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INTRODUCERE

Ficatul, glanda anexa a tubului digestiv, este considerat unul dintre cele mai mari si mai
importante organe din corpul uman. Prin localizarea sa, ficatul reprezintd o adevarata ,ecluza
hemodinamica si metabolicd” functionald prin intermediul céreia se realizeaza permanent un
echilibru intre ceea ce metabolizeaza sau elimind organismul si ceea ce primeste organismul din
exterior prin aport alimentar, medicamentos sau prin substante exogene. Este unicul organ din corp
care poseda capacitatea remarcabild de autoregenerare, dar si al doilea organ, dupa creier, care
poate fi atacat de radicalii liberi, fiind considerat din multe puncte de vedere ,,laboratorul central”
al organismului datoritd importantei primordiale pe care o are in desfasurarea normala a proceselor
vitale esentiale. Patogenia afectiunilor hepatice este foarte complexa si studiatd, iar cei mai
importanti factorii implicati sunt produsii de metabolism rezultati (lipidic, acido-bazic) si
dereglarile energo-dinamice, endocrino-metabolice sau neurovegetative, care genereaza
modificari severe la nivelul principalelor functii si organe. Cu toate acestea, identificarea unor
compusi hepatoprotectori care sa previna aceste alterari sau care sa regenereze complet functiile
si structurile afectate se afla inca Intr-un plin proces de extindere continud prin testarea diferitilor
constituenti si cautarea surselor care sa ofere produsi cu efect hepatoregenerator evident, dar lipsiti
de efecte secundare sau de reactii adverse.

Justificarea temei de cercetare constd in existenta pe piata farmaceuticd a numeroaselor
preparate vegetale insuficient testate, care nu sunt standardizate corespunzitor astfel incat
pacientului sa ii fie garantate conditiile de calitate ale fitopreparatului si sa i sporeascd acestuia
increderea in rezultatele terapeutice evidente care vor aparea pe parcursul tratamentului adjuvant
ales. De asemenea, identificarea si cercetarea unor compusi cu rol antihepatotoxic este de un real
folos in terapia adjuvantd a afectiunilor hepatice si nu numai, iar extractele fitoterapeutice
reprezintd o sursd bogatd in asemenea compusi, deoarece solventul folosit pentru extractia
principiilor active poate determina o solubilizare mult mai buna a acestora si implicit o absorbtie
mult Tmbunatatitd in organism cu aparitia efectului terapeutic dorit, criteriul esential fiind
standardizarea lor, precum si cuantificarea actiunilor terapeutice la diferite categorii de pacienti.
In contextul clinic actual, in care pacientul, care prezinta deja polipatologii asociate si traieste intr-
un mediu poluat la cote mult crescute (aer, apa, alimentatie), este supus polipragmaziei,
polimedicatiei adiacente si ulterior addugarii la schema de posologie si a suplimentelor alimentare
nestandardizate si insuficient testate si caracterizate chimic, celula hepatica este expusa unui stres
oxidativ permanent, este nevoita sa isi indeplineasca functiile in conditii ostile si alterate biologic
sl enzimatic, iar capacitatile sale de detoxifiere a produsilor endogeni sau exogeni pot fi cu mult

depasite, ceea ce contureazd un tablou structural, celular si bioumoral modificat cu multiple



suferinte clinice si dereglari metabolice grave. Astfel, necesitatea cercetarii si standardizarii unui
fitomedicament, care sa poata interveni optim la nivel hepatocitar, indeplinind efecte terapeutice
adjuvante benefice pentru prevenirea aparitiei afectiunilor hepatice, pentru scaderea frecventei in
populatie a acestora, pentru ameliorarea sau vindecarea lor, creeazd premisele acestui drum
stiintific 1n care tematica abordata este pe deplin justificata si la capatul caruia se afla binele si
sanatatea pacientului. Pornind de la toate aceste aspecte, scopul prezentei lucrari este realizarea
unei analize farmacognostice si fitofarmacologice a unei noi propuneri de fitopreparat pe baza de
extracte vegetale cu actiune hepatoprotectoare, antihepatotoxicd, hepatoregeneratoare si
antioxidanta.

Obiectivele cercetarii sunt: selectarea unor materii prime vegetale ca potentiala sursa de
compusi cu rol hepatoprotector, antihepatotoxic, hepatoregenerator si antioxidant; stabilirea
profilului fitochimic al materiilor vegetale selectate, prin analize de profil; intocmirea
metodologiei de obtinere a extractelor vegetale, in contextul determinarii tipului de solvent si a
procedeului de extractie care permite cuantificarea unei cantititi mari de principii bioactive;
determinarea stabilitatii extractelor vegetale, la intervale diferite de timp; conturarea profilului
fitochimic prin analize specifice fitochimiei (dozari spectrofotometrice si HPLC); determinarea
citotoxicitatii extractelor prin metode alternative; testarea actiunii antioxidante in sistem acelular,
ca marker important in evaluarea efectului hepatoprotector si antiradicalar in vitro al extractelor;
stabilirea profilului biochimic al extractelor prin analize specifice domeniului pentru evaluarea
influentei asupra parametrilor biochimici caracteristici, In urma administrarii la animalele de
experientd; evaluarea capacitatii antioxidante si afectarea redox la nivelul tesutului hepatic prin
analiza omogenatelor tisulare hepatice; evaluarea efectelor benefice la nivelul hepatocitului prin
analiza histologica a probelor de ficat prelevate de la animalele de laborator supuse testarilor;
evidentierea efectelor induse de catre extracte asupra liniilor celulare HepG2 de carcinom
hepatocelular; stabilirea parametrilor farmacotehnici de proiectare a unor forme farmaceutice pe
baza extractelor vegetale analizate; diseminarea rezultatelor cercetarii n reviste de specialitate din

fluxul stiintific international.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
1. Date teoretice privind afectiunile hepatice
Acest capitol contine informatii despre: cauzele afectiunilor hepatice, categoriile de pacienti
cu risc, simptomatologia specificd, consecintele clinice, tratamentul, regimul alimentar si steatoza

hepatica (cauze, mecanisme etiologice, simptome, diagnostic, prognostic, tratament).



2. Actiunea hepatoregeneratoare, hepatoprotectoare si antihepatotoxica a unor produse /
extracte vegetale - Studiu de literatura
Acest capitol contine informatii despre compozitiile chimice precum si efectele benefice la

nivelul celulei hepatice induse de diferite surse vegetale/extracte.

CERCETARI PERSONALE

3. Stabilirea normei de calitate a produselor vegetale selectate
Pe baza datelor din literatura de specialitate au fost selectate cinci produse vegetale (Cynarae
folium, Rosmarini folium, Agrimoniae herba, Taraxaci herba si Cichorii herba), iar ca metoda de
lucru, s-a folosit analiza farmacognostica. S-au dozat prin metode spectrofotometrice flavonele,
AFC-urile si polifenolii totali (tabelul III.1).

Tabel III.1. Rezultatele dozarilor spectrofotometrice exprimate ca medie £ SD [1]

Flavone (FL) (g rutozida/100 g produs vegetal uscat)

SA70 SAS50 SA20 SAA
1.1745 4+ 0.0293 1.0332 + 0.0836 0.9447 +0.1638 0.6453 + 0.0496
SCH70 SCHS50 SCH20 SCHA
0.4771 £ 0.0348 0.5596 + 0.0482 0.4350=0.0116 0.3814 +0.0312
SCY70 SCY50 SCY20 SCYA
0.7382 +0.0590 0.7497 £ 0.0244 0.4361 £ 0.0476 0.4121 +£0.0277
SR70 SR50 SR20 SRA
1.0271 £0.1130 1.2771 £ 0.0684 0.7991 £ 0.1469 0.1156 +0.0099
ST70 ST50 ST20 STA
0.6737+0.0192 0.6497 +0.1479 0.9154 +0.1138 0.7808 + 0.1655
AFC (g acid clorogenic/100 g produs vegetal uscat)

SA70 SAS0 SA20 SAA
4.1655+£0.2108 4.7469 + 0.1683 6.5580 £ 0.4671 3.1846 £ 0.1978
SCH70 SCHS50 SCH20 SCHA
1.8201 +0.0503 1.4614 +0.0766 1.4840 + 0.0273 1.4974 +0.1054
SCY70 SCY50 SCY20 SCYA
0.6572 +0.1201 0.5643 +0.0401 0.6170 + 0.0697 0.3802 + 0.0428
SR70 SR50 SR20 SRA
5.6123 +£0.2365 5.6733 £ 0.7740 4.9732 £ 0.4402 0.8151 +£0.0582
ST70 ST50 ST20 STA

