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INTRODUCERE

Analizand evolutia imbolnavirilor profesionale in ultimii 11 ani (1992-
2002), constatam o crestere evidenta a acestor cazuri in perioada 1992-1997,
lar intoxicatiile profesionale ocupa locul secund in structura pe cauze a noilor
cazuri de imbolnavire in Romania. Nu in ultimul rand date recent publicate
(sept. 2006) in literatura de specialitate mentioneaza prevalenta intoxicatiei
neprofesionale cu acetat de plumb, respectiv s-au identificat ca surse ale
acesteia plante utilizate in medicina traditionala indiana, ayurvedica.

Intrucat intoxicatia neprofesionala cu compusii anorganici ai plumbului
produce hematotoxicitate (inhibarea enzimelor tiolofore cu blocarea lantului
porfirinic si interferarea biosintezei hemului, cresterea concentratiei acidului o-
aminolevulinic Tn ser, eliminarea crescuta in urina scaderea hemoglobinei si a
numarului eritrocitelor, alterarea membranei eritrocitare) si nefrotoxicitate
(manifestata la nivelul tubilor contorti proximali si distali), iar antidoturile utilizate
manifesta nespecificitate si efecte toxice (nefrotoxicitate, depletia ionilor de
Ca*, Zn*, efecte cutanate), ne-am orientat catre alte substante chelatoare —
liganzi naturali (quercetolul, rutozida), care sa prezinte mai putine efecte toxice
si sd actioneze ca antidot. In acest sens cercetdrile au demarat cu
demonstrarea capacitatii chelatante in vitro a liganzilor naturali (rutozida gi
quercetolul), urmata de obtinerea complecsilor prin semisinteza. Dovedita fiind
asertiune, ne-am orientat determinarile spre verificarea actiunii quercetolului in
vivo asupra crustaceelor, molustelor intoxicate cu acetat de plumb si tratate cu
quercetol cu evidentierea modificarilor asupra unor parametri fiziologici, a
enzimelor de stres implicate (SOD, catalaza), a concentratiei ionilor de plumb.

Cercetarile experimentale pe soareci referitoare la rolul de antidot al
quercetolului au demonstrat existenta unui raport de bioinactivare acetat de
plumb/quercetol de 2,18 si un indice de protectie 1,43. Aceste rezultate ne—au
permis abordarea unor cercetari mai ample in vederea obtinerii unui extract
flavonozidic standardizat in quercetol — respectiv selectarea produsului vegetal
Sophorae flores, stabilirea procesului tehnologic de obtinere a extractului,
optimizarea lui prin metode informatice (tehnica suprafetelor de raspuns),
elaborarea metodologiei de control al calitatii, caracterizare organoleptica, pH-
ul solutiei, reactii de identificare specifice, analiza spectrala in UV-VIS si profil
cromatografic, determinarea continutului in flavone gi standardizare (5,19 g% in
quercetol, cu un continut in polifenoli si 0 capacitate antioxidanta crescuta).

Studiile preliminare au permis prelucrarea extractului flavonozidic
selectiv din Sophorae flores intr-o forma farmaceutica perorala, reprezentata
de comprimatele neacoperite. Acestea au fost formulate si caracterizate din
punct de vedere al calitatii standardelor in vigoare.



In elaborarea acestei lucrari m-am bucurat de colaborarea unor
specialigti cu calitati profesionale si umane de exceptie, carora doresc sa le
multumesc.

Am avut sansa sa intalnesc in doamna profesor universitar dr. farm.
Viorica Istudor, un ARISTOS, care n-are nevoie de uniforma, de simboluri,
deoarece ideile sunt uniforma sa, actiunile i sunt simbolurile, stie ca diferenta
dintre domnia sa si cei multi nu poate fi data de origine, bogatie, putere. Ea se
poate baza numai pe bunatate, inteligent pusa in practica. Domnia sa mi-a
indus ideea ca in acest univers al oglinzilor si metaforelor, omul reflecta toate
realitatile si se raporteaza la toate, ca orice minte le contine pe toate, dar
ascunse. Procesul infinit devine finit in fiecare lucru in parte, orice lucru este o
sectiune transversala prin eternitate.

Multumiri domnului profesor universitar dr. farm. Gheorghe Taralunga,
prodecanul Facultatii de Medicina Dentara si Farmacie din cadrul Universitatii
"Ovidius" Constanta, seful disciplinei de Farmacologie si coordonatorul
colectivului de la Centrul de Cercetari Stiintifice Medico-Militare Bucuresti,
pentru profesionalismul si amabilitatea dovedite la realizarea cercetarilor
farmacologice si sprijinul neconditionat acordat.

Sunt recunoscatoare doamnei profesor univ. dr. farm. Victoria Hirjau,
de la disciplina de Tehnica farmaceutica, din cadrul Facultati de Farmacie a
Universitatii de Medicina si Farmacie "Carol Davila", Bucuresti pentru sfaturile
si indrumarile care mi-au fost oferite cu eleganta competentei profesionale in
alegerea formularii optime pentru comprimatelor farmaceutice neacoperite.

Multumesc domnigoarei prof. univ. dr. Mihaela Mirela Bratu pentru
abnegatia si bunavointa manifestate la realizarea tuturor determinarilor
biologice.

Adresez multumiri doamnei profesor univ.dr. Veronica Nacea, doamnei
conferentiar univ. dr. Valentina Uivarosi de la disciplina de Chimie anorganica
din cadrul Facultatii de Farmacie a Universitatii de Medicina si Farmacie "Carol
Davila", Bucuresti pentru initierea mea in obtinerea complecsilor.

Ulterior am continuat colaborarea cu doamna conferentiar univ. dr.
Constanta Sava de la disciplina de Chimie analitica din cadrul cadrul
Universitatii "Ovidius" Constanta, Facultatea de Farmacie careia 1i multumesc.

Apreciez bunavointa colectivului coordonat de domnul profesor univ.
dr. Dumitru Coprean, de la Facultatea de Biologie, din cadrul Universitatii
"Ovidius" Constanta pentru accesul in biobaza facultatii.

Salut colectivul de la Universitatea Politehnica Bucuresti, Facultatea de
Chimie, si multumesc doamnei dr. Maria Giurginca si doamnei conf. univ. dr.
Ticuta Negreanu Pirjol din cadrul Facultatii de Medicina Dentara si Farmacie, a
Universitatii "Ovidius" Constanta, specializarea Farmacie, disciplina de chimie
anorganica, care prin amabilitate si bunavointd au realizat si interpretat
spectrele FT-IR, UV-VIS -NIR pentru complecsii sintetizati in laboratoarele
Facultatii de Farmacie din Constanta.

Multumesc doamnei conf. univ. dr. Mariana Arcug (Facultatea de
Medicina Dentara si Farmacie, a Universitati "Ovidius" Constanta,
specializarea Farmacie) si doamnei conf. univ. dr. Elena Doroftei (Universitatea
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"Ovidius", Constanta, Facultatea de Biologie) pentru sprijinul oferit in stabilirea
actiunii complexului studiat asupra diviziunii celulei vegetale.

Intrucat o mare parte din experientele realizate au necesitat material
biologic, reprezentat de crustacei si molugte, doresc sa multumesc din nou
pentru sprijinul acordat neconditionat in procurarea si utilizarea lor, domnului
sef lucrari dr. Mircea Cragsmaru, de la Institutul de Cercetari Marine "Gr. Antipa"
Constanta.

Consideratie, pretuire si prietenie adresez colectivului disciplinei de
Farmacognozie. Fitochimie - Fitoterapie, (sef lucrari drd. Laura Bucur, asistent
univ. drd. Antoanela Popescu) din cadrul Facultatii de Farmacie, Universitatea
"Ovidius" Constanta, pentru sprijinul acordat oricarei solicitari.

Nu 1in ultimul rand, doresc sa multumesc colectivului din
compartimentul Cercetare — Dezvoltare al fabricii Magistra C&C, coordonat de
domnul asistent univ. drd. Radu George Cazacincu, care a raspuns cu
solicitudine in demersul meu de a realiza comprimate neacoperite cu extract
din Sophorae flores.

Gratitudine pentru sugestiile privind tehnoredactarea lucrarii si
redactarea unor structuri chimice adresez domnului dr. ing. Bogdan Istudor.

Multumesc tuturor cadrelor didactice care au contribuit la formarea
mea profesionala.

Multumesc celor dragi (prieteni, familie) care au stiut si acceptat
limitele libertatii proprii, responsabilizarea acesteia, constientizarea propriilor
mele puteri.

Lucrarea are 196 pagini, 102 tabele, 112 figuri, 410 de referinte
bibliografice (inserate la sfarsitul fiecarui capitol) si este structurata in 12
capitole.

Primele doua capitole constituie partea teoretica, iar capitolele 3 - 10
partea experimentala. Capitolul 11 cuprinde rezultatele si discutiile generale, iar
capitolul 12 concluziile acestei teze de doctorat.

Pentru prezentarea datelor din literatura de specialitate care au
fundamentat acest studiu si a rezultatelor cercetarilor personale, am utilizat
urmatorul plan de redactare:
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PARTEA TEORETICA
Capitolul 1. Generalitati privind intoxicatia cu plumb

Sursele intoxicafiei profesionale cu plumb pot fi: minele de plumb si de
zinc (in sud-vestul si nordul tarii noastre sau zone puternic industrializate, cum
ar fi lagi si mai ales sudul Moldovei [1 - 15], industria constructiilor, fabricile de
acumulatori si de vopsele, tipografiile, insecticidele pe baza de arseniat de
plumb, fabricarea si utilizarea ca detonanti in benzine a unor compusi organici
volatili (plumb tetraetil).

Sursele intoxicafiei neprofesionale cu plumb se refera la ingestia de
bauturi gi alimente conservate in ambalaje metalice sau a celor care contin
pesticide cu plumb, la saturnismul de origine hidrica intalnit la utilizarea tevilor
din plumb pentru transportul apei potabile, n regiunile in care apa este saraca
in calcar, prezenta in mediul inconjurator (sol, apa), afecteaza atat stadiile de
dezvoltare ale florei si faunei (mentionam efectul cumulativ al Pb si Cd in lantul
trofic al ecosistemelor), cat si sanatatea umana [7].

1. 4. Toxicocinetica intoxicafiei cu plumb

Etapele toxicococineticii compusilor plumbului (absorbtia, distributia,
metabolizarea si excretia) au fost studiate in vivo pe animale de laborator. Cu
toate acestea, 0 serie de mecanisme ale proceselor farmacocinetice nu sunt
cunoscute, deoarece absorbtia plumbului este influentata de o serie de factori :
modul de expunere, specia chimica, proprietatile fizico-chimice ale compusului,
starea fiziologica (concentratia serica de calciu gi de fier din organism) si varsta
individului expus [9-12].

Cea mai frecventa este absorbtia pe cale orala, gastrointestinala a
plumbului este influentata atat de starea fiziologica a pacientului expus (varsta,
nivelul calciului gi al fierului seric), prezenta fosfatilor in dieta, cat si de
proprietatile fizico-chimice ale compusului ingerat, dar nu este influentata de
provenienta acestuia (praf, mizerie, dieta). Dupa absorbtie, plumbul este
transportat sub forma de fosfat coloidal, legat de albumine si y-globuline si fixat
in stroma globulara eritrocitara. Distributia plumbului se realizeaza
tricompartimental, respectiv in compartimentul sanguin, tesuturi moi si oase. La
nivelul sdngelui Pb** se distribuie initial in hematii unde este legat in mai mare
masura in interiorul celulei decat de membrana eritrocitara. (99%) cu un timp
de Tnjumatatire de 36 de zile.

lonii de Pb* ai compusilor anorganici nu sunt metabolizati Tn
organism, ci formeaza complecsi cu o serie de liganzi (proteine sau alte
molecule). Eliminarea se produce pe cale renala, prin filtrare sau secretie
tubulara, fiind principala cale de excretie (75%), cu importanta de diagnostic Si
terapeutica; caile secundare sunt fanerele (par, unghii) transpiratia, calea
digestiva (prin fecale, bila).



1.4.5. Toxodinamia intoxicaftiei cu plumb

Plumbul si compusii sai anorganici manifesta hematotoxicitate,
neurotoxicitate, vasculotoxicitate si nefrotoxicitate.

Hematotoxicitatea : prin inhibarea enzimelor tiolofore Pb** blocheaz&
lantul porfirinic si interfera de asemenea in biosinteza globinei. Consecinta o
reprezinta cresterea d-ALA, a fierului in ser, a protoporfirinelor in eritrocite, a
porfirinelor in urind si scaderea hemoglobinei si a eritrocitelor (anemie
saturninicd). Pb®" altereaza si membrana eritrocitara prin actiune toxica directa
asupra lipoproteinelor din structura ei si prin inhibarea ATP-azei. Rezulta
cresterea fragilitatii eritrocitelor, scaderea duratei medii de viatd a acestora,
ceea ce favorizeaza hemoliza intravasculara si cresterea corespunzatoare a
reticulocitelor. Hemoliza consta in lezarea fizica sau chimica a membranelor
hematiilor prin mecanism oxidativ [16 - 29].

