ES, Fig. 31D), s-a evidentiat o accentuare a activitatii
neurosecretoare atat In aria magnocelulara, cat si In cea parvocelularda a NPV.
Studiul histologic al adenohipofizei la lotul Control (Fig. 32A), a evidentiat
aspectul normal al glandei, cu o distributie caracteristica specifica a tipurilor
celulare acidofile, bazofile si cromofobe. Expunerea animalelor, la stresul de

imobilizare (lotul S, Fig. 32B), a indus modificari semnificative ale aspectului
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glandei, caracterizate printr-un bazofilism crescut, asociat cu o celularitate
scazuta a adenohipofizei. S-a remarcat, totodatd, hipoplazia moderata a
celulelor acidofile o, situate in zonele laterale ale glandei. Unele celule (atat
acidofile, cat si bazofile) au fost hipertrofiate, cu un volum celular crescut.
Citoplasma, la aceste celule, a fost balonizata, continand vacuole clare de mici
dimensiuni. O parte din celulele bazofile au fost distrofice, cu nucleu picnotic,
alte celule, de forma rotundd sau alungita, fiind hipertrofiate, intens
vacuolizate, cu nucleul situat excentric (asa numitele celule Crooke —
caracteristice starilor de stres), printre celule remarcandu-se spatii clare, de
diferite dimensiuni sau proliferdri de tesut conjunctiv. Capilarele sinusoide
au prezentat dilatari accentuate. Administrarea extractului de G. verum (lotul
E, Fig. 32C) a indus modificari morfopatologice, de anvergura mai redusa,
caracterizate printr-un bazofilism usor crescut, asociat si unei intensificdri
moderate a caracterului acidofil al glandei. S-a mai remarcat prezenta de
spatii intercelulare cu aspect spumos, cu continut acidofil, asociate cu dilatari
ale lumenului capilarelor. Tratamentul cu extract de G. verum, urmat de
expunerea animalelor la stresul de imobilizare repetata (lotul ES) a
determinat o crestere semnificativd, atat a caracterului acidofil, cat si a celui
bazofil al adenohipofizei. S-a observat, totodata, acumularea compusilor de
secretie in citoplasma celulelor acidofile si bazofile. In parenchimul glandular
au aparut spatii pericelulare mult dilatate, vacuolizate, pline cu continut
acidofil, remarcandu-se totodata si disparitia in totalitate a celulelor Crooke
(Fig. 32D) (Roman si colab., 2015).

Modificarile morfologice observate la nivelul hipotalamusului si
adenohipofizei, in conditiile experimentale date, au determinat o reactivitate
diferitd a suprarenalelor in raport cu lotul Control (Fig. 33A). Astfel, lalotul S
(Fig. 33B) s-a remarcat o ingrosare moderatd a corticalei, indeosebi a zonei
fasciculate, asociata cu o diminuare a ariei medulosuprarenalei, raportul zona
corticald/zond medular3, fiind usor in favoarea corticalei. In zona fasciculati
s-a observat deranjarea dispunerii in cordoane paralele a celulelor. La limita
dintre zona fasciculata si cea glomerulard, unele spongiocite au fost cu nucleii

hipertrofiati. Printre cordoanele celulare spongiocitare s-au intercalat grupari
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mari, formate din celule inactive, cu aspect compact, intunecate (asa numitele
dark cells), caracteristice stdarilor de stres. Administrarea extractului de G.
verum (lotul E, Fig. 33C) nu a indus modificdri semnificative ale morfologiei
suprarenalelor. In schimb, administrarea extractului de G. verum, la animalele
expuse stresului (lotul ES, Fig. 33D), a indus modificdri esentiale ale
morfologiei glandelor suprarenale, caracterizate in primul rand, printr-o
ingrosare a corticalei. In zona fasciculata, celulele orientate in cordoane
paralele, nu au mai prezentat aspectul normal spongiocitar. In al doilea rand,
majoritatea celulelor au avut citoplasma lipsita de incluziuni lipidice, cu
nucleu sferic bine delimitat. Medulosuprarenala a fost bine dezvoltata, cu
cordoane celulare delimitate de spatii largi, In care tesutul conjunctiv a

inglobat capilarele sinusoidale intens dilatate (Roman si colab., 2015).
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Fig. 31. Activitatea neurosecretorie a nucleului paraventricular la lotul Control (A),
Stres (B), la grupul tratat cu extract de G. verum (B) si la animalele expuse stresului si
tratate cu extract de G. verrum (D). Col. Nissl, x200, scala = 50 pm.
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Fig. 32. Structura adenohipofizei la Control (A) si grupurile experimentale: Stres (B),
tratament cu G. verum (C) si la animalele expuse stresului si tratate cu extract de G.
verrum (D). Col. Hurduc, x400, scala = 25 um.
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o

Fig. 33. Structura glandei suprarenale la Control (A) si la grupurile experimentale:
Stres (B), tratament cu G. verum (C) si la indivizii expusi stresului si tratati cu extract
de G. verum (D). Col. HE, x100, scala =100 pm.

6.5.1. Discutii

In ceea ce priveste evaluarea activitdtii neurosecretorii
hipotalamice, rezultatele experimentului nostru au relevat ca, expunerea
subcronic a animalelor la stres de imobilizare, a determinat diminuarea
moderata a produsilor de neurosecretie din pericarionul neuronal, atat in
aria magnocelulard, cat si in cea parvocelulara a NPV, iar granulele de
neurosecretie au fost acumulate indeosebi in corpii axonali. Aceste aspecte
au sugerat diminuarea secretiei de CRH hipotalamic dupd cum mentionau
Kivalo si Rinne (1960), numarandu-se printre lucrdrile inedite care au
studiat histofiziologia nucleilor hipotalamici. Administrarea extractului

de G.verum nu a influentat semnificativ activitatea neurosecretorie din
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NPV. Consecutiv tratdrii animalelor (lotul ES) cu extractul vegetal si a
expunerii la stres, s-a observat o intensificare a activitatii neurosecretorii
in NPV, ceea ce sugereaza o eliberare crescutd de neuropeptide
hipotalamice dupa cum a mentionat Galoyan in numeroase lucrdri
(Galoyan, 2000; 2004; 2012). Activitatea neurosecretorie, evidentiata prin
coloratia Nissl, reprezinta intreaga gama de neuropeptide (neurohormoni,
substanta P, encefaline etc.), secretate la nivelul nucleilor hipotalamici.
Studiul histologic al adenohipofizei a evidentiat ca expunerea animalelor
la stres a determinat cresterea bazofilismului celular asociat cu o
celularitate (populatie de celule/sectiune) mai scdzuta a adenohipofizei.
Unele celule au fost hipertrofiate, intens vacuolizate, cu nucleii situati
excentric (celule Crooke). Aceste aspecte sugereaza o diminuare a secretiei
hormonilor adenohipofizari dupa acum au aratat diferite studii (Crooke,
1935; Adams si Perase, 1959; Uei, 1988). Administrarea extractului de G.
verum, asociata expunerii animalelor la stres, a determinat o crestere
semnificativd a caracterului acidofil si bazofil al adenohipofizei, manifestat
prin acumularea compusilor de secretie in citoplasma celulelor acidofile si
bazofile. S-a remarcat, de asemenea, disparitia in totalitate a celulelor
Crooke. Imaginea structurald a adenohipofizei sugereaza ca administrarea
extractului vegetal in conditii de stres neuropsihic (ca model biologic fiind
stresul de imobilizare) a avut ca efect intensificarea secretiei hormonilor
adenohipofizari. Studiul histologic al glandelor suprarenale a relevat
reactivitatea morfologica diferitd a glandei In functie de situatia
experimentala a animalelor, in comparatie cu lotul Control. Structura
suprarenalei, la lotul S a fost caracteristica celei intalnite in situatii de stres,
remarcandu-se in special, deranjarea dispunerii in cordoane paralele a
celulelor (Gilbey si Spyer, 1993; Kajiwara si colab., 1997; Moroz si colab.,
2018). Aspectul general al glandei a sugerat o activitate secretorie a
hormonilor glucocorticoizi mai redusd. Administrarea extractului de
Galium verum, la lotul E, nu a indus modificdri semnificative ale

morfologiei suprarenalelor. La lotul ES, modificarile morfologice
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inregistrate la nivelul stratului glomerular si fasciculat al corticalei au
sugerat o activitate intensa a sintezei si secretiei hormonilor

mineralcorticoizi si glucocorticoizi (Roman si colab., 2015).

6.5.2. Concluzii

Datele experimentale, ancorate in contextul experimental, au
demonstrat cd, modelul biologic utilizat pe sobolanul alb din rasa Wistar
poate evidentia noi mecanisme fundamentale de actiune a unui complex
de fitocompusi (extractul vegetal). S-a remarcat efectul sinergic al
extractului cu cel al stresului in sensul stimuldrii glandelor suprarenale. Per
ansamblu, rezultatele studiului histologic al axei hipotalamus -
adenohipofiza — glande suprarenale au demonstrat ca administrarea
extractului de G. verum, in conditiile expunerii animalelor la stres de
imobilizare, a indus modificdri morfologice importante la nivelul intregului
ansamblu constitutiv al axei hipotalamo-hipofizo-suprarenaliene, rezultate

pledand in favoarea stimuldrii activitatii secretorii a acesteia.