2.0383 +0.1333

2.1674 +0.1824

2.6529 + 0.0438

2.8350 + 0.0867

Polifenoli totali (PT) (g acid tanic/100 g produs vegetal uscat)

SA70 SA50 SA20 SAA
8.0232 +£1.9744 8.5634 +0.2243 8.2553 £1.1594 4.5732 + 0.5401
SCH70 SCHS50 SCH20 SCHA
2.0884 +0.3213 2.1534 +0.0303 1.9186 = 0.0769 1.6393 +0.0746
SCY70 SCYS50 SCY20 SCYA
1.4222 +0.1590 1.1984 +0.2579 1.1228 £0.1149 0.8756 = 0.0125
SR70 SR50 SR20 SRA
8.8233 £1.1743 8.1027 £ 0.6782 5.1887 + 0.1836 0.8604 + 0.0592
ST70 ST50 ST20 STA

2.8415+0.2213 2.9509 + 0.0486 3.3647 = 0.3786 3.34 .1058




Luand in considerare rezultatele obtinute, etanolul 50° a asigurat extractia optima a
compusilor fenolici pentru toate produsele vegetale studiate, cu exceptia papadiei, pentru care
etanolul 20° a fost cel mai bun solvent de extractie.

4. Obtinerea extractelor uscate si stabilirea metodologiei de control

In vederea formularii unui fitopreparat care si se adreseze tratamentului hepatopatiilor, s-a
urmarit obtinerea unor extracte innobilate in constituenti chimici de interes terapeutic. S-a selectat
ca metoda liofilizarea, deoarece permite pastrarea integrativa a constituentilor activi din punct de
vedere terapeutic. In vederea stabilirii metodologiei de control a extractelor uscate obtinute s-au
analizat particularitatile organoleptice ale acestora, dar s-a urmarit si cuantificarea in constituentii
chimici de interes terapeutic prin efectuarea dozarilor de principii active pentru fiecare extract
uscat in parte. Determinarile efectuate imediat dupa obtinerea extractelor au evidentiat ca cele mai
bogate in flavone, AFC-uri si polifenoli totali sunt extractele de rozmarin si turitd mare, iar pentru
cicoare, papadie si anghinare valorile concentratiilor sunt mult mai mici, insd au cresteri uniforme
si constante si prezintd relevantd pentru actiunea terapeutica cercetatd. Pentru a putea cuantifica
asigurarea eficacitatii terapeutice a extractelor vegetale uscate in timp si stabilitatea formelor
farmaceutice care vor contine aceste extracte uscate trebuie ca principiile active de interes
terapeutic din extracte s prezinte o concentratie stabild in timp care sa se pastreze In aceleasi
limite de variatie constante. Astfel, se poate evalua daca exista factori care sa determine micsorarea
continutului de principii active al extractelor uscate de la nivelul optim la un nivel mult inferior,
fara eficienta clinica. In acest scop, s-au realizat doziri de principii active (AFC-uri, flavone si
polifenoli totali) din extractele vegetale uscate pe o perioadd de monitorizare a stabilitatii
concentratiilor de un an, efectuand determinari cantitative la 3 luni, 6 luni si la 12 luni de la
obtinere (rezultatele sunt prezentate in fig. 4.1. - 4.3.). Avand in vedere interdependenta dintre
produsul vegetal si principiile active continute, extractele uscate analizate au prezentat concentratii
optime de AFC-uri, flavone si polifenoli totali, constituenti cu importantd terapeutica esentiala,
care s-au dovedit stabili din punct de vedere fitochimic pe perioada monitorizarii. Studiul de
stabilitate a extractelor uscate a subliniat activitatea constituentilor chimici din extracte chiar si pe
parcursul conservarii, observandu-se fluctuatii ale concentratiilor de la un interval de timp la altul,
intrucat principiile active de provenientd vegetala au un comportament atipic si total distinct de
cel al substantelor active de sinteza. Cu toate acestea, in urma interpretarii statistice, unica diferenta
semnificativa statistic s-a obtinut pentru continutul de AFC-uri din extractul de rozmarin, care s-a
redus considerabil aproape la jumatate dupa 12 luni, insa acest comportament era de asteptat tinand
cont cd acizii fenolcarboxilici sunt principiile active cele mai instabile in timp si cele mai labile,
putand fi influentate de numerosi factori. Ceea ce a surprins in aceasta etapa a cercetarii a fost, de

fapt, evolutia AFC-urilor 1n celelalte extracte vegetale uscate, Inregistrandu-se variatii mici si
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nesemnificative, in pofida profilului cameleonic al acestora. Flavonele si polifenolii totali din
extractele uscate s-au dovedit stabili din punct de vedere farmacognostic si fitochimic, pastrandu-

se nivelul terapeutic optim de-a lungul celor 12 luni pentru toate extractele studiate.

Conc. Evolutia stabilitatii AFC-urilor - extracte uscate
[g CHA/100 g PV]
35.00 H Anghinare
H Rozmarin
30.00 M Turita
H Papadie
25.00 M Cicoare
20.00
15.00
10.00
0.00 “_ Perioada
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Fig. 4.1. Evolutia concentratiei de AFC-uri din extracte uscate
conc Evolutia stabilitatii Flavonelor - extracte uscate
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Fig. 4.2. Evolutia concentratiei de flavone din extracte uscate



Conc. Evolutia stabilitatii Polifenolilor Totali - extracte uscate
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Fig. 4.3. Evolutia concentratiei de polifenoli totali din extracte uscate
5. Analiza cromatografica a compusilor polifenolici din extractele uscate, analiza cluster
comparativa a extractelor vegetale si studii de andocare moleculara

Spectrul compusilor identificati si cuantificati din punct de vedere cantitativ prin UHPLC-
HRMS/MS este dependent de tipul extractului vegetal folosit, compusii identificati facand parte
din clasa flavonoidelor, acizilor fenolcarboxilici si derivatilor sesquiterpenici. Astfel, in Cynarae
extractum (CE) au fost identificati 28 de compusi, in Rosmarini extractum (RE) — 48 de compusi,
in Taraxaci extractum (TE) — 39 de compusi, in Cichorii extractum (CHE) — 43 de compusi, iar in
Agrimoniae extractum (AE) — 31 de compusi. Din analiza rezultatelor obtinute, rutozida a fost
identificatd in toate extractele cu exceptia AE, apigenina si kaempferolul in toate tipurile de
extracte, acidul clorogenic si acidul cafeic in toate extractele, cu exceptia CHE (unde s-a identificat
doar acidul clorogenic aléturi de un izomer al acestuia), vitexina s-a identificat in CE, TE, CHE si
AE, cinarina, scolimozida si cinaropicrina s-au identificat in CE, cicorina in CE, RE si CHE,
cinarozida si cinarotriozida in TE, CHE si AE, catechina si epicatechina s-au identificat in CHE si
AE, acidul azelaic a fost identificat in toate extractele, biochanina A a fost identificata in RE, CHE
si AE, genistina si daidzina In CHE, genistina in TE si AE, iar procianidinele condensate
(proantocianidine) in TE, CHE si AE. Compusii identificati si cuantificati in extractele vegetale
analizate se inscriu in profilul polifenolilor citati de literatura de specialitate. Identificarea
pinocembrinului in cantitate mare (43.1 pg/g) in Rosmarini extractum este in concordanta cu datele
de literatura, acest compus fiind identificat inclusiv in mierea de rozmarin, iar profilul chimic al
compusilor identificati in TE este, de asemenea, in concordanta cu studiile raportate in literatura
de specialitate [2,3].

Din dendrograma extractului de anghinare s-a observat, de exemplu, o dispozitie a
compusilor identificati in 4 clustere: primul cluster contine grupati 9 compusi din clasa flavonelor,

in cea de-a doua subdiviziune se regasesc 14 compusi reprezentati de agliconi flavonici, 1n acest
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grup regasindu-se si doi derivati diterpenici (carnosol si rosmanol) si un compus sesquiterpenic
(cinaropicrina), in clusterul 3 se regasesc grupati compusii fenolici de tipul acidului clorogenic si
doi derivati cumarinici, iar in ultima subdiviziune sunt clasati cei doi acizi fenolici, acidul cafeic
si acidul azelaic.

