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ADNOTARE
Peredelcu Rodica ,,Proprietitile 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 cronica, actiunea gastroprotectoare, actiunea hepatoprotectoare, indicii
biochimici, afectiunile hepato-biliare, tetraclorura de carbon.

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

Obiectivele tezei: Studiul inocuitatii 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 referinta berberina bisulfat in diferite
doze; elucidarea aspectelor regenerative si gastroprotectoare a ei, in dependenta 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 stiintifici 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 proprietdtilor 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 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.



AHHOTALIUA
Iepeneaky Poauka «®@apmMakooruyecKkue 1 TOKCHKOJOTHYeCKHe CBOMCTBA KONITU3HHAY,
AHCCEPTALUS HA COUCKAHUE YUEHOU CTeNeHN KAHIMIATA MeIUIUHCKNX HAayK, Knummués,
2021
CTpykTypa Auccepraumu: BBeJeHHE, 5 ri1aB ¢ 00001IeHneM MOJIYyYEHHBIX pPe3yJIbTaToB, 00IIKe
BBIBOJABI M TpPAKTHYECKHE peKkoMeHmanuu, Oubmmorpaduss (175 wHammeHoBanmii), 18
npunoxenud, 120 crpanur; ocHoBHoro Ttekcra, 19 pucynkos, 30 Ttabmum. IlomydeHHBIC
pe3ybTaThl ObUIH OMmyOIMKOBaHbI B 11 Hay4HBIX paboTax.
KawueBble cioBa: xontusun Oucynspar (KB), Chelidonium majus, u30XHHOIUHOBBIC
AJIKaJIOUbl, OCTPasi TOKCUYHOCTh, XPOHUYECKAsT TOKCUUHOCTb, TaCTPOIIPOTEKTOPHOE JEHCTBHE,
rernaTonpoTeKTOPHOE JecTBHE, OMOXMMUYECKHE MOKA3aTeNd, TernaTo-OnanapHble HapyIIeHus,
YEThIPEXXJIOPUCTBIN YIIIEPOI.
Hear  pabdorbl:  uccaeaOBaHHME  TOKCUYHOCTH,  OLIGHKA  TacTPONPOTEKTOPHOIO U
renaTonpoTeKTopHoro aAectBuil Kb 1 BpIsICHEHHME BO3MOXHOCTEN €ro MPUMEHEHHUs MPU renarTo-
OMJIMapHBIX PACCTPOICTBAX.
3agauu ucciaenoBanus: uzyuenue: 6e3speanoctu Kb ¢ ycranoBienuem rpanuil 6€30MacHOCTH;
renaTonpoTEKTOPHOTO IEUCTBHUS C OLIEHKON NEeYEHOUYHBIX, TEMATOJIOTMYECKUX U OMOXUMUYECKUX
MOKa3aTelned B pa3jiUYHbIX [103aX; CPABHUTEIBHON OLIEHKHU SBOJIIOIMH OCTPOTO TOKCHUYECKOTO
renaTuTa IpU BBEACHUM B pasiauuHblx no3ax Kb m konTponsHOro BemectBa bb; ero
JI0303aBUCUMBIX PEreHEPAaTUBHBIX U TaCTPOIPOTEKTOPHBIX CBOMCTB B JIEYEHHM SKCIIEPUMEH-
TalbHOW $I3BEHHOM OOJE3HU >KENMyJIKa; acleKTOB KIMHUYECKOrOo MPUMEHEHUS IpU Tenaro-
OMJIMapHBIX HAPYIICHUSIX.
Hayuynass HOBM3HA W OPHIHHAJIBLHOCTH: BIIEPBbIE ObUIM: MPOBEICHBI JTOKIMHHUYECKHE
uccinenoanusi Kb ¢ onpenenenuem 6e3BpeIHOCTH; OMpEeNieHbl METO/IbI €r0 OHOJOCTYITHOCTH;
ocymiecTBieHo cpaBHuTenbHOe n3ydeHue Kb u bb u moarBepxeno nanbosiee BhIpaXeHHOE €r0
JefCTBUE B 3aBHCHUMOCTH OT J03bl, JUIMTEIBHOCTH NMPUMEHEHUS U KOHTPOJIbHOTO BEIECTBA;
YCTaHOBIJICHO JI0303aBUCUMOE YCUJIEHUE PEreHEPaALlUN KEITYAOUYHBIX A3B o AercteueM Kb.
Peménnass HayyHasi mnpoOjeMa: ObUIM TPOJEMOHCTPUPOBAHBI (HapMaKOJOTUYECKUE U
ToKcHKoJoruyeckue cpoictBa Kb, crnocoOCTBOBYyIoIIME paclIMpeHHI0 apceHaja JIEKApCTB C
renaTonpOTEKTOPHBIM U LHUTONPOTEKTOPHBIM JIEUCTBUSMU; YTO MO3BOJIUT PACIIUPUTH 3HAHUS U
BO3MOXXHOCTH B JIEYEHHU 3a00J€BaHMN NEUEHH M JKEITUYEBBIBOAALIMX IyTeHd M YTOYHUT
HEKOTOPbIE aCIIEKThl PET€HEPATUBHOMN TEpAUK NPU MOPAKEHUH MUIIEBAPUTEIBHOTO TPAKTA.
Teopernueckasi 3HAUMMOCTb: BIIEpBbIe ObLIO IPOBEIEHO KOMIUIEKCHOE MCCIIEJ0OBAHUE HOBOTO
OTEUYECTBEHHOI'0 JIeKapcTBEHHOro BeulectBa, Kb, uro mocnyxuno ¢pyHIaMeHTalIbHONH OCHOBOM
It OOBSICHEHHS  CHelnU(PUYEeCKuX  CBOMCTB, TMO3BOJSIONIMX  pa3padoTarh  MPOTOKOJ
JOKJIMHUYECKUX UCCIIeI0BAaHUM /1JIs1 IPOBEACHMSI MTOCIIEYIOINX KIMHUYECKUX UCCIIeI0BaHUM.
I[IpakTHyeckoe TpMMeHeHHe Pe3yJabTATOB: pPACHIMPEHUE apceHalla  OTEUYECTBEHHBIX
MpernapaToB, MPUMEHSEMBIX MPU JICYCHUH 3a00JIEBAaHUM IMEYCHH W >KETUEBBIBOJSAIINX MyTEH,
S3BBI JKETy/IKa U CO3JIaHMe MOHOTpauH [yl MOCIETYIOUINX JIEKAPCTBEHHBIX (OPM.
BHegpeHHe HAYYHBIX pe3yJbTATOB: PE3YJIbTaThl UCCIEIOBAHUS OBbLIM BHEIPEHbI B YUeOHBIN
nporecc Ha Kadeapax: ¢apmakogorum u KIMHUYECKOW (apMakonoruu, (GpapMakoioruv u
KJIMHUYECKOH (apMallii, TEXHOJOTHMH JIEKapCcTB M B HaydHb mporecc B JlaGopaTopuu
JOKJIMHUYECKOTO U KIIMHUYECKOTO UCCIIeI0BAaHUS JIEKAPCTBEHHOTO Mpernapara.



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: The expanding of the arsenal of the 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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LISTA ABREVIERILOR

AAT — activitate antioxidantd totala
AIAT — alaninaminotransferaza
ASAT — aspartataminotransferaza
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BB — berberind bisulfat

CAH — coeficient de activitate hepatoprotectoare
CB — coptizina bisulfat

CCl, — tetraclorura de carbon
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INOS - nitroxid sintaza inductibila
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PMMM — peptide cu masd moleculara medie si mica
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SOD — superoxid dismutaza

SOR — superoxid reductaza

SRN - specii reactive ale azotului
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Rostopasca (Chelidonium majus L.) este o planta erbacee din familia Papaveraceae, ordinul
Papaverales bine cunoscuta pentru multiplele efecte benefice asupra organismului [112, 173].

Extractele si compusii izolati din rostopascd si Rhizoma Coptidis acopera un spectru
farmacologic larg, incluzand diverse efecte benefice: antimicrobian [1, 26, 40, 79, 85, 87, 99,
134, 158]; antiinflamator [18, 33, 79, 85, 99, 102, 122, 134, 144, 155, 158]; antioxidant [33, 61,
68, 79, 95, 105, 134, 148, 160]; hepatoprotector [33, 40, 43, 46, 95, 99, 122, 146, 149],
antidiareic [33, 79, 122]; antihipertensiv [33, 85, 122]; cardioprotector [5, 15, 131, 144, 149,
158]; antitumoral [14, 33, 79, 85, 99, 126, 143, 157]; hipoglicemiant [33, 40, 79, 85, 87, 105,
125, 134]; hipolipemiant si antiaterosclerotic [33, 40, 54, 58, 79, 87, 105, 134, 144].

Conform datelor prezentate de mai multi cercetatori, in Chelidonium majus L. s-au izolat
circa 70 de compusi si 24 de macro- si microelemente, inclusiv: alcaloizi, flavonoizi, saponine,
vitamine, minerale, acizi aromatici si alifatici, fitosteroli, alcooli etc. (Kedzia B. et al., 2016;
Seidler-Lozykowska K. et al., 2016). O atentie separatd oamenii de stiinta acorda alcaloizilor
izochinolinici care constituie 0,27-2,25% 1in partile aeriene si 3-4% in radacini. Cei mai
importanti alcaloizi ai izochinolinei din punct de vedere farmacologic sunt: berberina,
protoberberina, alocriptopina, cheleritrina, chelidonina, homochelidonina, coptizina,
dihidrocoptizina, 8-oxicoptizina, stilopina, sanguinarina, oXxisangvinarina, corisamina,
chelirubina, canadina etc. [46, 72, 95, 99, 127, 159, 163, 171].

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

In sursele din literaturd sunt date controversate in jurul acestei plante ce tin de problemele
legate de siguranta si calitatea alcaloizilor si rolul potential al lor in farmacologie si fitoterapie.
Actiunea hepatoprotectoare a extractului din Chelidonium majus L. a fost demonstratd pentru
alcaloizii chelidonina, berberina, protopina. Un rol important prezintd efectul antioxidant,
deoarece in patologia hepatica este demonstrata actiunea negativa asupra hepatocitelor a stresului
oxidativ. Conform Maji AK. et al. (2015) efectul antioxidant este mai manifest la extractul din
rostopasca ce confine un sumar de alcaloizi. Acest efect este cauzat de captarea radicalilor liberi
(hidroxil, peroxil, hipoclorid), anionilor (superoxid, singlet), precum si prin cresterea activitatii
enzimelor antioxidante (catalaza, superoxid dismutaza MnSOD). O influentd benefica asupra
functiilor ficatului ar avea si alti derivati izochinolinici cu efect antioxidant, antiinflamator,
coleretic si imunomodulator (coptizina, cheleritrina, sanguinarina, acidul chelidonic) [95].

In studii experimentale Mazanti G. et al. (2009), Ye X. et al. (2009), IIponuenko I'. E. n
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ap. (2016), au demonstrat ca extractul din rostopasca nu altereaza in norma functiile ficatului.
Extractul si alcaloizii pot preveni leziunile hepatice induse de CCly, paracetamol prin diminuarea
activitatii enzimelor (AIAT, AsAT, FA) si nivelului bilirubinei [96, 146, 174]. De rand cu
actiunea hepatoprotectoare, Gilca M. et al. (2010), Pantano F. et al. (2017), Stickel F. et al.
(2003), Teschke R. et al. (2011; 2012) constata si cazuri de hepatotoxicitate a preparatelor din
Chelidonium majus. in acest context se mentioneazi ci extractul integru si componentii puri ai
rostopascai pot avea o pondere diferitd in efectele benefice sau nedorite asupra functiilor
ficatului [46, 106, 129, 132, 133]. Din aceste considerente s-a initiat un studiu referitor la
influenta coptizinei, unul din componentii importanti ai Chelidonium majus, asupra unor
parametri ai functiei hepatice.

In sursele bibliografice in majoritatea cazurilor [46, 95, 99] sunt studiate efectele
toxicologice si farmacologice ale extractelor din rostopasca si mai putini cercetatori,
predominant din China [33, 40, 41, 42, 122, 146] se axeaza pe actiunile alcaloizilor puri,
preponderent berberinei. Din aceste considerente sunt necesare studii  experimentale de
toxicitate si de apreciere a efectelor farmacologice ale principalilor alcaloizi ai plantei,
responsabili de actiunile multiple asupra organismului. Cele mentionate ne-au initiat in a efectua
studiul experimental cu alcaloidul coptizina pentru elucidarea ponderii acestuia in realizarea
efectelor farmacodinamice. In acest context am utilizat in cercetare coptizina bisulfat, obtinuti
printr-un procedeu special, ce ii confera alcaloidului o solubilitate mai buna in solventi si apa
[11, 12].

Coptizina, alcaloid protoberberinic obtinut din Chelidonium majus, este cunoscut pentru
efectele sale multiple asupra organismului: hepatoprotector, gastroprotector, antioxidant,
spasmolitic etc. [33, 40, 43, 46, 95, 99, 122, 146]. Pentru argumentarea acestor efecte si
aspectelor de utilizare clinicd a coptizinei si altor alcaloizi din rostopasca devin tot mai stringente
cercetdrile de farmacocinetica.

Analiza datelor din literatura a sugerat necesitatea efectuarii unui studiu referitor la
toxicitatea sistemica a coptizinei bisulfat la administrarea interna pentru stabilirea ponderii
toxicitatii alcaloidului in cadrul extractului integru. S-a considerat necesar de a determina
influenta coptizinei bisulfat asupra parametrilor functiei ficatului la utilizarea timp de 30 zile in
vederea excluderii posibilei actiuni hepatotoxice. Prin efectuarea unui studiu comparativ al
influentei coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute se va
determina activitatea hepatoprotectoare a alcaloizilor. De asemenea, consideram importanta

elucidarea unei actiuni hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat dependente de doza.
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Scopul studiului - cercetarea toxicitatii, evaluarea efectelor farmacologice
utilizare a ei in afectiunile hepato-biliare.

Obiectivele cercetarii:

1. Studiul inocuitatii coptizinei bisulfat prin determinarea toxicitatii acute si cronice si
stabilirea limitelor de securitate a ei.

2. Aprecierea comparativa dozodependentd a actiunii coptizinei bisulfat si berberinei
bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute modelate experimental cu CCly.

3. Determinarea actiunii hepatoprotectoare a coptizinei 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 aceastd cercetare va demara stabilirea efectului hepatoprotector
dozodependent propriu si comparativ cu substanta de referinta berberina bisulfat, gastroprotector
si regenerativ dozodependent, va fi confirmatad lipsa toxicitatii si vor fi stabilite aspecte ale
actual.

Sinteza metodologiei de cercetare

In cercetare a fost utilizata coptizina, sub forma de bisulfat, obtinutd din materie prima
vegetald autohtond, sintetizatd printr-un procedeu optim si cu un randament farmacologic bine
definit.

Au fost initiate cercetari preclinice, fiind studiata toxicitatea acutd si cronica a coptizinei
bisulfat pe soareci si sobolani albi cu stabilirea inofensivitatii ei. Cercetdrile pe animale de
laborator au fost efectuate conform ghidurilor de efectuare a cercetarilor preclinice a remediilor
medicamentoase (Hodge HC., Xa6pues P.Y., Muponos A.H.).

De asemenea, in cercetdri preclinice a fost determinatd actiunea hepatoprotectoare
dozodependentda a alcaloidului coptizina bisulfat. Pentru aprecierea eficientei actiunii
hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat au fost initiate metode de cercetare comparativa a actiunii
date cu alcaloidul inrudit berberina bisulfat in diferite doze.

Actiunea regenerativd si gastroprotectoare dozodependenta a coptizinei bisulfat a fost

efectuata pe sobolani albi dupa metoda Derelanco MG.
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Realizarea studiului s-a infaptuit in vivariul din cadrul USMF “Nicolae Testemitanu” dupa
prezentarea protocolului cercetarii experimentale Comitetului de Etica a Cercetarii din cadrul
USMF Nicolae Testemitanu™ si obtinerea avizului pozitiv la proiectul tezei de doctorat in data
de 26 martie 2012 (Anexa 1).

Rezultatele experimentale obtinute au fost examinate din punct de vedere fundamental si
aplicativ si sunt descrise in teza sub forma de tabele si figuri.

Noutatea stiintifica

In premiera s-a stabilit, in studii preclinice, ca coptizina bisulfat nu este toxica; manifesta
efect hepatoprotector in corelatie cu doza, durata, modul administrarii si substanta de referinta
berberina bisulfat; exercita efect gastroprotector dozodependent.

Importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii

Prezentul studiu a demonstrat ca coptizina bisulfat, alcaloid izochinolinic din Chelidonium
majus, este un produs lipsit de toxicitate sistemica. Administrarea coptizinei bisulfat timp de 30
zile in diapazonul de doze de la 2,5 mg/kg pana la 250 mg/kg nu a manifestat actiune toxica
asupra ficatului si nu a modificat parametrii biochimici studiati.

De asemenea, utilizarea coptizinei bisulfat pe fondalul HTA modelate experimental, a
diminuat gradul de afectare a hepatocitelor si a accelerat procesele de restabilire a indicilor
hepatici. La analiza comparativa a influentei coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat in dozele de
1 mg/kg si 5 mg/kg asupra evolutiei hepatitei toxice s-a stabilit ca, coptizina bisulfat a fost mai
superioard In anihilarea hepatotoxicitatii produse de catre tetraclorura de carbon.

S-a determinat ca actiunea hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat este dozodependenta.
Alcaloidul, in dozele de 10 mg/kg si, in deosebi, 20 mg/kg a demonstrat o actiune
hepatoprotectoare mai pronuntata in hepatita experimentald toxicd in comparatie cu dozele de
1 mg/kg si 5 mg/kg.

Astfel, se poate concluziona ca, coptizina bisulfat poate fi eficace in tratamentele complexe
ale afectiunilor hepatice de diversd etiologie. Actiunea hepatoprotectoare mai exprimata a
mare i menginerea unor concentratii mai stabile in ficat.

Aprobarea rezultatelor

Rezultatele intermediare si cele finale, de asemenea concluziile teoretice si practice,
formulate n cadrul studiului au fost raportate la:
- Zilele Universitatii si Conferinta stiintifico-practici anuald a IP USMF “Nicolae
Testemitanu” (Chisinau, 2014, 2016, 2017);

- Sedintele Societdtii Stiintifice a Farmacologilor si Farmacologilor clinicieni din
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Republica Moldova (Chisinau, februarie 2017; decembrie 2017);

- VI BceykpaiHChKOI HAyKOBO-TIPAKTHYHOI KOH(EpeHIll 3 MDKHApOAHOI YYacTio 3
KJIiHIYHO1 (papmakoiorii, mocsiueroi 90-piuuto npodeccopa O.0.Cronspuyka Kriniuna
Ma eKCnepuMeHmaibHa GapmarKonozis MemaboiiuHux KOPeKmopis, OpeaHonpomeKyis,
ookaszoea meouyuna. 10-11 mucronana 2017 poky (Binnuns, Ykpaina, 2017);

- Expozitia internationald MoldMedizin & MoldDENT (Chisinau, 2016, 2018);

- Simpozionul National Medicamentul de la idee la clinica, sub egida Zilele
Medicamentului: rezumat si poster (lasi, 2018);

- Conferinta stiintificd cu participare internationald “Actualitati in farmacologie si
farmacologia clinica intru comemorarea celor 100 de ani de la nasterea ilustrului
savant, profesor universitar, laureat al Premiului de Stat al Republicii Moldova Efim
Muhin” (Chisinadu, 2018);

- Conferinta stiintifica cu participare internationald ,, Obtinerea si cercetarea farmaceuticd
a unor noi molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”. 31 ianuarie 2020.
Chisindu, R. Moldova.

Teza a fost examinata si aprobata la sedinta comuna a Catedrei de farmacologie si farmacie
clinica si Catedrei de farmacologie si farmacologie clinicd a [P 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).

In baza materialelor tezei au fost publicate 11 lucriri stiintifice, inclusiv 8 articole: 4 -
singur autor, 2 articole - in materialele comunicarilor stiintifice nationale, 2 articole - in
materialele comunicdrilor stiintifice internationale, 3 teze - in materialele comunicdrilor
stiintifice internationale. De asemenea, au fost elaborate si implementate 4 acte de implementare
a rezultatelor cercetdrilor stiintifice (Anexa 2-5) si obtinute 2 certificate de inregistrare a
obiectelor dreptului de autor si drepturilor conexe (Anexa 9-10) si 4 certificate de inovator
(Anexa 11-14).

Volumul si structura tezei

Lucrarea este expusa in limba romana cu titlu de manuscris si constd din: adnotare, lista
abrevierilor, cuprins, introducere, reviul literaturii, materiale si metode de cercetare, rezultatele
cercetarilor, total 5 capitole, inclusiv sinteza rezultatelor obtinute, concluzii generale,
recomandari practice si surse bibliografice ce include 175 de titluri. Teza este expusd pe 159
pagini tehnoredactate, iar materialul ilustrativ include 30 tabele, 19 figuri si 18 anexe.

Sumarul capitolelor tezei

18



Lucrarea contine 120 pagini dactilografiate si include: introducere, reviul literaturii,
materiale si metode de cercetare, 3 capitole care contin rezultate proprii si sinteza lor, concluzii
generale, recomandari practice, bibliografie cu 175 de titluri si 18 anexe.

In Introducere este expusd actualitatea si importanta temei cu descrierea situatiei in
domeniul de studiu si identificarea problemelor de cercetare. Sunt prezentate scopul si
obiectivele lucrarii. Este descrisa noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica
si valoarea aplicativa a lucrarii, rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere. De
asemenea sunt prezentate forurile nationale si internationale la care au fost prezentate rapoarte la
tema tezei (Anexa 6-18).

