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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Rostopasca (Chelidonium majus L.) este o plantd erbacee din familia
Papaveraceae, ordinul Papaverales bine cunoscutd pentru multiplele efecte benefice asupra
organismului [17, 25].

Extractele si compusii izolati din rostopasca si Rhizoma Coptidis acoperd un spectru
farmacologic larg, incluzand diverse efecte benefice: antimicrobian [4, 7, 8]; antiinflamator [1,
12]; antioxidant [2, 6, 17, 23]; hepatoprotector [3, 14, 15, 18, 22]; antidiareic [2]; antihipertensiv
[2, 11, 23]; cardioprotector [10, 17]; antitumoral [8, 10, 26]; hipoglicemiant [2, 9, 13];
hipolipemiant si antiaterosclerotic [9, 19, 21].

Conform datelor prezentate de mai multi cercetatori, in Chelidonium majus L. s-au izolat circa
70 de compusi si 24 de macro- si microelemente (alcaloizi, flavonoizi, saponine, vitamine,
minerale, acizi aromatici si alifatici, fitosteroli, alcooli etc.). O atentie separata Se acorda
alcaloizilor izochinolinici, importanti din punct de vedere farmacologic: berberina,
protoberberina, cheleritrina, chelidonina, coptizina, dihidrocoptizina, 8-oxicoptizina, stilopina,
sanguinarina, oxisangvinarina, corisamina, chelirubina, canadina etc. [4, 7, 10, 23, 25].

Descrierea situatiei in domeniul de studiu si identificarea problemelor de cercetare.

In sursele din literaturd, fatd de rostopascd, sunt date controversate ce tin de siguranta,
calitatea alcaloizilor si rolul potential al lor in farmacologie si fitoterapie. A fost demonstrata
actiunea hepatoprotectoare a extractului din Chelidonium majus L. pentru chelidonina, berberina,
protopind; un rol important se atribuie efectului antioxidant, in patologia hepatica fiind
demonstratd actiunea negativa a stresului oxidativ asupra hepatocitelor. S-a demonstrat ca
extractul din rostopasca nu altereaza in norma functiile ficatului, ba chiar poate preveni leziunile
hepatice induse de CCl,, paracetamol prin diminuarea activitatii enzimelor (AIAT, AsAT, FA) si
nivelului bilirubinei [11, 22, 26]. De rand cu actiunea hepatoprotectoare, s-au constatat si cazuri
de hepatotoxicitate ale preparatelor din aceasta planta, din care cauza se mentioneaza ca extractul
integru si componentii puri ai ei pot avea o pondere diferita in efectele benefice sau nefaste
asupra functiilor ficatului [4, 14, 20]. Astfel, am initiat un studiu referitor la influenta coptizinei,
component important al rostopascdi, asupra unor parametri ai functiei hepatice. In sursele
bibliografice In majoritatea cazurilor sunt studiate efectele toxicologice si farmacologice ale
extractelor din rostopascad si mai putin - actiunile alcaloizilor puri. Din aceste considerente am
initiat un studiu experimental cu alcaloidul coptizina bisulfat pentru elucidarea ponderii lui in
realizarea efectelor farmacodinamice, ale unor aspecte de biodisponibilitate, pentru a determina
influenta coptizinei bisulfat asupra parametrilor functiei ficatului la utilizarea timp de 30 zile in

vederea excluderii posibilei actiuni hepatotoxice, iar prin efectuarea unui studiu comparativ al
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influentei coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute am
determinat activitatea hepatoprotectoare a alcaloizilor; am elucidat actiunea hepatoprotectoare a
coptizinei bisulfat dependente de doza.
Scopul studiului cercetarea toxicitatii, evaluarea efectelor farmacologice hepatoprotectoare si
hepato-biliare.
Obiectivele cercetarii:
1. Studiul inocuitdtii coptizinei bisulfat prin determinarea toxicitatii acute si cronice si
stabilirea limitelor de securitate a ei.
2. Aprecierea comparativd dozodependentd a actiunii Coptizinei bisulfat si berberinei
bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute modelate experimental cu CCly.
3. Determinarea actiunii hepatoprotectoare a Ccoptizinei bisulfat in diferite doze si

aprecierea influentei ei asupra parametrilor hepatici si indicilor biochimici ai sangelui.

concentratiei ei la diferite cdi de administrare.

5. Determinarea efectelor regenerative si gastroprotectoare ale Coptizinei bisulfat in

tratamentul ulcerelor gastrice modelate experimental.

Ipoteza de cercetare: Noi am presupus, ca aceasta cercetare va demara stabilirea efectului
hepatoprotector dozodependent propriu si comparativ cu substanta de referinta berberina bisulfat,
gastroprotector si regenerativ dozodependent, va fi confirmata lipsa toxicitatii si vor fi stabilite
studiului actual.

Sinteza metodologiei de cercetare. Studiul efectuat a fost unul preclinic (toxicologic si
farmacologic). Cercetdrile experimentale toxicologice si ale proprietatilor farmacologice au fost
efectuate in conformitate cu recomandarile OMS si Ghidurile experimentale pentru cercetarea
substantelor farmacologice noi. Studiul parametrilor biochimici s-a efectuat in conformitate cu
recomandarile contemporane, accesibile si larg utilizate in practica medicala. Suportul
metodologic a fost asigurat prin lucrarile de reper [5, 24].

Noutatea stiintifici. In premierd s-a stabilit, in studii preclinice, ca coptizina bisulfat nu
poseda toxicitate; manifesta actiuni: hepatoprotectoare avantajoase in corelatie cu doza, durata
administrarii si substanta de referinta berberina bisulfat si gastroprotectoare dozodependenta.

Problema stiintificAi importanta solutionata: s-au demonstrat preclinic proprietatile
farmacologice si toxicologice ale coptizinei bisulfat, fapt care va contribui la initierea

cercetdrilor clinice ulterioare si largirea arsenalului de medicamente cu efecte hepatoprotectoare

4



e e,

mentinerii unor concentratii mai stabile 1n ficat, va elucida unele aspecte ale terapiei regenerative

in afectiunile tractului gartrointestinal.

Semnificatia teoretica: in premiera a fost efectuata o cercetare complexa a unei noi substante

medicamentoase autohtone, coptizina bisulfat, care a servit drept suport fundamental in

explicarea proprietatilor toxicologice si farmacologice specifice si va permite elaborarea

dosarului cercetarilor preclinice pentru petrecerea studiilor clinice ulterioare.

Valoarea aplicativi a lucrarii: largirea arsenalului de preparate autohtone, utilizate in

tratamentul afectiunilor hepatice si cailor biliare, ulcerului gastric si duodenal si elaborarea

monografiei pentru formele farmaceutice ulterioare.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1.

Coptizina bisulfat s-a dovedit lipsitd de toxicitate sistemica la administrarea enterald si
parenterala: la administrarea unimomentana si repetata in diferite doze nu a manifestat
actiune toxica asupra ficatului si nu a modificat parametrii biochimici sanguini cercetati.
Administrarea intraperitoneald a coptizinei bisulfat a demonstrat o scadere proportionala
in timp a dozei si a cantitatii substantei cercetate in sange, iar la administrarea
intragastrala a demonstrat o crestere proportionald in timp a dozei si a cantitatii substantei
cercetate n ficat si bild; studiile de biodisponibilitate au demonstrat, ca coptizina bisulfat
se concentreaza in ficat, se elimind prin bild, ulterior prin scaun si ne relevd despre
prezenta ciclului enterohepatic de circulatie a ei.

Coptizina bisulfat In doza de 1 mg/kg in diferite termene a manifestat efecte benefice
asupra sindromului moderat de citolizd si sindromului usor de colestaza prin micsorarea
activitatii enzimelor citolitice, majorate sub actiunea hepatotoxicului.

Tratamentul cu coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg in diverse termene a determinat
restabilirea proceselor energetice si sintetice, influentand nesemnificativ sindromul de
citoliza si colestaza in afectiunea hepatica toxica.

Substanta de referinta berberina bisulfat, in dozele cercetate, practic nu a influentat
evolutia sindromului de citoliza si colestaza in hepatita modelatd experimental, fiind
inferioara coptizinei bisulfat.

In afectiunea hepatica indusi cu tetraclorurd de carbon, Coptizina bisulfat in doze mari
(10 si 20 mg/kg) a manifestat proprietati hepatoprotectoare vadite, caracterizate prin
ameliorarea sindromului de citoliza (diminuarea activitatii enzimelor citolitice),
normalizarea sindromului usor de colestaza si modularea proceselor metabolice (corectia
glicemiei, normalizarea metabolismului proteic si ameliorarea functiei de sinteza a

ficatului), in functie de evolutia maladiei si termenele de administrare.
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7. Utilizarea coptizinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg in tratamentul ulcerelor
modelate experimental a demonstrat accelerarea dozodependenta a regenerarii ulcerelor,
mai eficace fiind dozele in crestere (5 mg/kg).

