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INTRODUCERE

Studiul eficacitatii si toxicitatii administrarii unor substante chimioterapeutice
prezinta in contextul medical actual un interes deosebit care se confrunta cu cresterea
incidentei unor boli cum ar fi: cancerul, alergii, bolile autoimune, etc. Administrarea
citostaticelor in chimioterapia anticanceroasa manifesta de cele mai multe ori efecte toxice
secundare provocand dereglarea functionalitatii metabolismului celular al tesuturilor si
organelor secundare.

Majoritatea citostaticelor 1si exercita efectele asupra proliferarii celulare si cresterii
tumorale [1]. Una dintre caracteristicele importante a chimioterapiei clasice este absenta

Dintre citostaticele utilizate in practica medicald, mitoxantrona este un antibiotic
non-antraciclinic din clasa antracendionelor (o clasa noua de citostatice), avand indicatii
terapeutice multiple: leucemii acute limfocitare, leucemii acute non-limfocitare, leucemii
mieloide cronice, limfoame maligne, cancere mamare avansate si recidivate, cancere
ovariene, cancere de prostata hormono-rezistente, hepatocarcinoame [1].

Tetraclorura de carbon (CCl4) este un hepatotoxic foarte des folosit 1n zilele noastre
pentru a evalua activitatea hepatoprotectoare a diferitilor compusi. Leziunea hepatica
produsa de tetraclorura de carbon (CCls) se caracterizeaza prin leziuni tisulare progresive,
incepand cu inflamarea si necroza, urmate de fibroza si terminandu-se cu ciroza. Rapoarte
anterioare au aratat faptul ca inflamatia este initiata de eliberarea unor mediatori
proinflamatori, inclusiv TNF-a, COX si IL-6 in conditiile de stres al speciilor reactive de
oxigen (ROS) in hepatotoxicitatea indusa de CCls, in paralel cu dezvoltarea unor procese
apoptozice.

In ultimul timp o serie de produse naturale obtinute dintr-o serie de plante
medicinale traditionale au fost tot mai mult cercetate si investigate din punct de vedere
chimic si biologic pentru efectele lor de stimulare a unor functii ale organismului.

Polifenolii constituie un grup larg de produsi naturali de o mare diversitate
structurala. Printre polifenoli, flavonoidele sunt o grupa despre care se stie ca au implicatii
multiple: efect antiaterosclerotic [3], antiinflamator [4], antiproliferativ [5] si antioxidant

datorita potentialului redox scazut si a capacitatii de a ceda electroni si atomi de hidrogen

[6].



Rutinul este un polifenol natural care prezinta importante proprietati farmaceutice:
antioxidant, antitrombotic dar si un remediu Impotriva alergiilor [7]. Quercetina a
inregistrat proprietati de protectie Impotriva peroxiddrii lipidice in fosfolipidele
bistratificate datorita proprietatilor sale antioxidante [8]. Hesperetina exercita activitati
antialergice [11,12], antiinflamatorii [13,14], anticancerigene [15] si antiaterogene [9,10].

Crisin a devenit un candidat pentru sanatate, datorita bioactivitatii sale multiple
cum ar fi: activitatiile antioxidante [16], antialergice [17], antiinflamatoare [18], anxiolitice
[19] si antihipertensive [20]. Silimarina s-a demonstrat a avea aplicatii clinice in
tratamentul hepatitei toxice, ficatului gras, cirozei, leziunilor ischemice, toxicitatii de la
radiatii si hepatitei virale, prin efectele sale antioxidative, antiperoxidative asupra lipidelor,
antifibrotrice, antiinflamatoare, imunomodulatoare si de regenerare hepatica [21].

In acest context lucrarea si-a propus selectarea unor extracte vegetale cu continut
bogat in compusi flavonoidici, obtinute din plante pentru performantele observate in
preventia si terapia unor patologii, investigarea potentialului citoprotector si a
interferentelor cu medicamentele conventionale, in vederea elucidarii unor mecanisme
farmacodinamice de protectie celulara si a implicarii produselor fitoterapice in aceaste
mecanisme.

O preocupare majora cercetarilor toxicologice pe plan international este gasirea
unor solutii de prevenire sau eliminare a efectelor adverse ale unor medicamente de
sintezd, de identificare si evaluare a unor noi mijloace de protectie a tintelor agresiunii
toxice la nivel hepatic.

Scopul cercetarilor efectuate a fost de a evalua efectele protectoare ale Crisinei
impotriva leziuni acute induse de CClssi Mitoxantrona si un posibil mecanism de actiune
protectoare dar si evaluarea si compararea efectelor protectoare a unui grup de
antioxidanti Impotriva CCl4 - citotoxicitate indusa in celulele Huh-7.

Consider ca aprofundarea bazei stiintifice si elucidarea mecanismelor de actiune a
acestor preparate la nivelul ficatului, precum si aspecte legate de posibila aplicare a lor in

terapeutica ca adjuvante, pot fi de o reala utilitate In practica medicala.
I. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Partea generala a tezei este structuratda Tn cinci capitole care prezinta date de
actualitate din literatura referitoare la tema studiata. Primul capitol intitulat ” Rolul central

al ficatului Tn metabolismul xenobioticelor” prezinta notiunile teoretice de anatomie si cele



de fiziologie si sublineaza importanta cunoasteri acestora in vederea intelegerii dezvoltarii
fiziologice a ficatului si pentru a sesiza eventualele transformari fiziologice.

Capitolul al doilea descrie principalele tipuri de xenobiotice, care in contact direct
sau indirect cu organismele vii, pot sa induca alterari de diferite intensitati ale structurilor
si echilibrului functional, deci practic perturba homeostazia organismului putand genera
stari patologice.

Capitolul intitulat "Bioactivarea xenobioticelor Tn metaboliti reactivi” descrie
reactiile de biotransformare a xenobioticelor si peroxidazele. Tot in acest capitol, mai sunt
descrise si aspectele importante referitoare la citocromii P450. In urmitorul capitol
intitulat ”Modificari histopatologice si functionale la nivel hepatic determinate de
metabolizarea xenobioticelor” sunt prezentate principalele leziuni hepatice precum si
diagnosticul lor cu ajutorul unor biomarkeri de laborator.

