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1. INTRODUCERE

1.1. Motivarea alegerii temei

Fumatul si alte forme de consum al tutunului si nicotinei, avand dimensiuni epidemice,
reprezinta una dintre cele mai mari amenintari pentru sdnatatea publicd, ucigdnd mai mult de 8
milioane de oameni pe an. Mai mult de 7 milioane de decese sunt rezultatul utilizarii directe a
tutunului, in timp ce aproximativ 1,2 milioane de decese sunt rezultatul expunerii nefumatorilor
la fumul de tutun (OMS, 2017).

Se apreciaza cd nu existd un nivel sigur de expunere in cazul fumatului pasiv. S-a aratat ca,
la adulti, fumatul pasiv provoaca boli cardiovasculare si respiratorii grave, incluzdnd boala
coronariand si cancer pulmonar. La copii, fumatul pasiv creste riscul aparitiei sindromului de
deces brusc la sugari, iar la femeile gravide, provoaca complicatii ale sarcinii si greutate mica la
nastere a nou-ndscutului. Aproape jumadtate dintre copii respird In mod obisnuit aerul poluat de
fumul de tutun 1n locurile publice. Fumatul pasiv se considera ca provoaca peste 1,2 milioane de
decese premature pe an si 65 000 de copii mor anual din cauza bolilor determinate de expunerea
la fumul de tutun.

In prezent, sunt disponibile o multitudine de studii epidemiologice si statistice referitoare la
fumat, pe baza carora s-a formulat concluzia cd nicotinismul (tabagismul) constituie,
indiscutabil, unul din factorii favorizanti sau agravanti pentru numeroase boli. Fumul de tutun
poate fi considerat ca un agent lezional direct si eficient, care are rolul de vector al substantelor
chimice nocive care altereaza, cu timpul, dinamica celulara si provoaca diverse patologii.

Cercetarile focalizate asupra compusului major din frunzele de tutun, nicotina, nu numai
ca au relevat multe dintre efectele acestui alcaloid asupra sistemul nervos, dar au contribuit in
mod esential la intelegerea caracterul complex si dinamic al neurotransmisiei colinergice (Papke,
2014). De fapt, beneficiind de peste 100 de ani de interes stiintific, nicotinei i-au fost atribuite
multe dintre efectele observate in cazul consumului de tutun, atit benefice, cat si nocive, cu
exceptia carcinogenitdtii determinatd de nitrozamina specificd tutunului. Totusi, relativ recent,
atentia stiintificd a Inceput sd se extindd de la nicotind la metabolitul ei principal, cotinina,
rezultat prin oxidare pe calea citocromului P450. Astfel, cotinina a s-a dovedit a avea o mare
parte din proprietdtile terapeutice benefice ale nicotinei evidentiate de curand (de exemplu,
actiunea neuroprotectoare cu implicatii pozitive In boala Parkinson si Alzheimer), fara reactiile

adverse, de exemplu cardiovasculare, ale nicotinei si fara risc de dependenta.



1.2. Premise si ipoteze de lucru

Avand in vedere aspectele prezentate in ”Motivarea alegerii temei”, cercetdrile prezentei
teze au fost concentrate asupra investigarii toxicologice comparative a nicotinei si metabolitului
ei cotinina. Astfel, obiectivul a fost acela de a aprofunda si a completa profilul toxicologic al
cotininei, intr-un studiu complex, derulat pornind de la cercetari in vitro, pe culturi celulare,
continudnd cu studii asupra celulei vegetale, apoi asupra nevertebratelor si incheind cu cercetari
in experiment animal si respectiv investigatii privind corelatia fumatului cu stresul oxidativ in
studii la pacienti.

In pofida faptului ca, intr-o serie de cercetari, au fost evidentiate efectele citotoxice ale
nicotinei in diferite sisteme experimentale in vitro, existd date limitate referitoare la efectele
citotoxice ale cotininei. In acest sens, ne-am propus si investigim comparativ efectele citotoxice
ale nicotinei §i cotininei exercitate in vitro asupra celulelor normale, respectiv asupra liniei de
fibroblasti MRC-5.

Avand in vedere ca, materialul vegetal constituie un reactiv mult mai convenabil
investigatiilor si uneori este chiar mai sensibil, iar testarea fitobiologica a Inceput sa dobandeasca
importantd in paralel cu cercetarea nonlinicd, pe animal, am urmdrit sd cercetim actiunea
nicotinei $i cotininei pe celula vegetala, prin aplicarea testelor Triticum si respectiv Lactuca).

Cunoscand faptul cd, In ultima perioadd s-a demonstrat cd utilizarea biotestelor pe
nevertebrate prezintd un grad mare de corelatie cu toxicitatea acuta in vivo, fiind, in acelasi timp
predictiv pentru citotoxicitatea asupra culturilor de celule umane, am recurs la biotestul care
utilizeaza crustaceul Daphnia magna pentru a cerceta comparativ toxicitatea nicotinei si
cotininei asupra acestui nevertebrat. Modelul experimental care utilizeaza D. magna reprezinta,
de asemenea, un test pentru evaluarea toxicitatii in studiile de ecotoxicologie.

Considerand numeroasele cercetari ale ultimelor decenii, care sugereaza proprietdti
psihoactive ale nicotinei si cotininei la om si la animale, ne-am propus sd cercetam profilul
efectelor psihotrope ale cotininei, comparativ cu nicotina, in experiment acut si subacut la
soarece.

Date din literatura recentd asociazd tot mai frecvent fumatul cu stresul oxidativ si
subliniaza implicarea speciilor reactive de oxigen generate In urma fumatului, in declansarea
unui numir mare de procese patologice. In acest context, am urmarit si evaluim impactul

consumului de tutun asupra unor biomarkeri de stres oxidativ, evaluati la nivel sistemic, precum



si corelatia acestora cu nivelul plasmatic de cotinind, biomarkerul pentru fumat, la un lot de
pacienti cu boli psihice.

Avand In vedere cd, modificarea structurald aparutd Tn urma oxidarii nicotinei la cotinina
conduce la douad structuri relativ asemanatoare, dar cu un comportament analitic destul de diferit
(ca urmare a cresterii polaritatii, prin oxidare), am considerat important ca o parte a cercetdrilor
sd o dedicam dezvoltarii de metode analitice pentru analiza simultand a nicotinei si cotininei 1n
probe biologice. Am avut in vedere atdt metode simple si mai putin costisitoare (precum
cromatografia 1n strat subtire, cu utilitate ca metoda de screening in cazuri de intoxicatii acute),
cat si metode performante, precum HPLC-DAD si LC-MS. Utilizand metode de acest tip, ne-am
propus, pe de o parte sa evaludm bioacumularea nicotinei si cotininei de catre D.magna si, pe de
alta parte sa determinam nivelurile plasmatice de nicotind si cotinina, precum si raportul acestora
si eventuala influentd a medicatiei administrate, la un lot de pacienti cu patologie psihiatricd,
cunoscand faptul cd fumatul intens este bine documentat in randul pacientilor cu tulburari
mintale.

Avand 1n vedere toxicitatea nicotinei si nocivitatea in ansamblu a fumatului asupra
organismului, precum si evidentierea, in ultimii ani a unor noi directii de actiune ale nicotinei, cu
rol in neuroprotectie si cu eficacitate n bolile neurodegenerative, tutunul si nicotina se mentin in
atentia cercetdtorilor. Mai mult, cercetarile sunt n prezent indreptate si spre definirea profilului
toxicologic al cotininei, principalul metabolit al nicotinei, care si-a conturat utilitatea ca
biomarker de expunere pentru fumat, inclusiv pentru cel pasiv. Datele privind mecanismele de
actiune si toxicitatea cotininei sunt, in prezent, controversate. Au fost relevate importante
proprietati psihoactive ale cotininei (de exemplu, antidepresive si anxiolitice) si, pe baza

cercetarilor preclinice, au fost propuse roluri in imbunatatirea abilitatilor cognitive.



A. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

2. Aspecte generale privind tutunul si fumatul

La nivel mondial, consumul de tutun ucide anual aproximativ 6 milioane de oameni, din
care 600 de mii sunt nefumatori, expusi fumatului pasiv. Estimarea este ca, pana in 2030,
consumul de tutun va determina direct sau indirect mai mult de 8 milioane de decese in

fiecare an, iar mai mult de 80% dintre acestea vor fi inregistrate in tarile slab dezvoltate.
g

3. Nicotina — profil toxicologic
3.1. Structura chimica. Proprietati fizico-chimice

Molecula nicotinei este alcatuitd dintr-un nucleu piridinic legat de un nucleu pirolidinic.
Tutunul contine si alte tipuri de alcaloizi cu structuri asemanatoare— anabazind, nornicotina,
nicotirind, anatabind, nicotelind — dar fiindcd se gasesc in cantitdti mici, au importanta

toxicologica scazutd (Baconi, 2008).

3.2. Toxicocinetica nicotinei

Datorita volatilitatii si caracteristicilor sale de liposolubilitate si hidrosolubilitate,
nicotina patrunde 1n organism pe toate cdile: respiratorie, cutanata, digestiva. La nivelul
mucoasei bucale se absoarbe instantaneu, in timp ce la nivel gastric se absoarbe mai greu,
deoarece in urma ingestiei are efect iritativ, provocand greata si prin mecanism central (nu
numai iritativ), cu eliminarea unei parti considerabile din cantitatea ingeratd. Absorbtia
cutanata este, de cele mai multe ori, mai rapida pentru alcaloidul liber, decat pentru sarurile
sale cu acizii. Se distributia in sange este rapidd, traversand bariera hematoencefalica

(Lupusoru, 2010).