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedrele: farmacologie si farmacologie clinica, farmacologie si farmacie clinica,
tehnologie a medicamentelor si procesul stiintific in Laboratorul de evaluare preclinica si clinica
a medicamentului.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele de baza ale lucrdrii au fost prezentate si
discutate in cadrul urmatoarelor foruri stiintifice: Conferinta stiintifico-practicd anuald a IP
USMF “Nicolae Testemitanu” (Chisinau, 2014, 2016, 2017); Sedintele Societatii Stiintifice a
Farmacologilor si Farmacologilor clinicieni din Republica Moldova (Chisinau, februarie 2017;
decembrie 2017); VI BceykpaiHChbkoi HayKOBO-TPAaKTHUYHOI KOH(EpEeHIlil 3 MiKHApOIHOIO
ydacTio 3 KJIiHIYHO1 (apmakoiorii, mocBsdueHoi 90-piuuro mpodeccopa O.0.Cronspuyka
Kniniyna Ta excnepuMeHTasbHa (PapMaKoJIOTiss METa0OJIYHUX KOPEKTOPIB, OPraHOMpPOTEKIIid,
nokazoBa MeaunuHa. 10-11 gucromama 2017 poky (Bimauns, Ykpaina, 2017); Expozitia
internationala MoldMedizin & MoldDENT (Chisindau, 2016, 2018); Simpozionul National
Medicamentul de la idee la clinica, sub egida Zilele Medicamentului: rezumat si poster (lasi,
2018); Conferinta stiintificd cu participare internationala ”Actualitati in farmacologie si
farmacologia clinicd intru comemorarea celor 100 de ani de la nasterea ilustrului savant, profesor
universitar, laureat al Premiului de Stat al Republicii Moldova Efim Muhin” (Chisinau, 2018);
Conferinta stiintifica cu participare internationala ,,Obtinerea si cercetarea farmaceutica a unor
noi molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”. 31 ianuarie 2020. Chisindu, R.
Moldova.

Rezultatele cercetarii au fost examinate si aprobate la sedinta comund a Catedrei de
farmacologie si farmacie clinica si Catedrei de farmacologie si farmacologie clinica a IP USMF
,»Nicolae Testemitanu” (proces-verbal nr. 1 din 03 martie 2020) si la sedinta Seminarului
stiintific de profil 314. Farmacologie si toxicologie din cadrul IP USMF , Nicolae Testemitanu”
(proces-verbal nr. 1 din 29 mai 2020).

Publicatii la tema tezei. La subiectul tezei au fost publicate 11 lucrari stiintifice (8 articole,
inclusiv 4 — de un singur autor, in reviste nationale si internationale si 3 teze). Au fost elaborate
si implementate 4 acte de implementare a rezultatelor cercetarilor stiintifice, obtinute 2
certificate de inregistrare a obiectelor dreptului de autor si drepturilor conexe si 4 certificate de
inovator.

Volumul si structura tezei. Teza este expusa pe 120 de pagini dactilografiate, include 30

tabele, 19 figuri si 18 anexe. Lucrarea consta din introducere, 5 capitole cu sinteza rezultatelor
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obtinute, concluzii generale si recomandari practice. Studiul este fundamentat pe 175 surse
bibliografice.

Cuvintele-cheie: coptizina bisulfat, Chelidonium majus, alcaloizi izochinolinici, toxicitate
acutd, toxicitate cronicd, actiune gastroprotectoare, actiune hepatoprotectoare, indici biochimici,

afectiuni hepato-biliare, tetraclorura de carbon.

CONTINUTUL TEZEI
1. PROPRIETATILE FARMACOLOGICE SPECIFICE ALE
UNOR PRINCIPII ACTIVE DIN CHELIDONIUM MAJUS L.

Capitolul contine o analiza ampla a situatiei in domeniu, in baza unui studiu bibliografic
profund al publicatiilor relevante pentru tema data in intreaga lume. Capitolul este structurat in 4
subcapitole. Primul subcapitol este consacrat elucidarii studiilor farmacotoxicitatii compusilor
isochinolinici din aspectul nivelului actual al cunoasterii in acest domeniu. Sunt scoase in
evidenta cercetarile toxicologice preclinice ale extractului brut de rostopasca si ale alcaloizilor
puri pe diferite specii de animale experimentale cu elucidarea dozelor toxice ale lor. In
subcapitolul 2 sunt analizate proprietatile farmacocinetice ale derivatilor izochinolinici. Astfel,
studiile au demonstrat ca extractele, sumele de alcaloizi si alcaloizii puri au 0 biodisponibilitate
relativ mica, aceasta fiind influentatd de activitatea glicoproteinei P in intestin, metabolizarea la
nivel hepatic cu participarea izoenzimelor CYP 2D6, CYP 1A2 si formarea metabolitilor.
Coptizina s-a dovedit a fi un substrat pentru glicoproteina P si CYP 2D6, manifestand capacitati
de inhibare a izoenzimei date cu modificarea parametrilor farmacocinetici i toxici ai altor
alcaloizi: contribuie la majorarea nivelului plasmatic al berberinei cu cresterea toxicitatii ei, iar la
utilizarea extractului integru din rostopasca, alcaloizii, indeosebi coptizina, vor avea influente
benefice asupra farmacocineticii compusilor activi. Cel de-al treilea subcapitol este dedicat
proprietatilor farmacodinamice ale derivatilor izochinolinici. Activitatea farmacologicd a
majoritatii produselor din rostopasca se datoreaza prezentei alcaloizilor, care au activitate
farmacologicd diferitd. Sunt descrise: actiunea antivirala, antimicrobiand, antifungica,
antitumorald, antiinflamatoare, antioxidantd, hipolipemiand, asupra sistemului imun,
hipoglicemiantd, de asemenea vast sunt analizate: actiunea hepatoprotectoare si
gastroprotectoare. Subcapitolul 4 include sinteza capitolului 1 cu formularea concluziei despre
necesitatea cercetarii preclinice a spectrului toxicologic si farmacologic a coptizinei, sub forma
de bisulfat, obtinutd din materie prima autohtond, care nu a fost cercetatd pana in prezent si
despre care nu am intdlnit date in literatura stiintificd analizatd, avand in vedere efectele

farmacologice benefice vaste si importanta farmacoeconomica.



2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Capitolul dat include procedeul de obtinere a coptizinei bisulfat (mai purificatd, cu un
randament mai bun si solubilitate in solventi si apa) printr-o metoda mai simpla, economa,
convenabila din punct de vedere farmacocinetic si de cercetare a unor actiuni farmacodinamice,
precum si implementarea acestei substante in industria farmaceutica.

De asemenea este argumentatd alegerea animalelor de laborator incluse in cercetari, conditiile
de intretinere, includere in experimente, monitorizare, colectare si cercetare a materialelor
biologice necesare (sdnge, organe etc.) in functie de obiectivele studiilor.

2.1. Determinarea toxicitatii coptizinei bisulfat

Inofensivitatea preclinica a bisulfatului de coptizind a fost apreciata prin determinarea
toxicitatii acute si cronice conform cerintelor Ghidului experimental (preclinic) pentru
cercetarea substantelor farmacologice noi [24]; volumul total al solutiei de coptizina bisulfat a
fost stabilit in functie de cantitatea de lichid maxim admisibila pentru administrarea enterala si
intraperitoneald: per os — cate 3-5 ml pentru sobolani, pana la 1-2,5 ml pentru soareci;
intraperitoneal — cate 1 ml pentru soareci. Aprecierea gradului de toxicitate a substantei cercetate
a fost evaluata conform recomandarilor OMS si clasificarii dupa Hodge HC [5].

Toxicitatea acutd a fost determinatd pe 130 soareci si 80 sobolani prin administrarea
unimomentana (enterald si parenterald) a copizinei bisulfat cu determinarea dozei letale medii si
investigarea tabloului sangelui periferic (formula leucocitard) si parametrilor biochimici.

Toxicitatea cronica a fost determinata pe 60 sobolani, de ambele sexe, cu masa corporald de la
160 pana la 200 g. Substanta cercetatd s-a administrat intragastral in doze de 2,5 mg/kg; 5
mg/kg; 10 mg/kg; 25 mg/kg si 250 mg/kg timp de 30 zile cu determinarea indicilor biochimici si
hepatici.

2.2. Metodele de studiu a biodisponibilititii coptizinei bisulfat

a) Metoda determinirii concentratiilor plasmatice si hepatice ale coptizinei bisulfat la
sobolani a inclus 18 sobolani albi, cu masa corporald 170-200 g, repartizati in doua loturi egale,
cirora li s-a administrat intragastral si intraperitoneal cite 50 mg/kg coptizind bisulfat. In
conformitate cu recomanddrile metodice au fost prelevate probe de sange si ficat pentru
determinarea concentratiilor plasmatice si hepatice de substanta cercetata.

b) Metoda determinirii concentratiilor hepatice, biliare si intestinale ale coptizinei
bisulfat la soareci a fost infaptuita pe 18 soareci albi, cu masa corporald 20-30 g, repartizati in 3
loturi egale. Animalelor au fost administrate intragastral solutiile cu Coptizind bisulfat in doze
unice de 0,2 mg/kg, 2 mg/kg si 20 mg/kg, apoi prelevate probe de ficat, bila si mase fecale

pentru determinarea concentratiilor de Coptizina bisulfat peste 1 ora, 2 ore si 3 ore.



