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INTRODUCERE

Hiperlipidemia, o afectiune cu care ne confruntdm tot mai frecvent, se caracterizeaza prin valori
crescute de colesterol seric (hipercolesterolemia), trigliceride (hipertrigliceridemia) sau ambele
(hiperlipidemia mixtd), fapt datorat si unui stil de viatd haotic, unui stres marcant la nivelul
organismului si nu numai, dar si unei mosteniri genetice. Efectele induse de aceastd patologie sunt
devastatoare la nivelul organismului, diversificarea afectiunilor cardiovasculare fiind in corelatie
directd cu hiperlipidemia. Tratamentul de baza se axeaza in special pe molecula de sinteza, dar
compusii naturali au constituit si vor constitui o alternativa in tratament, stiind ca sunt bine tolerati in
administrare, de cele mai multe ori fard efecte secundare, chiar in tratament pe perioada indelungata.

Desigur, obiectivul actual al terapiilor in aceasta afectiune complexa este sa reduca efectele
secundare induse de hiperlipidemie si sa mentina constantele biochimice la valori optime, in special
la categoriile vulnerabile de pacienti si sa asigure un tratament care sa fie cat mai bland cu organismul
in ceea ce priveste efectele secundare.

Desi piata farmaceuticd oferd o diversitate de produse medicamentoase, inclusiv fitoterapice,
necesitatea unor formulari care sa contind extracte vegetale standardizate 1n principii active si supuse
tuturor testelor biochimice, poate constitui un progres din punct de vedere terapeutic.

In acest context, scopul cercetirii este si formuleze medicamente fitoterapice pe baza de
combinatii de extracte vegetale standardizate in principii active, corelat cu determinarea actiunii
antioxidante a acestora, citotoxicitatii pe nevertebrate, testari biochimice pe animalele de experienta
in asociere cu diverse modele de dietd, evaluari histologice ale organelor tinta supuse deteriorarilor
specifice patologiei si propunerea de forme farmaceutice.

Obiectivele cercetarii sunt: selectarea unor materii prime vegetale, pe baza datelor din
literatura de specialitate, cu actiune hipocolesterolemiantd, hipolipidemica, antioxidantd; stabilirea
calitatii materiilor prime vegetale prin analize de profil specifice domeniului fitochimiei; obtinerea
extractelor vegetale si determinarea calitatii acestora prin dozarea de principii active prin metode
spectrofotometrice si HPLC; determinarea continutului de minerale; determinarea actiunii
antioxidante in vitro; stabilirea legaturii dintre compusii identificati si diverse tinte biologice pe baza
studiilor computationale; evaluarea fitotoxicitatii; evaluarea biochimica, histologica si a statusului
redox pe diferite tipuri de organe; obtinerea de forme farmaceutice solide, dozate cu administrare

orala.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
1. Rolul lipidelor in organism
Acest capitol cuprinde date despre tipurile de lipide, digestia si absorbtia acestora, importanta
si reglarea productiei de lipide, structura si hormonii tesutului adipos, hiperlipidemii, cu bolile
generate de catre acestea, dar si cu bolile din cauza carora pot aparea, dislipidemii si tratamentul
hiperlipidemiilor.
2. Surse vegetale cu actiune hipolipemianta
Acest capitol cuprinde date selective din literatura de specialitate despre diferite surse vegetale
care sunt utilizate pentru actiunea lor hipolipemianta si antioxidanta.
CERCETARI PERSONALE
3. Stabilirea calitatii materiilor prime vegetale
S-a folosit analiza farmacognostica pentru studierea celor cinci produse vegetale selectate pe
baza literaturii de specialitate (Rosmarini folium, Cynarae folium, Cichorii herba, Allii cepae folium
(proaspat), Apii graveolentis folium var. dulcis (proaspat)). Principiile active au fost dozate prin
metode spectrofotometrice, conform tabelului III.1.

Tabel III.1. Dozari ale polifenolilor, acizilor fenolcarboxilici si flavonelor

Polifenoli AFC Flavone
Produs vegetal Etanol 50% Etanol 70% Etanol 50% Etanol 70% Etanol 50% Etanol 70%
Ceapa verde 0,1015 0,4354 ND ND 0,1643 0,1374
Apio 0,0798 0,1034 0,0355 0,0644 0,0407 0,0626
Rozmarin 6,3423 59178 7,7078 6,7835 0,8844 0,9544
Cicoare 2,1362 1,2697 1,4107 1,1392 0,4912 0,3956

Anghinare 2,5959 2,4798 1,9187 2,0610 1,3868 1,3972
ND = nedetectat

In concordanti cu rezultatele prezentate mai sus, si luand in considerare distributia cat mai
uniformd a datelor, la obtinerea extractelor vegetale s-a folosit etanolul 50% pentru cicoare si
anghinare, si etanolul 70% pentru rozmarin, ceapa verde si apio.

4. Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale

In vederea obtinerii unor extracte destinate administrarii interne in tratamentul
hiperlipidemiilor, s-a folosit liofilizarea, metoda prin care constituentii chimici activi de interes nu se
degradeaza. Intrucat randamentul de obtinere al extractului de apio a fost unul foarte mic, iar extractul

obtinut nu a avut consistenta si stabilitatea scontate, a fost introdus in lucru si extractul de paducel,
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calitativ si stabil, cu un randament bun, si care, conform literaturii de specialitate, are proprietati
hipolipemiante. S-au efectuat dozéri spectrofotometrice pentru caracterizarea extractelor vegetale,
conform tabelului I'V.1 [1].

Tabelul IV.1. Continutul chimic si valorile antioxidante ale extractelor vegetale

Extract TP FL AFC IC50 IC50 EC50
(g acid tanic/ (g rutozida/ (g acid clorogenic/  ABTS DPPH FRAP
vegetal 00 6 EU) 100 g EU) 100 g EU) (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL)

ACE 3.77 2.03 ND 0.18 1.32 1.41
AGE 0.57 0.35 0.38 2.66 10.31 2.65
CE 7.74 4.38 4.47 0.20 0.37 0.06
CGE 25.93 5.32 14.05 0.03 0.11 0.13
CHE 30.51 3.64 6.15 0.15 0.34 0.26
RSE 39.62 3.71 22.05 0.04 0.11 0.15

EU: extract uscat; PT: polifenoli totali; FL: flavone; AFC: acizi fenolcarboxilici; ND: nedetectat;
ABTS: metoda acidului 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic; DPPH: metoda 2,2-difenil-1-
picril-hidrazind; FRAP: metoda puterii antioxidante de reducere a fierului.