Analiza Cluster realizatd pentru cele cinci extracte vegetale a aratat o distributie generala
eterogend intr-un numar variabil de clustere pentru toate extractele, rezultatele obtinute fiind in
corelatie directd cu compusii identificati prin metoda UHPLC-HRMS/MS. Astfel, in CE, cei 28
de compusi identificati au fost repartizati in patru grupuri; in RE, TE si AE, desi a fost identificat
un numadr variabil de compusi, acestia au fost distribuiti In cinci grupuri fiecare; iar in CHE, unde
au fost identificati 43 de compusi, acestia au fost clasificati in sase grupuri. Analiza de grupare
ierarhica de tip Clustering s-a dovedit a fi deosebit de utila pentru a grupa constituentii chimici din
extractele vegetale analizate, transformand practic algoritmii de clasificare complicati care au la
baza programe statistice intr-o "oglinda” transparenta a profilului polifenolic al extractelor, in care
compusii prezintd o aranjare organizata si mult simplificatd, tinand cont de variatia similitudinii
dintre acestia.

Compusii polifenolici determinati au fost evaluati prin andocare moleculara ca potentiali
inhibitori ai izoformei 2E1 a citocromului P450 (CYP2E1) si ai factorului alfa de necroza tumorala
(TNF-a), dar si ca activatori alosterici ai glutation-peroxidazei 4 (GPx4). CYP2EI este o izoforma
responsabild pentru transformarea acizilor grasi polinesaturati si a compusilor exogeni in
metaboliti toxici, iar inhibarea acesteia poate atenua sau preveni hepatotoxicitatea la nivel celular
si tisular. TNF-a este o citokind proinflamatorie care genereaza inflamatie, stres oxidativ si
apoptoza hepatocitara, in timp ce GPx4 este o enzima antioxidantd care previne distructia
hepatocelulard prin suprimarea peroxidarii lipidice si a inflamatiei. Asadar, fitocompusii
polifenolici din extractele vegetale pot avea un rol deosebit de important in reglarea alosterica a
multor enzime sau structuri biologice esentiale pentru buna functionare a arborelui hepato-biliar.
Aproximativ 23 de compusi polifenolici identificati in probele analizate au fost supusi simularilor
de andocare moleculara pentru a prezice afinitatile lor de legare si interactiunile moleculare cu
potentiale tinte implicate in mecanismul hepatoprotector. Protocolul de andocare a fost validat cu
succes prin reandocarea martorilor pozitivi in situs-urile active, cu liganzii reandocati care au
prezentat variatii mici In configuratiile de pozitie. Inhibitorul CYP2E1 a prezentat o energie de
legare de -7.776 kcal/mol si 0.1704 A RMSD dupi suprapunere pe configuratia initiald. Inhibitorul
TNF-o0. a prezentat un scor de andocare de -8.867 kcal/mol si 0.1325 A RMSD, in timp ce
reandocarea activatorului alosteric GPx4 a produs o energie de legare de -6.978 kcal/mol si 0.2691
A RMSD. Din cei 23 de compusi andocati, 2 liganzi nu s-au potrivit in situs-ul activ al CYP2EI,

iar afinitatea de legare nu a putut fi determinata din cauza volumului lor molecular mare (naringina
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si rutina/rutozida). Energiile de legare dupa andocare pe CYP2EI au variat de la -8.942 kcal/mol
la -0.884 kcal/mol, cu o valoare medie de -7.128 + 1.855 kcal/mol. Pinocembrinul a prezentat cea
mai mare afinitate de legare, pe cand hiperozida a manifestat cea mai scazutd afinitate pentru
CYP2EIL. Cea mai mare eficientd a ligandului a fost observata pentru acidul cinamic (0.7417;
-8.159 kcal/mol). Zece compusi polifenolici au prezentat afinitati mai mari decat martorul pozitiv
(pinocembrinul, crisina, apigenina, formononetina, epicatechina, naringenina, catechina, acidul
cinamic, acidul p-cumaric si acidul abscisic). Energiile de legare pentru TNF-a au variat intre
-8.998 si -5.673 kcal/mol, cu o valoare medie de -7.382 £ 0.998 kcal/mol. Cea mai scazuta energie
de legare a fost observata pentru rutozida, iar cea mai inaltd energie, pentru acidul siringic. Mai
mult, acidul cinamic a aratat cea mai mare eficacitate a ligandului si pentru TNF-a (0.5436; -5.980
kcal/mol). Doar un compus analizat a prezentat afinitati de legare mai mari decat martorul pozitiv
(rutozida), in timp ce trei compusi polifenolici au prezentat afinitati usor mai mici, dar comparabile
(genistina, hiperozida si naringina). Andocarea moleculara care a vizat site-ul de legare alosterica
GPx4, a produs energii de legare cuprinse intre -7.023 si -4.637 kcal/mol (-6.198 + 0.789
kcal/mol). Naringina a aritat cea mai mare afinitate pentru situs-ul alosteric GPx4, in timp ce
acidul siringic a prezentat afinitatea cea mai mica. Doar doi liganzi au avut energii de legare mai
mici decat martorul pozitiv (naringina si genistina), in timp ce alti sase compusi au avut valori
similare (apigenina, rutozida, acidul clorogenic, hiperozida, epicatechina si kaempferolul).
Interactiunile dintre CYP2EI si acidul cinamic sunt deosebit de importante, deoarece acest compus
special a aratat o eficientd a ligandului izbitor de mare. Acidul cinamic este implicat in legaturile
de hidrogen cu Asn206 prin fragmentul sdu carboxilic. Complexul proteina-ligand a fost stabilizat
in continuare printr-o legatura carbon-hidrogen cu Val239, interactiuni pi-pi cu Phe298 si
interactiuni van der Waals cu alte noua resturi din site-ul activ (Fig. 5.1. A, B). Rutozida a aratat
cea mai mare afinitate de legare estimatd pentru situs-ul de legare al TNF-a. De asemenea, a
actionat ca un donor de legaturi de hidrogen pentru patru resturi (Ser60, Gln61, Tyr119) prin mai
multe grupari hidroxil si a format o legatura carbon-hidrogen cu Leul20 (Fig. 5.12. C, D). Mai
mult, interactiunile nepolare, cum ar fi interactiunile pi-alchil (Tyr59) si interactiunile van der
Waals, au fost, de asemenea, responsabile pentru legarea la situs-ul activ. Apigenina a avut a treia
cea mai mare afinitate de legare pentru GPx4 dintre substantele fitochimice analizate, prezentand,
de asemenea, si o valoare bunad a eficientei ligandului. Potentialul de legare al apigeninei pe site-
ul de legare alosterica GPx4 este sustinut de o legatura de hidrogen cu Met102, 2 interactiuni pi-
anion cu Asp21 si Asp23, 2 interactiuni pi-alchil cu Val27 si Lyes90 si 11 interactiuni de tip van
der Waals (Fig. 5.1. E, F). Studiile de andocare moleculard in domeniul fitochimiei se utilizeaza
pentru a prezice orientarile preferate ale compusilor analizati, dar si puterea lor de asociere sau

afinitatea de legare fata de diferite tinte biologice relevante in vederea formarii unui complex stabil
8



curol in transmiterea semnalului celular implicat in dinamica efectelor biochimice sau terapeutice
(antagonism sau sinergism). Astfel, se poate genera in silico o analogie a comportamentului in
organism a fitoconstituentilor din sursele vegetale si se pot prezice modificari conformationale,
actiuni sau interactiuni la nivel celular si tisular. Efectul hepatoprotector al compusilor polifenolici
a fost ilustrat in urma evaluarilor in silico prin interactiunea acestora cu CYP2E1, TNF-a si GPx4.
Reducerea stresului oxidativ, anihilarea toxicitatii hepatocelulare, atenuarea fibrogenezei, precum
si reglarea enzimelor cheie cu rol antioxidant si antiinflamator fiind posibile actiuni terapeutice
benefice ale extractelor luate in lucru, Intrucat aceste efecte au fost conturate si confirmate cu
ajutorul tehnicilor de modelare moleculard computationald cu rol esential in proiectarea rationala

a fitomedicamentelor [4].
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Fig. 5.1. Pozitii de andocare si interactiuni moleculare intre liganzii andocati si proteinele tintd. (A) configuratia
3D a complexului estimat acid cinamic-CYP2E1; (B) reprezentarea 2D a interactiunilor proteina-ligand pentru
complexul prezis acid cinamic-CYP2EIL; (C) configuratia 3D a complexului prezis rutozida-TNF-a; (D)
reprezentarea 2D a interactiunilor proteind-ligand pentru complexul prezis rutozida-TNF-a; (E) configuratia
3D a complexului prezis apigenina-GPx4; (F) reprezentarea 2D a interactiunilor proteina-ligand pentru
complexul prezis apigenina-GPx4 [4].