Ultimul capitol, “Extracte si principii bioactive de origine vegetala cu efect
hepatoprotector” prezinta succint date definitorii pentru extractele si principiile bioactive
de origine vegetala importante In aceasta cercetare si anume importanta lor 1In

hepatoprotectie.
II. CONTRIBUTIA PERSONALA

Partea speciald a tezei de doctorat cuprinde prezentarea materialului de lucru si a

metodelor utilizate in cercetare precum si descrierea pe larg a celor trei studii realizate in

vederea atingerii obiectivelor propuse.
2.1. Motivatia

Hepatoprotectia este un subiect de interes mondial, deoarece afectiunile hepatice
sunt frecvent intalnite, iar nevoia transplanturilor de ficat este in crestere in ultimii ani,
reducand drastic numarul celor care pot indeplini cerintele unui transplant de ficat.

O serie de medicamente au fost indentificate ca factori de leziune hepatica, motiv
pentru care majoritatea dintre ele au fost retrase de pe piata. Leziunile hepatice cauzate de
medicamente reprezinta 5% din motivelele de spitalizare si 50% dintre insuficientele
hepatice, iar varsta, etnia, sexul, starea nutritionald, pre-existenta unor boli hepatice,
functia renala defectuoasa, sarcina, durata indelungata si dozajul toxic al medicamentului,
precum si reactiile cu anumite enzime ori cu alte medicamente sunt factori care contribuie
la accentuarea acestor leziuni.

In ultimul timp au apirut o serie de produse naturale obtinute din plante

medicinale, cu efecte benefice diverse, care pot inlocui efectele brutale ale medicamentelor.



Flavonoizi ai caror efect hepatoprotector am ales sa-l1 studiez sunt: Crisina,
Quercetina, Hesperetina, Rutina si Silimarina. Flavonoidele sunt o grupa despre care se
aratd cd au implicatii multiple si complexe: actiune antioxidanta, antiinflamatoare,
capacitate de curatare a radicalilor liberi, de prevenire a bolilor coronariene si actiune
anticancerigena.

Prin aceasta teza doresc sa evidentiez posibilele efecte benefice aduse ficatului de

catre aceste flavonoide.
2.2. Obiective

Cercetarile experimentale prezentate in aceasta teza de doctorat au constat in
urmarirea efectelor induse de administrarea produselor vegetale, asupra structuri si
functiei ficatului la soareci CD-1, in trei conditii experimentale:

- evaluarea si compararea efectelor protectoare a unui grup de antioxidanti

(Rutin, Hesperetin si Quercetin) impotriva CCls - citotoxicitate indusa de celulele
Huh-7 (linie celulara de tumoare hepaticdi umanad). Formele formulate ale
antioxidantilor au fost proiectate pentru a creste solubilitatea si
biodisponibilitatea extractelor neformulate. Ambele ciclodextrine a si 8 au fost
folosite, iar proprietatile lor de crestere a efectelor antioxidante au fost de
asemenea evaluate;

- urmdrirea efectelor protectoare ale Crisinei impotriva leziunii acute induse de
tetraclorura de carbon (CCls4) si un posibil mecanism de actiune protectoare. In
plus, interactiunea dintre Crisina si citokina proinflamatorie TNF-a a fost
evaluata prin procedeul de modulare moleculara computationala;

- urmdrirea efectelor protectoare ale Crisinei asupra structuri si functiilor
ficatului la soareci CD-1 impotriva leziuni induse de administrarea de

Mitoxantrona si un posibil mecanism de actiune.
2.3. Metodologie generala

Studiile pe care m-am concentrat in analiza efectelor acestor produse vegetale la
nivelul ficatului soarecilor CD-1 au fost de tip biochimic, pentru a evalua starea generala a
ficatului, structurala si ultrastructurald, pentru a evalua eventualele modificari induse de
aceste extracte vegetale. In studiul in Vitro, am analizat capacitatea citostatica si
antitumorala a celor trei antioxidanti (Rutin, Hesperetin si Quercetin), urmarind parametri

de viabilitate si analizand efectele morfologice induse de cei trei antioxidanti.



Studiile experimentale efectuate si prezentate in capitolele urmatoare ale tezei, au
fost realizate pentru descifrarea efectelor induse de actiunea urmatoarelor flavonoide:
Crisin, Rutin, Hesperetin, Quercetin si a Silimarinei; precum si asupra structurii si
functiilor ficatului, atat in conditii normale, cat si dupa administrarea de Mitoxantrona sau
CCla.

Analizele statistice au fost efectuate prin intermediul unor grupe de tratament
variate folosind testul t-Student. Diferentele s-au considerat semnificative cand p<0.05. De
asemenea s-a folosit analiza unidirectionald a variatiei (ANOVA) cu software-ul Stata 13
(StataCorp LP, Texas, USA). O valoare de p<0.05 a fost considerata semnificativa din punct
de vedere statistic.

S-au folosit soareci CD1 care au fost crescuti in regim si conditii standard in Biobaza
Universitatii de Vest “Vasile Godis” din Arad. Protocoalele experimentale au fost aprobate
de catre Comisia de Etica a Cercetarii stiintifice din Universitatea de Vest “Vasile Godis” din

Arad.

III.CERCETARI IN VIVO PRIVIND ACTIUNEA
HEPATOPROTECTOARE A FLAVONOIZILOR
IMPOTRIVA TOXICITATII INDUSE DE
TETRACLORURA DE CARBON (CCl,)

3.1. Ipoteza / scop / obiective

Acest studiu a fost efectuat in vederea evaluarii si compararii efectelor protectoare a
unui grup de antioxidanti impotriva CCls - citotoxicitate indusa in celulele Huh-7. Formele
formulate ale antioxidantilor au fost proiectate pentru a creste solubilitatea si
biodisponibilitatea extractelor neformulate. Ambele ciclodextrine a si 8 (a-CD si 3-CD) au
fost folosite, iar proprietatile lor de crestere a efectelor antioxidante au fost de asemenea

evaluate.

3.2. Materiale si metode

3.2.1. Cultura celulara

Pentru acest studiu s-a folosit linia celulara Huh-7 (ATTCC-USA). Linia celulara de
tumora hepaticd umanad, Huh-7 prezinta asemandri metabolice cu celulele hepatice

normale si este mai stabila in comparatie cu celulele hepatice umane primare [315].



3.2.2. Tratament celular

Au fost testate trei tipuri de flavonoizi: rutina (R), hesperetina (H) si quercetina (Q),
pentru efectul proliferativ asupra liniei celulare Huh-7. S-au folosit atit extracte
neformulate si formulate nano-incapsulate. Extractele formulate au fost preparate in a - CD
si - CD.