Rezultatele au evidentiat faptul cd cele mai mari concentratii de PT pentru RSE (39.62 + 13.16
g de acid tanic/100 g de extract uscat), CHE (30.51 + 1.96 g de acid tanic/100 g de extract uscat) si
CGE (25.93 £ 1.10 g de acid tanic/100 g de extract uscat) au fost semnificative din punct de vedere
statistic (p < 0.05), comparativ cu cele obtinute pentru celelalte extracte. O diferentd semnificativa
intre extractele vegetale a fost, de asemenea, observatd pentru determinarea AFC (p < 0.05),
dezvaluind valori mai mari pentru RSE (22.05 + 1.31 g acid clorogenic/100 g extract uscat) si CGE
(14.05 £ 1.65 g acid clorogenic/100 g extract uscat). Profilul chimic al FL a aratat cd extractul de
paducel a fost cel mai bogat, cu o concentratie semnificativa de 5.32 + 0.26 g exprimata in rutozida
(p<0.001) [1].

Capacitatea antioxidantd de reducere a ionilor ferici a fost mult mai buna pentru extractul de
anghinare, CE inregistrand cea mai mica valoare IC50 prin aceastd metoda (CE: EC50rrap = 0.06
mg/mL). Dar urmatoarele extracte care au prezentat un efect antioxidant ridicat au fost, de asemenea,
CGE (EC50rrap = 0.13 mg/mL) si RSE (EC50grap = 0.15 mg/mL). Capacitatea de eliminare a
radicalilor liberi de catre RSE si CGE, evaluata prin toate cele trei tehnici antioxidante, a fost foarte
apropiatd de valoarea IC50 a referintei (IC50 acid ascorbic = 0.0165 mg/mL). Cel mai mic efect
antioxidant obtinut in cadrul acestui studiu a fost disponibil pentru extractul de telind, avand cea mai
mare valoare IC50 dintre toate cele sase extracte, indiferent de tipul de metoda (AGE: IC50asTs =

2.66 mg/mL; IC50pppn = 10.31 mg/mL; EC50rrap = 2.65 mg/mL). In concordanti cu modelul de



comportament piramidal, extractul de ceapd a fost agentul antioxidant modest, ludnd in considerare
rezultatele metodelor DPPH si FRAP (ACE: IC50pppu = 1.32 mg/mL; EC50rrap = 1.41 mg/mL).
Extractul vegetal cu cea mai micad concentratie de fitocompusi a fost AGE (FL: 0.35 + 0.07 g
rutozidd/100 g extract uscat; TP: 0.57 £ 0.06 g acid tanic/100 g extract uscat; AGE: 0.38 +0.01 g acid
clorogenic/100 g extract uscat). Concentratii modeste, dar semnificative din punct de vedere statistic,
de FL (2.03 £ 0.12 g rutozida/100 g extract uscat) si TP (3.77 £ 0.84 g acid tanic/100 g extract uscat)
au fost Inregistrate pentru ACE, in timp ce nivelul de AFC din extractul de ceapa nu a putut fi detectat
spectrofotometric [1].

Pentru a evidentia mult mai usor si mai clar cat de strans legate sunt variabilele analizate, s-a
creat Matricea de corelatie Heatmap (HCM), prezentata in figura 4.1. Dupa aplicarea setdrii matricei,
se observa ca orice celuld cu o valoare a coeficientului de corelatie de 0.4 ar fi colorata in albastru,
celulele cu o valoare de 0.7 ar fi colorate 1n alb, iar celulele cu o valoare de 1 ar fi colorate in rosu.
Se va obtine un gradient de culoare in intervalul de valori [0.4-1], ale cédrui nuante vor indica
intensitatea corelatiei, ceea ce va face ca matricea si fie mult mai usor de inteles pentru cititor. in
intervalul de valori, punctul minim este 0.4, punctul median este 0.7, iar punctul maxim este +1. Orice
valoare cuprinsa intre aceste puncte va avea nuanta de culoare care reprezintd acea valoare a

coeficientului de corelatie [1].
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Figura 4.1. Matricea de corelatie Heatmap si spectrul de corelatie (corelatie moderata: [0.40 — 0.69];
corelatie puternica: [0.70 — 0.89]; corelatie perfecta: [0.90 — 1.00]; | r | = valoarea absoluta a
coeficientului de corelatie Pearson; INVSQRT = transformarea inversa a radacinii patrate a datelor;

SQRT = transformarea radacinii patrate a datelor).
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Se poate observa cu usurinta in HCM prezentat in figura 4.5 ca corelatiile dintre DPPH_IC50
vs ABTS_IC50 (|r| =0.961) si dintre PCA vs DPPH_IC50 (| r| = 0.951) sunt corelatiile perfecte
(corelatii foarte puternice), deoarece sunt celulele cu cea mai inchisa nuanta de rosu.

De asemenea, corelatiile dintre TP vs FRAP_EC50 ( | r | = 0.474) si FRAP vs ABTS ( | r | =
0.474) s-au dovedit a fi corelatii moderate colorate in cea mai inchisd nuanta de albastru.

Dupa ce s-a realizat metoda UHPLC-MS, s-a putut observa cd acidul clorogenic si acidul
rozmarinic au prezentat concentratii deosebit de ridicate, ceea ce indica abundenta acestora in
extractele vegetale respective. Prezenta si cantitatea acestor compusi contribuie Tn mod semnificativ
la beneficiile antioxidante si la potentialele beneficii pentru sanatate ale extractelor. Concentratiile
scazute de acid galic, acid abscisic, acid elagic si acid p-cumaric in toate probele analizate, dupa
cuantificarea prin metoda UHPLC-MS, pot fi atribuite mai multor factori intrinseci naturii acestor
compusi si caracteristicilor materialelor vegetale din care au fost extrasi [1].