Neurotoxicitatea : la nivelul S.N.C. actiunea toxica se exprima prin
encefalopatie saturninicd. La nivelul nervilor periferici Pb®** determina
degenerarea mielinei din structura axonilor, cu aparitia nevritei motorii.

Vasculotoxicitatea: actiunea toxica asupra vaselor se manifesta prin
spasme, hemoragii perivasculare, cresterea permeabilitatii vasculare, edem
cerebral.

Nefrotoxicitatea: la nivelul tubilor contorti proximali tulburarile sunt
consecinta inhibarii dehidrogenazei mitocondriale si a degradarii acidului
piruvic.

1. 6. Tabloul clinic al intoxicafiei cu plumb

Formele clinice ale intoxicatiei cu plumb sunt: intoxicatia acuta cu
plumb anorganic sau cu compusgi organici, intoxicatia cronica sau saturnismul
cronic la care simptomatologia clinica variaza in raport cu nivelul plumbului in
organism.

Intoxicafia acutd cu plumb elementar si saruri anorganice de plumb
survine Tn urma ingestiei accidentale a unei sari solubile de plumb (acetat,
carbonat si cromat), apar simptome si semne de durere abdominala colicativa,
constipatie, artralgii, slabiciune musculara, stare depresiva.

In cazuri rare, inhalarea de particule fine de oxid de plumb, in cantitati
mari, produce manifestari de intoxicatie acuta, caracterizate prin, sete, gust
metalic, greturi, varsaturi gi colica intestinala, care pot fi urmate rapid de
fenomene neurologice centrale. Uneori se produc crize hemolitice, cu
hemoglobinurie, insuficienta renala acuta [18 - 35]. Anemia, la doze mari de
plumb, este uzual hemolitica.

La nivelul SN periferic, plumbul produce o neuropatie motorie clasica.
Slabiciunea motorie este manifestata mai ales la nivelul extensorilor (caderea
pumnului) [100 - 132].
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1.8. Tratamentul intoxicafiei acute cu plumb si compusgii sai

Terapia cu chelati este recomandatd atunci cand Pb* atinge
concentratii sanguine mai mari decat 50 pg/dL [98]. In acest scop se folosesc
mai multe antidoturi ale caror structuri chimice sunt redate in figura 2.
Antidoturile utilizate Tn terapia intoxicatiei profesionale i neprofesionale cu
plumb pot fi clasificati pe baza mai multor criterii (structura chimica,
antagonism, scavengeri ai toxicitatii, antioxidanti), astfel:

v/ agenti de chelatare conventionali;

s agenti de chelatare care contin grupari — SH sau — S-S in structura;

Vs antagonisti naturali - Scavengeri ai toxicitatii — micronutrientii;

\V/ antagonisti naturali - Scavengeri ai toxicitatii — antioxidantii.

Capitolul 2. Principii active de natura vegetala cu proprietati
chelatante

Din cele relatate la terapia intoxicatiei cu plumb reiese ca majoritatea
antidoturilor folosite Tn acest scop sunt liganzi ai plumbului, cu un grad mare de
toxicitate (hepatotoxicitate, hematotoxicitate, nefro-, vasculo- i
neurotoxicitate).

De aceea ne-am orientat catre alti liganzi, cautand printre compusii
naturali, liganzi (flavonoide, aminoacizi) presupusi a fi lipsiti de toxicitate si cu
reactii adverse reduse si care corespund criteriilor de selectie a unui antidot de
origine vegetald. Intrucat grupul este foarte divers ca structurd chimicd si
proprietati, ne-am oprit asupra flavonozidelor. Alegerea lor s-a bazat pe
structura chimica, proprietatile fizico-chimice, farmacologice si biologice, cat gi
de accesibilitatea sursei [1 - 7].

Flavonoidele, prin caracterul reducator al gruparilor —OH fenolice, dar
si prin proprietatea de a chelata metalele bi si trivalente (Mg®*, Cu®*, AP, Sb®"),
manifesta proprietati antioxidante. Flavonoidele protejeaza tesuturile Tmpotriva
speciilor de radicali liberi de oxigen (RLO), in special a radicalilor superoxid
(RSO) si a peroxidarii lipidice membranare. Elementele structurale necesare
manifestarii de actiune protectoare fata de RSO pentru flavonoide se refera la:
prezenta gruparii OH libere in pozitia 3 a nucleului benzopiranic, dubla legatura
intre carbonii 2-3; grupari —OH fenolice pe fenilul de la C-2 in "orto", respectiv
la C-3' si C-4' si liposolubilitate.

Datorita proprietatilor chimice de a forma chelati, solubili, a
particularitatilor farmacocinetice si a acestor actiuni farmacologice care au fost
observate in vitro sau in vivo quercetolul ar putea interveni in rezolvarea
efectelor toxodinamice pe care le produce intoxicatia cu plumb, prin eliminarea
Pb* sub forma unor chelati solubili gi intervenind asupra hematotoxicitafii,
vasculotoxicitatii, nefrotoxicitafii, eventual a neurotoxicitafii, prin actiune
antioxidanta - de scavenger (captator) al radicalilor liberi, precum si asupra
tratamentului simptomatic care vizeaza tratarea colicilor, a fragilitatii vasculare
care conduce la hemoragii perivasculare. Pornind de Ila datele de
farmacocinetica ale derivatilor flavonici mentionate, evidentiam selectiv cele
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mai reprezentative actiuni farmacodinamice ale quercetolului care ar putea
interveni in anihilarea actiunii toxice a ionilor de plumb asupra organismului
uman.

Astfel quercetolul prezinta proprietati antioxidante conferind protectie
fata de stresul oxidativ indus de glutamat, de peroxidul de hidrogen si de alte
forme de stres (hipoglicemie), actioneaza sinergic cu unele vitamine (C, E) si
carotenoide.

Creste rezistenta capilara si membranara, scade permeabilitatea i
astfel exercita o actiune vasculoprotectoare asupra membranei eritrocitare
si a trombocitelor protejandu-le de alterarea oxidativa indusa de RLO si scade
afinitatea trombocitelor fata de leziuni [42].

Actiunea neuroprotectoare consta in protejarea celulelor neuronale
(in vitro gi in vivo) contra agresiunii stresului oxidativ prin cresterea nivelului
intracelular de glutation, redus, prin impiedicarea deschiderii canalelor de Ca**
si a patrunderii acestor ioni in interiorul celulei evitind astfel moartea celulara.

Prezinta actiune spasmolitica in vitro si in vivo cu valoare a
intensitatii de actiune (comparativ cu papaverina luata ca etalon), egala cu
0,72, inhiba contractiile intestinale induse de diferite concentratii de Ca*".

La nivel renal in vivo s-a constat ca prezinta efect protector sugerand
incorporarea quercetolui in straturile membranei lipidice si interferarea in
peroxidarea membranei lipidice.

PARTEA EXPERIMENTALA

Capitolul 3. Verificarea in vitro a capacitatii de complexare a
rutozidei si a quercetolului

Ipoteza cercetarilor noastre se bazeaza pe proprietatile flavonoidelor
de chelatare a unor metale plurivalent, de inhibare a unor enzime, intre care
unele sunt implicate Tn procesul stresului oxidativ (peroxidaza, catalaza,
superoxiddismutaza, xantioxidaza) si pe proprietatile antioxidante.

De aceea am considerat necesar sa demonstram ca aceste fenomene
se produc atat "in vitro" cat si "in vivo". Deoarece in desfasurarea cercetarilor
noastre am plecat de la ipoteza conform careia flavonozidele ar putea constitui
un antidot in intoxicatile cu Pb si cu alte metale grele, prin formarea unor
complecsi care pot fi eliminati prin urina, cum era sgi firesc, am considerat
necesar sa verificam considerentele pe care ne-am bazat.

Material si metoda

in acest sens se folosesc solutii izomolare de acetat de plumb (M),
solutie apoasa si de quercetol (L) solutie metanolica, cu concentratii cuprinse in
intervalul  (2x10™-4x10™M, 2x10°-4x10°M si 2x10°-4x10°M) care se
amesteca n volume diferite si se aduc la volum final constant. Cu fiecare din
aceste serii de solutii izomolare se prepara diferite amestecuri.

12



Probele obtinute se omogenizeaza prin agitare si se lasa in contact 45
de minute, dupa care se determina absorbanta la A = 435 nm si se traseaza
curba Job, A = f (x). Din intersectia tangentelor la curba, care pornesc din
valorile x=0 si x=1, se deduce valoarea Iui Xmaxm, respectiv raportul de
combinare q/p.

Pentru determinarea constantei de stabilitate a complexului s-a
preparat o serie de amestecuri de solutii neizomolare o serie de amestecuri de
solutii neizomolare de quercetol 2x10° M (solutie metanolica) si acetat de
plumb, 4x10° M, dup& algoritmul prezentat la determinarea raportului de
combinare. Din raportul celor doua concentratii se determina q. Se traseaza
curba A=f (x), la aceeasi lungime de unda, A=435 nm si se calculeaza
constanta de instabilitate a complexului.

Semisinteza complecsilor s-a realizat folosind ca liganzi, rutin* 3H,0 si
quercetol+2 H,O, de provenienta Merck, iar ca agenti complexanti acetatul de
Pb+3 H,0 si Cd(CH3 COOQ), Ca solvent pentru cei doi liganzi am folosit metanol
absolut. Pentru realizarea domeniului de pH (4,5-5,5) am utilizat acetat de
sodiu anhidru p.a., iar pentru determinarea raportului molar optim de combinare
am utilizat doua rapoarte molare (1/2,5 si 1/5) si doi cationi (Pb** si Cd**).

Pentru determinarea rapoartelor molare am avut in vedere faptul ca in
mediu neutru pentru un cation de Pb* sau Cd*’sunt necesari 2 moli de
guercetol sau rutozida, un pH aproape neutru (pentru complecsii ,orto” sau
.para”’) sau pH>7 pentru complecsi ,peri’. Plecand de la ideea ca un intoxicat
are intotdeauna exces de ioni toxici, am experimentat combinatiile 1 mol ligand
la 2,5 si 5 moli ion chelatant. Tn acest scop am folosit mai multe concentratii de
rutin, quercetol, acetat de plumb, acetat de cadmiu.

a) Pentru raportul molar rutin:acetat de Pb, 1:2,5, am cantarit 1,392 g
rutin si 1,8967 g acetat de Pb pe care le-am dizolvat in 100 ml metanol absolut,
am adaugat 0,01 g acetat de sodiu. Amestecul obtinut a fost refluxat pe baia de
apa la 80°C, timp de 2 ore. Se observa aparitia unui precipitat rosu —caramiziu.

b) Tn cazul raportului molar rutin:acetat de Pb,1:5, pentru aceasta am
cantarit 0,13292 g rutin si 3,79 g acetat de Pb pe care le-am dizolvat in 100 ml|
metanol absolut, am adaugat 0,01 g acetat de sodiu. Amestecul obtinut a fost
refluxat pe baia de apa la 80°C, timp de 2 ore. Se observa aparitia unui
precipitat rosu —caramiziu.

c) Pentru obtinerea complexului am utilizat un raport molar rutin:acetat
de Cd = 1:2,5. In acest scop am cantarit 0,6646 g rutin si 0,6663 g acetat de Cd
pe care le-am dizolvat in 50 ml metanol absolut, am adaugat 0,01 g acetat de
sodiu. Amestecul obtinut a fost refluxat pe baia de apa la 80°C, timp de 2 ore.
Se observa aparitia unui precipitat rosu —caramiziu.

d) O alta combinatie de reactanti experimentata a fost un raport molar
guercetol:acetat de Pb = 1:5. Pentru aceasta am cantarit 0,3383 g quercetol si
13,2436 g acetat de Pb pe care le-am dizolvat in 100 ml metanol absolut, am
adaugat 0,01 g acetat de sodiu.

Amestecul obtinut a fost refluxat pe baia de apa la 80°C, timp de 2 ore.
Se observa aparitia unui precipitat rosu —caramiziu. Dupa racire, precipitatele
sunt filtrate, spalate cu metanol absolut si lasate sa se usuce la temperatura
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camerei, sunt cantarite, dupa care au fost caracterizate fizico-chimic prin
diverse teste, conform F.R. X.

e. Determinarea continutului in Pb si in Cd prin spectroscopie de
absorbtie atomica in flacara (Shimadzu AA 6300) [32].