6.6. Efectul extractului de Malus sylvestris Mill. asupra ficatului steatotic

si corelatii cu reactia inflamatorie

Ficatul este considerat cel mai afectat organ de toxicitatea
xenobioticelor, aflandu-se la intersectia dintre absorbtie si circulatia
sistemica, fiind unul din organele principale pentru transformarea si
eliminarea medicamentelor sau a altor compusi chimici (de la solventi
organici pana la peptide) (Russmann si colab., 2009; Dey si colab., 2013).
Expunerea ficatului la tetracolorura de carbon, pe de o parte reflecta
interese foarte vechi ale cercetdrii In domeniul hepatologiei (Pandit si
colab., 2012), iar pe de altd parte mimeaza fenomene precum inflamatie,
steatohepatitd, ciroza de naturd medicamentoasd, fibroza hepaticd,
distrofie grasa sau colesteaza. Aceste patologii vor fi, intotdeauna, insotite

de puternice debalansari redox, generate de actiunea radicalului
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triclormetil, rezultat In urma metabolizarii oxidative a tetraclorurii de
carbon (Bishayi si colab., 2002; Masuda, 2006; Sun si colab., 2010; Dong si
colab., 2016).

Administrarea CCls, ca orice alt model biologic, trebuie vazutd ca o
modalitate de a obtine un context patologic, in cadrul caruia sa se deruleze
cercetdri, In acest caz, cu privire la terapii antiinflamatoare, efecte ale unor

compusi antisteatotici sau a unor compusi hepatoprotectivi.
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Fig. 34. Valorile ALT (A), AST (B) si TNFa (C), la Control si la grupurile
experimentale, in urma administrarii CCls respectiv a extractului de M. sylvestris +
CCls. Valorile sunt exprimate ca medie + SD. "p < 0.05; “p < 0.01; ™ p < 0.001.

In urma administrarii tetraclorurii de carbon, transaminazele ALT
(Fig. 34A) si AST (Fig. 34B), precum si TNFa (Fig. 34C) din sange, au
crescut. Raspunsul imun mediat celular prin limfocite (Fig. 35A) si in
termeni generali, prin leucocitele totale (Fig. 35B), a fost amplificat de
procesele lezionale hepatice, pe care CCls le-a indus (Fig. 36) (Toma si
colab., 2018).

151



Modele biologice in patologia experimentala

201 15+
*kk
- Sk
15+ _X
104
m:l 10 T =
o ] ) Hit
b ! @]
Ik S | T
5- 5
0 T T
C E CCl, CCl4+E 0 T T
(A) ®) c E CCl,  CCI+E

Fig. 35. Numadrul de leucocite totale (A) si de limfocite (B) la Control si grupurile
experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie + SD. */#p < 0.05; “/*p < 0.01; **/##p <
0.001. * — comparatie cu lotul Control; # — comparatie cu lotul CCla.

Fig. 36. Structura microscopica a ficatului la lotul Control si la grupurile
experimentale. Control — (A); CCls — (B); Extract de M. sylvestris — (C); Extract de M.
sylvestris + CCla — (D). Col. HE, x400, scala =20 pum.
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Expunerea ficatului la tetraclorura de carbon a determinat aparitia
steatozei hepatice mixte, in parenchimul hepatic, cu prevalentd in zona
centrolobulara observandu-se, pe arii extinse, distrofii grase
macroveziculare si microveziculare (Fig. 36B). De asemenea, s-au
remarcat infiltrate limfocitare perivasculare si in jurul necrozelor
punctiforme, fapt care a sugerat caracterul acut al modificarilor
observate. Alaturi de steatoza mixta (micro-macro veziculara), s-a remarcat
proliferarea celulelor Kupffer, toate aceste evenimente lezionale,
caracterizand statusul inflamator hepatic. Acesta a avut rdsunet in sange, in
urma necrozelor si distrofiilor hepatice, enzime (ALT, AST, p < 0.001) si
citokine intrahepatocitare (TNFa, p < 0.001) intrand in torentul sangvin.
Examinarea tabloului biochimic ar sugera actiunea hepatoprotectoare a
extractului de M. sylvestris, daca nu ar fi disponibile date din examenul
histopatologic al ficatului. Scaderea semnificativd a transaminazelor, a
TNFa, a leucocitelor totale si a limfocitelor, comparativ cu lotul CCls au
reprezentat, in realitate, oglinda leziunii hepatice masive (Toma si colab.,
2018). Fig. 36D demonstreaza gradul ridicat de intindere al steatohepatitei
(steatoza macroveziculara generalizatd, cu punct de plecare
pericentrolobular, cu invadarea profunda a parenchimului hepatic, fiind
prezente de asemenea si infiltrate limfocitare — care au condus la scaderea
limfocitelor circulante) situatie asociata cu incetarea intrarii in sange a
transaminazelor si a TNFa din cauza leziunii majore a parenchimului
hepatic. Coadministrarea tetraclorurii de carbon cu extractul din fructe de
M. sylvestris a indus o steatohepatitd proeminenta care nu a fost
restrictionatd centrolobular, ca in cazul grupului CCls. Distrofia lipidica a
fost extinsa de la vena centrolobulard la sistemul portal si Intreg
parenchimul hepatic. Ficatul a devenit lipsit de procese metabolice specifice
si de molecule precum transaminazele, implicate 1in reactii
intrahepatocitare. Extractul de M. sylvestris a accentuat steatohepatita
indusa cu tetraclorura de carbon, dovedindu-se toxic in raport cu functia
hepatica dereglata. Administrat individual, extractul nu a generat
modificari morfologice hepatice (Fig. 36C), aspectul histologic fiind
comparabil cu cel de control (Fig. 36A) (Toma si colab., 2018).
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6.6.1. Discutii

De mai bine de jumadtate de secol, modelul biologic al steatozei si
inflamatiei hepatice a fost folosit si dezvoltat un corp larg de lucrari
dintre care amintim contributiile lui Dong si colab. (2016), Itoh si colab.
(2010), Masuda si colab. (2006), Sipes si colab. (1991), Hove si Hardin,
(1951). Tetraclorura de carbon, diluata in ulei vegetal si administrata
sobolanului de laborator, a indus hepatotoxicozd, insuficienta renald,
anemie, necroze locale ale tractului gastro-intestinal si leziuni neuronale
(Kader, 2017). Efectul pleiotrop al CCls a fost folosit pentru investigarea
actiunii diferitilor compusi biologici sau de sintezda, destinati
potentialelor terapii hepato/nefro/neuro/hemato-protectoare (Janbaz si
colab., 2002). Datele noastre au sugerat 1Insd ca extractul
hidrogliceroalcoolic din fructe de M. sylvestris a potentat toxicitatea
hepatica a CCls (Toma si colab., 2018); toxicitatea matricei extractului
considerdm ca a fost cauza potentarii toxicitdtii CCl4, dupa cum au
demonstrat si studiile lui Mihailovi¢ si colab. (2018). Autorii au aratat ca
extractul hidroalcoolic din fructe de M. sylvestris nu a avut toxicitate
multipla, ceea ce a sugerat absenta efectului amplificator al extractului
asupra toxicitatii hepatice a CCls. Glicerolul prezent In matricea
extractului a contribuit cel mai probabil la esterificarea acizilor grasi
liberi. Intre continutul citosolic de acizi grasi polinesaturati si gradul de
peroxidare lipidicd exista o relatie de directd proportionalitate precum si
intre gradul de peroxidare lipidicd si acumularea intracelulara a
picaturilor lipidice (continand si trigliceride), dupa cum a aratat Ding si
colab. (2010). Datele noastre au sugerat cd matrici de tipul etanol-
glicerind nu sunt indicate in tratamente asociate cu steatohepatita
nealcoolice (Toma si colab., 2018).

6.6.2. Concluzii

In cadrul modelului biologic al steatohepatitei nealcoolice, s-a
putut observa ca prezenta antioxidantilor dintr-un extract vegetal nu are
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a priori efecte benefice, matricea de administrare avand un rol decisiv sub
aspectul efectului biologic al extractului. S-a remarcat, de asemenea, ca
steatohepatita indusa experimental cu CCls a fost asociatd cu cresterea
raspunsului imun mediat celular si a TNFa. Pe baza acestor date, calea
de semnalizare a steatohepatitei induse cu CCls ar fi limfocite - TNFa. In
plus, scdderea valorilor markerilor hepatici din ser nu reprezinta
intotdeauna un semnal de regenerare hepaticd. Uneori, ca si in cazul
studiului nostru, scaderea markerilor hepatici sugereaza gradul maxim
de leziune, in urma caruia, ficatul nu mai detine rezerve enzimatice care,
din cauza distrofiei grase si a necrozelor, sunt preluate de torentul
sangvin local (Toma si colab., 2018).

6.7. Actiunea extractului de Hypericum perforatum L. si Hypericum
maculatum Crantz la sobolanul alb Wistar cu tulburare anxioasa
indusa experimental

Tulburarea anxioasa a fost indusd, prin administrarea unei
singure doze de N-metil-9H-piridol[5,4-bJindol-3-carboxamida (FG-
7142) 7.5 mg/kg corp, i.p., dupd 22 de zile de administrare distincta, pe
cale orald, a celor doud extracte (350 mg/kg corp). Extractele de H.
perforatum si H. maculatum au fost testate cu scopul evaluarii
proprietdtilor anxiolitice, In comparatie cu actiunea unui anxiolitic
cunoscut, precum alprazolamul (APZ) (0.08 mg/kg corp) si in raport cu
un antioxidant neuroprotectiv si fitoestrogenic canonic, precum
quercitinul (Q). Quercitinul si extractele au fost administrate pe care
enterald, in matrice de carboximetilceluloza (CMC). Lotul Control a fost
tratat doar cu CMC.