La nivel pulmonar (principala cale de pétrundere) nicotina se absoarbe rapid, cu o
vitezd similard celei i.v. Difuzeaza si se localizeaza in toate tesuturile, dar mai ales la nivel
pulmonar, hepatic si renal; 80-90% din nicotina absoarbita se biotransforma (Figura 3.5.) la

aceste niveluri, (predominant in ficat) (Baconi, 2008).



3.3. Toxicodinamia nicotinei
Nicotina este o substanta cu actiune simpatomimeticd ce stimuleazd eliberarea de
catecolamine, creste debitul cardiac, are actiune vasoconstrictoare la nivelul vaselor de sangvine,
cu cresterea tensiunii arteriale, scade sensibilitatea la insulind cu agravarea sau precipitarea
diabetului. Aceste efecte ale nicotinei la nivel cardiovascular ar putea, teoretic, s promoveze
aterogeneza si sa agraveze unele afectiuni ischemice acute in cazul subiectilor ce sufera de boala
coronariand (Eliasson, 2003).

Nicotina nu este un agent cancerigen direct, dar poate fi un promotor al tumorii.

3.4. Patologii cauzate de fumat

Fumatul este raspunzdtor de aparitia bolilor la nivel vascular coronar si periferic,
pulmonar, gastric, reproducator.

Nicotina poate contribui la boala asociatd tutunului, dar nu s-a stabilit o relatie cauzala
deoarece nicotina este preluatd simultan cu o multitudine de alte substante cu potential nociv

existente in fumul de tutun.

3.5. Intoxicatia cu nicotina — simptomatologie si tratament

Simptomele intoxicatiei acute apar brusc si se caracterizeaza prin: greatd, varsaturi, diaree
insotitd de dureri abdominale, astenie, contractii musculare involuntare, transpiratii, tahicardie.

Intoxicatia acutd nu are antidot. Moartea survine prin stop respirator.

Intoxicatia cronicd (tabagism, nicotinism) este asociatd cu fumatul. Principalele organe
afectate sunt pldmanii, inima si vasele de sange. Efectele care apar imediat sunt cresterea
frecventei cardiace si a tensiunii arteriale, iar in timp poate sd apara cancerul pulmonar si alte
afectiuni.

Existd o serie de forme farmaceutice (plasture, spray, guma de mestecat, comprimat)
utilizate in tratamentul dependentei de tutun cu scopul de a satiface nevoile pacientilor si de a
putea folosi produsul potrivit in functie de mecanismul de cedare al substantei active.

Cu ajutorul farmacoterapiei se trateaza dependenta de tutun si sindromul de abstinenta care
se manifestd prin anxietate, furie, dificultati de concentrare, tulburari de somn si crestere in

greutate (Huges, 1986).



4. Efecte benefice ale nicotinei si cotininei
4.1. Implicatiile nicotinei in neuroprotectie. Mecanisme de actiune

Recent, doud afectiuni neurologice au fost studiate In ceea ce priveste relatia cu fumatul:
boala Parkinson si maladia Alzheimer. Riscul raportat de aparitie a maladiei Alzheimer sau a
bolii Parkinson este la nefumatori in general de aproximativ doud ori mai mare decat al
fumatorilor. Din punct de vedere statistic aceasta asociere negativa a fost interpretatd ca efect
neuroprotector al nicotinei impotriva dezvoltarii maladiei Alzheimer si a bolii Parkinson. Ipoteza
este cd fumatul ar putea exercita o influentd biologica, neuroprotectiva Tmpotriva
neurodegenerarii (Almeida OP, 2002).

4.2. Nicotina si cotinina — propietati psihoactive

Desi sunt o serie de componente ale tutunului, pe langd nicotind, care pot contribui la
proprietatile adictive ale tigarilor, cercetarea privind dependenta de tutun s-a axat in pe efectele
de reintarire ale nicotinei.

Stimularea nAChR-lor centrali de catre nicotind are ca rezultat eliberarea unei varietati de
neurotransmitdtori in creier, cel mai important dintre acestia fiind dopamina. Nicotina provoaca
eliberarea de dopamina in zona mezolimbica, striatum si cortexul frontal. O importanta
deosebitd este atribuitd neuronilor dopaminergici din zona tegmentald ventrald a creierului
mijlociu si eliberararii dopaminei la nivelul invelisului extereior al nucleului accumbens,
deoarece aceastd cale pare sa stea la baza activdrii circuitului de recompensd indus de droguri

(Dani J.A., 2001).

4.3. Nicotina si cotinina in relatie cu stresul oxidativ

Mentinerea unui echilibru intre oxidanti si antioxidanti este o provocare pentru oricine in
conditiile actuale de mediu, extrem de virulente si care ar putea produce o modificare a
echilibrului prin acumularea de specii reactive de oxigen (ROS), care genereaza in continuare
"stres oxidativ".

ROS rezultd dintr-o serie de surse endogene si exogene, cum ar fi procesele inflamatorii,
radiatiile, fumatul, etc si se crede ca acestea sunt cauza principald pentru aparitia a numeroase

afectiuni (Halliwell B, 1999).

10



B. PARTEA EXPERIMENTALA.
CONTRIBUTII PERSONALE

5. Evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei prin teste in vitro
5.1. Justificarea experimentelor
Ne-am propus investigarea efectelor in vitro ale nicotinei si cotininei asupra culturii de
celule MRC-5. Aceasta este o cultura de celule umane diploide compusa din fibroblaste derivate

din tesutul plamanului normal recoltate de la un fetus masculin de 14 saptdmani.

5.2. Materiale si metode
1. Modelul celular in vitro : Experimentele au fost realizate pe linia celulara continua de

fibroblaste pulmonare umane MRC-5 (ATCC — American Type Culture Collection).
2.Testul MTT: Citotoxicitatea a fost determinata prin testul spectrofotometric cantitativ,

MTT (Sigma-Aldrich, cod M5655).

5.3. Rezultate si discutii

5.3.1. Screeningul dozei (selectarea concentratiei de lucru)

Screeningul concentratiei pentru nicotind a aratat ca, folosirea concentratiei de 2 mM scade
viabilitatea celulelor cu mai mult de 50% fata de controlul netratat, iar tratamentul cu
concentratii mai mici sau egale cu 750 uM nu induce modificari ale viabilitatii celulare (Figura
5.4.). Viabilitatea culturii de fibroblaste pulmonare MRC-5 nu a fost afectatd de tratamentul cu
nicotind in concentratiec de 1 pM — 750 puM. In consecinti, in urma screeningului de dozi,
concentratia de nicotind de 1 mM in mediu de cultura a fost selectata pentru un studiul ulterior

de evaluare a proliferarii celulare.

11
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Figura 5.4. Viabilitatea celulelor MRC-5 tratate in vitro cu nicotind, timp de 24 ore
(D1 =2mM, D2 =1 mM, D3 =750 uM, D4 = 500 uM, D5 =100 uM, D6 = 10 uM si D7

=1 uM in mediu de culturd)

Viabilitatea celulelor tratate cu cotinina nu a fost afectata intr-un domeniu de concentratii
de 1uM — 1 mM (Figura 5.4). S-a dovedit ca, cotinina e mai putin toxica decat nicotina pe celule
MRC-5. Screeningul dozei pentru cotinind arata ca, folosirea unei doze mai mici sau egala cu 1
mM nu produce modificari ale viabilitatii celulare. In consecinta, in urma screeningului de doza,
concentratia de cotinind de 2 mM in mediu de cultura a fost selectata pentru un studiul ulterior

de evaluare a proliferarii celulare.
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Figura 5.5. Viabilitatea celulelor MRC-5 tratate in vitro cu cotinina, timp de 24 ore
(D1 =2mM, D2 =1 mM, D3 =750 uM, D4 = 500 uM, D5 = 100 uM, D6 = 10 uM si D7

=1 uM in mediu de culturd)

5.3.2. Evaluarea potentialului proliferativ

Evaluarea potentialului proliferativ a aratat ca, celulele MRC-5 netratate prolifereaza
statistic semnificativ (p<0.0001) in cultura, timp de 48 de ore (Figura 5.6.). O datd expuse
tratamentului cu nicotind 1 mM, potentialul proliferativ al celulelor MRC-5 este inhibat, insd nu

au fost detectate modificari statistic semnificative intre viabilitatea celulelor tratate cu 1 mM

12



nicotind timp de 24 sau 48 de ore. In ceea ce priveste tratamentul cu cotinini in concentratie de 2
mM, potentialul proliferativ al celulelor MRC-5 este inhibat In comparatie cu cele control,
netratate, dar au fost evidentiate diferente statistic semnificative (p< 0.05) intre viabilitatea

celulelor tratate cu cotinind timp de 24 sau 48 de ore (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Potentialul proliferativ al celulelor MRC-5 timp de 24 si 48 de ore tratate cu
nicotind 1 mM si cotinind 2mM (Nic = Nicotind; Cot= Cotinind)

(*** p<0.0001 control 48h versus control 24h; * p<0.05 cotinina 48h versus cotinina 24h)

Rezultatele au aratat ca celulele MRC-5 tratate cu nicotind 1mM nu prolifereaza dupa 48
de ore de tratare, spre deosebire de cele tratate cu cotinind 2 mM, care mentin un potential

proliferativ si dupd 48 de ore de tratament.

