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Colec12 - scavenger receptor with C-type lectin domain
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Introducere

Scopul general al acestei teze de doctorat a fost de a identifica elemente comune
existente intre diferite aplicatii ale unui model experimental in vivo si de a investiga totodata
reactivitatea biosistemului utilizat in corelatie cu activitatea unor biomolecule testate Sub
aspectul dinamicii stresului oxidativ, a reactiei imune respectiv a modificarilor morfologice
specifice (cerebrale, glandulare, hepatice, renale). Modelul experimental folosit a fost aplicat pe
sobolanul alb din rasa Wistar, expus la diferiti factori inductori ai unor dezechilibre metabolice.
In aceste situatii generate experimental s-a evaluat bioactivitatea unor proteine proxidante
(hemoglobind, hemeritrind), a unor compusi vegetali precum alicina sau curcumina §i a unor
extracte vegetale de Lamium, Galium, Cornus, Vaccinium, Malus si Hypericum. Datele
experimentale obtinute contureazd aria in care un biosistem reactioneaza in conditii
experimentale, stresul nitrooxidativ fiind un indicator extrem de dinamic al proceselor
metabolice urmarite.
Obiectivele cercetarii

Obiectivele cercetarii au urmarit: (i) investigarea actiunii proxidanta a unor proteine ca
hemoglobina (Hb) si hemeritrina (Hr), alaturi de produsi derivatizati ai acestora si reactivitatea

sistemica sub aspectul stresului nitrooxidativ, a reactiei imune si a modificarilor histopatologice;

prin care aceasta stimuleazd imunitatea mediatd umoral si a curcuminei, pentru evaluarea
actiunii neuroprotective via ERK1/2-NF-kB in conditiile tulburarii cognitive pe fondul terapiei
cu diazepam,; (iii) evaluarea bioactivitatii unor extracte vegetale in diferite conditii patologice
induse cu xenobiotice sub aspectul stresului nitrooxidativ, a efectului asupra unor principali
parametri metabolici si evaluarea histopatologica; (iv) cercetarea biologiei si patologiei stresului
nitrooxidativ la nivelul sistemului nervos central indus prin stresul de imobilizare, frecvent
utilizat ca factor perturbator experimental al sistemului neuroendocrin.
FUNDAMENTE TEORETICE

1. MODELUL EXPERIMENTAL
1.1. Modelul experimental in biologie si medicina

Toate stiintele analitice recurg la descompunere pentru a experimenta mai bine.
Reducerea tuturor manifestarilor vitale ale organismului complex la functiile catorva organe, iar
actiunea acestora la proprietatile tesuturilor, celulelor sau ale elementelor ultrastructurale
reprezintd, dupa cum afirma Claude Bernard, calea obligatorie pentru cercetarea experimentald a
unui organism complex. Analiza experimentald descompune fenomenele complexe, in fenomene
din ce 1n ce mai simple pana le reduce, dacd este cu putintd la numai doua conditii elementare

necesare pentru aparitia fenomenului (Bernard, 1958; Arendt, 2018). Astfel, definim modelul
13



experimental, in biologie si medicina, ca un sistem scos de sub influenta cat mai multor factori
externi in cadrul caruia fenomenul studiat este redus la un grad ridicat de simplificare si corelat
cu natura sa, scopul major fiind cunoastera legii fenomenului studiat.
1.2. Metoda, model, sistem de modele

Cercetarea viului, care este structurat pe componente organice $i anorganice $i guvernat
de legile naturii impune utilizarea metodelor (i) fizico-chimice (pH, spectrofotometrie, RMN),
(i) a celor biochimice (ELISA, imunohistochimie, imunochimie) si (iii) a celor biologice (care
includ primele doud categorii) precum metodele de analizd histopatologica, ultrastructurala sau
functionala. Integrarea metodelor pentru studiul comportamentului, specifice altor arii de
specialitate (psihologie, psihiatrie) conduce spre o cercetare interdisciplinara si spre posibilitatea
evaludrii mai multor modele experimentale in cadrul aceluiasi individ, astfel vorbind de sisteme
de modele experimentale. Inducerea unei neuropatologii prenatale specifice autismului (modelul
biologic cu valproat de sodiu) conduce de pilda spre un sistem de modele experimentale, pe de o
parte modelul pentru autism (include evaluarea comportamentald) si pe de altd parte, modelul
biologic pentru fibroza hepatica (evaluat morfologic si biochimic).
1.3. Modele experimentale multidimensionale

Procesele fiziologice, prin complexitatea lor, necesitd mai multe unghiuri din care sa fie
abordate atat in vederea intelegerii acestora, cat si a bioactivitatii unor molecule cu potential
terapeutic, adjuvant sau profilactic interpuse in sirul de reactii metabolice si comportamentale.

Modelul experimental multidimensional reprezintd asadar modelul biologic pentru un
fenomen dat, abordat din perspectiva interdisciplinara, acelasi biosistem fiind evaluat atat din
punct de vedere biochimic si morfologic, cét si functional sau comportamental. Prin evaluare
functionala intelegem setul de masurdtori care cuprind tensiunea arteriala, frecventa cardiaca,
functia electricd miocardica, cerebrald sau musculara, elemente de imagisticA RMN sau aspecte
ecografice.
2. MODELE EXPERIMENTALE PE SOBOLAN DIN RASA WISTAR PENTRU STUDIEREA BIOLOGIEI SI
PATOLOGIEI STRESULUI NITROOXIDATIV

Hemoglobina (Hb) (Fig. 1a) este o proteina tetramerica, cu rol in transportul Oz, COg,
NO, formata dintr-o grupare proteica, globina, si o grupare prosteticd, hemul, care contine un
atom de fier cuplat cu inelul porfirinic al hemului (Reeder si Wilson, 2005). Fierul este un metal
activ din punct de vedere redox, cu valenta variabila, astfel sustinand o serie de reactii atat de
autooxidare, cat si de generare de radicali liberi (Scurtu si colab., 2013). Cand fierul heminic
este stare redusi (feros, Fe?"), are loc legarea si transportul oxigenului. Cu toate acestea, dupa
cum demonstreaza Reeder si Wilson (2005), Scurtu si colab. (2013), Rifkind si colab. (2015) sau

Kock si colab. (2016), oxigenul molecular fiind un agent prooxidant, determini oxidarea Fe?*
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(oxyHb) la Fe**(metHb) si transformarea hemoglobinei in methemoglobina, reactia generand
totodata radicali superoxid (O), hidroxil, dar si peroxid (din degradarea superoxidului).
Hemeritrina (Fig. 1b) este o proteind citoplasmatica nonheminica cu doi atomi de fier
(Fe** - Fe*") care transporti gaze respiratorii (Scurtu si colab., 2013). Datele actuale
demonstreaza prezenta secventelor genomice corespunzatoare hemeritrinei la arhea (3), bacterii
(118) si eucariote (fungi, cnidari, anelide) si absenta in ancestorii deuterostomienilor (Bailly si
colab., 2008). Hemeritrina nu reactioneaza cu peroxidul de hidrogen, NO si nitritul (Mot si
colab., 2010; Scurtu si colab., 2013; Hathazi si colab., 2014). Datele experimentale sugereaza
fatul ca hemeritrina nu genereaza stres oxidativ sau in cazul in care este implicata in generarea
acestuia, rolul acestei proteine este secundar, intrucat stresul oxidativ generat este urmarea

reactiei imune pe care hemeritrina o activeaza (Toma si colab., 2018).

b

0 N NS 0
HO O O OH
Fig. 1. Structura tetramerica a Hb (dupd Bringas si colab., 2017) (a), structura homooctamerica a Hr (PDB) (b),
structura curcuminei (PubChem) (c) si alicina (PubChem) (d). Actiunea prooxidantd sau antioxidanta a Hb, Hr,

curcuminei sau alicinei se datoreaza mecanismelor prin care aceste molecule pot genera radicali liberi (Hb, Hr), pot

genera si capta radicali liberi (curcumina) sau pot doar capta radicali liberi cum este cazul alicinei.

Intre stresul nitrooxidativ si reactia imuni existd o corelatie invers proportionala
specifica statusului redox celular al momentului in care este prelevatd proba biologica (Lee si
colab., 2015; Toma si colab., 2019) in vederea determinarilor biochimice.