Determindrile au vizat hipocampul, lobul frontal si sangele,
acestea cuprinzand parametri ai stresului oxidativ — MDA, CAT, SOD
(Fig. 37), ai stresului neuropsihic — corticosteronul (Fig. 38) si ai
inflamatiei — IL-1a, IL-1§3 (Fig. 39), MCP1 (Fig. 40), IFN, MIP, RANTES
(Fig.41) si NF-kf3 si pNF-kp (Fig. 42) (Sevastre-Berghian si colab., 2018).
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Fig. 37. Actiunea compusilor naturali si a extractelor de Hypericum asupra balantei
redox la nivelul hipocampului si a lobului frontal. Quercetinul, H. maculatum (HM) si
H. perforatum (HP) au scdzut nivelul MDA in hipocamp (A); HM si HP au scazut
peroxidarea lipidicd in lobul frontal (C). MDA a prezentat o concentratie ridicatd In
hipocamp si lobul frontal la grupul FG (A, C). In hipocamp, CAT a fost scizuts, dupa
administrarea FG, dar diferentele nu au fost semnificative comparativ cu grupul CMC.
Dupad 21 de zile de tratament cu Q, CAT a fost crescuta (B, D) atat in hipocamp, cat si in
lobul frontal. Q a scazut activitatea SOD 1n lobul frontal (in hipocamp nu s-au remarcat
variatii astfel ca nu am prezentat valorile). Valorile sunt exprimate ca medie + SD.

“p<0.05; " p<0.01; ™ p <0.001.
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Fig. 39. Valorile IL-1a si IL-1pB la grupul de Control si la loturile experimentale.
Hipocampul a prezentat cresteri semnificative ale IL-1a si IL-1{3 la animalele expuse
agentului inductor al anxietatii (FG), in comparatie cu grupul CMC. Q, HM si HP au
scazut exprimarea IL-la, cat si a IL-13 in hipocamp, comparativ cu lotul FG.

Administrarea APZ a fost asociata cu scaderea IL-1 doar in hipocamp (A,C). Valorile
sunt exprimate ca medie * SD.

*p <0.05; “p < 0.01; " p < 0.001.
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Fig. 40. Concentratia MCP1 in hipocamp si lobul frontal, la Control si la grupurile
experimentale. MCP1 a marcat o crestere dupa administrarea FG-7142. La nivelul

hipocampului, s-a inregistrat cresterea semnificativa a MCP1 la loturile APZ, Q, HM

si HP, comparativ cu lotul FG. Valorile sunt exprimate ca medie + SD.
“p <0.05;* p < 0.01; " p < 0.001.
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Fig. 41. Nivelul de exprimare al IFN, MIP si RANTES la Control si la grupurile
experimentale, dupa tratamentul cu Q, extracte de Hypericum si alprazolam, pe fondul
anxietatii induse de FG-7142. Nivelurile IFN au fost scazute la Q si HM (A, B). HP a
determinat cresterea IFN, in raport cu actiunea HM, in hipocamp (A), in timp ce in
lobul frontal, IFN a fost semnificativ scazut de HP, comparativ cu HM (B). MIP a
marcat o crestere atat in hipocamp cat si in lobul frontal, la animalele tratate cu FG, in
comparatie cu CMC (C, D), in timp ce RANTES a prezentat cresteri ale concentratiei
doar in lobul frontal al animalelor cu comportament anxios indus experimental
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(datele studiilor comportamentale nu sunt prezentate aici). Q, HM si HP au scazut
nivelurile MIP in hipocamp (C). in lobul frontal, valorile RANTES au fost semnificativ
scazute la grupurile APZ, Q, HM si HP. MIP si RANTES au marcat cresteri ale
valorilor in hipocamp doar dupa tratamentul cu HP, nu si dupa administrarea de HM
(C, E). In lobul frontal, ambii parametri (MIP, RANTES) au avut concentratia scazuta
dupa tratamentul cu HP, comparativ cu efectul HM. Valorile sunt exprimate ca medie
+ SD. (Sevastre-Berghian si colab., 2018).

“p<0.05; " p <0.01; * p <0.001

1 - 3 4 5 6 7 _ 8 ) 10 11 12
NEE e — e O eSS
pNFxB ™ — — — —
T ——— — e —— D G —a—
Hipocamp Lob frontal
B i 2
NF-kB PREXD
0.8
3 cMC
£ os 4
§ g o L APZ + FG
g - N £9 Q+F6
2 d 04 = N Ea HM + FG
E & 5 3 ER HP +FG
& % 02 B N
g z o R N
o .:1 §
: ::: § 2
Hipocamp Lob frontal Hipocamp Lob frontal

Fig. 42. Cuantificarea exprimadrii NF-k{3 si pNF-kf3 la lotul Control si la grupurile
experimentale. Exprimarea NF-kp si pNF-k{ a fost analizatd prin Western blot.
Analiza imaginilor cu benzile rezultate in urma Western blot a fost efectuatd prin
densitometrie. Rezultatele au fost normalizate fatd de p-actind. 1-6: hipocamp (1 —
CMC; 2 -FG; 3 - APZ +FG; 4 - Q+FG; 5 - HM + FG; 6 — HP + FG); 7-12: lob frontal
(7 - CMC; 8 - FG; 9 — APZ + FG; 10 - Q + FG; 11 — HM + FG; 12 - HP + FG).
Administrarea de FG a crescut semnificativ nivelul NF-kf3 in hipocamp si a scazut
exprimarea factorului nuclear kB si a formei activate a acestuia (pNF-k{3) in lobul
frontal, comparativ cu grupul de Control. APZ a amplificat exprimarea NF-kf3 atat in
hipocamp, cét si in lobul frontal. Q a stimulat exprimarea pNF-k{3 in hipocamp, in
timp ce, In lobul frontal, administrarea HM a condus la cresterea semnificativa a NF-
kB si pNF-kp. In hipocamp, HM a scazut exprimarea NF-k si pNF-kp. Valorile sunt
exprimate ca medie + SD. (Sevastre-Berghian si colab., 2018)

*p <0.05;*p < 0.01; " p < 0.001.
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6.7.1. Discutii

Cercetdri adiacente spectrului patologiei depresiv-anxioase
demonstreaza faptul ca, extractul de H. perforatum: amelioreaza efectele
apomorfinei, in conditii experimentale de leziune a corpilor striati; scade
nivelul malondialdehidei la nivelul nucleilor caudat si lenticular lezati;
creste activitatea catalazei (CAT); scade concentratia glutationului redus
(GSH) si normalizeaza exprimarea GFAP la locul leziunii (Kiasalari si
colab., 2016). Ganji si colab. (2017) au studiat efectul extractului
hidroalcoolic de H. perforatum, in conditii de anxietate indusa prin dieta
bogata in lipide (High Fat Diet), observand efectul dozodependent de
scadere a intensitatii reactiilor anxioase (prin elevated-plus maze), in urma
administrarii, timp de 3 luni, a extractului de Sunatoare. Alti autori au
studiat efectul aceluiasi tip de extract, asupra plasticitatii neuronilor
corticali, la om, in urma stimuldrii magnetice transcraniale. Stimularea
electricA transcraniala directd induce fenomene de remodelare
neuronald, iar la subiectii carora li s-a administrat extract de H.
perforatum, intensitatea semnalelor asociate remodelarii neuronale
(motor-evoked potentials) a fost amplificatd. Acest fapt demonstreaza ca H.
perforatum stimuleaza plasticitatea neuronilor corticali (Concerto si
colab., 2018). Cercetdri recente abordeaza studiul clinic comparativ al
hiperforinei cu antidepresive triciclice si inhibitoare ale recaptarii
serotoninei. Rezultatele studiilor clinice demonstreaza efecte terapeutice,
doar in cazurile usoare spre moderate ale tulburdrii depresive, iar
concluzia autorilor denota absenta unor date clinice robuste (Zirak si
colab., 2019). Studiile privind bioactivitatea speciei H. androsaemum au
ardtat efecte comparabile cu cele ale speciei H. perforatum, specia H.
androsaemum, fiind intrebuintatd pentru aceleasi patologii ca si

Sunatoarea (Nabavi si colab., 2018).
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In cercetirile noastre, s-a ales un model farmacologic
comportamental al anxietdtii induse cu FG 7142. Compusul este un
agonist invers partial al situsului de reactie alostericd a receptorului
pentru benzodiazepine, cu afinitate crescutd pentru subunitatea al care
contine receptorul GABA A. FG 7142 moduleazd fluxul de CI- indus de
GABA si interactioneaza cu sistemele serotoninergice, dopaminergice,
colinergice si noradrenergice implicate in retele neuronale ale tulburarii
de tip anxios (Kaminska si Rogoz, 2016). Administrarea alprazolamului
a fost controlul pozitiv al efectului anxiolitic urmadrit la extractele de
Hypericum (Mohan si colab., 2011). Administrarea de FG 7142 a
determinat cresterea stresului oxidativ in creierul animalelor anxioase.
Aceste reactii sunt sustinute de rezultatele cercetarilor lui Bouayed si
colab. (2006). Acestia au mentionat cresterea concentratiei cerebrale de
proteine carbonilate (cortexul prefrontal), niveluri ridicate ale MDA 1in
hipocamp si amigdald si cresterea concentratiei plasmatice a 8-
isoprostan, a activitatii lutation reductazei 1 si a glioxilazei 1, in creierul
soarecilor anxiosi. Este, totodatd, bine cunoscuta vulnerabilitatea
creierului la stresul oxidativ, dat fiind continutul ridicat in acizi grasi
polinesaturati a substantei cerebrale si capacitatea antioxidanta scazuta
a tesutului cerebral, alaturi de o rata metabolicd proeminentd (mare
generatoare de radicali liberi). Hipericina si hiperforina (v. analiza
chimica a extractelor de Hypericum studiate care se regaseste in Sevastre-
Berghian si colab., 2018) sunt cei mai importanti compusi bioactivi ai
genului Hypericum, cu actiune antidepresiva. Antioxidanti precum
flavonoidele, pot creste activitatea farmacologicd a hipericinei si
hiperforinei, prin captarea radicalilor liberi si ,degajarea” spatiului de
actiune a hipericinei, respectiv hiperforinei.