3.2.3. Testul de toxicitate MTT

Celulele au fost insamantate In placi cu 96 de godeuri, iar dupa 24 de ore de la
insamantare au fost tratate pentru 48 de ore atat cu extracte de flavonoide neformulate cat
si cu extracte de flavonoide nano - incapsulate in ciclodextrina a si . Viabilitatea celulara a
fost evaluata printestul MTT dupa 48 de ore.

3.2.4. Analize statistice

Analizele statistice au fost efectuate prin intermediul unor grupe de tratament
variate folosind testul t - Student. Diferentele s-au considerat semnificative cand p<0.05.
Informatiile sunt prezentate ca medie * SD pentru triplicat, valori P statistic semnificative

**p<0.001; **p<0.0001 impotriva valorii standard normale, p<0.05 impotriva CClas,

3.3. Rezultate

Viabilitatea celulara si efectul protector al extractelor de flavonide (rutina,
hesperetina si quercentina) au fost evaluate pe baza testului MTT.

Portocolul experimental a cercetat avantajul protector impotriva citotoxicitatii
induse de CCls a unui extract de flavonoid a-CD si 3-CD nano-incapsulat in comparatie cu
extractele neformulate. Celulele Huh-7 netratate au fost folosite pe post de valoare
standard (Fig. 5).

Celulele Huh-7 au fost incubate cu doze echivalente de 5, 7.5 si 10 ug/ml de extracte
formulate si neformulate, pentru 48 de ore. Dupa 48 de ore de tratament cu flavonoidul
rutin (Fig. 6-8) s-a constatat o citotoxicitate semnificativ dependenta de doza pentru
extractele neformulate si formulate cu a-CD. Forma nano-incapsulata cu 3-CD nu a aratat
nici o citotoxicitate si a inregistrat o viabilitate usor crescuta pentru concentratia 7,5 pg/ml
in comparatie cu valorile standard. Referitor la efectul de protectie impotriva citotoxicitatii
induse de CCls, toate extractele de rutina au demonstrat o protectie redusa a liniei celulare

Huh-7 Impotriva citotoxicitatii cu CCl4 (Fig. 5).
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In cazul extractului de Hesperetini, dupd 48 de ore de tratament (Fig. 9-11),
citotoxicitatea dependenta de doza a fost semnificativ mai mica pentru ambele extracte
neformulate si formulate cu a-CD si B-CD. Efectul de protectie fata de CCls a fost
semnificativ mai crescut in comparatie cu extractul de rutin. Extractele neformulate au
prezentat o protectie semnificativ crescuta fata de citotoxicitatea CCl4 la o concentratie de

7,5 ug/ml. Extractele formulate cu -CD au fost mai protectoare si mai putin citotoxice in

comparatie cu valorile standard netratate.
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Figura.4. Viabilitatea celulara a celulelor Huh-7 la 48 de ore de tratament cu

hesperetina neformulata si nano-incapsulata in alpha-ciclodextrina.
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Figura.5. Viabilitatea celulara a celulelor Huh-7 la 48 de ore de tratament cu

hesperetina neformulata si nano-incapsulata in beta-ciclodextrina.
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Figura.6. Prezentarea comparativa a viabilitatii celulare a celulelor Huh-7 la 48 de ore

de tratament cu hesperetinda neformulata si nano-incapsulata in beta-ciclodextrina,

respectiv alpha-ciclodextrina.
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Figura.7. Viabilitatea celulara a celulelor Huh-7 la 48 de ore de tratament cu quercetina

neformulata si nano-incapsulata in alpha-ciclodextrina.
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Figura.8. Viabilitatea celulara a celulelor Huh-7 la 48 de ore de tratament cu quercetina

neformulata si nano-incapsulata in beta-ciclodextrina.
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Figura.9. Prezentarea comparativa a viabilitatii celulare a celulelor Huh-7 la 48 de ore

de tratament cu quercetind neformulata si nano-incapsulata in beta-ciclodextrina,
respectiv alpha-ciclodextrina.

Flavonoidul quercetinda a demonstrat o citotoxicitate semnificativ dependenta de

doza pentru extractul neformulat, dupa 48 de ore de tratament, dar extractul formulat s-a

dovedit a fi mai putin citotoxic si a asigurat o protectie crescuta impotriva citotoxicitatii cu

CCls. Forma nano-incapsulata cu B-CD nu a aratat nici o toxicitate si a inregistrat valori

crescute de rezistentd pentru concentratiile de 7,5 pg/ml si de 10 pg/ml in comparatie cu

valorile standard.
3.4. Discutii

Rezultatul prezentului studiu a demonstrat faptul ca expunerea liniei celulare Huh-
7 la CCls a avut ca rezultat o proliferare celulara scazuta. Quercetina a demonstrat cel mai
sporit efect de protectie Tmpotriva CCls, urmat de hesperetind. Incapsularea cu -
ciclodextrina s-a dovedit a fi superioara formei formulate de a-ciclodestrina. Rezultatele
noastre sunt in concordanta cu celelalte studii din literatura de specialitate, si indica faptul
ca Incapsularea ciclodextrinelor asigura o solubilitate si o biodisponibilitate sporita, astfel
incat extractul de flavonoid sa-si manifeste actiunea antioxidanta. Extractele formulate si
neformulate de rutina au demonstrat efecte protectoare mult mai reduse In comparatie cu
celelalte doua flavonoide studiate. Formele formulate au aratat de asemenea o proliferare
scazutd In comparatie cu valorile standard, care indica o biodisponibilitate redusa a

flavonoidului rutin 1n forma sa formulata.
3.5. Concluzii

Quercetina n extractele formulate determina o mai buna ameliorare a stresului

oxidativ, are un efect citoprotector si imbunatateste modificarile induse de CCls in



comparatie cu ceilalti flavonoizi studiati, Tn extracte formulate si neformulate. Extractul
formulat bazat pe Iincapsulare cu B-ciclodextrina s-a dovedit a fi superior formei formulate

in a-ciclodextrina.

IV. CERCETARI IN VIVO PRIVIND ACTIUNEA
HEPATOPROTECTOARE A CRISINEI TIMPOTRIVA
ACTIUNII TOXICE ACUTE INDUSA DE
TERTRACLORURA DE CARBON (CCly,)

4.1. Ipoteza / scop / obiective

Rapoartele anterioare au aratat faptul ca inflamarea este initiata de eliberarea unor
mediatori proinflamatori, inclusiv TNF-a, COX-2 si IL-6 In conditiile de stres oxidativ indus
despeciile reactive de oxigen (ROS) in urma administrarii de CCls, in paralel cu dezvoltarea
unor procese apoptozice [326,327]. In primele faze ale leziunii hepatice toxice, s-a
demonstrat o eliberare crescuta a citokinei proinflamatorii TNF-a [328].