2.3. Metoda de modelare a hepatitei toxice acute si
aprecierea actiunii hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat
2.3.1. Studiul comparativ al influentei Coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra
evolutiei hepatitei toxice acute modelate experimental

Pentru modelarea hepatitei toxice acute si aprecierea comparativd a influentei coptizinei
bisulfat si berberinei bisulfat, in experientd au fost inclusi 110 de sobolani albi, repartizati in 11
loturi. Hepatita toxica acutd s-a modelat prin administrarea subcutana unica a solutiei uleioase
sterile de 50% de tetraclorurd de carbon a cate 0,4 ml/100 g timp de 4 zile, conform metodei
clasice de modelare a hepatitelor toxice. Solutiile cercetate au fost administrate intragastral in
doze de 1 mg/kg si 5 mg/kg, zilnic, din prima zi a administrarii tetraclorurii de carbon, timp de 7
si 14 zile. Dupa expirarea duratelor de administrare si eutanazierea animalelor a fost colectat
sangele pentru evaluarea parametrilor hematologici generali, indicilor biochimici si hepatici cu
efectuarea studiului macroscopic al organelor interne cu evidentierea posibilelor schimbari
morfologice.

2.3.2. Metoda de modelare a hepatitei toxice acute si aprecierea influentei coptizinei
bisulfat asupra evolutiei ei

Pentru modelarea hepatitei toxice acute si aprecierea influentei Coptizinei bisulfat, in
experientd au fost inclusi 70 de sobolani albi, repartizati in 7 loturi. Hepatita toxica acutd a fost
modelatd conform metodei clasice de modelare a hepatitelor toxice. Aprecierea influentei
coptizinei bisulfat asupra evolutiei ei s-a infaptuit prin administrarea intragastrala a ei in doze de
10 mg/kg si 20 mg/kg timp de 7 si 14 zile. La finele experientelor a fost colectat sangele pentru
evaluarea parametrilor hematologici generali, indicilor biochimici si hepatici.

2.4. Metodele cercetarii parametrilor hematologici, biochimici si hepatici

Aprecierea modificarilor survenite in organismul animalelor s-a infaptuit prin determinarea
parametrilor hematologici generali, biochimici si hepatici in conformitate cu recomandarile
metodice [24]. Cercetarile biochimice s-au efectuat cu reactive standard ale firmei ,,Beckman” la
analizatorul Spectrum a firmei ,,Ebbot” (SUA) in Laboratorul de biochimie a LCCS a USMF
,Nicolae Testemitanu”.

Dintre parametrii hematologici generali s-a determinat continutul hemoglobinei, hematocritul,
continutul mediu de hemoglobind 1intr-un eritrocit, numarul (eritrocitelor, leucocitelor,
trombocitelor) si formula leucocitara (neutrofilelor segmentate si nesegmentate, limfocitelor,
eozinofilelor, monacitelor, bazofilelor).

In lucrare s-au cercetat parametrii de laborator biochimici (glucoza, proteina totald, albumina,
ureea, creatinina, trigliceridele, colesterolul total, beta-lipoproteine) si hepatici (bilirubina

totala, bilirubina directa, bilirubina indirecta, AsAT, AIAT, raportul AsAT/AIAT, fosfataza
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alcalind, lactatdehidrogenaza, gamaglutamiltranspeptidaza) specifici starilor patologice
modelate, care permit aprecierea adecvatd a proprietatilor farmacologice si toxicologice.

2.5. Determinarea proprietitilor gastroprotectoare si regenerative ale coptizinei bisulfat

Aprecierea actiunii gastroprotectoare si regenerative a coptizinei bisulfat a fost efectuata pe
ulcere gastrice modelate experimental dupa metoda Derelanco (administrarea unei singure doze
intragastrale a solutiei de 20 mg/kg de Indometacind) pe 35 sobolani albi, cu masa corporalad
180-200 g. Dupa stabilirea leziunilor ulceroase, sobolanilor li s-a administrat intragastral solutii
de coptizina bisulfat in doze de 1 mg/kg si 5 mg/kg timp de 6 zile si au fost colectate probe
pentru examinarea macroscopicd a starii mucoasei gastrice, prezentei ulcerelor si aprecierii
comparative a actiunii regenerative si gastroprotectoare a Coptizinei bisulfat n diferite doze.

Analiza statistica a datelor obtinute a fost efectuatd cu ajutorul programelor compiuterizate
,Statistica for Windows, Release 6.0 StatSoft, Inc.”. S-au calculat media aritmetica si eroarea
mediei (M#+m). Pentru aprecierea diferentei semnificative dintre loturile comparate a indicilor
studiati s-a utilizat testul de semnificatie t-Student. Distributia datelor a fost verificatd prin
analiza distributiei, si anume prin testul Shapiro-Wilk. In toate grupele cercetate distributia a fost
una normala.

3. ASPECTELE TOXICITATII COPTIZINEI BISULFAT
3.1. Rezultatele toxicitatii acute ale coptizinei bisulfat

Toxicitatea acuta a coptizinei bisulfat a fost cercetatd pe doua cai de administrare: enterald si
parenterald. Calea parenterala, conform recomandarilor metodice de cercetare a substantelor noi,
a fost reprezentatd de administrarea intraperitoneala a solutiilor cu coptizina bisulfat la soareci,
fiind consideratd calea asemendtoare, dupa parametrii farmacocinetici, cu administrarea
intravenoasa. Studiul toxicitatii acute a alcaloidului prin administrare perorala la sobolani a fost
dictat de calea de administrare a formelor farmaceutice ulterioare pentru utilizare la om.

Toxicitatea acuta, la administrarea intraperitoneala a coptizinei bisulfat, a fost studiata prin
administrarea de doze succesive de 25 mg/kg; 35 mg/kg; 45 mg/kg; 55 mg/kg; 65 mg/kg; 75
mg/kg; 95 mg/kg in urma carora nu s-au constatat modificari in comportamentul animalelor si
nici decesul lor. Doza de 95 mg/kg a fost dilutia maxima posibild de administrare parenterala a
solutiilor de coptizind bisulfat, majorarea concentratiei solutiei nu este necesara, deoarece la om
nu se preconizeaza administrarea parenterala a ei.

In cazul administrarii perorale la soareci, solutiile cu Coptizini bisulfat au fost administrate
intragastral prin sonda in doze succesive de 100 mg/kg, 150 mg/kg, 170 mg/kg, 200 mg/kg, 350
mg/kg si 400 mg/kg, in urma carora nu au survenit semne de intoxicatie sau decesul animalelor.
Doze mai mari de 400 mg/kg nu au fost administrate din cauza imposibilitdtii introducerii

solutiilor prin sonda intragastrala (suprasaturarea suspensiei).
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Pentru stabilirea dozelor toxice acute la sobolani, solutia de Coptizina bisulfat a fost
administrata intragastral in doze succesive de 25 mg/kg, 100 mg/kg; 400 mg/kg, 800 mg/kg,
1200 mg/kg, 2000 mg/kg si 2600 mg/kg, semne de intoxicatie sau decesul animalelor nu s-au
constatat. Doza de 2600 mg/kg de coptizina bisulfat a fost dilutia maxima posibila, deoarece
concentratiile mai mari nu permiteau administrarea solutiilor prin sonda.

3.2. Rezultatele toxicitatii cronice ale coptizinei bisulfat

Pentru exectuarea cercetdrilor toxicitatii cronice, Coptizina bisulfat a fost administrata
intragastral timp de 30 zile in doze de 2,5 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg; 25 mg/kg si 250 mg/kg cu
colectarea probelor de sange. La examinarea parametrilor biochimici s-a determinat o micsorare
a nivelului glucozei in sange in toate loturile (18-30%); o tendintd spre micsorare a nivelului
proteinelor totale si de majorare a celui al ureei si creatininei in doza de 250 mg/kg; continutul
colesterolului total s-a majorat in dozele de 2,5 mg/kg, 10 mg/kg si 25 mg/kg; activitatea
transaminazelor nu s-a modificat semnificativ; in doze mici (2,5 mg/kg) s-a constatat majorarea
activitatii fosfatazei alcaline si cresterea activitatii lactatdehidrogenazei in toate loturile; a
survenit micsorarea activitatii gamaglutamiltranspeptidazei (2,5 mg/kg). La examenul
macroscopic al organelor interne ale animalelor supuse testarii toxicitatii cronice a coptizinei
bisulfat modificari vizibile nu s-au depistat.