Rezultatele noastre au demonstrat cd, dupd 21 de zile de
tratament, quercetinul a diminuat peroxiddrile lipidice si a stimulat

activitatea antioxidanta a hipocampului. Efectul anxiogen al FG a fost
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prevenit de H. maculatum si H. perforatum , atat in lobul frontal, cat si la
nivelul hipocampului (Sevastre-Berghian si colab., 2018). Aceste
rezultate au confirmat cd debalansarea activitatii antioxidante si
cresterea stresului oxidativ neuronal constituie mecanisme patologice
aflate la baza diverselor boli neuropsihice (Masood si colab., 2008).
Totodata, s-a observat ca stimularea exprimarii IL-la si IL-13 in
hipocamp, de catre agentul anxiogen, a fost prevenita de administrarea
quercetinului si a celor doud extracte de Hypericum, date aflate in
concordanta cu rezultatele lui Krolow si colab. (2014).

Sub aspectul reactiilor inflamatorii, s-a demonstrat cd anxietatea a
fost asociata cu cresterea la nivel cerebral a citokinelor proinflamatorii
(ex. IL-1a, IL-2, IL-8, IL-9, IFNYy, TNFa, MCP1, MIP1la, RANTES),
caracter specific mai mult tulburdrii anxioase/tulburarii depresive de tip
anxios, decat in situatii depresive cu alte simptome (Vogelzangs si colab.,
2013). Legatura exacta intre inflamatie si depresie nu a fost pe deplin
inteleasa panda acum, dar citokinele proinflamatorii activeaza p38-
MAPK, care la randul ei activeaza transportorul serotoninei si conduce
la cresterea uptake-ului si sciderea concentratiei sinaptice ale acesteia. In
plus, citokinele proinflamatoare (ex. IL-8) directioneaza si accelereaza
triptofanul  (precursorul serotoninei) spre calea metabolicd a
kineureninei, astfel, conducadnd la sciaderea serotoninei cerebrale
(Maldonado-Bouchard si colab., 2016). O singura dozd, administrata
intraperitoneal, de FG 7142, a crescut exprimarea hipocampicd a NF-kf3.
Extractul de H. maculatum, pe fondul terapiei anxiogene, a diminuat
exprimarea si activarea NF-k{n in hipocamp, iar alprazolamul a crescut
exprimarea NF-k{ atat in hipocamp, cat si in lobul frontal.

In cele din urmg, studiile noastre au demonstrat ca quercetinul, H.
maculatum, H. perforatum si alprazolamul au avut efecte antiinflamatorii
si au redus semnificativ nivelul seric al corticosteronului. Quercetinul si

extractele de Hypericum au determinat scaderea peroxidarilor lipidice in
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hipocamp si in lobul frontal, la animalele anxioase. Quercetinul a crescut
insa activitatea CAT, aldturi de exprimarea NF-kp si a pNF-k@, in
hipocamp si lobul frontal. Aceste rezultate au sugerat ca administrarea
compusilor naturali, precum quercetinul si a extractelor de Hypericum,
ofera protectie tesutului cerebral si joaca rolul de adjuvanti in terapia

anxiolitica clasica (Sevastre-Berghian si colab., 2018).

6.7.2. Concluzii

Modelul biologic utilizat, in vederea stabilirii actiunii anxiolitice
a extractelor de Hypericum, a relevat trei chestiuni esentiale: (i)
antioxidantii pot avea efecte anxiolitice si antidepresive; (ii) reactia
neuroimuna din tulburarea anxioasa, a fost asociata cu cresterea stresului
oxidativ; (iii) extractele de Hypericum prezinta proprietdti adjuvante (nu

le considerdm terapeutice) in terapia anxiolitica.

6.8. Efectul extractului de Cornus mas L. asupra arhitecturii si apoptozei

testiculare

Nanoparticule de argint functionalizate cu extract de C. mas
(AgNP-CM) au fost administrate timp de 45 de zile in doua doze (D1:0.8
mg/kg corp si D2: 1.5 mg/kg corp). Dupd 7, respectiv 15 zile, de la
incetarea tratamentului cu AgNP-CM, fragmente din testicul, de la
Control si grupurile experimentale, au fost prelevate, fixate 3 zile in
formaldehida neutrda 10%, histoprocesate, inglobate in parafind,
sectionate la 5 um si supuse apoi celor doud linii de colorare:
hematoxilina-eozind si TUNEL (Opris si colab., 2019).

La lotul Control s-a observat structura si organizarea normald a
tubilor seminiferi (Fig. 43A), corespunzatoare grupului T7. La grupul
T7D1 (Fig. 43B), s-au observat alterdri ale celulelor Sertoli (sdgeata

neagrd). Acestea au fost detasate de linia germinala, iar in cadrul

163



Modele biologice in patologia experimentala

epiteliului spermatogenic s-au observat vacuolizdri extracelulare. La
grupul T7D2 (Fig. 43C), doar un mic numar de celule Sertoli au putut fi
identificate (indicate in figurd). Alterarea celulelor Sertoli a condus la
eroziunea membranei bazale si aparitia spatiilor lacunare (marcate cu *)
in cadrul epiteliului spermatogen. Rarefierea acestuia si prezenta
vacuolelor in tesutul interstitial au fost observate atat la lotul T7D1 (B),
cat si la T7D2 (C). La grupul T15D1, reducerea grosimii epiteliului
spermatogen a fost observata in multi tubi seminiferi, precum si o
accentuata tendinta de dezorganizare epiteliald. Rar, celulele Sertoli au
fost prezente pe membrana bazala, dar au fost profund alterate si fara
invaginari (Opris si colab., 2019).

La grupul T15D2, coeziunea celulelor in epiteliu a fost
compromisd In majoritatea tubilor si diferite tipuri de celule au ocupat
intregul lumen. Punctiform, s-au observat celule Sertoli ramase atasate
de membrana bazald, dar cu structura alterati. La nivelul tubilor
seminiferi, au fost observate frecvente intreruperi ale endoteliului,
generate de absenta celulelor Sertoli. La acest grup, s-au observat cele
mai multe vacuolizari interstitiale.

Celulele Leydig apoptotice (Fig. 43D - F; Fig. 44D - F), observate
prin imunoreactia TUNEL, au fost mai numeroase la grupurile tratate
decat la lotul Control. Celulele apoptotice la grupurile tratate (D1 si D2),
atat la timpul T7, cat si la T15, au fost mai numeroase decat la grupul
Control (Fig. 45). Daca la T7, sub aspectul apoptozei celulelor Leydig,
nu au existat diferente intre D1 si D2, la T15D2, numarul celulelor
apoptotice Leydig a fost semnificativ mai mare, comparativ cu lotul
T15D1 (p < 0.001). Important de notat este ca apoptoza a rdmas la un
nivel ridicat considerabil, chiar dupa moartea celulara masiva initiala
(rata apoptotica mare in grupurile T7 comparativ cu T15) (Opris si
colab., 2019).
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Fig. 43. Aspecte ale structurii testiculare evidentiate prin coloratia H&E (A-C) (x 100, scala
=100 um) si evaluarea celulelor apoptotice prin testul TUNEL (D-F) (x 400, scala =20 pm)
la 7 zile dupa tratamentul cu nanoparticule de Ag functionalizate cu C. muas, la grupul
Control (A, D) si la loturile experimentale (B, C, E, F). sl — spermatocite primare; sll —
spermatocite secundare; st — spermatidii; sp — celule spermatice. Semnalul pozitiv al
TUNEL (spoturi verzi) a fost observat in tesutul interstitial (it) la Control (D), T7D1 (E)
si T7D2 (F) (Opris si colab., 2019).
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Fig. 44. Aspecte ale structurii testiculare evidentiate prin coloratia H&E (A-C) (x 100,
scala =100 pum) si evaluarea celulelor apoptotice prin testul TUNEL (D-F) (x 400, scala
=20 um), la 15 zile dupd tratamentul cu nanoparticule de Ag functionalizate cu C.
mas, la grupul Control (A, D) si la loturile experimentale (B, C, E, F). sl — spermatocite
primare; sll — spermatocite secundare; st — spermatidii; sp — celule spermatice.
Semnalul pozitiv al TUNEL (spoturi verzi) a fost observat in tesutul interstitial (it) la
Control (D), T15D1 (E) si T15D2 (F).
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Fig. 45. Numarul de celule apoptotice la T7 (A) si la T15 (B), la Control si grupurile
experimentale. Apoptoza a fost semnificativ crescutd la grupurile tratate cu AgNP-
CM, comparativ cu grupurile Control, atat la 7, cat si la 15 zile, dupa incetarea
administrarii de AgNP-CM . Valorile sunt reprezentate ca medie + SD.