In acest experiment am cercetat efectele protectoare ale crisinei impotriva
alterarilor acute induse de CCls precum si un posibil mecanism de actiune al acestui
flavonoid. In plus, interactiunea dintre crisini si citokina proinflamatorie TNF-a a fost

evaluata prin modulare moleculara computationala.
4.2. Materiale si metode

4.2.1. Substante chimice

Crisina 97%, silimarina 98% si carboximetilceluloza au fost procurate de la Sigma-
Aldrich (Germania). Anticorpii anti TNF-a si a-SMA au fost furnizati de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Kitul Novocasta pentru imunohistochimie a fost
cumparat de la Leica Microsystems (Germania).

4.2.2. Animale si Protocol Experimental

S-au folosit soareci masculi CD-1 (20 * 3 g), furnizati de catre Biobaza de animale a
Universitatii de Vest Vasile Goldis din Arad. Animalele au fost tinute intr-un ciclu de 12 ore
lumina / intuneric, cu hrana ad libitum.

Patruzeci de animale au fost folosite 1n acest experiment care au fost impartite tn 5
grupe (grupul de control, grupul CCls, grupul de pre-tratament cu CHR, grupul de pre-
tratament cu SI si grupul CHR).



4.2.3. Activitatea markerilor hepatici serici
Determinarea nivelului de Aspartat aminotransferaza (AST - Transaminaza
glutamoxalica - TGO) si aminotransferaza alanina (ALT) serice au fost evaluate prin metoda
spectofotometrica folosindu-se kituri comerciale (Roche Reagents, Franta) in conformitate
cu instructiunile producatorului.

4.2.4. Examen histopatologic

Sectiuni histologice de ficat cu o grosime de 5 um au fost deparafinate si procesate
conform protocolului de colorare cu Hematoxilind - eozina (H&E). Gradul de alterare
hepatica indus de CCL4 a fost evaluat prin observarea schimbarilor morfologice tisulare.
Sectiuni Inghetate au fost taiate la 8 um folosind un criostat SLEE MNT, fixat in
formaldehida tamponata 10% si colorat cu kitul Oil Red O in conformitate cu protocolul
furnizat de Bio-Optica. Lamele montate au fost examinate la un microscop optic (Microscop
Olympus BX43) si fotografiate utilizand o camera digitala Olympus XC30.

4.2.5. Teste de imunohistochimie

Studiile imunohistochimice au fost realizate pe sectiuni de tesut hepatic cu o
grosime de 4 pm.

Activitatea endogena peroxidazicd a fost blocatd prin incubare in peroxid de
hidrogen 1% in solutie salina tamponata cu fosfat (PBS). Pentru detectia anticorpilor a fost
folosit kitul de colorare Santa Cruz ABC Peroxidase / DAB Staining kit (sc-2017), conform
indicatiilor producatorului.

Dupa neutralizarea peroxidazei endogene, sectiunile au fost incubate cu solutie de
blocare si incubate pe timpul noptii la 4°C cu anticorpi anti - TNF-a sau a - SMA (dilutie
1:100). Detectarea s-a efectuat folosindu-se un polimer (Sistem detectare Novolink max
Polymer, Novocastra Leica Biosystems) si DAB (3,3'- Diaminobenzidina, Novocastra Leica
Biosystems) ca substrat cromogenic. Tesuturile au fost contra-colorate cu hematoxiling,
deshidratate intr-un gradient de alcool si montate. Imaginile au fost obtinute prin
examinare Inmicroscopie optica (Olympus BX43, Hamburg, Germania). Intensitatea imuno-
Bethesda, Maryland, USA). Cinci portiuni au fost alese la intAmplare din fiecare sectiune de
ficat. Aceste valori sunt prezentate prin procentaj maro de campuri pozitive in comparatie

cu valoarea de referinta, care este setatd la 100%.



4.2.6. Microscopie electronica

Specimene de ficat pentru microscopul electronic au fost pre - fixate intr-o solutie
pe baza de glutaraldehida 0.1 cu tampon de fosfat M timp de 1,5 ore, la 4°C. Dupa aceea, au
fost spalate cu tampon de fosfat M 0.15 (Ph 7.2) si post fixate in solutie de acid osmic 2% in
tampon de fosfat M 0.15 timp de o ora la 4°C. Deshidratarea s-a realizat in acetond, si
includerea facuta in rasinad epoxidica incorporata Epon 812. Blocurile au fost sectionate la o
grosime de 70 nm cu ultramicrotomul Leica EM UC7, contrastat de doua ori cu acetat de
uranil si solutie de acetat de plumb si in final analizatelaun microscop electronic TEM
Tecnai 12 Biotwin.

4.2.7. Studiu de modelare moleculara

In acest studiu am luat in considerare domeniul catalitic al proteinei, care a fost
disponibil in Banca de Date a Proteinei (BDP). Structura cristalind a TACE in complex cu un
inhibitor, k682 (ID BDP: 2FV5) [344] s-a luat in considerare pentru studiul de andocare.
Inhibitorul de legatura a fost considerat ca un ligand de referintd, iar aria de actiune a
receptorului a fost definitid prin alegerea reziduurilor din tiieturi de 10 A in jurul
ligandului de referinta. Structura 3-D a crisinei a fost construita folosindu-se interfata de
constructie moleculara HYPERCHEM 8.0 [345] si optimizata folosind campul de forta la o
radicind medie patratd PM3 (RMS) gradient de 0.01 kcal/A mol Polak - Ribiere conjugat cu
gradient algoritm si importat in format mol2.

Crisina a fost andocata in aria de actiune a TACE folosindu-se FlexX [346].
Programul foloseste o procedura de defragmentare care rupe ligandul in fragmente,
plaseaza fragmentul ancora in aria de legatura si apoi construieste intregul ligand. Un total
de 377 solutii de andocare posibile au fost generate si toate solutiile au fost clasificate
folosindu-se o functie de punctare care estimeaza energia libera de legare (AG) a
complexului proteina-ligand. Pregatirea receptorului, a ligandului si toate interactiunile
post-andocare au fost analizate folosindu-se vizualizatorul molecular LeadIT [374].

4.2.8. Analiza statistica

Pentru analiza statistica s-a folosit analiza unidirectionala a variatiei (ANOVA) cu

software-ul Stata 13 (StataCorp LP, Texas, USA). O valoare de p<0.05 a fost considerata

semnificativa din punct de vedere statistic.