6. Actiunea antioxidanta a extractelor vegetale in sistem acelular

Efectele antioxidante induse de extractele testate sunt in corelatie directd cu concentratia in
metaboliti secundari. Comparand rezultatele obtinute prin cele trei metode evaluate (Tabel VI.1.)
se constatd cd actiunile antioxidante cele mai intense sunt induse de Agrimoniae extractum
(valoare ICso cea mai mica prin toate cele 3 metode, comparativ cu celelalte extracte), fapt justificat
si prin continutul cel mai mare de polifenoli in acest tip de extract (31.7017 g acid tanic/100 g
extract uscat). De asemenea, se poate observa ci, dintre toate extractele analizate, valorile
ICs0/ECso obtinute pentru Agrimoniae extractum sunt mult mai apropiate de valorile antioxidante
ale etalonului folosit (acidul ascorbic), ceea ce accentueaza actiunea antiradicalard superioara a

extractului de turitd comparativ cu celelalte probe.

Tabel VI.1. Actiunea antioxidanta a extractelor exprimata prin valoarea ICso [4]

Metoda DPPH Metoda ABTS Metoda FRAP
ICs0(mg/mL) ICs0 (mg/mL) ECso (mg/mL)

Extract vegetal

Cynarae extractum 0.6596 0.1588 0.5413
Rosmarini extractum 0.0900 0.0297 0.0537
Taraxaci extractum 0.3121 0.0752 0.2745
Cichorii extractum 0.1954 0.0539 0.2012
Agrimoniae extractum 0.0537 0.0147 0.0483

Actiunea antioxidanta imprimatd de aceste extracte a prezentat o legaturad puternica directa
cu continutul de polifenoli evaluat In extractele analizate. Luand in considerare rezultatele obtinute
prin cele 3 metode de cuantificare a efectului antioxidant (DPPH, ABTS, FRAP), se poate afirma
cd toate extractele luate in lucru prezintd un nivel ridicat al actiunii antiradicalare datoritd
compusilor vegetali identificati in probe (AFC-uri, flavone, polifenoli totali). Varietatea mare de
compusi chimici identificati in studiu prin tehnica UHPLC-HRMS/MS, arata o evaluare a actiunii
antioxidante a extractelor vegetale mult mai adecvata utilizand cel putin 3 metode de determinare
diferite pentru ca analiza comparativa sa prezinte acuratete. Dupa evaluarea analizei comparative
a capacitatii antioxidante a extractelor vegetale luate In lucru s-au obtinut diferite activitati
antiradicalare pentru fiecare extract datorita tipurilor variate de principii active, dar si continutului
mare de compusi polifenolici si al altor constituenti fitochimici din compozitie. Conform
rezultatelor, ordinea valorilor ICso a fost AE < RE < CHE < TE < CE. Astfel, avand in vedere ca
o valoare scazuta a ICso semnificd o activitate antioxidanta totald mai mare, extractul de turitd a
fost identificat ca fiind cel mai puternic antioxidant dintre toate, urmat de rozmarin, cicoare,
papadie si anghinare. Relatia de inversa proportionalitate intre potenta efectului antioxidant si
valoarea ICso determinatd pentru fiecare extract este redatd si in Fig. 6.1., care reliefeazd o
activitate antioxidanta minima pentru extractul de anghinare (cu o valoare ICso maxima prin toate

cele 3 metode) si o activitate antioxidantd maxima pentru extractul de turitd mare.
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Compararea activitatii antioxidante a extractelor prin cele 3
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Fig. 6.1. Potenta efectului antiradicalar 1n functie de valoarea ICso

Dupa calcularea coeficientului Pearson si a coeficientului de determinare, s-a demonstrat
corelatia foarte puternica existentd nu numai intre diferite metodologii antioxidante, ci si intre
principiile active si activitatea antioxidantd totald a extractelor. Activitatea antioxidantd a
extractelor analizate, asociatd cu un continut ridicat de compusi polifenolici, poate explica
potentialul lor hepatoprotector, deoarece liantul dintre hepatotoxicitate si stresul oxidativ, este in
special productia de specii reactive de oxigen, care pot deteriora integritatea si functionalitatea
hepatocitelor si pot contribui la patogeneza multor boli hepatice.

7. Evaluarea citotoxicitatii extractelor si amestecului de extracte prin metode alternative

Amestecul de extracte uscate s-a realizat tindnd cont de profilul farmacognostic al fiecarui
extract vegetal in parte, de rezultatele obtinute in urma determinarilor calitative si cantitative prin
diferite metode, de capacitatea antioxidanta pe care o pot exercita fie prin impiedicarea peroxidarii
lipidice a membranei hepatocitare si inlaturarea stresului oxidativ, fie prin stimularea activitatii
antioxidante a antiradicalarilor endogeni, dar si de gradul de stabilitate al extractelor (variatia
concentratiei principiilor active in timp, solventul de extractie utilizat, consistenta extractului).
S-a urmarit obtinerea unui fitopreparat cu un profil fitoterapeutic optim imbunatétit, care prezinta
concentratii considerabile de principii active (tabel VII.1.) relevante din punct de vedere clinic,
dar care sd nu aiba un impact major asupra sistemelor enzimatice de la nivel hepatic, ci s ofere o
echilibrare a proceselor port-hepatice, astfel incat sa se situeze in zona eficacitatii terapeutice fara
inregistrarea efectelor secundare si fara sa agreseze celula hepatica sau sa altereze balanta redox

in favoarea pro-oxidantilor.

11



Tabel VII.1. Dozarea principiilor active din amestecul de extracte

Concentratia de principii active [g principiu activ/100 g extract uscat]

AFC-uri Flavone Polifenoli Totali

8.5016 + 0.3444 3.2961 + 0.3045 13.9088 + 0.8186
* Rezultatele sunt exprimate ca medie = SD (n=5).

AMESTEC

In ceea ce priveste concentratia de principii active, amestecul de extracte uscate a inregistrat
valori optime medii pentru toate cele trei categorii de constituenti chimici activi, care sunt
relevante din punct de vedere fitofarmacologic si care justifica proprietatile terapeutice, precum si
posibila sa utilizare ca adjuvant in diverse afectiuni hepatice, vizdnd preventia sau ameliorarea
clinicdi. Amestecul de extracte a fost testat ulterior in vitro si in vivo pentru determinarea
citotoxicitatii, dar si pentru a evalua eficacitatea terapeutica comparativ cu cea a extractelor
singulare in vederea cuantificarii profilului de siguranta, dar si a influentei asupra parametrilor
biochimici esentiali la sobolan. In urma acestor determinri, amestecul de extracte poate fi supus
apoi procedeelor de includere intr-o forma farmaceutica destinatd administrarii la om daca
indeplineste cerintele corespunzatoare privind valoarea terapeutica.

In scopul evaludrii toxicitatii celulare se utilizeazi frecvent testele in vivo pe modele
animale, dar din motive de etica profesionald, aceste determinari au inceput sa fie mult limitate,
cautandu-se metode alternative eficiente si modele de testare avantajoase. Printre cele mai
eficiente si facile metode, utilizatd frecvent in prezent pentru evaluarea citotoxicitatii extractelor
din plante, este Testul BSLA (Brine Shrimp Lethality Assay), considerat un test preliminar iz vivo,
care se realizeazd pe larve de Artemia salina, specie de crustaceu, folositd in toxicologie,
nanotoxicologie [5], testarea extractelor vegetale [6-9] etc. S-a observat ca toate extractele testate
sunt netoxice (tabel VIL.2.), conform criteriilor Clarkson, efectele letale inregistrate la 50 % dintre
organismele expuse aparand doar la concentratii mari, de peste 1000 pg/mL (concentratia de 1200
pg/mL a fost considerata reper de comparatie).