5. Cercetari de predictii computationale cu tinte biologice

Pe baza analizei UHPLC-MS, au fost selectate acidul rozmarinic (RA) si acidul clorogenic
(CGA) pentru studii in silico suplimentare, pentru a prezice potentialul mecanism farmacologic
implicat In activitatile hipolipemiante si anti-obezitate. Predictiile realizate cu ajutorul algoritmului
PASS au relevat probabilitati mai mari de 50 % pentru ca RA sd exercite activitati antioxidante, de
curatare a radicalilor liberi, de inhibitor al peroxidazei lipidice, hipolipidemice, de antagonist al
colesterolului si de agonist al receptorului activat al proliferarii peroxizomale, In timp ce pentru CGA
algoritmul a prezis activitati antioxidante, reducétoare, de curatare a radicalilor liberi, de inhibitor al
peroxidazei lipidice, hipolipidemice si de reglare a metabolismului lipidic. Mai mult, abordarile
SwissTargetPrediction si SEA au prezis pentru ambii compusi fitochimici activitati inhibitoare asupra
mai multor subtipuri de anhidraza carbonici. In special, ambele substante au fost prezise ca inhibitori
ai izoformelor 5A si 5B ale anhidrazei carbonice, ambele fiind exprimate la nivel mitocondrial. Este
interesant faptul cd s-a demonstrat ca anhidraza carbonicd 5A (CASA) este implicatd in sinteza
hepaticd a acizilor grasi si ca este o tinta terapeuticd promititoare pentru gestionarea obezitatii [2].
Prin urmare, am ales CASA ca tintd moleculara putativd pentru RA si CGA. Acetazolamida, un
inhibitor CA neselectiv, a fost, de asemenea, utilizatd ca un control pozitiv pentru ambele predictii.
Controlul pozitiv a avut o probabilitate de 0,2915 de a inhiba CA5A si un coeficient Tanimoto maxim
de 1 pentru aceeasi tintd, subliniind faptul ca predictia SEA este mai fiabilda in identificarea

inhibitorilor adevarati in acest caz.



In plus, s-a utilizat structura YASARA pentru a construi modele omologice ale CASA uman,
avand in vedere ca doar omologul de soarece a fost cristalizat anterior. Folosind doua structuri CASA
de soarece ca sabloane (1KEQ si 1IDMY), s-au construit doud modele cu conformatii diferite ale
situsului de legare, unul cu o apa catalitica legata de Zn2+ (1KEQ) si altul cu acetazolamida (un
inhibitor neselectiv al anhidrazei carbonice) legata direct de Zn2+ catalitic (1IDMY). S-au ales doua
modele pentru docare moleculard, considerand ca substantele fitochimice selectate fie ar putea lega
molecula de apa prin gruparile hidroxil fenolice, fie ar interactiona prin sarcini atractive prin
fractiunea carboxil. Ambele modele au avut scoruri de ciocnire exceptional de bune, incadrandu-se
in percentila 100. Numai trei lanturi laterale au avut conformatii care nu sunt fezabile din punct de
vedere statistic in modelul 1KEQ, in timp ce pentru modelul IDMY a fost observat un singur rotamer
slab. In plus, modelul 1KEQ a avut 96,35% rotamere favorizate, in timp ce modelul IDMY a
prezentat 97,72% conformatii favorizate ale lanturilor laterale. Scorul Z al modelului 1KEQ a fost
negativ, in timp ce scorul modelului IDMY a avut o valoare foarte apropiata de 0, sugerand cd ambele
structuri au avut scoruri de calitate apropiate de media structurilor de referintd de fnalta calitate. In
plus, niciuna dintre structurile prezise nu a avut abateri ale pozitiilor atomilor Cf mai mari de 0,25
A, in timp ce o proportie foarte micd de lungimi si unghiuri ale legiturilor au fost in afara intervalelor
ideale. Analiza graficului Ramachandran a ardtat cd niciun reziduu nu a fost modelat ca valoare
aberantd Ramachandran, in timp ce 97,63% din reziduuri au fost considerate Ramachandran
favorizate pentru modelul bazat pe 1KEQ, iar 98,72% au fost favorizate pentru modelul bazat pe
IDMY. Modelul 1KEQ a avut un scor MolProbity mai apropiat de 1, evidentiind calitatea superioara
a acestui model particular [1].

Simularile de andocare moleculara au fost efectuate utilizand structurile 3D validate ale CASA
uman. Acidul cafeic (CFA) si acetazolamida (AZM) au fost andocate ca controale pozitive pentru
comparatie. Am ales CFA ca control pozitiv pentru modelul homologic, care a inclus molecula de apa
legata de zinc, ludnd in considerare urmatorii doi factori: a fost validat experimental anterior ca
inhibitor al CASA (K; = 6,49 uM) [4] si a fost, de asemenea, identificat in patru din cele sase extracte
de plante evaluate. CFA a prezentat o energie de legare de -5,820 kcal/mol si a avut o pozitie andocata
in site-ul activ, care reflectd comportamentul de legare asteptat, angajandu-se in legaturi de hidrogen
cu molecula de apa catalitica si reziduuri relevante, cum ar fi Thr236, GIn103 si GInl128. De
asemenea, s-au format interactiuni hidrofobe cu reziduurile His130, Val157 si Leu234 din buzunarul
de legare. AZM a fost fixat in situl activ al structurii fard apa si a avut o energie de legare prezisa de

-7,140 kcal/mol. Nu este surprinzator faptul cd fractiunea sulfonamida a format o legatura metalica
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cu zincul catalitic si legituri de hidrogen cu Glul42 si Thr235. In plus, inelul 1,3,4-tiadiazol s-a
angajat in interactiuni pi-alchil cu Leu234 si interactiuni pi-sulfur si pi-pi in forma de T cu His130.
Studiile de andocare au ardtat cd RA are un potential mai mare de a inhiba activitatea CASA
prin interactiunea cu apa catalitica legata de atomul de Zn (sablon 1KEQ), in timp ce CGA a fost mai
probabil sa interactioneze favorabil cu conformatia site-ului activ al CASA legata de inhibitor prin
legarea directa a Zn2+ catalitic, similar cu acetazolamida (sablon IDMY). Comportamentul diferit al
celor doi liganzi este deosebit de interesant, avand in vedere cd ambele substante fitochimice sunt
produse de condensare ale cunoscutului inhibitor CASA acid cafeic. Calculele de docare au produs o
energie de legare de -7,235 kcal/mol pentru RA si -7,465 kcal/mol pentru CGA, ambele valori fiind
mai mici decat cele obtinute pentru controalele pozitive. Dupd cum se observa in figura 5.1. a,b,
similar cu controlul pozitiv CGA, RA a format o legaturd de hidrogen cu molecula de apa legata de
zinc si alte patru legaturi de hidrogen cu Thr98, Ser233 si Thr235 prin intermediul grupérilor hidroxil
fenolice. In plus, grupa carboxil s-a angajat in legituri de hidrogen cu GIn128, in timp ce oxigenul
cetonic a format o legaturd de hidrogen cu GIn103. Complexul proteina-ligand este in continuare
stabilizat prin interactiuni hidrofobe, cum ar fi interactiunile pi-sigma cu Leu234 si interactiunile pi-
alchil cu trei valine. Pe de altd parte, CGA a interactionat direct cu Zn2+ catalitic prin gruparea
carboxil prin intermediul sarcinilor atractive, in timp ce gruparea hidroxil din a-carbonul a format o
legatura de hidrogen cu Thr235 (similar cu AZM). Hidroxilii fenolici au format, de asemenea, legaturi
de hidrogen cu Thr98, GIn128 si Tyr167 (Figura 5.1. c,d). In mod notabil, Thr235 este un reziduu
conservat in randul subtipurilor CA care se crede cé este implicat in legarea inhibitorilor fenolici [3].
Au fost identificate mai multe activitati farmacologice potentiale care sunt In conformitate cu
domeniul de aplicare al cercetdrii, cum ar fi activitatile antioxidante, hipolipidemice, agoniste ale
receptorului activat al proliferarii peroxizomale (PPAR) si de reglare a metabolismului lipidic.
Interesant, s-a demonstrat anterior ca acidul rosmarinic isi exercitd Intr-adevar activitatile
antiinflamatoare si cardioprotectoare prin activarea PPAR-gamma [4]. In plus, atat acidul rosmarinic,
cat si acidul clorogenic au fost prezise in studiu ca potentiali modulatori ai izoformelor anhidrazei
carbonice 5 (CAS5). CAS este singura anhidrazd carbonica exprimatd la nivel mitocondrial si este
implicatd in biosinteza si lipogeneza acizilor grasi endogeni. Cele doud izoforme ale CAS, CASA si
CASB, prezinta modele de expresie diferite, si anume, CASA este ex presatd in principal in hepatocite,