“p <0.001, comparatie cu lotul C — Control; # p <0.01, comparatie cu lotul D2.

6.8.1. Discutii

In general, bioactivitatea extractelor de Cornus este incadratd de
efectul puternic antioxidant al fructelor de C. mas, C. officinalis sau C. alba,
de efectele indirecte, gratie diminudrii considerabile a peroxidarilor
lipidice (precum efectul cardio/nefro/hepato/neuro-protector), efecte
reglatoare asupra metabolismului glucidic si de efectul antitumoral/
antiproliferativ remarcabil. In anul 2006, Jayaprakaseu si colab. au studiat
efectul antioxidant si reglator asupra metabolismului glucidic al
extractului de fructe de C. mas in contextul unui tablou lipidic patologic
(dieta suplimentata cu grasimi). Extractul a normalizat glicemia, a crescut
nivelul insulinei si a diminuat peroxidarile lipidice din tesuturile cu risc
major in sindromul metabolic (hepatic, renal, cardiac, nervos), efecte care
au fost confirmate de Soltani si colab. (2015). Proprietdtile antioxidante si
antiinflamatoare la C. mas au fost evidentiate prin diferite modele
biologice (inflamatie indusa cu terebenting, toxicoza cu CCls). Datele au
aratat scaderea IL-1 si IL-13, cresterea IL-10, reducerea exudatului

inflamator (Hassanpour si colab., 2011; Moldovan si colab., 2016), scdderea
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NF-kB NO, IL-12, TNF-a si inhibarea macrofagelor CD68la nivelul
placilor psoriazice (Crisan si colab., 2018).

Folosind sobolani Wistar, in contextul stresului oxidativ generat de
radicalii triclormetil ai CCly, testarea efectelor extractului din fructe de C.
mas a reliefat actiunea cardioprotectiva a extractului, fundamentatd pe
reducerea peroxidarilor lipidice inclusiv la nivelul miocardului. Astfel,
concentratia Ca* intracelular a fost normalizata, iar transportul
transmembranar al ionilor, asociat cu integritatea membranara, a fost, de
asemenea, normalizat, fiziopatologic nemaiobservandu-se tulburdri de
conducere miocardica. Mecanismele implicate, in normalizarea functiei de
conducere a miocardului, se intalnesc si in cazul remedierii renale in urma
expunerii la CCls, cand extractul din fructe de C. mas a fost, de asemenea,
eficient in redresarea structurald si functionala a rinichiului (Eshaghi si
colab., 2012; Haghi si colab., 2014). Interesanta este cercetarea lui Bujor si
colab. (2019), in care se demonstreaza c3, la nivelul endoteliului vascular,
C. mas are un efect stimulator pentru eNOS si nu inhiba arginaza, iar
productia de NO este stimulata (efect antihipertensiv omolog alicinei si
extractelor de Allium). Savikin si colab. (2007) au studiat efectul citotoxic
in vitro al extractului de C. mas si C. officinalis, iar rezultatele au demonstrat
un efect citotoxic proeminent asupra liniilor celulare tumorale de tip HeLa
si LS174. In paralel, Leskovac si colab. (2007) au demonstrat efectul
radioprotectiv al extractului de C. mas comparativ cu extracte din Crataegus
monogyna si Gentianella austriaca. Rezultatele au ardtat faptul cd, expunerea
limfocitelor B la radiatii ionizante, urmata apoi de tratarea acestora cu
diferite concentratii de extract de C. mas, a redus numarul micronucleilor
si a diminuat stresul oxidativ (in acest caz, scaderea activitatii CAT, SOD).
Unele studii au demonstrat ca nanoparticulele de Ag, administrate pe cale
orala la sobolani, se acumuleaza in ficat, splind, timus, rinichi, plamani,
testicule. perete stomacal, creier si miocard. Pe de alta parte, efectele biologice
ale AgNP precum actiune antiinflamatoare, antibacteriand, antivirala si
antifungicd recomanda utilizarea AgNP sub diverse forme, in terapia

curenta (Rahman si colab., 2009).
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Distributia acestor nanoparticule este, cu preponderentd, in ficat,
urmat de rinichi, testicule si splind (Kim si colab., 2008). Nanoparticulele
de argint au indus distrofie hialina difuza in interstitiul si sistemul tubular
renal, necroza hepatocitara multifocald, focare hemoragice renale si
hepatice sau necroza limfocitara unifocala splenica (Wen si colab., 2017).
Putine studii au urmarit efectul nanoparticulelor de argint asupra
testiculului la sobolan, dar cercetdrile lui Thakur si colab. (2014) au aratat
cd nanoparticulele de argint pot interfera cu spermatogeneza, prin
inducerea apoptozei in linia germinald, vacuolizarea celulelor Sertoli,
degradarea membranei bazale si a arhitecturii epiteliului tubular, dupa
expunerea acuta. Studiul nostru a urmadrit efectele expunerii la
nanoparticule de argint functionalizate cu extract de C. mas, la 7, respectiv
15 zile, dupad incetarea administrarii enterale a acestora. Functionalizarea
cu C. mas a avut rolul de a reduce efectele prooxidante si de toxicitate
poliorganica pe care AgNP le genereaza. Datele noastre au confirmat
datele din literaturd si au demonstrat efectul prelungit al AgNP
functionalizate cu C. mas, asupra structurii si apoptozei testiculare, Insa
functionalizarea cu extractul a determinat absenta variatiilor semnificative

ale stresului oxidativ (Opris si colab., 2019).

6.8.2. Concluzii

In cazul modelului biologic folosit, in care, AgNP-CM au fost
administrate in conditii normale, s-a remarcat, ca si in cazul studiilor cu
alicind, plasticitatea structurala si metabolicd a sobolanului alb Wistar.
Totodatd, prezenta compusilor din C. mas a determinat stimularea actiunii
AgNP relevata de amplitudinea apoptozei si a leziunilor testiculare

observate (Opris si colab., 2019).
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7.

Stres oxidativ indus prin stres neuropsihic —
biologia mecanismelor celulare din hipocamp

implicate in adaptare la factorul stresor

7.1. Design experimental

Pentru studierea mecanismelor de adaptare structuralda si
biochimica la stresul de imobilizare (model biologic pentru stresul
neuropsihic), s-au efectuat o serie de cercetdri, folosind sobolani albi
Wistar, femele, cu greutatea de 180 + 20 g, cu acces liber la apd si hrana,
mentinuti in conditii zooigienice corespunzatoare, ritm lumina/intuneric
12/12h, cu dieta standard (pelet Cantacuzino). Experimentele s-au
desfasurat in acord cu Directiva Consiliului UE 2010/63/UE si cu avizul de
etica al Universitatii Babes-Bolyai nr. 2012/3.02.2016. Tabelul 22
sintetizeazd organizarea experimentelor derulate in Biobaza Facultatii de
Biologie si Geologie de pe Str. Clinicilor, nr. 5-7, Cluj-Napoca. Recoltarea
probelor s-a efectuat in conditii de narcozd etericdi a animalelor
experimentale (acestea au mentinute intr-o incinta etansa, pana la

pierderea reflexelor de redresare) (Toma si colab., 2017).

Tabelul 22. Designul experimental al studiilor referitoare la biologia stresului
neuropsihic si legdtura acestuia cu statusul redox

C - Control Probe recoltate Analize efectuate
S3D - 3h/zi expunere la sange 3-NT, CAT, GPX, CS
stres de imobilizare, timp de
3 zile consecutiv
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C - Control Probe recoltate Analize efectuate
S7D - 3h/zi expunere la creier Col. Nissl, Col.
stres de imobilizare, timp de Acridinorange, CyOx,
7 zile consecutiv ATPaza, MAO

Legenda: 3-NT - 3-nitrotirozinad; CAT — catalazd; GPX - glutation peroxidaza; CS — corticosteron; CyOx —
citocromoxidaza; ATPaza — adenozintrifosfataza; MAO — monoaminooxidaza (Toma si colab., 2017).

7.2. Protocoale experimentale
7.2.1. Metode spectrofotometrice — evaluarea activitdtii catalazei

Metodele spectrofotometrice au fost folosite pentru determinarea
activitatii catalazei. Tehnica folosita (metoda cinetica) a fost reprezentata
de spectroscopia UV-vis, cu ajutorul cdreia s-a corelat stingerea semnalului
pentru apa oxigenata cu activitatea catalazica din proba (Toma si colab.,
2016; 2017).

7.2.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Prin ELISA (kituri specifice de la Abcam, UK) s-a cuantificat 3-NT,
GPX si CS. Serul a fost procesat dupa instructiunile producatorului.

Rezultatele au fost exprimate ca medie + SEM (Toma si colab., 2017).