3.3. Biodisponibilitatea coptizinei bisulfat dupa administrarea intragastrala
si intraperitoneala

Biodisponibilitatea coptizinei bisulfat s-a cercetat pe sobolani si soareci pe calea intragastrala
si intraperitoneala de administrare si colectarea probelor de sange, ficat, bila si continut intestinal
pentru determinarea prezentei si aprecierea distributiei ei.

Dupa administrarea intraperitoneald a alcaloidului in doza de 50 mg/kg in anumite intervale
de timp (15 min, 30 min si 60 min) concentratie plasmatica a scazut de la 0,539 ug/mL pana la
0,218 pg/mL. Dupa administrarea intragastrald a coptizinei bisulfat in doza de 50 mg/kg in
probele de ficat peste 1, 2 si 3 ore nivelul substantei cercetate a crescut de la 0,243 pg/g pana la
0,517 pg/g.

Administrarea intragastrala a coptizinei bisulfat in dozele de 0,2 mg/kg, 2 mg/kg si 20 mg/kg
la soareci a demonstrat o crestere proportionald in timp a dozei si a cantitatii substantei cercetate
in ficat si bila (tab. 3.3.1.).

Tabelul 3.3.1. Cantitatea coptizinei bisulfat in ficat, bila si materii fecale dupa administrarea

intragastrala la soareci

Doza de Nr. de Cantitatea in ficat, Cantitatea in bila, Cantitatea in
coptizina animale, ng/g ng/g materii fecale,
bisulfat n M=<m M=m pg/g  MEm

0,2 mg/kg 6 0,109 + 0,033 0,154 +0,071 -
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2 mg/kg 6 0,538 + 0,518 0,316+ 0,281 -

20 mg/kg 6 1,42 £ 0,610* 1,17 +£0,697* 3410,0 + 34,0

Capitolul 3 se finiseaza cu sinteza materialului si formularea concluziilor despre rezultatele
administrarea pe diferite cai, in diferite doze si diferite intervale de timp cu cercetarea tabloului
sangelui periferic, indicilor biochimici si hepatici.

4. PARTICULARITATILE ACTIUNII HEPATOPROTECTOARE SI
GASTROPROTECTOARE A COPTIZINEI BISULFAT

4.1. Aprecierea actiunii hepatoprotectoare comparative a coptizinei bisulfat si
berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice acute modelate experimental

Pentru aprecierea actiunii comparative hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat s-a initiat un
studiu al ei cu berberina bisulfat, pe fondalul hepatitelor toxice acute (HTA) induse prin
tetraclorura de carbon (CCl,).

Modificarea activitaii transaminazelor dupa 7 zile de experienta. La administrarea
intraperitoneald a CCly s-a relevat o majorare semnificativa a activitatii AIAT pana la 22,87+6,62
mmol/L (p<0,05), comparativ cu rezultatele obtinute la sobolanii din lotul martor de 10,93+0,90
mmol/L si a activitatii ASAT pana la 37,09+1,84 mmol/L (p>0,05), comparativ cu valoarea de
27,41+1,15 mmol/L a lotului martor. Valorile coeficientului de Ritis s-au diminuat pana la 1,18
comparativ cu lotul martor de 2,5 (tab. 4.1.1).

in loturile de animale tratate cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg, pe fondalul HTA induse
cu CCly, nivelele AIAT si AsAT s-au stabilit la valorile de 10,69+0,86 mmol/L si 28,644+2,41
mmol/L, avand valori practic egale cu cele din lotul martor (10,93+0,90 mmol/L si 27,41+1,15
mmol/L respectiv); au fost stabilite valori echivalente ale coeficientului de Ritis de 2,67 in lotul
Cu coptizina bisulfat si de 2,5 in lotul martor. In loturile de animale tratate cu Coptizina bisulfat in
doza de 5 mg/kg, in conditii similare, nivelul AIAT s-a majorat pana la 22,07 mmol/L
comparativ cu lotul martor (10,93 mmol/L) si practic s-a echivalat cu nivelul AIAT de 22,87
mmol/L din lotul de control si s-a determinat o scadere a nivelului AsAT pana la 31,53+1,85
mmol/L (p>0,05), comparativ cu valoarea de 37,09+1,84 mmol/L (lotul de control), coeficientul
de Ritis constituind 1,42 n lotul tratat cu Coptizind bisulfat fatd de 1,18, obtinut la animalele din
lotul de control (tab. 4.1.1.).

Tabelul 4.1.1. Modificarea activitatii transaminazelor, dupa utilizarea coptizinei bisulfat si

berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCl,

Nr. AlAT, ASAT Coefici-
Grupe de animale animale, mmol/L, ' ent de
mmol/L, M+m ..
n M=m Ritis
1. Lotul martor 10 10,93+0,90 27,41+1,15 2,5
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2. CCl, dupa 7 zile (lotul de control) 10 22,87+6,62* 37,09+1,84* 1,18
3. CCl,4 + coptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 10,69+0,86 28,64+2,41 2,67
4. CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 22,07+1,67* 31,53+1,85 1,42
5. CCl, + berberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 33,94+2 85* 25,53+1,82 0,75
6. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 38,94+4,20 43,82+6,21 1,12
7. Lotul martor 10 11,98+0,57 27,52+1,89 2,3
8. CCl, dupa 14 zile (lotul de control) 10 12,71+1,24 20,53+0,92* 1,6
9. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 14zile 10 14,11+3,38 25,4242 40 1,8
10. CCl4t+coptizina bisulfat 5Smg/kg 14zile 10 19,17+1,1 23,78+1,77 1,2
11. CClgtberberina bisulfat Img/kg 14zile 10 22,77+2,67 24,23+3,60 1,06*
12. CClytberberina bisulfat Smg/kg 14zile 10 17,29+1,37 26,50+3,11 1,563*

Nota: * - p<0,05 comparativ cu lotul martor;

La administrarea berberinei bisulfat in doza de 1 mg/kg, pe fondalul hepatitelor toxice, s-a
constatat, ca nivelul AsAT (25,53 mmol/L) nu s-a modificat esential comparativ cu lotul martor
(27,41 mmol/L), pe cand nivelul AIAT a crescut pana la 33,94 mmol/L (p<0,05) fata de valorile
lotului martor (10,93 mmol/L) si de control (22,87 mmol/L), contribuind la micsorarea vadita a
coeficientului de Ritis pana la 0,75, comparativ cu lotul martor de 2,5. lar la administrarea
berberinei bisulfat in doza de 5 mg/kg nivelul transaminazelor a crescut (AIAT 38,94 mmol/L si
AsAT 43,82 mmol/L) atat fatd de lotul martor (10,93 mmol/L si 27,41 mmol/L), cat si lotul de
control (22,87 mmol/L si 37,09 mmol/L), modificarile obtinute fiind confirmate prin diminuarea
coeficientului de Ritis pana la valoarea de 1,12 (1,18 - in lotul de control) (tab. 4.1.1.).

Modificarea activitatii transaminazelor dupa 14 zile de experientd. La animalele din lotul cu
HTA s-a constatat restabilirea activitatii AIAT pana la 12,71 mmol/L egala practic cu lotul
martor (11,98 mmol/L), iar nivelul AsAT de 20,53 mmol/L a scazut comparativ cu lotul martor
(27,52 mmol/L), coeficientul de Ritis fiind de 1,6 fatd de 2,3 din lotul martor (tab. 4.1.1.). La
administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg, activitatea enzimei AsAT (25,42 mmol/L)
s-a mentinut in limitele lotului martor (27,52 mmol/L), iar nivelul AIAT s-a majorat pana la
14,11 mmol/L comparativ cu 11,98 mmol/L (lotul martor) si 12,71 mmol/L (lotul de control),
astfel coeficientul de Ritis majorandu-se péna la 1,8 (1,6 in lotul de control. Coptizina bisulfat in
doza de 5 mg/kg a majorat activitatea AIAT pana la 19,17 mmol/L (p>0,05) fatd de 12,71
mmol/L din lotul de control si AsAT pana la 23,78 mmol/L fata de 20,53 mmol/L (lotul de
control), coeficientul de Ritis diminuandu-se pana la 1,2 comparativ cu 1,6 din lotul de control
(tab. 4.1.1.). In loturile de animale tratate cu berberina bisulfat activitatea AsAT s-a majorat la
doza de 1 mg/kg pana la 24,23 mmol/L si la doza 5 mg/kg pana la 26,50 mmol/L comparativ cu
valoarea de 20,53 mmol/L (lotul de control), fiind mai apropiate de valoarea 27,52 mmol/L (lotul
martor); valorile AIAT s-au majorat la doza 1 mg/kg pana la 22,77 mmol/L si la doza de 5 mg/kg
pana la 17,29 mmol/L fata de 12,71 mmol/L (lotul de control) si 11,98 mmol/L(lotul martor),

modificarile date contribuind la diminuarea coeficientului de Ritis, la doza de 1 mg/kg pana la
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1,06 si la doza de 5 mg/kg panad la 1,53, fiind sub nivelul coeficientului de Ritis din lotul martor
(2,3) (tab. 4.1.1.).