Discutii

Prezentul studiul actual a avut ca obiectiv evaluarea toxicitdtii nicotinei si a metabolitului
sau cotinina pe celule pulmonare umane normale MRC-5.

Rezultatele studiului nostru indica faptul ca, la concentratii mari (2 mM), nicotina produce
moartea celulelor MRC-5 (aproximativ 50% din cultura de celule). Rezultate similare au fost
raportate in experimente pe cultura de celule alveolare (A549). S-a demonstrat cd nicotina
exercitd efecte dependente de concentratie asupra celulelor pulmonare A 549, iar concentratiile
incepand cu 4mM au un efect toxic semnificativ asupra viabilitatii celulelor (Liu, 2017).

Cotinina a fost mai putin toxicd decat nicotina pe cultura de celule MRC-5. Rezultatele
indica faptul ca, celulele MRC-5 tratate cu ImM nicotind nu mai prolifereaza dupa 48 de ore de
tratament, spre deosebire de cele tratate cu cotininda 2mM care mentin un slab potential

proliferative daca sunt tratate timp de 48 ore.
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6.Investigarea toxicitatii nicotinei si cotininei pe celula vegetala (testul Triticum,

testul Lactuca)

6.1. Justificarea experimentelor

Investigarea efectelor nicotinei si cotininei asupra proliferarii fibroblastilor umani normali
MRC-5 a evidentiat efecte inhibitoare ale acestor compusi la nivelul proliferdrii celulare, in
functie de concentratie si de timpul de expunere. Aceste rezultate ne-au sugerat evaluarea
comparativa a efectelor nicotinei si cotininei si asupra celulei vegetale.

6.2. Evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei prin testul 7riticum

Principiul metodei consta In determinarea dilutiei active maxime (concentratiei minime) a
substantei studiate care, In functie de durata de actiune, influenteazd alungirea radiculard si
filmul cariokinetic.

6.2.1. Materiale si metode

Protocolul experimental aplicat este cel descris de Constantinescu si colab. (1963),
modificat (Popescu, 2008; Olaru, 2013; Socea, 2017; Dragoi, 2018). Modificarile se referd la
determinarea inhibdrii, si nu a stimuldrii cresterii radiculare (ca in metoda originald) si la
utilizarea unei tehnici moderne de achizitie §i prelucrare a imaginii, precum s§i la pregatirea

materialului biologic.

Protocolul experimental

Am testat actiunea nicotinei si cotininei in domeniul de concentratii 0,1 - 100 uM. Am
testat cate 7 concentratii din cele doua substante.

6.2.2. Rezultate si discutii

Conform valorilor Efiy, se observa ca atat nicotina cat si cotinina nu au indus o inhibitie
mai mare de 33% comparativ cu lotul martor. De asemenea, efectele inhibitorii/efectul stimulator
obtinute nu sunt semnificative din punct de vedere statistic la analiza prin testul Kruskal-Wallis
urmat de testul Dunn. La nicotind se observa o usoard semnificatie statistica la analiza globala a
datelor, aceasta nemaifiind confirmata la aplicarea post-testului Dunn.

Avand in vedere rezultatele obtinute, nu s-au putut calcula Clsy pentru nicotind si cotinina.

Nicotina si cotinina nu induc efecte de inhibitie sau de stimulare semnificative asupra

dezvoltarii radiculei de Triticum vulgare la concentratiile testate. Rezultatele obtinute ne permit
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sa afirmdm ca acest test fitobiologic nu poate fi aplicat cu succes pentru identificarea unor efecte

toxice ale celor doua substante asupra celulei vegetale la concentratii < 100 uM.

6.3. Evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei prin testul Lactuca

Testul fitobiologic Lactuca sativa reprezinta o metodd simpla, rapida, reproductibila si cu
costuri reduse (Lopez, 2008) folositd in general pentru evaluarea toxicitdfii in ecotoxicologie
(Sanchez-Meza, 2007), precum si In screeningul toxicitatii compusilor naturali i a extractelor
vegetale (Diaz, 2013).

Principiul metodei consta in determinarea dilutiei maxime active a substantei de cercetat
care influenteaza alungirea radiculara (Lopez, 2008).

Toxicitatea reflectatd prin determinarea concentratiei medii inhibitoare (Clsp), indicator al

toxicitatii, dar si al activitatii biologice (Mazoir, 2008; Seremet, 2014).

6.3.1. Materiale si metode

Material biologic: radacinile embrionare de Lactuca sativa L. (Asteraceae) cultura
ecologicd 2013, provenit din judetul Teleorman.

Substante de testat: (-)-nicotind (>99%, Sigma-Aldrich) si (-)-cotinind (>98%, Sigma-
Aldrich)

6.3.2. Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute variaza in limite mult mai largi comparativ cu testul Triticum.

Valorile Efiy, sunt prezentate in tabelul nr. VI.6. Atat nicotina cét si cotinina au indus o
inhibitie mai mare de 70% comparativ cu lotul martor la concentratii > 25 pM; din punct de
vedere statistic, aceastea sunt semnificative (post-testul Dunn). Sub aceasta concentratie, nicotina
a continuat sa inducd un efect inhibitor, inclusiv la concentratia cea mai micd. Cotinina la
concentratii mai mici de 25 uM a indus o inhibitie mult mai mica comparativ cu nicotina, iar la
concentratii < 1 uM a indus o stimulare a alungirii radiculare, efect care Tnsa nu a fost validat
statistic (post-testul Dunn). Totusi, se constatd ca efectul stimulator este invers proportional cu

concentratia de cotinind, acesta fiind asemdnator cu comportamentul fitohormonilor de tip
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auxine. Analiza statistica globala a datelor prin intermediul testului Kruskal-Wallis a evidentiat
atat pentru nicotind, cat si pentru cotinina un efect semnificativ statistic.

Avand in vedere rezultatele obtinute, s-au calculat valorile Cls. Astfel, pentru nicotina s-a
obtinut o valoare de 22,5 uM, cu un 1C95% de 4,676 la 108,3 uM si un coeficient de corelare
efect-concentratie logaritmati r* de 0,9465. Pentru cotinina s-a calculat o valoare Clso de 5,05
uM, cu un IC95% de 0,6699 — 2,035 0,9884 la 30,64 uM si un coeficient de corelare efect-
concentratie logaritmata de 0,9729. Curbele de inhibitie sunt redate in figura 6.3. Din rezultatele
obtinute se observd cd, pe domeniul de concentratie 0,1 — 100 uM, nicotina are un efect
inhibitor, iar cotinina efect bisens functie de concentratie. Alungirea radiculara la Lactuca sativa
este mult mai sensibild la cotinind, comparativ cu nicotina.

Tabelul VI.6. Efectul inhibitor (Ege,) indus de nicotina (NIC) si cotinina (COT) si

semnificatia statisticd comparativ cu martorul.

Nr. Concentratie Eco (% Test/post-test statistic aplicat
Crt. uM) i (Y0) Kruskal-Wallis Dunn
NIC COoT NIC COT NIC COoT
1 100 98,12 92,43 Hok ¥ ok
2 50 98,38 97,68 HoAk Hok ¥
3 25 72,76 70,55 p< p< Hok ¥ *ok
4 10 52,59 17,04 | 0,0001; 0,0001; ns ns
5 16,59 23.85 A HAE ns ns
6 1 17,63 -57,05 ns ns
7 0.1 18,85 -85,71 ns ns
ns — nesemnificativ statistic; * = semnificativ statistic; *** = extrem de semnificativ statistic.

Efi%

100

50+
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Figura 6.3. Curbele de regresie trasate in functie de log[C] si Efi% pentru loturile

tratate cu nicotind (a) si cotinind (b)
Pe domeniul de concentratie 0,1 — 100 uM nicotina are efect inhibitor, iar cotinina efect
bisens functie de concentratie. Testul Lactuca sativa este sensibil la actiunea biologica a

nicotinei si a metabolitului sau cotinina.

7. Cercetarea toxicitatii nicotinei si cotininei asupra crustaceului Daphnia magna

7.1. Justificarea experimentelor

In ultimul deceniu s-a sugerat ci testele acute pe nevertebrate pot fi utilizate ca metoda de
prescreening pentru evaluarea toxicitdtii acute a noilor substante chimice asupra mamiferelor si a
oamenilor.

Testul D. magna este folosit in prezent pentru a evalua modul in care nicotina afecteaza
ritmul cardiac si comportamentul Daphnia, in vederea extrapoldrii rezultatelor la om (Chiu SS,
2007, Villegas-Navarroa et al, 2003, Corotto et al, 2010).

Pentru a evalua efectele toxice acute ale cotininei comparativ cu compusul parinte,

nicotina, a fost utilizata biotestul Daphnia magna.

7.2.  Stabilirea curbelor concentratie-letalitate
Principiul metodei constd in expunerea nevertebratelor Daphnia magna la concentratii
diferite de nicotind si cotinind si evaluarea efectului letal, respectiv a numarului de exemplare
care supravietuiesc dupa 24 h si 48 h.
7.2.1. Materiale si metode
Loturile de Daphnii utilizate in experiment, in varsta de 7 zile, au fost mentinute in conditii
controlate de temperaturd si iluminare (25£1°C, ciclu iluminare de 16 ore lumina si 8 ore

intuneric) si hranite cu Saccharomyces cerevisae.
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7.2.2. Rezultate si discutii

Rezultatele in ansamblu indica faptul cd nicotina are toxicitate mai mare decat cotinina,
deoarece raportul dintre valorile CLsy (cotinind / nicotind) dupa 48 ore de expunere este de
aproximativ 5,9. La 48 ore, curbele de letalitate ale ambilor compusi sunt paralele (Figura 7.5.),

indicand efecte toxice similare, cu potente diferite (Vlasceanu, 2015).