7.2.3. Metode histochimice si de fluorescentd

In cadrul acestor metode, proba de tesut este inghetata brusc si
sectionatd la diverse grosimi, cu ajutorul criotomului. Din probele
cerebrale de control si din cele provenite de la grupurile experimentale,
s-au efectuat sectiuni coronale de 10 um, tratate apoi dupa protocoalele
specifice (Wachstein si colab., 1960; Gonzales-Lima si Cada, 1998; Pilati si
colab., 2008) in vederea colorarii zonelor pozitive pentru CyOx, ATPaz4 si
MAO. Evaluarea acestor enzime, prin metode histochimice pe sectiuni, se
bazeaza pe reactia moleculei de interes cu un mediu de incubare specific

(cu citocrom C pentru CyOx, ATP pentru ATPaza si tryptamind clorhidrat
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pentru MAOQO), In urma cdreia se formeaza compusii de degradare
enzimaticd corespunzdtori. Acestia, vor reactiona cu saruri de diazoniu,
formand complecsi moleculari stabili, colorati si insolubili in mediu apos.
Reactia de culoare, astfel aparutd, este direct proportionald cu activitatea
enzimei in teritoriul tesutului aflat in sectiune.

Tot pe sectiuni obtinute la criotom se pot aplica tehnici de
fluorescenta directe, cum este si colorarea acizilor nucleici cu
acridinorange. Sectiunile groase de 10 um se incubeaza, la temperatura
camerei, cu o solutie apoasa 0.1% acridinorange, timp de 10 minute; se
spald, apoi, sectiunile cu PBS 0.6 mM, pH 6, se trec rapid printr-o baie de
acid acetic 0.5%, apoi, printr-o baie de CaCl2 1%. Apoi, se clatesc din nou
in PBS 0.6 mM si pH 6 si se monteazd in apa sau tampon fosfat. Examenul
microscopic se efectueazd imediat, in lumina UV, cu filtru verde. ADN
emite o fluorescenta verde, iar ARN (adesea ecranat de fluorescenta ADN)
o fluorescenta rosie (Evenson si Darzynkiewicz, 1990; Evenson si colab.,
1991). Zona cerebrald investigata a fost aria CA3 hipocampicd, folosind un
microscop Optika B-383LD2 (Toma si colab., 2017).

7.2.4. Metode histologice

Pentru analiza histologicd, probele de creier au fost fixate in
formaldehida neutra 10%, timp de 3 zile. Dupa fixare, tesutul a fost
histoprocesat si inclus in parafind. Din blocurile de parafina obtinute, s-au
efectuat sectiuni groase de 5 um, care au fost apoi supuse coloratiei Nissl.
Aria de colorare a fost cuantificatd folosind programul Image]. Zona
cerebrald investigatd a fost aria CA3 hipocampicd, folosind un microscop
Optika B-383LD2 (Toma si colab., 2017).

7.2.5. Microscopie electronicd cu transmisie

In vederea examenului ultrastructural cu microscopia electronica

cu transmisie, imediat dupa recoltarea creierului, s-au prelevat fragmente
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de cca. 1 mm? care au fost introduse in glutaraldehida — PBS timp de 1 ora.
Dupa fixare, probele au fost procesate dupa protocol descris de Craciun si
Barbu-Tudoran (2013). Celulele investigate au fost neuronii piramidali
trisnaptici ai ariei CA3 precum si neurogliile aferente (Toma si colab.,
2017).

7.2.6. Analizad statistica

Toate analizele statistice au fost efectuate folosind software-ul
GraphPad Prism, versiunea 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Rezultatele au fost exprimate ca medie + deviatia standard a mediei (SD).
Datele au fost supuse ANOVA urmatd de testul Bonferroni. Valoarea lui p
asociat testului post-hoc Bonferroni, mai mica de 0.05, a fost considerata
semnificativa statistic. Coeficientii de corelatie au fost interpretati dupa
scala Colton. “p <0.05; "p <0.01; ™ p < 0.001 (Toma si colab., 2017).

7.3. Efectul de stress-buffering si structura microscopica la neuroni CA3

Stresul de 3 si 7 zile a determinat scdderea 3-NT in sange (Fig. 46A,
p <0.001) in timp ce CAT si GPX (Fig. 46B si Fig. 46C) au prezentat cresteri
semnificative (p < 0.001 pentru CAT si p < 0.05 pentru GPX). Reactia
defensiva antioxidanta a fost mult mai proeminentd, dupa 7 zile de stres
decat dupa 3 zile de stres de imobilizare repetata. In privinta variatiilor CS
(Fig. 46D), acestea au demonstrat activarea axei HHHS care a condus la
cresterea progresiva a CS din sange, direct proportional cu timpul de stres.
Histoenzimologic (Fig. 47), CyOx si ATPaza au marcat o scddere
importanta (cca. 2 unitdti pe scala de masurare a intensitatii reactiei dupa
Grover si colab., 2015), de-a lungul perioadei de expunere la stresul de
imobilizare, in timp ce MAO a fost influentatd moderat, scaderea acesteia
insumand aproximativ 1 unitate, pe scala de madsurare a intensitatii

reactiei.
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Fig. 46. Valorile 3-NT (A), CAT (B), GPX (C) si CS (D) la grupul Control si la loturile
experimentale expuse stresului de imobilizare, timp de 3 respectiv 7 zile. Valorile sunt
exprimate ca medie + SEM. "p < 0.05, “p < 0.01, *"p < 0.001 (Toma si colab., 2017).

Din punct de vedere structural, coloratia cu acridinorange a
evidentiat o dinamica interesantd a celulelor gliale (Fig. 48). Astfel, de-a
lungul perioadei de expunere, la stresul de imobilizare repetata, dupa 3
respectiv 7 zile de stres, in curbura ariei CA3 hipocampice s-a observat
activarea unor celule (semnal puternic fluorescent dat de nucleul acestora),
in raport de directd proportionalitate cu timpul de stres si cu variatiile
stresului oxidativ si ale corticosteronului. In urma coloratiei Nissl (Fig. 49),
arhitectura ariei CA3 din hipocamp nu a prezentat modificari, astfel ca
activarea acelor celule, observata in fluorescentd, nu s-a suprapus cu nici

o modificare la nivelul ariei CA3.
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Fig. 47. Determinarea dinamicii CyOx, ATPazei si MAO la Control si la loturile
experimentale. Graficul ilustreaza efectul, dependent de timp, al stresului asupra
functiei mitocondriale si a semnalizarii serotoninergice evaluate prin intermediul
histoenzimelor. Mediatia serotoninergica (MAO ca indicator al acesteia) s-a dovedit a
fi mai consolidatd decat enzimele mitocondriale CyOx, respectiv ATPaza. Evaluarea
reactiei histochimice a fost efectuata dupa metoda lui Grover si colab. (2015): 4 —
reactie foarte intensad; 3.5-3 — reactie intensa; 2.5 — reactie moderata; 2-1 — reactie slaba;
0 — reactie negativa.

Fig. 48. Structura ariei CA3 hipocampice la Control (C) si la grupurile experimentale,
in urma marcdrii acizilor nucleici cu acridinorange. Se observa activarea celulelor
gliale, in jurul curburii ariei CA3, cu o rata proportionala cu timpul de expunere la
stres. Col. Acridinorange, x 200 (Toma si colab., 2017).
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Fig. 49. Structura ariei CA3 hipocampice la Control (C) si la grupurile experimentale.
Coloratia Nissl demonstreaza absenta modificdrilor in arhitectura ariei, in procesul
neurosecretor sau sub aspectul morfologiei neuronale. Graficul reprezinta valorile
medii ale densitatii optice integrate pentru coloratia Nissl (filtru albastru-violet).
Rezultatele masurarii densitatii optice integrate demonstreaza absenta modificarilor
sub aspectul dinamicii substantei Nissl. Col. Nissl, x 200 (Toma si colab., 2017).

Simpla activare a unor celule marcate cu acridinorange nu a condus
spre o concluzie clard a tipului de celule care prolifereaza in curbura
hipocampica. Coloratia Nissl ar sugera ca celulele, ale caror nuclei au fost
marcati fluorescent, ar putea fi oligodendrocite sau microglii. Un studiu
complementar, al ultrastructurii celulelor din zona analizata (Fig. 50, Fig.
51, Fig. 52), a condus spre concluzia ca nucleii care au proliferat
(fluorescenta verde) au fost ai oligodendrocitelor, iar structura neuronilor
ariei CA3 nu a prezentat modificari notabile. Aceste date de ultrastructura
au sustinut ipoteza formatd cu privire la prezenta/proliferarea
oligodendrocitelor, in conditii de stres, iar functia de balansare a
neuronilor CA3 a fost, de asemenea, sustinuta (Toma si colab., 2017).

Absenta unor modificari intracelulare asociate cu activarea

oligodendrocitelor si cu modificari perineuronale specifice stresului au
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aratat rolul de stress-buffer al ariei CA3 hipocampice. Studiile ulterioare
au facut obiectul unor experimente mai ample, in care s-a urmdrit
verificarea asumptiei bazatd pe datele prezentate. Rolul ariei CA3 in
mecanismele de stress-buffering face si in prezent un obiect al cercetarilor

noastre.