in timp ce CA5B are o distributie tisulard mai larga [2, 5].
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Figura 5.3. Pozitii de legare preconizate ale RA si CGA in situsul activ al CASA. (a) conformatia

prezisd a complexului RA-CAS5A; (b) diagrama 2D a interactiunilor prezise intre RA si CASA;
(c) conformatia prezisda a complexului CGA-CAS5A; (d) diagrama 2D a interactiunilor prezise intre
CGA si CASA. Puncte verzi - legaturi de hidrogen, puncte albastre - legaturi de hidrogen cu
moleculele de apa, puncte portocalii - sarcini atractive, puncte purpurii - interactiuni pi-sigma, puncte
roz - interactiuni pi-alchilice, cercuri verde deschis - interactiuni van der Waals.

Constatarile in silico sugereaza ca potentialele activitdti antiobezitate si hipolipidemice ale
extractului de anghinare, de paducel si de rozmarin ar putea fi partial sustinute de inhibarea CASA
hepatic de citre acidul rosmarinic si acidul clorogenic. In plus, s-a demonstrat anterior cd ambii
compusi posedd efecte hipolipemiante si de scadere a greutitii corporale si a masei de grasime
viscerala In mai multe contexte experimentale, inclusiv modele animale de obezitate, prin diverse
mecanisme moleculare [6-9].

6. Cercetarea mineralelor din extractele vegetale

Existd o serie de corelatii posibile intre anumiti micronutrienti (zinc, magneziu, cupru, crom,
seleniu, calciu, vanadiu, mangan, etc.) si nivelul de lipide din organism. Aceste corelatii pot fi
complexe si variabile in functie de contextul specific, inclusiv de starea de sanatate a individului,

dieta si alte conditii de mediu.



Siliciul este regasit in rozmarin In cea mai mare cantitate, urmat de cicoare si anghinare, in
cantitate similard. Fosforul are concentratia cea mai mare in extractul de cicoare, urmat de apio,
anghinare, paducel si rozmarin, regasindu-se cel mai putin in ceapa verde. Sulful are cantitati variabile
in extractele analizate, astfel cd are concentratii mari in cicoare, anghinare si rozmarin, si cantitati
considerabil mai reduse 1n ceapa verde, apio si paducel. Potasiul este prezent in cantitati foarte mari
in extractele de cicoare si rozmarin, urmat de cantitati similare in paducel, ceapa verde si apio,
cantitatea cea mai mica fiind determinata in extractul de anghinare. Calciul este prezent in cantitati
variabile in toate extractele, dar se regdseste In cea mai mare concentratie in extractul de rozmarin.
Cromul, nichelul si manganul sunt prezente in rozmarin si cicoare, dar lipsesc in celelalte extracte
vegetale. Toate extractele contin fier, insad cantitatea cea mai mare se regaseste in rozmarin. Cuprul
este prezent in paducel si cicoare, dar lipseste in celelalte extracte. Desi prezente in toate extractele,
zincul este mai concentrat in cicoare, In timp ce rubidiul este in cantitate mai mare in anghinare. Au
fost determinate cantitati similare de argint in ceapa verde si paducel. Magneziul este regasit in
cantitati importante 1n cicoare, anghinare si apio, este detectat in probele de ceapd verde, dar lipseste
in paducel si rozmarin. Aluminiul este prezent in probele de anghinare si apio, in timp ce seleniul se
regaseste doar in anghinare. A fost cuantificat, in cantitati variabile, uraniul in probele de ceapa verde,
paducel si cicoare, detectat in probele de rozmarin si anghinare, si nedetectat in apio.

Elemente precum titanul, staniul, stibiul, wolframul, mercurul, molibdenul, vanadiul, cobaltul
si arsenicul nu s-au regdsit in niciuna dintre probele de extracte vegetale analizate.

Existenta unor elemente care s-au regasit (detectat) doar in una sau doud din cele trei
determindri realizate pentru fiecare extract vegetal, poate sugera neuniformitatea probelor de analizat.
7. Evaluarea fitotoxicitatii extractelor vegetale

Testele de toxicitate care utilizeaza specii de nevertebrate, precum Artemia si Daphnia (D.
magna si D. pulex) reduc numarul de vertebrate folosite in experimente, aliniind practicile de
laborator cu principiile de reducere, Inlocuire si rafinare (principiile ,,3Rs”) promovate de organizatii
bioetice globale [10].

In cazul speciilor de Artemia, viabilitatea larvelor la 24h la concentratiile testate cuprinse intre
500 - 2500 pg/mL este foarte ridicatd, intre 80-100%, conform figurii 7.1. Reducerea cu 20% a fost
inregistratd la concentratia de 2500 ng/mL a extractelor de AG (anghinare) si RZ (rozmarin), si poate
fi corelata cu diferentele fitochimice. Viabilitatea scazutd sub 50% este inregistratd pentru

concentratia de 5000 pg/mL la extractele CI (cicoare) si AG (anghinare).
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Figura 7.1. Viabilitatea (%) a larvelor de Artemia salina expuse la extractele testate, dupa 24h
(test de toxicitate acutd); C1 = 5000 pg/mL; C2 = 2500 pg/mL;
C3 =1000 pg/mL; C4 =500 pg/mL; M = martor (apa salind)
Conform acestor rezultate se pot considera toate extractele ca fiind netoxice la concentratii de

maxim 2500 ug/mL.