Tabel VIL2. Centralizarea rezultatelor din cadrul testarii extractelor pe Artemia salina

Conec. efecte letale | Mortalitatea Mortalitatea Clasificare
Proba | Extract vegetal o (%) la conc. ) ..
(ng/mL) (%) 1200 pg/mL citotoxicitate
1 Rosmarini extr. ND 0 0 netoxic
2 Agrimoniae extr. ND 0 0 netoxic
3 Cichorii extr. 3732 50 0 netoxic
4 Cynarae extr. 2990 50 0 netoxic
5 Amestec extr. 800 2 7 netoxic
6 Taraxaci extr. 800 7 7 netoxic

ND: nedetectat.
Determinarea citotoxicitatii extractelor analizate s-a realizat prin urmdrirea influentei

acestora, la diferite concentratii atent selectate Intr-un interval adecvat, asupra dezvoltdrii sau
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asupra comportamentului organismelor din genul Daphnia sp. Toxicitatea extractelor asupra
nevertebratului Daphnia magna sugereaza potentiale actiuni antivirale si antimicrobiene, cu
posibila utilitate clinica in afectiuni hepatice de tip hepatite virale. Extractele de rozmarin si de
turitd care au imprimat citotoxicitatea cea mai ridicatd asupra D. magna, prezintd proprietati
antivirale si antibacteriene cunoscute in literatura de specialitate [10,11-13]. Astfel, studiul de
evaluare a citotoxicitatii extractelor pe modelul Daphnia a condus catre obtinerea de rezultate care
se afla in stransd corelatie cu activitatea antioxidantd a acestora si cu concentratia de principii
active determinate. Analizand valorile LC50 dupa 24 ore, s-a observat ca extractele de anghinare
si papadie s-au dovedit a fi netoxice, extractul de cicoare a prezentat o toxicitate scazuta, extractul
de turitd mare a exercitat o toxicitate medie, iar extractul de rozmarin a fost inregistrat ca fiind
foarte toxic pe Daphnia magna, cu un efect biologic maxim.

A fost evaluat efectul extractelor analizate asupra celulelor tumorale HepG2, iar rezultatele
au fost exprimate sub forma de viabilitate celulard ca valoare procentuala. Viabilitatea grupului
martor a fost de 100 %, iar viabilitatea probelor s-a calculat tinand cont de valorile absorbantelor
pentru grupul tratat cu extracte si pentru grupul martor [14,15].

In Fig. 7.2. este reprezentat grafic efectul extractului de turiti asupra celulelor tumorale
HepG2. O reducere semnificativa a viabilitatii celulelor tumorale a fost observata la concentratia
probei de 50 pg/mL (viabilitate 84.1% =+ 6.3% fata de grupul martor). La concentratii mai mari s-
a obtinut o scadere semnificativd dependentd de doza a viabilitatii HepG2 (la 300 pg/mL
viabilitatea celulara a fost de 44.3% =+ 3.3% fata de grupul martor).

Figura 7.3. ilustreaza efectul extractului de rozmarin asupra liniei celulare de carcinom
hepatocelular HepG2. O scadere semnificativa statistic a viabilitatii celulelor tumorale a fost
obtinutd la toate concentratiile utilizate, cea mai importantd reducere a viabilitatii celulelor fiind
observatd la cea mai mare doza testatd, 300 pg/mL (viabilitatea celulelor tumorale a fost de 7.2%
+ 1.7% fatd de grupul de control).

Efectul de inhibare a viabilitatii celulelor canceroase exercitat de extractul de cicoare este
reprezentat in Fig. 7.4. Dupa cum se poate observa in grafic, la concentratii incepand cu 25 pg/mL,
extractul reduce semnificativ viabilitatea celulelor tumorale, iar la concentratia maxima de 300
pg/mL a fost obtinutd cea mai mare reducere a viabilitatii celulelor HepG2 (viabilitate celulara
59.3% + 5.2% vs. control).

In Fig. 7.5. este reprezentat efectul extractului de anghinare asupra celulelor de carcinom
hepatocelular HepG2. Extractul a produs o scadere a viabilitatii celulelor tumorale pornind de la
concentratia de 25 pg/mL (viabilitate 86.7% = 5.6% fata de control). La cea mai mare doza testata

mL), viabilitatea celulelor tumorale a tost de 81.2% £ 9.5% tata de control.
(300 pg/mL), viabili lulel le a fost de 81.2% = 9.5% fata d 1
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HepG?2 - celule de carcinom hepatocelular uman
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Fig. 7.2. Efectul extractului de turitd mare (Agrimoniae extractum) asupra viabilitatii
celulelor de carcinom hepatocelular uman (* p < 0.05; *** p <(0.001);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)
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Fig. 7.3. Efectul extractului de rozmarin (Rosmarini extractum) asupra viabilitatii celulelor
de carcinom hepatocelular uman (* p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)

HepG2 - celule de carcinom hepatocelular uman
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Fig. 7.4. Efectul extractului de cicoare (Cichorii extractum) asupra viabilitatii celulelor de
carcinom hepatocelular uman (** p < 0.01; *** p <0.001);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)
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HepG2 - celule de carcinom hepatocelular uman
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Fig. 7.5. Efectul extractului de anghinare (Cynarae extractum) asupra viabilitatii celulelor
de carcinom hepatocelular uman (* p <0.05; ** p <0.01);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)

Dupé incubarea celulelor HepG2 cu probele de papadie a fost observatd o scidere
semnificativa, dependenta de doza, a viabilitatii HepG2 pornind de la concentratia de 10 pg/mL
(Fig. 7.6.). Cea mai semnificativa reducere a viabilitatii celulelor a fost semnalata la concentratia
de 300 pg/mL (viabilitate 77.6% + 6.6% fata de control).

HepG?2 - celule de earcinom hepatocelular uman
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Fig. 7.6. Efectul extractului de papadie (Taraxaci extractum) asupra viabilitatii celulelor de
carcinom hepatocelular uman (* p < 0.05; *** p <0.001);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)

Efectul citotoxic indus de amestecul de extracte liniilor celulare canceroase este conturat in
Fig. 7.7. Amestecul a fost testat in aceleasi concentratii ca fiecare extract vegetal individual. Dupa
aplicarea metodei MTT, s-a observat o usoard scadere a viabilitatii celulelor tumorale intr-o
manierd doza-dependentd, cel mai semnificativ efect fiind obtinut la concentratia 300 pg/mL

(viabilitate 78.5% =+ 4.8% fata de control).
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HepG2 - celule de carcinom hepatocelular uman
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Fig. 7.7. Efectul amestecului de extracte asupra viabilitatii celulelor de carcinom
hepatocelular uman (** p <0.01; *** p <0.001);
Ctrl: grupul de control (grupul martor)

Valorile 1Cso (ug/mL) pentru extractele testate pe culturi de celule umane HepG2 sunt

prezentate in Tabelul VIIL.3.

Tabel VIL.3. Valorile ICso (ug/mL) ale extractelor — Testul in vitro de toxicitate

pe linii celulare

Agrimoniae Rosmarini Cichorii  Cynarae Taraxaci Amestec
extr. extr. extr. extr. extr. extracte
ICso ICso ICso ICso ICso ICso
107.6 53.58

ug/mL ug/mL ND ND ND ND

ND: nedetectat.

Valorile ICso nu au putut fi calculate pentru extractele de cicoare, anghinare, papadie si

amestecul de extracte, deoarece acestea au imprimat o viabilitate ridicata pe tot parcursul analizei

(intre 59 — 100% viabilitate pentru toate concentratiile si intre 59 — 81% pentru concentratia

maxima testatd), procentul de letalitate fiind extrem de scazut pentru concentratiile testate (L% <

40%). Rezultatele centralizate obtinute In urma analizei extractelor pe culturi de celule umane sunt

expuse in Tabelul VIL.4.