4.3. Rezultate

4.3.1. Activitatea transaminazelor serice ALT si AST

In figura 10 si 11 sunt prezentate efectele administririi crisinei timp de 7 zile
asupra activitatii markerilor ALT si AST serici la soareci din diferite grupe de tratament.
Dupa 24 de ore de la administrarea CCls, activitatea markerilor AST si ALT serici a crescut
semnificativ in comparatie cu grupul de referinta (p<0.001). Pre-tratamentul cu crisina a
redus semnificativ cresterea nivelului de aminotransferaza serica, asemanator cu pre-
tratamentul din grupul cu silimarina (p<0.001 in comparatie cu grupul toxic). Grupul
tratat doar cu crisina nu a prezentat nici o crestere a activitatii markerilor ALT si AST In

comparatie cu grupul toxic.
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Figura. 10. Efectul protector al dozei de 50 mg/kg crisina asupra nivelului de AST
seric. Valorile sunt exprimate ca medie (*SD)(n=8). *** Semnificatia statistica la p<0.001
comparativ cu valoarea de referinta. ### Semnificatia statistica la p<0.001 comparativ cu
grupul tratat cu CCls. Dupa administrarea de CClss-a constatat o crestere semnificativa a
markerului enzimatic AST iar pre-tratamentul cu crisina si silimarina a redus semnificativ
cresterea markerului AST.
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Figura. 11. Efectul protector al dozei de 50 mg/kg de greutate corporala a crisinei in
activitatea markerului ALT seric. Valorile sunt exprimate ca medie (+SD)(n=8). ***
Semnificatia statistica la p<0.001 comparativ cu valoarea de referinta. ### Semnificatia
statistica la p<0.001 comparativ cu grupul tratat cu CCls. Dupa administrarea de CClss-a
constatat o crestere semnificativd a markerului ALT iar pre-tratamentul cu crisind si
silimarina a redus semnificativ cresterea markerului ALT.



4.3.2. Analiza histopatologica

Din analiza a 5 imagini histologice per lot, s-a realizat o cuantificare a ariei
necrozate pentru fiecare din variantele experimentale, care a crescut semnificativ statistic
pentru grupul intoxicat cu CCls (p<0.001) si s-a redus semnificativ in cazul
pretratamentului cu crisind, respectiv silimarina comparativ cu grupul toxic (Fig. 12)
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Figura.12. Procentul arei necrozate in ficatul grupurilor experimentale (medie +SD,
N=5). **Semnificatia statisticd la p<0.001 comparativ cu martorul. ### Semnificatia
statisticd la p<0.001 comparativ cu grupul tratat cu CCls; coloratie HE; Scara 50 pm.

Din analiza a 5 imagini histologice per lot, s-a realizat o cuantificare a cantitatii de
lipide pentru fiecare din variantele experimentale. Am constatat o crestere semnificativ
statistica pentru grupul intoxicat cu CCls (p<0.001) si s-a redus semnificativ in cazul pre-

tratamentului cu crising, respectiv silimarina comparativ cu grupul toxic (Fig. 13).
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Figura. 13. Procentul de lipide din ficat (medie * S.D., N = 5). *** Semnificatia statistica la
p<0.001 comparativ cu valoarea de referintd. ### Semnificatia statistica la p<0.001
comparativ cu grupul tratat cu CCls.



4.3.3. Analiza imunohistochimica a markerilor de inflamatie

Analiza cu software Image] a imaginilor de IHC, a relevat faptul ca expresia TNF-a
este seminificativ statistic crescuta comparativ cu martorul (p<0.001). Tratamentul
preventiv cu ambii flavonoizi a determinat o scadere semnificativa comparativ cu grupul de

control (fig. 14).
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Figura. 14. Determinarea cantitativa a citokinei proinflamatorii TNF-a (medie * S.D,,
N = 5). *** Semnificatia statistica la p<0.001 comparativ cu valoarea de referinta. ###
Semnificatia statistica la p<0.001 comparativ cu grupul tratat cu CCls. Se observa ca
tratamentul preventiv cu crisina a prevenit cresterea TNF-a datorata administrarii de CCla.
La 24 de ore dupd administrea CCls se constatd o expresie semnificativ crescuta a a-
SMA comparativ cu martorul (fig. 15). Tratamentul preventiv cu crising, respectiv

silimarind a determinat o reducere semnificativ statistica a a-SMA comparativ cu grupul

toxic (p<0.001).
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Figura.15. Efectul crisinei asupra expresiei IHC si distributiei specifice a a-SMA in
parenchimul hepatic (medie + S.D., N = 5). *** Semnificatia statistica la p<0.001
comparativ cu valoarea de referinta. ### Semnificatia statistica la p<0.001 comparativ cu
grupul tratat cu CCls.



4.3.4. Microscopie electronica

Ultrastructura hepatocitelor a fost normala in grupul de control. Astfel, aspectul
nucleilor este normal, profilele de reticul endoplasmatic rugos (rER) sunt regulare si apar
doar cateva picaturi lipidice in citoplasma (Fig. 16). Hepatocitele din grupul tratat cu CCls
au prezentat o acumulare masiva de picaturi lipidice, degenerarea organitelor si
proliferarea veziculelor reticulului endoplasmatic neted (sER) (Fig. 16). Pre-tratamentul cu
50 mg/kg crisina a prevenit semnificativ cresterea in volum si numar a picaturilor lipidice

in hepatocite (Fig. 17), asemanator cu grupul pre-tratat cu silimarina (Fig. 18).

Figura.16. Aspectul ultrastructural al Figura.17. Aspectul ultrastructural al
hepatocitelor grupului control hepatocitelor grupului CCly; sageata
rosie - proliferare de lipide;
sdgeata verde - nucleu.

Figura.18. Aspectul ultrastructuralal = Figura.19. Aspectul ultrastructural al

hepatocitelor grupului crisina + CCls. hepatocitelor grupului silimarina + CCls.



4.3.5. Studiu de modelare moleculara

Studiul experimental demonstreaza clar faptul ca actiunea hepatoprotectoare a
crisinei a fost mijlocitd de TNF-a. Tratamentul preventiv cu crisina reduce semnificativ
cresterea TNF-a datorata administrarii de CCls. Prin urmare, crisina ar putea avea efectul
modulator in procesarea TNF-a prin reducerea formei solubile de TNF-a. TNF-a este
sintetizat ca un precursor ancorat in membrana, iar forma solubila a TNF-a este eliberata
in spatiul extracelular prin proteoliza limitata de o endopeptidaza cu zinc, cunoscuta ca
enzima separatoare TNF-a (TACE sau ADAM17) [347]. TACE este o peptidaza multi-
domeniu care contine o regiune extracelulara, un helix transmembranar si o coada

intracelulara terminala C.