Rezultate i discufii

Combinatile complexe chelate astfel obtinute prezinta o configuratie si
0 constanta de stabilitate care este influentata atat de natura ligandului, cat gi
de configuratia electronica periferica a cationului metalic generator de
combinatie complexa. Dintre cationii cu configuratie electronica periferica
speciala, ionul de Pb** formeaz& complecsi destul de stabili.

A. Din rezultatele obtinute si prezentate tabelar gi grafic referitoare la
formarea chelatilor in solutie si stabilirea constantei de stabilitate a complexului
se poate conchide ca quercetolul reactioneaza cu exces de acetat de plumb in
solutii hidrometanolice la pH =5,5, in raport molar de 1:1, prezentand o
constants de stabilitate de 5 - 10°.

Ulterior complecsii complecsii obtinuti prin  semisinteza prin
combinarea liganzilor (qQuercetol si rutozida) cu acetatul de plumb si acetatul de
cadmiu au fost caracterizati fizica — chimic, constantandu-se ca se prezinta sub
forma de pulberi amorfe, de culoare rogie — caramizie, greu solubile Tn apa si
acetona, insolubile in eter etilic, usor solubile Th metanol, stabile la lumina, la
aer, in timp;

B. Conduct|V|tat|Ie electrice molare ale acestor complecsi determlnate
in solutii 10° M in metanol prezinta valori scazute (80 — 93 pS/cm?), ceea ce
pledeaza pentru natura neelectrolitica a complecsilor obtinuti.

C. Caracterizarile spectrale IR realizate prin tehnica pastilarii cu KBr au
relevat prin compararea spectrului IR al ligandului quercetol cu cel al
complexului sau cu Pb urmatoarele informatii :

leg&tura metal — ligand apare la 425 cm™, in timp ce frecventele de
grup pentru p w w20y apar in intervalul 637-842cm™;

frecventa de grup caracteristica vc.o.c) de pe nucleu s-a deplasat de
la 1262 (ligand) la 1255 (complex);

[l frecventa de grup v c=c) de pe nucleu s-a deplasat de la 1610 cm?
(ligand) la 1562 cm™, ceea ce demonstreaza implicarea oxigenului de pe nucleu
la formarea legaturii metal oxigen,;

[El frecventa de grup caracterlstlca - C=0 pentru ligand (1666 cm™)
descreste n complex la 1646 cm™, sugerand coordinarea grupérii carbonil cu
ilonul metalic, precum gi al gruparii 5 OH a ligandului, dupa deprotonare;

.frecventele de grup ale v apar deplasate catre valori mai mari,
3424,38 cm™ ceea ce sugereazd existenta moleculelor de apa de cristalizare,
respectiv formarea unui hidroxocomplex al quercetolului cu plumbul.

d. Comparand spectrul IR al ligandului rutozida cu cel al complexului
sau cu Pb®" se observi ca:

leg&tura metal — ligand apare la 459 cm™, in timp ce frecventele de
grup pentru p w 20y apar in intervalul 612-805 cm™;
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[El frecventa de grup V c=c) de pe nucleu s-a deplasat de la 1457-1571
! (ligand) la 1544 cm’ Y(complex), ceea ce demonstreazd implicarea
OX|genuIU| de pe nucleu la formarea legaturii metal — oxigen;

[El frecventa de grup caracterlstlca - C=0 pentru ligand (1656 cm™)
descreste n complex la 1544 cm™, sugerand coordinarea gruparii carbonil cu
lonul metalic, precum si a gruparii 5- OH a ligandului, dupa deprotonare;

. frecventele de grup ale vy apar deplasate catre valori mai mari
3425 cm’ceea ce sugereazd existenta moleculelor de apa de cristalizare,
respectiv formarea unui hidroxocomplex al rutozidei cu plumbul.

E. Comparand spectrul IR al ligandului rutozida cu cel al complexului
sau cu Cd*" se observa ca:

legatura metal — ligand apare la 476 cm'l, in timp ce frecventele de
grup pentru p w w20y apar in intervalul 625-879 cm™:;

[El frecventa de grup Vv (c=c) de pe nucleu s-a deplasat de la 1457-1571
cm™ (ligand) la 160 cm’ Y(complex), ceea ce demonstreaza implicarea oxigenului
de pe nucleu la formarea legaturii metal — oxigen;

El frecventa de grup caracteristicd - C=0 pentru ligand (1656 cm™)
scade in complex la 1654 cm'™ , sugerand o slaba coordinare a gruparii carbonil
cu ionul metalic si cu gruparea 5 OH a ligandului, dupa deprotonare;

[El frecventele de grup ale Vo) apar deplasate sugerand existenta
moleculelor de apa de cristalizare, respectiv formarea unui hidroxocomplex al
rutozidei cu cadmiu;

spectrele electronice inregistrate in reflexie difuza pentru quercetol
comparativ cu complexul sau (quercetol-Pb) arata ca maximul de absorbtie
inregistrat la A= 292 nm pentru ligand, apare deplasat spre lungimi de unda
mai mici, A= 280 nm (efect hipsocrom), iar maximele de absorbtie ale
complecsilor detectate la A= 470 nm sunt modificate comparativ cu A= 416 nm
in cazul ligandului;

[El spectrele electronice Tnregistrate in reflexie difuza pentru rutozida
comparativ cu complexul sau (rutozida-Pb) arata ca maximul de absorbtie
Tnregistrat la A= 302 nm pentru ligand apare deplasat spre lungimi de unda mai
mici, A= 282 nm (efect hipsocrom), iar maximul de absorbtie al complexului
detectat la A= 452 nm este modificat comparativ cu A= 402 nm in cazul
ligandului;

[El spectrele electronice inregistrate in reflexie difuza pentru rutozida
comparativ cu complexul sau (rutozida-Cd) arata ca maximul de absorbtie
Tnregistrat la A= 302 nm pentru ligand apare deplasat spre lungimi de unda mai
mari, A= 308 nm, iar maximul de absorbtie al complexului detectat la A= 414 nm
este modificat comparativ cu A= 402 nm in cazul ligandului.

F. Continutul in Cd si Pb al complecsilor obtinuti determinat prin
spectrometrie de absorbtie atomica a evidentiat urmatoarele valori pentru :

2,79% + 0,0033 Pb in complexul rutin — Pb,
3,69%z=0,0021 Pb pentru complexul quercetin — Pb;
3,86 g%+0,0061 Cd in complexul rutin — Cd.
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3.4. Influenta complecsilor quercetol —plumb (Qcomplex) asupra
fiziologiei celulei vegetale in scopul determinarii eventualelor fenomene
toxice - Testarea fitobiologica prin (metoda Constantinescu)

Complexul Quercetol-plumb notat Qcomplex obtinut prin semisinteza a
fost supus testarii fitobiologice (metoda Constantinescu) in scopul determinarii
eventualelor fenomene citotoxice.

S-au cercetat urmatoarele concentrati de Qcomplex: 6,6 x 10°M
(proba 1), 13,3 x 10 > M (proba 2), 2 x 10 * M (proba 3), 2,6 x 10 “*M (proba 4),
3,3 x 10 M (proba 5), 4 x 10 M (proba 6), 4,66 x 10 *M (proba 7), 5,33 x 10~
*M (proba 8), 6 x 10 * M (proba 9), 6,6 x 10 M (proba 10), 7,3 x 10 *M (proba
11), 8 x 10 “* M (proba 12), 8,66 x 10 ™M (proba 13), 9,33 x 10 M (proba 14),
10 M (proba 15) si martorul.

Ca material biologic s-au folosit radacinile embrionare ale cariopselor
de grau (Triticum vulgare, Mill., soiul Flamura 85, provenit de la statiunea de
Cercetare — Dezvoltare pentru Agricultura Valul lui Traian, germinate gi tratate
in conditii de laborator [26 - 29].

S-au facut observatii referitoare la modificarile morfologice precum si la
aspectul si numarul radicelelor. S —a preparat solutia mama de concentratie 10°
*M in metanol din compusul studiat, care a fost notat cu Qcomplex. Solutiile de
analizat au fost obtinute in concentratii diferite (1, 2, 3....15 ml), din solutia
Qcomplex mama adusa la sec si reluarea reziduului cu cate 15 ml apa fiarta si
racita. Examenul microscopic s-a efectuat in zonele meristematice ale
radacinilor principale, sectionarea realizandu-se la o distanta de cca 5 mm de
varf, la interval de 6 si 24 ore de la Inceperea experimentului. Examinarea
microscopica si fotografierea s-au efectuat la un microscop NOVEX, cu camera
foto EUROMEX (Olanda).

Rezultatele sunt exprimate ca valori medii + eroarea standard, iar
procentul de inhibare a cresterii radiculare (1%) a fost calculat pentru fiecare lot,
comparativ cu martorul. Evaluarea statistica [40 - 42] a rezultatelor obtinute s-a
efectuat prin testul "t" Student.

Rezultate gi discufii

Rezultatele masuratorilor efectuate asupra alungirii radiculare sub
influenta solutiilor cercetate de Qcomplex, pe parcursul celor 5 zile, arata ca in
intervalul de concentratii cuprinse intre 6,6 X 10° M si 6,6 x 10* M, Qcomplex
prezinta o activitate de stimulare a cresterii radicelelor cariopselor germinate,
lar la concentratii cuprinse intre 7,3 X 10* M si 1 x 10° M inhib& cresterea
acestora,

&l in intervalul de concentratii cuprins intre 3,3 X 10% — 1 x 10™M
aspectul radicelelor este modificat, ele fiind torsionate, ingrosate si cu aspect
de gheara;

la concentratii de 5,3 - 6 x 10 M (probele 8 si 9) se constatd un
efect inhibitor, in timp ce la concentratii cuprinse in intervalul 6,6 - 7,3 x 10 “M
(probele 10 - 12) se manifesta un efect stimulator;
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Consideram ca acest comportament s-ar putea datora -calitatii
materialului germinativ.

semnificative statistic pot fi considerate numai probele 1 (6,6 x 10
M), 4 (2,6 x 10 M), 5 (3,3 x 10 M), 6 (4 x 10 ™M), 7 (4,66 x 10 M), 8 (5,33 x
10 M), 9 (6 x 10 M) si 14 (9,33 x 10 “*M);

de asemenea in intervalul de concentratii cuprins intre 6,6 x 10°M
si 1 x 10°M coeficientii de inhibitie cresc, cea mai mare valoare de (30 %
inhibitie) Tntalnindu-se la compusul de concentratie 1 X 10°M, aceasta
observatie concorda cu datele referitoare la examenul macroscopic, precum i
cu cel microscopic;

rezultatele obtinute la examenul microscopic dupa 6 ore de la
inceperea experimentului aratd ca Qcomplex incetineste ritmul dezvoltarii
celulare, produce frecvente degradari celulare, are efect deshidratant la nivel
celular (plasmoliza celulara), iar la nivelul materialului genetic produce
heterocromatinizare in profaza (pot fi raspunzatoare de blocarea ciclului
celular), si modificari ale formei nucleului, care devine alungit, cu contur
neregulat (tabelul I);

Tabelul I. Modificari ale diviziunii celulare dupa 6 ore de lainceperea experimentului

Nr.
lot Modificari ale diviziunii celulare dupa 6 ore de la inceperea experimentului
1. Celule n interfaza cu cu aspect neclar, nucleu degradat si celule Tn profaza cu nucleu de volum marit.
Celule aflate Tn profaza, unele dintre ele plasmolizate cu nucleul hipertrofiat si chiar cu liza peretilor celulari .
2.
Plasmoliza celulara evidenta, celule inegale Tn profaza si celule suprapuse n interfaza cu nucleu normal sau in profaza cu nucleu
3. marit.
Celule 1n profaza, plasmolizate, cu nuclei hipertrofiati si contur neclar; liza celulara vizibila, degradari celulare avansate, cu celule
plasmolizate, Tn profaza si interfaza. De asemenea apar celule lizate fara continut celular, dispuse n siruri ordonate, precum si
4. celule plasmolizate cu nuclei atrofiati si contur neclar.
Celule degradate, egale, dispuse n siruri ordonate (caracteristica a celulelor n diviziune), aflate Tn profaza, conturul nuclear este
neregulat, fiind posibile degradari ale Tnvelisului celular. Celulele Tn diviziune sunt plasmolizate, iar cele inegale, de forme diferite,
5. aflate Tn profaza, reprezinta semne de degradare celulara.
6. Celule degradate, plasmolizate, cu nucleu interfazic.
Celule cu nucleu hipertrofiat, unele complet lizate, altele sunt in profaza, sau au nucleu féra contur bine delimitat si Tnvelis
7. nuclear degradat.
Celule 1n diviziune, cu dimensiuni egale, nucleu hipertrofiat in care materialul genetic prezinta alternante ale regiunilor
8. eucromatice si heterocromatice, cu blocuri heterocromatice mari, atasate nvelisului nuclear, unele celule apar lizate, fara
continut celular.
9. Celule in diviziune, dispuse n siruri ordonate, alternate cu celule lizate. Se observa profaze si citokineza.
Celule 1n diviziune, cu profaze, telofaze si anafaze, citokineza, care alterneaza cu celule lizate, unele avand materialul genetic in
10. degradare.
12. Degradari celulare avansate si celule alungite, puternic plasmolizate Tn interfaza.
13. Celule cu pereti Ingrosati si prelungiri asemanatoare perilor absorbanti, cu nucleu mic, aflate in interfaza, care alterneaza cu
celule lizate.
14. Degradari celulare avansate cu interfaze si profaze vizibile.
15. Degradari celulare avansate, liza celulara, celule plasmolizate.
M Martorul prezinta celule dispuse ordonat aflate Tn profaza.
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rezultatele obtinute la examenul microscopic dupa 24 ore de la

inceperea experimentului arata ca Qcomplex produce aceleasi degradari, ca la
6 ore, dar apar si degradari ale materialului nuclea (tabelul I1).