100 B # Nicotina
m  Cotinina

50+

Letalitate (%)

T T
25 20 15 40 05 00
Log [C]

Figura 7.5. Curbele comparative letalitate (%) functie de logaritmul concentratiei,

obtinute la evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei asupra D.magna (dupa 48 h de expunere)

7.3.  Evaluarea bioacumularii nicotinei si cotininei de catre crustaceul Daphnia
magna
Avand 1n vedere rezultatele obtinute la evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei asupra
Daphnia magna, ne-am propus si evaluim cantitatea de toxic acumulati de Daphnia magna. In
acest scop, daphniile au fost supuse experimentului conform descrierii din capitolul 7.2., iar
cantitatea de nicotind si de cotinind bioacumulatd a fost determinatd printr-o metodda HPLC-

DAD, a cérei dezoltare este prezentata in capitolul 10.2.

7.3.1. Materiale si metode

Substante de testat: (-)-Nicotind (>99%, Sigma-Aldrich) si (-)-Cotinind (>98%, Sigma-
Aldrich)

Prepararea solutiilor

Se prepard solutii stoc de nicotind si cotinind, de concentratie 10 mM in DMSO. Din

acestea, se obtin, dupa caz, solutii de testat, prin diluare adecvata cu mediu de cultura.
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7.3.2. Rezultate si discutii

Rezultatele arata ca, dupa 24 de ore de expunere, dafniile acumuleaza cantitati similare de
nicotind si cotinind, dar dupd 48 de ore de expunere, cantitatea de nicotind acumulatd este

semnificativ mai mica (p=0,021) decat cea de cotinina (Figura 7.6).
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Figura 7.6. Bioacumularea nicotinei si cotininei de catre Dafnia magna (dafniile au fost
expuse la nicotind, cotinind si amestec nicotina + cotinind, timp de 24 de ore si 48 de ore; N=
nicotind, C= cotinind)

(p < 0,01 pentru cotinind/cotinind in probe expuse la nicotind, la 24 h; p < 0,05 pentru: cotinind/cotinina in
amestecul N+C, la 24 h; nicotind/cotinind, la 48h; nicotina (la 24h)/nicotina (la 48 h)

Rezultatele au indicat prezenta cotininei si in probele care au fost expuse doar la nicotina,
sugerand biotransformarea nicotinei la cotinind de catre crustaceul D. magna. Cantitatea de
cotinind acumulatd dupa 24 de ore este semnificativ statistic mai mare decat cea determinata in
probele expuse doar la nicotind (p=0,007), indicand faptul ca nicotina se biotransforma partial in

cotinind dupa 24 de ore.

8.Investigarea proprietatilor psihoactive ale nicotinei si cotininei prin studii in vivo la

soarece
8.1. Justificarea experimentelor

In ultimele decenii s-a sugerat ca atat nicotina, cat si principalul sau metabolit, cotinina, au

proprietati psihoactive la om si la animale.

In ciuda asemdnarii structurale dintre nicotind si cotinind, metabolitul prezintd efecte

distincte fata de nicotina.
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Avand in vedere datele de literatura prezentate anterior, scopul acestui studiu a fost de a
investiga comparativ efectele antidepresive si anxiolitice ale cotininei si nicotinei la soarece.
Imipramina a fost utilizatd ca referinta pentru activitatea antidepresiva.

8.2. Materiale si metode

Animale de experienta

In prezentul studiu au fost luati in lucru 40 soareci masculi NMRI, cu virsta de cateva
saptdmani si masa medie de 30 g, furnizati de biobaza Institutului National de Cercetare
Cantacuzino.

Substante administrate

Animalele de experientd au fost repartizate in patru loturi, cu activitate motorie uniforma.
Soarecilor din fiecare lot li s-a determinat masa corporala o data la doua zile si li s-au administrat
zilnic urmatoarele substante, timp de 15 zile:

* Lot nicotind (n=12): solutie nicotind, in doza de 0,5 mg/kg corp per os;
* Lot cotinind (n=12): solutie cotinind, in doza de 5 mg/kg corp per os;
* Lot referintd (n=12): solutie imipramind, in doza de 25 mg/kg corp per  o0s;

* Lot martor (n=12): apa distilata 0,1 ml/10g corp, per os;

Teste comportamentale
In vederea evaluirii comparative a efectelor psihotrope induse prin administrarea de
nicotind si cotinind, au fost aplicate o serie de teste comportamentale.
8.3. Rezultate si discutii
A. Alcatuirea loturilor
Toate loturile au prezentat valori ale numadarului de miscdri in plan orizontal de
aproximativ 631, iar valorile medii ale numarului de miscari in plan vertical s-au incadrat intre
97 s 114.
B. Masa corporala
In ceea ce priveste masa corporald a soarecilor, se observa o usoara crestere a acesteia pe
parcursul celor doud sdptamani de experiment, aspect valabil pentru toate cele 4 loturi.
C. Activitatea motorie
Activitatea motorie a animalelor de experienta a fost determinatd dupa administrare acuta

(in ziua 1), subacuta (ziua 7) si subcronica (ziua 14), in paralel cu testarea efectului antidepresiv.
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In ceea ce priveste variatia activititii motorii in timpul tratamentului, s-a constatat ca, in
cazul lotului tratat cu imipramina, exista o scadere relativ constanta din ziua 1 pana in ziua
14 a experimentului, atat in cazul numarului de miscari in plan orizontal, cat si al numarului de
miscari in plan vertical. Pentru loturile martor si cel tratat cu nicotind se observa o scadere a
activitatii motorii in ziua 7, urmand o crestere a acesteia in ziua 14. In cazul lotului tratat cu
cotinina s-a inregistrat o scadere marcata a activitatii motorii in ziua 7 comparativ cu prima
zi a experimentului (p<0,01, t-Student), observandu-se o noud scadere si dupa 14 zile de
tratament .

D. Testul inotului fortat

Cuantificarea efectului antidepresiv acut al substantelor administrare a fost realizata in

ziua 1. Nicio substantd nu a redus timpul de imobilizare al soarecilor in cadrul acestei testari.
E.Testul suspendarii de coada

Efectul antidepresiv dupa administrare subacutd si subcronica a fost evaluat in ziua 7,
respectiv ziua 14, prin intermediul testului suspendarii de coada. Dupa 7 zile, atat imipramina,
cat si cotinina au manifestat efecte antidepresive comparabile, semnificative statistic
(p<0,05, t-Student), cu o scadere a timpului de imobilizare cu 31%, respectiv 24% ( Figura
8.15.). Nicotina a produs o cresterea timpului de imobilizare, nesemnificativa statistic.

Timp de imobilizare

Efect % vs Martor
§ 150 100‘00 4554
2{ 100 - . 0.00 —
= -100.00 -31.85-24.70
T e - -« - B Imipramina ™ Cotinina
&,;\ 'Q(’b& oo\\o 6&0\\
« Nicotina

Figura 8.15. Timpii de imobilizare si variatiile procentuale fatd de martor in testul suspendarii

de coada in ziua 7
F. Testul labirintului suspendat in forma de plus
In cazul imipraminei s-au observat cresterea timpului petrecut in bratele inchise cu

20% fata de martor (p<0,05, Mann-Whitney), sciderea timpului petrecut in bratele deschise
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cu 64% si a numarului de intrari in acestea cu 88% (p<0,05, Mann-Whitney) si sciderea
timpului petrecut in centrul labirintului cu 50% (p<0,05, t-Student). Aceste rezultate
insumeaza un pronuntat efect anxiogenic, fiind o actiune farmacologica previzibild tinand cont
de mecanismul de actiune al acesteia.

Administrarea de nicotina a produs in ziua 15 un efect anxiolitic pronuntat la soareci,
observandu-se o crestere marcata de 129% a timpului petrecut in bratele deschise (p<0,05, t-
Student) si cresterea numarului de intriri in acestea cu 52%. In cazul cotininei nu s-au
inregistrat efecte semnificative asupra nivelului de anxietate al animalelor de experienta .

Aceste rezultate sunt in contradictie cu alte raportari din literature. Astfel, nicotina, in doza
de 0,1 mg / kg sc administratd la soarece a dovedit efect anxiogen, manifestat prin scaderi ale
procentului de timp petrecut pe bratele deschise si de intrari in bratele deschise. Totusi, toleranta

la actiunea anxiogenad s-a dezvoltat dupd 6 zile de administrare zilnica a nicotinei (Biala, 2006).

9.Evaluarea influentei fumatului asupra statusului antioxidant la pacienti cu
patologie psihiatrica

9.1. Justificarea experimentelor

Intrucat literatura de specialitate asociaza fumatul cu stresul oxidativ si cu un risc foarte
mare de aparitie a diferitelor procese patologice, scopul studiului a fost acela de a evalua
impactul consumului de tutun asupra unor biomarkeri de stres oxidativ evaluati la nivel sistemic.