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

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

Curcumina este un polifenol vegetal (Fig. 1c) cu multiple bioactivitati printre care se
numara efecte hipoglicemiante, hipolipemiante, anxiolitice, neurotrofice, antineoplazice,
adjuvante in sindromul metabolic, antifungice, antibacteriene, antiinflamatoare si antioxidante

dupd cum aratd numeroase date din literaturd (Maheshwari si colab., 2006; Jurenka, 2009;

15



Noorafshan si Ashkani-Esfahani, 2013; Hewlings si Kalman, 2017). 2.2.2. Alicina si derivati de
alicina

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

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

2.2.3. Mecanisme de reactie general valabile pentru compusi vegetali cu actiune antioxidanta si
imunomodulatoare

Avand la baza aceste doud mecanisme, se contureaza patru posibile cai de reactie prin
care antioxidantii de tip fenolic, aminic sau cetonic isi exercitd proprietatile: (i) intreruperea
autooxidarii in lant (fenoli, hidrochinone); (ii) dezactivarea unor ioni metalici (salicilendiamine);
(11) dezactivatori ai radiatiilor UV (cetone aromatice) si (iv) descompunerea peroxizilor
(butirati, benzilamina) (Robak si Gryglewski, 1988; Ricardo da Silva si colab., 1991).

Actiunea imunostimulatoare a compusilor de origine vegetala se manifesta nespecific
(Toma si colab., 2019) si conduce la stimularea imunitatii mediate celular si/sau umoral, cea din
urma fiind predominanta. Dupa cum arata un consistent corp de lucrari (Wagner si colab., 1999;
Kanan si colab., 2007; Archana si colab., 2011; Breyer si colab., 2015; Salehi si colab., 2019),
unele extracte vegetale si compusi vegetali detin proprietati imunostimulatoare marcate prin
cresterea numarului de limfocite, stimularea transformarii celulelor NK, cresterea nivelului
interleukinelor 1 si 2 (Liu si colab., 2006), cresterea concentratiei serice a imunoglobulinelor sau
indirect, prin scaderea stresului oxidativ si a concentratiei hormonilor imunosupresori precum

glucocorticoizii (Rahimi si colab., 2011).
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2.3. Extracte vegetale cu proprietiti antioxidante si cu actiune adjuvanta sau terapeutica
n patologii induse experimental
2.3.1.1.Extracte vegetale de Lamium

Pereira si colab. (2013a, b) au investigat efectele antioxidante si citoprotective ale
extractelor etanolice purificate de Cytisus multiflorus, Lamium album si Thymus citriodorus
Aceste extracte au prezentat activitate antioxidanta proeminentd, determinata cu metoda DPPH
si Trolox. Utilizand un model pentru stresul chimic, indus de bicromatul de potasiu in cultura de
hepatoblastom HepG2, o concentratie de 50 ug/ml de extract de C. multiflorus, L. album si T.
citriodorus a dus la scaderea ratei productiei speciilor reactive de oxigen (ROS), cu 25%, 26% si
respectiv 20%, cand au fost expuse la 25uM bicromat de potasiu. Tn plus, extractele etanolice
purificate si amestecurile polifenolice preparate au aratat un efect citoprotectiv impotriva
toxicitatii multiple induse de bicromatul de potasiu (Pereira si colab., 2013a).
2.3.1.2.Extracte vegetale de Vaccinium

Studiile au evidentiat o puternica actiune antivirald prin blocarea replicarii virusurilor. La
nivelul cdilor urinare, prin administrare enterala, extractul de frunze de merisor are efecte
terapeutice in cazul nefritei, pielitei, cistitei. Principala actiune terapeuticd a extractelor de
frunze de merisor este cea antiseptica urinara, manifestatd prin scindarea arbutozidei si
metilarbutozidei, din frunzele de merisor, in hidrochinona respectiv metil-hidrochinona, care
alaturi de flavonoide, imprima extractului atat actiune diuretica, cat si dezinfectanta a cailor
urinare (Wilson si colab., 1998; Terris si colab., 2001; Liu si colab., 2006).
2.3.1.3. Extracte vegetale de Galium

Totodata, pentru uz intern, extractul de G. verum L. se utilizeaza ca neuroprotector si
adjuvant in terapia antiepileptici (Orhan si colab., 2012; Tagarelli si colab., 2013). De
asemenea, extractul de G. verum L. regleaza circulatia sangelui la varstinci si actioneaza ca
reglator al functiei tiroidiene (Roman si Puica, 2013; Roman si colab., 2015; Bradic si colab.,
2018). Pentru uz extern, preparatele pe baza de G. verum L. sunt astringente, cicatrizante,
antiinflamatoare si antifungice (Mitic si colab., 2014; Jan si colab., 2015).
2.3.1.4.Extracte vegetale de Malus

Stojiljkovi¢ si colab. (2016) au constatat ca extractele de M. sylvestris Mill au efecte

terapeutice sau adjuvante Tn cazul hipertensiunii arteriale (probabil prin stimularea eNOS),
aterosclerozei, diabetului zaharat insulinodependent, in inflamatii reumatismale si in infectii
urinare (prin posibila actiune de alcalinizare urinard). Cercetarile, adesea lacunare, arata si o
compozitie bogatda in polifenoli, taninuri, antociani (Kondo si colab., 2002), acid rosmarinic,
acid ursolic (Hagen si colab., 2007), sinensitina, 3-hidroxi-tetrametoxi-flavone (Hossain si

colab., 2009), pectine, vitamina C si oligominerale (Rop si colab., 2011).
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2.3.1.5. Extracte vegetale de Hypericum

Hipericina si hiperforina raman, insd, compusii specifici pentru H. perforatum L. si
totodata compusii responsabili de majoritatea proprietatilor farmacoterapeutice ale speciei.

Sub aspectul bioactivitatii extractelor de H. perforatum, de departe, actiunca
antidepresiva si neurotroficad (prin proprietatile neuromodulatoare si antioxidante) reprezinta
subiectul celor mai multe cercetari legate de aceasta specie.

2.3.1.6. Extracte vegetale de Cornus

Efectul antiproliferativ a fost demonstrat si de Tiptiri-Kourpeti si colab. (2019) care au
expus linii celulare tumorale, timp de 72h, la diferite concentratii ale extractelor de C. mas
respectiv C. alba. Rezultatele au aratat ca extractul hidroalcoolic de C. mas a manifestat un efect
antiproliferativ asupra liniilor HepG2 de carcinom hepatocelular si asupra carcinomului de colon
CT26. Extractul de C. alba a avut efectul antiproliferativ asupra liniilor celulare de tip CaCo?2 si
HT-29. Carcinomul pulmonar de tip MCF-7 a fost rezistent la actiunea extractului din fructe de
C. mas respectiv C. alba. Totusi, cercetarile ulterioare au demonstrat faptul ca extractul de C.
mas a avut efect antiproliferativ asupra cancerului pulmonar de tip A549 cu celule mari,
adenocarcinomului pulmonar MCF-7, cancerului ovarian cu celule de tip SKOV 3,
adenocarcinomului de prostata PC-3, intr-o maniera independenta de doza.

3. MODELE EXPERIMENTALE PENTRU STUDIEREA BIOLOGIElI STRESULUI NITROOXIDATIV
INDUS PRIN EXPUNERE LA STRES NEUROPSIHIC A SOBOLANULUI DIN RASA WISTAR
3.1. Relatia dintre stresul neuropsihic si stresul nitrooxidativ

Stresul, un termen vehiculat de psihologie, medicind, biologie si chimie, n sens larg,
desemneaza starea sau perioada de debalansare indusa de o seama de factori fizici sau chimici, a
unui sistem aflat initial in echilibru (sens homeostatic), in ale carui mecanisme intervin noi
evenimente (reactii chimice, structurale, comportamentale), care conduc spre o serie de
modificari ale acelui sistem, numite adaptari (Brian, 1997; Chen si colab., 2015; Toma si colab.,
2016). Evenimentele asociate cresterii nivelului sangvin al corticosteroizilor lasd in urma, in
mod firesc, radicali liberi care genereaza stresul nitrooxidativ. Stresul neuropsihic, generator de
stres nitrooxidativ, este asadar, in prima faza, o perioada de stimulare, ca mai apoi sa devina o
perioada de reactii degradative producatoare de energie, iar la final, sa se asocieze cu o seama de

reactii adaptative morfologice si biochimice, dupa cum a mentionat si Alkadhi (2013
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CONTRIBUTII ORIGINALE

4. REACTIVITATE SISTEMICA LA SOBOLANUL WISTAR DUPA EXPUNERE LA HEMOGLOBINA SI
HEMERITRINA N FORMA NATIVA SI DERIVATIZATA
4.1. Design experimental