1. Proprietatile farmacologice specifice ale unor principii active din Chelidonium
majus L.. Capitolul este structurat in 4 subcapitole, unde sunt sintetizate si analizate detaliat
datele publicatiilor din literatura de specialitate referitor la proprietatile farmacologice si
toxicologice ale rostopascdi (Chelidonium majus L.) si alcaloizilor izochinolinici, inclusiv a
coptizinei. In subcapitolul 1 sunt descrise aspectele farmacotoxicititii extractelor din rostopasca
si a compusilor izochinolinici. In subcapitolul 2 sunt descrise proprietitile farmacocinetice ale
derivatilor izochinolinici. In subcapitolul 3 se face o analizi detaliati a efectelor
farmacodinamice  (antiinflamator,  hepatoprotector, imunomodulator,  hipoglicemiant,
hipocolesteremiant, antioxidant etc.) ale produselor din Chelidonium majus L. cu referire la
studiile selective la coptizina. In subcapitolul 4 este formulati sinteza analizei situatiei din
domeniul cercetat.

2. Materiale si metode de cercetare include principiile metodologice si metodele de
cercetare folosite. In primele 8 subcapitole sunt descrise: metoda de obtinere a coptizinei sub
forma de bisulfat; caracterizarea generala a animalelor experimentale; metodele de determinare a
inocuitatii coptizinei bisulfat prin cercetarea toxicitatii acute si cronice a ei pe diferite specii de
animale de laborator si prin diferite cai de administare; metoda de modelare a hepatitei toxice
acute si aprecierea actiunii hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat, studiul comparativ al
influentei coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute
modelate experimental; metodele de cercetare ai parametrilor hematologici si biochimici,
plasmatice si hepatice a ei la sobolani si prin determinarea concentratiilor hepatice, biliare si
intestinale a substantei cercetate la soareci; determinarea proprietdtilor regenerative si
gastroprotectoare ale coptizinei bisulfat; metodele de prelucrare statistica a rezultatelor obtinute.
Se finiseaza capitolul cu sinteza materialelor si metodelor de cercetare alese, expusa in

subcapitolul 2.9.
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3. Aspectele toxicitatii coptizinei bisulfat, structurat in 3 subcapitole, care prezintd
descrierea si analiza rezultatelor cercetarilor toxicitatii coptizinei bisulfat. In subcapitolul 3.1.
sunt expuse datele despre toxicitatea acutd a coptizinei bisulfat la administrarea intraperitoneala
si enterald la diferite specii de animale de laborator. Subcapitolul 3.2. contine descrierea
rezultatelor studiului modificarilor parametrilor hematologici si biochimici 1n cadrul toxicitatii
cronice la utilizarea coptizinei bisulfat in diapazonul de doze de la 2,5 mg/kg pana la 250 mg/kg
in vederea elucidarii posibilelor efecte sistemice ale alcaloidului. in subcapitolul 3.3 se descriu
aspecte ale Dbiodisponibilitatii coptizinei bisulfat dupa administrarea intragastrald si
intraperitoneald pe diferite specii de animale. La finele capitolul 3 este redata sinteza rezultatelor
obtinute si descrise, inoCuUitatea si biodisponibilitatea coptizinei bisulfat (subcapitolul 3.4.).

4. Particularititile actiunii hepatoprotectoare si gastroprotectoare a coptizinei
bisulfat. Capitolul 4 este structurat in 4 subcapitole.

In subcapitolui 4.1. se face o analizi comparativi a influentei coptizinei bisulfat si
berberinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg asupra afectiunii hepatice toxice induse prin
tetraclorura de carbon cu aprecierea eficientei alcaloizilor in actiunea hepatotoprotectoare a lor.
In subcapitolul 4.2. se descriu rezultatele obtinute referitoare la influenta coptizinei bisulfat in
dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg asupra evolutiei hepatitei toxice acute modelate experimental cu
CCly. Subcapitolul 4.3. include rezultatele cercetarilor unor aspecte ale actiunii regenerative si
gastroprotectoare a coptizinei bisulfat. Subcapitolul 4.4 reuneste sinteza cercetarilor referitoare la
studiile comparative ale coptizinei bisulfat cu substanta de referinta berberina bisulfat si actiunea
hepatoprotectoare proprie, precum si a activitatii gastroprotectoare a ei.

5. Sinteza rezultatelor obtinute are menirea de a analiza datele obtinute pentru
cercetate, a influentei coptizinei bisulfat asupra parametrilor ce caracterizeaza functia hepatica la
animalele intacte, precum si In cazul modelarii afectiunii hepatice toxice, inclusiv §i printr-un
studiu comparativ cu berberina bisulfat, unul din componentii principali activi ai Chelidonium
majus L, cu efect hepatoprotector demonstrat. S-au intreprins intentii de a elucida influenta
coptizinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute in functie de doze. De asemenea este
analizata actiunea gastroprotectoare a ei in tratamentul ulcerelor modelate experimental.

Rezultatele obtinute in cadrul tezei sunt expuse in 5 concluzii generale si 4 recomandari
practice, care corespund scopului si obiectivelor trasate si reflectda datele experimentale obtinute.
Compartimentul final al tezei include bibliografia cu 175 referinte, preponderent din ultimii ani,

expuse in ordine alfabetica, 18 anexe, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.
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1. PROPRIETATILE FARMACOLOGICE SPECIFICE ALE
UNOR PRINCIPII ACTIVE DIN CHELIDONIUM MAJUS L.

Rostopasca (Chelidonium majus) este o planta de origine euro-asiatica, avand o raspandire
vasta in Asia, America de Nord, intreaga Europd, inclusiv in tara noastrd. Cercetdtorii stiintifici
din domeniu indica diverse zone geografice de raspandire a plantei: euro-asiatica, care include
arealul central, de nord si vest a Europei; in Rusia europeanad si Ural (arealul de nord ajunge pana
la zona arctica), creste sporadic in Siberia de sud, in Mongolia de vest; se intalneste in Tibet,
China, Caucaz [38, 112, 163, 165, 173].

Medicina popularad din Europa Centrala si de Est foloseste aceasta planta in diverse ramuri
ale ei. In regiunea dati, planta este cunoscuti sub numeroase nume, asociate cu relatia veche
greceasca “chelidon” - inghitirea. De obicei, la strivirea plantei se produce latexul galben in
abundenta, care se considera sursa principiilor active (enzime proteolitice, substante rasinoase,
alcaloizi, baze tertiare si cuaternare [29, 38, 120].

Cercetatorii din tarile Asiei, inclusiv China (Meng FC. et al., 2018; Poormazaheri H. et al,
2017) au izolat alcaloizii izochinolinici si din alte specii de plante inrudite cum ar fi Rhizoma
Coptidis - rizomul uscat de Coptis chinensis Franch., C. deltoidea, C. Cheng et Hsiao sau C.
teeta Wall. (Ranunculaceae), frecvent utilizati in medicina traditionald chineza [98, 121].

Extractul din Rhizoma Coptidis contine o gama variatd de compusi printre care [29, 31,
38, 46, 72, 95, 98, 99, 159, 171]:

I. Alcaloizi:

1. protoberberinici (derivati de izochinolina) — berberina, epiberbebrina, palmatina,
coptizina, tetrahidrocoptizina, jatrorrhizina etc.

2. benzofenantridinici — chelidonina, cheleritrina, sanguinarina, chelelutina,
chelerubina, chelamina, chelidimerina, chelamidina, angolina, macarpina,
oxichelidonina etc.;
protopinici — protopina, alfa-, beta-alocriptopina;

4. aporfinici — magnoflorina, coriclina etc.;

Il. Acizi aromatici si alifatici: acid chelidonic, acid cafeic, acid ferulic, acid citric, acid
malic, acid succinic, acid parahidroxibenzoic, acid nicotinic, acid formic, acid
hidroxicinamic, acid ascorbic etc.

I11. Fitosteroli: ergosterol, alfa-spinasterol.

IV. Polizaharide.

V. Alcooli: chelidinol, nonacosanol.
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VI. Flavonoide: rutic, quercerutina, kaempferol.

VII. Diverse: colina, tiramina, histamina, saponoside, ulei volatil, caroten, rasini, fermenti

proteolitici etc.

VI1II. Macro- si microelemente: 24 minerale.

Conform Monografiei OMS (2010) in sucul partilor aeriene de rostopasca se contin de la
0,1% pana la 1,3% alcaloizi, peste 20 derivati de benzofenantridind si derivati printre care cei
mai importanti in raport cantitativ sunt chelidonina, sangvinarina, coptizina si cheleritrina,
precum si berberina, protopina, homochelidonina, alocriptopina, stilopina, oxisangvinarina,
chelirubina, canadina, iar Cojocaru M.T. (2017), indica asupra 0,5-2% alcaloizi din subgrupul
izochinolinei pe intreaga perioada a infloririi. Ciobanu N. si coaut. (2019) aduc date despre
continutul alcaloizilor (2,4-3,4%) In partile subterane si evidentiaza chelidonina (1,2%) si
cheleritrina (1,0%). Diug O. si coaut. (2010) considerd, ca pe toatd perioada de vegetatie
continutul de baza il constituie coptizina, iar restul alcaloizilor se modifica pe intreaga perioada

de dezvoltare a plantei [29, 31, 38, 171].

1.1. Studiile farmacotoxicitatii compusilor isochinolinici

In studiul toxicitatii acute a extractului brut din Rhizoma Coptidis Ma BL. et al. (2010) au
demonstrat ca DLsg a constituit 2,95 g/kg la soricei, in timp ce extractul alcaloid a fost mult mai
toxic. S-a constatat, de asemenea, detectarea a 4 alcaloizi din extract in creier, inima si pulmoni,
iar concentratia in tesuturi avea un caracter non-liniar la cresterea dozelor. Fenobarbitalul a
micsorat nivelul tisular al fiecarii alcaloid, precum si toxicitatea extractului brut. Toti alcaloizii,
in special, berberina au ardtat o citotoxicitate dependentd de doza si timp [91].

Cercetand toxicitatea acuta pe soricei a alcaloizilor din Rhizoma Coptidis prin
determinarea DLsg, Yi J. et al. (2013) au demonstrat cd cea mai toxica s-a dovedit berberina,
dupa care urmeazad coptizina, epiberberina si palmatina. Valorile DLsy au constituit 713,57
mg/kg pentru berberind, 852,12 mg/kg — pentru coptizind, 1360 mg/kg — pentru epiberberina si
1533,68 mg/kg — pentru palmatina [147].

In studiile de toxicitate acutd pe soricei Ma BL. et al. (2016) au demonstrat ci extractul din
Rhizoma Coptidis in doza de 3 g/kg a provocat moartea animalelor peste 24 ore. In acelasi timp
o doza de 1259 mg/kg de extract sau echivalentd cu 618 mg/kg berberina nu a prezentat reactii
toxice. In acest context determinarea berberinei in singe a demonstrat o concentratie mai mare a
alcaloidului dat dupa administrarea extractului in comparatie cu berberina purd. Aceste date au
sugerat ipoteza ca ceilalti compusi din extract amelioreaza farmacocinetica berberinei [92].

In Monografia OMS (2010) sunt redate cercetiri privind studiile de toxicitate ale
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Chelidonium majus pe animalele rozatoare, care nu au constatat careva leziuni sau efecte toxice.
Doza letala medie (DLsp) a decoctului dupa administrarea intraperitoneald a constituit 9,5 g/kg.
La soricei DLsp pentru alcaloizii izochinolinici dupa administrarea subcutanata a fost de 300
mg/kg. Administrarea intraperitoneald a extractului metanolic din iarba de rostopasca in doza de
350 mg/kg a determinat decesul a 20% soricei timp de 7 zile. Studiile de toxicitate acuta a
extractului metanolic si hidric din iarba de rostopasca, la administrarea interna, la soricei DLsg a
fost de 12,5 si 10,1 g/kg respectiv [171].

Cercetarile toxicologice ale alcaloizilor puri au demonstrat ca DLsp pentru chelidonina, la
injectarea intraperitoneald, a constituit pentru soricei 1300 mg/kg si 2000 mg/kg pentru sobolani.
Administrarea alcaloizilor sangvinarina si cheleritrina (in raport 3:1) in doza de 5 mg/kg peroral
timp de 90 zile la purcei nu a determinat careva modificari biochimice si histologice.
Administrarea intraperitoneald la sobolani a acelorasi alcaloizi 1n doza de 10 mg/kg a cauzat
afectarea ficatului cu majorarea activititii transaminazelor. In acelasi timp, la utilizarea
sangvinarinei si cheleritrinei intraperitoneal in doza de 0,2 mg/kg timp de 55 zile nu s-a constatat
simptome de hepatotoxicitate. Studiile de toxicitate a extractului si alcaloizilor puri din
rostopasca, inclusiv a coptizinei, au relevat o corelatie directd intre continutul alcaloizilor si
gradul de hepatotoxicitate [171].

Studiul de toxicitate subacuta a demonstrat, ca extractul din Rhizoma Coptidis in doza de
1,88 g/kg nu a provocat efecte adverse, in timp ce doza de 3,76 g/kg a determinat modificari
hepatice si pulmonare. In opinia lui Ma BL. et al. (2016), alcaloizii determinanti in extract sunt
berberina, coptizina, palmatina si jatrorrhizina, dintre care berberinei i se atribuie rolul principal
responsabil de toxicitatea extractului. Concomitent, ceilalfi alcaloizi pot contribui la toxicitatea
berberinei [92].

In cercetirile sale, Lee YH. et al. (2014); Yi J. et al. (2013) privind toxicitatea subcronica
pe sobolani cu administrarea timp de 90 zile a dozei de 156 mg/kg pentru extractul de alcaloizi si
521 mg/kg extract brut nu au constatat morbiditatea si mortalitatea animalelor, precum si
anomalii ale organelor, modificari ale masei corporale si organelor, a parametrilor hematologici
si urinei, dereglari histopatologice. Astfel, ei au concluzionat ca dozele toxice ale alcaloizilor si

extractului brut depasesc cu mult cele recomandate 1n practica [82, 147].

1.2. Proprietitile farmacocinetice ale derivatilor izochinolinici
In studiile de farmacocinetici Ma YM. et al. (2013), Ma BL. et al. (2016) au relevat ca
administrarea dozei de 3 g/kg a extractului din Rhizoma Coptidis la soricei a determinat nivele

plasmatice mai mari decat folosirea a 618 mg/kg berberind purd. Ei au presupus cd motivul
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acestor diferente poate fi asociat cu Tmbunatatirea proprietatilor farmacocinetice ale berberinei de
catre alti compusi prezenti 1n extract, prin influentarea absorbtiei, distributiei si metabolismului,
deoarece conversia celorlalti alcaloizi in berberina este exclusa, reiesind din structurile chimice
ale acestora [92, 93]. Axandu-se pe cercetarile de absorbtie, Bao TD. et al. (2010) au demonstrat,
ca berberina asigurd concentratii mai mari in extractul hidric decat in solutia purd, fapt cauzat de
inhibarea P-glicoproteinei de compusii din extract (berberina este un substrat al acestei pompe de
eflux) cu diminuarea efluxului din mucoasa intestinala [3].

In cercetarile de metabolism Liu S. et al. (2015) au relevat ci sub influenta alcaloizilor din
Rhizoma Coptidis berberina este metabolizatd prin CYP 2D6, in timp ce coptizina este un
inhibitor al acestei izoenzime, ce a si contribuit la majorarea nivelului plasmatic al berberinei,
fapt responsabil de cresterea toxicitatii. Totodatd alcaloizii prezenti in extract nu influenteaza
metabolizarea coptizinei [87].

In studiile anterioare de farmacocinetica Cui HM. et al. (2015) au demonstrat ci alcaloizii
din rostopascd au o biodisponibilitate si concentratic plasmaticdA micd dupd administrarea
perorala la sobolani, cani si om. Concomitent, Wang J. et al. (2019) a raportat cad berberina este
un substrat al glicoproteinei P (P-gp) si se supune unui metabolism extensiv in ficat cu
participarea CYP 2D6 si CYP 1A2. Aceste date sugereaza ca absorbtia slaba, efluxul prin P-gp si
metabolismul crescut pot fi responsabili pentru biodisponibilitatea redusd a alcaloizilor din
rostopasca [33, 136].

Cui HM. et al. au demonstrat (2015) in cercetarile experimentale de farmacocinetica a
berberinei, coptizinei, palmatinei si jatrorrhizinei, ca alcaloizii au un coeficient de repartitie
ulei/apa mai mare intr-un mediu acid, dacat in solutia tampon (pH-7,4), iar berberina are cel mai
mare coeficient. Astfel, o solubilitate mai mare 1n ulei va determina o absorbtie prin difuziune
pasiva, iar modelarea acestor doud medii simuleaza mediul din stomac si intestin [33].

Coeficientul de permeabilitate al coptizinei a oscilat intre 0,49-0,64x10°cm-s, mai mic
decat al berberinei, dar mai mare ca la palmatina si jatrorrhizind, fapt ce demonstreaza la om
permeabilitate slaba a alcaloizilor [33].

Cui HM. et al. (2015) si Liu Y. et al. (2010) au demonstrat in studiile pe intestin izolat de
sobolan, ca alcaloizii se absorb preponderent in jejun si ileon, dar mai semnificativ in jejun.
Procentul cumulativ al absorbtiei intestinale pentru alcaloizi timp de 4 ore a fost de peste
15,75%. Rezultatele obtinute releva ca alcaloizii, inclusiv coptizina, se caracterizeaza printr-0
permeabilitate si absorbtie slabd, iar efluxul prin P-gp si metabolismul hepatic sunt responsabili
de biodisponibilitatea redusa, creand concentratii plasmatice minime la administrarea perorala

[33, 89].
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Liu G. et al. (2014) considera, ca biodisponibilitatea coptizinei poate fi redusa datorita
metabolizarii la primul pasaj hepatic cu formarea unui metabolit activ in cadrul unei reactii de
demetilare oxidativa. S-a demonstrat ca coptizina este supusd metabolizarii de 1 faza cu
participarea CYP 2D6, in timp ce palmatina se scindeaza cu CYP 1A2. Concomitent, Liu S. et al.
(2015) a constatat, cad coptizina, cel mai puternic din alcaloizii din rostopascd, reduce
metabolismul berberinei datoritd inhibarii CYP2D6 in ficat. In pofida unei absorbtii reduse a
coptizinei la administrarea perorald, totusi alcaloidul se distribuie preponderent in ficat.
Totodatd, Kykec B.I'. (2009) atentioneaza asupra faptului, ca la utilizarea extractului integru din
rostopasca, alcaloizii, indeosebi coptizina, vor avea influente benefice asupra farmacocineticii
compusilor activi [86, 87, 168].

Dupa administrarea perorala, Fan H. et al. (2013) identifica compusii: coptizina, berberina,
palmatina si jatrorrhizina in plasma la sobolani, iar primii trei alcaloizi si In urind sub forma
neschimbata [40].

Dupa administrarea perorala a coptizinei in doza unica de 30, 75 si 150 mg/kg, Yan Y. et
al. (2017) a constatat o variatie dependenta de doza a concentratiei plasmatice si ariei de sub
curba concentratiei cu cel mai mic nivel la doza de 30 mg/kg. Biodisponibilitatea absolutd a
variat de la 1,87 la 0,52% [144].

Absorbtia alcaloizilor din Rhizoma Coptidis, inclusiv a coptizinei, pe intestin izolat a fost
un proces liniar, in doze mari, medii $i mici cu o absorbtie in intestinul subtire. Rata de
absorbtie, in opinia lui Chen K. et al. (2015), a fost mai mare 1n decoctul de rizomi in comparatie
cu extractul alcoolic [20].

In alte studii experimentale (Su J. et al., 2015; Zhou X. et al., 2015), coptizina s-a
determinat in plasma la sobolani si dupa utilizarea perorald. Alcaloidul s-a administrat enteral
(50 mg/kg) si intravenos (10 mg/kg) la sobolani cu determinarea parametrilor farmacocinetici si
capacitatea de a penetra prin bariera hemato-encefalica. Dupa folosirea orala biodisponibilitatea
alcaloidului a constituit 8,9% cu o perioada de injumatatire (To5) Tn plasma scurta de 0,71 ore.
Dupa administrarea intravenoasd alcaloidul a penetrat rapid bariera hemato-encefalica atingand
concentratii mari cu o eliminare lenta din diferite regiuni ale creierului [130, 158].

Su J. et al. (2015) a mai constatat cd coptizina se supune metabolizarii cu formarea a 17
metaboliti, inclusiv 11 neconjugati, rezultafi prin hidroxilare, hidrogenare, demetilare,
dehidrogenare, si 6 conjugati cu acid glucuronic si sulfuric [130].

In studiile experimentale pe culturi de celule, Zhang X. et al. (2011) au constatat, ca
alcaloizii din rostopasca (berberina, coptizina, palmatina, jatrorrhizina) sunt substraturi ale P-gp,

iar transportul lor de la membrana apicala la cea bazala a fost crescut de inhibitorii P-gp,
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ciclosporina A si verapamil, in timp ce transportul in directie opusd a fost diminuat. Totodata,
alcaloizii respectivi nu au influentat activitatea P-gp. Astfel, cercetatorii au concluzionat, ca
absorbtia coptizinei este realizata prin transportul transmembranar cu ajutorul P-gp [153].

In studiu pe celule in vitro Qu Q. et al. (2014) si Han YL. et al. (2011) au observat, ci
coptizina in concentratii pana la 100 mmol/L a inhibat, intr-un mod dozodependent, CYP2D6,
date ce necesitd a fi luate in consideratie la utilizarea concomitentd cu medicamentele ce se
inactiveaza prin intermediul acestei izoenzime a citocromului P-450 [53, 124].