Testele de toxicitate pe Daphnia sunt valoroase pentru cd permit evaluarea rapida a mai multor
parametri, inclusiv mortalitatea, inhibitia cresterii, si efectele subletale, cum ar fi schimbarile
comportamentale. Extractele au fost codificate conform denumirilor prescurtate folosite in Capitolul
4, astfel: ACE — extract de ceapa verde; AGE — extract de apio; CE — extract de anghinare; CGE —
extract de paducel; CHE — extract de cicoare; RSE — extract de rozmarin.

Rezultatele determindrii letalitatii procentuale (L%) pentru Daphnia magna (DM) sunt
prezentate in tabelul VIL.1.

Tabelul VII.1. Valorile letalitatii (%) obtinute la testul D. magna

Conc. RSE ACE CE CHE AGE CGE
(ng/mL) | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
1000 0 [50 [0 |5 80 [ 1000 |25 |10 |15 |10 |35
750 5 140 [0 |5 55 100 |10 |20 |0 10 |5 30
500 5 120 [0 |5 |25 |95 |0 5 125 [35 |0 15
250 0 1570 |0 |0 |5 |0 10 [0 |0 |0 |20
100 5 10 |0 1570 [0 |0 |0 10 [15 |0 15
50 0 |0 o 10 [0 [0 |0 5 1o (o o 10
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DM a prezentat o rezistentd mare la rozmarin, cu o mortalitate maxima de 50% observata la
1000 mg/L dupd 48 de ore. Toxicitatea extractului de ceapa a ardtat rezistenta pentru DM, cu
mortalitate scazutd la toate concentratiile testate, sugerand ca compusii bioactivi din ceapa nu sunt
extrem de toxici pentru Daphnii. DM a demonstrat o sensibilitate mare la extractul de anghinare, cu
mortalitate de 100% la concentratiile inalte. Aceasta evidentiazd potentialul toxic superior al
compusilor din anghinare asupra organismelor acvatice. DM a prezentat o rezistentd mare la extractul
de cicoare, cu un maxim de 25% mortalitate la 1000 mg/L dupa 48 de ore. Rezultatele extractului de
apio pentru DM au fost putin pronuntate, cu efecte minore asupra mortalitdtii. Sensibilitatea DM la
extractul de paducel a fost comparabila cu alte extracte, cu o mortalitate de pana la 35% la 1000 mg/L.
Acesta reflectd o susceptibilitate moderata a DM la compusii prezenti in paducel.

Testarea extractelor vegetale pe embrioni de Daphnia magna a relevat efecte variate,
dependente de tipul extractului si concentratia acestuia. Extractele de rozmarin si apio au accelerat
usor dezvoltarea embrionara, mentinand caracteristicile morfologice normale. In contrast, ceapa la
250 png/mL si cicoarea la aceeasi concentratie au provocat intarzieri in dezvoltare si embriotoxicitate,
cu modificari specifice ale ochiului compus si antenelor. Anghinarea la 250 pg/mL a demonstrat
embriotoxicitate semnificativd, fara modificari morfologice la embrionii supravietuitori.
Concentratiile mai scazute, de 100 pg/mL, pentru ceapa, anghinare si cicoare nu au indus modificari.
Paducelul a stimulat dezvoltarea, fara a afecta negativ morfologia embrionara [11].

8. Evaluari biochimice si histologice

Pe langa cercetarile fitotoxicologice, sunt de asemenea de interes evaludri preclinice, pe animale
de laborator. Astfel, sunt necesare teste biochimice specifice pentru a evalua modificarile asupra
serologiei, induse de expunerea animalelor de laborator la diferiti factori, examene histologice pentru
mai multe organe (inimad, testicule, ficat) si determinari biochimice ale capacitatii antioxidante
imprimate de omogenate tisulare (inima, creier, ficat, rinichi si testicule).

180 de sobolani au fost impartiti in 18 loturi, a cate 10 subiecti fiecare, astfel: Lot I = martor
normal 1 (MN1)* — hrand normala de laborator, fara tratament — 10 sobolani; Lot II = glucide martor
1 (GM1)* — hrana hiperglucidica, fara tratament — 10 sobolani; Lot III = lipide martor 1 (LM1)* —
hrand hiperlipidica, fara tratament — 10 sobolani (* lot sacrificat la jumatatea studiului, dupa 21 de
zile); Lot IV = martor normal 2 (MN2)** — hrana normala de laborator, fara tratament — 10 sobolani;
Lot V = glucide martor 2 (GM2)** — hrand hiperglucidica, fard tratament — 10 sobolani; Lot VI =
lipide martor 2 (LM2)** — hrana hiperlipidica, fara tratament — 10 sobolani; Lot VII = glucide
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anghinare (GAN)** ¢ — hrand hiperglucidica, si tratament cu extract de anghinare 2%, SmL/kg
corp/animal — 10 sobolani; Lot VIII = glucide ceapa (GCE)** ¢ — hrana hiperglucidica, si tratament
cu extract de ceapa 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot IX = glucide cicoare (GCI)** ¢ —
hrand hiperglucidica, si tratament cu extract de cicoare 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot
X = glucide paducel (GP)** ¢ — hrana hiperglucidica, si tratament cu extract de paducel 2%, SmL/kg
corp/animal — 10 sobolani; Lot XI = glucide rozmarin (GR)** ¢ — hrana hiperglucidica, si tratament
cu extract de rozmarin 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot XII = glucide amestec (GA)** ¢
— hrana hiperglucidica, si tratament cu amestec de extracte 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani;
Lot XIII = lipide anghinare (LAN)** ¢ — hrana hiperlipidica, si tratament cu extract de anghinare 2%,
SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot XIV = lipide ceapa (LCE)** ¢ — hrana hiperlipidica, si
tratament cu extract de ceapa 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot XV = lipide cicoare
(LCD** ¢ — hrand hiperlipidica, si tratament cu extract de cicoare 2%, SmL/kg corp/animal — 10
sobolani; Lot XVI = lipide paducel (LP)** ¢ — hrana hiperlipidica, si tratament cu extract de paducel
2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot XVII = lipide rozmarin (LR)** ¢ — hrana hiperlipidica,
si tratament cu extract de rozmarin 2%, SmL/kg corp/animal — 10 sobolani; Lot XVIII = lipide
amestec (LA)** 0 — hrana hiperlipidica, si tratament cu amestec de extracte 2%, SmL/kg corp/animal
— 10 sobolani (** lot sacrificat la finalul studiului, dupa 42 de zile; ¢ administrarea extractelor s-a
facut incepand cu ziua 22, si continuand pana la ziua 42).