Cercetarile s-au derulat pe sobolani albi din rasa Wistar, loturi a cate 10 indivizi, femele
adulte, cu varsta de 24 de saptdmani, cu greutatea de 180 =+ 30 g, generatia F1. Animalele au
fost obtinute de la Biobaza Universitatii de Medicind si Farmacie ,,Juliu Hatieganu” din Cluj-
Napoca si grupate in loturi experimentale cu 12h inaintea inceperii experimentului. Mentinerea
loturilor experimentale s-a realizat conform Directivei Consiliului UE 2010/63/UE si in acord cu
Avizul nr. 1/28.02.2013 al Comisiei de Eticd a Institutului de Cercetari Biologice din Cluj-
Napoca, filiala a INCDSB Bucuresti. Derularea experimentelor si a procedurilor experimentale a
avut loc in conditii zooigienice corespunzdtoare, in biobaza Facultatii de Biologie si Geologie a
Universitatii ,,Babes-Bolyai” din Cluj-Napoca, la temperatura constanta de 20°C, ritm
lumind/intuneric 12h/12h. Dieta animalelor a constat in pelet standard Cantacuzino pentru
rozdtoare mici, accesul la hrand si apa fiind nerestrictionat. Experimentele au fost de tip acut, cu
durata de 24 de ore, atat pentru expunerea la Hb si derivati, cat si la Hr si derivati ai acesteia.
Administrarea proteinelor s-a efectuat injectabil, pe cale intravenoasa, in vena codald, volumul
injectat fiind de 0.2 mL/animal. Toate loturile experimentale (corespunzatoare fiecarei molecule
testate) au fost comparate cu loturile Control.
Tabelul 2 sumarizeaza tipurile de produsi de derivatizare ai Hb, respectiv Hr si cadrul general de

administrare al produsilor obtinuti, aldturi de sumarul de probe biologice recoltate.

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

Primer Derivat mL adm. Calea de adm. Timp de Probe recoltate
reactie
nHb
HbGL
HbBSA . < sange integral, plasma, ser,
Hb HbRbr 0.2mL intravenoasa 24h ficat, rinichi, splind
HbRbrNROR
HboATP
nHr
pHr . < sange integral, plasma, ser,
Hr HrHSA 0.2mL intravenoasa 24h ficat, rinichi, splind
HrRbr
Control ) ) ) sange 1ntegrz.11, plasn.qa,v ser,
ficat, rinichi, splind

Legenda: Hb - hemohlobind; Hr - hemeritrina; nHb - hemoglobina nativa; HbGL - hemoglobina polimerizata cu
glutaraldehidd; HbBSA - hemoglobind copolimerizatd cu BSA; HbRbr - hemoglobind copolimerizatd cu Rbr;
HbRbrNROR - hemoglobina copolimerizatd cu Rbr si NROR; HboATP - hemoglobina copolimerizata cu oATP;
nHr - hemeritrina nativa; pHr - hemeritrind polimerizata cu glutaraldehida; HrHSA - hemeritrind copolimerizata cu

HSA; HrRbr - hemeritrina copolimerizata cu Rbr.
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5. STATUSUL OXIDATIV SI BIOACTIVITATI ALE CURCUMINEI ASUPRA SISTEMULUI NERVOS SI
ALE ALICINEI ASUPRA SISTEMULUI IMUNITAR LA SOBOLANUL ALB DIN RASA WISTAR
5.1. Design experimental

Cercetarile au cuprins doud experimente distincte, ambele fundamentate pe elemente ale
stresului oxidativ. Curcumina a fost evaluata sub aspectul efectului neuromodulator, in contextul
inducerii cu diazepam a dezechilibrului redox, anxietatii si tulburarilor de memorie. Alicina a
fost studiata in conditii normale, markerii stresului oxidativ avand variatii fiziologice. Tabelul
15 sintetizeaza grupurile experimentale, tratamentele aplicate, durata de desfasurare si tipul de
probe, respectiv de determinari efectuate. Evaluarea bioactivitatii alicinei s-a fundamentat pe o
idee anterior confirmatd in studiile cu Hb si Hr. Conform acesteia, intre reactia inflamatorie
sistemica si stresul oxidativ existd o relatie de directa proportionalitate. Ne-am propus sa izolam
doar stresul oxidativ din sindromul inflamator sistemic si apoi sa actiondm cu molecule
antioxidante precum alicina, in vederea stabilirii corelatiilor dintre statusul redox si reactia
imuna.
Tabelul 15. Designul experimental al testarii curcuminei si alicinei in conditii de stres oxidativ indus cu diazepam

la nivelul sistemului nervos si in conditii normale

Model indus Loturi exp. Durati exp. :;Ir%g: Determinari
.. stres oxidativ
C“(rcctljg;na indus cu CU%OTEJ'I\A c 4 saptamani creier IT\IFFklPB
150 mgrkg diazepam, 2 DZP + CMC tratament cu (frontal, FI)ERK Y,
corp/zi, oral m%/ggé(féfc ;p. DZP + CUR + CMC curcumina hipocamp) iNOS
In vivo (adm. orala): Vl\\/llgCN Il_\l\l(fﬁ
Control ' '
e 0, 0
Alicina (ALI): LIIII\EA U/?%MC?AIEII'A),
doza 1: 1.25 mg/kg sange SOD GéH Tls
doza 2: 2.5 mg/kg integral ALB’ 1A ,I G'
doza 3: 5 mg/kg o + 1A, 196,
2 saptamani IgM
molecular
?Kcl_nll)a Status redox docking
normal In vitro:
Control CAT, SOD, TP,
Alicina (ALI): IgA, 1gG, IgM
dozal: 10 pg/mL
doza 2: 30 pg/mL 24 ore suplirln?(taant
doza 3: 60 pg/MI u
doza 1+ GSH 1mM molecular
doza 2 + GSH 1mM docking
doza 3+ GSH 1mM

Legenda: DZP - diazepam; CUR - curcumind; CMC - carboximetilcelulozd; NF-kf - nuclear factor kB; pNF-kp -
nuclear factor k3 fosforilat; ERK ' - extracellular signal-regulated kinase; iNOS - NO sintaza inductibild; WBC -
white blood cells; LYM - limfocite; MON - monocite; NEU - neutrofile; LYM/MON/NEU % - limfocite %,
monocite %, neutrofile %; CAT - catalazd; SOD - superoxid dismutazd, GSH - glutation redus; TP - proteine
totale; ALB - albuming; IgA/G/M - imunoglobulina A/G/M.
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Ambii compusi de origine vegetala au fost testati in vivo, pe sobolani albi din rasa
Wistar, masculi In cazul curcuminei si femele in cazul alicinei, 1n varstd de 4 luni, cu greutatea
de 230 £ 20 g. Loturile experimentale au cuprins 10 animale/lot. Cercetarile s-au derulat n
acord cu Directiva 2010/63/EU si cu Acordul Comisei de Etica a Universitatii de Medicina si
Farmacie ,,Juliu Hatieganu” (pentru experimentul cu curcumind), respectiv al USAMV Cluj-
Napoca (pentru experimentul cu alicind). Animalele au fost mentinute in conditii zooigienice
corespunzatoare, ritm lumind/intuneric 12h/12h, cu acces liber la peletul normocaloric si apa.
Recoltarea probelor s-a facut in urma neuroleptanalgeziei cu un mix de ketamina - xilazina (90
mg/kg corp ketamina + 10 mg/kg corp xilazind) (Sevastre-Berghian si colab., 2017).

5.3. Rolul curcuminei, in modularea reactiei antioxidative via ERK % - NF-kB in hipocamp
si lobul fontal, dupi terapia cu diazepam

1 2 3 4 5 6 7 8
NF-xB — — —
pNF-xB S— e

INOS ——....— . . — -

NF-xB/GAPDH

GAPDH e S s s S Sl s

Hipocamp Lob frontal
[ Control 3 DZP+CMC
EE CUR+ CMC = DZP+ CUR+CMC

(b)

2.0 -
(a)
1.5 4
: Iz 1.0
P c
z Z 054
054
0.0 = - 0.0 T
Hipocamp Lob frontal Hipocamp Lob frontal
Contrl Lo 1 Control Y DzP + CMC
iR CUR + CMC B DZP+ CUR+CMC BER 11D . A - -
@ CUR+ CMC B DZP + CUR + CMC
(©) (d)

Fig. 9. Efectul administrarii curcuminei asupra exprimarii NF-kB, pNF-kf si iNOS in hipocamp si lobul frontal.
Exprimarea NF-kB, pNF-kp si iNOS a fost analizatd prin Western blot, benzile au fost méisurate prin
densitometrie, iar rezultatele au fost normalizate fata de GAPDH. (a) Western blot: 1 - 4 - hipocamp (1: Control,
2: CUR+CMC, 3: DZP+CMC, 4: DZP+CUR+CMC); 5 - 8 - lob frontal (5: Control, 6: CUR+CMC, 7:
DZP+CMC, 8: DZP+CUR+CMC). (b) exprimarea NF-kB; (c): exprimarea pNF-kp; (d): exprimarea iNOS. " p <
0.05 in raport cu Controlul/CUR+CMC; ™ p < 0.01 in raport cu Controlul/CUR+CMC; ™ p < 0.001 in raport cu
Controlul/ CUR+CMC; " p < 0.01 in comparatie cu DZP+CMC; ** p < 0.001in comparatie cu DZP+CMC.