In studiile in vivo si in vitro, Yu CP. et al. (2018) au demonstrat ci administrarea interna de
extract din Rhizoma Coptidis a activat functiile de P-gp si CYP3A4. Astfel, o doza unica (1g/kg)
si sapte doze consecutive (l1g/kg) de Rhizoma Coptidis au scazut semnificativ Cpax a
ciclosporinei, substrat al P-glicoproteinei si CYP 3A4, cu 56,9% si 70,4% si a ariei de sub curba
concentratiei (ASC) cu 56,4% si 68,7% respectiv. Studiul pe celule a indicat, cd decoctul din
Rhizoma Coptidis, berberina, coptizind si palmatind au activat transportul de eflux al P-
glicoproteinei. Conform studiului in vitro Rhizoma Coptidis a majorat activitatea metabolica a
CYP 3A4 [150].

Chen N. et al. (2018) au tratat sobolanii intacti si cei cu insomnie cu pulbere de Rhizoma
Coptidis (RC) si Jiao-Tai-Wan (JTW - o fitoasociere ce contine Rhizoma Coptidis si Cortex
Cinnamon in raport 10:1 g/g) la o dozd de 3 g/kg pe zi timp de 7 zile. In rezultatele obtinute,
cercetatorii au aratat ca, la sobolanii intacti, excretia urinara si fecald a alcaloizilor, in special
berberinei, coptizinei si palmatinei a crescut semnificativ in grupul JTW comparativ cu grupul
RC, in timp ce excretia urinara si fecala a sase alcaloizi a scazut la animalele cu insomnie [21].
Gong Z. et al. (2014) au demonstrat, ca procesul farmacocinetic al berberinei ar putea fi
modificat in cazul intestinului iritabil postinflamator. Aceste date au sugerat ca afectiunile
patologice ar putea avea o influentd marcatd asupra excretiei de alcaloizi la sobolani §i au
demonstrat faptul ca, compatibilitatea ar putea promova efecte terapeutice mai bune prin
cumularea de alcaloizi in organism [48].

Studiile de farmacocineticd au demonstrat ca extractele, sumele de alcaloizi si alcaloizii
puri au o biodisponibilitate relativ mica, aceasta fiind influentata 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

si toxici ai altor alcaloizi.
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1.3. Proprietitile farmacodinamice ale derivatilor izochinolinici

Activitatea farmacologica a majoritatii produselor din rostopascd se datoreaza, in primul
rand, prezentei alcaloizilor, care au activitate farmacologica diferita.

De exemplu, conform Monografieit OMC (2010) chelidonina poseda un efect analgezic si
sedativ pronuntat, similar efectului principal al alcaloizilor macului - papaverinei si morfinei. in
plus, acest alcaloid are un efect antispastic asupra organelor musculare netede, are proprietati
hipotensive si bradicardice, iar Koriem KM. et al. (2013) raporteazd despre reducerea

Un alt alcaloid, homochelidonind, dimpotriva, are un efect stimulant si convulsiv si
prezintd activitate anestezica locald. Protopina, continutd in cantitdti destul de mari, reduce
reactivitatea sistemului nervos autonom si, spre deosebire de chelidonind, mareste tonusul
musculaturii netede. Pentru cheleritrina este caracteristic un efect iritant local pronuntat [171].

Dintre toti compusii din planta, cel mai bine este studiatd sanguinarina. A fost stabilit un
efect distinct anticolinesterazic al medicamentului pe diferite tipuri de animale de laborator
(Wang J. et al., 2019). In plus, cercetirile au demonstrat ci sanguinarina potenteazi efectele
acetilcolinei si imbunatiteste conducerea neuromusculara. In studiul proprietatilor farmacologice
generale ale sanguinarinei, s-au confirmat efectele caracteristice intregului grup de substante
anticolinesterazice si s-a constatat cd alcaloidul are un spectru larg de activitate antimicrobiana,
actioneaza bactericid pe bacterii gram-pozitive si gram-negative, ciuperci si trichomonade [6, 45,
136].

Proprietatile farmacologice de baza ale Chelidonium majus L. sunt descrise in continuare.

Actiunea hepatoprotectoare

Actiunea hepatoprotectoare a Chelidonium majus a fost demonstrata pentru alcaloizii
chelidonina, berberina, protopina. O influentd benefica asupra functiilor ficatului ar avea si
derivatii izochinolinici cu efect antioxidant, coleretic, antiinflamator si imunomodulator
(coptizina, berberina, protopina, cheleritrina, sanguinarina, acidul chelidonic). In studii
experimentale Gilca M. et al. (2010), Maji AK. et al. (2015) au demonstrat ca extractul din
rostopascd nu altereaza In normd functiile ficatului, dar extractul si alcaloizii pot preveni
leziunile hepatice induse de CCl,, paracetamol prin diminuarea activitatii enzimelor (AIAT,
AsAT, FA) si nivelului bilirubinei. Un rol important prezinta efectul antioxidant, deoarece in
patologia hepatica este demonstrata actiunea negativa a stresului oxidativ asupra hepatocitelor.
Si Ye X. et al (2009) au constatat ca efectul antioxidant este mai manifest la extractul din

rostopasca ce contine un sumar de alcaloizi. Acest efect este cauzat de captarea radicalilor liberi
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(hidroxil, peroxil, hipoclorid), anionilor (superoxid, singlet), precum si prin cresterea activitatii
enzimelor antioxidante (catalaza, superoxid dismutaza MnSOD) [46, 95, 146].

De asemenea, Hu YR. et al. (2017) au determinat, ca actiunca hepatoprotectoare poate fi
cauzata de efectul antioxidant al coptizinei la concentratii de 0,8 si 10 mkg/ml, de micsorarea
producerii de specii reactive ale oxigenului, inhibarea peroxidarii lipidelor, cresterii sintezei de
glutation si activitatii enzimelor antioxidante (SOD, GP-azei) [61].

Gilca M. et al. (2010) si Ye X. et al. (2009) au demonstrat, in studii experimentale, ca
extractul etanolic din rostopasca poseda efect hepatoprotector prin reducerea numarului de
hepatocite necrotizate, modificarilor fibrotice, activitatii transaminazelor si nivelului bilirubinei
in hepatita toxica indusa prin CCly. La sobolanii cu hepatitd toxica, indusa prin tetraclorura de
carbon (CCly) extractul in dozele de 400, 600 si 800 mg/kg a manifestat efecte protectoare prin
micsorarea activitatii AIAT si AsAT si cresterea activitatii superoxid dismutazei. Astfel, autorii
au concluzionat, ca la baza efectului hepatoprotector stau prorietatile antioxidante ale extractului
nominalizat [46, 146].

Extractul din rostopasca, administrat intragastral in dozele de 12,5, 62,5 si 125 mg/kg de 2
ori pe saptamana timp de 3 saptamani, diminueaza efectiv actiunea hepatotoxica a CCly prin
micsorarea activitatii AIAT, AsAT, fosfatazei alcaline, LDH si nivelului bilirubinei.
Concomitent s-a constatat o restabilire a nivelului colesterolului, micsorat iniial de actiuneca
hepatotoxicului. La examinarea histologica s-a determinat micsorarea numarului hepatocitelor
necrotice [171].

Cercetarile pe ficat izolat perfuzat au demonstrat, ca extractul alcoolic din rostopasca cu un
continut de 1,6% alcaloizi, a crescut de 2 ori eliminarea bilei [171].

Coptizina, la administrarea preventiva timp de 7 zile, a ameliorat leziunea hepaticd indusa
la soareci prin diminuarea de lipopolizaharide si D-galactozamina (LPS/D-GalN) si nivelelor
AlAT si AsAT, cresterea valorilor hepatice ale glutationului (GSH) si superoxidreductazei
(SOR) si mentinerea morfologiei hepatocitelor. Studiile in vitro au aratat, ca tratamentul cu
coptizind a diminuat in mod evident apoptoza celulelor HepG2. Astfel, Chai FN. et al. (2018)
considera cd alcaloidul a demonstrat un potential efect protector asupra leziunilor hepatice [14].

Zielinska S. et al. (2018) au stabilit, ca extractul etanolic din Chelidonium majus a
demonstrat capacitatea de a reduce hepatotoxicitatea indusa de tetraclorura de carbon prin
diminuarea acumularii lipidelor, dezvoltarii necrozei celulare si absenta fibrozei [159].

Un sir de studii clinice cu produse care contin extract de Chelidonium majus la pacientii cu
tulburari ale tractului biliar si ale vezicii biliare (colelitiaza, colangitd/colecistitd, sindrom

postcolecistectomic, hepatita toxica alcoolicd) au sugerat despre o ameliorare semnificativa a
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parametrilor clinici, instrumentali §i de laborator (bilirubind, transaminaze, tabloul sangelui)
[159].

Analiza datelor literaturii permit de a conchide ca extractele cu alcaloizi din Chelidonium
majus exercitd actiune hepatoprotectoare prin: micsorarea producerii de specii reactive ale
oxigenului; inhibarea peroxidarii lipidelor; cresterea sintezei de glutation si activitatii enzimelor
antioxidante; diminuarea procesului inflamator datoritd micsordrii producerii citokinelor
proinflamatorii; corectia dereglarilor metabolismului lipidic [33, 40, 46, 95, 99, 108, 146].

Chelidonium majus se considera una dintre cele mai cunoscute remedii pentru medicina
populard, prescrisd in icter si boli hepatice, cum ar fi inflamatia, conditii spastice si calculi
biliari.

In articolul de sintezd, Zielinska S. et al. (2018) au stabilit utilizarea rostopascai in
ameliorarea functiilor tractului gastrointestinal in diverse tari: in Polonia, infuzia din frunze de
rostopasca a fost folosita ca un colagog, pentru a ameliora functia tubului digestiv, in caz de icter
a fost recomandata infuzia preparatd din jumatate de linguritd de rostopasca la un pahar de apa;
in Ucraina, infuzia a fost utila pentru a ameliora functiile hepatice, iar in Ucraina de Vest, infuzia
a fost utilizatd ca relaxantd in colicile intestinale si biliare. De asemenea, in térile balcanice,
rostopasca a fost administratd in tratamentul tulburarilor hepatice: in Albania pentru a trata
hepatita, infuzia a fost recomandatd de a fi consumatd cu zahdr in portii mici; In Serbia,
rostopasca a fost folositd intern pentru a diminua inflamatia vezicii biliare, a ductului biliar, a
icterului si a hepatitei [159]. O serie de cercetdtori, dimpotriva, pun la indoiald efectul benefic al
el 1n afectiuni hepatice si raporteaza asupra hepatotoxicitatii acestei plante [106, 129, 132, 133].

Actiunea gastroprotectoare

Conform datelor prezentate de Luo C. si coaut. (2018), la modelarea ulcerului gastric
indus cu indometacind la sobolani, 8-hidroxi-7, 8-dihidrocoptizina in doze de 10 mg/kg, 20
mg/kg si 40 mg/kg a demonstrat actiune gastroprotectoare net superioara comparativ cu
berberina (20 mg/kg) si lansoprazolul (30 mg/kg) in protejarea impotriva afectarii gastrice induse
de indometacind: a crescut semnificativ nivelele de superoxid dismutaza si glutation si a redus
semnificativ malondialdehida; a suprimat efectiv nivelele de mieloperoxidaza, interleukina-1p,
factorul o de necrozi tumorald si angiotensina II. In plus, preparatul a crescut semnificativ
expresia ciclooxigenazei-1 si a ARNm ciclooxigenazei-2 si a crescut nivelul prostaglandinei E2
in mucoasa gastrica; a marit semnificativ translocarea factorului 2 asociat cu factorul 2 eritroid al
nucleului de la citosol la nucleu si expresia hemoxigenazei-1, reducand in acelasi timp expresia
proteinei kinazei 6 activate de mitogen (MKK6) si translatia proteinelor kinazei p38 activate de

mitogen (MAPK p38). Si Chen HB. et al. (2017) atribuie coptizinei actiune gastroprotectoare
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prin mecanismul de reglare favorabila a starii antioxidante si antiinflamatorii, mediata prin calea
de semnalizare Nrf2 si translocarea MAPK p38 [18, 90].

Actiunea antiinflamatoare

Coptidis chinesis se utilizeaza de secole in tratamentul maladiilor inflamatorii. In cercetiri
experimentale Maji AK. et al. (2015), Wu J. et al. (2016) au constatat ca, coptizina a inhibat
marcat producerea de monoxid de azot prin diminuarea expresiei de nitricoxid sintetaza
inductibila in macrofagele stimulate prin lipopolizaharide. Concomitent, alcaloidul a inhibat
producerea de citochine proinflamatorii IL-1 beta si IL-6 prin suprimarea expresiei ARNm.
Coptizina a redus edemul labutei la sobolani indusa prin caragenan (aditiv E-407), precum si a
micsorat formarea TNF-alfa si monoxidului de azot in tesutul inflamat [95, 142].

La sobolanii cu ischemie si reperfuzie miocardicd, conform datelor stiintifice prezentate de
Guo J. et al. (2013) si Wang Y. et al. (2017), coptizina a atenuat producerea de citokine
proinflamatorii (IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa) in miocard si suprimarea caii Rho/Rock [51, 139]; de
asemenea, Huang Z. et al. (2015), Liu XT. et al. (2010) si Wang Y. et al. (2015) raporteaza
despre actiunea protectoare a berberinei asupra miocitelor cardiace prin suprimarea activitatii
autofagiei [63, 88, 138].

In cercetrile sale, Qin-Wei Z. et al. (2016) au stabilit rolul berberinei in suprimarea cii de
semnalizare a fosfoinositid-3-kinazei/ACT si a reducerii ulterioare a expresiei IL-6, IL-1p si a
factorului de necrozd tumorald in tesutul miocardic, iar Yao W. et al. (2018) si Yu L. et al.
(2015) considera berberina responsabild de atenuarea disfunctiei mitocondriale si apoptozei
miocardice [123, 145, 151].

La sobolanii cu esofagita de reflux alcaloizii din Rhizoma Coptidis, inclusiv coptizina, au
manifestat actiune antiinflamatoare prin suprimarea cresterii nivelului mediatorilor si a
citokinelor inflamatorii prin activarea factorului nuclear-kappa B (NF-kB) si a redus cresterea
speciilor serice de oxigen reactiv si a peroxinitritului, a imbunatatit nivelul superoxid dismutazei
si hemoxigenazei-1 (HO-1) [79].

In studiile in vitro extractul din rostopasca, ce continea 0,68% alcaloizi, a diminuat
activitatea 5-lipooxigenazei, iar sangvinarina si cheleritrina au inhibat si activitatea 12-
lipooxigenazei [171].

In studiile experimentale Gilca M. et al. (2010), Maji AK. et al. (2015) si Mikotajczak PL.
et al. (2015) au constatat, ca extractul metanolic din Chelidonium majus inhiba progresia artritei
induse de colagen la soricei. Acest efect al extractului este determinat de diminuarea producerii
de TNF-alfa, 11-6, INF-gama, B-celule si majorarea raportului CD4+CD25+T-celule reglatoare.

Concomitent s-a micsorat nivelul imunoglobulinelor G si M [46, 95, 99].
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Coptizina a fost utilizatd pe scard larga pentru remedierea tulburarilor inflamatorii (Chen
HB. et al., 2017; Meng FC. et al., 2018). In studii au fost investigate proprietatile antiinflamatorii
ale bazei libere de coptizina (8-hidroxi-7,8-dihidrocoptizina) prin modelarea edemului urechii
indus de xilen, permeabilitatii vasculare indusa de acid lactic si edemului labei indus de
caragenan. Rezultatele au ardtat ca coptizina a exercitat o supresie dependentad de doza in edemul
urechii indus de xilen, a atenuat in mod semnificativ agravarea permeabilitatii vasculare cauzata
de acidul acetic si edemul labei indus de caragenan. Alcaloidul a suprimat producerea de
interleukina-1 beta (IL-1 B), interleukina-6 (IL-6), prostaglandind E2 (PGE2) si factor de necroza
tumorald (TNF-a) pe fondalul administrarii caragenanului. Coptizina a inhibat calea protein
kinazei activate de mitogen (MAPK) prin blocarea fosforilarii p-p38 (fosfop-p38 protein
kinazelor nitrogen activate) si p-JNK (kinaza fosfo-c-jun N-terminala) (Havelek R et al, 2016).
Astfel, coptizina previne eficient inflamatia, cel putin partial, prin inhibarea cailor de
semnalizare prin factorul nuclear (NF-kB) si MAPK [18, 55, 98].

Fractia alcaloizilor din Chelidonium majus a fost eficientd in edemul labutei de sobolan
indus de caragenan. Extractele ce contin preponderent coptizina au fost eficace in testul cu placi
fierbinti, ce a demonstrat proprietatile antinociceptive, datorita actiunii supramedulare [159].

Extractul hidroetanolic din partile aeriene ale Chelidonium majus in doze de 200 mg si 400
mg/kg, la soarecii cu dermatita atopica indusa de DNCB (1-cloro-2,4-dinitrobenzen), a atenuat
pruritul si leziunea pielii, a diminuat nivelele serice ale IL-4 si TNF-alfa, a normalizat continutul
Ig E [74, 159].

Extractul metanol-hidric din Chelidonium majus in doze perorale de 40 si 400 mg/kg, la
soarecii cu artritd indusa de colagen, a suprimat progresia afectdrii articulatiilor si migrarea
celulelor in ganglionii limfatici, splind, timus si lichidul sinovial, dar cel mai marcat efect a fost
in ganglionii limfatici si articulatii. Concomitent, s-a constatat o scddere nesemnificativa a
celulelor CD4 +, CD8 + si CD3e +, dar marcata a celulelor B CD19 +). Paralel, s-a determinat o
majorare semnificativa a numadrului celulelor T: CD4 +, CD25 + de reglementare, ceea ce
sugereazd despre mobilizarea raspunsului adaptiv al sistemului imun pentru a contracara si a
echilibra procesele inflamatorii excesive (Zielinska S. et al., 2018). S-a observat (Lee YC. et al.,
2018) supresia mediatorilor de inflamatie, cum ar fi IL-6, TNFa, IFN-gama, precum si nivelul
scazut al Ig G si Ig M, indeosebi dupa tratamentul cu doza de 400 mg/kg [81, 159].

In baza analizei datelor prezentate putem conchide, ci activitatea antiinflamatorie a
extractului din Chelidonium majus si a alcaloizilor constituenti, inclusiv coptizina, se poate
realiza prin: atenuarea producerii de prostaglandine si citochine proinflamatorii (PGE2, IL-1

beta, IL-6, TNF-alfa); inhibarea caii lipooxigenazice a acidului arahidonic; suprimarea activitatii
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factorului nuclear (NF-kB) si cdilor de semnalizare prin factorul nuclear; modularea imunitatii
umorale si celulare; activitatea antioxidanta[18, 33, 79, 85, 99, 105, 122, 134, 158].

Actiunea antimicrobiana

In numeroase cercetari (Jesionek W. et al., 2016; Moricz AM. et al., 2015) s-a stabilit ca
medicamentele din rostopascd si substantele biologic active izolate din ea au proprietati
antibacteriene si antivirale [64, 102]. Astfel, Zuo GY. et al. (2008) indica despre actiunea
bacteriostatica a alcaloidului homochelidonina fatd de Staphylococcus aureus la o dilutie de
1:12500 si intarzierea dezvoltarii micobacteriei tuberculozei la o dilutie de 1:100000. Conform
opiniei lui Ciri¢ A. et al. (2008) si Kedzia B. et al. (2013) alcaloidul cheleretrina are un efect
bacteriostatic asupra Staphylococcus aureus la o dilutie de 1:10000 si impiedica dezvoltarea
micobacteriei tuberculozei la o dilutie de 1:25000 [30, 71, 162].

Alcaloidul sanguinarina actioneaza antibacterian asupra stafilococului si asupra unor tipuri
de bacterii gram-pozitive. In experimentele in vivo si in vitro, s-a constatat ci medicamentele din
rostopasca pot inhiba tulpinile unor microorganisme cum ar fi S. aureus, K. pneumoniae,
Candida albicans, Epidermoph. floccosum, Tr. mentoringtes, Tr. rubrum, microsp. ganis, Asp.
fumigatus. Numerosi cercetatori afirma, ca alcaloizii din rostopascd sunt derivati de benzil
tetrahidroizochinolind, dar au grupe de substitutie variate in pozitiile cheie si, respectiv, afinitate
si diferente in activitatea farmacologica. Analiza structurald a ardtat ca berberina si coptizina au
cate o grupare metilendioxi in pozitiille C2 si C3 ce difera de alti alcaloizi. La substituirea
grupelor metilendioxi s-a observat o crestere a activitatii antibacteriene si antifungice a
alcaloizilor [33, 40, 85, 99, 122, 134, 154, 158].

Actiunea antivirala

,»Studii in vitro au demonstrat faptul ca extractul alcoolic din rostopasca are proprietati
antivirale (35 pg/ml) si virucide asupra virusului Herpes simplex. Alcaloizii benzofenantridinici
si protoberberinici au fost testati pentru inhibarea reverstranscriptazei, activitatii ARN-ului
virusilor tumorali. Inhibarea activitatii reverstranscriptazei a fost corelatd cu structura si
activitatea antileucemica a alcaloizilor protoberberinici. Grupurile fenolice si metoxi privind
structura alcaloizilor benzofenantridinici sunt importante pentru activitatea anti-RT, astfel ca
alcaloizii prezintd activitati foarte diferite. Prezenta in moleculd a azotului cuaternar este de
asemenea necesar pentru activitatea anti-RT (Zielinska S. et al., 2018). Compusi precum
chelidonina care nu are azot cuaternar prezinta o activitate foarte slaba impotriva virusilor ARN
tumorali. Conform cercetdrilor efectuate de catre Pasca D.I. si colab. (2013), chelidonina
prezintd o activitate inhibitoare scdzutd asupra reverstranscriptazei virusului imunodeficientei

dobandite de tip I (IC50 aproximativ 200 pg/ml), in timp ce berberina prezintd o activitate
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moderatd impotriva aceleiasi enzime (IC50 aproximativ 100 pg/ml). Extractul de rostopasca a
prezentat o actiune antivirald si intr-un studiu in vivo realizat pe soareci infectati cu virus gripal,
insd numai in cazul in care cantitatea de virus administrata a fost una redusa” [107, 159].