Efectul deshidratant la nivel celular determina frecvent plasmoliza

celulara care se confirma prin aparitia unor peri absorbanti la suprafata
celulelor analizate, ca o adaptare la gasirea unor noi surse de apa in mediul de
viata celular.

Tabelul Il. Modificari ale diviziunii celulare dupa 24 ore de lainceperea experimentului

Nr.

lot Modificari ale diviziunii celulare dupa 24 ore de la inceperea experimentului

1 | Celule alungite, prozenchimatice, plasmolizate aflate Tn interfazd si citokineza,
formarea de peri absorbanti numerosi.

3 || Celule dispuse ordonat, profaze si citokineza.

4 | Celule lizate, alungite in interfaza, cu peri absorbanti.

Celule parenchimatice cu nucleu hipertrofiat si aspecte de heterocromatinizarea
materialului genetic, numeroase profaze evidente si rare telofaze, aparitia

5 | citokinezei cu formarea de pereti celulari despartitori dispusi longitudinal si nu
transversal.

6 | Celule parenchimatice mici, dispuse in siruri ordonate, aflate in profaza cu nucleu
hipertrofiat, foarte voluminos, precum si celule alungite cu peri absorbanti aflate in
interfaza.

7 | Celule aflate in profaza si telofaza cu citokineza, degradari celulare avansate,
prezenta celulelor plasmolizate.

8 | Celule alungite cu nucleu mic, interfazic, nucleoli vizibili, se observa o celula
alungita cu 2 nuclei mici dispusi periferic, posibil o telofaza atipica.

Celule parenchimatice, mici, nucleul celulelor aflate in profaza este hipertrofiat cu
heterocromatinizari, heterocromatina este dispusa adiacent inveligului nuclear, iar

9 || conturul nucleului apare de multe ori neregulat, fiind observate forme modificate,
atipice ale nucleului aflat in diviziune.

Celule parenchimatice mici, nucleul celulelor aflate in profaza este hipertrofiat, cu
heterocromatinizari, heterocromatina este dispusa adiacent invelisului nuclear, iar

10 | conturul nucleului aflat Tn diviziune apare de multe ori neregulat, cu forme
modificate. Apar si celule lizate, fara continut celular si degradari celulare avansate.
Degradari celulare avansate, frecvente celule alungite, nuclei cu contur neregulat gi
forme alungite, atipice, posibile interfaza, profaza si citokineza.

11
Celule degradate cu nucleul hipertrofiat si materialul genetic heterocromatinizat, cu
dispunerea heterocromatinei in jurul Tnvelisului nuclear, numeroase profaze,

12 | citokineza, rare telofaze.

Degradari celulare, profaze cu nucleu voluminos, heterocromatinizari evidente,
unele telofaze atipice, cu nucleii alipiti si invelis nuclear dezorganizat.

13

14 | Celule suprapuse aflate in profaza si citokineza.

15 | Celule alungite, cu pereti celulari ingrosati si nucleu mic, interfazic, se mai observa
profaze, interfaze, telofaze si citokineze.

M || Celule dispuse neordonat, cu numeroase profaze, telofaze si citokineza.
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Capitolul 4. Cercetari privind efectul antitoxic al quercetolului si al
rutozidei la crustacei si moluste intoxicate cu saruri de plumb sau cadmiu

Pe langa formarea de complecsi ai metalelor cu liganzi naturali, rolul
protector (antitoxic) al quercetolului, respectiv al rutozidei in intoxicatia cu
metale grele, poate fi apreciat prin raportare la actiunea acestor substante
asupra sistemelor antioxidante (SOD, catalaza) ale unor organisme marine [6 -
16]. Tn acest scop ne-am propus sa studiem efectele acestor flavone in
intoxicatia acuta cu clorura de cadmiu asupra crustaceului marin, Euxinia
maeotica (Amphipoda, Crustacea), aprecierea gradului de intoxicare facandu-se
prin studierea modificarilor survenite asupra parametrilor fiziologici (ritm
respirator, consum de oxigen, mobilitate), schimbarea conditilor climatice
(temperatura, salinitate), activitatii enzimatice (superoxid dismutaza), gradul de
mortalitate (imediata, intarziata), perioada de timp in care survine mortalitatea
(instantaneu, dupa 24-48 de ore, 5-6 zile) de la inceperea experimentului [13].

4.1. Efectul in vivo al rutozidei asupra speciei Euxinia maeotica
intoxicata cu CdCl,

Iintrucat flavonele (rutozida, quercetolul) actioneaza asupra multor
enzime, inhibandu-le sau stimulandu-le, ne-am propus sa urmarim influenta
rutozidei asupra SOD (enzima al carei continut creste in stresul oxidativ),
sintezei proteice si parametrilor fiziologici.

Material si metoda

Ca material biologic s-a utilizat crustaceul Euxinia maeotica, deoarece
prezinta un spectru larg de toleranta la variatiile de salinitate si de temperatura
ale mediului (traieste Tn mediolitoralul nisipos unde formeaza aglomerari
semnificative (mii de exemplare/m?) si a fost prelevat in perioada 14 - 18.03.
2002, aclimatizarea realizandu-se ulterior la conditiile de laborator, in vase de
experienta cu o capacitate de 1L). Experimentul s-a derulat pe o perioada de 16
zile. Hrana standardizata a crusteceelor s-a asigurat zilnic.

S-au studiat variatia parametrilor fiziologici (consum de oxigen,
motilitate), si efectul a 2 concentratii de CdCl, asupra ratei viabilitatii indivizilor
din populatii. S-au administrat volume egale (2ml) in doza unica din solutiile
apoase de rutozida de concentratii 0,7ug/L si 0,166 pg/L si de CdCl, de
concentratii 20 si 100 pg/L, prin adaugare in mediul salin.

Crustaceele au fost divizate Tn 11 loturi de cate 20 de indivizi adulti,
astfel:

lot 1 — martor;

lot 2 — crustacee intoxicate cu CdCl, 20 pgt;

lot 3 - crustacee intoxicate cu CdCl, 100 pgL;

lot 4 — crustacee neintoxicate, tratate cu rutozid 0,7 pgt;

lot 5 - crustacee neintoxicate, tratate cu rutozid 0,166ugL;
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lot 6 — crustacee tratate cu rutozid 0,7 pug/L, Tnainte cu 24 de ore de
intoxicarea cu CdCl, 20 ug/ L;

lot 7 - crustacee tratate cu rutozid 0,166 ug /L, inainte cu 24 de ore
de intoxicarea cu CdCl, 100 pgLt;

[El ot 8 — crustacee tratate concomitent cu rutozid 0,7 pg /L si CdCl, 20
ua/L;

[El ot 9 - crustacee tratate concomitent cu rutozid 0,166 pg./L si CdCl,
100 pg/L;

Ellot 10 — crustacee tratate cu rutozid 0,7 pgl la 24 de ore dupa
intoxicare cu CdCl, 20 pgA;

Ellot 11 - crustacee tratate cu rutozid 0,166ug A la 24 de ore dupa
intoxicare cu CdCl, 100 pugAL;

Activitatea SOD s-a apreciat prin metoda Winterbourn care se bazeaza
pe capacitatea SOD de a inhiba reducerea sarii de tetrazoliu (Nitro Blue
Tetrazoliu) la un formazan de catre radicalii superoxid, generati in mediul de
reactie, prin fotoreducerea riboflavinei.

Stabilirea aparitiei efectelor letale ale clorurii de cadmiu asupra
crustaceului folosit in experiment, gradul de mortalitate atins de aceste populatii
si In ultima instanta efectul protector pe care-l determina prezenta rutozidei au
aratat ca in primele zile ale expunerii, efectele letale afecteaza lent organismele,
aproximativ 10% pe zi.

Rezultate i discufii

v Din analiza datelor referitoare la variatia parametrilor fiziologici si a
conditilor de mediu asupra crustaceului Euxinia maeotica martor (lotul 1)
comparativ cu loturile tratate (2 — 11) reiese ca primele reactii la intoxicatia cu
CdCl, constau in reducerea mobilitatii (crustaceele nu mai inoata si se retrag pe
fundul vasului), modificarea ritmului respirator si reducerea consumului de
oxigen. Acest comportament se explica prin competitia dintre ioni (ionul de
Cd“*are aceeasi raza ionica ca si a ionului Ca*"), ceea ce face posibild blocarea
pompelor membranare de Ca*".

Vv Adaugarea rutozidei in cele 2 variante de concentratii (0,7 si 0,166
Mg /L la loturile 6 i 7) a indus o rata a respiratiei apropiata de martor, aspect
care confirma actiunea antitoxica a compusului, probabil prin blocarea Cd sub
forma unui chelat rutozid — Cd sau prin efectul sau antioxidant.

Vv Activitatea SOD la loturile intoxicate, comparativ cu lotul — martor
sau cu loturile 4 - 5 (tratate cu rutozida in diferite concentratii) manifesta o
crestere intensa, fata de acestea, crustaceele intoxicate si netratate (loturile 2,
3) au demonstrat o inhibitie sensibila a enzimei.

v De asemenea, se constata ca rutozida in absenta CdCl, nu induce
biosinteza SOD, datorita absentei stresului oxidativ, radicalii superoxid fiind
indicatori ai stresului oxidativ. La loturile intoxicate cu CdCl, in concentratii
diferite, activitatea SOD scade de la 0,6367 (lotul martor) la 0,4719 (lotul 3) si
0,4847 (lotul 4), probabil prin blocarea gruparii —SH caracteristica enzimelor
reducatoare gi nu ca urmare a absentei stresului oxidativ.
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v Activitatea SOD, mai redusa la loturile 6 (0,606) si 7 (0,660)
demonstreaza efectul antioxidant preventiv al rutozidei (se elibereaza cantitati
mai reduse de radicali superoxid).

vV Cresterea activitatii SOD 1in variantele in care sunt prezente Cd* si
rutozida (loturile 6 - 11) s-ar putea explica prin stimularea intensa a proceselor
enzimatice de aparare antioxidativa, pentru anihilarea toxicitatii Cd (blocarea sa
in complex). Aceasta observatie se coroboreaza cu datele prezentate anterior
referitoare la consumul de oxigen, ritm respirator, temperatura mediului de
reactie, salinitate.

v Completarea imaginii privind contracararea stresului oxidativ de
catre rutozida s-ar fi putut realiza si prin studiul activitatii altei enzime (catalaza),
dar datele din literatura de specialitate, precum si propriile observatii au condus
la constatarea absentei acestei enzime la crustaceul respectiv.

v Efectul protector al rutozidei asupra crustaceului s-a urmarit prin
stabilirea aparitiei efectelor letale ale clorurii de cadmiu, respectiv prin gradul de
mortalitate atins de aceste populatii.

In primele zile ale expunerii, efectele letale afecteaza lent
organismele, aproximativ 10% pe zi.

Efectul letal 50% s-a inregistrat in a X-a zi la lotul 5 (lot neintoxicat si
tratat), acesta s-ar putea datora altor factori, necunoscuti noua, sau efectului
inhibitor al rutozidei asupra unor enzime vitale ale crustaceului, cunoscute fiind
proprietatile inhibitoare ale rutozidei asupra mai multor enzime (elastaza,
colagenanaza, COX).

Efectul letal care afecteaza 50% din populatia supusa experimentului
apare in a V-a si a VI -a zi pentru loturile intoxicate (2 si 3) sitna VI-a,a Vll—a
si a Vlll- a zi pentru celelalte loturi intoxicate gi tratate.

Efectul letal 100% survine in loturile intoxicate gi netratate in a XII -a
, respectiv a Xlll -a zi. In cazul loturilor intoxicate si tratate efectul letal 100%
apare astfel : in a XVI -a zi, respectiv a Xlll -a zi (loturile 6 si 7, tratate
preventiv), dupa a X -a, respectiv a Xll- a zi (loturile 8 si 9, tratate concomitent).