Rezultatele au fost exprimate ca medie + SEM.
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Fig. 10. Efectul curcuminei asupra exprimarii ERK % in
creier (hipocamp si lob frontal). in hipocamp, nivelul
ERK " a fost semnificativ scazut la animalele tratate cu
curcuming, comparativ cu Controlul (p < 0.001).
Administrarea diazepamului a crescut semnificativ

exprimarea ERK %% (p < 0.001) comparativ cu curcumina.

Unit OD/mg prot
[3%)
1

Tn lobul frontal, co-administrarea diazepamului si a

curcuminei a determinat cresterea exprimarii ERK % (p <

0 s 0.01). Rezultatele au fost exprimate ca medie + SEM. * p

Hipocamp Lob frontal
1 Control = DZP + CMC < 0.01 in comparatie cu DZP+CMC; - p < 0.001 in
CUR+CMC &= DZP + CUR+CMC ) .
raport cu Controlul/CUR+CMC (Sevastre-Berghian si
colab., 2017).

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

Hipocamp

Lob frontal

(e) (6 (8)
Fig. 11. Aspectul histologic al hipocampului (a, b, ¢, d) si al lobului frontal (e, f, g, h), la lotul Control si la

grupurile experimentale, in urma tratamentului cu curcumind si diazepam. Tratametul administrat nu a indus
modificari structurale decelabile la nivelul ariei CA3 hipocampice (a-d) sau la nivelul cortexului prefrontal (e-h).
X 200, col. HE (Sevastre-Berghian si colab., 2017).
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Fig. 12. Evaluarea imunohistochimicd a exprimarii iNOS in hipocamp (a-d) si in cortexul prefrontal (e-h), la lotul
Control si grupurile experimentale. Imunocolorarea a evidentiat scaderea exprimarii iNOS 1in aria CA3 si cortexul

prefrontal, la lotul DZP+CUR+CMC, comparativ cu lotul DZP. x 200 (Sevastre-Berghian si colab., 2017).

5.4. Modularea stresului oxidativ si a reactiei imune de catre alicina

5.4.1. Stresul oxidativ si stimularea reactiei imune umorale de catre alicina

601 1.01 *
’E f—
. *k E 0.84
- . —
E 40 e s E 064
=) [m)
~ 9) 0.4
= 204 2
< [a)
(@] O 0.24
n
0 T 0.0- T
@ © v v v (b) © v v v

Fig. 13. Activitatea CAT (a) si SOD (b) la lotul Control si la grupurile experimentale. Alicina scade semnificativ
activitatea CAT, in timp ce activitatea SOD a avut tendinte de crestere sau creste semnficativ statistic (la doza de
60 mg/kg corp alicind). Valorile sunt exprimate ca medie + SD. "p < 0.05; " p <0.01; * p < 0.001 (Toma si
colab., 2019).
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Fig. 14. Concentratiile serice ale IgA (a), IgG (b), IgM (c), albuminei (d), proteinelor totale (¢) si a GSH la lotul

Control si la grupurile carora li s-a administrat alicind. Tratamentul cu alicind a indus cresterea proeminenta a

imunoglobulinelor in raport cu Controlul, precum si cresterea concentratiei proteinelor serice totale. Albumina a

prezentat o crestere usoara (p < 0.05), iar GSH a prezentat o scddere marcantd (p < 0.001). Rezultatele au fost
exprimate ca medie + SD. “p < 0.05; “p <0.01; " p < 0.001 (Toma si colab., 2019).

Tabelul 16. Valorile principalilor indicatori leucocitari din hemograma. Tratamentul cu alicind nu a determinat

variatii semnificative statistic. Valorile sunt exprimate ca medie = SD. “p <0.05; “p <0.01; ™ p < 0.001.

C ALI1.25mg/kg ALI 25mg/kg ALI 5 mg/kg
WBC (10°/L) 14.5+1.63 13.1+1.23 13.4+1.02 142 +2.14
LYM (10°/L) 10.1+1.49 9.7+1.24 10.5+1.02 11.0+1.76
MON (10°/L) 0.3+0.10 0.2 +0.08 0.3+0.31 0.2 +0.09
NEU (10°/L) 2.8+0.13 3.2+0.12 2.7+0.20 2.9+0.45
LYM% 76.4+1.93 73.5+2.80 75.1+2.78 77.8+2.20
MON% 2.08 +0.85 1.57 £0.97 2.2 +2.04 1.30 + 0.47
NEU% 20.8 +1.26 25.1+1.73 21.7+3.35 20.9 +2.06

Legenda: WBC - leucocite; LYM - limfocite; MON - monocite; NEU - neutrofile; LYM/MON/NEU % - % de

limfocite, monocite respectiv neutrofile.
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Fig. 15. Structura S-alilmercaptoglutationului, construita in Gauss View Version 5 (dupa Dennington si colab.,
2018).
Tabelul 17. Caracteristici energetice si de interactiune geometricd ale unor receptori de tip scavenger in

interactiunea cu SAMG

Ligand Tip Energie de legare (kcal/mol) Specificitate geometrica
Colecl12 SCARA -6.7 Foarte mare
MARCO SCAR A =5.7 Foarte mare
Msrl SCAR A —4.7 Foarte scazuta
SCARA 3 SCAR A —-4.8 Foarte scazuta
SCARA 5 SCAR A -5.0 Scazuta
SCARB 1 SCAR B =5.7 Foarte mare

Legenda: Colecl2 - receptor scavenger cu domeniu tip lectina C; MARCO - receptor macrofagic cu structura
colagenicd; Msrl - receptor scavenger macrofagic 1; SCARA 3/5 - clasa A de receptori scavenger, tipul 3 respectiv

5; SCARB 1 - clasa B de receptori scavenger, tipul 1.
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Fig. 20. Calea de sinteza a imunoglobulinelor, de catre limfocitul B CD19+, sub actiunea SAMG.
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6. ACTIUNEA IN VIVO, A UNOR EXTRACTE VEGETALE, TN PATOLOGII ASOCIATE CU

DEZECHILIBRE REDOX

6.1. Design experimental

Tabelul 18. Designul experimental al testdrii in vivo a extractelor vegetale, in vederea stabilirii bioactivitatii

specifice. MHA - matrice alcoolica; MHGA - matrice hidrogliceroalcoolica; MCMC - matrice carboximetilceluoza.

Extract Model patologic Loturi Durata Probe Determinari
experimentale experimentului recoltate efectuate
sange CHOL, TGL,
Lamium Control _ AA, , CAT,
album Stres (2h/zi) TBARS, CS
(LA) Extract LA (2_00 . —
Lamium stres de mg/kg corp/zi) 17 7ile ficat, rinichi,
imobilizare Extract LP (200 gl. suprarenale, | Col. HE
purpliJFr)eum ma/kg corp/z) timus
) l\(/IH,)A ) Stres + Extract LA Col. HE, CHOL,
Stres + Extract LP Creier CS, CAT, AA,
TBARS, TNFa,
Control UREA, CREA,
Extract (200 mg/kg sange TGO, TGP,
Vaccinium | toxicoza hepatica corp/zi) (E) CHOL, GLUC
vitis-idaea | si renald indusd cu | Alcool (6 g/kg corp 15 zile
- MHA - etanol caanol S0°%2) rinichi, ficat Col. HE
Control .
Galium q Extract (250 mg/kg hipotalamus, h.aneillzg o
verum _ stres de corp/zi) 15 zile hipofiza, gl. istologica
imobilizare . (col. Nissl, col.
- MHA - Stres (3h/zi) suprarenale HE, col. Hurduc)
Extract + Stres B
Control ALT, AST,
Malus Extract (20(_) mg/kg sange WBC, LYM,
sylvestris steatohepatita corp/zi) 7 ile TNl-:a
“MHGA - indusi cu CCly CCl, (700 pL/kg analiza
corp/zi) ficat histologica (Col.
CCl, + Extract HE)
Control (CMC)
FG-7142 (7.5 mg/kg
corp, i,p. doza unicd) R
Hypericum APZ + FG-7142 sange CS
(APZ, 0.08 mg/kg
perforatum . . «
e anxietate indusi corp) 29 7ile
maculatum cu FG-7142 Q +FG-7142 (Q, 30 MDA. CAT
mg/kg corp) ' ’
- MCMC - HM + FG (HM, 350 SOD, IL-1a, IL-
mg/kg corp) creier 1B, MCP1, IFN,
HP + FG (HP, 350 MIP, RANTES,
ma/kg corp) NF-kB, pNF-kB
Control analiza
Cornus apoptoza indusa T7D1 AgNP-CM histologica
mas (CM) | cu nanoparticule T7D2 Ag-NP-CM 15 zile testicul (col. HE)
- MHA - de argint (AgNP) | T15D1 Ag-NP-CM imunoflurescenta
T15D2 Ag-NP-CM (TUNEL)