Actiunea antifungica

Activitatea antifungica a fost testata cu ajutorul latexului vegetal si a diferitelor extracte de
solvent din partile aeriene si subterane, cum ar fi eterul, etanol/metanol, cloroformul, acetona si
apa (Kedzia B. et al., 2013; Meng F. et al., 2009; Wei Q. et al., 2017). Cheleretrina,
sanguinarina, chelidonina si derivatii lor au fost, de asemenea, individual testati impotriva unui
numdr mare de ciuperci patogene umane: Aspergillus fumigatus, A. niger, Candida sp.
Cladosporium herbarum, Cryptococcus neoformans, Epidermophyton floccosum, Fusarium sp.
Keratinomyces ajelloi, Microsporum sp. Penicillium notatum, Rhodotorula rubra,
Scopulariopsis brevicaulis, Torlopsis utilis, Trichophyton sp. Efectul extractelor Chelidonium
majus asupra ciupercilor patogene a fost semnificativ mai slab comparativ cu efectul asupra
bacteriilor patogene. De exemplu, concentratiile minim inhibitorii (MIC) ale extractelor de
etanol si metanol au fost cuprinse Intre 1,5 si 8 mg/ml fata de bacteriile cele mai rezistente, in
timp ce MIC ale extractului etanolic de plante fatd de cele mai patogene ciuperci a fost de 20-40
mg/ml (Kedzia B. et al, 2013). Cheleritrina, sanguinarina si derivatii acestora (8-
hidroxidhidrocheleritrind) au fost pana la cateva ori mai puternici decat chelidonina (Meng F. et
al, 2009). Cheleretrina a fost, de asemenea, capabild sa inhibe germinarea sporilor mai multor
ciuperci patogene din plante: Sphaerulina juglandis, Septoria microspora, Fusarium oxysporum
si Curvularia lunata. Aceasta sugereaza functia biologic-antipatogenica reala a alcaloizilor de
izochinolina din planta (Wei Q. et al., 2017; Zielinska S. et al., 2018). Cu toate acestea, nici o
caracteristicd structurald pare sa nu fie identificatd ca determinant al potentei antifungice, in
ciuda unor variatii ale activitatii fata de tulpini diferite intre alcaloizi individuali. Este mai
degrabd combinatia dintre acestia si alti compusi care vizeazd mai multe locatii de actiune care
au ca rezultat efectul final observat [71, 97, 140, 159].

Actiunea hipolipemianta

In cercetirile experimentale pe animale cu hiperlipidemie Feng M. et al. (2017) si Maji
AK. et al. (2015) au relevat capacitatea extractului din Chelidonium majus (100-300 mg/kg) de a
micsora nivelul colesterolului total (CT), lipoptroteinelor cu densitate mica (LDL), trigliceridelor
(TG) si de a majora pe cel al lipoproteinelor cu densitate mare (HDL) [42, 95].

In studii experimentale, prin modelarea unei hiperlipidemii, Pang B. et al. (2015) au
constatat cd coptizina n doza de 46,7 mg/kg/zi timp de 140 zile a preintdmpinat cresterea masei

corporale, a lipoproteinelor cu denisitate mica, a micsorat continutul CT si TG si 1-a crescut pe
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cel al lipoproteinelor cu densitate mare. Concomitent, la utilizarea alcaloidului, s-a majorat
fractia acizilor biliari eliminati prin masele fecale. He K. et al. (2017) au demonstrat, ca suma
alcaloizilor din Rhizoma Coptidis a manifestat un efect hipolipemiant mai marcat decét fiecare
alcaloid in parte. S-a concluzionat, ca compusii din rostopasca, inclusiv coptizina, pot influenta
sinteza colesterolului prin reglarea feedback negativda a expresiei 3-hidroxi-3-metil-glutaril
coenzim-A reductazei (HMGCo-A), precum si intensifica clearence-ul lipidelor prin reglarea
feedback pozitiva a receptorilor LDL, colesterol-1-alfa-hidroxilazei (CYP7A1) si expresia
proteinei 2 decuplate [56, 57, 105].

Mai multi cercetatori au studiat influenta sumei alcaloizilor din Rhizoma Coptidis (Kai H.
et al,, 2017; Kou S. et al., 2016) si a alcaloizilor puri: coptizina, berberina, palmatina,
epiberberina, jatrorrhizina (Chi L. et al., 2014; Choi JS. et al., 2015) pe cultura de celule HepG2
pe animale si au demonstrat, ca componenta integra a redus mai efectiv nivelul CT, TG, LDL si
I-a crescut pe cel al HDL. Concomitent s-a determinat o diminuare a continutului colesterolului
si acizilor biliari Tn masele fecale. Autorii au sustinut ipoteza, ca efectul alcaloizilor din
rostopascd este cauzat de reglarea feedback pozitiva a LDL-receptorilor si CYP7A1 si cea
negativa a HMGCoA-reductazei [22, 23, 69, 76].

Chen B. et al. (2015) au observat, ca la administrarea coptizinei in doza de 70,05 mg/kg s-a
redus semnificativ concentratia CT, TG, LDL si a crescut cea a HDL [16]. In acelasi timp
alcaloidul a majorat eliminarea acizilor biliari totali prin intestin. Ulterior, Cao Y. et al. (2012) si
He K. et al. (2015) in investigatii preclinice au demonstrat cd, coptizina suprimd expresia
HMGCo-A-reductazei si creste expresia proteinei LDL-receptorilor si CYP7A1. Astfel, s-a
concluzionat ca coptizina exercita efect hipolipemiant prin micsorarea sintezei, cresterea
utilizarii si excretiei colesterolului [8, 57].

Wu H. et al. (2014) au relatat ca, dintre alcaloizii Rhizoma Coptidis, coptizina a diminuat
cel mai efectiv nivelul CT, TG, LDL si 1-a crescut pe cel al HDL; concomitent alcaloidul a
majorat expresia ARNm al LDL-receptorilor in ficat [141].

S-a constatat, ca in cazul obezitatii consumul de grasimi si caloriile acumulate se asociaza
cu un grad variat de inflamatie. Rezultatele au aratat ca greutatea corporald, nivelul lipidelor
plasmatice, colesterolului total, trigliceridelor, lipoproteinelor de densitate mica, lipoproteinelor
de densitate foarte micd, ApoB si continutul citokinelor proinflamatorii TNF-a, IL-6 si
lipopolizaharide (LPS) au fost modificate semnificativ la animalele cu dieta bogata in grasimi si
colesterol. Meng FC. et al. (2018) si Zou ZY. et al. (2015) au afirmat ca coptizina In concentratii
de la 60 mg/L pana la 700 mg/L a determinat o majorare dependentd de dozd a cresterii

Enterobacter cloacae, responsabil de inducerea obezitatii si rezistentei la insulina. Coptizina a
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demonstrat capacitatea de reducere a continutului de lipopolizaharide in inflamatie. Investigatiile
au aratat ca coptizina a suprimat tolreceptorii (TLR-4) in tesutul adipos visceral si a redus
expresia CD14 in ficatul animalelor. Aceste date au sugerat ideea ca coptizina poate fi utila
pentru prevenirea bolilor legate de obezitate prin intermediul caii de semnalizare mediate de
LPS/ TLR-4 [98,161].

in opinia cercetitorilor Feng M. et al. (2017) si Meng FC. et al. (2018) coptizina poate
atenua inflamatia cauzata de obezitate si stresul oxidativ cu efecte benefice pentru tratamentul
aterosclerozei datoritd actiunii hipolipidemiante si antiinflamatoare. In studiile experimentale,
tratamentul cu coptizind a scazut nivelul seric al parametrilor metabolismului lipidic
(colesterolului total, trigliceidelor si lipoproteinelor cu densitate mica) si al mediatorilor
inflamatiei (IL-6, IL-1p si TNF-a); precum si continutul ARNm al NF-kBp65, VCAM-1,
ICAM-1, IL-6 si IL-1pB 1n aorta si ficat. Coptizina a micsorat semnificativ placa aterosclerotica
atdt prin efect antiinflamator, cat si prin reducerea lipidelor. Ei considerd, ca efectul
antiinflamator al coptizinei se realizeaza prin activarea inhibitoare a cdilor de semnalizare
MAPK si a translocarii nucleare NF-kB [42, 98].

Daca aceste grupe au fost substituite cu cele metoxil s-a majorat toxicitatea. Cao Y. et al.
(2016) si Fan H. et al. (2013) au demonstrat, ca prezenta grupei metilendioxi joaca un rol
important in generarea glutationului redus (GSH) in mitocondriile hepatocitelor cu un efect
benefic in steatoza hepatica. Guo T. et al. (2016) au constatat ca, coptizina are grupe metilen-
dioxi si In pozitiile C9 si C10, in timp ce la berberina este prezenta grupa metoxil [9, 40, 50].

Choi JS. et al. (2014; 2015) au observat, ca extractul metanolic din Rhizoma Coptidis a
inhibat semnificativ diferentierea adipocitelor si continutul de lipide in cultura de celule.
Berberina, epiberberina, coptizina, palmatina si magnoflorina au diminuat esential acumularea de
lipide in cultura de celule fard a afecta viabilitatea celulard intr-o manierd dependenta de
concentratie. Alcaloizii au redus semnificativ nivelele de expresie ale mai multor gene marker
ale adipocitelor, precum receptorul-y activat de proliferare (PPAR-y) si au inhibat adipogeneza
intr-o manierd dependentd de dozad datorita abilitatilor lor de a regla prin mecanism feedback
negativ nivelele proteinelor marker ale adipocitelor. Astfel, s-a concluzionat, ca extractul din
Rhizoma Coptidis si alcaloizii puri pot prezenta interes terapeutic in tratamentul obezitatii [24,
25].

Datele prezentate ne permit de a concluziona, cd extractele din rostopasca si alcaloizii
izochinolinici, inclusiv coptizina, manifestd efect hipolipemiant relevat prin capacitatea de a
micsora nivelul colesterolului total, lipoptroteinelor cu densitate mica, trigliceridelor si de a

majora pe cel al lipoproteinelor cu densitate mare. Acest efect se realizeaza prin micsorarea
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sintezei, cresterea utilizarii i excretiei colesterolului datoritd urmatoarelor mecanisme:
suprimarea expresiei HMGCo-A-reductazei; cresterea expresiei proteinei LDL-receptorilor si
colesterol-1-alfa-hidroxilazei.

Actiunea hipoglicemianta

Medicina traditionald chineza din cele mai vechi timpuri a recomandat o gama variata de
plante medicinale, precum Rhizoma Coptidis, Cinnamomum cassia, Astragalus membranaceus,
Herba Gynostemmatis, Radix Puerariae Lobatae, Folium Mori, Semen Trigonellae etc. in
tratamentul diabetului zaharat si a complicatiilor sale. Rhizoma Coptidis a fost utilizata pentru
tratamentul diabetului zaharat datoritd proprietatilor sale de scadere a nivelului glicemiei din
sange si beneficiilor terapeutice care sunt, In mare masura, legate de alcaloizii acestora.

In studiile preclinice ale extractului din Rhizoma Coptidis Chen HY. et al. (2012), Chueh
WH. et al. (2011, 2012) si Ma H. et al. (2016) s-au axat pe evaluarea efectului hipoglicemic al
berberinei, coptizinei, palmatinei, jatrorrhizinei pe culturi de celule (HepG2) si soricei cu diabet.
Suplimentarea coptizinei in mediul de cultura a crescut consumul de glucoza de celulele HepG2.
La soricei s-a constatat micsorarea nivelului glicemiei si toleranta la glucoza [19, 27, 28, 94].

Studiul extractului din Rhizoma Coptidis a demonstrat ca berberina, coptizina, palmatina si
jatrorrhizina sunt principalii compusi bioactivi responsabili de efectele farmacologice. Acesti
alcaloizi au relevat activitate moderata de diminuare a nivelului glucozei, iar asocierea acestora a
manifestat un efect sinergic §i mai intens [19].

Axandu-se pe screening-ul mai multor plante medicinale Zhou H. et al. (2014) a
demonstrat ca extractul din Coptidis chinesis a manifestat cea mai mare activitate de inhibare a
alfa-glucozidazei, iar coptizina, epiberberina, jatrorrhizina, berberina si palmatina se considera
compusii capabili sd interactioneze cu enzima respectiva. Aceste date argumenteaza posibilitatea
utilizarii preparatelor din rostopasca in tratamentul diabetului zaharat [156].

Aldoreductaza reprezintd o enzima cheie a cdii poliolice de transformare a glucozei in
sorbitol, substantd osmotic activa responsabild de dezvoltarea complicatiilor tardive ale
diabetului zaharat. Conform Gupta S. et al. (2014), diferite specii de plante s-au dovedit capabile
in vitro si in vivo sa inhibe aldoreductaza. Derivatii de izochinolina (berberina, coptizina,
palmatina i jatrorrhizina) au prezentat cea mai marcatd activitate de a inhiba enzima respectiva.
Studiul corelatiei dintre structura chimica si capacitatea de a lega aldoreductaza a demonstrat ca
grupele metilendioxi (hidrofobe) ale alcaloizilor se cupleaza stabil cu situsul anionic (activ), iar
grupele metoxil (polare) se leagad de situsul adiacent inelului de nicotinamidd a enzimei. Jung
HA. et al. (2008) au inaintat ipoteza, iar Pang B. et al. (2015) au concluzionat mai tarziu, ca

prezenta structurii inelare a izochinolinei este cea mai importantd cerintd pentru activitatea de
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inhibare a aldoreductazei. Aceste studii au permis de a considera alcaloizii din rostopasca utili
compusi sintetici inhibitori de aldoreductaza) [52, 68, 105].

Extractul hidric si alcoolic din Rhizoma Coptidis si diferite fractii ale acestora au inhibat,
in deosebi coptizina, diferentierea preadipocitelor. Concomitent s-a constatat cd compusii au
micsorat semnificativ concentratia glucozei in culturile adipocitelor cu ameliorarea rezistentei la
insulina. In acelasi timp nu s-a determinat acumulare de lipide si crestere in greutate. Aceste
date, sustin Li J. et al. (2010), se considerd similare cu actiunea rosiglitazonei si, posibil, sunt
datorate sinergismului componentilor extractului din rostopasca [83].

Coptizina poate exercita efecte benefice in diabetul zaharat prin cresterea activitatii
insulinei si leptinei si inhibarea aldoreductazei. Prin analiza sistematica Cok A. et al. (2011), mai
tarziu Yue SJ. et al. (2017) au concluzionat, ca izoflavonoidele din rostopasca, prin influenta
asupra unor tinte implicate in metabolismul glucidic - transportorul glucozei (GLUT2), nitroxid
sintazei inductibile (iNOS), receptorului 1 de eliberare a insulinei etc., pot stimula secretia de
insulind, ameliora rezistenta la insulina, favoriza utilizarea glucozei, regla citokinele inflamatorii
si imbunatati metabolismul, manifestand astfel efecte curative sinergice si complementare in
tratamentul diabetului zaharat [32, 152].

Li JC. et al. (2013) au constatat ca extractul din Rhizoma Coptidis, la sobolani cu diabet
experimental prin streptozotocind si dietd bogatd in grasimi, dupd 30 de zile de tratament a
imbunatatit toleranta la glucozad si toleranta la insulind, a diminuat glicemia postprandiald si
nivelele de hemoglobina glicozilata, a crescut nivelul insulinei si indicele de sensibilitate la
insulina. Concomitent s-au ameliorat tulburarile metabolismului lipidic (micsorat nivelul
colesterolului total, trigliceridelor si acizilor grasi liberi) si stresului oxidativ (cresterea
semnificativd a activitatii superoxid dismutazei si a continutului de glutation, diminuarea
nivelului speciilor reactive de oxigen, malondialdehidei si oxidului nitric). Chueh WH. et al.
(2012) au relevat exprimarea scazuta a caspazei-3 in analiza imunohistochimica, fapt ce
demonstreaza despre efectul antiapoptotic al celulelor beta pancreatice [28, 84].

Rhizoma Coptidis, o componentd a multiplelor retete antidiabetice, utilizatda de catre
cercetatorii Chen G. et al. (2017) in doza de 2,05 g/kg/zi timp de 100 zile la sobolanii cu diabet
experimental indus prin streptozotocind, a contribuit la ameliorarea tolerantei la glucoza si
insulina, eliberarea insulinei si functiei celulelor beta pancreatice cu restabilirea cailor de
semnalizare a hormonului, cresterea expresiei receptorului insulinic, fosfatidilinozitol-3-kinazei
si transportorului glucozei (GLUT4). Concomitent s-a constatat reducerea nivelului lipidelor

serice si limitarea stresului oxidativ prin scdderea expresiei monoxidului de azot si dialdehidei
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malonice i majorarea expresiei superoxid dismutazei si glutation peroxidazei. Jiang YY. et al.
(2017) sunt de parerea, ca planta in intregime poate ameliora evolutia diabetului zaharat tip 2
prin Tmbunatatirea functiiei celulelor beta si reducerea rezistentei la insulina, iar Cui L. et al.
(2016) i atribuie un rol deosebit berberinei in evolutia maladiei [17, 34, 66].

Alcaloizii din Rhizoma Coptidis: berberina, epiberberina, magnoflorina si coptizina, au
prezentat activitati marcate de a inhiba proteina tirozin fosfatazei 1B si nitrarea proteinei tirozina
mediata Intr-o maniera dependenta de doza [24].

Rhizoma Coptidis (10 g/kg), in diabetul zaharat de tip II experimental la sobolani
(injectarea unei doze de streptozotocind) dupa tratamentul timp de 30 de zile, a scazut
semnificativ nivelul glucozei din sange, colesterolului total si trigliceridelor. La animalele cu
diabet s-au detectat si identificat doisprezece parametri semnificativ modificati in diabetul
zaharat, iar dupa administrarea Rhizoma Coptidis s-au modificat 7 indici, iar normalizarea
nivelului acidului L-ascorbic si acidului aminomalonic a fost asociata cu reglementatea stresului
oxidativ. Astfel, s-a concluzionat ca Rhizoma Coptidis ar putea prezenta efecte hipoglicemice si
hipolipemiante [65, 135].

Kim EK. et al. (2007) au demonstrat cd extractul din Rhizoma Coptidis a stopat moartea
celulelor apoptotice indusa de S-nitroso-N-acetilpenicilamind prin inhibarea perturbarii
potentiale a membranei mitocondriale si eliberdrii citocromului C in celulele de insulinom de
sobolan. In acelas timp, extractul din rostopascd a prevenit moartea beta-celulelor indusa de
citokinele IL-1 beta si I[FN-gamma intr-o manierd dependenta de concentratie. Concomitent
extractul a indus o supresie semnificativd a productiei de oxid nitric cauzat de IL-1beta si IFN-
gama, care a corelat cu nivelele reduse ale ARNm si proteinei nitricoxid sintazei inductibile.
Mecanismul molecular, posibil, e determinat de inhibarea activarii factorului nuclear NF-
kappaB. Efectele protectoare ale extractului din Rhizoma Coptidis au fost confirmate prin
expresia redusa de oxid nitric si nitricoxid sintazei inductibile si a raspunsurilor normale de
secretie a insulinei la glucoza in insulele tratate cu IL-1 beta si IFN-gama [73].

Extractul din Rhizoma Coptidis a exercitat un efect antidiabetic prin inhibarea alfa-
glucozidazei la concentratii medii de 3,528 mg/ml, iar screening-ul in vitro a demonstrat ca
alcaloizii coptizina, epiberberina, jatrorrhizina si berberina au manifestat actiune inhibitoare
asupra enzimei respective. Efectele antidiabetice, in opinia lui Meng FC et al. (2018) pot fi
imbunatatite si prin inhibarea proteinei tirozin fosfatazei 1B de catre berberind, epiberberina,
magnoflorind si coptizind [98].

In baza analizei datelor prezentate putem conchide, ca alcaloizii din rostopasci, inclusiv

coptizina, manifestd un efect hipoglicemiant prin: micsorarea nivelului glucozei in sange;
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ameliorarea tolerantei la glucoza si insulind; cresterea eliberdrii si sensiblitdtii la insulina;
diminuarea continutului hemoglobinei glicozilate; reducerea formarii sorbitolului si dezvoltarii
complicatiilor diabetului; protejarea beta celulelor si amplificarea functiilor lor; restabilirea
cailor de semnalizare a hormonului; cresterea expresiei receptorului insulinic si transportorilor
glucozei; diminuarea stresului oxidativ; normalizarea metabolismului lipidic. Beneficiile descrise
in reglarea metabolismului glucidic, posibil, sunt determinate de urmatoarele mecanisme:
inhibarea alfa-glucozidazei cu reglarea scindarii si absorbtiei glucidelor in intestin; diminuarea
activitatii aldoreductazei cu preintampinarea metabolizarii glucozei pe calea poliolica cu
formarea sorbitolului, responsabil de dezvoltarea complicatiilor tardive ale diabetului zaharat;
expresia receptorului-y activat de proliferare; stimularea secretiei insulinei.

Actiunea antioxidanta

In studiile in vitro Maji AK. et al. (2015) au demonstrat, ci extractul din Chelidonium
majus manifesta activitate antioxidantda, determinatd de totalul de alcaloizi. Administrarea
internd a extractului din diferite parti ale plantei s-a soldat cu captarea radicalilor liberi (hidroxil,
peroxil), anionilor hipoclorit si superoxid, oxigenului singlet si peroxidului de hidrogen.
Actiunea antioxidantd este mediatd de activarea factorului de transcriptie cu reglarea activitatii
enzimelor antioxidante majore — catalaza si mangan superoxid dismutaza [95].