Fig. 50. Aspecte ultrastructurale la microscop electronic cu transmisie, ale neuronilor
ariei CA3, la lotul Control. In subfigura (a) s-au remarcat nucleii neuronilor
piramidali, Tnconjurati de citoplasma bine organizatd, cu reticul endoplasmatic
normal, mitocondrii fara lize sau vacuolizari, teritoriul perinuclear neuronal avand
un aspect compact (chenarul punctat). Usoare dilatari pericapilare (subfigura (b)) au
fost, de asemenea, observate. Cromatina (#) a fost bine organizatd, iar in jurul
neuronilor s-au remarcat si componente mielinice (*) care reprezintd sectiuni prin
axoni. x 5000.
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Fig. 51. Ultrastructura zonei CA3 hipocampice la lotul S3D (stres de 3 zile) la
microscop electronic cu transmisie. S-a remarcat (subfigura (a)) structura normald a
neuronului (sdgeata neagra), cu nucleul normal organizat, cu mici ondulari ale
anvelopei nucleare iar tangential cu o sectiune printr-un axon, (¥), s-a remarcat
caracterul electrodens al mielinei. Dendritele (D) apar cu mitocondriile (M) adesea
lizate (eveniment observat in analiza histoenzimologica), iar in jurul neuronilor s-a
remarcat prezenta oligodendrocitelor (Olg) (subfigura (b)) cu zone de lizd
citoplasmatica si mitocondrii normale. Neuropilul nu a prezentat spatii lacunare
(chenarul punctat). Perineuronal, s-au observat endoteliul vascular (endo), un capilar
(cap), respectiv un eritrocit (eri). x 5000.
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Fig. 52. Aspecte ultrastructurale ale ariei CA3 hipocampice la lotul S7D (animale
stresate 7 zile) la microscop electronic cu transmisie. Morfologia neuronului
(subfigura (a)) a prezentat o scadere a caracterului osmofil al acizilor nucleici, iar
citoplasma s-a prezentat normald, fara dilatari ale reticulului endoplasmatic si fara
spatii lacunare. Langa neuron, s-a remarcat prezenta oligodendrocitului identificat
dupd conturul pronuntat al nucleului cu heterocromatind (Olg). S-a remarcat,
totodatd, un contur usor neregulat al nucleului neuronal (subfigura (b), sageata
neagrd) si mitocondrii lizate (subfigura (b), M). Totodatd, In urma stresului de
imobilizare de 7 zile consecutive, la nivelul capilarelor sangvine s-au identificat
trombocite aderente (subfigura (c), t — trombocit sectionat transversal; endo —
endoteliul capilar; eri — eritrocit).
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7.4. Discutii

Stresul de imobilizare a generat, la randul sau, stres nitrooxidativ,
dupd cum arata atat datele noastre, cat ale altor autori (Alkadhi, 2013;
Chen si colab., 2015, 2016; Carda si colab., 2015). Interactiunea NO sistemic
(produs in acest caz de iNOS) cu radicalul superoxid conduce la formarea
peroxinitritului, considerat toxic in special pentru neuroni. Peroxinitritul
reactioneaza ireversibil cu resturile de tirozina ale proteinelor si formeaza
3-nitrotirozina (3-NT). Reactivitatea superoxidului cu NO, prin urmare
inactivarea NO, a fost sustinuta de rezultatele experimentale care au
demonstrat ca superoxid-dismutaza stabilizeaza EDRF (endothelium -
derived relaxing factor) (Gadek-Michalska si colab., 2012). Cu toate
acestea, ipoteza noastra mentioneaza cd stresul de imobilizare scade
nivelul sangvin al NO prin modularea iNOS. Aceste reactii ar putea
conduce la scdderea 3-NT fdrd reactia cu NO a radicalilor superoxid (Toma
si colab., 2017).

SOD, CAT si GPX scad nivelul ROS in sistemele biologice si
genereaza apd. Datele noastre au demonstrat, in acord cu referintele
mentionate mai sus, ca enzimele antioxidante au fost stimulate, iar stresul
nitrooxidativ a fost scazut in urma stresului de imobilizare repetata.
Cresterea sangvina a CAT si GPX a confirmat prezenta ROS, generate de
perturbari ale functiei mitocondriale (ex. eliberarea de citocrom c din
lantul respirator mitocondrial), disfunctii endoteliale (ex. exprimarea
anormald a eNOS) (Ukkola si colab., 2001; Alkadhi, 2013; Carda si colab.,
2015). Nivelurile sangvine ale 3-NT, respectiv CAT si GPX, au sugerat cd
in stresul de imobilizare, sistemul nervos central elibereaza gradual
molecule care actioneaza direct asupra balantei redox (Toma si colab.,
2017).

Cresterea concentratiei sangvine a corticosteronului a fost puntea
de legatura dintre stresul oxidativ evaluat si aspectele microscopice ale
ariei CA3 hipocampice. Dupa cum au ardtat Carda si colab. (2015),

cresterea nivelului sangvin al corticosteronului a generat stres oxidativ.
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Glucocorticoizii au accelerat metabolismul celular pentru a genera energie
necesard proceselor adaptative, procese care au ldsat in urma radicali liberi
(Leonardo, 1990; Spiers si colab., 2013). In acest context, mecanismul
adaptativ (cresterea corticosteronului), in urma cdruia se genereaza ROS,
conduce la aparitia unuia dintre putinele mecanisme de feed-back pozitiv,
in care raspunsul stimuleaza comanda sau cauza care l-a generat.
Generarea ROS a condus la stimularea stresului oxidativ si a inflamatiei
care, din nou, vor solicita glucocorticoizi (Toma si colab., 2017). Variatiile
ROS, generate In urma expunerii la stres de imobilizare repetata, au fost,
in tandem, cu modificdrile activitatii CyOx si a ATPazei (scdderea
acestora), corelate la randul lor cu stresul oxidativ indus de corticosteron;
si aceste modificari sustin cercul vicios existent intre stresul neuropsihic -
corticosteron — stres oxidativ. Mediatia monoaminergicd nu a fost
influentatd de stresul de imobilizare. Datele noastre sunt sustinute de
cercetarile lui Steinhduser si Gallo (1996), care au aratat ca, in stresul
neuropsihic, mediatia glutamatergica a fost stimulata.

Din punct de vedere histologic, datele noastre sustin activarea
celulelor gliale (oligodendrocitelor) in aria CA3 hipocampica, fara ca
evenimentul adaptativ sd influenteze structura si arhitectura neuronilor
din cornul amonic 3. Relativ controversata, actiunea corticosteronului
asupra celulelor gliale a condus la stimularea si nu la inhibarea proliferdrii
oligodendrocitelor, in cazul stresului neuropsihic, dupa cum au ardtat
studiile lui Bares (1997), Warringa si colab. (1987) si Czéh si Lucasen (2007).
Absenta modificarilor, in distributia substantei Nissl, dar si in raport cu
morfo-arhitectura neuronilor CA3, a sugerat ca aceastd subzona a
hipocampului reactioneaza la stresul neuropsihic prin mecanisme celulare
complementare (activare oligodendrogliald) si umorale (corticosteron,
radicali liberi) (Toma si colab., 2017).

Activarea gliala a demonstrat un proces inflamator local (Deuker si
colab., 2014), iar analiza ultrastructurala a evidentiat o serie de modificari

notabile situate perineuronal, precum si prezenta oligodendrocitelor in
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numdr mai mare, In proximitatea neuronilor. Astfel, subzona CA3 a
hipocampului a jucat rolul unui releu fiziologic, care a balansat reactia la

stresul de imobilizare repetatd (Toma si colab., 2017).

7.5. Concluzii

Modelul biologic al stresului de imobilizare, ca model pentru
stresul neuropsihic, a evidentiat un rol pe care hipocampul il are in
adaptarea la stresul nitrooxidativ si neuropsihic. Modelul biologic a
relevat un mecanism de stress-buffering al ariei C3, pe care sobolanul Wistar
l-a dezvoltat. Studiile aprofundate vor evidentia, prin prisma proprietatii
de stress-buffering, legatura dintre modificdrile prezentate si ecoul

comportamental al expunerii repetate la stres.
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8.

Convergenta datelor experimentale

spre cdi fundamental comune

(I) Folosirea in vivo a unor proteine prooxidante, aldturi de diverse
molecule rezultate prin derivatizarea Hb sau Hr, a evidentiat: (i) reactia
imuna exclusiv umorald, aparutd In urma expunerii la derivati ai Hb
respectiv. Hr; (ii) intersectia imunitdtii umorale cu hemostaza via
trombocite, fibrinogen si imunoglobuline, atunci cand biosistemul
identifica proteine specifice sangelui; (iii) modularea reactivitatii
prooxidante a derivatilor de Hb/Hr a condus la modularea efectelor
fiziopatologice ale acestora; (iv) intre stresul oxidativ si rdaspunsul
inflamator sistemic existd o relatie de directd proportionalitate.

(IT) Stresul oxidativ, asociat cu neuropatologii (tulburari de
memorie, anxietate) sau cu modularea reactiei imune, a demonstrat
caracterul pleiomorf al reactivitatii modelului biologic folosit. S-a observat
activitatea antioxidanta cerebrala a curcuminei, prin modularea caii de
semnalizare mediatd de NF-kp, ERK1/2 si iNOS, dupa administrarea unei
doze de diazepam (agentul care a destabilizat balanta redox cerebrala).

(II) in conditii normale, alicina a jucat un rol de stimulator al
limfocitelor B, prin intermediul receptorului SCAR B1, a cdrui cale de
semnalizare s-a intersectat cu cea a BCR (B Cell Receptor), conducand la
amplificarea secretiei de imunoglobuline. In paralel, cu cresterea sintezei
si eliberarii imunoglobulinelor, stresul oxidativ a fost diminuat. Mai mult,
o serie de date experimentale obtinute de noi au demonstrat cd, exista

relatii de inversa sau directd proportionalitate intre stresul oxidativ si
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reactia inflamatorie sistemicd, respectiv raspunsul imun mediat umoral.
Modelul biologic, insd, a evidentiat caracterul polifactorial al stresului
oxidativ si a demonstrat cd, diferiti compusi destinati variatelor scheme de
tratament, actioneaza dupd legi comune si, totodatd, s-a constatat
caracterul deosebit de dinamic si, adesea contradictoriu, al parametrilor
stresului oxidativ

(I'V) Testarea pe sobolanul de laborator a extractelor de L. album si
L. purpureum, in conditii normale si de stres de imobilizare, a relevat
multiple bioactivitati de ordin protector si reglator ale acestora.