In cazul administrarii tratamentului crustaceelor intoxicate (loturile
10 si 11) dupa 24 ore, se constata aparitia efectului letal 100%,dupa a XV- a,
respectiv a Xl -a zi.

Toate acestea observatii conduc la confirmarea actiunii antitoxice a
rutozidei.

4.2. Actiunea in vivo a quercetolului asupra molustei Mytilus
galloprovincialis intoxicata cu acetat de plumb

Desi quercetolul (agliconul rutozidei) este mai putin solubil in apa decat
rutozida, selectia sa pentru experimentele pe moluste s-a bazat pe profilul sau
farmacocinetic (o absorbtie mult crescuta fata de rutozid), la administrare orala.
Mentionam ca molusgtele si crustaceele ne sunt mai accesibile decéat sobolanii si
soarecii si din aceste motive am efectuat aceste cercetari pe ele [14]. S-au
urmarit:
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v consumul de oxigen pentru determinarea ritmului respirator (unul din
principalii parametri fiziologici), influenta asupra sintezei de proteine prin
determinarea proteinelor solubile, stresul oxidativ prin activitatea enzimelor SOD
si catalaza,determinarea concentratiei de Pb*".

Material si metoda

Experimentul s-a realizat pe moluste din specia Mytilus
galloprovincialis, midie (familia Mytilidae), cu dimensiuni cuprinse intre 3 si 4
cm, colectate dintr-o zona de referinta a litoralului romanesc situata in populatii
naturale. Molustele respective au fost aclimatizate timp de doua saptamani in
laborator, in cuve de aerare cu o capacitate de 5 litri fiecare. Exemplarele
recoltate au fost divizate in 5 loturi de cate 30 de indivizi adulti, astfel:

@ lot 1 — martor;

@ lot 2 — moluste intoxicate cu Pb(CH3COO), 60 pgl;

@ lot 3 — moluste intoxicate cu Pb(CH3COO), 90 pgl;

@ lot 4 — moluste intoxicate cu Pb(CH3COO), 60 pgl, tratate
concomitent cu quercetol 100 pgL;

@ lot 5 - moluste intoxicate cu Pb(CH3COO), 90ugl, tratate
concomitent cu quercetol 100 pgL.

Determinarile s-au efectuat in interval de 7, 14 si 21 de zile, respectiv
Tn momentele ty, t; si t3.

Parametrii urmariti au fost:

v consumul de oxigen pentru determinarea ritmului respirator (unul din
principalii parametri fiziologici);

V influenta asupra sintezei de proteine prin determinarea proteinelor
solubile;

v/ stresul oxidativ prin activitatea enzimelor SOD si catalaza;

v determinarea concentratiei de Pb*",

Activitatea SOD s-a apreciat prin metoda Winterbourn care se bazeaza
pe capacitatea SOD de a inhiba reducerea sarii de tetrazoliu (Nitro Blue
Tetrazoliu) la un formazan de catre radicalii superoxid, generati in mediul de
reactie, prin fotoreducerea riboflavinei.

Determinarea activitati catalazei (metoda Sinha) se bazeaza pe
reducerea bicromatului de potasiu, Tn mediu acid la acetat cromic, de catre
peroxidul de hidrogen rezultat din stresul oxidativ. Cantitatea de acetat cromic
rezultat poate fi determinata spectrofotometric in vizibil, la 570 nm.

Pb* a fost determinat prin spectrometrie de absorbtie atomica in
flacara (FAAS), la un spectrometru Shimadzu AA6300 cu prelucrare
computerizata a datelor, conform tehnicii redate la punctul 3.3. [17].

vV Rezultate gi discufii

S-a constatat:
El o usoara crestere a consumului de oxigen la molustele intoxicate
(loturile 2, 3), indiferent de doza primita, la toate intervalele de timp;
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0 scadere a consumului de oxigen la molustele intoxicate si tratate
cu quercetol (loturile 4, 5), in primele 7 zile, apoi o crestere care se apropie de
martor (tendinta de normalizare);

[El variatia continutului in proteine pe loturi e neuniforma, molustele
intoxicate cu doze mari au concentratii de proteine solubile mai mari decat
martorul;

dupa 14 zile de tratament, cantitatea de proteine solubile este mai
mica la toate loturile; se mentine o valoare ridicata la lotul 3 (concentratie mare
n plumb);

adaosul de quercetol (tratarea cu quercetol a loturilor intoxicate)
influenteaza si mai mult pierderea de substante proteice;

cea mai mare scadere a proteinei solubile se inregistreaza la
martor dupa 21 de zile, (2,805), in timp ce la celelalte loturi se inregistreaza o
usoara crestere diferentiata.

Din analiza datelor referitoare la determinarea activitatii SOD rezulta :

§ o0 ugoara scadere a activitatii (slabe influente) la loturile 2, 3, dupa
14 si 21 de zile;

§ 0 scadere marcanta la lotul 4 in primele 14 zile, apoi o cregtere,
chiar usor peste nivelul martorului;

§ niciun fel de influenta la lotul 5 fata de lotul 3, in primele 14 zile, dar
0 scadere foarte mare dupa 21 de zile.

Din analiza datelor obtinute la determinarea activitatii catalazice se
constata:

scaderea activitatii dupa 7 zile la toate loturile, dar mai mare la
loturile 2, 3 si mai mica la loturile 4, 5;

0 usoara crestere dupa 14 zile dar cu mult sub valoarea martorului,
la loturile 2, 3 si ceva mai mare la loturile 4, 5;

scaderea activitatii catalazei se produce in mai mare masura la
concentratiile mai mari de acetat de plumb (lotul 3) decat la cele mici (lotul 2), in
toate momentele experimentului;

0 ugoara crestere a activitatii catalazice dupa 21 de zile la loturile 4,
5 fata de loturile 2, 3;

0 activitate catalazica mai mare la lotul 5 decat la lotul 4, in primele
14 zile, chiar superioara lotului martor (fie ca urmare a reducerii concentratiei
ionilor de plumb, complecsii fiind mai greu disociabili decat sarurile, fie ca
urmare a efectului de captare a radicalilor liberi);

scaderea activitatii catalazice este mai mare la lotul 5 si mai mica la
lotul 4, sub nivelul martorului si dupa 21 de zile.

concentratia Pb®" determinata in hepatopancreasul molustei Mytilus
galloprovincialis scade la lotul 4 (intoxicat si tratat cu quercetol) comparativ cu
lotul 3 (intoxicat cu acetat de plumb) la timpul t; (dupa 7 zile);

la urmatoarea prelevare, 14 zile (t;), nu se remarca modificari, iar
dupa 21 de zile (la timpul t3) se constata o scadere a concentratiei de acetat de
plumb la lotul 5 (intoxicat si tratat), comparativ cu lotul 2 (doar intoxicat),

variatia concentratiei Pb®" determinatd in cochilia molustei se
prezinta astfel:
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dupé 7 zile scade concentratia Pb*" la lotul 4 fata de loturile 2, 3;

dupa 14 zile se constata chiar o ugoara crestere a concentratiei
ionilor de Pb**;

dupa 21 zile se manifesta o scadere a concentratiei Pb la loturile 4
si 5, comparativ cu loturile 2 si 3.

Aceste variatii s-ar putea explica gi prin posibila competitie intre ionii
de Ca®" din cochilie si Pb?" pentru situsurile generatoare de complecsi ai
guercetolului, precum si prin efectul cumulativ al acestuia.

Capitolul 5. Efectul quercetolului asupra goarecilor intoxicati cu
acetat de plumb

Rezultatele preliminarii incurajatoare, obtinute pe crustacei si moluste,
biomarkeri ai poluarii marine, ne-au determinat sa extindem gama cercetarilor
si asupra altor animale de laborator (soareci, sobolani) in vederea stabilirii
efectului de antidot al quercetolului (raport de bioinactivare) prin inducerea unui
experiment de intoxicatie acuta cu acetat de plumb.

5.1. Evaluarea efectului antidotic al quercetolului

Pentru a testa compusul quercetin din punct de vedere al efectului
antidotic in intoxicatia acuta cu acetat de plumb, s-a determinat potentialul
antidotic al unei doze molare unice, in conditile in care au variat dozele de
acetat de plumb administrate.

Apoi s-a raportat DLsp a acetatului de plumb obtinuta in prezenta
tratamentului cu quercetol, la DLsg a acetatului de plumb in absenta
tratamentului. Valoarea raportului astfel obtinutd a reprezentat indicele de
protectie a substantei investigate, notat cu Ip.

Vv Material gsi metoda

Intoxicatia acuta s-a realizat cu acetat de plumb+3H,0, p.a, administrat
per os si i.v. sub forma de

Doza de quercetol administrata per os cu sonda, intragastric respectiv
(p.o.)a fost de 70 pmol’kg m.c., in volum unic de 40 ml/kg m.c., prin
suspendarein Tween 80, de concentratie 2% in apa distilata (concentratie 1,75
umol/ml). Pentru administrare parenterala (i.v.) acetatul de plumb a fost dizolvat
in solutie sterila de manitol 5% si administrat in volum de 40 ml/kg m.c.

S-au folosit soareci albi, sanatosi, repartizati in loturi omogene din
punct de vedere al masei corporale si a repartitiei pe sexe de céate 5, 10 si 20
animale, cu masa corporala intre 18 - 25 g, masculi si femele, alimentati cu
dieta constanta, cazati in conditii adecvate de microclimat, in afara contactului
Ccu insecticide.

Pentru evaluarea efectului antidotic al quercetolului au fost determinate
experimental trei doze de acetat de plumb, care au trebuit sa indeplineasca
urmatoarele conditii:
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8 dozele sa fie in progresie geometrica;

§ doza mica sa asigure supravietuirea unui procent de 70-95% / dintre
indivizii unui lot de 20 de animale;

§ doza mare sa asigure supravietuirea unui procent de 5-30%/ dintre
indivizii unui lot de 20 de animale.

Perioada de observatie a animalelor a fost de 72 ore de la momentul
aplicarii tratamentului. anegistrarea mortalitatii s-a efectuat la 0,5, 1, 2, 24, 48 si
72 de ore de la inceperea tratamentului. Cu ajutorul unui model matematic
bidimensional de corelatie (ecuafie de estimare sau de regresie) a fost
analizata corelatia cantitativa dintre efectul antidotic $i o singura caracteristica
specifica, reprezentata de valorile dozei de toxic bioinactivate in conditii riguros
precizate si pentru masurarea exactitatii cu care ecuatia de estimare se aplica
datelor experimentale pe care le modeleaza, s-a utilizat coeficientul de corelafie

(n.
Rezultate gi discufii

[El efectul obtinut, exprimat procentual, sub aspectul
inregistrate experimental, pentru fiecare doza de toxic administrata;

potentialul toxic al acetatului de plumb administrat pe cale i.v., in
conditiile tratamentului cu doza unica de 70 pmol/kg m.c., quercetol, administrat
p.o. la soarece, si potentialul toxic al acetatului de plumb in absenta
tratamentului;

El indicele de protectie in intoxicatia acutd cu acetat de plumb
administrat pe cale i.v., rezultat in conditile experimentale precizate, al unei
doze unice de 70 pmol/kg m.c. quercetol administrat p.o. la soarece;

[El numarul de pmoli de toxic bioinactivati, ce revin la 1 pmol de
guercetol.

In tabelul Il sunt prezentate valorile
farmacologici determinati experimental.

mortalitatii

urmatorilor parametri

Tabelul lll. Caracteristici farmacotoxicologice ale probei de quercetol

Lot Doza de Doza de Efect % Potential | Indice de Raport de
de quercet acetat de Toxic protectie | bioinactivare
animale ol plumb Mortalitate | (acetat de Pb(CH3;COO),
pmoli/kg pmoli/kg plumb) lp / quercetol
m.c. m.c.

1 448,2 10

> 70 502 20 3,297 1,43 2,18

3 562,2 85

4 316,3 20

5 - 354,3 55 3,454 - -

6 396,8 80
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Acestia sunt reprezentati de:

Vv dozele micromolare de acetat de plumb, in progresie geometrica,
care asigura supravietuirea a 70 - 95% din indivizii unui lot de 20 animale (doza
mica) sau 5 - 30% (doza mare) au fost de: 448,2, 502, 562,2, 316,3, 354,3,
396,8 umoli’kg m.c

efectul obtinut, exprimat procentual, sub aspectul mortalitatii
inregistrate experimental, pentru fiecare doza de toxic administrata;

potentialul toxic al acetatului de plumb administrat pe cale i.v., in
conditiile tratamentului cu doza unica de 70 pmol/kg m.c., quercetol, administrat
p.o. la soarece, si potentialul toxic al acetatului de plumb in absenta
tratamentului;

indicele de protectie in intoxicatia acuta cu acetat de plumb pe cale
l.v., rezultat Tn conditiile experimentale precizate, a unei doze unice de 70
pumol/kg m.c. quercetol administrat p.o. la soarece,

numarul de pmoli de toxic bioinactivati, ce revin la 1 pmol de
guercetol.

in tabelul IV sunt prezentate ecuatiile de regresie a efectului:

v/ antidotic a produsului quercetol in intoxicatia acuta cu acetat de
plumb functie de doza de toxic, determinata experimental;

v toxic a acetatului de plumb, determinat experimental.