Extractul din radacini de rostopasca in vitro a demonstrat capacitatea de a capta mai marcat
peroxinitritul (ONOO-), decét predecesorii sii oxidul nitric si anionul superoxid. In cercetarile in
vivo extractul in doze de 50 si 100 mg/kg/zi timp de 30 zile mai marcat a inhibat generarea de
peroxinitrit, decat NO si superoxid anion. Yokozawa T. et al. (2004) au sugerat, ca are loc
captarea directd a peroxinitritului. Concomitent, extractul a atenuat diminuarea activitatii
enzimelor antioxidante: superoxid dismutazei, catalazei, glutation peroxidazei. Analizand
fractiile extractului, s-a determinat, ca cea mai activa a fost fractia alcaloizilor constituitd din
berberind, palmatina si coptizina in vederea neutralizarii peroxinitritului [ 148].

Extractul din Rhizoma Coptidis si alcaloizii puri (berberina, palmatina, jatrorrhizina,
epiberberina, coptizina si groenlandicina) au manifestat proprietati antioxidante prin inhibarea
peroxinitritului si a speciilor reactive ale oxigenului la sobolani [65].

In studiile in vitro Cahlikova L. et al. (2010) si Zou C. et al. (2017) au relevat, ci extractul
din rostopasca si alcaloizii separati au inhibat marcat glutation-S-transferaza, acetilcolinesteraza,
butirilcolinesteraza si, mai putin, carboxilesteraza. Datele respective au fost confirmate si in vivo
in cadrul cercetarii efectului insecticid al acaloizilor asupra larvelor de Lymantria dispar, fapt ce
a demonstrat afectarea activitatii si transcriptieci ARNm a enzimelor detoxifiante si de protectie

[6, 160].
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Coptizina, in concentratii de 10 pg/ml, a redus semnificativ producerea de specii reactive
ale oxigenului, peroxidarii lipidelor si moartea celulard in stresul oxidativ experimental.
Concomitent alcaloidul, in concentratii de 0,8 pg/ml, a diminuat nivelul speciilor reactive ale
oxigenului, a crescut continutul glutationului si activitatea superoxid dismutazei si glutation
peroxidazei. Hu YR. et al. (2017) a concluzionat ca, coptizina stimuleaza enzimele antioxidante
de faza Il NADPH chinon oxidaza 1 prin activarea cailor factorului 2 asociat cu factorul nuclear,
protein kinazei B si jun kinazei terminale [61].

Pe modelul de esofagita de reflux, Kwon OJ. et al. (2016) a constatat, ca alcaloizii din
rostopascd, incluisv coptizina, au redus stresul oxidativ prin micsorarea formarii speciilor
reactive ale oxigenului si cresterea activitatii enzimelor antioxidante [79].

Conform relatarilor lui Chen G. et al. (2017) si Li JC. et al. (2013) extractul din Rhizoma
Coptidis, la sobolanii cu diabet experimental indus prin streptozotocind, a contribuit la limitarea
stresului oxidativ prin scaderea expresiei monoxidului de azot si dialdehidei malonice si
majorarea expresiei superoxid dismutazei si glutation peroxidazei cu cresterea semnificativa a
activitatii superoxid dismutazei si a continutului de glutation, diminuarea nivelului speciilor
reactive de oxigen [17, 84].

Nadova S. et al. (2008) au relatat ca extractul din Chelidonium majus manifesta proprietati
antioxidante prin reglarea unui subgrup de proteine (FOXO3a) implicate intr-un sir de functii
biologice, precum controlul ciclului celular, apoptoza, refacerea ADN si detoxicarea speciilor
reactive ale oxigenului prin reglarea genelor. Autorii au constatat, ca extractul din Chelidonium
majus creste activitatea FOXO3a fie prin fosforilare sau acetilare, fie prin amplificarea activitatii
translationale a genelor enzimelor antioxidante. Aceste mecanisme sunt responsabile de
neutralizarea speciilor reactive ale oxigenului [103].

Kaufmann D. et al. (2016) si Meng FC. et al. (2018) releva efecte pozitive
neuroprotectoare, obtinute la administrarea extractelor de Rhizoma Coptidis, impotriva stresului
oxidativ in celulele neuroblastomului uman si in modelele de boala Parkinson. Extractele
metanolic s1 hidric au prezentat o activitate inhibitoare a acetilcolinesterazei la concentratii de
0,031 pg/ml si 2,5 pg/ml respectiv, iar Friedemann T. et al. (2015; 2016) au stabilit rolul
coptizinei in prevenirea sau imbunatatirea neuropatiei diabetice si a tulburarilor neurovegetative
[44, 45, 70, 98].

In studii experimentale Meng FC. et al. (2018) au constatat, ci extractul etanolic de 70%
din Rhizoma Coptidis a manifestat un efect analgezic prin inhibarea eliberarii serotoninei si a

exprimarii colecistokininelor in colonul distal al sobolanilor. Dupa tratamentul cu un extract
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hidric din Rhizoma Coptidis s-a redus continutul dialdehidei malonice si s-a majorat activitatea
superoxid dismutazei in piele si ser la sobolanii cu leziuni cutanate induse de radiatii [98].

Tinctura de Chelidonium majus, sub forma de produs homeopatic, s-a dovedit eficienta
impotriva hepatotoxicitatii, induse de cadmiu, in celulele HepG2 si i1n modelele hepatocitelor
primare de sobolan, cu un efect similar cu Silypum marianum. Mecanismele presupuse ale
activitatii hepatoprotectoare au fost datorate ameliorarii stresului oxidativ - inhibarii peroxidarii
lipidelor, fixarii speciilor intracelulare reactive de oxigen, majorarii nivelului glutationului redus
[159], precum si diminudrii simptomelor apoptozei (fragmentarea nucleului, eliberarea
citocromului C, activarea caspazei 3 [108]. Hepatotoxicitatea cauzata de cadmiu a fost, de
asemenea, amelioratd in vivo la soareci si in vitro in culturi de hepatocite. S-a constatat
ameliorarea tabloului histopatologic a ficatului, restabilirea activitdtii AIAT, AsAT si fosfatazei
alcaline la nivelele animalelor intacte. Mecanismele presupuse ale hepatoprotectiei, conform
Noureini SK. et al. (2009), se atribuie atenudrii stresului oxidativ (diminuarii peroxidarii
lipidelor) si Tmbunatatirii starii antioxidante (majorarii nivelului glutationului redus si activitatii
superoxid dismutazei si catalazei) si ameliorarii markerilor de distrugere a celulelor si inflamatiei
(nivel scazut al proteinei TNF-a, IL-6 , NFkB, p65, cas-3, INOS) [104, 159].

In baza analizei datelor prezentate putem conchide, ci activitatea antioxidanta a extractului
din rostopasca si a alcaloizilor constituenti, inclusiv coptizinei, se poate realiza prin: captarea
radicalilor liberi ai oxigenului si azotului; majorarea activitafii §i expresiei enzimelor
antioxidante; reglarea factorilor de transcriptie responsabili de neutralizarea stresului oxidativ;
refacerea rezervelor de substraturi antioxidante [33, 61, 68, 7995, 105, 134, 148, 160].

Actiunea asupra sistemului imun

Studiile in vitro pe macrofage de soricei au demonstrat capacitatea alcaloizilor din
rostopascd, inclusiv a coptizinei, de a majora activitatea macrofagelor peritoneale prin
modificarea conformationala a proteinelor membranare ale acestora §i Tmbunatdfirea activitatii
respiratorii si fagocitare a macrofagelor [46, 95, 154].

In studiile clinice s-a constatat, ca tinctura din Chelidonium majus a influentat rezistenta
nespecficd, imunitatea umorala si celulard si a diminuat numarul de recurente ale tonsilitei la
copii [46].

Meng FC. et al. (2018) afirma, ca Rhizoma Coptidis poate spori imunitatea prin activarea
celulelor MOLT-4 si a celulelor T helper de tip I, crescand producerea de citokine T de tip T
helper, inclusiv IFN-y, IL-1 B, IL-2 si IL-6, precum si prin activarea cdilor de semnalizare ale

protein kinazei activate de mitogen (MAPK) [98].
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Actiunea antitumorala

Efectul potential antiploriferativ al extractului de rostopasca a fost supus unui studiu in
vitro pe linii de celule keratocite (celule HaCaT) cu inmultire rapida. Alcaloidul in concentratie
de 0,68%, estimat in chelidonind a inhibat cresterea celulelor HaCaT cu o valoare ICso de 1,9
umol/l. Valorile ICsg pentru sanguinarina, cheleritrina si chelidonina au constituit 0,3; 3,2 si 3,3
umol/l. Activitatea citotoxicd a chelidoninei, sanguinarinei si berberinei a fost testatd si pe
culturi de celule HeLa, observandu-se o actiune inhibitoare semnificativa. Bing L. et al (2011) au
stabilit, ca berberina inhiba dezvoltarea celulelor PloS One a hepatomei fara actiune citotoxica
asupra hepatocitelor sandtoase, iar Jin H. et al. (2017) a propus ipoteza, conform careia berberina
poate genera proprietate anti-osteosarcoma prin reglarea axei de semnalizare inflamatorie
caspaza 1 (IL-1B). La X. et al. (2017) a raportat despre capacitatea berberinei de a induce
moartea autofagd a celulelor canceroase prin cresterea nivelului CRP 78 in aceste celule [4, 67,
80].

Cao Q. et al. (2018) au testat actiunea citotoxica a coptizinei pe celule MFG-E8 in cancerul
colorectal, iar Chai FN. et al. (2018) au demonstrat efectul coptizinei impotriva carcinomului
hepatocelular prin supresia celulelor miR-122. Huang T. et al. (2017) au studiat activitatea
antitumorald pe soareci a coptizinei si rezultatele obtinute au sugerat, ca coptizina ar putea fi
utilizatd in cancerul de colon legat de celulele HCT-166 prin suprimarea cresterii tumorii si
reducerii riscului metastaziei cancerului prin inhibarea caii RAS-ERK in vivo [7, 14, 62].

Efectul antitumoral a fost demonstrat in vivo si pe linii de celule sarcom 180 si carcinom
Erlich, observandu-se o usoard activitate inhibitoare. A fost demonstrat (Havelek R., 2016;
Krocova E. et al, 2016) faptul, ca un extract din rostopasca continand chelidonina are
proprietatea de a anula In cazul mai multor linii celulare canceroase, proprietatea celulelor
maligne de a-si dezvolta o rezistentd la tratamentul medicamentos, prin interactiunea cu:
transportorii ABC, CYP3A4 si GST [55, 77], prin inducerea apoptozei si efectelor citotoxice [35,
78, 103]. Actiunea chelidoninei a fost testatd in vitro pe linii de celule HepG2 asupra carora
chelidonina are o actiune de apoptoza dupi 24 de ore. In timp real datele analizate au aritat
faptul ca expresia liniei celulare PGP a crescut de aproximativ trei ori in cazul celulelor HepG2
tratate cu chelidonina in comparatie cu celulele de control netratate (Capistrano IR. et al., 2015;
Li Y.et al.,, 2017; Pasca D.I., 2013). De asemenea activitatea telomerazei a fost redusa
semnificativ dupd administrarea unor doze foarte mici de chelidonind. Tratarea repetatd a
celulelor cu doze foarte mici de chelidonina a cauzat o scadere a ratei de crestere de patru
sdptamani [10, 85, 107].
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1.4. Sinteza capitolului 1

Studiul bibliografic realizat aratd ca, tot mai multi cercetdtori stiintifici sunt interesati, in
ultimii ani, in cunoasterea proprietatilor farmacologice si toxicologice ale extractului sau
alcaloizilor din Rhizoma Coptidis, studiata pe larg in China si tarile asiatie si frecvent utilizata in
medicina chineza. Rostopasca este o planta autohtond binecunoscuta, similard dupa continutul de
alcaloizi si efectele farmacologice, dar putin studiata in Republica Moldova.

Cercetand sursele bibliografice am stabilit, cd rezultatele studiului toxicitatii acute si
cronice ale extractului si alcaloizilor din rostopasca, prezintd date controversate, iar DLsg
oscileaza intr-un diapazon mare de doze.

De asemenea, datele din literatura de specialitate indica faptul ca extractele din rostopasca
si numarul de alcaloizi puri au o biodisponibilitate relativ mica, aceasta fiind influentatd de
activitatea glicoproteinei P 1in intestin, metabolizarea la nivel hepatic cu participarea
izoenzimelor CYP2D6, CYP 1A2 si formarea metabolitilor inactivi. Alcaloidul coptizina s-a
dovedit a fi un substrat pentru glicoproteina P si CYP2D6, manifestand capacitati de inhibare a
izoenzimei respective cu modificarea parametrilor farmacocinetici si toxicologici ai altor
alcaloizi.

Conform datelor literaturii, extractele si sumarul de alcaloizi din Chelidonium majus L.
exercitd actiune hepatotropd controversatd, explicatd prin accentuarea proprietatilor
hepatoprotectoare ale extractului din rostopasca si potentarea actiunii hepatotoxice la asocierea
unor alcaloizi cu proprietati similare (de ex.: berberina, coptizina).

Analiza mai multor surse bibliografice de specialitate indicd faptul ca, extractele si
compusii izolati din rostopasca si Rhizoma Coptidis posedd un spectru farmacologic larg,
incluzand diverse efecte benefice. De exemplu, activitatea antiinflamatoare a extractului din
Chelidonium majus L. si a alcaloizilor constituenti, inclusiv a alcaloidului coptizina, este
realizatd prin: atenuarea producerii de prostaglandine si citokine proinflamatorii (PGE,, IL-1
beta, IL-6, TNF-alfa); inhibarea caii lipooxigenazice de metabolizare a acidului arahidonic;
suprimarea activitatii factorului nuclear-kappa B (NF-kB) si cdilor de semnalizare prin factorul
nuclear; modularea imunitatii umorale si celulare; activitatea antioxidanta.

in opinia cercetdtorilor, actiunea antioxidanta a alcaloidului coptizina, posibil, este
determinatd de: captarea radicalilor liberi ai oxigenului §i azotului; majorarea activitatii si
expresiel enzimelor antioxidante; reglarea factorilor de transcriptie responsabili de neutralizarea
stresului oxidativ; refacerea rezervelor de glutation.

Alcaloizii din rostopasca, inclusiv coptizina, manifestd actiune hipoglicemica prin:

inhibarea alfa-glucozidazei cu reglarea scindarii si absorbtiei glucidelor in intestin; diminuarea

43



activitatii aldoreductazei cu preintdmpinarea metabolizarii glucozei pe calea poliolica si
formarea sorbitolului, responsabil de dezvoltarea complicatiilor tardive ale diabetului; expresia
receptorul-y activat de proliferare; stimularea secretiei insulinei.

Din sursele bibliografice studiate am stabilit, ca extractele si alcaloizii din Rhizoma
Coptidis exercita actiune hipolipemianta prin: micgorarea sintezei, cresterea utilizarii si excretiei
colesterolului datoritd mecanismelor de suprimare a expresieit HMGCo-A-reductazei; crestere a
expresiei proteinei LDL-receptorilor si colesterol-1-alfa-hidroxilazei.

Executand sumarul studiului bibliografic, am ajuns la concluzia, ca este benefica
cercetarea preclinica a spectrului toxicologic si farmacologic al alcaloidului coptizina, sub forma
de bisulfat, obtinut din materie prima autohtond, care nu a fost Studiat pana in prezent (exista
date despre alcaloidul coptizina sau clorura de coptizind), si despre care nu am intlnit date in
literatura stiintifica analizatd, avand 1n vedere efectele farmacologice benefice vaste si

importanta farmacoeconomica.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Pentru realizarea scopului si obiectivelor lucrarii a fost proiectat un studiu experimental
preclinic, comparativ si prospectiv complex ce include cercetari toxicologice, farmacocinetice si
farmacodinamice ale coptizinei bisulfat (obtinute in cadrul Centrului Stiintific in Domeniul
Medicamentului, de cdtre conferentiarii cercetatori I. Casian si A Casian) [11, 12]. Cercetarile au
fost efectuate in conformitate cu cerintele Comitetului de Etica a Cercetarii, ce tin de controlul si
supravegherea experimentelor pe animale de laborator.

Selectarea metodelor de cercetare s-a efectuat conform obiectivelor lucrdrii: determinarea
toxicitatii acute si cronice a coptizinei bisulfat cu aprecierea influentei alcaloidului cercetat
asupra parametrilor hematologici, biochimici si hepatici la animalele de laborator, determinarea
influentei coptizinei bisulfat asupra evolutiei hepatitei toxice acute induse experimental,
studierea actiunii hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat prin evaluarea indicilor hepatici la
administrarea ei in diferite doze si in comparatie cu substanta de referinta, studierea aspectelor de
biodisponibilitate a coptizinei bisulfat si aprecierea influentei alcaloidului asupra indicilor
biochimici ai ficatului la utilizare indelungata.

Studiile preclinice ale coptizinei bisulfat au fost organizate si efectuate la:

= Catedra de farmacologie si farmacie clinica a [P USMF “’Nicolae Testemitanu”.

= Laboratorul de biochimie al IP USMF Nicolae Testemitanu”.

=  Centrul Stiintific in Domeniul Medicamentului a IP USMF “Nicolae Testemitanu”.
= Vivariul IP USMF ’Nicolae Testemitanu”.

Protocolul cercetarii preclinice a fost inaintat spre aprobare Comitetului de Etica a
Cercetdrii din cadrul Universitdtii de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae Testemitanu” si n

data de 26 martie 2012 a fost obtinut aviz favorabil.

2.1. Metoda de obtinere a coptizinei bisulfat

Procedeul de obtinere a coptizinei bisulfat este constituit din obtinerea extractului din
partile aeriene ale produsului vegetal de rostopasca (Chelidonium majus L.), tratarea ulterioara a
lui cu acid sulfuric concentrat si obtinerea unui extract cu randament de nu mai putin de 80%
bisulfat de coptizind asociat cu sulfati neorganici si alti alcaloizi pana la 5%, purificarea si
obtinerea coptizinei bisulfat fara impuritati. Analiza produsului vegetal, a extractelor si sarurilor
de coptizina s-a efectuat utilizind cromatograful de lichide Jasco seria LC-2000, dotat cu
detector UV cu sir de diode (DAD) [12].

Obtinerea extractului de rostopasca. In extractor se incdrca, batatorindu-se usor, circa

0,5 kg de parti aeriene de rostopascd uscatd si fragmentata. Extractia se efectueazd cu alcool
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etilic de 80% la temperatura de 70-75°C si viteza de alimentare de 500-700 ml/ora pana la
obtinerea a 1,8-2,0 litri de extract primar. Apoi, alcoolul se recupereaza din srot cu vapori de apa.
Plenitudinea extractiei coptizinei constituie circa 60%. Se obtine extractul fluid, ce contine 0,7-
1,1 g/L coptizina (in dependenta de calitatea materiei prime) si circa 77% etanol [12].

Obtinerea bisulfatului de coptizina. La extractul obtinut se adauga, amestecand intensiv,
acid sulfuric concentrat pana la pH-ul 3,0-3,5 (se controleaza prin metoda potentiometrica).
Extractul se lasa pentru coagulare si sedimentare timp de 16-24 de ore la temperatura de +2 —
+8°C, apoi se filtreaza sau centrifugheaza timp de 5-10 min. la accelerarea de 500-1000 g. Prin
aceasta, din extract se elimind o parte semnificativi de substante balast. La filtrat (sau
centrifugat) se adaugd, amestecand intensiv, acid sulfuric concentrat pana la pH-ul 1,0-1,2
(potentiometric) si se lasa pe 12-18 ore la temperatura camerei pentru cristalizarea coptizinei in
forma de bisulfat. Cea mai mare parte de lichid se decanteaza, iar precipitatul se separa pe filtru
de sticla cu porozitate medie, se spald cu 10-15 ml de alcool etilic de 80%, dupa care cu 10-12
ml de apa, apoi cu 20-30 ml de alcool etilic de 96% si se usucd la temperatura de 40-50°C. Se
obtine 1,2-1,7g bisulfat de coptizina (in dependenta de calitatea materiei prime). Randamentul
coptizinei la etapa data este de circa 75% de la valoarea teoretica. Alcoolul etilic din extractul
epuizat si lichidele de spalare se recupereaza prin rectificare si pot fi utilizate repetat la extractia
produsului vegetal [12].

Caracteristica produsului nepurificat de bisulfat de coptizind. Produsul obtinut
prezintd o pulbere cristalind de culoare galben-portocaliu pana la portocaliu-inchis, fara miros,
cu gust amar, care contine nu mai putin de 80% bisulfat de coptizind si sulfati neorganici in
calitate de substante inrudite de baza. Substanta mai contine si alti alcaloizi (chelidonina,
sanguinarind si berberind), extrasi din materia prima, continutul sumar al carora nu depaseste
5%. Substanta este putin solubild in apa (circa 1:1000), foarte putin solubila 1n alcool etilic de
96% si alti solventi organici polari, practic insolubila in solventi organici nepolari, precum
cloroformul, hexanul s.a. Solutiile apoase au valoarea pH-ului de circa 2,0 si sunt opalescente,
iar la pastrare se formeaza un precipitat neinsemnat sub forma de fulgi, care confine proteine si
polizaharide, extrase din materia primd vegetald §i denaturate sub actiunea concomitentd a
alcoolului si acidului concentrat. Pierderea de masa prin uscare la temperatura de 105-110°C este
cel mult de 2,5% (produsul nu contine apa cristalind), iar reziduul prin calcinare depinde de
calitatea materiei prime vegetale si poate atinge 15%. Punctul de topire nu poate fi determinat,
pentru cd la incalzire substanta se descompune treptat in intervalul de temperatura de
aproximativ 280-350°C, fara topire [12].