Legendi: CHOL - colesterol; TGO/AST - transaminaza glutamat oxaloaceticd; TGP/ALT - transaminaza glutamat

piruvicd; UREA - uree; CREA - creatinind; CAT - catalazd; TBARS - specii reactive cu acid tiobarbituric; CS -
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corticosteron; AA - adrenalind; GLUC - glucozd; WBC - leucocite; LYM - limfocite; TNFa -Factorul de Necroza
Tumorald a; MDA - malondialdehida; SOD - superoxid-dismutaza; IL-10/1p - interleukina 1a/1p; MCP1- proteina
chemoatractantd macrofagicdl; IFN - interferon; MIP - proteina inflamatorie macrofagica 1; RANTES - factor de

reglare a functiei secretorii si a adeziunii limfocitelor T; NF-kB/pNF-kf - factorul nuclear kf/forma activata.

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

Tabelul 19. Continutul de acid clorogenic, acid rozmarinic, rutozida, acid cafeic si subtipuri de iridoide (SMEl,

ASME?) la extractul etanolic de L. album si L. purpureum. Rezultatele sunt exprimate ca medie + SD.

Specia mg/100g material vegetal uscat

Acid clorogenic | Acid rozmarinic | Rutozida Acid cafeic SME” ASME®
Lamium
album 119.2+1.8 98.0£1.95 290.7+2.30 | 795.4+1.43 | 18.7+1.54 | 22.6 +1.64
Lamium

purpureum 23.03+0.06 105.21+2.01 | 21.97+066 | 83+1.74 - -

Fig. 21. Aspectul microscopic al ficatului la Control (A), Stres - S (B), L. aloum - LA (C), L. purpureum - LP
(D), Stres + LA - SLA (E) si Stres + LP - SLP (F). H&E, x 400, scala = 25 pm.

! 6-shanzhisid metil ester
2 8-acetilshanzhisid metil ester
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Fig. 22. Aspectul histopatologic al rinichiului la Control (A) si grupurile experimentale. Stres - S (B), L. album -
LA (C), L. purpureum - LP (D), Stres + LA - SLA (E) si Stres + LP - SLP (F). H&E, x 400, scala = 25 pm.

Fig. 23. Structura glandei suprarenale la grupul Control si la loturile experimentale expuse stresului si/sau
tratamentului cu extracte de L. album, respectiv L. purpureum. Control (A), Stres - S (B), L. album - LA (C), L.
purpureum - LP (D), Stres + LA - SLA (E) si Stres + LP - SLP (F). H&E, x 200, scala = 50 pum.
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Fig. 24. Structura microscopica a timusului la Control si grupurile experimentale. Control (A), Stres - S (B), L.
album - LA (C), L. purpureum - LP (D), Stres + LA - SLA (E) si Stres + LP - SLP (F). H&E, x 200, scala = 50

pm.

Fig. 25. Valorile colesterolului (A), CAT (B), TBARS (C) si CS (D) din lizatul cerebral (hipocamp) la lotul

Control si grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie = SD. “p < 0.05; "p <0.01; ™" p < 0.001.
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Fig. 26. Valorile concentratiei adrenalinei (A) si TNFa (B) din hipocamp si a corticosteronului (C), respectiv
colesterolului (D) din sange, la lotul Control si grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie = SD. ~
p <0.05; "p <0.01; " p<0.001.

Fig. 27. Valorile activitatii CAT (A) si a concentratieci TBARS (B) si AA (C) din singe, la lotul Control si

grupurile experimentale. Valorile sunt exprimate ca medie + SD. “p <0.05; “p <0.01; ™ p < 0.001.
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Numar celu

Fig. 28. Structura girusului dentat la Control si la grupurile experimentale. In raport cu Controlul (A), la
animalele expuse stresului de imobilizare repetat - lotul RS (B), s-au identificat dark neurons (marcati cu asterisc
galben), in zona subgranulard, cu tendinta de extindere in teritoriul granular si subtierea cordonului celular (linie
punctatd). Administrarea extractului de L.album - lotul RS + LA (C), a determinat regenerarea girusului dentat,
marcatd prin absenta neuronilor dark si prin expansiunea si cresterea numarului straturilor de celule granulare ale
girusului dentat. Procesul regenerativ indus de L. aloum a fost verificat si prin numararea tuturor celulelor din
girusul dentat (D), in urma careia s-a putut observa variatia semnificativa intre loturile experimentale, in ceea ce

priveste numarul de celule prezent in girusul dentat. Coloratie H&E, x400, scala = 10 pm.
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6.4. Compozitie chimica si actiunea protectiva asupra ficatului si rinichiului, a extractului

de Vaccinium vitis-idaea L., dupa expunerea cronica a sobolanului Wistar la etanol
Tabelul 21. Valorile parametrilor biochimici sangvini la Control si la grupurile experimentale. C -Control; E -
Extract din V. vitis-idaea; A - alcool etilic; AE - Alcool etilic + Extract din V. vitis-idaea. Valorile sunt exprimate ca

medie (m) £ SD. "p <0.05; “p <0.01; "p<0.001.

| C | E A AE
GLUC (mg/dL)
m + SD 140.33 +5.17 143.66 + 4.13 138.66 + 9.04 129.66 + 3.86
CHOL (mg %)
m + SD 111.17 +5.92 99.82+8.02 89.34+6.85 104.20 + 6.65
GOT (ug pyr/mL)
m + SD 745.56 + 46.47 750.93 £ 19.44 739.63 £ 31.06 747.67 £ 11.53
GPT (ug pyr/mL)
m = SD 216.9+25.18 197.98 + 17.79 341.1+48.83" 396.9+334"
UREA (mg/dL)
m = SD 51.35+2.35 51.72+2.49 40.61+0.59" 4057 +1.15"
CREA (mg/dL)
m = SD 0.39 + 0.064 0.37 +0.056 0.54 +0.06 0.47 +£0.056

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

Col. HE, x400, scala
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Fig. 32. Structura adenochipofizei la Control (A) si grupurile experimentale: Stres (B), tratament cu G. verum

(C) si la animalele expuse stresului si tratate cu extract de G. verrum (D). Col. Hurduc, x400, scala = 25 pm.

Fig. 33. Structura glandei suprarenale la Control (A) si la grupurile experimentale: Stres (B), tratament cu G.
verum (C) si la indivizii expusi stresului si tratati cu extract de G. verum (D). Col. HE, x100, scala = 100 pm.
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6.6. Efectul extractului de Malus sylvestris Mill. asupra ficatului steatotic si corelatii cu

reactia inflamatorie
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Fig. 34. Valorile ALT (A), AST (B) si TNFa (C), la Control si la grupurile experimentale, in urma administrarii
CCl, respectiv a extractului de M. sylvestris + CCl,. Valorile sunt exprimate ca medie +SD. "p <0.05; "p <
0.01; ™" p < 0.001.
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Fig. 35. Numarul de leucocite totale (A) si de limfocite (B) la Control si grupurile experimentale. Valorile sunt
exprimate ca medie + SD. “p < 0.05; " p < 0.01; ™ *p < 0.001. * - comparatie cu lotul Control; # -

comparatie cu lotul CCly.
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Fig. 36. Structura microscopica a ficatului la lotul Control si la grupurile experimentale. Control - (A); CCl, - (B);

Extract de M. sylvestris - (C); Extract de M. sylvestris + CCl, - (D). Col. HE, x400, scala