La un grup de pacienti cu patologie psihiatrica, fumatori a fost investigata interrelatia intre
concentratia de cotinind sericd si urmatorii parametrii biochimici, utilizati in mod curent ca
markeri de stres oxidativ: produsii de oxidare avansatd a proteinelor (AOPP, Advanced
Oxydation Protein Products), glutationul redus (GSH) si capacitatea antioxidantd serica totala,
madsuratd printr-o metodd globala bazata pe reducerea unui complex chelat cu fierul (FRAP —

ferric reducing antioxidant power).

9.2. Materiale si metode
A. Metodologia (designul studiului)
Studiul a fost realizat pe un numér de 76 de pacienti, cu varsta cuprinsa intre 25 si 40 de

ani, selectati dintre pacientii internati in Spitalul de Psihiatrie “Sf. Maria”, localitatea Vedea,
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judetul Arges. Studiul a fost aprobat de Comisia de etica a Spitalului de Psihiatrie “Sf. Maria”
(Anexa 1), iar consimtdmantul informat pentru participarea la studiu a fost obtinut de la fiecare
pacient (Anexa 2).

B. Determinarea cantitatii de cotinina din ser prin metoda ELISA

Expunerea la fumatul pasiv poate fi detectatd prin masurarea nivelului de nicotind si a
metabolitilor sai.

Principiul metodei si procedura de lucru

Kitul ELISA pentru dozarea cotininei (Abnova, KA(0930) se bazeazd pe o reactie
imunoenzimatica de tip competitiv, in care cotinina din probele de ser intrd in competitie cu
cotinina pre-fixata in godeurile microplacii (faza solidd competitivd) pentru situsurile de legare
ale anticorpul de ,,capturd” anti-cotinind, conjugat cu biotind-HRP (Horseradishperoxidase —

peroxidaza din hrean).

C. Determinarea Produsilor de Oxidare Avansata a Proteinelor — AOPP (Advanced
Oxydation Protein Products)

Principiul metodei si procedura de lucru

In vederea evaluirii produsilor de oxidare avansati a proteinelor (AOPP), a fost aplicata o
metoda publicata in literatura.

D. Evaluarea capacitatii antioxidante serice prin FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power)

Reactivi: TPTZ (2,4,6-tri-piridil-S-triazina), FeCl;.6H,O (clorura ferica hexahidrat), acetat
de sodium trihidrat, acid ascorbic (vitamina C)

Principiul metodei si procedura de lucru

In prezenta antioxidantilor, complexul 2,4,6-tri-piridil-S-triazina ferica (Fe''-TPTZ) este
redus la 2,4,6-tri-piridil-S-triazina feroasa de culoare albastru intens, cu maxim de absorbtie la

600 nm.

E. Dozarea glutationului redus (GSH) in ser
Metoda de dozare a glutationului redus se bazeaza pe formarea unui compus colorat in
galben (acidul 2-nitro-5-mercaptobenzoic) cu maxim de absorbtie la lungimea de unda de 412

nm, la tratare cu reactivul Ellman (acidul 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoic, DTNB).
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9.3. Rezultate si discutii

Cele trei grupuri de rezultate au fost comparate privind valorile medii ale celor trei
parametri de status redox/stress oxidative studiati. Se observa cd, odata cu cresterea nivelurilor
de cotinina serica are loc si o crestere, nesemnificativa statistic, a valorilor medii pentru GSH
si FRAP, impreuna cu o scidere, aproape de limita de semnificatie, a markerului de oxidare a
proteinelor — AOPP.

Pentru a studia interrelatia dintre markerul de metabolism al nicotinei — cotinina si GSH,
FRAP si AOPP, pentru care s-au remarcat valori medii diferite Intre cele doua grupuri de studiu,

s-a ilustrat grafic corelatia partiald Pearson (r) intre acesti biomarkeri (Figurile 9.13. s1 9.14.).
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Figura 9.13. Corelatia Pearson (r) dintre nivelurile serice de cotinind si valorile serice ale
glutationului redus (GSH), capacitatii antioxidante totale serice (FRAP) si produsiilor finali de

oxidare avansata a proteinelor (AOPP) la pacientii cu valori ale cotininei< 4 ng/mL ser (tertil 1)
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Figura 9.14. Corelatia Pearson (r) dintre nivelurile serice de cotinina si valorile serice ale
glutationului redus (GSH), capacitatii antioxidante totale serice (FRAP) si produsilor finali de
oxidare avansata a proteinelor (AOPP) la pacientii cu valori ale cotininei > 70 ng/mL ser (tertil

3)

Astfel, in cazul pacientilor din primul tertil, nivelurile de cotinina se coreleaza negativ
cu nivelurile de GSH, si pozitiv cu gradul de oxidare al proteinelor serice.

La grupul de pacienti din cel de-al treilea tertil, care a suferit o expunere maxima la
nicotind, desi se remarcd valori medii usor crescute ale GSH, se evidentiazd o corelatie
inversa semnificativa intre valorile individuale ale GSH si continutul de cotinina serica,
ceea ce indicd faptul cd toxicitatea nicotinei este insotitd de o aparare antioxidanta serica
redusa.

Capacitatea antioxidantd totald a serului determinatd ca FRAP nu este semnificativ
modificata in cele doua tertile studiate ca model.

Faptul cd 1n cazul pacientilor puternic expusi la nicotind nu se mai pastreaza interrelatiile
dintre sistemele de apdrarea antioxidantad si gradul de lezare al unor biomolecule, dovedeste
aparitia unor dezechilibre puternice in capacitatea de raspuns a organismului la stresul
oxidativ indus de fumat. Structura exactd si mecanismele de formare a produsilor finali de
oxidare avansata a proteinelor (AOPP) nu sunt pe deplin intelese, dar se stie totusi ca ele sunt in

principal derivati ai albuminei modificata oxidativ ce exista sub forma de fragmente si agregate.
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10. Studii de toxicologie analitica

10.1. Metodd HPTLC pentru analiza simultand a nicotinei si cotininei in probe
biologice

10.1.1. Justificarea experimentelor

Luand in considerare literatura de specialitate privind intoxicatiile acute accidentale cu
nicotind si necesitatea unor metode rapide de diagnostic analitic in aceste cazuri, am urmarit
dezvoltarea unei metode simple de cromatografie in strat subtire de Tnalta performantd (HPTLC)

pentru determinarea nicotinei si a metabolitului ei cotinina din plasma si urind umana.

10.1.2 Rezultate si discutii

I. Analiza HPTLC a nicotinei and cotininei, dupa extractia din urina

Pentru domeniul de cantitati 200 ng — 1000 ng/spot, au fost obtinute curbe de calibrare
corespunzatoare, avand coeficientul de corelatie r de peste 0,99. Dupd cum se observa din
curbele de calibrare, curbe de regresie liniare, cu coeficient de corelatie de peste 0,99 au fost
obtinute folosind ca marime de cuantificare aria picului, nu si inaltimea picului (Tabelul nr.
X.2.). Curbele de calibrare pentru nicotind si cotinina sunt prezentate in Figura 10.2.

Tabelul nr. X.2. Parametrii curbelor de regresie obtinute la analiza semicantitativa a

nicotinei si cotininei din urind prin HPTLC

Marimea luata Deviatia
in considerare Ecuatia dreptei de Coeficientul de standard (?
regresie corelatie (1) punctelor fatd de
’ dreapta de
regresie)
Aria picului Y=2866 + 14,57*X 0.99488 4,65 %
(nicotina)
Iniltimea picului Y=1285+0.3193*X 0.97856 7,67 %
(nicotina)
Aria picului Y=7257 + 24,67*X 0,99054 5,66%
(cotinina)
Iniltimnea Y=2432+0.3126*X 0,95993 7,73%
picului (cotinina)
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Spectrele UV (FiguralO. 3) corespunzdtoare picurilor separate la Ry aproximativ 0,27 si
0,34 confirma prezenta nicotinei (Figura 10.3.-a) si a cotininei (Figura 10.3.-b), atat in solutia

standard, cat si n extractele din urina.

b)
Figura 10.3. Spectrele UV ale nicotinei (a) cotininei (b) (din solutia etalon si din
extractele de urind), corespunzatoare spoturilor separate prin HPTLC
A fost determinatd acuratetea metodei, evaluatd ca procent de regasire dupad extractie.
Rezultatele obtinute aratd o supraestimare a procentului de regasire, mai ales la nivelurile joase
de cantitati (Tabelul nr.10. 3).
Tabelul nr. X.3. Acuratetea (ca procent de regasire dupa extractie) metodei HPTLC

pentru deteminarea nicotinei si cotininei in urinad

Cantitatea 200 800 1000
(ng/spot)
Procentul de | 131,91 101,2 110

regasire (%)

Deviatia standard 1,21 1,85 1,57
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I1. Analiza HPTLC a nicotinei and cotininei, dupa extractia din plasma
Cea mai bund separare a nicotinei de metabolitul sdu cotinina a fost realizata folosind ca
developant sistemul de solventi metanol : cloroform : amoniac (48,75: 48,75: 0,5). Valorile Ry

obtinute pentru nicotinad si cotinina au fost 0,45+0,01 si respectiv 0,34+0,01 (Figura 10.4.).

b)
Figura 10.4. Cromatogramele obtinute la analiza nicotinei si cotininei din plasma prin
HPTLC (extractie in faza solidd, a) cromatograma 3D; b) Picurile integrate ale nicotinei si
cotininei)
De asemenea, am realizat curbele de calibrare folosind cinci niveluri de cuantificare pentru
nicotind si cotinind, in domeniul 200 — 1000 ng/spot.
Datele experimentale obtinute se potrivesc pe modelul ecuatiei liniare de gradul 1, y=A +

Bx, doar in cazul utilizarii ariei picului ca marime de cuantificare (Tabelul nr. X.4.).
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Tabelul nr. X.4. Parametrii curbelor de regresie obtinute la analiza semicantitativa a

nicotinei si cotininei din plasma prin HPTLC

Marimea luata Deviatia
in considerare Ecuatia dreptei de Coeficientul standard (a .
’ . . punctelor fata
regresie de corelatie ’
) de dreapta de
regresie)
Aria picului Y=1892,133 + 0.99610 2,46 %
(nicotina) 15,61*X
Aria picului Y=3345 + 0,99265 5,35%
(cotinina) 14,42*X

In experimentele pe plasma am aplicat metoda extractiei in fazi solida. Rezultatele arata ca

extractia in faza solidd nu este adecvata pentru izolarea nicotinei si cotininei din plasma .