Fig. 20. Validarea protocolului de andocare folosindu-se evaluarea re-andocarii
unde inhibitorul de legatura IK682 a fost andocat inapoi la structura cristalina
respectiva a TACE (Casectinei) (BDP ID: 2FV5). (A) Trasaturi farmacofore ale
interactiunii TACE cu inhibitorul de legatura IK682 obtinute prin andocarea FlexX. (B)
Interactiunea farmacofora a inhibitorului TACE conform observarii din structura
cristalina. Insertie: Structura suprapusa a inhibitorului, IK682, obtinuta din andocarea

cu orientarea inhibitorului observata in structura cristalina (BDP ID: 2FV5).



Fig. 21. Structura solutiei de andocare cu cea mai scazuta energie a complexului
TACE-crizol obtinuta prin andocarea moleculara. (A) Profilul de interactiune al crisinei
in cadrul zonei de legare a TACE. Crisina este redata prin bastonase, pe cand reziduurile
legate de hidrogen sunt reprezentate prin linii. lonul de Zinc este reprezentat cu albastru in
mod CPK, iar proteina este redata printr-o fasie. (B) Orientarea crisinei andocata cu zona
activa a TACE. Cavitatea zonei active este reprezentata In mod de suprafata si colorat In
conformitate cu factorul-B. Evolutia de la albastru la verde pana la culoarea rosie semnifica
o flexibilitate crescuta a regiunii. (C) Interactiunea farmacoforica esentiala a inhibarii TACE
de catre crisina.

4.4. Discutii

Este bine cunoscut faptul ca CCls, un agent hepatotoxic, este metabolizat intr-un
radical triclorometil (CCI3-) care interactioneaza cu oxigenul pentru a forma radicali liberi
mai toxici.

Prin urmare, leziunile hepatocitelor altereaza permeabilitatea membranei lor,
ducand la eliberarea enzimelor hepatice, ceea ce cauzeaza cresterea transaminazelor serice
[324,349]. In studiul nostru am constatat o crestere semnificativd pentru ambele enzime
serice din markerii de AST si ALT dupa administrarea de tetraclorura de carbon.
Diminuarea markerilor AST si ALT serici prin administrarea dozei de crisina de 50 mg/kg
la soarecii intoxicati cu CCls, indica faptul ca acest flavonoid pastreaza integritatea
structurala a membranei, ceea ce este In concordanta cu alte studii de specialitate [335].

in experimentul nostru, pre-tratamentul cu crisina a prevenit cresterea TNF-a
datorat administrarii de CCls. TNF-a este o citokina proinflamatorie produsa de celulele

Kupffer, care apare la un nivel crescut atat in afectiunile hepatice acute cat si in urma



expunerii la substante hepatotoxice, inclusiv leziunile induse de CCls [351]. In acest studiu,
modularea manifestarii TNF-a de catre crisina sugereaza rolul sdau important in atenuarea
cascadei inflamatorii induse de CCls in ficat. De asemenea, Ai si colab. [353] au aratat ca
flavonele suprima puternic calea proinflamatorie a TNF-a, ceea ce este In concordanta cu
observatiile noastre.

Rezultatele noastre au aratat faptul ca structura organitelor citoplasmatice au fost
protejate pe scara larga impotriva efectelor hepatotoxice ale CCls, inclusiv protejarea
membranei. Studiul nostru demonstreaza ca leziunea membranei cauzeaza modificari ale
lipoproteinelor membranare si acumularea de picaturi de grasimi in hepatocite [357].
Acumularea de lipide insotita de dilatari ale canaliculelor reticlulului endoplasmatic rugos
insotite de alterarea membranelor rER, au fost probabil provocate de leziunile din
structura membranei cauzate de peroxidarea lipidica [358]. Alte studii au demonstrat
potentialul protector al flavonelor impotriva peroxidarii lipidice datorate actiunii
radicalilor liberi generati de biotransformarea xenobioticelor, pe baza masuratorilor
hepatice ale malondialdehidei (MDA). Mai mult, crisina pare sa posede o actiune similara

cu cea a silimarinei In aceeasi doza impotriva leziunilor hepatice induse de CCla.
4.5. Concluzii

In concluzie, rezultatele noastre sugereaza faptul ca mecanismele de semnalizareale
inflamatiei au fost activate in patogeneza leziunilor hepatice acute induse de CCls si
contracarate de tratamentul preventiv de sapte zile cu crisina. Rezultatele noastre au
demonstrat cd actiunea hepatoprotectoare a crisinei este mijlocitd de TNF-a, prin
reducerea generatiei solubile de TNF-a, datorata blocarii proteinei de scindare pro-TNF-a
(TACE). Crisina pare sa fie un agent hepatoprotector puternic, aproape asemanator cu
silimarina standard in aceeasi doza, si poate fi luata in considerare ca un potential candidat
pentru producerea de medicamente in viitor cu scopul prevenirii unor leziuni hepatice si

mentinerea unui ficat sanatos.



V. CERCETARI IN VIVO PRIVIND ACTIUNEA
HEPATOPROTECTOARE A CRISINEI IMPOTRIVA
HEPATOTOXICITATII INDUSE DE TRATAMENTUL CU
MITOXANTRONA

5.1. Ipoteza / scop / obiective

Studiul efectelor administrarii unor substante chimioterapeutice prezinta un
interes deosebit la ora actuald, cand chimioterapia este utilizata frecvent in tratamentul
diferitelor boli cum ar fi: cancerul, alergii, bolii autoimmune, etc. Utilizarea citostaticelor in
chimioterapia anticanceroasa, manifesta de cele mai multe ori efecte toxice secundare
provocand dereglarea functionalitatii metabolismului celular al tesuturilor si organelor
sanatoase.

Scopul principal al tratamentelor cu agenti chimioterapici este de a preveni ca
celulele canceroase sa se multiplice, sa invadeze, sa metastazeze si in final sa ucida gazda
[1].

Crisina este un compus natural, flavonoid (5,7 - dihidroxyflavone), un inhibitor
potent al enzimei CYP1A si aromataza, unul dintre medicamentele pe baza de plante cel
mai utilizat pe scara larga in tarile asiatice.

In prezentul studiu, am cercetat efectele protectoare ale crisinei impotriva leziunii
induse de administrarea de mitoxantrona la nivel hepatic si stabilirea unui posibil

mecanism de actiune protectoare.