Modificarea activitatii fosfatazei alcaline (FA) dupa 7 zile de experientd. La administrarea
CCl, s-a constatat o crestere nesemnificativa a el pana la 110,96 UI/L (p>0,05) comparativ cu
valoarea de 100,74 UI/L (lotul martor). In loturile tratate cu coptizina bisulfat nivelele FA s-au
micsorat pana la 97,60 UI/L la doza de 1 mg/kg si pana la 70,73 UI/L la doza de 5 mg/kg,
comparativ cu nivelul de 100,74 UI/L (lotul martor). In lotul tratat cu berberind bisulfat in doza
de 1 mg/kg nivelul FA a crescut pana la 144,54 UI/L (p>0,05) comparativ cu 100,74 UI/L (lotul
martor), iar in doza de 5 mg/kg nivelul ei s-a micsorat semnificativ pana la 65,45 UI/L
comparativ cu lotul martor.

Modificarea activitatii FA dupa 14 zile de experienta. La animalele cu HTA s-a constatat
majorarea nivelului FA pana la 134,06 UI/L (p>0,05) comparativ cu 94,14 UI/L (lotul martor).
La sobolanii tratati cu coptizind bisulfat, nivelul FA s-a micsorat neesential (doza de 1 mg/kg)
pana la 93,81 UI/L si s-a diminuat semnificativ pana la 61,33 UI/L(doza de 5 mg/kg) comparativ
cu 94,14 UI/L (lotul martor). Nivelele FA 1in loturile tratate cu BB in dozele de 1 mg/kg si 5
mg/kg s-au diminuat nesemnificativ pana la valorile de 80,63 UI/L si 83,66 UI/L respectiv.

Analiza raportul FA/AIAT pentru aprecierea gradului de afectare hepatica a stabilit ca la a 8-a
zi la animalele din lotul de control s-a redus valoarea lui pana la 4,9 comparativ cu 9,21
(specifica lotului martor), fapt ce ne dovedeste despre predominarea in acesti termeni a
sindromului de citoliza. La animalele tratate cu Coptizind bisulfat in doza de 1 mg/kg indicele
practic nu s-a modificat fiind de 9,13 comparativ cu 9,21 la sobolanii din lotul martor, iar in doza
de 5 mg/kg valoarea raportului FA/AIAT s-a diminuat pana la 3,2 datoritda diminuarii
semnificative a nivelului FA. Astfel, coptizina bisulfat in doza mica (1 mg/kg), in termenii
precoci ai leziunii hepatice a influentat benefic fenomenele de citoliza si colestaza, iar in doza de
5 mg/kg a reglat sindromul de colestaza. In aceleasi conditii, la administrarea BB in doza de 1
mg/kg raportul FA/AIATa fost de 4,26 fata de 4,9 (lotul de control), cauzat de cresterea
activitatii FA si AIAT, pe cand in doza de 5 mg/kg s-a constatat o micsorare esentiala a lui pana
la 1,7, datorita scaderii nivelului FA si majorarii celui al AIAT (38,94 mmol/L), influentand
dereglarile colestatice fara a le modifica pe cele de citoliza.

Dupa 14 zile de experientd analiza raportului FA/AIAT a demonstrat majorarea lui in lotul de
control pana la 10,54 comparativ cu 7,68 (lotul martor), ce ne indica predominarea fenomenelor
de colestaza. In loturile tratate cu Coptizini bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul FA a fost de
93,81 UI/L, determinand revenirea nivelului raportului la valoarea de 6,64 (sub limitele lotului
martor-7,68). La adiministrarea coptizinei bisulfat in doza de 5 mg/kg a scazut semnificativ

valoarea FA (61,33 UI/L), dar nu a crescut nivelul AIAT (19,17 mmol/L), diminuand esential
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rapotul pana la 3,25. lar la administrarea BB, in ambele doze (1 mg/kg si 5 mg/kg), activitatea
FA s-a ameliorat (80,63 UI/L si 83,66 UI/L respectiv), dar au crescut valorile AIAT (22,77
mmol/L si 17,29 mmol/L), ce a determinat o micsorare a raportului FA/AIAT pana la 3,54 si
4,83 respectiv).

Modificarea activitatii bilirubinei totale si fractiilor ei dupa 7 zile de experienta. La animalele
din lotul de control, s-a constatat o majorare a nivelului bilirubinei totale (5,26 mmol/L), directe

(3,34 mmol/L) si indirecte (1,92 mmol/L comparativ cu lotul martor (3,95 mmol/L; 2,57 mmol/L

si 1,38 mmol/L) (tab. 4.1.2.).

Tabelul 4.1.2. Modificarea nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte, dupa utilizarea
coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly

Bilirubina Bilirubina Bilirubina

Nr. < . < . <

Grupele de animale animale total, directa, indirects,

n : mmol/L mmol/L mmol/L

M+m M=+m M=m

1. Lotul martor 10 3,95+0,36 2,57+0,22 1,38+0,17
2. CCl, dupd 7 zile (lotul de control) 10 5,26+0,51 3,34+0,27 1,92+0,35
3. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 6,15+0,78 3,75+0,46 2,40+0,37
4. CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 8,23+1,09 5,24+0,76 2,99+0,44
5. CCl,4 + berberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 7,31+0,92 4,78+0,73 2,53+0,22
6. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 6,26+0,49 3,88+0,33 2,38+0,25
7. Lotul martor 10 4,86+0,54 3,26+0,33 1,60+0,26
8. CCl, dupa 14 zile (lotul de control) 10 4,27+0,49 2,92+0,32* 1,35+0,21*
9. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 14 zile 10 3,87+0,38* 2,57+0,18* 1,30+0,28*
10. CCl4+coptizina bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 5,28+0,25 3,37+0,25 1,91+0,14
11. CClgtberberina bisulfat 1 mg/kg 14 zile 10 5,22+0,57 3,39+0,33 1,83+0,26
12. CCl +berberina bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 3,50+0,18* 2,39+0,24* 1,11+0,14*

Nota: * - p<0,05 - veridicitate cu lotul martor.

La analiza fractiilor bilirubinei directe si indirecte, in lotul de animale cu HTA s-a relevat o
deviere nesemnificativa a lor, fiind de 63% (directd) si de 37% (indirectd), comparativ cu
valorile lotului martor: 65% (directa) si 35% (indirect). In loturile tratate cu Coptizina bisulfat in
doza de 1 mg/kg s-a determinat cresterea bilirubinei totale pana la 6,15 mmol/L, bilirubinei
directe pana la 3,75 mmol/L si indirecte pana la 2,40 mmol/L, iar in doza de 5 mg/kg bilirubina
totala a constituit 8,23 mmol/L, bilirubina directa - 5,24 mmol/L si indirecta - 2,99 mmol/L (tab.
4.1.2.), raporturile dintre fractiile bilirubinei s-au micsorat neesential fiind de 61% (bilirubina
directd - 1 mg/kg) si 63% (bilirubina directa - 5 mg/kg); fractiile bilirubinei indirecte fiind de
39% (1 mg/kg) si 37% (5 mg/kg). In loturile tratate cu berberina bisulfat, in conditii similare, s-a
determinat cresterea continutului bilirubinei totale pana la 7,31 mmol/L (1 mg/kg) si 6,26
mmol/L (5 mg/kg) (tab. 4.1.2.); de asmenea s-a determinat cresterea valorilor bilirubinei directe
si indirecte, in dozele respective, fard modificari semnificative a raportului dintre ele (65% vs

35% pentru doza de 1 mg/kg si 62% vs 38% pentru doza de 5 mg/kg).
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Modificarea activitdtii bilirubinei totale si fractiilor ei dupa 14 zile de experienta. La
animalele din lotul cu HTA experimentale (lotul de control), s-a constatat o micsorare
neesentiala a nivelului bilirubinei totale (4,27 mmol/L), bilirubinei directe (2,92 mmol/L) si
indirecte (1,35 mmol/L), comparativ cu lotul martor (4,86 mmol/L, 3,26 mmol/L si 1,60
mmol/L) (tab. 4.1.2.). Raportul dintre fractia directa si indirecta a bilirubinei a constituit 68% vs
32% pentru lotul cu hepatitele toxice, comparativ cu 67% vs 33% pentru lotul martor. La
administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg, s-a determinat o micsorare a nivelului
bilirubinei totale (3,87 mmol/L), directe (2,57 mmol/L) si indirecte (1,30 mmol/L) fata de
valorile din lotul martor si cel de control (tab. 4.1.2.). Raportul fractiei bilirubinei directe fata de
cea indirectd practic nu s-a modificat fiind de 66% vs 34%. La administrarea coptizinei bisulfat
in doza de 5 mg/kg s-a relevat o majorare a continutului bilirubinei totale pana la 5,28 mmol/L,
bilirubinei directe pana la 3,37 mmol/L si celei indirecte pana la 1,91 mmol/L, comparativ cu
rezultatele din lotul martor si cel de control (tab. 4.1.2.). Raportul fractiei bilirubinei directe fata
de cea indirecta s-a majorat cu o prevalare a fractiei indirecte (64% vs 36%). La administrarea
berberinei bisulfat (1 mg/kg) s-a constatat o majorare a nivelului bilirubinei totale (5,22
mmol/L), bilirubinei directe (3,39 mmol/L) si indirecte (1,83 mmol/L), raportul fractiiilor
bilirubinei directe fatd de indirectd fiind de 65% vs 35%. In doza de 5 mg/kg s-a determinat o
micsorare a continutului bilirubinei totale pana la 3,50 mmol/L, directe pana la 2,39 mmol/L si
indirecte pana la 1,11 mmol/L, cu mentinerea raportului dintre fractiile ei in limitele lotului

martor (68% vs 32%) (tab. 4.1.2.)