(V) Modelul biologic folosit a scos in evidentd ordinea intrarii in
reactia defensivd a biosistemului model (sobolanul alb Wistar) prin
intermediul reactiilor adaptative (i) biochimice si (ii) tisulare. Modelul
biologic a ardtat, de asemenea, cd organele asociate axei functionale HHHS
sunt In prima linie de reactie adaptativd, urmate de organele cu rol
principal metabolic (ficat, rinichi). S-a putut observa bioactivitatea
specificd a extractului de L. album, fundamentata pe prezenta in extract a
unor iridoide precum SME si ASME. Aceste iridoide au fost responsabile
si de efectele regenerative ale extractului de L. album asupra girusului
dentat.

(VD In cazul testelor in vivo, pentru conturarea bioactivitatii
specifice, extractul din fructe de merisor a semnalat o reactie atipicd, in
fitoterapie, Insa esentiald: un preparat fitofarmaceutic nu a avut efecte
pozitive asupra anumitor organe si indicatori biochimici. Modelul biologic
al steatohepatitei etanolice si a nefrotoxicitatii nespecifice a alcoolului
etilic, la sobolanul alb din rasa Wistar, au evidentiat pleiomorfismul unui
model biologic indus de un singur factor, in cazul nostru, etanolul.

(VII) Datele experimentale, ancorate in contextul experimental, au
demonstrat cd, modelul biologic utilizat pe sobolanul alb din rasa Wistar
poate evidentia noi mecanisme fundamentale de actiune a unui complex
de fitocompusi (extractul vegetal). S-a remarcat efectul sinergic al

extractului de Galium wverum cu cel al stresului, In sensul stimularii
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glandelor suprarenale. Per ansamblu, rezultatele studiului histologic al
axei hipotalamus — adenohipofiza — glande suprarenale au demonstrat ca
administrarea extractului de G. verum, in conditiile expunerii animalelor
la stres de imobilizare, a indus modificari morfologice importante la
nivelul intregului ansamblu constitutiv al axei hipotalamo-hipofizo-
suprarenaliene, rezultatele pledand in favoarea stimuldrii activitatii
secretorii a acesteia.

(VIID In cadrul modelului biologic al steatohepatitei nealcoolice,
s-a putut observa ca prezenta antioxidantilor dintr-un extract vegetal nu
are a priori efecte benefice, matricea de administrare avand un rol decisiv
sub aspectul efectului biologic al extractului.

(IX) S-a remarcat, de asemenea, ca steatohepatita indusa
experimental cu CCls a fost asociata cu cresterea raspunsului imun mediat
celular si a TNFa. In plus, scaderea valorilor markerilor hepatici din ser
nu reprezintd intotdeauna un semnal de regenerare hepaticd. Uneori, ca si
in cazul studiului nostru, scaderea markerilor hepatici sugereaza gradul
maxim de leziune, in urma caruia, ficatul nu mai detine rezerve enzimatice
care, din cauza distrofiei grase si a necrozelor, sunt preluate de torentul
sangvin local

(X) Modelul biologic utilizat, in vederea stabilirii actiunii
anxiolitice a extractelor de Hypericum, a relevat trei chestiuni esentiale: (i)
antioxidantii pot avea efecte anxiolitice si antidepresive; (ii) reactia
neuroimuna din tulburarea anxioasa, a fost asociata cu cresterea stresului
oxidativ; (iii) extractele de Hypericum prezinta proprietati adjuvante (nu le
consideram terapeutice) in terapia anxiolitica.

(XI) In cazul modelului biologic folosit, in care, AgNP-CM au fost
administrate in conditii normale, s-a remarcat, ca si in cazul studiilor cu
alicing, plasticitatea structurald si metabolica a sobolanului alb Wistar.
Totodata, prezenta compusilor din C. mas a determinat stimularea actiunii
AgNP relevata de amplitudinea apoptozei si a leziunilor testiculare

observate.
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(XII) Modelul biologic al stresului de imobilizare, ca model pentru
stresul neuropsihic, a evidentiat un nou rol pe care hipocampul il are in
adaptarea la stresul nitrooxidativ si neuropsihic. Modelul biologic a
relevat un mecanism de stress-buffering al ariei CA3 pe care sobolanul
Wistar l-a dezvoltat. Studiile aprofundate vor evidentia, prin prisma
proprietatii de stress-buffering, legatura dintre modificdrile prezentate si
ecoul comportamental al expunerii repetate la stres.

Modelele biologice in cadrul carora s-au derulat cercetarile noastre
au avut ca numitor comun, biologia si patologia stresului oxidativ.
Cercetdrile s-au derulat folosind modele experimentale ale diverselor
conditii patologice (stres neuropsihic, tulburare anxioasd, intoxicatie
etilica, steatohepatitd), sau sobolani albi Wistar cu status normal din punct
de vedere fiziologic (testarea derivatilor din Hb/Hr, a alicinei, curcuminei
sau a noilor mecanisme implicate In adaptarea la stres neuropsihic).
Elementele de convergenta ale modelelor experimentale normale sau
patologice, studiate pe sobolanul alb din rasa Wistar, cuprind:

(i) indiferent de statusul patologic al sobolanului supus
experimentarii, tabloul stresului oxidativ variaza in timp;

(ii) scaderea sau cresterea stresului oxidativ nu se generalizeaza, ci
este strict dependentd de contextul experimental;

(iii) modelele biologice normale (fdra conditie patologicd) reflecta
bioactivitatea moleculei/compusului/extractului vegetal testat, intr-o
forma mai restransa decat testdrile efectuate cu modele biologice ale unor
patologii, in care pentru molecula/compusul/extractul vegetal testat, se
scot In evidentd multiple implicatii metabolice, structurale sau
comportamentale;

(iv) alegerea modelului biologic nu se face dupd ce ar vrea
experimentatorul sda obtina, ci dupa specificul (caracterizare fizica,
chimicd, studii in silico sau dupa caz, in vitro) moleculei/ compusului/

extractului vegetal testat, fata de care se asteaptda anumite efecte biologice;
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(v) modelele biologice sunt sisteme functionale pleiomorfe, care
scot in evidenta pleiomorfismul moleculei/compusului/extractului vegetal
testat;

(vi) proportional cu complexitatea modelului biologic si a analizelor
efectuate, subiectul cercetat este sustinut cu date multidimensionale
(moleculare, metabolice, morfologice, de interactiune in cdile de semnalizare,
comportamentale etc.), iar apropierea de adevarul stiintific este mai mare;

(vii) In reactia adaptativa, la anumiti factori perturbatori, exista
forme de adaptare, pe care le incadram in forme adaptative tampon, capabile
sd mentina balanta redox, metabolica etc. o perioadd definita de timp;
dupa epuizarea acestor coping buffered reactions, biosistemul va declansa

mecanismul adaptativ propriu-zis (dupa cum s-a observat in Capitolul 7).
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Profesorilor, colegilor, colaboratorilor, prietenilor deopotriva, le
multumesc pentru suportul acordat in realizarea acestui material.
Recunostinta si multumiri aduc colaboratorilor din Institutul de Cercetari
Biologice din Cluj-Napoca si celor din Facultatea de Biologie si Geologie
respectiv Facultatea de Chimie si Inginerie Chimicad a Universitdtii Babes-
Bolyai, pentru increderea pe care au avut-o in ideile mele si au depus
eforturi pentru evolutia mea. Lucrarea de fata nu ar fi apdrut fard
colaborarea cu Catedra de Fiziologie a Universitatii de Medicina si Farmacie
,Juliu Hatieganu” din Cluj-Napoca, disciplina de Fiziopatologie din cadrul
Facultdtii de Medicina Veterinard — Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicind Veterinara din Cluj-Napoca, Laboratorul de Radiobiologie
Tumorald al Institutului Oncologic ,,I. Chiricuta” Cluj-Napoca, Institutul
National de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si
Moleculare din Cluj-Napoca, alaturi de care am avut parte de experiente
academice deosebit de productive. Eius memoria numquam perdentur! A
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anticipativd, admiratia biunivocd, rigurozitate stiintificd si a mentine
climatul calm de care este nevoie, sunt elemente definitorii, alaturi de
pasiune, care contribuie la constructia omului de stiintd independent.

Datele experimentale expuse contureazd aria in care un biosistem
reactioneaza In conditii experimentale, stresul nitrooxidativ fiind un
indicator extrem de dinamic al proceselor metabolice urmadrite. Modelul
experimental este in cadrul unui sistem viu, reactiv, mimetic si autoreglat,
care raspunde specific iIn urma actiunii diferitilor factori perturbatori.

Moleculele testate, respectiv extractele vegetale, se interpun in reactia
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sistemicd specificd modelului experimental, astfel, observandu-se actiunea
acestora in functie de directia catre care orienteaza sirul de reactii

(moleculare, biochimice, morfologice, comportamentale) existente in
biosistemul cercetat.
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