Dupa colectarea sangelui in urma sacrificarii, s-a facut centrifugarea probelor si s-au realizat
determindrile pe ser: glicemie, acid uric, homocisteinad, trigliceride, colesterol total, HDL-C, LDL-C,
calciu, sodiu, potasiu, fier, magneziu, fosfor, cloruri.

Se observa o crestere a glicemiei in cazul lotului GM2 timp de 42 de zile, comparativ cu lotul
MN?2, care a primit hrand normald de laborator pentru aceeasi perioada de timp. Cea mai mare scidere
a glicemiei este Tnregistrata de lotul GA, prin raportare la lotul GM2. Totusi, toate loturile care au
primit extracte vegetale individuale au inregistrat scideri ale glicemiei. In ceea ce priveste acidul uric,
acesta a crescut pentru lotul GM2 fatd de lotul MN2, dar a inregistrat scaderi pentru toate loturile
tratate cu extracte, prin comparatie cu lotul GM2. Astfel, lotul GA a avut cea mai mare scadere a
acidului uric, urmat de GCI, GR si GP [11]. In unele cazuri, aparitia diabetului duce la scideri masive
ale homocisteinei pentru GM2 fati de MN2. In plus, tratarea cu extracte vegetale genereazi alte
scaderi ale homocisteinei fatd de GM2, cea mai mare scadere fiind indusa la loturile GR, GCE si GP.

Cea mai mica scadere a homocisteinei este indusa la lotul GCI. Cresterea glicemiei la sobolanii LM2
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este semnificativ mai mica decat la lotul GM2, dar scaderile induse de administrarea extractelor
individuale si respectiv amestecului de extracte sunt mai mici. Astfel, LA imprima cea mai mare
scadere, comparativ cu LM2, urmat de LCE, LAN si LR, cele mai mici scdderi fiind generate de LCI
si LP. De asemenea, variatiile suferite de acidul uric nu sunt la fel de mari in cazul dietei hiperlipidice,
comparativ cu dieta hiperglucidica. Astfel, LM2 inregistreaza o crestere foarte mica, fatd de MN2, iar
cea mai mare scadere a acidului uric apare la lotul LA. Si in cazul LM2 apar scaderi ale homocisteinei,
dar nu la fel de masive ca in cazul GM2, prin comparatie cu MN2. Se observa ca in cazul dietei
hiperlipidice, introducerea extractelor vegetale genereaza scaderi mai mari decét cele induse de
aceleasi extracte 1n dieta hiperglucidica.

Trigliceridele au crescut pentru GM2, comparativ cu MN2, si au inregistrat scaderi modeste
pentru toate loturile carora li s-au administrat extracte vegetale. Colesterolul total a crescut in cazul
GM2 fatda de MN2, dar a scazut in cazul loturilor care au fost tratate cu extractele vegetale, n ciuda
continudrii administrarii aceluiasi tip de dietd pe tot parcursul experimentului. Nivelul de HDL-
colesterol a scazut la GM2 fata de MN2, insa a Inregistrat cresteri considerabile in urma administrarii
extractelor vegetale. Prin comparatie, s-a observat cresterea LDL-colesterolului pentru lotul GM2
fatd de MN2. Totusi administrarea extractelor a condus la scaderi ale valorilor LDL-ului pentru toate
loturile tratate cu extracte vegetale, cel mai mult scazand la lotul GA. Comparativ cu GM2, LM2 a
inregistrat cresteri aproape duble in ceea ce priveste trigliceridele si colesterolul total, dar si scaderile
au fost considerabil mai mari in urma administrarii extractelor vegetale. In cazul HDL-colesterolului,
LM2 a inregistrat scaderi fatd de MN2, insa administrarea extractelor a imprimat o crestere masiva a
acestuia, cu pana la 80%, in cazul lotului LA. LDL-colesterolul a suferit o crestere in cazul LM2,
comparativ cu MN2, si a scazut in cazul lotului LA, urmat de LR si LAN. Scaderi similare au fost
imprimate loturilor LP si LCI [11].

Ionii de calciu suferd cresteri atat in cazul GM2, fatd de MN2, cat si in cazul loturilor tratate cu
extracte, fatd de GM2. Sodiul creste in cazul GM2, fatd de MN2. Prin comparatie cu GM2, acesta
scade in toate cazurile tratate cu extracte. Ionii de potasiu sufera scaderi in cazul GM2, comparativ
cu MN2, si continud sa scadd Tn urma administrarii extractelor vegetale, cu valori modeste pentru
GAN si GCI, urmate de GR si GCE, ca valori medii, respectiv valori mai mari pentru GP si GA. Ionii
de calciu nu prezinta nicio variatie intre MN2 si LM2, 1nsd apar cresteri in toate cazurile de
administrare a extractelor vegetale. Sodiul prezintd scaderi in cazul tuturor loturilor de sobolani.

Potasiul prezinta cresteri in toate situatiile.
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Ionii de fier scad in cazul GM2, comparativ cu MN2, 1nsa folosirea extractelor vegetale face ca
valorile pentru celelalte loturi sd aibd variatii ascendente. Exista cresteri ale valorilor magneziului in
cazul tuturor loturilor, cele mai mari variatii Inregistrandu-se la loturile GAN si GR. Ca si in cazul
loturilor care au primit dietd hiperglucidica, si dieta hiperlipidicd imprima acelasi tip de variatie
asupra ionilor de fier, in sens descendent pentru LM2 fatd de MN2, si in sens ascendent pentru toate
loturile tratate cu extracte vegetale fatd de LM2. Magneziul prezinta variatii in sens ascendent pentru
toate loturile cu dietd hiperlipidica.

Ionii de fosfor prezintd variatii neuniforme in cadrul loturilor care au primit hrana
hiperglucidica. Astfel, GM2 inregistreaza o crestere fata de MN2. Lotul GP prezinta o crestere fata
de GM2, spre deosebire de celelalte extracte care fie imprima cresteri insesizabile (GAN), fie scad
valorile fosforului. Clorurile scad in cazul GM2 fata de MN2 si cresc foarte mult in urma administrarii
extractelor. Fosforul prezinta, ca si in cazul loturilor cu dieta hiperglucidica, variatii neuniforme, cu
scaderea a LM2 fata de MN2, si scdderi in cazul loturilor care au primit extracte. Nivelul clorurilor
este scazut in cazul LM2 fatd de MN2, dar inregistreaza cresteri foarte mari in cazul tuturor loturilor
care au fost tratate cu extracte vegetale.

Pentru o evaluare cat mai completa si corecta a efectelor extractelor vegetale asupra organelor
si sistemelor, a fost necesari efectuarea unui examen histopatologic. In studiu au fost luate trei organe:
ficat, inima si testicule.