Tabel VIL4. Centralizarea rezultatelor pentru Testul de viabilitate celulard HepG2

Extract vesetal Concentratie maxima | Viabilitateala | Letalitatea

g testatd (Cmax- pg/mL) | Cmax (%) (L%)

Agrimoniae extractum 300 pg/mL 44.3% 55.7%
Rosmarini extractum 300 pg/mL 7.2% 92.8%
Cichorii extractum 300 pg/mL 59.3% 40.7%
Cynarae extractum 300 pg/mL 81.2% 18.8%
Taraxaci extractum 300 pg/mL 77.6% 22.4%
Amestec de extracte 300 pg/mL 78.5% 21.5%
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Testul de citotoxicitate asupra celulelor tumorale din linia celulard HepG2 de carcinom
hepatocelular uman a revelat un efect toxic celular marcant pentru extractul de rozmarin (ICso =
53.58 pug/mL si o toxicitate medie pentru extractul de turitd mare (ICso = 107.6 pg/mL), conform
criteriilor de citotoxicitate, rezultate confirmate si de viabilitatea celulard care a scazut
semnificativ pe masurd ce doza testata pentru aceste extracte a fost mai mare. Restul extractelor
analizate (Cichorii extractum, Cynarae extractum, Taraxaci extractum si Amestecul de extracte)
au imprimat o toxicitate mult redusa asupra celulelor tumorale, ceea ce indica faptul ca nu sunt
citotoxice potente pe celulele HepG2. Dintre acestea, extractul de anghinare si amestecul de
extracte au indus mortalitatea celulara cea mai scazutd (18.8 % si respectiv 21.5 %) si au
determinat scaderea viabilitatii celulelor HepG2 intr-un mod predictibil, stabil si doza — dependent,
dar celelalte extracte analizate au fost cele care au avut un efect mai puternic, mai ales la cele mai
mari doze testate. Comparativ cu studiile de citotoxicitate in vivo efectuate pe nevertebrate
(Daphnia sp. si Artemia sp.), gradele de toxicitate ale extractelor pe liniile de celule tumorale
Hep@G2, au prezentat o corelatie foarte buna, extractele de cicoare, anghinare, papadie si amestecul
fiind Incadrate ca extracte netoxice 1n toate aceste metode. Diferentele de citotoxicitate care apar
in cazul extractelor de rozmarin si turitd (netoxice pe Artemia sp.; foarte toxice/cu toxicitate medie
pe Daphnia sp. si celule HepG2) pot fi explicate de complexitatea compozitiei chimice si de
profilul antioxidant amplificat al acestor extracte, care pot declansa comportamente biologice si
mecanisme de actiune diferite la nivel celular si metabolic, in functie de caracteristicile individului
expus, dar si de conditiile biochimice distincte din mediul citoplasmatic. In acest sens, poate fi
evidentiatd o posibild specificitate de substrat a Rosmarini extractum si Agrimoniae extractum, ca
urmare a efectului citotoxic selectiv observat in cele doud studii de toxicitate (HepG2, Artemia
sp.), dovedindu-se citotoxicitatea directd pe celulele tumorale HepG2, insa prezentand inocuitate
fata de nevertebratul Artemia salina.

8. Cercetiri biochimice si histologice

Testarea extractelor vegetale in vivo pe animale de laborator reprezintd una dintre metodele
experimentale care furnizeazd cele mai importante rezultate cu un rol esential in traiectoria
preclinica din cadrul cercetarii. Dupa aplicarea metodelor alternative in vivo pe nevertebrate si in
vitro pe linii celulare tumorale umane, pentru a caracteriza complet profilul fitofarmacologic al
extractelor luate in studiu, s-a urmadrit determinarea parametrilor biochimici sangvini specifici
pentru evaluarea functiei hepatice, dupa expunerea animalelor experimentale, analiza biochimica
a omogenatelor tisulare, precum si examenul histologic al fragmentelor de ficat prelevate de la
fiecare animal n parte. Cercetarile au vizat, pe langa evaluarea functiei ficatului prin determinarea
transaminazelor serice, si determinarea glicemiei, a colesterolului total, a trigliceridelor serice, a

HDL - colesterolului, a colinesterazei serice si a proteinelor totale. Loturile folosite in testare: LOT
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I - Lot Martor Normal: Ser fiziologic 0.9 % in doza de 10 mL/kg corp oral — 10 sobolani; LOT II
- Lot Martor Intoxicat: CCls in doza de 0.2 mL/kg corp oral — 10 sobolani; LOT III - Lot Referinta
Normal: Silimarina 35 mg in doza de 10 mL/kg corp oral — 10 sobolani; LOT IV - Lot Referinta
Intoxicat: Silimarind + CCls (10 mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp oral dupa o ord) — 10 sobolani;
LOT V: Cynarae extractum (extract de anghinare) + CCls (10 mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp
oral dupa o ord) — 10 sobolani; LOT VI: Rosmarini extractum (extract de rozmarin) + CCl4 (10
mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp oral dupa o ord) — 10 sobolani; LOT VII: Cichorii extractum
(extract de cicoare) + CCls (10 mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp oral dupa o ora) — 10 sobolani;
LOT VIII: Taraxaci extractum (extract de papadie) + CCls (10 mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp
oral dupa o ord) — 10 sobolani; LOT IX: Agrimoniae extractum (extract de turitd) + CCls (10 mL/kg
corp oral + 0.2 mL/kg corp oral dupd o ord) — 10 sobolani; LOT X - Lot Amestec: Amestec de
extracte + CCl4 (10 mL/kg corp oral + 0.2 mL/kg corp oral dupd o ord) — 10 sobolani.

A fost urmaérita evolutia constantelor biochimice n intoxicatia acuta si cronica (fig. 8.1. — 8.3.).

10 Variatia glicemiei serice si proteinelor totale fata de martor
Lot Referinta intoxicat
- Silimarina
5
0
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20 B Glicemie (mg/dL) Proteine Totale (g/dL)

Fig. 8.1. Influenta extractelor si amestecului de extracte asupra glicemiei si proteinelor
totale la sobolan

18



Variatia profilului lipidic fata de martor
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Fig. 8.2. Influenta extractelor si amestecului de extracte asupra profilului lipidic la
sobolan
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Fig. 8.3. Influenta extractelor si amestecului de extracte asupra enzimelor hepatice la sobolan

Constantele biochimice evaluate au inregistrat valori imbunatatite sau chiar normalizate cu

ameliorarea toxicitatii induse de CCls, pentru loturile tratate cu amestecul de extracte sau cu
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extractele individuale, toate extractele manifestand o influenta pozitiva asupra mecanismelor de
aparare si de regenerare hepatocelulara. Asadar, valoarea glicemiei serice, crescuta de agentul
toxic, a fost redusa de extractul de turita si de amestecul de extracte, iar proteinele serice au fost
normalizate de extractul de rozmarin, de cicoare si de amestecul de extracte. De asemenea,
amestecul de extracte a imprimat un efect remarcabil de echilibrare a profilului lipidic, activitatea
transaminazelor serice a fost diminuata semnificativ de amestecul de extracte si de extractul de
anghinare, iar nivelul colinesterazei serice a fost influentat in mod pozitiv de extractul de cicoare
si de amestecul de extracte. Exemplificim, din punct de vedere histologic, doar comportamentul
celulei hepatice sub actiunea amestecului de extracte si a tetraclorurii de carbon: nu a prezentat
zone de necroza celulara si nici hepatocite in apoptoza, spre deosebire de celelalte loturi tratate cu
extractele individuale. S-au putut identifica zone cu degenerescentd vacuolard si cordoane de
fibroza ramificate ce par a fi concentrate la periferia lobulului (Fig. 8.4.a si b). Ca raspuns de
aparare fatd de agresiunea imprimata de agentul toxic, pre-tratamentul cu amestecul de extracte a
reusit sd ofere protectie prin adaptarea structurilor celulare la conditiile toxice si ingrosarea
peretilor celulari, astfel incat sa limiteze distructia hepatocitara. Astfel, s-a observat ca unele spatii
porte si-au pastrat arhitectonia normala cu triada vena porta, arteriold hepatica, canalicul biliar, dar
cu peretele mai ingrosat decat normal (Fig. 8.4.c.). De asemenea, s-au remarcat zone cu
degenerescentd microvacuolara, in principal, vase cu pereti ingrosati, eozinofili si depozite

perivasculare de fibrina (Fig. 8.4.d.).

a b C d

Fig. 8.4. Evaluarea histologica a probelor de ficat pentru Lotul X (Amestecul de extracte +
CCly) la obiectiv 10x (a, b, ¢, d) (foto originale)

Examenul de histopatologie hepatocitard si citologie hepaticd a confirmat efectele
hepatoprotectoare ale amestecului de extracte prin pastrarea, Intr-un procent foarte ridicat, a
arhitecturii hepatice normale (inclusiv in spatiile porte) si prin absenta fenomenelor de necroza
tisulara sau apoptoza celulara.