4.2. Influenta coptizinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute modelate
experimental

Studiul efectului hepatoprotector s-a infaptuit prin administrarea coptizinei bisulfat in doze de
10 mg/kg si 20 mg/kg si aprecierea influentei ei asupra evolutiei leziunii hepatice acute in
diferite perioade de timp.

La modelarea HTA s-a constatat o majorare a continutului AIAT de la 56,8+2,4 mmol/L pana
la 190,6+8,2 mmol/L (p<0,05) si ASAT — de la 140,2+5,0 mmol/L pana la 260,2+20,5 mmol/L
(p<0,05) si o micsorare a coeficientului de Ritis de la 2,46+0,21 pana la 1,36+0,25, fapt ce indica
despre dezvoltarea HTA cauzate de actiunea toxica a tetraclorurii de carbon. Administrarea
coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg timp de 7 si 14 zile, a contribuit la
mentinerea nivelului AIAT, AsAT si coeficientului de Ritis practic la nivelul lotului martor,

indice ce denota despre actiunea hepatoprotectoare a alcaloidului (fig. 4.2.1.).
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Figura 4.2.1. Modificarea activitatii AIAT si AsAT in HTA la utilizarea coptizinei bisulfat
La a 8-a zi dupd modelarea HTA s-a determinat o majorare a activitatii fosfatazei alcaline
(1063,7+57,5 UI/L, p<0,05) comparativ cu lotul martor (510,2+23,3 UI/L), ce ne atesta prezenta
sindromului citolitic. Coptizina bisulfat in ambele doze deja dupa 7 zile a micsorat nivelul
fosfatazei alcaline comparativ cu lotul de control, ce adevereste actiunea hepatoprotectoare a ei
(fig. 4.2.2)).
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Figura 4.2.2. Modificarea activitatii fosfatazei alcaline in HTA la utilizarea coptizinei bisulfat
Studiile experimentale au relevat, ca la modelarea afectiunii hepatice cu CCl, la a 8-a zi s-a
constatat o tendin{d de majorare a nivelului bilirubinei totale de la 40,1£2,6 mmol/L pana la
44.2+3,6 mmol/L (p>0,05), bilirubinei directe de la 23,0+1,4 mmol/L pana la 26,3+2,7 mmol/L
(p>0,05) si bilirubinei indirecte - de la 17,1+1,3 mmol/L pana la 17,9+1,6 mmol/L (p>0,05), care

a scazut la nivelul lotului martor dupa a 14-a zi. La administrarea coptizinei bisulfat in ambele
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dozele la diferite intervale de timp, pe fondal de HTA modelate, valorile continutului bilirubinei

totale si fractiilor ei au scazut la nivelul lotului martor (fig. 4.2.3.).
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Figura 4.2.3. Modificarea nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte in hepatita toxica acuta
la utilizarea coptizinei bisulfat

Coptizina bisulfat si-a demonstrat actiunea hepatoprotectoare prin diminuarea manifestarilor

sindromului de colestaza si restabilirea functiilor hepatice, fapt confirmat de indicii hepatici

(restabilirea nivelelor transaminazelor, fosfatazei alcaline si a bilirubinei si fractiilor ei).

4.3. Activitatea regenerativa si gastroprotectoare a coptizinei bisulfat

Subcapitolul dat releva despre aprecierea actiunii regenerative a alcaloidului in diferite doze
prin administrarea unei singure doze intragastrale a solutiei de 20 mg/kg de Indometacina
sobolanilor si tratarea lor timp de 6 zile cu solutii cu Coptizina bisulfat de 1 mg/kg si 5 mg/kg cu
examinarea macroscopica a starii mucoasei gastrice, evidentierea prezentei ulcerelor si evaluarea
comparativa a modificarilor stabilite la dozele cercetate. Dupa 24 ore de la administrarea
indometacinei, au fost determinate ulcere si eroziuni neregulate, brun-intunecate in toate
regiunile stomacului, dimensiunile variind de la 0,4x0,6 mm pana la 1,2x1,7 mm. Dupa
administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1mg/kg si 5 mg/kg, leziunile examinate au fost in
numadar mai mic, slab evidentiate, de culoare roza accentuatd, mucoasa adiacentad fara modificari,
fapt ce indica despre accelerarea dozodependenta a regenerarii ulcerelor, mai eficace fiind doza
de 5 mg/kg [16].

La finele capitolului 4 se infaptuieste sinteza rezultatelor obtinute despre cercetarea
actiunii hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat 1in diferite doze si la diferite termene, de
asemenea i actiunea hepatoprotectoare comparativa cu substanta de referinta berberina bisulfat,
pe fondal de hepatite toxice acute modelate experimental; de asemenea este expusa si actiunea

regenerativa dozodependenta a coptizinei bisulfat in diferite intervale de timp.
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5. SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

In acest capitol au fost analizate si interpretate rezultatele obtinute la cercetarea toxicititii,
bisulfat, de asemenea si actiunea hepatoptorectoare comparativd cu substanta de referinta
berberina bisulfat pe fondal de hepatite toxice modelate experimental; actiunea gastroprotectoare
si regenerativa a ei pe fondal de ulcere gastrice modelate experimental.

Studiile de toxicitate acutda au permis sa apreciem coptizina bisulfat drept substanta biologic
activa relativ inofensivda (LDsp fiind >1500 mg/kg), fapt confirmat si de modificarile
nesemnificative 1n tabloul sangelui periferic, parametrilor metabolismului glucidic, lipidic si
proteic si a indicilor hepatici. Cercetarea toxicitatii coptizinei bisulfat autohtone a demonstrat, ca
substanta cercetata nu altereaza functiile ficatului, fapt confirmat de rezultatele descrise in
sursele din literatura stiintificd despre actiunea benefica a ei asupra functiilor ficatului [10, 15],

un rol important revenindu-i actiunii antioxidante (previne efectele citolitice ale stresului
oxidativ) [3, 8, 15, 18, 23].

concentratia substantei 1n ficat si bila dupa administrarea intragastrald, cantitatea majorata de
alcaloid in materii fecale ne-a argumentat prezenta ciclului enterohepatic de circulatie a ei. in
opinia noastrd, Coptizina purificatd sub forma de bisulfat s-a dovedit a fi un produs cu o
biodisponibilitate mai inaltd comparativ cu solutiile cu continut sumar de alcaloizi.

Administrarea dozelor toxice de CCl, a dezvoltat (in termeni precoci) un sindrom moderat de
citoliza relevat prin majorarea activitatii transaminazelor (in deosebi a AIAT), micsorarea
raportului de Ritis, precum si a unui sindrom de colestaza si afectare toxica a ficatului (cresterea
activitatii FA si a bilirubinei totale, directe si indirecte). In termenii mai tardivi (14 zile) s-a
constatat o regresie a sindromului de citolizd (normalizarea activitatii transaminazelor) cu
accentuare a celui de colestazd (majorarea activitatii FA si a raportului FA/AIAT, diminuarea
nivelului bilirubinei).

Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg a avut efecte benefice asupra hepatitei
toxice la utilizarea timp de 7 zile (micsorarea activitdtii transaminazelor si FA), iar in termene
tardive (14 zile) a diminuat manifestarile sindromului de colestaza (a diminuat activitatea FA si
nivelul bilirubinei totale si fractiilor ei, a restabilit raportul FA/AIAT). Berberina bisulfat practic
nu a influentat evolutia hepatitei experimentale in dozele cercetate, fiind inferioara coptizinei
bisulfat in doza de 1 mg/kg.

La determinarea activitdtii LDH s-a constatat ca leziunea hepaticd a diminuat nivelul
enzimei in ambele termene. Utilizarea Coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg a preintampinat

micgorarea activitatii enzimei, iar in doza de 5 mg/kg nu a influentat actiunea hepatotoxicului.
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Deosebirile evidente ale valorilor LDH la utilizarea coptizinei bisulfat in diferite doze denota
efectul dozodependent si posibilitatea ajustdrii lor corespunzator situatiei clinice. La
administrarea berberinei bisulfat in ambele doze nivelul LDH a coborat sub cel al animalelor din
lotul cu afectiune hepatica.