Pe baza scorului de activitate NAS, au fost evaluate sectiuni hepatice din fiecare dintre loturile
sacrificate la 42 de zile. Atat cazurile cu regim hiperlipidic, pentru lotul LM2, cat si cele cu regim
hiperglucidic, pentru lotul GM2, au prezentat caracteristici histopatologice similare. Steatoza
panlobulara difuza a fost observati in >66% din probele examinate (scor NAS = 3). in plus, ambele
grupuri au dezvoltat un raspuns inflamator cronic moderat cu aproximativ trei focare/20x (scor NAS
= 2). Alte modificari mai putin frecvent Intalnite au inclus prezenta unor corpuri apoptotice frecvente
si aunor corpuri Mallory-Denk ocazionale. Cu toate acestea, nu au fost observate fibroza si hepatocite
balonizate. Luand in considerare toate aceste caracteristici, in medie, ambele grupuri au obtinut 5
puncte din 8 (echivalentul unei boli hepatice severe) la scorul NAS, aceste rezultate fiind in
concordanta cu diagnosticul de steatohepatita non-alcoolica (NASH) [11].

O exemplificare a aspectului sectiunilor hepatice si modificérilor morfologice se pot observa in

figura 8.1.A-D pentru loturile MN2, GM2, LM2 si LP.
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Figura 8.1. Modificédri morfologice ale ficatului la loturile:
A—MN2 (10x); B—GM2 (4x); C — LM2 (4x); D — LP (4x).
Cito-arhitectura ficatului pentru lotul LP a fost restaurata in totalitate, fiind similara cu aspectul

lotului martor normal 2 (MN2) [11].

Capacitatea extractelor vegetale de a influenta statusul redox al organelor s-a analizat prin
metoda ABTS si prin metoda GSH (evaluarea tiolilor totali). Se va exemplifica rezultatul obtinut
pentru omogenatele de creier prin cele doua metode [12-14].

Conform rezultatelor obtinute in urma testului ABTS asupra omogenatelor de creier prelucrate
de la sobolanii cu dieta hiperglucidica, densitatea optica cea mai mare, corespunzatoare celui mai slab
efect antioxidant, este inregistratd de lotul GCI, urmat de GP, GA, GM2, GR, GAN si MN2, in timp
ce efectul antioxidant cel mai bun este inregistrat de lotul GCE. In cazul omogenatelor de creier
obtinute de la sobolanii care au primit dieta hiperlipidica, capacitatea antioxidanta cea mai redusa a
fost asociata lotului LR, urmand lotul LP. Cu activitate antioxidanta similara au fost loturile LA, LAN
si LM2, urmate de MN2 si LCI, cea mai micd densitate optica fiind asociatd lotului LCE.

In cazul omogenatelor de creier evaluate prin metoda GSH, au fost inregistrate diferente
semnificative din punct de vedere statistic pentru loturile LP, GCI si GR, la p<0.05, fata de lotul MN2,
si pentru lotul LCE, la acelasi nivel de semnificatie, fatd de lotul LM2.
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9. Prelucrarea amestecului de extracte vegetale in forme farmaceutice solide dozate pentru
administrare orala

In scopul obtinerii unor forme farmaceutice pentru administrare orala la pacienti adulti, dar si
la copii sau persoane cu dificultati la Inghitire, s-a optat pentru prelucrarea amestecului de extracte
vegetale cu actiune hipolipemianta, sub forma de capsule operculate.

Pentru formularea si prepararea materialului de umplere a capsulelor s-au utilizat materiale de
calitate farmaceuticd: amestec de extracte vegetale standardizate in principii active, in parti egale:
extract de anghinare, ceapd verde, cicoare, paducel si rozmarin; excipienti necesari pentru formularea
amestecului de umplere a capsulelor operculate: alcool etilic (agent de aglutinare), poliplasdona XL
(dezagregant), stearat de magneziu (lubrifiant), dioxid de siliciu coloidal (glisant) [15]. Formularea
materialului de umplere a capsulelor este prezentata in tabelul IX.1.

Tabelul IX.1. Formularea materialului de umplere a capsulelor

Componenta activda Cantitatea (mg / cps.)
Amestec de extracte 450
Excipienti
Alcool etilic g.s.
Poliplasdona XL 8
Stearat de magneziu 4
Dioxid de siliciu coloidal 5
Masa totala 467

CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

Concluzii

Cercetarile efectuate in cadrul tezei de doctorat au avut drept scop identificarea unor produse
vegetale cu potentiald asociere 1n tratamentul hiperlipidemiilor In urma evaluarii efectelor terapeutice
induse de extractele obtinute din acestea pe diferite modele experimentale animale.
> Pe baza datelor din literatura de specialitate s-au selectat surse vegetale (Cynarae folium,
Cichorii herba, Rosmarini folium, Allii cepae folium, Apii graveolentis folium var. dulcis, Crategi sp.)
cu potentiala aplicabilitate In diverse combinatii in tratamentul adjuvant al hipercolesterolemiilor;
> A fost determinata calitatea materiilor prime vegetale prin evaluarea continutului de polifenoli
totali, acizi fenolcarboxilici si flavone, folosind etanolul de concentratie 50 si respectiv 70% 1n
extractie; s-a concluzionat ca pentru la obtinerea extractelor vegetale sa se foloseasca etanolul 50%

entru cicoare si anghinare, si etanolul 70% pentru rozmarin, ceapa verde si apio;
5 b 1 5
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> S-au obtinut extracte vegetale uscate folosind metoda liofilizarii; a fost determinat continutul
de principii active prin metode spectrofotometrice (concentratii considerabil mai mari de polifenoli
totali s-au evaluat in extractele de rozmarin, cicoare si paducel, comparativ cu extractele de anghinare,
ceapa verde si apio; concentratii considerabil mai mari de acizi fenolcarboxilici in extractele de
rozmarin si paducel, comparativ cu extractele de cicoare si anghinare, apio avand cea mai redusa
cantitate de acid clorogenic; concentratii mai mari de flavone in extractele de paducel si anghinare,
comparativ cu extractele de rozmarin, cicoare si ceapd verde, apio avand cea mai redusa cantitate de
rutozidd) si cromatografice (principalii compusi evaluati in toate probele in ceea ce priveste cantitatea
lor, pe baza datelor obtinute prin analiza UHPLC-MS, sunt: acidul clorogenic, acidul rozmarinic,
acidul protocatecuic, acidul cafeic, acidul siringic, dependent de tipul de extract; in ceea ce priveste
actiunea antioxidanta, aceasta este in corelare directa cu continutul in principii active;