10.1.3. Rezultate si discutii

Am selectat sistemul cloroform: metanol: amoniac (48,75: 48,75: 0,5), ca cel mai bun
pentru separarea nicotinei de cotinind. Utilizdnd primul sistem de solventi (metanol: amoniac
100: 1,5), valorile R¢ sunt ridicate (in jur de 0,80), dar nicotina nu se separd de cotinina.
Reducerea a polaritatii solventului cu cel de-al doilea sistem de solventi, cloroform: acetona:
amoniac (48,75: 48,75: 2,5), a determinat scaderea valorilor R¢ (0,27 pentru nicotina si 0,34
pentru cotinind), dar nu s-a obtinut o buna separare. Modificarea compozitiei sistemului de
solventi prin inlocuirea acetonei cu metanol, solvent mai polar si reducerea cantitatii de agent de
alcalinizare a creat conditiile pentru cea mai bund separare a nicotinei de cotinind (valorile Ry
obtinute pentru nicotind si cotinina au fost de 0,45 si, respectiv, 0,34).

Rezultatele experimentale indica faptul ca, pentru domeniul de cantitati 200 ng - 1000 ng /
spot, atat pentru nicotind, cat si pentru cotinind au fost obtinute curbe de calibrare liniare (avand

coeficient de corelatie peste 0,99) prin utilizarea ariei picului ca masura de cuantificare.
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biologice

10.2. Metodda HPLC pentru analiza simultand a nicotinei si cotininei in probe
10.2.1. Justificarea experimentelor

Avand in vedere datele din literaturd privind analiza nicotinei si cotininei in probe

biologice prin HPLC, ne-am propus dezvoltarea unei metode simple HPLC cu detectie cu sir de
diode (DAD) pentru analiza simultand a nicotinei si cotininei in probe biologice.

Considerand rezultatele privind investigarea toxicitatii nicotinei si cotininei asupra

crustaceului Daphnia magna, am urmadrit sa dezvoltim o metodd HPLC-DAD care sa poata fi
10.2.3. Rezultate si discutii

aplicata si pentru evaluarea bioacumularii nicotinei si cotininei de catre dafnii.

A. Dezvoltarea metodei

In urma tatonarilor efectuate, s-a observat ca, cea mai bund separare intre nicotind si

cotinind, 1n timp ce se mentin parametrii de performanta ai sistemului cromatografic, a fost

realizata utilizdnd ca faza mobild amestecul trietilamina, acid acetic si amoniac, ajustata la pH 10
si acetonitril Intr-un raport de 85:15 (v: v.) (Figura 10.8.)

2]

Figura 10.8. Cromatograma obtinuta la separarea nicotinei si cotininei (coloana Hypersil Gold,

faza mobila: amestec trietilamind, acetic acid, amoniac, ajustat la pH 10 (solvent A) si acetonitril
(solvent B) in raport de 85:15 (v:v.); Treotinind = 3,6 min.; Trnicotind = 13,9 min.)
B. Validarea metodei

Selectivitatea/specificitatea metodei

Specificitatea/selectivitatea metodei a fost determinatd prin compararea cromatogramelor

solutiilor obtinute pentru omogenatului de D. magna fara analiti (blancul) cu cele pentru
30
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etalon de nicotind si cotinind. Cromatogramele realizate au demonstrat ca nu existd componente

in omogenatul de D. magna care sa interfere la timpii de retentie ai celor doi analiti.

[ probe (spiked)
/

4 blanc
‘\’\_J-.. / ‘\

Figura 10.10. Cromatograme obtinute la verificarea selectivitatii metodei HPLC-DAD de

dozare a nicotinei si cotininei in D. magna (blanc si probe “tratate” cu analiti)

~ solutie etalon

I} ‘J\kv,\& P blanc

Figura 10.11. Cromatograme obtinute la verificarea selectivitatii metodei HPLC-DAD de dozare

a nicotinei si cotininei in D. magna (blanc si standard de nicotina si cotinind)

Linearitatea si domeniul de linearitate
Datele experimentale demonstreaza linearitatea metodei, intrucdt am obtinut curbe de
calibrare cu coeficienti de corelatie de peste 0,99 atat pentru nicotind, cat si pentru cotininad
(Tabelul nr. X.6). In curbele de calibrare, fiecare punct reprezinti media a 3 determinari.

Ecuatiile dreptelor de regresie se potrivesc modelului ecuatiei lineare.
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Tabelul nr. X.6. Parametrii curbelor de calibrare obtinute la analiza simultand a nicotinei si cotininei

din omogenat de D. magna prin HPLC-DAD

Compusul Deviatia standard
Ecuatia dreptei de regresie Coeficientul de (a punctelor fatd de
s dreapta de
corelatie (17) .
’ regresie)
Cotinina y = 3,64846e-006x + 0,994855 7,81 %
0.0503145
Nicotina y =1,99508e-006x - 0,999431 5,83 %
0.00902231

Precizia si acuratetea metodei

Precizia metodei a fost determinatd ca repetabilitate (pe cate cinci probe “tratate” la trei
niveluri de concentratie din curba de calibrare) si reproductibilitate (ca precizie intermediara,
prin repetarea, ingtr-o altd zi, a probelor efectuate pentru determinarea repetabilitatii). Criteriul
de admisibilitate se refera la deviatia relativa standard pentru continutul in analiti, RSD < 15,0 %
(£20,0 %, pentru limita de cuantificare).

Acuratetea (exactitatea) metodei a fost determinatd ca procent de regasire (recuperare), la
trei niveluri de concentratie din curba de calibrare. Criteriul de admisibilitate se refera la
procentul de recuperare, de 100 + 15,0 % (100 £ 20,0 % pentru limita de cuantificare).

Rezultatele obtinute demonstreaza cad metoda este precisa si exactd, intrucat respectd

criteriile de admisibilitate.

10.3. Analiza nicotinei si cotininei in plasma la pacienti cu patologie psihiatrica

10.3.1. Justificarea experimentelor

Studii recente au sugerat cd pacientii cu boli psihice grave sunt mari fumatori, fumatul
reprezentand o cauza principald de morbiditate si mortalitate la aceastd categorie de pacienti
(Lasser, 2000; Brown, 2000, Weiner, 2011).

In acest context, ne-am propus un studiu de evaluare a concentratiilor plasmatice ale
nicotinei si cotininei la pacienti cu patologie psihiatrica, aflati in regim de internare, comparativ
cu pacienti cu aceeasi patologie, dar nefumatori (in acest caz existand totusi conditii de expunere

la nicotind ca urmare a fumatului pasiv).
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10.3.2. Materiale si metode

Lotul de studiu a fost constituit din 46 de pacienti cu patologie psihiatrica, internati la
Spitalul ”Sfanta Maria” Vedea, judetul Arges. Cerintele legislatiei privind etica cercetarii au fost
indeplinite, studiul fiind aprobat de Comisiei de Eticd a C.E.T.T.T.” Sf. Stelian” Bucuresti
(Anexa 1), In baza unui protocol aprobat si coordonat de catre un medic primar psihiatru (Anexa
1). De la subiectii inclusi in studiu sau tutorii lor legali s-a obtinut consimtdmantul informat
pentru participarea la studiu (model in Anexa 2). In lotul de studiu, 20 de pacienti sunt
nefumatori, iar 26 sunt fumatori. Toti pacientii au primit tratament cu carbamazepina.

Variabile/parametri analizati in studiu: varsta, sexul, diagnostic, tratament, vechimea
fumatului, scorul dependentei de nicotind, numdar de tigari /zi, concentratia plasmatica de
nicotind, concentratia plasmaticd de cotinind, raportul concentratiilor plasmatice de nicotina si
cotinina.

Probe biologice: plasma, obtinutd din sdnge venos recoltat pe anticoagulant (EDTAK,)

Analiza nicotinei si cotininei in plasma

Dozarea nicotinei si cotininei din plasma a fost realizata printr-o metoda LC-MS publicata,
adaptatd pentru analiza probelor de plasma (Tzatzarakis, 2012).

10.3.3.Rezultate si discutii

I. Caracterizarea lotului de studiu

Cele doua subloturi (pacientii fumatori si cei nefumatori) sunt omogene in ceea ce priveste
varsta (media de 48 de ani, respectiv 50 de ani) distributia pe sexe (predomind barbatii, iar
raportul barbati:femei este 2,61, respectiv 3), diagnosticul (in ambele subloturi au predominant
pacientii cu schizofrenie paranoida, 35 de cazuri din 46) si tratamentul (carbamazepina a fost in
regimul de tratament al tuturor pacientilor, cel mai frecvent cu o schemd de administrare de 2
comprimate, respectiv 400 mg pe zi).