Pentru stabilirea posibilei corelatii intre doza de coptizind bisulfat si gradul de manifestare a
actiunii hepatoprotectoare s-a recurs la studierea influentei alcaloidului in dozele de 10 mg/kg si
20 mg/kg asupra evolutiei hepatitei toxice acute. La administrarea coptizinei bisulfat in dozele de
10 mg/kg si 20 mg/kg in diferite intervale de timp s-au restabilit nivelele enzimelor
alaninaminotransferazei, aspartataminotransferazei, coeficientului de Ritis, fosfatazei alcaline,
gamaglutamiltranspeptidazei, bilirubinei totale si fractiilor ei la nivelul lotului martor, fapt ce
confirma actiunea hepatoprotectoare a alcaloidului cercetat pe modele de hepatite toxice
modelate experimental.

Tendinta de majorare a nivelului colesterolului total la animalele cu HTA este argumentatd de
afectarea hepatocitelor si initierea procesului de impregnare lipidica a lui si de scaderea nivelului
de albumine care sunt transportorii lipidelor spre tintele de metabolizare si depozitare a lor.
Studiile experimentale au relevat despre imbunatatirea parametrilor metabolismului proteic
dereglat, sub actiunea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg in diferite intervale
de timp: a prevenit majorarea nivelelor colesterolului total, a ameliorat la a 15-a zi de experienta
nivelele scazute ale albuminei, confirmand Tmbunatétirea functiei de sinteza proteica a ficatului
si justificarea actiunii hepatoprotectoare a ei si de mentinere a metabolismului proteic. O alta
ipotezd de actiune a Coptizinei bisulfat asupra metabolismului lipidic este demonstratd in cazul
studiului toxicitatii cronice in care a fost stabilita actiunea ei hipolipemianta. De asemenea,
alcaloidul a restabilit valorile glucozei, argumentdnd actiunea hepatoprotectoare si
hipoglicemianta a substantei cercetate in ambele doze.

La nivelul formulei hematiilor sangelui periferic, sub actiunea coptizinei bisulfat, are loc
corectia partiala a eritropeniei, majorarea confinutului hemoglobinei, prevenirea leucopeniei,
normalizarea numarului trombocitelor, concluzionand ca substanta cercetatd a contribuit la
inlaturarea efectelor nedorite ale hepatotoxicului asupra continutului hematiilor.

Utilizarea coptizinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg in tratamentul ulcerelor
modelate experimental a contribuit la accelerarea dozodependentd a regenerarii ulcerelor la

animalele experimentale, mai eficace fiind doza de 5 mg/kg [16].

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
Concluzii generale
1. La administrarea dozei maxime (2600 mg/kg) de coptizina bisulfat nu s-au stabilit modificari

esentiale asupra continutului parametrilor hematologici, biochimici si metabolici, nu a fost
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influentatd activitatea enzimelor hepatice si poate fi apreciatd ca substanta cu nivel minim de

toxicitate: gradul 6 (Hodge HC. et al., recomandari OMS).

. Coptizina bisulfat (1 mg/kg) a demonstrat efect hepatoprotector, comparativ cu berberina

bisulfat, exprimat prin normalizarea activitatii transaminazelor pana la nivelul lotului martor,
micsorarea activitatii FA (97,6 UI/L) in termeni precoci, iar in termeni tardivi, in doza
similara, reducerea sindromului de colestazd prin diminuarea activitatii FA (93,81 UI/L),
nivelului bilirubinei totale (3,87 mmol/L) si fractiilor ei (2,57 mmol/L si 1,3 mmol/L
respectiv), restabilirea raportului FA/AIAT (6,64).

Corelatia intre doza de coptizina bisulfat si gradul de manifestare a actiunii hepatoprotectoare
a fost demonstratd in ambele doze (10 si 20 mg/kg) prin restabilirea activitatii
transaminazelor, coeficientului de Ritis si LDH la nivelul lotului martor; diminuarea precoce a
activitatii fosfatazei alcaline, iar in termeni tardivi - a nivelelor bilirubinei totale si fractiilor
ei, reducerea activitatii GGTP comparativ cu lotul de control si restabilirea raportului
FA/AIAT.

Coptizina bisulfat a demonstrat o biodisponibilitate mai superioara la administrarea
intragastrala, cu acumulare maxima in ficat in doza de 20 mg/kg, cu cresterea proportionald in
timp, atingdnd concentratia maxima peste 3 ore in ficat si bild si cu eliminarea pe cale
intestinala (continutul fiind de 3410 pg/g).

Coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg a contribuit la accelerarea dozodependenta a regenerarii

ulcerelor in tratamentul ulcerelor modelate experimental.

Recomandari practice

1.

3.

4.

Coptizina bisulfat poate fi recomandatd in cercetarile clinice ulterioare pentru confirmarea
actiunii hepatoprotectoare la bolnavii cu afectiuni hepatice asociate cu sindromul de citoliza
si colestaza moderata.

In baza rezultatelor preclinice obtinute pot fi cercetate clinic efectele metabolice ale
coptizinei bisulfat de tipul hipercolesterolemiei si hipoproteinemiei.

coptizina bisulfat, poate fi recomandatd pentru obtinerea formelor farmaceutice
enterosolubile.

Coptizina bisulfat poate fi recomandatd in studii clinice ulterioare pentru confirmarea
actiunii gastroprotectoare la pacientii cu ulcere gastro-duodenale si afectiuni ale tubului

digestiv.
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ADNOTARE
Peredelcu Rodica ,,Proprietatile farmacologice si toxicologice ale coptizinei”, teza de
doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2021

Structura tezei: introducere, 5 capitole cu sinteza rezultatelor obtinute, concluzii generale si
recomandari practice, bibliografie din 175 de titluri, 18 anexe, 120 de pagini de text de baza, 19
figuri, 30 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 11 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: coptizina bisulfat, Chelidonium majus, alcaloizii izochinolinici, toxicitatea
acuta, toxicitatea cronicd, actiunea gastroprotectoare, actiunea hepatoprotectoare, indicii
biochimici, afectiunile hepato-biliare, tetraclorura de carbon.

Scopul studiului: cercetarea toxicitatii, evaluarea efectelor hepatoprotectoare si
hepato-biliare.

Obiectivele tezei: studiul toxicitatii coptizinei bisulfat cu stabilirea limitelor de securitate a ei;
determinarea actiunii hepatoprotectoare cu evaluarea indicilor hepatici, hematologici si
biochimici la administrarea ei in diferite doze; aprecierea comparativa a evolutiei hepatitei toxice
acute la administrarea coptizinei bisulfat si a substantei de referintd berberina bisulfat in diferite
doze; elucidarea aspectelor regenerative si gastroprotectoare a ei, in dependentd de doze, in
terapia ulcerelor gastrice experimentale, elucidarea aspectelor de aplicare clinica a ei in
tratamentul pacientilor cu afectiuni hepato-biliare.

Noutatea si originalitatea stiintifica: efectuarea in premiera a studiilor preclinice ale coptizinei
efectuarea studiului comparativ al coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat si constatarea
influentei benefice a ei asupra HTA experimentale cu elucidarea actiunii hepatoprotectoare
avantajoase 1n corelatie cu doza, durata administrarii si substanta de referintd; demonstrarea
accelerarii dozodependente a regenerarii ulcerelor gastrice sub actiunea coptizinei bisulfat.
Problema stiintificA importanta solutionata: s-au demonstrat proprietatile farmacologice si
toxicologice ale coptizinei bisulfat, fapt care va contribui la largirea arsenalului de medicamente
cu efecte hepatoprotectoare si citoprotectoare; de asemenea va permite extinderea cunostintelor
unele aspecte ale terapiei regenerative in afectiunile tractului gartrointestinal.

Semnificatia teoretica: in premiera a fost efectuatd o cercetare complexa a unei noi substante
medicamentoase autohtone, coptizina bisulfat, care a servit drept suport fundamental in
explicarea proprietatilor specifice si va permite elaborarea dosarului cercetdrilor preclinice
pentru petrecerea studiilor clinice ulterioare.