> Cercetdrile de docking molecular au fost efectuate pentru a prezice potentialele mecanisme
antiobezitate si hipolipidemice pentru acidul rosmarinic si acidul clorogenic, doi compusi fitochimici
evaluati In cantitati mari in extractele investigate; noutatea studiului computational extins este
ilustratd de observatia ca, desi atdt acidul clorogenic, cat si acidul rosmarinic sunt produse de
esterificare intre acidul cafeic si acidul chinic (CGA) sau acidul dihidroxifenil-lactic (RA) si sunt
polifenoli inruditi chimic, cei doi metaboliti au comportamente in silico complet diferite;

> Evaluarea continutului de minerale este corelat cu actiunea terapeutica a extractelor vegetale;
> Viabilitatea larvelor speciilor de Arfemia la concentratiile testate cuprinse intre 500 - 2500
pg/mL este foarte ridicata, intre 80-100%, ceea ce demonstreaza cd extractele nu sunt toxice la
concentratii de maxim 2500 pg/mL; evaluarea lizozomald indicd o intensd activitate metabolica;
extractul de A/lium a permis cresterea si favorizarea dezvoltarii larvare, astfel incat in probele
urmadrite au ajuns si la stadiul de preadult (in 7 zile); rezultatele obtinute pe speciile de Daphnia,
indicd diferente semnificative intre cele doua specii folosite in testare In ceea ce priveste
susceptibilitatea comportamentului lor prin expunere la aceleasi extracte (Daphnia pulex pare sa fie
mai sensibild in general, cu valori LC50 mai scdzute comparativ cu Daphnia magna pentru
majoritatea extractelor); embriotestul pe embrionii de Daphnia magna a relevat efecte variate,
dependente de tipul extractului si concentratia acestuia;

> Evaludrile biologice in modele experimentale la animalele de laborator, au vizat determinarea
tuturor constantelor biochimice care sunt asociate hiperlipidemiilor: cea mai mare scidere a glicemiei
a fost pentru lotul cu amestecul de extracte (21 de zile), prin raportare la lotul care a primit doar hrana

hiperglucidica, loturile care au primit extracte individuale au inregistrat scaderi ale glicemiei, de
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aproximativ 11% pentru extractele de anghinare si ceapd, aproximativ 10% pentru extractele de
cicoare si paducel, In timp ce extractul de rozmarin a avut efectul cel mai redus, cu o scadere de
9.96%; lotul care a primit amestecul de extracte a avut cea mai mare scadere a acidului uric, cu
20.20%, urmat de cicoare si rozmarin, care au scazut valorile cu aproximativ 16%, si paducel cu
aproximativ 14%; tratarea cu extracte vegetale genereaza scaderi si ale homocisteinei fata de martorul
hiperglucidic, cea mai mare scadere fiind indusa de rozmarin, aproximativ 34%, strdns urmata de
ceapa si paducel (32.06%, respectiv 31.45%); amestecul de extracte a scazut cel mai mult nivelul
trigliceridelor, cu 5.25%, urmat de cicoare (4.25%), rozmarin si paducel (aproximativ 3%), in timp
ce anghinarea si ceapa au imprimat scaderi aproape insesizabile; amestecul de extracte a imprimat o
scadere a colesterolului total cu aproximativ 9%, cicoarea, paducelul si rozmarinul cu aproximativ
7%, urmat de ceapa (6.57%) si anghinare (3.59%); amestecului a condus la cresteri de 77.61% a
HDL-colesterolului fatd de martorul hiperglucidic, rozmarinul, cicoarea si paducelul au imprimat
cresteri intre 57-60%, iar anghinarea si ceapa au avut cresteri de aproximativ 40%; LDL-colesterolul
a scazut cu 16.41% pentru lotul tratat cu amestec de extracte, cu aproximativ 12% pentru extractele
de anghinare si cicoare, si aproximativ 11% pentru paducel si rozmarin; extractele de ceapa si
anghinarea imprima cresteri de 13-14%, urmate de rozmarin si amestec, cu 22-24%, valorile cele mai
mari fiind generate de paducel si cicoare (34-35%) pentru variatiile ionului de calciu; asupra ionilor
de potasiu, anghinarea genereaza o scadere de 6.42%, urmata de ceapa, rozmarin si cicoare, cu valori
cuprinse ntre 8 si 9%, in timp ce paducelul si amestecul de extracte imprima scaderi cuprinse intre
11 si 12%; exista cresteri ale valorilor magneziului, fierului, ionii de fosfor, in cazul tuturor loturilor;
> Examenele histologice pe diferite tipuri de organe sunt in corelatie directd cu compozitia
chimicd a fiecarui tip de extract testat, astfel: in ficatul provenit de la loturile hiperglucidice,
tratamentului cu paducel si rozmarin a condus la disparitia completd a steatozei hepatice, cu
mentiunea ca s-au observat persistenta de rare celule inflamatorii izolate; la loturile hiperlipidice, in
urma tratamentelor cu paducel si amestec de extracte, cito-arhitectura ficatului a fost restaurata in
totalitate, fard a se mai identifica aspecte patologice; tratamentul cu extract de paducel si cel cu
amestec de extracte, au produs pentru loturile hiperglucidice, o restabilire totald a histologiei
miocardului, fard aspecte patologice; In modelul de hiperlipidemie, in urma tratamentului cu
rozmarin, histologia miocardului a fost restituita aproape in intregime, remarcandu-se doar foarte rare
fibre musculare cu nuclei hipercromi, polilobati; aspectele microscopice asupra tesutului testicular a

aratat o Tmbunatdtire a acestuia dependent de tipul de extract vegetal administrat; testarile efectuate
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pe diferitele tiruri de omogenate de organe sunt in corelare directd cu compozitia chimicd a
extractelor testate;
> S-a propus o formulare farmaceutica care contine amestecul de extracte vegetale testat, supusa
testarilor farmaco-tehnice specifice domeniului Tehnologiei farmaceutice.

Contributii personale
> Toate obiectivele de cercetare au fost Indeplinite, iar intreaga cercetare este originald, pornind
de la selectarea materiilor prime vegetale, determinarea calitatii acestora, obtinerea extractelor
vegetale uscate, evaluarea cantitativd, determinarea actiunii antioxidante, studii de docking
molecular, determinarea continutului de oligoelemente, evaluarea fitotoxicitatii, cercetdri pe modele
experimentale la animalele de laborator, evaluari histologice pe diferite tipuri de organe, evaluarea
statusului redox pe diferite tipuri de omogenate, propunerea unei formulari farmaceutice.

Perspective de cercetare
Evaluarea UHPLC si a altor clase de constituenti chimici implicati in raspunsul terapeutic;

Studii de stabilitate a extractelor vegetale;

>
>
> Propunerea si de alte tipuri de formulari farmaceutice;
>

Studii de farmacocinetica.
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