Tabelul IV. Ecuatiile de regresie - efect antidotic Quercetol — doza acetat de plumb si a
efectului toxic al acetatului de plumb

Denumire substanta Ecuatia de regresie

Efect antidotic Efect toxic
Quercetol + Acetat de plumb Y =-65,310 +21,010 x -
Acetat de plumb - Y = -38,444 +17,061 x

In tabelul V sunt prezentate rezultatele analizei de corelatie a efectului
antidotic al compusului quercetol functie de doza de acetat de plumb.

Tabelul V. Parametrii analizei de corelatie pentru compusul quercetol

Denumirea | Coeficient de | Coeficient de | Dyxajustat | Eroare Test
substantei corelatie determinare dupa standard F
Rvx Dvix; grade de | de fitare
libertate
Quercetol 0,997 0,994 0,989 0,113 196,9

Din analiza datelor de corelatie a efectului antidotic cu doza de acetat
de plumb se constata urmatoarele aspecte mai importante :

[El coeficientul de corelatie r are valoarea 0,997, ceea ce reflectd o
corelatie foarte buna intre variabilele cuprinse in analiza;
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coeficientul de determinare Dy, are valoarea 0,994, ceea ce
demonstreaza ca variatia totala a efectului antidotic se datoreaza in cea mai
mare masura, variabilei independente — doza de toxic;

coeficientul de determinare ajustat dupa numarul gradelor de
libertate, Dy,ajustat, are valoarea 0,989, ceea ce demonstreaza ca precizia cu
care se determina efectul antidotic prin intermediul ecuatiei de estimare este
ridicata;

[El eroarea de fitare este 0,113, ceea ce aratd ca dispersia valorilor
experimentale ale efectului antidotic de la linia de regresie sunt mici si
determinarile experimentale au fost facute cu acuratete;

valoarea statistica F calculata este mai mare decéat valoarea critica
0950 F3,1= 10,1, ceea ce denota ca testul global al relatiei de determinare dintre
efect si logaritmul dozei de acetat de plumb prin ecuatia de estimare este
semnificativ pentru substanta investigata (quercetol).

in tabelul VI sunt prezentati parametrii analizei de regresie a efectului
antidotic functie de doza de acetat de plumb, determinati conform
metodologiilor specifice pentru acest tip de analiza cantitativa :

v coeficientul de regresie by,

v coeficientul a (ordonata la origine), precum gi eroarea standard,;

Vv valoarea testului — "t" (Student);

v/ intervalul de incredere 95% al celor doi coeficienti.

Tabelul VI. Analiza ecuatiei de regresie a efectului antidotic functie de doza de
acetat de plumb

Substanta Parametrii Eroarea Valoarea Interval de
regresiei standard testului "t" ncredere 95%
y=a +bx

SueiE a =-65,310 5,005 -13,046 -128

b =26,010 1,853 14,033 2,426

0900 teritic=6,314

Analiza datelor prezentate in tabelul IV referitoare la regresia efectului
antidotic functie de doza de acetat de plumb scoate in evidenta urmatoarele
aspecte :

vV ecuatia prezinta coeficientul de regresie semnificativ, ceea ce
demonstreaza ca determinarile experimentale au fost efectuate riguros;

v deoarece eroarea standard are un nivel relativ mic, datele
experimentale utilizate la determinarea indicelui de protectie au asigurat un
nivel de acuratete corespunzator acestui tip de determinari.

5.2. Evaluarea reducerii efectului toxic al acetatului de plumb in
prezenta quercetolului

Cercetarile proprii realizate anterior pe crustacee (Euxinia maeotica),
molugte (specia Mytilus galloprovincialis) gi soareci intoxicati cu acetat de
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plumb si tratati cu quercetol au evidentiat rolul quercetolului in scaderea
activitatii enzimatice a SOD, catalazei, demonstrand indirect actiunea sa ca
posibil antidot (raport de bioinactivare acetat de plumb/quercetol = 2,18 si
indice de protectie 1,43).

Aceste rezultate ne-au motivat reluarea experimentelor pe animale de
laborator pentru determinarea altor parametri care pot constitui markeri ai
reducerii efectului toxic.

Material si metoda

Pentru desfasurarea experimentului s-au alcatuit 6 loturi a céate 6
exemplare de sobolani maturi, de ambele sexe, din rasa Wistar, cu greutatea
corporala precizata (150+ 5 g), furnizati de Institutul Cantacuzino, Bucuresti,
care s-au mentinut in conditii bioclimatice de laborator gi care au primit apa de
baut deionizata administrata ad libidum. Animalele au primit zilnic, la aceeasi
ora (9 a.m.), prin gavaj, doze de quercetol, acetat de plumb sau apa deionizata
(dupa caz) pe o perioada de 12 zile.

Loturile au primit urmatorul tratament :

vV lot 1 — quercetol 0,05g/Kg/corp;

vV lot 2 - quercetol 0,1g/Kg/corp;

V lot 3 — acetat de plumb solutie 20%, 0,1 ml/Kg/corp;

vV lot 4 - acetat de plumb solutie 20%, 0,1 ml/Kg/corp si quercetol
0,05g/Kg/corp;

vV lot 5 - acetat de plumb solutie 20%, 0,1 ml/Kg/corp si quercetol
0,1g/Kg/corp;

vV lot 6 — martor, apa deionizata, 0,1 ml/Kg corp.

Quercetolul s-a administrat p.o. prin suspendarea a 0,5 g, respectiv 1l g
in mucilag de carboximetilceluloza sodica 1% completat la 5 ml cu apa
deionizata, iar acetatul de plumb s-a administrat sub forma de solutie 20%, 0,1
0,1 ml/Kg corp.

Dupa 11 zile de la administrare s-a recoltat urina din 24 de ore pentru
determinarea acidului A-aminolevulinic si a concentratiei ionilor de Pb*".

In a 12 a zi de la administrare animalele au fost sacrificate prin
decapitare, sub anestezie generala cu eter, la aceeasi ora ca la administrare, in
scopul recoltarii probelor de sédnge (pe EDTANay), pentru determinarea
hemoglobinei si a hematocritului si pentru efectuarea examenului
histopatologic.

Determinarea concentratiei de plumb in urina s-a realizat prin
spectrometrie de absorbtie atomica in flacara (FAAS), la un spectrometru
Shimadzu AA6300 cu prelucrare computerizata a datelor.

Rezultate gi discufii

Analiza statistica a datelor (semnificatia diferentei mediilor prin testul "t"
Student la p<0,05)s-a efectuat numai pentru acidul A-aminolevulinic. Din analiza
rezultatelor prezentate in tabelul VII reiese ca:
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§ fatd de martorii neintoxicati (L2Q2 si L6M) cantitatea de &-ALA
eliminata prin urina, sub influenta quercetolului (L4Q1Pb) prezinta semnificatie
statistica;

§ fatd de martorul neintoxicat (L2Q2) cantitatea de &-ALA eliminata
prin urina comparativ cu lotul intoxicat (L3Pb) prezinta semnificatie statistica;

8 niciuna din dozele de quercetol administrate (0,05 g/Kg m.c. si 0,1
g/Kg m.c) nu produce modificari semnificative ale parametrului analizat
(concentratia acidului d-aminolevulinic) comparativ cu valorile lotului martor
intoxicat si netratat (L3Pb);

§ diferenta dintre medii se datoreaza probabil fluctuatiei de esantionaj,
nu este semnificativa si nu poate fi luata in considerare pentru a afirma un efect
sau o valoare farmacodinamica;

8 cresterea redusa a eliminarii 8-ALA la loturile intoxicate si tratate cu
guercetol, credem ca se datoreaza chelatarii ferului, care reduce astfel sinteza
de hemoglobina.

Tabelul VII. Influenta tratamentului cu quercetol asupra concentratiei acidului &-
aminolevulinic in intoxicatia cu acetat de plumb. Semnificatia diferentei mediilor prin
testul "t" Student la p<0,05 pentru L2Q2

Media Dev. Nr. Dif. Dev. Grade
Variabile | (conc. | standard | cazuri | mediilor | Standard a t de p
mg/L) dif. libertate
L2Q2 4.396 3.693
L3Pb 52.146 | 16.074 3 -47.75 13.724 -6.02 2 0.026
L2Q2 4.396 3.693
L4Q1Pb | 37.386 | 12.232 3 -32.99 9.415 -6.06 2 0.026
L2Q2 4.396 3.693
L5Q2Pb | 36.516 | 16.845 3 -32.12 16.572 -3.35 2 0.078
L2Q2 4.396 3.693

Concentratia ionilor de plumb excretata in urina a scazut la loturile 4
si 5 (care au primit concomitent quercetol si acetat de plumb) fata de lotul 3
(tratat cu acetat de plumb), mai evident la administrarea concentratiei de 0,05
g/Kg de quercetol. Aceasta presupune blocarea ionilor de plumb sub forma unui
complex quercetol-Pb, greu solubil in apa, ceea ce evidentiaza un posibil rol de
antidot al quercetolului.

Pentru eliminarea ionilor complexati consideram ca ar fi recomandata
administrarea concomitenta a unor diuretice, desi ne-am fi asteptat ca i
quercetolul sa actioneze in acest sens.
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Pentru eliminarea ionilor complexati consideram ca ar fi recomandata
administrarea concomitenta a unor diuretice, desi ne-am fi asteptat ca si
quercetolul sa actioneze in acest sens.

Din analiza valorilor hematologice (valorile medii ale hemoglobinei si
ale hematocritului) reiese ca :

la loturile 1 - 3 concentratia hemoglobinei prezinta valori normale
(13-13,8 g/100 ml), in timp ce la loturile 4 - 5 hemoglobina se gaseste in
cantitati mai mici comparativ cu valorile normale;

valorile hematocritului pentru loturile 4 (34,66%) si 5 (33,1%)
comparativ cu lotul 3 (32,75%) au fost mai mici sau sensibil egale, ceea ce
sugereaza ca pe perioada de timp afectata experimentului, quercetolul nu a
reusit sa induca biosinteza hemului si nici sa reduca efectele lizei vasculare.

Examenul histopatologic il consideram cel mai concludent la nivelul
rinichilor, unde s-a observat un grad diferit de afectare al acestora la loturile
intoxicate cu acetat de plumb si netratate, precum si aparitia unor zone ale
tubilor renali mai protejate de prezenta quercetolului (loturi intoxicate si tratate
cu quercetol).

Actiunea quercetolului asupra activitatii catalazei si a SOD se
manifesta astfel:

la animalele tratate cu quercetol activitatea catalazei si a SOD este
mai mica decat la martor, fapt atribuit proprietatilor antioxidante ale flavonolilor;

El animalele intoxicate si tratate cu quercetol prezintd o usoard
scadere a activitatii catalazice fata de martor si de martorul intoxicat;

[El quercetolul singur, administrat animalelor intoxicate influenteaza
neconcludent activitatea SOD;

guercetolul administrat animalelor neintoxicate induce o scadere a
activitatii SOD, probabil ca urmare a proprietatilor sale reducatoare.

Capitolul 6. Obtinerea unui extract flavonozidic selectiv

Rezultatele obtinute ne-au motivat orientarea cercetarilor spre o sursa
de obtinere a quercetolului, respectiv spre obtinerea unui extract flavonozidic,
imbogatit in quercetol, care ulterior sa constituie semifabricat pentru o forma
farmaceutica de uz oral.

Material si metoda

Sursa au constituit-o bobocii florali ai speciei Sophora japonica L. In
acest scop s-au efectuat cercetari in vederea verificarii identitatii si stabilirii
calitatii produsului vegetal. S-au practicat examenele macro- $i microscopic,
chimic calitativ si cantitativ.

Rezultate gi discufii

Examenul macroscopic a permis observarea unor boboci florali care
prezinta un caliciu de culoare verde, constituit din cinci dinti inegali, o corola de
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culoare verde-galbuie cu dimensiuni cuprinse intre 4-5 mm lungime $i 0,5 -1 mm
diametru, au un gust usor amarui, mucilaginos gi sunt lipsiti de miros.

Examenul microscopic pe pulbere clarificata in cloralhidrat si
colorata cu floroglucina a permis observarea grauncioarelor de polen, perilor
tectori monocelulari cu cuticula usor verucoasa, fragmentelor de peri
monocelulari recurbati de pe sepale, prezenta papilelor de pe petale; ele
corespund caracterelor descrise in literatura de specialitate pentru Sophorae
flores.