Valoarea aplicativi a lucrarii: largirea arsenalului de preparate autohtone, utilizate in
tratamentul afectiunilor hepatice si cdilor biliare, ulcerului gastric si elaborarea monografiei
pentru formele farmaceutice ulterioare.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedrele: farmacologie si farmacologie clinica, farmacologie si farmacie clinica,
tehnologie a medicamentelor si procesul stiintific in Laboratorul de evaluare preclinica si clinica
a medicamentului.
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AHHOTAIUA
epenenxky Poguka «®@apMakoJorn4ecKkue M TOKCHKOJIOIHYeCKHEe CBOMCTBA KONTU3UHAY,
AMCCEPTALMS HA COMCKAHMeE YYEHOM CTeNeHN KaHAUIaTa MeIMIUHCKUX HayK, Kulmmués,
2021
CTpyKTypa AuccepTanMu: BBeICHHUE, S INIaB C 0000IEHHEM TOIYYEeHHBIX Pe3yIbTaToB, 00IIHE
BBIBOJABI W TpPAKTHYECKHE peKoMeHmanuu, Oubmuorpaduss (175 HaumeHoBanwmii), 18
npunoxenuid, 120 crpanur; ocHoBHOro Ttekcra, 19 pucynkos, 30 Ttabmum. IlomydeHHBIC
pe3ynbTaThl ObUTH ONyOIMKOBaHBI B 11 HaydHBIX paboTax.
KiwueBbie cioBa: kxonrtmsun Oucynspar (KB), Chelidonium majus, #u30XHMHOIUHOBBIE
AIKaJIOUABl, OCTpas TOKCHUYHOCTb, XPOHMYECKAas TOKCHUYHOCTb, I'E€NAaTOTPOIHOE JAEHUCTBUE,
rernaTonpoTeKTOPHOE JecTBUE, OMOXUMHUYECKHE MOKa3aTeN, TernaTo-OuanapHble HapyIieHus,
YETBIPEXXJIOPUCTBIN YIIIEPOL.
Henb padoTel: Hccaen0BaHNE TOKCUYHOCTH, OLIEHKA FacTPONPOTEKTOPHOr0, TENAaTOTPOIHOIO 1
renaTonpoTekTopHoro aAecTBuil Kb 1 BeISICHEHHE BO3MOXKHOCTEN €ro MPUMEHEHHUs MpU renarTo-
OMJIMapHBIX PacCTPOMCTBAX.
3agauu ucciaenoBanus: nzydenue: 6e3speanoctu Kb ¢ ycranoBieHueM rpaHui] 0€30MacHOCTH;
renaTonpoTEeKTOPHOTO AEUCTBUS C OLIEHKON MEYEHOYHBIX, FeMATOIOTHUECKUX U OMOXUMUYECKUX
NOKa3aTeled B pa3jUYHbIX [103aX; CPABHUTEIBHON OLIEHKHU SBOJIIOIMHM OCTPOTO TOKCHUYECKOTO
renaTuTa IpU BBEACHUM B pasiauuHbix Jo3ax Kb m konTponsHOro Bemectsa bb; ero
JI0303aBUCUMBIX  PErCHEPATUBHBIX W TaCTPOINPOTEKTOPHBIX  CBOMCTB B JICUYCHUH
OKCIIEPUMEHTAIBHON S3BEHHOU OOJIE3HU JKENyNKa; aCMEeKTOB KIMHUYECKOTO MPUMEHEHHS IMPH
renaro-OUIuapHbIX HAPYIICHUSIX.
Hayuynasi HOBM3HA W OPHIHHAJIBLHOCTb: BIIEPBbIE OBUIM: MPOBEICHBI JOKIUHHUYECKHE
uccinenoanusi Kb ¢ onpenenenneM 6e3BpeIHOCTH; OMpEEIeHbl METOIbI €r0 OMOJOCTYITHOCTH;
ocyluecTBieHo cpaBHUTeNnbHOE u3ydeHue Kb u bb u noarBepxieHo Haubonee BEIpaXXKEHHOE €ro
JIECTBUE B 3aBUCUMOCTH OT J03bl, JJIMTEIbHOCTH NMPUMEHEHHS] U KOHTPOJBHOI'O BEUIECTBA;
YCTaHOBJICHO J10303aBUCUMOE YCUJIEHUE PEre€HEPaLUM KEITYJOUYHBIX A3B o AercteueM Kb.
Peménnass HayyHasi mnpoOjeMa: ObUIM TPOJEMOHCTPUPOBaHbI (HapMaKOJOTUYECKUE U
ToKcukoyiornueckue cBoiictBa Kb, crmocoOCTBOBYOIIME pacHIMPEHHUIO apceHana JIEKapCTB C
renaToNMpOTEKTOPHBIM U IIUTOMPOTEKTOPHBIM JICUCTBUSMU; UTO MO3BOJIUT PACIIUPUTH 3HAHUS U
BO3MOXXHOCTH B JICUCHHUU 3a00JI€BaHMI TMEUEHU U IKEIUYEBBIBOISAIIMX MYyTeH M YTOUHUT
HEKOTOPbIE aCIIEKThl PET€HEPATUBHOM TEPANUK NPU MOPAKEHUHN MUIIEBAPUTEIHHOIO TPAKTA.
TeopeTnyeckasi 3HAYMMOCTb: BIIEpPBbIC OBLJIO MPOBEICHO KOMIUIEKCHOE MCCIIEOBaHHE HOBOTO
OTEUYECTBEHHOIO JIeKapCcTBEHHOTO BemecTBa, Kb, 4To mocmyxuno ¢yHIaMeHTanbHOW OCHOBOU
U OOBSICHGHHS  CHEIU(PUYCCKUX  CBOWCTB, IMO3BOJISIONIMX  pa3paboTarh  MPOTOKOI
JIOKJIMHUYECKUX UCCIIE0OBAHUM JIJISl IPOBENCHMS MOCIEAYIOMMNX KIMHUYECKUX HUCCIEIOBaHUN.
[IpakTHyeckoe TIpMMeHeHHe Pe3yJabTATOB: pPACIIUPEHHE apceHalla  OTeYEeCTBEHHBIX
MpenapaTroB, MPUMEHSEMBIX TPHU JICYCHUU 3a00JIEBAHMM TEYEHU M IKETYCBBIBOSAIINX ITyTEH,
SI3BBI XKENY/IKa U CO3JJaHIe MOHOTPaQHH JIJIs MOCIEYIOIINX JIEKAPCTBEHHBIX (GOPM.
BHenpeHue Hay4YHBIX pe3yJabTATOB: PE3yJIbTaThl UCCIEAOBAHUS OBLIM BHEIPEHBI B yUeOHBIN
npouecc Ha Kadeapax: ¢apmakoisorum u KIMHAYECKOW (apMakonoruu, (hapMakoIoTHd U
KJIMHUYECKOH (apmanuu, TEXHOJIOTHMHM JIEKapCcTB M B HayudHblii mpouecc B JlaGoparopuu
JOKJIMHUYECKOTO U KIIMHUYECKOIO UCCIEA0BaHus JIEKapCTBEHHOIO IIpenapara.
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ABSTRACT
Peredelcu Rodica ,,The pharmacological and toxicological properties of coptizine”,
doctoral thesis in medical sciences, Chisinau, 2021

Thesis structure: introduction, 5 chapters with the synthesis of the obtained results, general
conclusions and practical recommendations, list of references of 175 titles, 18 appendices, 120
pages of basic text, 19 figures, 30 tables. The obtained results are published in 11 scientific
papers.

Key words: coptizine bisulfate (CB), Chelidonium majus, isoquinoline alkaloids, acute toxicity,
chronic toxicity, gastroprotective effect, hepatoprotective effect, biochemical parameters,
hepatobiliary disorders, carbon tetrachloride.

Aim: Innocuity research, evaluation of the hepatoprotective and gastroprotective effects of
coptizine bisulfate, elucidation of the possibilities of its use for hepato-biliary diseases.

Thesis objectives: study of the innocuity of the CB to determine its safety limits; determination
of the hepatoprotective action with the evaluation of the hepatic, hematological and biochemical
indices at its administration in different doses; comparative assessment of the evolution of acute
toxic hepatitis when administrated coptizine bisulphate and the reference substance berberine
bisulphate in different doses; elucidation of its regenerative and gastroprotective aspects,
depending on doses, in the therapy of experimental gastric ulcers, elucidation of aspects of its
clinical application for the treatment of patients with hepato-biliary diseases.

Scientific novelty and originality: performing for the first time preclinical studies of coptizine
bisulphate, establishing its innocuity; highlighting bioavailability study methods; performing the
comparative study of coptizine bisulfate and berberine bisulfate and finding its beneficial
influence on experimental acute toxic hepatitis with elucidation of the beneficial
hepatoprotective action in correlation with dose, duration of administration and reference
substance; demonstration of dose-dependent acceleration of regeneration of gastric ulcer under
the action of coptizine bisulfate.

Solved scientific problem: the pharmacological and toxicological properties of CB have been
investigated, that permits to expand and succeessfully find application in the hepatoprotective
and cytoprotective drugs; it also allows to expand the knowledge and possibilities in the field of
treatment of the liver and biliary tract disorders and it makes it possible to investigate some
aspects of the regenerative therapy in the gastrointestinal tract disorders.

Theoretical significance: the complex research of a new indigenous drug substance — CB was
performed for the first time. It has been served as a fundamental support in order to explain the
specific properties that will allow the elaboration of the preclinical research dossier for the
evaluation of the subsequent clinical studies.

Applicative value: expantion of the arsenal of indigenous drugs, used in the treatment of the
liver and biliary tract disorders, gastric and duodenal ulcers and the elaboration of the
monograph for the subsequent pharmaceutical forms.

Implementation of scientific results: the results of the study were implemented in the teaching
process at the Departments of: pharmacology and clinical pharmacology, pharmacology and
clinical pharmacy, drug technology and in the scientific process at the Laboratory of preclinical
and clinical evaluation of the drug.
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