20 pm.
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6.7. Actiunea extractului de Hypericum perforatum L. si Hypericum maculatum Crantz la

sobolanul alb Wistar cu tulburare anxioasa indusa experimental
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Fig. 37. Actiunea compusilor naturali si a extractelor de Hypericum asupra balantei redox la nivelul
hipocampului si a lobului frontal. Quercetinul, H. maculatum (HM) si H. perforatum (HP) au scazut nivelul
MDA 1in hipocamp (A); HM si HP au scazut peroxidarea lipidicd in lobul frontal (C). MDA a prezentat o
concentratie ridicata in hipocamp si lobul frontal la grupul FG (A, C). In hipocamp, CAT a fost scazuti, dupa
administrarea FG, dar diferentele nu au fost semnificative comparativ cu grupul CMC. Dupa 21 de zile de
tratament cu Q, CAT a fost crescutd (B, D) atat in hipocamp, cit si in lobul frontal. Q a scazut activitatea SOD in
lobul frontal (in hipocamp nu s-au remarcat variatii astfel ca nu am prezentat valorile). Valorile sunt exprimate

camedie +SD. "p <0.05; “p <0.01; ""p < 0.001.
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Fig. 38. Valorile serice ale
Corticosteron - ser

corticosteronului la Control si la
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anxiogenic cu FG a crescut
- semnificativ nivelul corticosteronului
2 2004 . . lotul .
+ seric, In comparatie cu lotul CMC;
_g APZ, HM si HP au scédzut valoarea
1004
[ o . . .
serica a corticosteronului. Valorile
sunt exprimate ca medie +SD. p <
2 0.05; p <0.01; ™" p < 0.001.
O
N
A B
Iocalla-Mipocamp, IL-1 alfa - Lob frontal
200+
4001
2 150+
3 3004 '-’g XX
4 & 100- s
§ o PO
a 2004 E :E:E:S
£ = 5
& 1 ; 28
0- 2 0“
N
C D
IL-1 beta - Hipocamp IL-1 beta - Lob frontal
* k%
(=]
(2]
400+ +H
a 8
+
‘6 RXX] ;
& o E
2 o 2
- v.‘.‘.‘
[~ 30.0.{
a S
PR
:,',0.{

(X

Fig. 39. Valorile IL-1a si IL-1p la grupul de Control si la loturile experimentale. Hipocampul a prezentat cresteri
semnificative ale IL-1a si IL-1P la animalele expuse agentului inductor al anxietatii (FG), in comparatie cu grupul
CMC. Q, HM si HP au scazut exprimarea IL-10, cit si a IL-1B in hipocamp, comparativ cu lotul FG. Administrarea

APZ a fost asociati cu sciderea IL-1p doar in hipocamp (A,C). Valorile sunt exprimate ca medie + SD. "p < 0.05;
“p <0.01; 7" p < 0.001.
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Fig. 42. Cuantificarea exprimarii NF-kB si pNF-kp la lotul Control si la grupurile experimentale. Exprimarea NF-
kpB si pNF-kp a fost analizata prin Western blot. Analiza imaginilor cu benzile rezultate in urma Western blot a fost
efectuata prin densitometrie. Rezultatele au fost normalizate fatd de B-actind. 1 - 6: hipocamp (1 - CMC; 2 - FG; 3
-APZ+FG;4-Q+FG;5-HM+FG; 6 - HP + FG); 7 - 12: lob frontal (7 - CMC; 8 - FG; 9- APZ + FG; 10 - Q
+ FG; 11 - HM + FG; 12 - HP + FG). Administrarea de FG a crescut semnificativ nivelul NF-kB in hipocamp si a
scazut exprimarea factorului nuclear kP si a formei activate a acestuia (pNF-kB) in lobul frontal, comparativ cu
grupul de Control. APZ a amplificat exprimarea NF-kp atit in hipocamp, cét si in lobul frontal. Q a stimulat
exprimarea pNF-kB in hipocamp, in timp ce, in lobul frontal, administrarea HM a condus la cresterca
semnificativi a NF-kp si pNF-kB. In hipocamp, HM a scizut exprimarea NF-kB si pNF-kB. Valorile sunt
exprimate ca medie +SD. “p <0.05; "p <0.01; ™ p < 0.001 (Sevastre-Berghian si colab., 2018).
6.7.2. Concluzii

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

terapeutice) in terapia anxiolitica.
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6.8. Efectul extractului de Cornus mas L. asupra arhitecturii si apoptozei testiculare

Fig. 43. Aspecte ale structurii testiculare evidentiate prin coloratia H&E (A - C) (x 100, scala = 100 pm) si
evaluarea celulelor apoptotice prin testul TUNEL (D - F) (x 400, scala = 20 pm) la 7 zile dupa tratamentul
cu nanoparticule de Ag functionalizate cu C. mas, la grupul Control (A, D) si la loturile experimentale (B, C,
E, F). sl - spermatocite primare; sll - spermatocite secundare; st - spermatidii; sp - celule spermatice.
Semnalul pozitiv al TUNEL (spoturi verzi) a fost observat n tesutul interstitial (it) la Control (D), T7D1 (E)
si T7D2 (F) (Opris si colab., 2019).
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Fig. 45. Numarul de celule apoptotice la T7 (A) si la T15 (B), la Control si grupurile experimentale.
Apoptoza a fost semnificativ crescuta la grupurile tratate cu AgNP-CM, comparativ cu grupurile Control,
atat la 7, cat si la 15 zile, dupa incetarea administrarii de AgNP-CM . Valorile sunt reprezentate ca medie +
SD (" p < 0.001, comparatie cu lotul C - Control; * p < 0.01, comparatie cu lotul D2).

6.8.2. Concluzii

In cazul modelului biologic folosit, in care, AQNP-CM au fost administrate in conditii
normale, s-a remarcat, ca si in cazul studiilor cu alicind, plasticitatea structurala si metabolica a
sobolanului alb Wistar. Totodata, prezenta compusilor din C. mas a determinat stimularea
actiunii AgNP relevatd de amplitudinea apoptozei si a leziunilor testiculare observate (Opris si
colab., 2019).
7. STRES OXIDATIV INDUS PRIN STRES NEUROPSIHIC - BIOLOGIA MECANISMELOR CELULARE
DIN HIPOCAMP IMPLICATE TN ADAPTARE LA FACTORUL STRESOR

7.1. Design experimental

Tabelul 22. Designul experimental al studiilor referitoare la biologia stresului neuropsihic si legatura acestuia cu

statusul redox

Probe recoltate Analize efectuate

C - Control sange

3-NT, CAT, GPX, CS

S3D - 3h/zi expunere la stres de imobilizare, timp de 3

zile consecutiv _ Col. Nissl, Col.
S7D - 3h/zi expunere la stres de imobilizare, timp de 7 creier Acridinorange, CyOx,
zile consecutiv ATPaza, MAO

Legenda: 3-NT - 3-nitrotirozind; CAT - catalaza, GPX - glutation peroxidaza; CS - corticosteron; CyOx -

citocromoxidazd; ATPaza - adenozintrifosfataza; MAO - monoaminooxidaza (Toma si colab., 2017).

41




2000+ *® & 80+ o l
oy

15004 I 60—
E E
1000 £ 40-
2 =
5004 204
0 T 0 T
(A) v (B) ¢
0.25- " | 259
0.20 20
0.15 5 154
- -
£ 3
= 0.10- 104 ——
0.05+ 5
0.00 . 0 .
- ¢ >
(©) ¢ g g® (D) < &

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

*kk

p < 0.001 (Toma si colab., 2017).
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Fig. 47. Determinarea dinamicii CyOx, ATPazei si MAO la Control si la loturile experimentale. Graficul
ilustreaza efectul, dependent de timp, al stresului asupra functiei mitocondriale si a semnalizarii serotoninergice
evaluate prin intermediul histoenzimelor. Mediatia serotoninergicd (MAO ca indicator al acesteia) s-a dovedit a fi
mai consolidatd decit enzimele mitocondriale CyOx, respectiv ATPazi. Evaluarea reactiei histochimice a fost
efectuatd dupa metoda lui Grover si colab. (2015): 4 - reactie foarte intensd; 3.5-3 - reactie intensa; 2.5 - reactie

moderatd; 2-1 - reactie slabd; 0 - reactie negativa.
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Fig. 48. Structura ariei CA3 hipocampice la Control (C) si la grupurile experimentale, in urma marcarii acizilor
nucleici cu acridinorange. Se observa activarea celulelor gliale, in jurul curburii ariei CA3, cu o rata proportionald

cu timpul de expunere la stres. Col. Acridinorange, X 200 (Toma si colab., 2017).
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Fig. 49. Structura ariei CA3 hipocampice la Control (C) si la grupurile experimentale. Coloratia Nissl demonstreaza
absenta modificarilor in arhitectura ariei, in procesul neurosecretor sau sub aspectul morfologiei neuronale.
Graficul reprezinta valorile medii ale densitatii optice integrate pentru coloratia Nissl (filtru albastru - violet).
Rezultatele masurdrii densitatii optice integrate demonstreaza absenta modificarilor sub aspectul dinamicii

substantei Nissl. Col. Nissl, x 200 (Toma si colab., 2017).
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8. CONCLUZII GENERALE

(1) Folosirea in vivo a unor proteine prooxidante, alaturi de diverse molecule rezultate prin
derivatizarea Hb sau Hr, a evidentiat: (i) reactia imuna exclusiv umorald, aparuta in urma
expunerii la derivati ai Hb respectiv Hr; (ii) intersectia imunitatii umorale cu hemostaza via
trombocite, fibrinogen si imunoglobuline, atunci cand biosistemul identificd proteine specifice
sangelui; (ii1) modularea reactivitatii prooxidante a derivatilor de Hb/Hr a condus la modularea
efectelor fiziopatologice ale acestora; (iv) intre stresul oxidativ si raspunsul inflamator sistemic
exista o relatie de directd proportionalitate.