Reactile efectuate pentru identificarea flavonelor (reactia
cianidolului, complexarea cu AICl; si acid boric, formarea fenoxizilor) ne-au
confirmat prezenta grupelor functionale de pe nucleu (OH fenolice, gruparea
cetonica).

[El Cercetarile cromatografice (CSS) au condus la identificarea
guercetolului (ca aglicon), a rutozidei Ry = 0,65 (3-rutinozida quercetolului)
compusi dominanti in Sophorae flores.

Deoarece examenele macro- si microscopic, reactile chimice
calitative si cercetarile CSS au confirmat identitatea produsului vegetal recoltat
de noi, ne-a preocupat calitatea sa pentru a sti in ce masura poate fi folosit ca
materie prima pentru obtinerea unui extract flavonozidic selectiv.

Pentru determinarea calitatii produsului vegetal recoltat (Sophorae
flores) am procedat la determinarea continutului in flavone, folosind metoda
colorimetrica oficializata de FR X la monografia Cynarae folium [24].

[El Concentratia in flavonozide din Sophorae flores, determinata cu
ajutorul curbei etalon, este 8,64 g% flavone exprimate in rutozida. Aceasta se
situeaza sub conditile prevazute in literatura de specialitate prevede un
continut de (10-15 g%).

6. 3. Stabilirea unui procedeu tehnologic de obtinere a extractului
flavonozidic

Cunoscand identitatea si calitatea produsului vegetal am experimentat
3 procedee de obtinere a unor extracte flavonozidice, diferite prin timpul de
hidroliza (10, 15 si 24 de ore) si raportul produs vegetal/solvent (1: 5, 1: 10 si 1:
15) si care contin agliconi, deoarece acestia sunt absorbiti la administrarea
orala si nu heterozidele.

Material si metoda

Stiind ca solubilitatea flavonelor este influentatda nu numai de natura
solventului (metanol 20% si 40%) ci si de temperatura si timpul de extractie, ne-
am propus sa experimentam refluxarea ca procedeu de extractie. Pentru
inceput am urmarit sa obtinem heterozidele din care apoi prin hidroliza cu HCI
2N, timp de 10, 15 ore si 24 de ore, urmata de extractia cu acetat de etil, sa
obtinem agliconii.

Mentionam ca acetatul de etil este un solvent selectiv pentru agliconii
flavonozidelor, dar extrage si flavonozide. Solutiile extractive reunite, filtrate,
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uscate pe sulfat de sodiu anhidru au fost concentrate la rotavapor, la 30°C si
uscate la etuva de vid la aceeasi temperatura si presiune scazuta (0,6 barri)
pana la obtinerea extractului uscat (cu cel mult 5% materii volatile). S-au
propus 3 variante de obtinere a unui extract flavonozidic uscat. Acestea
folosesc ca metoda de obtinere refluxarea la cald.

Rezultate i discufii

[El S-au obtinut extracte uscate de culoare galben — bruna, a céaror
cantitate de a variat de la 1% (varianta A, timp de hidroliza 10 ore), la 7,01%
(varianta B, timp de hidroliza 15 ore) si 0,66% (varianta C, timp de hidroliza 24
de ore);

Cele mai bune rezultate s-au obtinut prin refluxarea produsului
vegetal cu metanol 40%, urmata de hidroliza solutiei extractive cu HCI 2N timp
de 15 ore si extractie cu acetat de etil (Varianta B, raport produs vegetal/solvent
1/10). Marirea timpului de hidroliza de la 10 ore (Varianta A) la 15 ore (Varianta
B) asigura o mai buna scindare a flavonozidelor la agliconi, fapt demonstrat prin
cantitatea mai mare de reziduu obtinut prin extractii repetate cu acetat de etil.

Capitolul 7. Elaborarea metodologiei de control al calitatii
extractului flavonozidic selectiv

Pentru determinarea calitatii extractelor flavonozidice selective obtinute
am elaborat o metodologie de control in care am inclus parametrii de calitate
stabiliti de FR X si Farmacopeea Europeana editia a IV -a la monografia de
generalitati Extracta.

Astfel s-au urmarit determinarea caracterelor organoleptice, a
solubilitatii, pH-ului, continutului in fier si metale grele, pierderii prin uscare,
identificarea prin reactii chimice caracteristice gi prin CSS a flavonelor, precum
si dozarea lor.

vV Rezultate gi discufii

El Toate cele 3 extracte au prezentat un aspect cristalin, culoare
galben—bruna, sunt higroscopice, usor solubile in etanol si metanol, insolubile
in apa distilata si putin solubile in eter;

pH - ul extractelor variaza intre 2,5 - 4,5 (determinat potentiometric);

valoarea pierderii prin uscare pentru extracte se incadreaza in
limita admisa de FR X de maximum 5%;

de asemenea extractele obtinute se inscriu in limitele admise de FR
X pentru continutul in fer si metale grele (cel mult 0,04%);

reactia cianidolului este pozitiva in toate extractele, mai intensa la
extractul obtinut prin varianta B, toate solutile sunt colorate in galben de
intensitate diferita; fluorescenta galben-verzuie a fost observata la toate
extractele;
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din cercetarile CSS reiese ca doar extractele A si B contin quercetol
(Ry = 0,51, identic cu cel al substantei de referinta), iar celelalte spoturi

separate apartin unor flavone care n-au fost identificate datorita lipsei de
etaloane, probabil kaempferol si eventual un izoflavonol (genisteina) compusi

citati in literatura de specialitate ca fiind prezentiin Sophorae flores;
de asemenea extractele A si B prezinta cate un spot cu R; identic cu
al rutozidei, ceea ce sugereaza ca hidroliza ei nu a fost completa;

[El concentratia in quercetol din extractele flavonozidice determinata

prin raportare la curba etalon este de 0,56 g% (extractul A), 5,199% (extractul

B) si 0,23 g% (extractul C).

Vs Aprecierea calitatatii extractelor a fost intregita si prin determinarea
continutului in polifenoli totali (tabelul VIII) exprimat ca mg QE /g produs uscat
(extract A - 68+7,23, extract B - 64+4,55 si extract C - 55,5+£23,73), precum si a

capacitatii antioxidante (tabelul IX) exprimatda ca mM TROLOX/ g s.u., (pentru
extract A - 20,10+0,15, extract B - 20,36%0,91 si pentru extract C - 17,06+0,19)
sau ca mmoli/ml Fe**(extract A = 3,35, extract B = 5,07, extract C = 4,23),

tabelul X.

Tabelul VIII. Continutul in polifenoli totali din extractele selective din Sophorae flores

Absorbanta | Polifenoli totali | Absorbanta | Polifenoli totali
Extract| A=760nm | (mg QE+S.D) | A=760nm | (mg QE+ S D)/g
(dilutie 1/8) /g extract dilutie 1/20 | extract selectiv
selectiv
1,590 0,769
1,599 0,784
A 1,595 Nu a fost 0,776 68+7,23
1,601 detectat 0,765
1,587 0,734
1,585 0,745
B 1,587 Nu a fost 0,745 64+4,55
1,588 detectat 0,743
1,440 0,643
1,440 0,608
C Nu a fost 55,5+23,73
1,420 e 0,666

Tabelul IX. Capacitatea antioxidanta a extractelor de Sophora japonica

Capacitatea antioxidantd mM Capacitatea antioxidantd mM
Extract Trolox / g produs uscat, dilutie Trolox / g produs uscat, dilutie
1/8 1/20
A 16,94+0,15 20,10+0,15
B 15,53+0,71 20,36+0,91
C 14,81+0,23 17,06+0,19
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Tabelul X. Determinarea capacitatii antioxidante a extractelor flavonozidice

selective din Sophorae flores prin metoda FRAP

Nr. Absorbanta AA1=A1- Amartor Concentratia in Fe**
crt. A=593 nm Amaror=0,042 (mmoli/mL)
Extract A 0,605 0,563 3,35
Extract B 0,879 0,837 5,07
Extract C 0,745 0,703 4,23

V/ Valorile celor doua determinari (continutul in polifenoli totali ti
capacitatea antioxidanta) au fost supuse interpretarii statistice in vederea
stabilirii unei corelatii intre ele; s-a obtinut coeficientul de corelatie r = 0, 91497,
ceea ce arata existenta unei corelatii accentuate intre capacitatea antioxidanta
si continutul in polifenoli totali al celor 3 extracte;

Vs Tot din calcul statistic au rezultat urmatorii coeficientii de regresie: a
= 2,9048 si b = 0,259; intrucat coeficientul de regresie b are valoarea de 0,259,
regresia este pozitiva, ceea ce semnifica o corelatie intre cei doi parametri,
implicit intre continutul in polifenoli totali g$i capacitatea antioxidanta a
extractelor;

Datele obtinute sunt redate in in tabelul XI.

Asa cum se poate observa coeficientii de regresie sunt a =2,9048 si
b=0,259. Intrucat coeficientul de regresie are valoarea de 0,259, regresia este
pozitiva.

Tabelul XI. Analiza de regresie pentru cele 3 extracte din Sophorae flores

Regression Statistics

Multiple R 0.91497
R Square 0.83717
Adjusted R Square 0.67434
Standard Error 1.034439
Observations 3
ANOVA
df SS MS F SigF
Regression 1 5.501603 5.501603 5.141378 0.264428
Residual 1 1.070064 1.070064
Total 2 6.571667
Lower Upper
Coef. Std.Er. t Stat P-value 95% 95%
Intercept 2.904836 7.186394 0.404213 0.755453 -88.4066 94.21624
X Variable 0.259816 0.114585 2.267461 0.264428 -1.19611 1.715744

Potentialul toxic al extractelor A si B, (DLsp ),s-a evaluat prin
administrarea p.o. a 3000 mg/kg m.c. si prin aprecierea ratei de supravietuire a
sobolanilor si urmarirea comportamentului acestora pe durata experimentului.
Pe perioada desfasurarii experimentului, animalele n-au murit, nu s-au
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constatat modificari in comportamentul lor, dar se poate mentiona ca materiile
fecale s-au colorat in negru mai intens gi au prezentat consistenta solida.

Capitolul 8. Cercetari privind standardizarea, validarea si
optimizarea procesului tehnologic de obtinere a unui extract flavonozidic
selectiv prin metodologia suprafetei de raspuns, precum si perioada de
stabilitate (valabilitate) a extractului

Pentru standardizare s-a considerat ca pate fi utilizat ca parametru de
calitate continutul Tn quercetol (4,90-5,20). Validarea s-a bazat pe
repetabilitatea rezultatelor.

In vederea obtinerii unui extract flavonozidic cu un continut ridicat in
guercetol si In polifenoli totali, cu capacitate antioxidanta mare, s-au prelucrat
datele experimentale obtinute cu ajutorul unui program de optimizare Box
Wilson.

S-au stabilit ca variabile independente Xi (raportul produs vegetal -
solvent = X3, timp de hidroliza exprimat in ore = X;), iar ca variabile dependente
polifenoli totali (UM) = Y1, capacitate antioxidanta (mM Trolox /g s.u.) = Y2.

Coeficientii ecuatiilor de raspuns determinati cu ajutorul acestor
parametri au servit la trasarea graficelor de raspuns in spatiu tridimensional si a
graficelor de contur cu nivele de izoraspuns; iar prin tehnica suprapunerii
graficelor de contur s-au localizat zonele de "optim" pentru raspunsurile
urmarite.

Capitolul 9. Cercetari preliminare privind obtinerea unui produs
farmaceutic pe baza de extract flavonozidic selectiv

Material si metoda

Din extractul B, cu cel mai mare continut in quercetol (5,19 g%),
capacitate antioxidanta (20,36 mM TROLOX/ g s.u.) si polifenoli totali (64+4,55
QE/ g extract selectiv), s-au formulat doua variante de obtinere a comprimatelor
neacoperite de uz oral, in care a variat concentratia unora dintre excipientii
alesi pentru formulare (o-lactoza monohidrat, celuloza microcristalina,
amidonglicolat de sodiu). In acest sens s-au propus formulele din tabelul XIl, iar
ca procedeu metoda comprimarii directe.