Reprezentarea graficd a distributiei frecventelor privind varsta pacientilor, vechimea

fumatului si scorul dependentei sunt redate in histogramele din figurile 10.15 si 10.16.
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Figura 10.15. Distributia frecventelor privind varsta pacientilor in lotul de pacienti

fumatori si nefumatori
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Figura 10.16. Distributia frecventelor privind durata fumatului (a) si scorul dependentei

de nicotina (b) in lotul de pacienti fumatori

I1. Dozarea nicotinei si cotininei in plasma

Pentru dozarea nicotinei si cotininei in plasma s-a utilizat o0 metoda LC-MS. Curbele de
calibrare au fost realizate in domeniul 0, 10, 25, 50 and 100 ng/mL pe probe de plasma "tratate”
cu nicotind si cotinina.

In conditiile experimentale prezentate la “Materiale si metode”, timpii de retentie obtinuti
pentru nicotind, cotinind si ketamind au fost de 5,1 min., 7,58 min. si 8,83 min.

Datele experimentale demonstreaza linearitatea metodei. Parametrii curbelor de calibrare
sunt rezumati in tabelul nr. X.10.

In figurila 10.21 este prezentata cromatograma obtinuta pentru solutia standard de nicotina
si cotinind 100 ng/mL, iar in figura 10.23 cromatogramele pentru probele spiked de nicotind si
cotinind 100 ng/mL. Se observa separarea corespunzatoare a analitilor si lipsa inteferentelor cu
componenti din plasma.
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Figurile 10.24 si 10.25 prezintd cromatogramele tipice obtinute pentru pacienti fumatori,

respectiv nefumatori.
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Figura 10.21. Cromatograma obtinutd pentru solutia standard de cotinina si nicotind 100 ng/mL

(TRcotininﬁ = 591 1’1’111’1, TRnicotiné = 7,58 1’1’111’1, TRketaminél= 8,83 rmn)
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Figura 10.23. Cromatograma obtinutd pentru proba spiked de cotinind si nicotind 100 ng/mL

(TRcotininﬁ = 591 1’1’111’1, TRnicotiné = 7,58 1’1’111’1, TRketaminél= 8,83 rmn)
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Figura 10.24. Cromatograma obtinuta pentru o probd de la un pacient fumator

(TRcotininﬁ = 591 1’1’111’1, TRnicotiné = 7,58 1’1’111’1, TRketaminél= 8,83 rmn)
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Figura 10.25. Cromatograma obtinutd pentru o probd de la un pacient nefuméator
(TRraicotina = 7,58 min.; Trietamina = 8,83 min.)

Rezultatele obtinute confirma cd pacientii nefumdatori au fost expusi pasiv la fumul de
tutun, In plasma acestora cuantificandu-se cotinina la niveluri caracteristice pentru fumatul pasiv
(medie 20 ng/mL)

In studiul nostru, nivelurile de cotinini din plasma fumitorilor au fost in medie de 100
ng/mL, sugerdnd fumat moderat, in timp ce nicotina a fost cuantificata la niveluri mult mai joase
(medie aproximativ 8 ng/mL). Acest fapt sugereazd o biotransformare intensd a nicotinei la
pacientii luati in studiu, raportul nicotind/cotinind avand valori subunitare (medie 0,175).
Concentratia de cotinind in plasma pacientilor fumatori au variat Intr-un domeniu larg (de la 13
ng/mL la 449 ng/mL, , indicAnd o mare variabilitate individuala.

Concentratia plasmatica de cotinind a fost semnificativ statistic mai scdzuta la nefumatori
comparativ cu fumadtorii (p < 0,001). De asemenea, concentratia plasmatica de nicotind a fost

semnificativ mai mica decat cea de cotinina la pacientii fumatori (p < 0,001) (Figura 10.28).
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Figura 10.28. Grafic comparativ privind nivelurilor plasmatice de nicotind si cotinind la
pacientii fumatori si nefumatori (p < 0,001 conc. cotinind fumatori/conc. cotinind nefumatori si conc.
cotinina fumatori/ concentratie nicotina fumatori)

Analizele de corelatii aratd o serie de corelatii slabe (coeficienti de corelatie cu valori mici,
dar cu semnificatie statisticd) intre urmatorii parametri in lotul de pacienti fumatori: varstd —

vechime fumat; scor dependentd — concentratie cotinind; concentratie nicotind — raport
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nicotind/cotinind; concentratie cotinind-raport nicotind/cotinina (corelatie inversa) (Tabelul nr.
X.12).

Tabelul nr. X.12 Corelatii Pearson intre parametrii analizati in studiu in lotul de pacienti

fumatori

Parametrul Parametrul Coeficient de corelatie,

semnificatie statistica
Varsta Vechime consum r=0,557 ;p<0,001
Scor dependenta Concentratia plasmatica cotinind | r =0,430"; p < 0,05
Concentratia plasmatica Raport nicotind/cotinina r=0,545 ; p <0,001
nicotind
Concentratia plasmatica Raport nicotind/cotinina r=-0,443"; p <0,05
cotinind

Distributia graficd a concentratiilor plasmatice de cotinina si de nicotind in functie de

scorul dependentei nu sugereaza o corelatie intre acesti parametri (Figurile 10.31. si 10.32).
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Figura 10.31. Concentratia plasmaticd de nicotind in functie de scorul dependentei la

pacientii fumatori
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Figura 10.31. Figura 10.32. Concentratia plasmatica de cotinind in functie de scorul

dependentei la pacientii fumatori
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11. CONCLUZII GENERALE

Avand in vedere toxicitatea nicotinei si nocivitatea in ansamblu a fumatului asupra
organismului, precum si evidentierea, in ultimii ani a unor noi directii de actiune ale nicotinei, cu
rol in neuroprotectie si cu eficacitate n bolile neurodegenerative, tutunul si nicotina se mentin in
atentia cercetdtorilor. Mai mult, cercetarile sunt n prezent indreptate si spre definirea profilului
toxicologic al cotininei, principalul metabolit al nicotinei, care si-a conturat utilitatea ca
biomarker de expunere pentru fumat, inclusiv pentru cel pasiv. Datele privind mecanismele de
actiune si toxicitatea cotininei sunt, in prezent, controversate. Au fost relevate importante
proprietati psihoactive ale cotininei (de exemplu, antidepresive si anxiolitice) si, pe baza
cercetarilor preclinice, au fost propuse roluri in imbunatatirea abilitatilor cognitive.

Teza de doctorat a avut ca obiectiv investigarea toxicologicd comparativa a nicotinei si
cotininei, In cadrul unui studiu complex care a reunit o gama largd de cercetari, dupa cum
urmeaza:

- studii in vitro, pe culturi de celule umane normale

- testare fitobiologica, pe celula vegetald de Triticum si Lactuca

- biotestare pe nevertebrate, cu evaluarea bioacumularii, utilizand modelul crustaceului
Daphnia magna

- studiu in vivo, in model animal pe soarece, pentru cercetarea actiunii psihotrope

- studiu in vivo, pe pacienti, pentru evaluarea influentei fumatului asupra statusului
antioxidant in cazuri de patologie psihiatrica

- studii de toxicologie analitica, in vederea dezvoltarii unor metode de analiza (HPTLC,
HPLC-DAD, LC-MS) simultand a nicotinei si cotininei in probe biologice; s-a urmarit
aplicabilitatea metodelor in urmatoarele scopuri: pentru diagnostic analitic in intoxicatii acute cu
nicotind; pentru evaluarea bioacumularii de cédtre D. magna; pentru investigarea nivelurilor
plasmatice de nicotind si cotinind, precum si a raportului acestora la pacienti cu patologie
psihiatrica

Dintre concluziile cercetarilor realizate, se desprind ca semnificative urméatoarele:

1. Evaluarea toxicitatii nicotinei si cotininei prin teste in vitro
* La concentratii similare cu cele prezente in sangele fumaétorilor, nicotina si cotinina nu s-

au dovedit a fi citotoxice asupra celulelor pulmonare umane normale MRC-5.
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* Viabilitatea celulelor tratate cu concentratii mai mari de nicotina (1 mM) si cotinind (2
mM) a scdzut, iar nicotina s-a dovedit a fi mai toxicd decat cotinina, reducand viabilitatea
celulard cu aproximativ 50%.

* Atat nicotina, cat si cotinina inhiba proliferarea fibroblastilor pulmonari normali MRC-5
pe o perioadd de 48 de ore, dar spre deosebire de nicotind, in cazul cotininei capacitatea de
proliferare a celulelor se mentine si dupd 48 de ore de tratament.

* Rezultatele studiului ofera informatii suplimentare referitoare la toxicitatea cotininei si
nicotinei asupra celulelor normale.

2. Investigarea toxicitatii nicotinei s§i cotininei pe celula vegetala (testul
Triticum, testul Lactuca)

* Au fost relevate raspunsuri diferite la nicotind si cotinind ale celor doua plante apartindnd
Dicotiledonatelor si Monocotiledonatelor.

e In domeniul de concentratii 0,1 — 100 uM, nicotina si cotinina nu exercitd un efect
semnificativ asupra alungirii radiculare a radacinii de Triticum. Astfel, acest test fitobiologic nu
poate fi aplicat pentru identificarea unor efecte toxice ale celor doud substante asupra celulei
vegetale la concentratii sub 100 uM.