Obtinerea bisulfatului de coptizina purificat. Pentru aceasta, 1,5 g de bisulfat de
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coptizina si 0,28 g de hidrogenocarbonat de sodiu se dizolva in 200 ml de apa, incalzitd pana la
temperatura de 60°C. Dupa racire pana la temperatura camerei, solutia se filtreaza prin filtru de
hartie (panglica albastrd), apoi se incalzeste pana la 60°C si se adauga 3 ml de acid sulfuric 9
Mol/l. La racirea solutiei pana la temperatura camerei, se formeaza un precipitat cristalin, care se
separa pe filtru de sticla cu porozitatea medie, se spala cu 10-12 ml de apa, apoi cu 20-30 ml de
alcool etilic de 96% si se usuca la temperatura de 40-50°C. Se obtine circa 1,2 g de bisulfat de
coptizina purifcat. Produsul obtinut prezinta o pulbere cristalind de culoare galben-portocaliu,
este putin solubil in apa, cu formarea solutiilor transparente. Substanta nu contine practic sulfati
neorganici $i impuritdti organice de origine strdind, insd contine pand la 3-4% saruri neutre
(sulfat de coptizind) din cauza pierderii partiale a ionilor de hidrogen la spalarea produsului.
Procedeul elaborat este mai simplu, mai econom cu obtinerea bisulfatului de coptizina,
convenabil din punct de vedere farmacocinetic si de cercetare a unor actiuni farmacodinamice,

precum si implementarea acestei substante in industria farmaceutica [12].

2.2. Animalele de laborator

In cadrul realizirii cercetirilor preclinice s-a stabilit de a folosi in experimente 2 tipuri de
animale de laborator (conform recomandarilor metodice de cercetare experimentala a
substantelor farmacologice — soareci si sobolani [170, 175]. Soareci au fost Intrebuintati in
cercetarea preclinica a toxicitatii acute a coptizinei bisulfat si a concentratiilor hepatice, biliare si
intestinale a alcaloidului cercetat.

Ca animale de laborator, soarecii sunt folositi pe larg pentru cercetarea toxicitatii si
proprietdtilor farmacologice ale medicamentelor, fiind Inruditi dupd indicii hematologici si
biochimici cu cei umani. De asemenea, spre deosebire de sobolani, soarecii posedd vezicula
biliard, fapt ce a argumentat utilizarea lor 1n procesul cercetdrii unor aspecte ale

Sobolanii au fost utilizati in cercetarea toxicitatii acute si cronice, in determinarea
concentratiilor plasmatice si hepatice a coptizinei bisulfat, in modelarea hepatitei toxice acute, in
cercetarea actiunii hepatoprotectoare a substantelor, precum si pentru determinarea proprietatilor
gastroprotectoare si regenerative ale coptizinei bisulfat. Argumentarea folosirii sobolanilor in
experiente se bazeaza pe faptul, ca ei sunt pe larg utilizati in cercetarile toxicologice, biochimice
si farmacologice a unor substante medicamentoase noi, datorita rezistentei sporite fata de diversi
factori nocivi, inclusiv si infectiosi, posedd masd corporala micd, se inmultesc rapid si nu
necesita conditii specifice de intretinere; de asemenea sunt inruditi dupa indicii hematologici si

biochimici cu cei umani [128].
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Reiesind din cele expuse, au fost selectate aceste 2 specii de animale de laborator in cadrul
cercetarilor efectuate.

Studiile experimentale au fost realizate pe 373 sobolani albi de laborator fara pedigriu, de
ambele sexe, cu masa corporald de 150-240 g, varsta de aproximativ 3 luni si 148 soareci albi de
laborator fara pedigriu, de ambele sexe, cu greutatea de 16-26 g si varsta de 2-2,5 luni.

Animalele de laborator nu au fost incluse in alte cercetari preclinice pana la momentul
demararii studiului. Ele au fost crescute si intretinute in vivariul I[P USMF ”Nicolae
Testemitanu”. Pana la includerea in experiete, animalele au fost izolate timp de 2 saptamani
pentru aclimatizare in laboratorul de experientd si mentinute in conditii de viatd si alimentare
standarte, ce corespundeau cerintelor sanitaro-igienice de intretinere in vivariu: umiditatea
relativd a aerului a fost in limitele de 40-60%, temperatura mediului constanta de 24i20C,
iluminarea artificiala a asigurat o secventd de 12 ore intuneric si 12 ore lumina. In alimentatie
s-au folosit produsele necesare speciei de animale, iar pentru asigurarea cu apa au fost instalate
auto-apeducte. Starea de sanatate a animalelor a fost monitorizata zilnic.

In dimineata zilelor de demarare a experientelor, sobolanii si soarecii erau cantiriti si
repartizati in loturi omogene care includeau numarul minim necesar de animale pentru
veridicitatea prelucrarii statistice a datelor conform cerintelor metodologice ale studiilor.

In registru au fost notate zilele si orele debutului experientelor, loturile de animale si dozele
corespunzatoare administrate pentru fiecare experientd n parte. Animalele erau private de hrana
si apd cu 12 ore inainte de initierea experientelor si pand la 4 ore dupa administrarea substantelor
cercetate.

Pe parcursul experientelor in fiecare zi se monitorizau si inregistrau parametrii generali:
greutatea, comportamentul animalelor, particularitdtile de alimentare si utilizare a apei de catre
animalele testate. In functie de obiectivele studiilor, de asemenea, au fost colectate si cercetate

macrocopic organele necesare (stomac, ficat etc.).

2.3. Determinarea toxicitatii coptizinei bisulfat

Pentru stabilirea inofensivitatii preclinice a bisulfatului de coptizind a fost determinat
gradul de toxicitate al ei. Cercetdrile in cauza au fost efectuate conform cerintelor Ghidului
experimental (preclinic) pentru cercetarea substantelor farmacologice noi (Xabpue P.M.,
2005) si a Ghidului pentru cercetari preclinice a remediilor medicamentoase (Muponos A.H.,
2012). Volumul total al solutiei de Coptizind bisulfat a fost stabilit in functie de cantitatea de
lichid maxim admisibild pentru administrarea enterald si intraperitoneald conform ghidurilor

nominalizate: per os — cate 3-5 ml solutie pentru sobolani si pana la 1-2,5 ml solutie pentru
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soareci; intraperitoneal — cate 1 ml solutie pentru soareci [170, 175].

Inocuitatea substantei cercetate (insusirea agentului chimic de a nu prezenta pericol pentru
organism) a fost evaluata prin studiul toxicitatii acute si cronice cu stabilirea dozelor limitelor de
sigurantd (DLo; DLso; DLjgp).

Doza maxima toleratd (DLy) reprezintd doza cea mai mare la care nu survine decesul nici a
unui animal din loturile experimentale.

Doza medie letald (DLso) reprezintd doza, la administrarea careia survine decesul a 50%
din animalele supuse experimentului.

Doza letala 100 (DLjg) reprezintd doza cea mai micd care provoacd decesul tuturor
animalelor de laborator (100%) [39].

Aprecierea gradului de toxicitate a substantei cercetate a fost evaluatd conform
recomandarilor OMS si clasificarii dupd Hodge HC. et al. (2008) si Derelanco MG. et al. (2014)
(tab. 2.1.) [37, 59].

Tabelul 2.1. Aprecierea gradului de toxicitate [59]

Gradul de . LDs unici la sobolani
toxicitate Termin (mg/kg)

1 Extrem de toxic <0,1

2 Toxicitate Tnalta 0,1-50

3 Toxicitate moderata 5-50

4 Putin toxic 50-500

5 Practic netoxic 500-1500

6 Relativ inofensiv >1500

Toxicitatea cronica constd in administrarea repetatd a substantei cercetate pe o anumita
cale de administrare, se recomanda calea preconizata de administrare a substantei cercetate la
om, in doze de la minimd pand la maxima tolerate si in raport cu doza preconizata de
administrare la om. Durata administrarii la animalele incluse 1n studiu se stabileste, de asemenea

in dependenta de durata preconizatd pentru administrare la pacient [39, 128].

2.3.1. Studiul toxicitdtii acute
Toxicitatea acuta a fost determinata prin administrarea Copizinei bisulfat pe doua cai:

intraperitoneald la soareci si enterala la soareci si sobolani.

Toxicitatea acuta la administrarea intraperitoneala la soareci

Coptizina bisulfat a fost injectata in doze unice la soareci. Animalele au fost repartizate in
7 loturi a céate 10 indivizi (5 femele si 5 masculi).

Volumul solutiilor a fost stabilit in functie de cantitatea de lichid maxim admisibild pentru
administrarea intraperitoneald, iar dilutiile substantei cercetate au fost efectuate pana la

concentratiile maxim posibile pentru administrare.
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Coptizina bisulfat a fost diluatd in volume constante maxim admisibile si administratd in
doze succesive pentru fiecare lot aparte: lotul | - 25 mg/kg; 11 - 35 mg/kg; 11 - 45 mg/kg; 1V - 55
mg/kg; V - 65 mg/kg; VI - 75 mg/kg; VII - 95 mg/kg. Animalele au fost supuse observarilor
permanente timp de 24 de ore, cu inregistrarea comportamentului, particularitatilor de alimentare
si utilizare a apei. Ulterior animalele au fost supuse observarilor zilnice pe parcursul a 14 zile
prin monitorizarea vizuala a starii generale, comportamentului, intensitatii si caracterului
activitatii motorii, frecventei si ritmicitatii respiratiei, starii pielii si blanii, devierilor in masa
corporala (verificarea masei corporale o data la 3 zile), timpul dezvoltarii semnelor de intoxicatie
si decesului.

Toxicitatea acuta la administrarea perorala la soareci

Solutia de coptizind bisulfat a fost administratd unimomentan prin sonda atraumatica.
Animalele au fost repartizate 1n 6 loturi a cate 10 indivizi (5 femele si 5 masculi).

Volumul solutiilor a fost stabilit in functie de cantitatea de lichid maxim admisibild pentru
administrarea perorald, iar dilutiile substantei cercetate au fost efectuate pana la concentratiile
maxim posibile pentru administrare.

Coptizina bisulfat a fost diluatd in volume constante maxim admisibile si administratd in
doze succesive pentru fiecare lot aparte: lotul I - 100 mg/kg; Il - 150 mg/kg; 111 - 170 mg/kg; IV
- 200 mg/kg; V - 350 mg/kg; VI — 400 mg/kg. Animalele au fost supuse observérilor permanente
timp de 24 de ore, cu Inregistrarea comportamentului, particularitatilor de alimentare si utilizare
a apei. Mai apoi animalele au fost supuse observarilor zilnice pe parcursul a 14 zile prin
monitorizarea vizuald a starii generale, comportamentului, intensitdtii si caracterului activitatii
motorii, starii pielii si bldnii, devierilor n masa corporald (verificarea masei corporale o data la 3
zile), timpul dezvoltarii semnelor de intoxicatie sau instalarea decesului [119].

Toxicitatea acuta la administrarea perorala la sobolani

Solutia de coptizind bisulfat a fost administratd unimomentan intragastral prin sonda
atraumatica la sobolani albi fara pedigriu. Animalele au fost repartizate in 8 loturi a cate 10
indivizi (5 femele si 5 masculi).

Volumul solutiilor a fost stabilit in functie de cantitatea de lichid maxim admisibila pentru
administrarea perorald, iar dilutiile substantei cercetate au fost efectuate pand la concentratiile
maxim posibile pentru administrare.

Coptizina bisulfat a fost diluatd in volume constante maxim admisibile si administratd in
doze succesive pentru fiecare lot aparte: lotul I - lotul martor; Il - 25 mg/kg; 111 - 100 mg/kg; IV -
400 mg/kg; V - 800 mg/kg; VI — 1200 mg/kg; VII - 2000 mg/kg si VIII — 2600 mg/kg.

Animalele au fost supuse observarilor permanente timp de 24 de ore, cu inregistrarea
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comportamentului, particularitatilor de alimentare si utilizare a apei. Mai apoi animalele au fost
supuse observarilor zilnice pe parcursul a 14 zile prin monitorizarea vizuald a starii generale,
comportamentului, intensitdtii si caracterului activitatii motorii, frecventei si ritmicitatii
respiratiei, starii pielii si blanii, devierilor in masa corporald (verificarea masei corporale o data
la 3 zile), timpul dezvoltarii semnelor de intoxicatie si decesului.

Dupa perioada de observare (de 14 zile) animalele au fost eutanaziate si recoltat sangele cu
studiul parametrilor hematologici generali (hemoglobina, eritrocite, leucocite, trombocite,
hematocrit, neutrofile nesegmentate, neutrofile segmentate, limfocite, viteza de sedimentare a
hematiilor), indicilor biochimici (glucoza, proteina totald, albumina, ureea, creatinina,
trigliceride, colesterolul total, beta-lipoproteine) si indicilor hepatici (bilirubina totala,
bilirubina directa, bilirubina indirectd, AsAT, AIAT, raportul AsAT/AIAT (coeficientul Ritis),
fosfataza alcalina, lactatdehidrogenaza, gamaglutamiltranspeptidaza (GGTP)).

Analizele sus mentionate au fost determinate in Laboratorul de biochimie a LCCS a IP

USMF ”Nicolae Testemitanu”.

2.3.2. Studiul toxicitatii cronice
Pentru cercetarea toxicitatii cronice solutiile cu coptizina bisulfat au fost administrate

intragastral prin sonda atraumatica la sobolani albi fara pedigriu. Studiul a fost efectuat in incinta
laboratorului pentru experiente din cadrul vivariului [P USMF ”Nicolae Testemitanu”. In
experienta au fost inclusi 60 sobolani, repartizati in 6 loturi a cate 5 masculi si 5 femele, cu masa
corporala de la 160 pana la 200 g. Dozele coptizinei bisulfat au fost stabilite reiesind din datele
toxicitatii acute, de la 2,5 mg/kg (aproximativ 1/1000 din doza maxima toleratd) pand la 250
mg/kg (1/10 din doza maxima toleratd). Durata administrarii substantei cercetate la animalele de
laborator a fost stabilita in functie de durata preconizatd administrarii la om, conform
regulamentului Comitetului Farmacologic de Stat al MS al Federatiei Ruse (tab. 2.2).
Tabelul 2.2. Raportul administrarii substantelor cercetate la animalele de laborator

in functie de durata preconizati de utilizare la om [170, 175]

Durata administrarii la om Durata experimentarii toxicititii cronice
Administrare unimomentana 57 zile

2—6zile 14 zile

714 zile 1 luna

1530 zile 2 — 4 luni

1-6 luni 6 — 12 luni

Conform tabelului 2.2 si duratei preconizate utilizarii coptizinei bisulfat la om, durata
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administrarii la animalele de laborator a solutiilor cu substanta cercetatd a fost stabilitd de 30
zile.

Coptizina bisulfat a fost diluata cu solutie fiziologica de 0,9% si a fost administrata zilnic
la aceeasi ora in doze succesive pentru fiecare lot aparte: lotul | — 2,5 mg/kg; Il - 5 mg/kg; 111 -
10 mg/kg; 1V - 25 mg/kg; V - 250 mg/kg. Lotul VI — a servit drept lot martor, fiind administrata
solutia fiziologica de 0,9 % fara substanta cercetata.

Solutiile au fost Introduse intragastral, zilnic la aceeasi ora, pe stomacul gol al sobolanilor,
fiind privati de alimente si apa cu 12 ore inainte si timp de 4 ore dupa administrarea coptizinei
bisulfat si solutiei fiziologice la animalele de control. Pe parcurs animalele au fost intretinute
conform cerintelor de alimentare si asigurare cu apa stabilite Tn vivariu.

Pe duratd experientei sobolanii au fost supusi supravegherii zilnice cu monitorizarea
vizuald a starii generale, comportamentului, intensitatii si caracterului activitdtii motorii,
frecventei si ritmicitatii respiratiei, starii pielii si blanii, devierilor in masa corporala (verificarea
masei corporale o data la 3 zile).

Dupa 30 zile, sobolanii au fost eutanaziati si colectat sdngele pentru investigarea indicilor
biochimici (glucoza, proteina totald, albumina, ureea, creatinina, trigliceride, colesterolul total,
beta-lipoproteine) si indicilor hepatici (bilirubina totala, bilirubina directd, bilirubina indirectd,
AsAT, AIAT, raportul AsAT/AIAT (coeficientul Ritis), fosfataza alcalina, lactatdehidrogenaza,
gamaglutamiltranspeptidaza (GGTP)). Analizele sus mentionate au fost determinate in
Laboratorul de biochimie a LCCS a IP USMF Nicolae Testemitanu”. Eutanazierea animalelor a
fost efectuata prin inhalarea solutiei de eter, conform protocolului cercetarii avizat de catre
Comitetul de Eticd a Cercetarii a [P USMF “Nicolae Testemitanu”.

Ulterior a fost efectuat studiul macroscopic al organelor interne (inimd, pulmoni, ficat,
rinichi, pancreas, mucoasa tubului digestiv) a animalelor eutanaziate cu evidentierea posibilelor
schimbari morfologice survenite. Rezultatele obtinute au fost documentate in registrul respectiv,

sigilate si stampilate.

2.4. Metodele de studiu a biodisponibilititii coptizinei bisulfat

Conform recomandarilor metodice, la baza cercetarilor farmacocinetice std determinarea
concentratiei substantei active In sange sau organe la diverse intervale de timp de la
administrarea ei in doze cunoscute, pe diverse cdi de administrare [128, 170].

In cele mai dese cazuri, studiile farmacocinetice sunt axate pe metodologia administrarii
unei doze unice de substantad cercetatd pe cale intravasculard sau extravasculard. Pentru a

determina farmacocinetica unei substante n functie de calea de administrare este important de a
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alege corect intervalul de timp pentru colectarea probelor de sange sau a altor materiale
biologice. Astfel, conform recomandarilor metodice, pentru administrarea intraperitoneald a
substantei cercetate, volumele de sdnge sunt colectate in intervalele de timp de 15, 30 si 60
minute, iar pentru administrarea intragastrala — in intervale de 1, 2 si 3 ore, tinand cont de timpul

de absorbtie a substantei active din tubul digestiv [175].

2.4.1. Metoda determinarii concentratiilor plasmatice si hepatice ale coptizinei bisulfat
la sobolani

In studiu au fost inclusi 18 sobolani albi, fara pedigriu, cu masa corporala 170 — 200 g,
repartizati in doud loturi egale. Animalelor din lotul I (9 sobolani), solutiile cu Coptizina bisulfat
in doza unica de 50 mg/kg au fost administrate intraperitoneal. Animalelor din lotul Il (9
sobolani) solutiile cu coptizind bisulfat in doza unicd de 50 mg/kg au fost administrate
intragastral. Dupa administrarea solutiilor, in conformitate cu recomandarile metodice, in cazul
administrarii intraperitoneale animalele (cate 3 subiecti) au fost eutanaziate in intervalele de
timp: de 15 min; 30 min; 60 min, iar In cazul administrarii intragastrale in intervalele de: 1 ora; 2
ore si 3 ore. De la toate animalele incluse n experientd au fost colectate probele de sange si ficat

pentru determinarea concentratiilor plasmatice si hepatice de coptizina bisulfat [115] .

2.4.2. Metoda determinarii concentratiilor hepatice, biliare si intestinale ale coptizinei

bisulfat la soareci

In studiu au fost inclusi 18 soareci albi, fard pedigriu, cu masa corporald 20-30 g,
repartizati in 3 loturi egale. Animalelor din lotul I (6 soareci), au fost administrate intragastral
solutiile cu Coptizina bisulfat in doza unicd de 0,2 mg/kg. Animalelor din lotul II (6 soareci) au
fost administrate intragastral solutiile cu Coptizina bisulfat in doza unica de 2 mg/kg. Animalelor
din lotul III (6 soareci) au fost administrate intragastral solutiile cu Coptizind bisulfat in doza
unica de 20 mg/kg. Dupa administrarea solutiilor, in conformitate cu recomandarile metodice,
animalele (cate 2 subiecti din fiecare lot) au fost eutanaziate in intervalele de timp: de 1 ord; 2
ore si 3 ore. De la toate animalele incluse in experientd au fost colectate probele de ficat, bila si
materii fecale pentru determinarea concentratiilor de coptizind bisulfat la aceste nivele [115,
116].

2.5. Metoda de modelare a hepatitei toxice acute si aprecierea actiunii
hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat

Modelarea hepatitei toxice acute a fost efectuata in scopul aprecierii influentei coptizinei

bisulfat, in diverse doze, asupra evolutiei simptomelor afectiunii si studiului comparativ de
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evidentiere a eficacitatii prevalente a coptizinei bisulfat fatd de berberina bisulfat, utilizatd in
calitate de substanta de referinta.

2.5.1. Studiul comparativ al influentei coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra
evolutiei hepatitei toxice acute modelate experimental

Pentru modelarea hepatitei toxice acute si aprecierea comparativa a influentei coptizinei
bisulfat si berberinei bisulfat, in experientda au fost inclusi 110 de sobolani albi fara pedigriu,
repartizati in 11 loturi a cate 10 subiecti in fiecare lot.

Modelarea hepatitei toxice acute. Initial a fost pregatita solutia uleioasa sterila de 50% de
tetraclorura de carbon (CCly) in Centrul Farmaceutic Universitar ”Vasile Procopisin”. In calitate de
solvent a fost folosit uleiul de masline rafinat. Solutia obtinuta a fost administrata subcutan, zilnic in
doza unica, a cate 0,4 ml/100g timp de 4 zile, conform metodei clasice de modelare a hepatitelor
toxice [36, 146].

Administrarea solutiilor cu Coptizina bisulfat si berberina bisulfat. Solutiile cu Coptizina
bisulfat si berberina bisulfat 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.

Animalelor din lotul martor a fost administratd solutia sterild de ulei de masline fara
tetraclorurd de carbon, iar animalelor din lotul de referinta a fost administrata solutia uleioasa de
50% tetraclorurd de carbon fara administrarea intragastrala a solutiilor de Coptizina bisulfat si
berberina bisulfat (tab. 2.3.).