Cercetarile efectuate pe omogenatele de ficat au evidentiat: diferente semnificative statistic
la compararea capacitatilor tisulare de captare a radicalilor liberi atat pentru durata de 7 zile, cat si
pentru expunerea de 21 de zile, pentru evaluarea initiald la 5 minute (p = 0.008 si p < 0.001), 15
minute (p = 0.009 si p < 0.001) si 30 minute (p = 0.009 si p < 0.001). Activitatea catalazei a fost

similara intre grupuri, pentru ambele grupuri de tratament de 7 zile (p = 0.756) si 21 de zile
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(» =0.076). Nivelurile de tioli totali au fost semnificativ diferite intre grupuri la 7 zile (» = 0.002),
dar nu si la 21 de zile (p = 0.126), deoarece s-au observat scaderi notabile. Insuficienta redox
tisulara, determinata prin metoda FOX, a aratat diferente semnificative intre grupuri pentru ambele
perioade de tratament: p = 0.019 (7 zile) si p = 0.033 (21 de zile). Nivelurile de nitriti hepatici au
fost semnificativ diferite intre grupuri la 7 zile (p = 0.006) si 21 de zile (p < 0.001). Pentru nitritii
hepatici totali, nu s-au gasit diferente semnificative la 7 zile (p = 0.118), ci doar la 21 de zile
(p =0.024).

9. Formularea, obtinerea si controlul farmacotehnic al comprimatelor masticabile cu
extracte vegetale

In vederea formularii unei forme farmaceutice cu extracte vegetale bogate in principii active
cu numeroase beneficii pentru categoriile tintd de pacienti, a fost selectatd forma farmaceutica
solidd dozatd pentru administrare orala, de comprimat masticabil, Intrucat este o alternativa
convenabild la comprimatele conventionale.

Conform tuturor rezultatelor favorabile obtinute in urma testarilor farmacotehnice efectuate,
se poate aprecia concordanta clard dintre proprietitile comprimatelor obtinute si cerintele de
calitate specificate in literatura de specialitate in vigoare.

Parametrii de control ai calitatii pentru comprimatele masticabile formulate s-au incadrat in
limitele si prevederile din monografiile de specialitate, ceea ce justifica formularea optima
selectatd, ce va ceda in mod corespunzator principiile active in organism.

Formularea aleasa, prin numeroasele avantaje ale comprimatelor masticabile, poate aduce
beneficii terapeutice semnificative pacientilor din categorii speciale, copiilor, varstnicilor sau
persoanelor cu sensibiliate crescuta la deglutitie.

Ajustarea formulei farmaceutice propuse, astfel incat sa corespunda, atdt metodei de
formulare, cat si nevoilor pacientilor, prin adaosul de diferiti excipienti (lianti, lubrifianti, glisanti,
edulcoranti sau aromatizanti), a condus la obtinerea unui produs farmaceutic final, care poate
raspunde cerintelor medicale si farmaceutice, indiferent de perspectiva profesionald (medic,

farmacist sau producator).

CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

Concluzii Generale

Au fost incluse in studiu 5 produse vegetale: Cynarae folium (frunze de anghinare),
Rosmarini folium (frunze de rozmarin), Agrimoniae herba (parti aeriene de turitd mare), Taraxaci
herba (parti aeriene de papadie) si Cichorii herba (parti aeriene de cicoare), toate prezentand in

literatura stiintificd date referitoare la actiunile benefice asupra sistemului hepato-biliar, cu
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exceptia turitei pentru care s-au gasit mult mai putine evidente despre efectul hepatoprotector-
hepatoregenerator, comparativ cu celelalte produse.

% A fost evaluata extractia principiilor active (acizi fenolcarboxilici, flavone si polifenoli
totali) 1n diferite concentratii de etanol (20°, 50°, 70°), obtinandu-se cele mai mari concentratii de
principii active in etanol 20° pentru papadie si in etanol 50° pentru anghinare, rozmarin, turita si
cicoare. Dintre toate solutiile hidroetanolice analizate, in solutiile extractive de Agrimoniae herba
si Rosmarini folium s-a detectat cea mai mare cantitate de flavone (1.17 g rutozida/100 g produs
vegetal uscat pentru turitd si 1.27 g rutozida/100 g produs vegetal uscat pentru rozmarin), AFC-
uri (6.55 g acid clorogenic/100 g produs vegetal uscat pentru turita si 5.67 g acid clorogenic/100
g produs vegetal uscat pentru rozmarin) si polifenoli totali (8.56 g acid tanic/100 g produs vegetal
uscat pentru turitd si 8.82 g acid tanic/100 g produs vegetal uscat pentru rozmarin).

% In urma obtinerii extractelor uscate prin metoda liofilizarii, utilizand solventul de extractie
adecvat, s-au efectuat determinari cantitative ale compusilor cu posibila actiune la nivel hepatic
(AFC, flavone, polifenoli totali) si s-a constatat ca cele mai bogate extracte au fost si de acesata
datd rozmarinul si turita, iar pentru cicoare, papadie si anghinare, valorile concentratiilor au
prezentat cresteri uniforme si relevante din punct de vedere terapeutic fata de rezultatele de la
solutiile extractive. Studiul stabilitatii extractelor vegetale uscate standardizate in principii active,
efectuat pe o perioadd de monitorizare de un an, ce a presupus determinari cantitative de AFC,
flavone si polifenoli totali la 3 luni, la 6 luni si la 12 luni de la obtinere, a reliefat stabilitatea
fitochimica a flavonelor si polifenolilor totali, nivelul terapeutic pastrandu-se la cote optime de-a
lungul celor 12 luni pentru toate extractele analizate. Unica diferenta semnificativa statistic s-a
obtinut pentru continutul de AFC-uri din extractul de rozmarin, Tnsa acest comportament a fost
previzibil, avand in vedere instabilitatea si labilitatea acestor compusi, in schimb, pentru celelalte
extracte uscate, evolutia AFC-urilor In timp a inregistrat variatii mici si nesemnificative, in pofida
influentei numerosilor factori de conservare. Analiza cromatografica ultra-performanta cuplata cu
spectrometrie de masd de inaltd rezolutie (UHPLC-HRMS/MS) a compusilor polifenolici din
extractele vegetale uscate a permis cuantificarea lor calitativd si cantitativa de mare precizie.
Astfel, in Cynarae extractum (CE) au fost identificati 28 de compusi, in Rosmarini extractum (RE)
— 48 de compusi, in Taraxaci extractum (TE) — 39 de compusi, In Cichorii extractum (CHE) — 43
de compusi si in Agrimoniae extractum (AE) — 31 de compusi, iar din punct de vedere cantitativ,
dupa aplicarea analizei UHPLC-HRMS/MS, in CE s-au cuantificat 13 compusi, in RE — 17
compusi, in TE — 18 compusi, in CHE — 19 compusi si in AE — 19 compusi, printre care rutozida,
genistina, acidul cafeic, acidul clorogenic, acidul elagic si acidul azelaic. In functie de variabilele
din sistemul cromatografic s-a efectuat analiza cluster prin utilizarea de algoritmi de clasificare a

constituentilor din extractele vegetale in vederea grupdrii lor in clase omogene. Examinarea
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multivariatd comparativa a clusterelor a demonstrat o distributie generala intr-un numar variabil
de clustere pentru toate extractele, rezulatatele obtinute fiind In corelatie directd cu compusii
identificati prin metoda UHPLC-HRMS/MS. Practic, fiecare cluster obtinut prin sistemul gruparii
ierarhice poate fi considerat o ,,0glinda” transparenta a profilului polifenolic al extractelor, in care
compusii prezintd aranjare organizatd si simplificatd, In functie de variatia similitudinii dintre
acestia, fiind o exprimare grafica mult mai sugestiva.