* Pe acelasi domeniu de concentratii, nicotina si cotinina au efecte diferite asupra alungirii
radiculare la Lactuca sativa. In timp ce nicotina este un inhibitor al procesului pe tot domeniul de
concentratii, cotinina se comportd ca inhibitor la concentratii mari (peste 5 uM) si ca stimulator
la concentratii mici (sub 1 uM).

3. Cercetarea toxicitatii nicotinei si cotininei asupra crustaceului Daphnia
magna

* A fost evidentiatd toxicitatea mai mare a nicotinei comparativ cu cotinina, reflectata de
valorile concentratiei medii letale (CL50). Spre deosebire de nicotind, n cazul cotininei, valoarea
CL50 a fost obtinuta doar dupa 48 de ore de expunere.

* Evaluarea bioacumuldrii nicotinei si cotininei de catre D. magna a aratat ca dafniile
acumuleazd cantitati similare de nicotind si cotinind dupd 24 de ore de expunere, dar cantitéti
semnificativ mai mici de nicotina dupa 48 de ore de expunere, in corelatie cu toxicitatea marcata
a nicotinei comparativ cu cotinina

*Cotinina a fost cuantificata si in probele expuse doar la nicotind, indicand

biotransformarea nicotinei la cotinind de catre D. magna
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* Rezultatele obtinute ofera date valoroase pentru investigarea potentialului toxic al
nicotinei si cotininei in diferite modele experimentale pe organisme nevertebrate.

4. Investigarea proprietatilor psihoactive ale nicotinei si cotininei prin studii in
vivo la soarece

* Atat nicotina, cat si metabolitul sau principal, cotinina, au manifestat efecte psihoactive la
soareci, in cadrul testelor comportamentale efectuate.

* Imipramina si cotinina au exercitat efecte antidepresive comparabile si statistic
semnificative, dupa 7 zile de tratament, dar niciun efect nu a fost observat la animalele tratate cu
nicotind. Un efect anxiogen important a fost demonstrat pentru imipramind dupa 14 zile de
tratament. Nicotina s-a dovedit a avea efect axiolitic dupa 14 zile de tratament, spre deosebire de
cotinind, care nu a influentat semnificativ nivelul de anxietate.

* Studiul a evidentiat unele efecte psihotrope ale nicotinei si cotininei la soareci, in functie
de regimul de tratament. Cu toate acestea, rezultatele obtinute nu sunt in totalitate in concordanta
cu alte raportari din literatura de specialitate si sunt necesare studii suplimentare pentru a
clarifica regimul de tratament si mecanismele care contribuie la efectele psihotrope.

S. Investigarea influentei fumatului asupra unor biomarkeri care ilustreaza
susceptibilitatea organismului uman la stresul oxidativ, in functie de nivelul de cotinina
serica, la pacienti cu patologie psihiatrica:

* S-a demonstrat ca fumatul este asociat cu o apdrare serica antioxidanta scazuta, reflectata
prin nivelul de glutation redus (GSH), dar nu modifica relevant capacitatea antioxidanta totala a
serului determinati ca FRAP. In mod paradoxal, s-a observat un stres oxidativ mai scizut la
pacientii fumadtori activi, exprimat la nivelul proteinelor serice (AOPP), dar acesta este
nesemnificativ fatd de fumatorii pasivi.

* Deoarece interactiunile dintre sistemul de aparare antioxidant si gradul de deteriorare al
biomoleculelor nu se mai pastreazd, putem explica aparitia unor dezechilibre puternice in
capacitatea organismului de a rdspunde stresului oxidativ indus de fumat. Aceste rezultate
confirmd raportdrile din literatura de specialitate cu privire la expunerea fumatorilor la
dezechilibrul oxidativ si, prin urmare, aparitia proceselor patologice in relatie directd cu

cantitatea de tutun consumata.
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6. Studii de toxicologie analitica

6.1. Metodda HPTLC pentru analiza simultand a nicotinei si cotininei in probe
biologice

* Am stabilit conditiile experimentale pentru identificarea prin HPTLC a nicotinei din
plasma si urind in prezenta principalului sdu metabolit, cotinina. Astfel, separarea optimad a
nicotinei de cotinind a fost obtinuta folosind placi de sticla pre-trasate (faza stationara silicagel
60 F 254), fazd mobila cloroform: metanol: amoniac (48,75: 48,75: 0,5) si detectie la 263 nm.
Identificarea nicotinei si cotininei a fost confirmata de similitudinea intre spectrelor UV ale
substanteloir extrase si cele ale solutiilor standard.

* Metoda permite evaluarea semi-cantitativa a nicotinei si cotininei in domeniul de cantitati
200 - 1000 ng / spot, curbele de calibrare obtinute fiind liniare.

* Rezultatele au indicat faptul cd extractia in faza solida a nicotinei si cotininei din plasma
nu a fost eficientd, astfel incat este necesara fie optimizarea tehnicii fie aplicarea tehnicii de
extractie lichid-lichid.

* Metoda HPTLC elaboratd poate fi folositd pentru determinarea simultana a nicotinei si
cotininei in probe biologice la concentratii mari (toxice sau letale). Astfel, metoda dezvoltata isi
poate gasi utilitate in cazuri letale de intoxicatie cu nicotind, in analize de toxicologie medico-
legala.

6.2. Metodda HPLC pentru analiza simultana a nicotinei si cotininei in probe biologice

* Au fost studiate si optimizate conditiile experimentale pentru dezvoltarea unei metode
HPLC-DAD pentru dozarea simultana a nicotinei si metabolitului ei cotinina in probe biologice.

* Separarea optima s-a obtinut utilizdind o coloana Hypersil Gold si ca faza mobila
amestecul trietilamind, acid acetic si amoniac (la pH 10) si acetonitril in raport de 85:15, cu
detectie la 260 nm.

* Metoda a fost validatd prin parametrii prevazuti in literatura (selectivitate/specificitate,
linearitate, precizie, acuratete, limite de detectie si de cuantificare), in vederea utilizarii pentru a
evalua bioacumularea nicotinei de catre crustaceul D. magna.

6.3. Analiza nicotinei si cotininei in plasma la pacienti cu patologie psihiatrica

* Nivelurile plasmatice de nicotind si cotinind au fost evaluate comparativ la pacienti cu

boli psihice fumatori si nefumatori. Lotul de studiu a fost omogen, fara diferente semnificative
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intre fumatori si nefumatori in ceea ce priveste varsta, sexul, patologia si medicatia (toti pacientii
au avut in schema de tratament carbamazepina).

* Nivelul de cotinina la nefumatori a fost semnificativ mai mic decéat la fumatori, indicand
expunerea pasivd moderata la fumul de tutun a pacientilor nefumatori.

* Concentratia plasmatica de nicotind a fost semnificativ mai micd decat cea de cotinind;
raportul concentratiilor plasmatice de nicotinad si cotinind a avut valori subunitare, sugerand
biotransformarea intensd a nicotinei la cotinina.

* Analizele de corelatii au evidentiat o serie de corelatii cu valori mici ale coeficientilor de
corelatie, dar semnificative statistic intre urmatorii parametri in lotul de pacienti fumatori: varsta
— vechime fumat; scor dependentd — concentratie cotinind; concentratie nicotind — raport
nicotind/cotinind; concentratie cotinind-raport nicotina/cotinina.

* Pacientii fumatori au prezentat un scor mediu al dependentei de nicotina ridicat, iar
numarul de tigari fumate zilnic a fost, de asemenea, mare. Cu toate acestea, nivelurile de cotinina
din plasmd au corespuns fumatului moderat, sugerdnd posibila interferentd a carbamazepinei,
inductor al CYP2A®6, in biotransformarea oxidativa a nicotinei la cotinina.

* Interactiunea carbamazepinei cu nicotina in etapa biotransformarii, la pacientii cu
patologie psihicd, deschide calea unor cercetdri suplimentare, prin cuatificarea nivelurilor

plasmatice de carbamazepina la pacientii fumatori si nefumatori.

Teza aduce o serie de contributii originale sau cu aplicabilitate practica prin:

v informatiile referitoare la toxicitatea cotininei si nicotinei asupra celulelor
normale
v rezultatele investigdrii toxicitdtii nicotinei si cotininei asupra crustaceului

Daphnia magna si a bioacumularii celor doud substante de catre acesta

v aprofundarea profilului farmacologic al cotininei si nicotinei, prin evidentierea
actinilor antidepresiva si anxiolitica la soarece

v evidentierea influentei fumatului asupra unor biomarkeri de stres oxidativ si a
corelatiei acestora cu nivelul de cotinina serica

v elaborarea unor metode analitice (HPTLC, HPLC, LC-MS) cu aplicabilitate
pentru: diagnosticul analitic 1n intoxicatiile cu nicotina; determinarea bioacumularii de céte D.

magna; evaluarea nivelurilor plasmatice de nicotind si cotinind la pacienti cu boli psihice.
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In ansamblu, rezultatele tuturor cercetirilor tezei contribuie la completarea profilului
toxicologic al cotininei si deschid calea unor investigatii viitoare precum: cercetarea
mecanismului toxicitatii nicotinei si cotininei asupra crustaceului Daphnia magna, precum si a
influentei lor asupra metabolismului acestui nevertebrat; clarificarea regimului de tratament si a
mecanismelor care contribuie la efectele psihotrope ale nicotinei si cotininei; studiul interactiunii
farmacocinetice, 1n etapa biotransformarii, a carbamazepinei cu nicotina, la pacienti cu patologie

psihiatrica.
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