Tabelul 2.3. Repartizarea loturilor de experienta si dozelor administrate

de coptizina bisulfat si berberina bisulfat

Loturile| Nr. de .. . . Durata administrarii
animale Solutiile administrate
I 10 Lotul martor (ulei de masline) 4 zile
Lotul de referinta (CCly) 4 zile (eutanaziate
I 10 i .
peste 7 zile)
i 10 CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 4 si 7 zile respectiv
v 10 CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 4 si 7 zile respectiv
\ 10 CCl, + berberina bisulfat 1 mg/kg | 4 si 7 zile respectiv
VI 10 CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 4 s17 zile respectiv
Lotul de referinta (CCly) 4 zile (eutanaziate
VIl 10 ¥ .
peste 14 zile)

VI | 10 CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 4 si 14 zile respectiv
IX 10 CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 4 si 14 zile respectiv
X 10 CCl, + berberina bisulfat 1 mg/kg 4 s1 14 zile respectiv
XI 10 CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg | 4 si 14 zile respectiv

Solutiile de coptizina bisulfat si berberina bisulfat au fost introduse pe stomacul gol al
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sobolanilor, fiind privati de alimente si apa cu 12 ore inainte si timp de 4 ore dupd administrarea
lor. Pe parcurs animalele au fost intretinute conform cerintelor de alimentare si asigurare cu apa
stabilite Tn vivariu.

Pe durata experientei sobolanii au fost supusi supravegherii zilnice cu monitorizarea
vizuald a starii generale, comportamentului, intensitatii si caracterului activitdtii motorii,
frecventei si ritmicitatii respiratiei, starii pielii si blanii, devierilor In masa corporala (verificarea
masei corporale o data la 3 zile) [110].

Inregistrarea rezultatelor. Dupa expirarea duratei de administrare de 7 zile a coptizinei
bisulfat si berberinei bisulfat, animalele din primele 6 loturi au fost eutanaziate si colectat
sangele pentru evaluarea parametrilor hematologici generali (hemoglobina, eritrocite, leucocite,
trombocite, hematocrit, neutrofile nesegmentate si segmentate, limfocite, viteza de sedimentare a
hematiilor), indicilor biochimici (glucoza, proteina totala, albumina, ureea, creatinina,
trigliceride, colesterolul total, beta-lipoproteine) si indicilor hepatici (bilirubina totala,
bilirubina directa, bilirubina indirecta, AsAT, AIAT, raportul AsAT/AIAT (coeficientul Ritis),
fosfataza alcalina, lactatdehidrogenaza, gamaglutamiltranspeptidaza (GGTP)). Ulterior a fost
efectuat studiul macroscopic al organelor interne (inimd, pulmoni, ficat, pancreas, rinichi,
mucoasa tubului digestiv) a animalelor eutanaziate cu evidentierea posibilelor schimbari
morfologice survenite.

Dupa expirarea a 14 zile de administrare a coptizinei bisulfat au fost eutanaziate animalele
din loturile VII-XI, pentru aprecierea indicilor nominalizati si examinarea macroscopicd a
organelor interne.

Toate analizele sus mentionate au fost determinate in Laboratorul de biochimie a LCCS a IP
USMF “Nicolae Testemitanu”. Eutanazierea animalelor a fost efectuatd prin inhalarea solutiei de
eter, conform protocolului cercetarii avizat de catre Comitetul de Eticd a Cercetarii a IP USMF
”Nicolae Testemitanu”. Rezultatele obtinute au fost documentate in registrul respectiv, sigilate si

semnate.

2.5.2. 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 fara pedigriu, repartizati in 7 loturi a cate 10 subiecti
in fiecare lot.

Modelarea hepatitei toxice acute. Initial a fost preparata solutia uleioasa sterila de 50% de

tetraclorura de carbon (CCly). In calitate de solvent a fost folosit uleiul de masline rafinat. Solutia
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obtinuta a fost administratd subcutan, zilnic in doza unica, a cate 0,4 ml/100g timp de 4 zile,
conform metodei clasice de modelare a hepatitelor toxice [36, 47, 100, 146, 171].

Administrarea solutiilor cu Coptizina bisulfat. Solutia cu Coptizina bisulfat a fost introdusa
prin sonda intragastrald in doze de 10 mg/kg si 20 mg/kg, zilnic, din prima zi a administrarii
tetraclorurii de carbon, timp de 7 si 14 zile [113].

Animalelor din lotul martor a fost introdusa solutia sterild de ulei de masline fara tetraclorura
de carbon, iar animalelor din lotul de referinta - solutia uleioasa de 50% tetraclorura de carbon fara
administrarea intragastrala a solutiei de coptizina bisulfat (tab. 2.4.).

Tabelul 2.4. Repartizarea loturilor de experienta si dozelor administrate

de coptizina bisulfat

Lotu- Numarul de . .. © e e
rile animale Solutiile administrate Durata administrarii
I 10 Lotul martor (ulei de masline) 4 zile
I 10 | Lotul de referinta (CCL,) 4 zile (eutanaziate
i peste 7 zile)
i 10 CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 4 si 7 zile respectiv
v 10 CCl,4 + coptizina bisulfat 20 mg/kg 4 si 7 zile respectiv
. 4 zile (eutanaziate
\ 10 Lotul de referinta (CCly) peste 14 zile)
VI 10 CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 4 si 14 zile respectiv
VI 10 CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 4 si 14 zile respectiv

Solutiile de coptizina bisulfat au fost introduse pe stomacul gol al sobolanilor, fiind privati
de alimente si apa cu 12 ore Tnainte si timp de 4 ore dupa administrarea lor. Pe parcurs animalele
au fost intretinute conform cerintelor de alimentare si asigurare cu apd, stabilite in vivariu.

Pe durata experientei sobolanii au fost supusi supravegherii zilnice cu monitorizarea
vizuald a starii generale, comportamentului, intensitatii si caracterului activitdtii motorii,
frecventei si ritmicitdtii respiratiei, starii pielii si blanii, devierilor in masa corporald (verificarea
masei corporale o data la 3 zile).

Inregistrarea rezultatelor. Dupi expirarea duratei de administrare de 7 zile a coptizinei
bisulfat, animalele din primele 4 loturi au fost eutanaziate si colectat sangele pentru evaluarea
parametrilor hematologici generali (hemoglobina, eritrocite, leucocite, trombocite, hematocrit,
neutrofile nesegmentate si segmentate, limfocite, viteza de sedimentare a hematiilor), indicilor
biochimici (glucoza, proteina totald, albumina, ureea, creatinina, trigliceride, colesterolul total,
beta-lipoproteine) si indicilor hepatici (bilirubina totala, bilirubina directa, bilirubina indirectd,
ASAT, AIAT, raportul AsAT/AIAT (coeficientul Ritis), fosfataza alcalina, lactatdehidrogenaza,
gamaglutamiltranspeptidaza (GGTP)). Dupa expirarea a 14 zile de administrare a coptizinei

bisulfat au fost eutanaziate animalele din loturile V—VII, pentru aprecierea indicilor nominalizati.
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2.6. Metodele cercetarii parametrilor hematologici si biochimici

Pentru aprecierea modificarilor survenite in organismul animalelor la studierea toxicitatii
acute si cronice, precum si in cazul modelarii hepatitei toxice acute, s-a recurs la determinarea
parametrilor hematologici generali, biochimici si hepatici in conformitate cu recomandarile
metodice (Gudumac V., 2010; ementseBa, M.U. u ap,. 2013; Kapnumenko A.W., 2014,
Kumikyn, A.A., 2010). 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” [49, 164, 166, 167].

2.6.1. Metodele de determinare a parametrilor hematologici
Dintre parametrii hematologici generali s-a determinat continutul hemoglobinei,

hematocritul, MCH - continutul mediu de hemoglobina intr-un eritrocit, numarul (eritrocitelor,
leucocitelor, trombocitelor) si formula leucocitard (neutrofilelor segmentate si nesegmentate,
limfocitelor, eozinofilelor, monocitelor, bazofilelor).

Determinarea numdrului eritrocitelor, leucocitelor si trombocitelor. La colectarea
sangelui s-a preparat un frotiu cu determinarea numarului eritrocitelor in camera Goreaev.
Numarul hematiilor s-a determinat si prin metoda analizatorului automat in timpul trecerii
acestora printr-un orificiu prin care celulele sunt repartizate intr-un singur rand prin metoda de
focusare hidrodinamica.

Metoda determindrii continutului hemoglobinei. Hemoglobina reprezintd componentul
principal al eritrocitelor (95% din proteinele citoplasmatice eritrocitare) si serveste ca vehicul
pentru transportul O, si CO», precum si ca tampon in lichidul extracelular.

Metoda este bazatd pe capacitatea ferocianurii de potasiu de a transforma hemoglobina in
methemoglobina, care formeazd cu acetoncianhidrina hemoglobincianidd coloratd. Intensitatea
coloratiei este direct proportionala cu cantitatea de hemoglobina din proba.

Metoda determindrii hematocritului. Hematocritul reprezintd raportul dintre volumul
ocupat de eritrocite si volumul sanguin total. Parametrul s-a calculat cu ajutorul analizatorului
automat prin determinarea numarului de eritrocite/L de sange §i madsurarea amplitudinii

impulsurilor in eritrocite prin metoda luminii dispersate [49, 166].

2.6.2. Metodele de determinare a parametrilor biochimici

Pregitirea serului sanguin pentru cercetirile biochimice. Sangele colectat dupa
eutanazierea animalelor s-a centrifugat timp de 10 minute la viteza de 3000 rot/min §i o parte s-a
folosit imediat, iar alta s-a congelat, pentru cercetarile biochimice. Sangele investigat a fost

proaspat, pastrat la temperatura camerei nu mai mult de 4-6 ore sau conservat la temperatura de
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4° C timp de 24-36 ore. Pentru efectuarea analizelor biochimice s-a folosit serul sau plasma
obtinute din sangele proaspat. Serul sau plasma pot fi conservate la temperatura de la -18 pana la
-20°C timp mai indelungat [49, 167].

Determinarea activitatii aminotransaminazelor. Aminotransferazele reprezinta enzime ce
asigura transferul reversibil al grupului alfa-amino de la un alfa-aminoacid la un alfa-cetoacid.
Aceste enzime intervin in procesele de gluconeogeneza, influentand formarea glucozei din
aminoacizi, glicerol si lactat.

Pentru diagnosticul de rutind se recomanda determinarea a doud aminotransferaze sau
transaminaze: AIAT (alaninaminotransferaza, numita si GT — glutamit-piruvat transaminaza) si
AsAT (aspartataminotransferaza, numita si GOT —glutamit-oxaloacetat transaminaza).

Determinarea cinetica a transaminazelor s-a efectuat in corespundere cu reactiile specifice:

Alaninaminotransferaza

L-alanina + acid a-cetoglutaric » acid L-glutamic + acid piruvic

Aspartataminotransferaza

acid L-aspartic + acid a-cetoglutaric sacid L-glutamic + acid oxalacetic

Determinarea titrului de aminotransferaze se bazeaza pe un principiu unic care se reduce la
aprecierea cantitatii de substrat consumat sau de produs nou format. Substratele noi formate sunt
acidul piruvic (pentru AIAT) si acidul oxalacetic (pentru AsAT). Acesti acizi se reduc la acid L-
lactic (cu participarea LDH) sau acid L-malic (cu participarea malatdehidrogenazei) concomitent
cu procesul de oxidare a nicotinamid-adenin-dinucleotidului (NADH) in NAD. Consumul de
NADH poate fi masurat si reprezinta o evaluare indirectd a cantitatii de aminotransferaze prin
spectrofotometrie la lungimea de unda 340 nm.

In clinici ASAT si AIAT in singe se dereminid colorimetric conform metodei
dinitrofenilhidrazinice descrisd de Reitman S. si Frankel S.J. (1957). Metoda se bazeaza pe
formarea 1n mediul alcalin a hidrazonei acidului piruvic, intensitatea colorarii cdruia depinde de
cantitatea acidului format.

In urma transamindrii, care se petrece sub actiunea AIAT si AsAT, se formeaza acizii
piruvic si oxalacetic. Acidul oxalacetic, In procesul reactiei enzimatice, este capabil sd se
transforme in acid piruvic. La adaugarea a 2,4-dinitrofenilhidrazinei, procesul enzimatic se
stopeazd si se obtine hidrazonul acidului piruvic. In mediul alcalin acesta se coloreaza,
intensitatea culorii fiind proportionald cu cantitatea acidului piruvic format in urma reactiei
enzimatice.

Determinarea lactatdehidrogenazei. Lactatdehidrogenaza (LDH) este o enzima

citoplasmatica din grupul enzimelor glicolitice care transforma acidul lactic in acid piruvic in
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prezenta NADH, care se oxideaza in NAD (V.Gudumac si coaut., 2010; IementseBa, L.1. u
ap,. 2013). Concomitent, are loc micsorarea absorbtiei, care se determina spectofotometric la 340
nm si coreleaza cu activitatea enzimei. In ser este un amestec de cinci izoenzime, care au o
specifictate mai mare sau mai mica (fractiile 4 si 5 sunt carcateristice ficatului, musculaturii
striate - tesuturi cu activitate glicolitica anaeroba mai intensa, iar fractia 1 se gaseste in miocard,
care are o glicolizd aeroba mai intensd). Activitatea enzimei se exprima in nmol/s-l la
determinarea in ser [49, 164].

Determinarea cinetica a lactatdehidrogenazei in serul sanguin se face in corespundere cu
reactia:

lactatdehidrogenaza
Piruvat + NADH + H* > L-lactat + NAD"

Determinarea activitatii fosfatazei alcaline. Fosfataza alcalina (FA) reprezintd o familie
de izoenzime, care hidrolizeaza esterii fosfati la un pH alcalin. Enzimele sunt glicoproteine si
sunt localizate Tn membrana plasmatica in ficat, oase, placenta, rinichi si intestin, precum si in
unele membrane intracelulare (aparatul Golgi, reticulul endoplasmatic, nucleu). In ficat s-au
depistat doud izoenzime, dar rolul lor precis nu s-a stabilit. Fosfataza alcalina, in ficat, este
localizata in membranele sinusoidale si canaliculare, precum si in citozol si se secretd in cantitati
mari 1n bild. Aceasta este implicatd in activitatea secretorie a epiteliului biliar, in detoxifierea
endotoxinelor, precum si in absorbtia si transportul lipidelor.

Determinarea activitatii FA se bazeazd pe capacitatea enzimei de a hidroliza legatura
eterica in p-nitrofenilfosfat cu eliberarea para-nitrofenolului, care, in mediul alcalin, are o
coloratie galbena intensitatea careia reflecta activitatea FA si se determina spectofotometric
(V.Gudumac si coaut., 2010; Kapnumienko A.., 2014). Activitatea FA in ser se estimeaza in
nmol/s-1, iar in tesut — nmol/s-g [49, 166].

Determinarea cinetica a fosfatazei alcaline se efectueaza in corespundere cu reactiile:

fosfataza alcalina

v

p-Nitrofenilfosfat + HO p-Nitrofenol + Fosfat
Determinarea activititii gamaglutamiltranspeptidazei. Gamaglutamiltranspeptidaza
(GGTP) este enzima, care catalizeaza transferul gruparilor glutamil pe gamaglutamil-peptide, pe
alte peptide sau aminoacizi. Ea are un rol important in transportul aminoacizilor in ciclul
gamaglutamil si catabolizeaza metabolizarea conjugatilor glutationului-S, substituient al
diverselor xenobiotice. Activitatea GGTP in ser este determinatd de izoenzimele hepatice. Gama-

glutamiltranspeptidaza este localizata de-a lungul intregului arbore biliar (de la hepatocit pana la

calea biliara principala, acinii si ducturile pancreatice, insd preponderent se afla la nivelul
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celulelor epiteliale care limiteaza ducturile biliare mici §i se gasesc in aceleasi fragmente
membranare care contin si FA).

Determinarea activitatii GGTP se bazeaza pe capacitatea enzimei de a transfera rezidul
glutamilic al gama-L-glutamil-p-nitroanilidei la acceptorul dipeptidic cu formarea p-
nitroanilinei, concentratia cireia este proprotionald cu activitatea enzimei. in calitate de acceptor
se foloseste glicil-glicind, care serveste concomitent si in calitate de solutie-tampon (V.Gudumac
si coaut., 2010; Kumkyn, A.A., 2010). Activitatea enzimei in ser se exprima in nmol/s-1, iar in
tesut — nmol/g-g [49, 167].

Determinarea continutului glucozei. Glucoza, ca un parametru energetic cel mai accesibil
pentru tesuturi, reprezintd un indiciu frecvent folosit in toxicologie pentru aprecierea
substantelor cercetate. Continutul cantitativ al glucozei in solutie se determind dupa reactia de
culoare cu ortotoluidina. La incalzire, glucoza reactioneaza cu ortotoluidina, in prezenta acidului
acetic, formand un compus de culoare verzuie, intensitatea caruia (direct proportionald cu
concentratia glucozei in sdnge) se determind prin colorimetrie.

Determinarea continutului proteinelor totale. Proteinele totale constituie un parametru
integrativ al functiei sintetice a ficatului, care pot suferi modificari esentiale in cazul afectiunilor
hepatice cronice sau sub actiunea de duratd a compusilor chimici cu actiune hepatotoxica. Pentru
determinarea continutului proteinelor totale s-a folosit metoda biureticd ce se bazeazd pe
proprietatea legdturilor peptidice ale proteinelor de a reactiona in mediu alcalin cu sulfatul de
cupru (CuS0O,), formand produsi complecsi colorati in roz-violet.

Determinarea continutului albuminelor. Albumina, reprezintd o fractie proteica
importantd, care reflectd capcitatea sintetica a ficatului, iar nivelul ei poate suferi modificari
esentiale 1n afectiunile hepatice si/sau la actiunea substantelor hepatotoxice. Principiul metodei
se bazeaza pe faptul cd, sub influenta campului electric permanent, proteinele serului, posedand
sarcina electrica, se misca pe hartia umectata in solutie bufer cu o viteza in functie de marimea
sarcinii si de greutatea moleculard a particulelor. In urma acestui proces, proteinele serului
sanguin sunt divizate in 5 fractii: albumine si os-, az-, B-, y-globuline.

Determinarea continutului ureei. Ureea, un produs al metabolismului proteic, reflecta
starea functionala a ficatului prin capacitatea de sinteza a acestui produs azotat si cea a rinichilor
de eliminare a acestui produs intermediar. Principiul metodei, propusa de Schubert G.E. (1963),
se bazeazd pe faptul ca ureaza hidrolizeaza specific ureea in amoniac si bioxid de carbon.
Amoniacul se asociazd cuantificabil cu ketoglutaratul in prezenta glutamatdehidrogenazei si

coenzimei nicotinamidadenindinucleotida redusa (NADH), obtfindndu-se glutamat si
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nicotinamidadenindinucleotid oxidat (NAD®). Transformarea NADH in NAD® corespunde
cantitativ amoniacului produs, ceea ce, la randul sau, corespunde concentratiei de uree prezente
in proba de cercetat.

Determinarea continutului creatininei. Creatinina, un produs endogen cu semnificatie
clinica variata, este un parametru biochimic frecvent utilizat pentru aprecierea functiei sintetice a
ficatului si de eliminare a rinichilor. Pentru determinarea continutului creatininei s-a folosit
metoda Jaffé (1972) in modificarea lui Beckman J. (1986). Principiul metodei consta in
proprietatea creatininei de a reactiona in mediu alcalin cu picratul, formand un complex color.
Intensitatea culorii este direct proportionald cu concentratia creatininei in ser, plasma, urina si se
determina prin spectrofotometrie la 520 nm.

Determinarea nivelului trigliceridelor. Continutul trigliceridelor se recomanda a fi
determinat ca un parametru screening pentru aprecierea influentei diferitor substante nocive
asupra starii functionale a ficatului, proceselor de sinteza si degradare a lipidelor. Metoda de
determinare a nivelului trigliceridelor a fost propusa de Carlsen S.M. (1963). Trigliceridele, sub
actiunea lipazei pancreatice, se hidrolizeaza cu eliberarea glicerolului si acizilor grasi liberi.
Cantitatea de glicerol liber obtinut se determind enzimatic conform reactiilor succesive

prezentate mai jos.

Trigliceride -------------------- > glicerol + acizi grasi liberi
glicerolkinaza
Glicerind + ATP ------------------ > glicerol-1-fosfat + ADP
piruvatkinaza

ADP + fosfoenopiruvat -------> ATP + piruvat

lactatdehidrogenaza

Piruvat + NADH + H* -------mmmemmeeeeo- > lactat + NAD*

Cantitatea NAD redus se determind la 340 nm si exprimd valoarea cantitativa a
glicerolului, care, la randul sdu, depinde de continutul trigliceridelor in proba.

Determinarea nivelului colesterolului. Colesterolul, parametru esential de screening al
starii metabolismului lipidic, poate reactiona la actiunea diferitor agenti chimici prin modificarea
proceselor de sinteza si/sau utilizare de tesuturi. Metoda de determinare a nivelului colesterolului
se bazeaza pe principiul capacitatii substratului, in prezenta anhidridei acetice si amestecului
dintre acidul acetic si acidul sulfuric, de a forma un compus de culoare verde-albastrie,

intensitatea caruia este direct proportionala cu cantitatea de colesterol in proba supusa cercetarii.
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Determinarea nivelului bilirubinei si fractiilor ei. Nivelul bilirubinei si fractiilor ei sunt
parametrii, ce caracterizeaza sindromul colestatic in afectiunile hepatice, iar coraportul dintre ele
permit de a aprecia localizarea patologiei hepatice si/sau biliare. Principiul metodei de
determinare a bilirubinei se reduce la interactiunea acidului sulfanilic cu nitritul de sodiu cu
formarea acidului diazofenilsulfonic care, reactionand cu bilirubina conjugata a serului sanguin,
produce o culoare roz-violetd. Dupa intensitatea culorii se apreciaza concentratia bilirubinei
conjugate, care intrd in reactie directd cu diazoreactivul. La suplimentarea serului sanguin cu
reactivul cafeinic, bilirubina neconjugata trece in stare disociatd solubild, reactioneaza cu
diazoreactivul Erlih, formand o culoare roz-violetd. Dupa intensitatea acestei culori se determina
fotocolorimetric concentratia bilirubinei totale. Dupa diferenta dintre bilirubina totalda si
bilirubina conjugatd se determind continutul bilirubinei neconjugate, care produce reactia

indirecta [49, 164, 166, 167].