(I1) Stresul oxidativ, asociat cu neuropatologii (tulburari de memorie, anxietate) sau cu
modularea reactiei imune, a demonstrat caracterul pleiomorf al reactivitatii modelului biologic
folosit. S-a observat activitatea antioxidantd cerebrald a curcuminei, prin modularea caii de
semnalizare mediatd de NF-k, ERK1/2 si iNOS, dupa administrarea unei doze de diazepam
(agentul care a destabilizat balanta redox cerebrald).

(111) In conditii normale, alicina a jucat un rol de stimulator al limfocitelor B, prin intermediul
receptorului SCAR B1, a carui cale de semnalizare s-a intersectat cu cea a BCR (B Cell
Receptor), conducand la amplificarea secretiei de imunoglobuline. In paralel, cu cresterea
sintezei si eliberdrii imunoglobulinelor, stresul oxidativ a fost diminuat. Mai mult, o serie de
date experimentale obtinute de noi au demonstrat cd, existd relatii de inversa sau directa
proportionalitate intre stresul oxidativ si reactia inflamatorie sistemica, respectiv raspunsul imun
mediat umoral. Modelul biologic, insa, a evidentiat caracterul polifactorial al stresului oxidativ
si a demonstrat ca, diferiti compusi destinati variatelor scheme de tratament, actioneaza dupa
legi comune si, totodata, s-a constatat caracterul deosebit de dinamic si, adesea contradictoriu, al
parametrilor stresului oxidativ

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

(V) Modelul biologic folosit a scos in evidentd ordinea intrarii in reactia defensiva a
biosistemului model (sobolanul alb Wistar) prin intermediul reactiilor adaptative (i) biochimice
si (i1) tisulare. Modelul biologic a aratat, de asemenea, ca organele asociate axei functionale
HHHS sunt in prima linie de reactie adaptativa, urmate de organele cu rol principal metabolic
(ficat, rinichi). S-a putut observa bioactivitatea specifica a extractului de L. album, fundamentata
pe prezenta in extract a unor iridoide precum SME si ASME. Aceste iridoide au fost
responsabile si de efectele regenerative ale extractului de L. album asupra girusului dentat.

(V1) n cazul testelor in vivo, pentru conturarea bioactivititii specifice, extractul din fructe de

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

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

(V1) Tn cadrul modelului biologic al steatohepatitei nealcoolice, s-a putut obseva ci prezenta
antioxidantilor dintr-un extract vegetal nu are a priori efecte benefice, matricea de administrare
avand un rol decisiv sub aspectul efectului biologic al extractului.

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

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

(X1) Tn cazul modelului biologic folosit, in care, AgNP-CM au fost administrate in conditii
normale, s-a remarcat, ca si in cazul studiilor cu alicina, plasticitatea structurala si metabolica a
sobolanului alb Wistar. Totodata, prezenta compusilor din C. mas a determinat stimularea
actiunii AgNP relevata de amplitudinea apoptozei si a leziunilor testiculare observate

(XI1) Modelul biologic al stresului de imobilizare, ca model pentru stresul neuropsihic, a
evidentiat un nou rol pe care hipocampul il are in adaptarea la stresul nitrooxidativ si
neuropsihic. Modelul biologic a relevat un mecanism de stress-buffering al ariei CA3 pe care

sobolanul Wistar I-a dezvoltat. Studiile aprofundate vor evidentia, prin prisma proprietatii de
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stress-buffering, legatura dintre modificarile prezentate in aceasta Teza de Doctorat si ecoul
comportamental al expunerii repetate la stres.

Modelele biologice in cadrul carora s-au derulat cercetarile noastre au avut ca numitor
comun, biologia si patologia stresului oxidativ. Cercetarile s-au derulat folosind modele
experimentale ale diverselor conditii patologice (stres neuropsihic, tulburoare anxioasa,
intoxicatie etilica, steatohepatitd), sau sobolani albi Wistar cu status normal din punct de vedere
fiziologic (testarea derivatilor din Hb/Hr, a alicinei, curcuminei sau a noilor mecanisme
implicate 1n adaptarea la stres neuropsihic). Elementele de convergentda ale modelelor
experimentale normale sau patologice, studiate pe sobolanul alb din rasa Wistar, cuprind:

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

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

(ili) modelele biologice normale (fira conditie patologicd) reflectad bioactivitatea
moleculei/compusului/extractului vegetal testat, intr-o forma mai restransd decdt testarile
efectuate cu modele biologice ale unor patologii, Tn care pentru molecula/compusul/extractul
vegetal testat se scot 1n evidentd multiple implicatii metabolice, structurale sau
comportamentale;

(iv) alegerea modelului biologic nu se face dupa ce ar vrea experimentatorul sa obtind, ci dupa
specificul (caracterizare fizica, chimica, studii in silico sau dupa caz, in Vitro)
moleculei/compusului/extractului vegetal testat, fata de care se asteapta anumite efecte
biologice;

(v) modelele biologice sunt sisteme functionale pleiomorfe, care scot in evidenta pleiomorfismul
moleculei/compusului/extractului vegetal testat;

(vi) proportional cu complexitatea modelului biologic si a analizelor efectuate, subiectul cercetat
este sustinut cu date multidimensionale (moleculare, metabolice, morfologice, de interactiune in
caile de semnalizare, comportamentale etc.), iar apropierea de adevarul stiintific este mai mare;
(vii) in reactia adaptativa, la anumiti factori perturbatori, exista forme de adaptare, pe care le
incadram in forme adaptative tampon, capabile si mentind balanta redox, metabolicd etc. o
perioada definita de timp; dupa epuizarea acestor coping buffered reactions, biosistemul va

declansa mecanismul adaptativ propriu-zis (dupa cum s-a observat in Capitolul 7).
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= Biological models of autism spectrum disorders: valproate, oxidative stress and development,
Conferinta Interdisciplinara a Doctoranzilor UBB, Baru, iunie, 2016.
= Cellular and biochemical coordinates related to CA3 hippocampal field in repeated restraint stress,
Conferinta Nationala Societatii Romane de Biologie Celulara, Oradea, tunie, 2016.
= Brain Electrophysiological Features of Autism-Spectrum Disorders (ASD): Experimental and
Clinical Aspects Related to Valproic Acid Therapy, Conferinta Nationala de Biofizica, iunie,
2016.
= Coordinates of genetics of autism spectrum disorders. A review studies of the ASD-related
genes in humans and lab animals, Conferinta Internationala a Studentilor Psihologi, mai, 2016.
= Valproic acid-induced autism spectrum disorders symptoms: theoretical, clinical and experimental
coordinates, Neuroscience 2016 Virtual Conference, CA-USA, Section: Neuron Biology, martie, 2016.
Hemoglobin based blood substitutes behavior in hemorrhagic conditions, Conferinta Nationala
a Societatii Romane de Biologie Celulara, Baia-Mare, iunie, 2015.
= ”Artificial Blood”- Newly developed blood substitutes tested on laboratory animals and cell
cultures. Preliminary results, Conferinta Internationald a Societatii Romane de Biologie
Celulara, Targu-Mures Romania, June, 2014.