Formulele propuse asociaza principiul activ (extractum Sophorae
flores) 100 mg/cp si o serie de excipienti necesari obtinerii a comprimatelor
prin comprimare directa, constituiti din lactoza monohidrat (diluant), Avicel 102
PH (diluant), Amidon pregelatinizat (liant), Amidonglicolat de sodiu
(superdezagregant), stearat de magneziu (lubrifiant, antiadeziv) si dioxid de
siliciu coloidal (adsorbant).
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Tabelul Xll. Formula comprimatelor cu extract de Sophorae flores

Nr. Cantitatea
crt. Denumirea substantei mg/comprimat Rol in formulare
Formula | Formula
1 2

1. | Extractum Sophorae flores 100 100 principiu activ
cu 5,19% quercetol

2. | a — lactoza monohidrat 100 315 400 diluant
mesh

3. | Celuloza microcristalina 102 300 211,75 diluant

4. | Amidon pregelatinizat 100 100 liant, dezagregant

5. | Amidonglicolat de sodiu| 26,5 12,75 superdezagregant
(Primojel)

6. | Dioxid de siliciu coloidal 200 - 17 adsorbant

7. | Stearat de magneziu 8,5 8,50 lubrifiant, antiadeziv

8. | Masa totala /cp. 850 -

Rezultate i discufii

Formula 2 propusa s-a dovedit a fi o alegere judicioasa, excipientii
direct compresibili au asigurat pulberii 0 buna capacitate de curgere, pulberea
nu a gripat magina de comprimat, nu a aderat de poansoane si a permis
expulzarea ulterioara a comprimatului.

Capitolul 10. Elaborarea metodologiei de control al calitatii
comprimatelor conventionale cu extract de Sophorae 100 mg/cp

Material si metoda

Metodologia de control al comprimatelor neacoperite obtinute cu
extractum Sophorae (100 mg/comprimat) a vizat parametrii oficinali din FR X
(aspect, uniformitatea masei, testul de dezagregare, determinarea rezistentei
mecanice) si extragerea, identificarea, dozarea flavonolilor prin reactii chimice
specifice si analiza cromatografica (CSS).

Rezultate i discufii

Comprimatele obtinute prezinta uniformitatea masei intre 850 mg+ 5%
(formula 1) si 849,97+ 5% mg/comprimat pentru formula 2, se dezagrega in 2
minute gi 20 secunde (formula 1) si in 4 minute (formula 2) si au o rezistenta
mecanica de 144 N (formula 1) si 100 N (formula 2). Principiile active
reprezentative (flavonoli) au fost extrase, identificate prin reactii chimice
caracteristice (reactia cianidolului, reactia oxalo-borica), prin CSS, iar
determinarea cantitativa a evidentiat un continut intre 3,89 - 4,152 mg quercetol
/comprimat (formula 1) si intre 5,449 - 6,1242 mg quercetol /comprimat) pentru
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formula 2. Datele referitoare la aceste determinari sunt prezentate in tabelul
XIlII.

Tabelul XIII. Caracteristicile comprimatelor cu extract uscat din Sophorae flores

Nr. Rezultate
crt. Caracteristici Formula | Formula Il
Comprimatele neacoperite Comprimatele neacoperite
obtinute prezinta o forma ovala, obtinute prezinta o forma
1. Aspect au margini intacte, suprafata ovala, au margini intacte,
plata, aspect marmorat, suprafata plata, aspect
dispersare neuniforma a marmorat, se constanta o mai
extractului in masa buna dispersare a extractului
comprimatului n masa comprimatului
2. Culoare cafenie cafeniu inchis
3. Miros aromat aromat
4. Uniformitatea 850 mg £5% 849,97+5%
masei
5. Timp de 2 minute si 20 secunde 4 minute
dezagregare
6. Rezistenta 144 N £ 10% 100 N+£10%
mecanica

Capitolul 12. Concluzii generale

In partea teoreticid a lucrarii s-au evidentiat sursele intoxicatiei
profesionale si neprofesionale cu compusii plumbului, date despre
farmacocinetica intoxicatiei cu plumb, toxodinamia gi mecanismul intoxicatiei
cu plumb, consecintele sale biologice, precum gi biomarkerii acestei intoxicatii.

De asemenea sunt mentionate date din literatura de specialitate
referitoare la tratamentul intoxicatiei cu plumb, cu enuntarea celor mai utilizate
antidoturi carora li se trec in revista proprietatile fizico — chimice, datele
farmacocinetice, reactiile adverse, contraindicatiile si modul de administrare.

Deoarece in desfasurarea cercetarilor noastre am plecat de la
ijpoteza conform careia flavonozidele ar putea constitui un antidot in
intoxicatiile cu Pb si cu alte metale grele, prin formarea unor complecsi care
pot fi eliminati prin urina, cum era si firesc, am considerat necesar sa verificam
considerentele pe care ne-am bazat.

1. Quercetolul si rutozida au proprietati de antidot Tn intoxicatiile cu
metale grele (Pb si Cd), unde actioneaza ca agent de chelatare si ca
antioxidant.

2. Quercetolul prezinta o capacitate mai mare de complexare a
plumbului decat rutozida.

3. Rutozida complexeaza cantitati mai mari de Cd decat de Pb.

4. Valoarea constantei de stabilitate, mai micd de 10° ne
demonstreaza instabilitatea complecsilor quercetolului cu Pb?", acestia
putandu-se scinda in mediu acid. Coroborand aceste date cu posibilitatea
eliminarii complecsilor flavonoidici ai Pb** prin urind, consideram ca
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alcalinizarea urinii ar mari stabilitatea acestora si ar permite epurarea Pb?din
organism pe cale renala.

5. Combinatille complexe ale quercetolului si rutinului obtinute prin
semisinteza prezinta valori scazute ale conductivitatii electrice molare (sunt
complecsi din clasa neelectrolitilor).

De aici deducem ca o forma solubila de quercetol, care sa-i respecte
gruparile — OH libere de la C — 3 si C — 5, ar fi cea mai convenabila forma de
antidot.

6. Actiunea complexului Qcomplex asupra celulei vegetale (metoda
fitobiologica, Constantinescu - testul Triticum) a demonstrat pastrarea
caracterului citotoxic al plumbului si Tn compusul de eliminare al acestuia, Tn
urma tratamentului cu quercetol (ca antidot).

7. Cercetarile privind determinarea in vivo a efectului rutozidei asupra
crustaceului Euxinia maeotica intoxicat cu clorura de cadmiu repartizat in mai
multe loturi, au condus la concluzia ca rutozida:

nu modifica consumul de oxigen la crustaceele neintoxicate;

dar reduce consumul de oxigen raportat la organismele expuse
actiunii toxicului; scade activitatea SOD,;

asigura o rata a supravietuirii ridicata, creste sinteza proteinelor
solubile; scade toxicitatea cadmiului prin complexarea sa.

8. Evaluarea in vivo a actiunii quercetolului asupra molugtei Mytilus
galloprovincialis intoxicata cu acetat de plumb a aratat cresterea consumului
de oxigen (care credem ca se datoreaza afectarii enzimelor implicate in lantul
respirator),

Vv scaderea consumului de oxigen la molustele intoxicate si tratate cu
guercetol (presupunem ca este determinata de anihilarea ionilor toxici prin
formare de chelati, stabili, neionizabili);

Vv scaderea activitati SOD (o atribuim efectului antioxidant al
guercetolului);

Vv inhibarea ulterioara a catalazei printr-o expunere mai indelungata
la actiunea plumbului, poate fi explicata prin prezenta in structura catalazei a
nucleul heminic.

Din literatura se stie ca plumbul inhiba activitatea
aminolevulinatdehidratazei, ceea ce inseamna ca afecteaza sinteza catalazei.

Rezultatele obtinute ne determina sa afirmam ca o parte din ionii de
plumb au fost eliminati sub forma de complecsi ai quercetolului.

9. Determinarea efectului antidotic ne-a condus la concluzia ca doza
unica administrata din substanta cercetata are o valoare suficient de mica
(70pmoli/Kg m.c.) astfel incat nu a influentat actiunea toxicului (acetat de
plumb) prin propria toxicitate, iar raportul de bioinactivare acetat de plumb-
quercetol ( 2,18) si indicele de protectie (1,43), ceea ce demonstreaza o
eficienta terapeutica reala.

10. Efectul quercetolului asupra sobolanilor intoxicati cu acetat de
plumb s-a evaluat prin

V/ cregterea biosintezei hemului (ca urmare a scaderii permeabilitatii,
cresterii rezistentei hematiilor si eliminarii ionilor de Pb*):;
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v/ scaderea concentratiei ionilor de plumb excretati prin urina (evident
la administrarea quercetolului in concentratie 0,05 g/Kg comparativ cu
administrarea acestuia in concentratie de 0,1 g/Kg);

Actiunea quercetolului asupra activitatii catalazei si a SOD se

manifesta astfel:

vV la animalele tratate cu quercetol activitatea catalazei si a SOD este
mai mica decat la martor, fapt atribuit proprietatilor antioxidante ale flavonolilor;

Vv animalele intoxicate si tratate cu quercetol prezinta o usoara
scadere a activitatii catalazice fata de martor gsi de martorul intoxicat;

v/ quercetolul singur, administrat animalelor intoxicate influenteaza
neconcludent activitatea SOD;

v quercetolul administrat animalelor neintoxicate induce o scadere a
activitatii SOD, probabil ca urmare a proprietatilor sale reducatoare.

Vs Afectarea tubilor contorti proximali gi distali, cu aparitia
macrofagelor cu plumb, a eritrocitelor modificate, instalarea degenerescentei
tubilor renali si inceputului de scleroza (examen histopatologic) le atribuim
ionilor de plumb neeliminati, dar nu excludem si posibile reactii adverse ale
guercetolului.

11. Pe baza raportului de bioinactivare gi a indicelui de protectie
presupunem ca produsele farmaceutice continand quercetol si rutozida ar
putea constitui un foarte bun remediu antidotic in intoxicatia cu metale grele, n
special cu plumb.

12. Procesul tehnologic de laborator privind obtinerea unui extract
flavonozidic selectiv din Sophorae flores denumit "Extractum Sophorae" este
reproductibil.

13. Metodologia de control al -calitati produsului "Extractum
Sophorae"este accesibila oricarui laborator de fitochimie si biochimie.

14. "Extractum Sophorae" semifabricat are un continut de 4,90 -5,20
9% agliconi flavonici exprimati in quercetol, 6,8 g% polifenoli totali exprimati in
echivalenti de quercetol, o activitate antioxidanta de 20,36 +0,91mM Trolox/g
extract si sunt lipsite de toxicitate.

15. Rezultatele analizei de corelatie si regresie efectuata in scopul
stabilirii corelatiei dintre continutul in polifenolii totali $i capacitatea antioxidanta
sugereaza ca 83% din capacitatea antioxidanta a celor 3 extracte luate Tn studiu
rezulta din contributia compusilor polifenolici.

De asemenea se poate conchide ca activitatea antioxidanta a acestor
extracte nu se limiteaza numai la compusii polifenolici, ea putand fi imprimata si
de alti constituenti chimici, in cazul nostru de izoflavone pe care nu le-am putut
decela (in lipsa substantelor de referinta), sau a calconelor rezultate din
scindarea inelului pironic al flavonelor.

16. Optimizarea procesului tehnologic de laborator s-a realizat cu
ajutorul unui plan Box — Wilson, urmarind influenta timpului de hidroliza si a
raportul optim produs vegetal-solvent prin continutul in polifenoli totali si a
capacitatea antioxidanta. S-a stabilit raportul optim produs vegetal/solvent
=1/9,25, timpul de hidroliza de 18 ore.
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17. Validarea procesului tehnologic s-a bazat pe rezultatele obtinute la
prepararea a 3 sarje de extract (cantitate de extract similara, continut in
guercetol apropiat).

18. Cercetarile privind stabilitatea extractului au constat in dozarea
flavonolilor la intervale de 3, 6, 9 luni. Ele trebuie urmarite in continuare la
intervale de 18, 24 si 36 luni. Pierderile inregistrate in timpul conservarii se
incadreaza in limitele admise de FR X (£5%).

19. Studiile privind toxicitatea extractului, efectuate pe sobolani Wistar
prin administrarea de doza unica (3000 mg/Kg m.c.) au aratat ca extractul este
lipsit de toxicitate, flavonele fiind de altfel destul de mult folosite in tratarea
fragilitatii capilare.

20. Extractul flavonozidic standardizat obtinut a putut fi ugor prelucrat
sub forma unor comprimate neacoperite de uz oral.

21. Procesul tehnologic de laborator privind prepararea comprimatelor
si formula propusa s-au dovedit adecvate.

22. Comprimatele obtinute din acest semifabricat (100 mg/comprimat)
corespund cerintelor de calitate prevazute in FR X si Farmacopeea Europeana.

Deoarece timpul afectat stagiului de doctorat nu permite rezolvarea
tuturor problemelor legate de alcatuirea dosarului de inregistrare a unui nou
produs farmaceutic, ne-am oprit cu cercetarile in acest stadiu $i ne propunem
continuarea lor cu studii privind:

1. optimizarea procesului tehnologic de obtinere a extractului
(semifabricat) si a produsului farmaceutic;

2. determinarea stabilitatii extractului si a perioadei de valabilitate a
formei farmaceutice in conditii de conservare normale (sub 25°C) si de stres
(40°C si umiditate 60%);

3. studii de biodisponibilitate si de experimentare clinica.
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