5.2. Materiale si metode

5.2.1. Substante chimice
Crisina si Carboximetilceluloza au fost achizitionate de la Sigma - Aldrich (St. Louis,

MO,USA) si Mitoxantrona de la Novantrone, USA. Kitul Novocasta pentru imunohistochimie
a fost cumparat de la Leica Microsystems (Germania).

5.2.2. Animale si Protocol Experimental

S-au folosit soareci CD1 ( n=10/lot) , cu greutate~25g, sex feminin si masculin,
crescufi in regim si conditii standard In Biobaza Universitatii de Vest “Vasile Godis” din
Arad.

Cincizeci de animale au fost folosite in acest experiment, impartite in 5 loturi

(grupul de control, grupul MTX, grupul MTX si 25 mg/kg corp CHR, grupul MTX si 50



mg/kg corp CHR si grupul CHR).
5.2.3. Metode si tehnici utilizate in investigatiile structurale
5.2.3.1.Tehnica histologica

Pentru realizarea preparatului permanent au fost parcurse cele 8 etape dupa cum
urmeaza: recoltarea, fixarea, spalarea, includerea, sectionarea, colorarea, montarea,
etichetarea [360].
5.2.3.2. Tehnica imunohistochimica

Sectiunile de tesut ce au fost integrate In parafind, au fost deparafinate n

toluen si rehidratate In trei bai succesive de etanol (100%, 96% si 70%). Sectiunile au fost
spalate si detasarea de antigen a fost realizata cu solutie de citrat de sodiu tamponata (pH
6.0). Lamele au fost blocate cu ser normal de capra 5% timp de 1 h si apoi incubate cu
anticorpi primari pentru Caspaza 3, Bax si Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology INC) peste
noapte la 4 ° C (dil 1: 100). Dupa incubarea de peste noapte, lamele au fost spalate si apoi
incubate cu anticorpi secundari corespunzatori diluati 1: 100 in solutia corespunzatoare de
blocare timp de 1 h la temperatura camerei. Colorarea de nuclei fost realizata cu
hematoxilina dupa care lamele au fost spalate Tn apa distilata.

Preparatele marcate imunohistochimic au fost examinate la microscopul optic

Olympus BX43, stocate si analizate cu software CellSense Dimension.

5.3. Rezultate
9.3.1. Examen histopatologic

Analiza structurald a tesutului hepatic la microscopul optic a aratat ca grupul
martor a avut o arhitectura hepatica normala (fig. 22). Lobuli hepatici sunt de diferite
madrimi, centrati de vena centrolobulara spre care converg cordoanele de hepatocite.
Hepatocitele prezinta o citoplasma acidofild, cu nuclei sferici. Capilarele sinusoide venoase
sunt dispuse printre cordoanele de hepatocite, au traect neregulat si converg, ca si
capilarele spre vena centrolobulara, dar prezentand numeroase ramificatii si anastomoze.

Morfologia ficatului la grupul tratat cu crisina este comparabila cu cea a grupului de
control (fig. 23).

Tesutul hepatic prelevat de la animalele carora li s-a administrat mitoxantrona este
alterat, fiind caracterizat prin zone de necroza centrolobulara (fig. 24) si o distensie a
venulelor centrolobulare si a sinusoidelor pericentrolobulare (fig. 25). Grupul tratat cu 25
mg/kg corp crisind a inhibat partial modificarile induse de tratamentul cu Mitoxantrona
(fig. 26-27). Grupul tratat cu 50 mg/kg corp Crisind a abolit complet modificarile

structurale induse de tratamentul cu Mitoxantrona (fig. 28-29).



Figura.22.Aspectul histologic Figura.23.Aspectul histologic
normal al ficatului grupului al ficatului grupului tratat
de control; col H.E cu crisina; col H.E.

Figura. 24. Aspectul histologic Figura. 25. Aspectul histologic
al ficatului grupului al ficatului grupului
cu Mitoxantrona cu Mitoxantrona detaliu

Figura. 26. Aspectul histologic Figura. 27. Aspectul histologic
al ficatului grupului cu al ficatului grupului cu 25 mg/kg
25 mg/kg crisina + Mitoxantrona crisina + Mitoxantrona - detaliu



Figura. 28. Aspectul histologic Figura. 29. Aspectul histologic
al ficatului grupului cu al ficatului grupului cu 50 mg/kg
50 mg/kg crisina + Mitoxantrona crisina + Mitoxantrona - detaliu

5.3.2. Analiza imunohistochmica a markerilor de apoptoza

Tratamentul cu Mitoxantrona reduce Tn mod semnificativ expresia anti-apoptotica a
Bcl-2 (Fig. 33) si mareste expresia pro-apoptotica Bax si a caspazei-3 (Fig. 34-35),
comparativ cu martorii (Fig. 30-32).Tratamentul cu ambele doze de Crisinda a dus la
normalizarea activitatilor antiapoptotice mitocondriale Bcl-2 (Fig. 39) si semnificativ a

suprimat cresterea expresiei Bax si a Caspazei- 3 (Fig. 37-41).

Figura.30. Expresia imunohistochimica Figura.31.Expresia imunohistochimica
si distributia specifica a Bcl-2 in si distributia specifica a Bax in
parenchimul hepatic al lotului martor. parenchimul hepatic al lotului martor.



Figura.32. Expresia imunohistochimica Figura.33. Expresia imunohistochimica

si distributia specifica a caspazei-3 si distributia specifica a Bcl-2 in
in parenchimul hepatic al lotului. parenchimul hepatic al lotului
martor Mitoxantrona

T ]

Figura. 34. Expresia imunohistochimica Figura.35. Expresia imunohistochimica si

si distributia specifica a Bax in distributia specifica a caspazei-3 in
parenchimul hepatic al lotului parenchimul hepatic al lotului
Mitoxantrona. Mitoxantrona.

Figura.36. Expresia imunohistochimica Figura. 37. Expresia imunohistochimica
si distributia specifica a Bcl-2 in si distributia specifica a Bax in
parenchimul hepatic al lotului parenchimul hepatic al lotului
25 mg/Kkg crisina + Mitoxantrona. 25 mg/Kkg crisina + Mitoxantrona.



Figura. 38. Expresia imunohistochimica Figura.39. Expresia imunohistochimica

si distributia specifica a caspazei-3 si distributia specifica a Bcl-2
in parenchimul hepatic al lotului in parenchimul hepatic al lotului
25 mg/Kkg crisina + Mitoxantrona 50 mg/Kkg crisina + Mitoxantrona.