BURSE DE CERCETARE
SOE Scholarship (DAAD Stipendium), Universitat Leipzig 2015/2016, 6 luni.
World Federation of Scientist, Switzerland, 2014/2015, 12 luni

Bursa de Performanta Stiintifica, Universitatea Babes-Bolyai, 2012/2013, 10 luni
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CURSURI DE SPECIALIZARE
- The Teen Brain: Insights from Neuroimaging, Course, CME Consultants in association with
LabRoots, Inc, CA, USA (2016)
- Regulation and Function of Neurogenesis in the Adult Hippocampus, Course, CME Consultants in
association with LabRoots, Inc, CA, USA (2016)
- The Neurobiology of Temperament and Mood, Course, CME Consultants in association with
LabRoots, Inc, CA, USA (2016)
- Workshop in Stiinta Animalelor de Laborator, organizat de Asociatia Romand pentru Animale
de Laborator si Directia Nationald Sanitar-Veterinara si Sigurantd Alimentara.
PROIECTE DE CERCETARE
PN-111-P1.2-PCCDI-2017-0387 “Emerging technologies for the industrial capitalization of 2D
structures (graphene and nongraphenic)” (membru).
PN16-30 02 03 “Tehnologii avansate pentru producere, recuperare si stocare de energie (OI.
Valorificarea potentialului de piata al rezultatelor CD din INCDTIM prin dezvoltarea de solutii
inovative in domeniul energiilor alternative, tehnologiilor izotopice si al ingineriei Hi-Tech)”
(membru).
PNO09-440.213 ,, Evaluarea biochimica si biofizica a unor proteine implicate metabolismul oxidativ,
Faza 1-2014/Fazele 11-111-1V-2015, INCDTIM Cluj-Napoca (membru).
PN 09-360.202 ’Studii morfologice, fitocenologice, biochimice si histochimice (histoenzimologice) a
unor specii oficinale bogate in principii active, cu scopul obtinerii unor produse farmaceutice” Faza
111/2013, Faza 11/2014 Faza 11-2015, INCDSB Bucuresti, ICB Cluj-Napoca (membru).
INDICE HIRSCH :
5 (la 19.03.2020) (Google Scholar)
NUMAR DE CITARI
63 (Google Scholar) (la 19.03.2020)
FATOR DE IMPACT CUMULAT:
41.795 (la 19.03.2020)
ADRESA GOOGLE SCHOLAR:
https://scholar.google.com/citations?user=kwFAGDUAAAAJ&hI=ro

ACTIVITATE ADMINISTRATIVA:
07.2016 - prezent - Membru Tn Consiliul pentru Studiile Universitare de Doctorat (CSUD)
Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Institutul de Studii Doctorale
Tipuri de activitdti: acreditarea Scolilor Doctorale, vot privind acceptarea in Scolile Doctorale a
candidatilor abilitati, etc.

12.01.2017 - prezent: Coordonator la Colegiul Studentesc de Performanti Academicia al
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Universititii Babes-Bolyai, prin decizia Rectorului nr. 426/12.01.2017
Tipuri de activitati: cresterea calitatii, cercetare interdisciplinard, coordonare activitati, organizare de
competitii interne de proiecte in vederea finantarii acestora, evaluator, membru in comisiile de
admitere.

MULTUMIRI
Nihil sine Deo! Ajungerea in acest moment al evolutiei academice si acesta Teza de Doctorat, nu
ar fi fost posibile fara sustinerea familiei, care, inca de la varsta de 12 ani, mi-a Ingdduit
transformarea camerei intr-un laborator de biologie si chimie, in interiorul caruia, cale de mai
bine de 10 ani, am derulat activitati atat de frumoase si creative. Multumesc matusii pentru
cartile respectiv contactele oferite de-a lungul dezvoltarii mele, cu laboratoare si institutii
medicale care m-au inspirat. De aici multumesc personalului Laboratorului Clinic al S.J.U.
Bistrita, doamnei Angela Socolean si domnului chim. Adrian Cop.

Profesorilor mei, doar celor care merita aprecieri, Geta Lapuste, regretatei Leontina
Rusan, Mariei Pop, Luciei Nagy, Claudiei Ladar si Monicai Bojor, le multumesc pentru ceea ce
au reusit sa faca pentru dezvoltarea mea academica si sociala.

Recunostinta si multumiri aduc colaboratorilor din Facultatea de Biologie si Geologie
(Tehn. Lucia Boanca, Tehn. Anamaria Rabulea, Tehn. Septimiu Tripon, Conf. Dr. Lucian
Barbu-Tudoran, Dr. Laura Patras, Lector dr. Emilia Licarete, Lector dr. Alina Sesarman, Conf.
dr. habil. Manuela Banciu, Prof. dr. Doina Sandu, Acad. prof. dr. Octavian Popescu), care au
avut incredere in ideile mele si au depus eforturi pentru evolutia mea.

Multumesc Catedrei de Fiziologie a UMF ,luliu Hatieganu”, Lector dr. Alexandra
Sevastre, Asist. dr. loana Baldea si Prof. dr. Adriana Filip, aldturi de care am parte de experiente
academice deosebit de productive. De asemenea, aduc multumiri domnului Conf. dr. Adrian
Florea, pentru deschiderea doveditd in raport cu interpretarea datelor experimentale si pentru
colaborarea sustinuta.

Multumesc domnului Conf. dr. Bogdan Sevastre, de la USAMV Cluj-Napoca, Disciplina
de Fiziopatologie, care, de la inceputurile mele in cercetare, mi-a fost alaturi, m-a sustinut
stiintific si material, si continua sa ramana un colaborator apropiat.

De la Facultatea de Chimie si Inginerie Chimica a UBB, voi avea recunostind eterna
pentru domnul Conf. dr. Radu Silaghi-Dumitrescu, cel care mi-a format viziunea asupra datelor
experimentale, asupra firului rosu al unei cercetari si gratie caruia, am dezvoltat cele mai multe
conexiuni inter-institutionale si am realizat primele articole 1SI.

Multumesc doamnei CS | Dr. Eva Fischer-Fodor de la Institutul Oncologic ,Jlon
Chiricuta” din Cluj-Napoca, pentru necontenita daruire pentru ideile mele si pentru sustinerea

acestora.
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Multumesc domnului CS I Dr. Ioan Turcu de la INCDTIM Cluj-Napoca pentru
sustinerea fara echivoc al oricarui demers stiintific pe care l-am initiat, pentru aprecierea pe care
a dovedit-o fata de mine, cat si pentru sustinerea materiald continud, in toti acesti ani.

Sunt recunoscator Societatii Romane de Biologie Celulara, doamnei Acad. Maya
Simionescu si regretatului Prof. dr. Constantin Craciun, care au identificat in cele prezentate de
mine la congrese de-a lungul anilor, idei valoroase, dupa cum chiar domniile lor au spus.

Gratitudine si multumiri aduc Institutului de Cercetari Biologice din Cluj-Napoca,
Laboratorului de Fiziologie Animald condus de doamna CS III Dr. loana Roman, care de la
prima intélnire, n vara anului 2013, a manifestat o deschidere si flexibilitate pentru colaborare,
admirabile. Gratie acestei colaborari, au fost posibile experimentele ale caror rezultate sunt
expuse in aceastid Teza de Doctorat. In Institutul de Cercetiri Biologice, am avut parte de cea
mai dinamica dezvoltare sub aspectul tehnicilor de laborator si a orientdrii spre un anumit
subdomeniu al cercetarii biomedicale, cel al Neurobiologiei, Histologiei si Imunohistochimiei,
cu un interes deosebit in patologia stresului oxidativ cu implicatii in neurodezvoltare.
Multumesc de asemenea doamnei CS I Dr. Sorina Farcas, directorul Institutului de Cercetari
Biologice din Cluj-Napoca, pentru intelegerea acordatda in toti acesti ani, domnului Prof. dr.
Nicolaie Dragos, pentru discutiile stiintifice deosebit de consistente pe care le-am purtat de-a
lungul timpului precum si domnului CS | Dr. Martin Keul, pentru oferirea, acum 7 ani, a
primului microscop de cercetare Carl-Zeiss, in cadrul Institutului de Cercetari Biologice Cluj-
Napoca, cu ajutorul ciruia am realizat primele imagini histologice proprii.

Multumesc colegilor, Drd. Anca Farcas, Drd. Bogdan Tigu, Drd. lasmina Moza, Drd.
Raluca Gherman, Drd. Alexandru Farcasanu, Drd. Andrei Stefancu, Drd. Catalin Hadadea, Drd.
Sorin Gaina, Dr. Razvan Opris, Dr. Maxim Morariu, lui Bogdan Dume, Rares Tranca, Iuliana
Petrescu, Andrei Dalalau, Veronica Isaila, Bianca lonel, Cezara Zagrean-Tuza, Florin Teleanu si
altora ca ei, alaturi de care am lucrat sau am dezvoltat discutii care m-au inspirat.

Recunostinta si multumirile din partea mea se indreaptd acum catre domnul Prof. dr.
Marcel Parvu, coordonatorul meu pe parcursul stagiului doctoral, cel care a avut si are, o
contributie determinantd in orientarea mea in carieri. Increderea reciproci, perspicacitatea,
gindirea anticipativd, admiratia biunivoca, rigurozitatea stiintifica si climatul calm de care am
avut parte, au contribuit la constructia mea ca om de stiintd independent.

Eius memoria numquam perdentur!
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