% Studiile de andocare moleculara au avut rolul de a prezice posibilul mecanism molecular
de actiune al extractelor prin proiectarea afinititilor de legare de tinte biologice cu rol esential in
dinamica proceselor enzimatice si metabolice, in care ficatul este sediul principal. Astfel,
simularile in silico au evaluat compusii polifenolici determinati in extracte ca potentiali inhibitori
ai izoformei 2E1 a citocromului P450 (CYP2ELI) si ai factorului alfa de necroza tumorald (TNF-
o), dar si ca activatori alosterici ai glutation-peroxidazei 4 (GPx4), putdnd avea un rol deosebit de
important in reglarea alostericd a multor enzime sau structuri biologice esentiale pentru buna
functionare a arborelui hepato-biliar. S-a generat o analogie in silico a comportamentului in
organism a fitoconstituentilor din sursele vegetale si s-au putut prezice modificari
conformationale, actiuni sau interactiuni la nivel celular si tisular. A fost demonstrat, in urma
evaluarilor in silico, efectul hepatoprotector al compusilor polifenolici prin interactiunea acestora
cu CYP2E1, TNF-a si GPx4, iar reducerea stresului oxidativ, anihilarea toxicitatii hepatocelulare,
atenuarea fibrogenezei, precum si reglarea enzimelor cheie cu rol antioxidant si antiinflamator
fiind posibile actiuni terapeutice benefice ale extractelor luate in lucru, intrucat aceste efecte au
fost conturate si confirmate cu ajutorul tehnicilor de modelare moleculard computationald cu rol
esential in proiectarea rationala a fitomedicamentelor.

% Actiunea antioxidantd a extractelor vegetale evaluata in sistem acelular, prin cele 3
metode DPPH, ABTS si FRAP, a demonstrat efectele antioxidante induse de extractele vegetale
aflate 1n corelatie directd (p < 0.05) cu concentratia de metaboliti secundari, cel mai puternic
antioxidant dintre toate fiind Agrimoniae extractum, urmat de Rosmarini extractum, Cichorii
extractum, Taraxaci extractum si Cynarae extractum.

% A fost formulat amestecul de extracte vegetale prin stabilirea raportului optim dintre
extractele uscate individuale, tindnd cont de profilul farmacognostic al fiecarui extract, de
rezultatele obtinute In urma determinarilor calitative si cantitative, dar si de actiunea antioxidanta
exercitatd in vitro. Dupa dozarea principiilor active din amestecul de extracte s-au obtinut valori
optime medii pentru toate cele 3 categorii de constituenti chimic activi, amestecul fiind supus
ulterior testarilor in vitro si in vivo impreuna cu extractele individuale.

+ Evaluarea citotoxicitatii extractelor si amestecului de extracte pe modele alternative a

evidentiat, pe de o parte, profilul de siguranta, iar, pe de altd parte, a conturat si o oarecare
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specificitate de substrat a extractelor analizate. In urma testarii citotoxicititii in vivo pe modelul
Artemia salina s-a constatat ca toate extractele testate sunt netoxice conform criteriilor Clarkson
si nu influenteaza procesele de diviziune celulad, crestere sau diferentiere a larvelor, efectele letale
aparand la concentratii mari, de peste 1000 pg/mL. Studiile de citotoxicitate in vivo pe modelul
Daphnia magna a reliefat absenta toxicitatii pentru extractul de anghinare si papadie, o toxicitate
scazutd pentru extractul de cicoare, o toxicitate medie pentru turita si o toxicitate ridicata pentru
extractul de rozmarin, ceea ce sugereaza potentialele actiuni antivirale si antimicrobiene ale
extractului de rozmarin si turitd, cu posibila utilitate clinica in afectiunile hepatice de tip hepatite
virale. Citotoxicitatea extractelor a fost determinata si in vitro asupra unor linii celulare de cancer
hepatic (HepG2), reveland un efect toxic celular marcant pentru extractul de rozmarin
(ICso = 53.58 pg/mL si o toxicitate medie pentru extractul de turitd mare (ICso = 107.6 ug/mL),
restul extractelor analizate imprimand o toxicitate mult redusa asupra celulelor tumorale, ceea ce
indica faptul ci nu sunt citotoxice potente pe celulele HepG2. In plus, s-a evidentiat o posibila
specificitate de substrat a Rosmarini extractum si Agrimoniae extractum, ca urmare a efectului
citotoxic selectiv observat in cele doud studii de toxicitate (HepG2, Artemia sp.), dovedindu-se
citotoxicitatea directa pe celulele tumorale HepG2, insa prezentand inocuitate fatd de nevertebratul
Artemia salina.

% Cercetarea in vivo pe animale de laborator a condus la confirmarea actiunii
hepatoprotectoare imprimata de extractele vegetale la sobolanii intoxicati cu CCla, timp de 7 zile
si de 21 de zile, protectia evaluata fiind superioard referintei utilizate in studiu (silimarina).
Constantele biochimice evaluate (glicemie, proteine serice, profil lipidic, enzime hepatice) au
inregistrat valori imbunatatite sau chiar normalizate cu ameliorarea toxicitatii induse de CCla,
pentru loturile tratate cu amestecul de extracte sau cu extractele individuale, toate extractele
manifestdnd o influenta pozitiva asupra mecanismelor de aparare si de regenerare hepatocelulara,
iar rata de supravietuire cea mai ridicatd printre animale a fost inregistrata pentru lotul amestec.
Examenul anatomo-patologic macroscopic a identificat modificari tisulare majore la toti indivizii
intoxicati cu CCl4, aspectul organului fiind diferit de cel al martorilor neintoxicati. Comparativ cu
martorul intoxicat, ficatul prelevat de la sobolanii din loturile tratate cu extracte vegetale, prezinta
hepatocitelor. In intoxicatia cronica, s-a putut decela aparitia nodulilor de regenerare hepatici la
nivelul regiunilor initiale de citoliza pentru toate loturile tratate cu extractele vegetale de analizat.
Analiza histopatologica a confirmat efectele hepatoprotectoare ale amestecului de extracte prin
pastrarea, intr-un procent foarte ridicat, a arhitecturii hepatice normale (inclusiv in spatiile porte),
prin anihilarea hipoxiei celulare si prin absenta fenomenelor de necroza tisulard sau apoptoza

celulard, spre deosebire de celelalte probe. In ceea ce priveste influenta extractelor asupra
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statusului redox in omogenate tisulare si suspensii mitocondriale de sobolan, s-a observat ca, atat
extractele individuale, dar mai ales amestecul de extracte, determind amplificarea raspunsului
protector al sistemelor antioxidante endogene, cu pastrarea in limite normale a nivelului
antioxidantilor totali pentru loturile pretratate cu extractele vegetale sau amestecul de extracte si
scdparea de sub supravegherea antioxidanta a stresului oxidativ pentru lotul tratat doar cu agentul
toxic.

% Formularea tehnico-farmaceutica a comprimatelor masticabile, care contin amestecul de
extracte ca principiu activ, a concretizat actiunile terapeutice dovedite In urma cercetarii Intr-o
forma farmaceuticd cu numeroase beneficii pentru diferite categorii de pacienti, indeplinind
cerintele de calitate specificate In monografiile n vigoare si asigurand cedarea corespunzitoare in

organism.

Gradul de Originalitate

Elementele de originalitate ale tezei sunt: asocierea produselor vegetale selectate si procentul
propus din fiecare extract vegetal uscat in vederea formuldrii fitopreparatului final; forma
farmaceuticd solidd masticabild destinatd administrarii orale pentru obtinerea efectului
hepatoprotector-hepatoregenerator, antioxidant si antihepatotoxic, ca alternativa mai avantajoasa
la comprimatele conventionale; evaluarea compozitiei chimice si a comportamentului
constituentilor chimici prin metode diverse (analiza farmacognosticd, metoda UHPLC-
HRMS/MS, metode antioxidante in vitro, studiul stabilitétii In timp) pentru extractele componente
ale fitomedicamentului, in vederea standardizarii si cuantificarii preparatului din perspective
fitochimice si farmacocinetice; evaluarea impactului fitofarmacologic si toxicologioc al
fitomedicamentului nou dezvoltat asupra celulei animale prin efectuarea de studii in vivo pe
nevertebrate si animale de laborator, in vitro pe linii celulare de carcinom uman HepG?2, in silico
prin andocare si modelare moleculara si biochimice asupra statusului redox subcelular in

omogenate tisulare si preparate mitocondriale de sobolan.

Perspective de Cercetare

In viitor ne propunem si aducem cercetarea din etapa preclinica in etapa clinici prin
realizarea un studiu clinic pe voluntari sdnatosi, predispusi la afectare hepatica, dar si pe pacienti
care prezinta afectiuni hepatice instalate in diverse stadii, pentru a cuantifica actiunea terapeutica
la om, gradul de imbunatétire a calitatii vietii sau nivelul de protectie oferit de fitomedicament,
tindnd cont de variabilitatea rdspunsului 1n prezenta factorilor interindividuali, factorilor de risc

sau factorilor de mediu.
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