Figura. 40. Expresia imunohistochimica Figura.41. Expresia imunohistochimica

si distributia specifica a Bax si distributia specifica a caspazei-3
in parenchimul hepatic al lotului in parenchimul hepatic al lotului
50 mg/kg crisina + Mitoxantrona. 50 mg/kg crisina + Mitoxantrona.
5.4. Discutii

In studiul de fatd, am examinat efectele crisinei asupra familiei de proteine Bcl-2, in
tesutul hepatic al soarecilor injectati cu doze cumulative de 7.5 mg/kgcorp Mitoxantrona.

Rezultatele au aratat ca crisina la doza de 50 mg/kg corp determina atenuarea
efectelor pro-apoptotice pe calea activarii caspazelor (scaderea expresiei BAX si a caspazei-
3) si normalizarea activitatilor anti-apoptotice mitocondriale (Bcl-2).

In acest studiu am demonstrat faptul ci crisina a atenuat aproape complet activarea
caspazei-3 de catre tratamentul indus cu Mitoxantronad, sugerand inhibarea caii intrinseci a

procesului de apoptoza.



4.5. Concluzii

In doza de 50 mg/kg corp crisina a atenuat toxicitatea hepatica indusa de administrarea
mitoxantronei. Rezultatele au noastre au demonstrat faptul ca crisina in doza de 50mg/kg
corp a determinat atenuarea efectelor pro-apoptotice pe calea activarii caspazelor si

normalizarea activitatilor anti-apoptotice mitocondriale.



Concluzii generale

Din ansamblul rezultatelor obtinute si prezentate in teza de doctorat, conform
ipotezelor de lucru, pe baza modelelor experimentale si a metodelor de analiza aplicate s-
au evidentiat urmatoarele concluzii pentru studiile efectuate in vitro si in vivo:

1. Tetraclorura de carbon (CCl4), un solvent industrial, agent de curatare si degresant, este
utilizat pe larga pentru inducerea experimentala a unor patologii hepatice la animalele de
laborator - de la inflamatie, la steatoza, fibroza si ciroza hepatica. Totusi, CCl4 nu a fost mai
fost utilizata anterior pentru inducerea unui stres oxidativ puternic pentru celule hepatice
in vitro.

2. Favonoizii Quercentin, Rutin si Hespertin atat ne-formulati, cat si incapsulati in
ciclodextrine (alpha si beta) au dovedit un efect citoprotector pentru linia celulara Huh-7,
impotriva toxicitatii induse de CCls in vitro, reprezentand primele rezultate obtinute pe
acest model experimental.

3. Dintre cele 3 flavonoide analizate in studiile in vitro, quercetina a avut cea mai mare
capacitate antioxidata, urmata de hesperetind si rutind. Extractul formulat bazat pe
Incapsulare cu B-ciclodextrina s-a dovedit a fi superior formei formulate in a-ciclodextring,
ceea ce-l face un candidat pentru obtinerea unor produse farmaceutice naturale in tratarea
unor patologii hepatice.

4. Flavonoidul crisind s-a dovedit a avea o importanta activitate protectoare impotriva
toxicitatii hepatice acute induse experimental cu CCls la animalele de laborator.
Transaminazele serice au fost semnificativ reduse la tratamentul cu acest flavonoid, ceea ce
demonstreaza ca acest flavonoid are capacitatea de a pastra integritatea structurala a
membranei celulei hepatice.

5. Am demonstrat de asemenea pentru prima data ca flavonoidul crisina administrat oral
timp de o saptamana, are capacitatea de a preveni acumularea de lipide la nivel hepatic,
prevenind steatoza micro si macroveziculara, ceea ce indica implicarea In metabolismul
normal al lipidelor la nivel hepatic.

6. Analiza histopatologica si electronomicroscopica a confirmat efectul protector al crisinei
in vivo, prin reducerea ariilor de necroza centrilobulara si a acumularii de lipide induse de
administrarea CCls, ceea ce demonstreaza protectia structurald si ultrastructurald, in
special in ceea ce priveste, structura membranelor reticului endoplasmatic rugos si

protejarea leziunilor din structura membranelor cauzate de peroxidarea lipidica.



7. In intoxicatia acutd cu CCls, crisina s-a dovedit a avea un efect de inhibare a cailor de
semnalizare ale inflamatiei si a fibrozei hepatice, demonstrat prin scaderea expresiei TNF-a
si a-SMA la soarecii care au fost tratati preventiv timp de o saptamana cu acest flavonoid.

8. Rezultatele studiului experimental in vivo, au demonstat o protectie similara a
flavonoidului crisind cu a silimarinei, impotriva toxicitatii acute induse de CCls. Acest
rezultat este cu atat mai important, cu cat silimarina este considerat flavonoidul cu cea mai
ridicata activitate antioxidata si hepatoprotectivd demonstrata experimental, pana in
prezent.

9. In doza de 50 mg/kg corp crisina a atenuat toxicitatea hepatica indusa de administrarea
mitoxantronei. Rezultatele au noastre au demonstrat faptul ca crisina in doza de 50mg/kg
corp a determinat atenuarea efectelor pro-apoptotice pe calea activarii caspazelor si
normalizarea activitatilor anti-apoptotice mitocondriale.

In concluzie, crisina pare sa fie un agent hepatoprotector puternic, aproape similar cu
silimarina standard 1n aceeasi doza si poate fi luat in considerare pentru medicamentele
vizate pe viitor pentru mentinerea unui ficat sanatos si prevenirea leziunilor hepatice.

In cadrul experimentelor realizate In cadrul acestei teze de doctorat, s-au adus

urmatoarele elemente de originalitate si noutate:

- primul model experimental in vitro prin care am indus un stres oxidativ celulelor
hepatice prin utilizare CCls, care este cunoscut ca agent de inducere
experimentala a patologiei hepatice in vivo;

- primele rezultate stiintifice in care am dovedit efectul protectiv al flavonoidului
crisina in toxicitatea hepatica acuta indusa experimental in vivo cu CCly,

- am realizat o analizd complexa histopatologica corelata cu observatii
ultrastructurale privind efectul protectiv al flavonoidului crisina in toxicitatea
hepatica acuta indusa experimental in vivo cu CCly;

- prima analiza imunohistochimica prin care am demonstrat efectul anti-apoptotic
al flavonoidului crisind la administrarea mitoxantronei, prin inhibarea

caspazelor si normalizarea activitatilor anti-apoptotice mitocondriale.
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