2.7. Determinarea proprietitilor gastroprotectoare si regenerative ale coptizinei
bisulfat

Aprecierea actiunii gastroprotectoare si regenerative a coptizinel bisulfat a fost efectuata pe
ulcere gastrice modelate experimental. In studiu au fost inclusi 35 sobolani albi, fara pedigriu, cu
masa corporald cuprinsa intre 180-200 g, repartizati in 3 loturi de experienta a cate 10 subiecti in
fiecare lot si un lot din 5 sobolani pentru evidentierea proceselor ulceroase provocate de
indometacind. Modelarea ulcerelor a fost efectuatd conform metodei Derelanko MG. et al.
(2014) prin administrarea unei singure doze intragastrale a solutiei de 20 mg/kg de
Indometacind. Solutiile cu indometacina au fost administrate pe stomacul gol al sobolanilor, e1
fiind privati de alimente si apd cu 12 ore inainte si timp de 4 ore dupa administrare. Peste 24 ore
de la administrarea indometacinei, 5 sobolani au fost eutanaziati si deschis chirurgical stomacul
pentru constatarea macroscopicd a prezentei ulcerelor gastrice [36].

Dupa stabilirea leziunilor ulceroase, sobolanilor din lotul I (lotul martor) a fost
administrata zilnic la aceeasi ora solutia fiziologica de 0,9% in volum de 4 ml. Celor din lotul II
a fost introdusad intragastral solutia cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg in volum de 4 ml si
animalelor din lotul 111 — solutia cu Coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg in volum de 4 ml.
Durata administrarii solutiilor a fost de 6 zile depline, incepand cu ziua a doua de experienta.

Pe parcurs animalele au fost intretinute conform cerintelor de alimentare si asigurare cu
apa stabilite In vivariu cu monitorizarea vizuald zilnicd a starii generale, comportamentului,
intensitatii si caracterului activitatii motorii.

La a 8-a zi, animalele au fost eutanaziate pentru examinarea macroscopicd a starii
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mucoasei gastrice, prezentei ulcerelor §i aprecierii comparative a actiunii regenerative si

gastroprotectoare a coptizinei bisulfat in diferite doze in loturile de experienta [111].

2.8. Evaluarea statistica a rezultatelor
Rezultatele aprecierilor cantitative ale valorilor parametrilor studiati au fost supuse analizei
statistice cu calcularea mediei aritmetice simple (M), erorii valorilor mediei aritmetice (m),
deviatiei standard. Relevanta statistica (p) in interiorul lotului si intre diferite loturi s-a calculat
dupa testul de semnificatie t-Student. Deosebirile valorilor medii au fost considerate relevante
cand pragul de semnificatie (p) era < 0,05 [169, 172, 175].
Prelucrarea statistica a datelor obtinute a fost efectuata cu ajutorul pachetului de programe
HStatistica for Windows, Release 6.0 StatSoft, Inc.”, unde s-au calculat urmatoarele criterii:
= o —deviatia standard;
= p - valoarea relativa medie;
= t— criteriul Student;
= Mj si My — valorile medii aritmetice ale totalitatilor comparate;
* m; si my — erorile mediilor aritmetice ale totalitatilor comparate;
= +m — deviatia valorii relative medii.
Datele au fost verificate prin analiza distributiei, si anume prin testul Shapiro-Wilk. in
toate grupele cercetate distributia a fost una normald. Pentru reflectarea demonstrativa a
rezultatelor obtinute, datele au fost prezentate in tabele, diagrame si grafice prin intermediul

aplicatiei Excel, utilizand pachetul de programe Microsoft Office 2010”.

2.9. Sinteza capitolului 2

In studiu s-a folosit coptizina extrasa printr-o metoda specifici, care permite obtinerea unui
produs mai purificat, cu un randament nu mai mic de 80% si sub forma de bisulfat, ce ii confera
substantei o solubilitate mai bund in solventi, inclusiv apa.

In scopul determinarii toxicititii coptizinei sub forma de bisulfat si stabilirii limitelor de
sigurantd a ei, conform recomandarilor metodice de cercetare a substantelor noi, au fost folosite
metode de studiu ale toxicitatii acute si cronice pe diverse tipuri de animale de laborator si pe
diferite cai de administrare (enterala si parenterald).

Actiunea hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat a fost cercetata prin modelarea hepatitei
toxice acute cu tetraclorura de carbon ca agent hepatotoxic, utilizatd in metodele clasice de

inducere a hepatitelor, iar pentru aprecierea eficientei efectului hepatoprotector al coptizinei
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bisulfat au fost stabilite metodele de cercetare comparativd a actiunii date cu substanta de
referintd berberina bisulfat, alcaloid vegetal inrudit.

In baza recomandairilor metodice contemporane de cercetare a substantelor noi s-au
selectat si argumentat metodele de cercetare a indicilor biochimici, hematologici si hepatici, ce
au permis aprecierea actiunii hepatoprotectoare si aspectele de farmacocinetica ale coptizinei
bisulfat.

De asemenea, au fost selectate metode de cercetare a actiunii gastroprotectoare si
regeneratoare ale coptizinei bisulfat, reiesind din datele stiintifice si clinice despre aparitia
complicatiilor la nivelul mucoasei gastrice in unele afectiuni hepatice si ale cailor hepato-biliare.

Studiul a inclus toate etapele cercetarii statistice, datele primare fiind procesate prin

intermediul programelor Excel, Statistica for Windows, Release 6.0, StatSoft, Inc.
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3. ASPECTELE TOXICITATII COPTIZINEI BISULFAT

3.1. Rezultatele toxicitatii acute ale coptizinei bisulfat

Toxicitatea acutd a coptizinei bisulfat a fost cercetata pe doua cai de administrare: enterala
si parenterald. Calea parenterala, obligatorie pentru studiu conform recomandarilor metodice de
cercetare a substantelor noi, a fost reprezentatd de administrarea intraperitoneald a solutiilor cu
coptizina bisulfat la soareci, fiind consideratda calea asemendtoare, dupd parametrii
farmacocinetici, cu administrarea intravenoasa. Studiul toxicitatii acute a coptizinei bisulfat prin
administrarea perorala la sobolani a fost dictata de calea de administrare a formelor farmaceutice

ulterioare preconizate pentru utilizare la om.

3.1.1. Toxicitatea acutid a coptizinei bisulfat dupd administrarea intraperitoneali la
soareci

Toxicitatea acutd, la administrarea intraperitoneald a coptizinei bisulfat, s-a studiat pe
soareci albi repartizati in loturi egale a cate 10 subiecti (numarul minim de animale in lot necesar
pentru prelucrarea statistica veridica a rezultatelor obtinute) (tab.3.1.). Au fost administrate doze
succesive unimomentane de coptizina bisulfat (25 mg/kg; 35 mg/kg; 45 mg/kg; 55 mg/kg; 65
mg/kg; 75 mg/kg; 95 mg/kg) cu monitorizarea permanentd timp de 24 de ore a
comportamentului, particularitatilor de alimentare i utilizare a apei de catre animalele incluse in
studiu, cu inregistrarile ulterioare zilnice (timp de 14 zile) a starii generale, comportamentului,
intensitatii si caracterului activitatii motorii, starii pielii si blanii, devierilor masei corporale,
timpului dezvoltarii semnelor de intoxicatie sau a instalarii decesului [117, 118].

Tabelul 3.1. Valorile toxicititii acute a coptizinei bisulfat,
administrata intraperitoneal soarecilor

Masculi Femele Animale decedate
o anirl;llgie, n Deces % anirlzgie, n Deces % anin|\1]£ie, n Deces %
25 mg/kg 5 0 5 0 0 0
35 mg/kg 5 0 5 0 0 0
45 mg/kg 5 0 5 0 0 0
55 mg/kg 5 0 5 0 0 0
65 mg/kg 5 0 5 0 0 0
75 mg/kg 5 0 5 0 0 0
95 mg/kg* 5 0 5 0 0 0

Nota: * Doza de 95 mg/kg a fost dilutia maximd posibild de administrare parenterald a
solutillor de coptizind bisulfat, majorarea concentratiei solutiei nu este necesard,
deoarece la om nu se preconizeaza administrarea parenterald a ei.

65



Pe parcursul experientei, la animalele cercetate s-a constatat o inhibare a starii generale si
activitatii motorii cu reducerea reactiei la stimulii exogeni (lumina, zgomot etc.). La soareci,
dupa administrarea coptizinei bisulfat in dozele enumerate, s-a constatat restabilirea activitatii
motorii si reactivitatii la diversi excitanfi externi dupd o scurtd perioadda de hipodinamie si
hiporeflexie (cauzate de metoda traumatizantd de administrare a solutiilor cercetate). Animalele
si-au revenit complet la starea initiald in prima ord de la administrarea solutiilor. Pe parcursul
observdrilor efectuate (timp de 14 zile), toate animalele au ramas in viatd, semne de intoxicatie a
organismului, manifestate prin devieri de comportament, utilizare scazuta a alimentelor si apei,
modificarea starii blanii si masei corporale, nu au survenit [119].

3.1.2. Toxicitatea acutd a coptizinei bisulfat dupa administrarea perorali la soareci

In cazul administrarii perorale la soareci, solutiile cu Coptizina bisulfat au fost administrate
intragastral prin sonda atraumatica in doze succesive de: 100 mg/kg, 150 mg/kg, 170 mg/kg, 200
mg/kg, 350 mgkg si 400 mg/kg, cu monitorizarea permanentd timp de 24 de ore a
comportamentului, particularitatilor de alimentare si utilizare a apei de catre animalele incluse in
studiu, si cu inregistrarile ulterioare zilnice (timp de 14 zile) a starii generale, comportamentului,
intensitatii si caracterului activitatii motorii, starii pielii si blanii, devierilor masei corporale,
timpului dezvoltarii semnelor de intoxicatie sau a instalarii decesului.

Dupa administrarea solutiilor cercetate, s-a constatat o inhibare a stdrii generale si
activitatii motorii a soarecilor cu reducerea reactiei la stimulii exogeni (lumina, zgomot). Pe
parcursul a 1-2 ore de la administrare animalele reveneau la starea initiala, utilizand hrana si apa
in regim obisnuit. In urmitoarele zile de supraveghere starea generali si comportamentul
animalelor experimentale nu se deosebeau de cele ale soarecilor din lotul martor, la care a fost
administrata solutia fiziologica de 0,9%. Semne de intoxicatie sau decesul animalelor (tab. 3.2.)
nu au survenit [118].

Tabelul 3.2. Valorile toxicititii acute a coptizinei bisulfat, administrata intragastral soarecilor

Masculi Femele Animalele decedate
boze Nr. Nr. Nr.
animale, n Deces % animale, n Deces % animale, n Deces %
105 mg/kg 5 0 5 0 0 0
150 mg/kg 5 0 5 0 0 0
170 mg/kg 5 0 5 0 0 0
200 mg/kg 5 0 5 0 0 0
350 mg/kg 5 0 5 0 0 0
400 mg/kg* 5 0 5 0 0 0
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introducerii solutiilor prin sonda intragastrala (suprasaturarea suspensiei).

3.1.3. Toxicitatea acutd a coptizinei bisulfat dupd administrarea perorali la sobolani

Pentru stabilirea dozelor toxice acute la sobolani, solutia de Coptizina bisulfat a fost
administrata unimomentan intragastral prin sonda atraumatica 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. Animalelor din
lotul martor li s-a administrat intragastral solutie fiziologica 0,9% in volum de 4 ml.

Animalele au fost monitorizate permanent timp de 24 de ore cu aprecierea
comportamentului, particularitatilor de alimentare si utilizare a apei de catre animalele incluse in
studiu, si cu Inregistrarile ulterioare zilnice (timp de 14 zile) a starii generale, comportamentului,
intensitatii si caracterului activitatii motorii, starii pielii si blanii, devierilor masei corporale,
timpului dezvoltarii semnelor de intoxicatie sau a instalarii decesului. La sfarsitul experientei au
fost colectate probele de singe si efectuate examinarile necesare.

Dupa administrarea interna a coptizinei bisulfat sobolanilor, initial s-a stabilit o inhibitie
tranzitorie a stdrii generale, manifestatd prin somnolentd, hipodinamie si hiporeflexie, mai
accentuata la animalele carora le-au fost administrate dozele de 1200 mg/kg, 2000 mg/kg si 2600
mg/kg. Frecventa respiratiei nu suporta schimbari. Pe parcursul primei zile de experienta toate
animalele reveneau la starea initiala cu restabilirea activitatii motorii si reactivitatii la diversi
excitanti externi, utilizand apa si hran in regim obisnuit. In urmatoarele 13 zile de supraveghere
(tab. 3.3.) starea generald si comportamentul animalelor experimentale nu se deosebeau de cele
ale sobolanilor din lotul martor, semne de intoxicatie sau decesul animalelor nu au survenit
[119].

Tabelul 3.3. Valorile toxicitatii acute a coptizinei bisulfat, administrata

pe cale enterala sobolanilor

Doze Masculi Femele Animalele decedate
Nr. Deces, Nr. Deces, Nr. Deces,
animale, n % animale, n % animale, n %
Lotul martor 5 0 5 0 0 0
25 mg/kg 5 0 5 0 0 0
100 mg/kg 5 0 5 0 0 0
400 mg/kg 5 0 5 0 0 0
800 mg/kg 5 0 5 0 0 0
1200 mg/kg 5 0 5 0 0 0
2000 mg/kg 5 0 5 0 0 0
2600 mg/kg* 5 0 5 0 0 0
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Nota: * Doza de 2600 mg/kg de coptizina bisulfat a fost dilutia maxima posibila a
solutiei, deoarece concentratiile mai mari nu permiteau administrarea solutiilor

prin sonda.

Studiul tabloului sangelui periferic la sobolanii inclusi in experientd a demonstrat ca

administrarea unimomentana a coptizinei bisulfat in doza maxima de 2600 mg/kg nu a modificat

nivelul hemoglobinei, numarul eritrocitelor, leucocitelor si valorile hematocritului (tab. 3.4.).

Tabelul 3.4. Parametrii tabloului singelui periferic la administrarea unimomentana

a coptizinei bisulfat in doza de 2600 mg/kg

Parametrii hematologici morfologici Nr. animale, Lotul martor, -Coptizina
n M=m bisulfat, M+m

Hemaoglobina (g/L) 10 147,4+0,8 147,3+0,7
Eritrocite (x10™%/L) 10 7,1+0,7 7,0+ 0,3
Leucocite (x10%/L) 10 5,7+03 5,7+0,2
Trombocite (x10%/L) 10 713 + 31 728 + 28
Hematocrit (%) 10 0,41 £ 0,006 0,42 + 0,008
Neutrofile nesegmentate (%) 10 1,6 £ 0,1 1,9+0,1
Neutrofile segmentate (%) 10 26,0+2,0 23,5+2,1
Limfocite (%) 10 67,4+1,7 70,2+ 1,8
Viteza de sedimentare a hematiilor (VSH) 10 2,7+0,2 3,8+0,3

Nota: deosebiri statistice nesemnificative

Concomitent, s-a constatat o tendinta de crestere neesentiala a continutului hematocritului,

a numarului trombocitelor si procentului limfocitelor, a VSH-Iui, cu o micsorare nesemnificativa

a procentului leucocitelor segmentate (tab.3.4.).

La determinarea nivelului glucozei s-a depistat o hipoglicemie usoara la doza respectiva de

coptizind bisulfat. Concomitent s-a constatat si o diminuare neesentiald a activitatii LDH

(tab.3.5.).

Tabelul 3.5. Modificarea parametrilor biochimici la administrarea unimomentana

a coptizinei bisulfat in doza de 2600 mg/kg

e e Nr. animale, Lotul martor, |Coptizina bisulfat,
Parametrii biochimici n Mim Mim
Glucoza (mmol/L) 10 4,6+04 4,4+0.2
Proteina totala (g/L) 10 98,022 99,4 +0,8
Albumina (g/L) 10 42,0+1,1 42,5+0,5
Ureea (mmol/L) 10 49+03 55+1,8
Creatinina (mcmol/L) 10 69,9 +0.,6 74,7 +£2.1
Trigliceride (mmol/L) 10 0,46 + 0,05 0,47 £ 0,02
Colesterolul total (mmol/L) 10 1,76 + 0,08 1,56 +£0,08
Beta-lipoproteine (mg%) 10 377,0 £37,0 356,6 + 18,9
Bilirubina totala (mcmol/L) 10 25+0,1 42+0,2
Bilirubina directa (mcmol/L) 10 0,7+ 0,08 0,78 0,03
Bilirubina indirectd (mcmol/L) 10 1,8+0,2 3,42+0,2
AsAT (UI/L) 10 151,2+45 164,5+2,7
AIAT (UI/L) 10 66,8 + 2,3 64,0 £ 1,3
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Raport AsAT/ AIAT (coef. Ritis) 10 2,28 £0,42 2,5+0,4

Fosfataza alcalina (UI/L) 10 256,3 £ 5,1 270,8 + 3,2
Lactatdehidrogenaza (UI/L) 10 565,6 £ 8,3 546,2 £ 5,3
GGTP (UI/L) 10 144+12 16,0 = 0,7

Nota: deosebiri statistice nesemnificative

Analiza parametrilor metabolismului proteic a relevat, ca alcaloidul a determinat o crestere
neesentiala a continutului proteinelor totale, ureei si creatininei fara a-I modifica pe cel al
albuminei (tab.3.5).

Studiul parametrilor metabolismului lipidic a relevat o reducere mai importanta a
continutului colesterolului total si beta-lipoproteinelor la doza unimomentana de 2600 mg/kg a
coptizinei bisulfat, fara a modifica nivelul trigliceridelor (tab. 3.5.).

Coptizina bisulfat, dupa o doza de 2600 mg/kg, a majorat nivelul bilirubinei totale si celei
inidrecte, fara a modifica nivelul bilirubinei directe. Concomitent, s-a constatat o crestere
nesemnificativa a activitatii fosfatazei alcaline si GGTP.

Referitor la activitatea transaminazelor s-a depistat o majorare neesentiala a AsAT si o

diminuare a AIAT cu o crestere moderata a indicelui de Ritis (tab.3.5.).

3.2. Rezultatele toxicitatii cronice ale coptizinei bisulfat

Pentru exectuarea cercetarilor toxicitatii cronice, coptizina bisulfat a fost administrata
intragastral o data in zi, timp de 30 zile, in doze de 2,5 mg/kg; 5 mg/kg; 10 mg/kg; 25 mg/kg si
250 mg/kg. Animalele au fost monitorizate zilnic cu aprecierea comportamentului,
particularitatilor de alimentare si utilizare a apei si a stdrii generale. La sfarsitul experientei
animalele au fost eutanaziate pentru colectarea probelor de sange si efectuarea examinarilor
necesare [119]. Rezultatele parametrilor biochimici sunt prezentate in tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Modificarea parametrilor biochimici dupa administrarea coptizinei bisulfat

timp de 30 zile
" Lotul Dozele coptizinei bisulfat, M+m

Parametrii martor

cercetati Mem ’ 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 25 mg/kg 250 mg/kg
Glucoza «
(mmoliL) 4,602 3,940, 3,8+0,1 3,7+0,1 3,7+0,1 | 32+02
Proteina 697414 | 702+22 | 689417 67.740.8 69,9428 | 67.8+ 1,6
totald (g/L)
a'/bL‘;m'”a 31,2403 32,0+1,0 34,3+1,1 30,6+1,5 31240,6 | 31,2%0,6
Ureea *
(mmol/L) 6,4+ 0,3 58+0,1 6,2+ 0,1 6,1+ 0,1 58+0,1 | 7.8+03
Creatinina 53,1419 | 472449 | 56,6+2.4 48,442.9 55555 | 603+ 1,4%
(mcmol/L)
g)?;fswo'u' 4,05+0,02 | 4,4440,1* | 435+0,14 | 4,4420,1* | 4,14+£0,12 | 3,73+0,07
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(mmol/L)

Beta-lipopro

: 377,0+7,0 365,2+ 7,6 375,2+17,7 369,24+ 7,8 372,2+17,7 368,2+ 7,8
teine (mg%)

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

Influenta coptizinei bisulfat asupra concentratiei plasmatice a glucozei. La administrarea
coptizinei bisulfat timp de 30 zile s-a determinat o micsorare nesemnificativa a nivelului
glucozei in sange in toate loturile. La animalele la care au fost administrate dozele de 2,5 mg/kg;
5 mg/kg; 10 mg/kg si 25 mg/kg, concentratiile plasmatice ale glucozei au scazut in mediu cu
18%, iar la animalele la care s-a adminstrat doza de 250 mg/kg, concentratiile plasmatice au
scazut cu 30% 1n mediu.

Influenta coptizinei bisulfat asupra metabolismului proteic. La determinarea parametrilor
metabolismului proteic nu s-au constatat modificari esentiale ale continutului proteinelor totale,
albuminei, ureei si creatininei la administrarea dozelor de la 2,5 la 25 mg/kg, in timp ce la
utilizarea dozei de 250 mg/kg s-a relevat o tendinta spre micsorare a nivelului proteinelor totale
si de majorare a celui al ureei si creatininei (tab. 3.6.).

Continutul colesterolului total s-a majorat la administrarea coptizinei bisulfat in dozele de
2,5 mg/kg, 10 mg/kg si 25 mg/kg, in timp ce la doza de 250 mg/kg s-a manifestat o micsorare
nesemnificativa a parametrului cercetat (tab. 3.6.).

Influenta coptizinei bisulfat asupra indicilor hepatici. Nivelul bilirubinei totale si fractiilor
directe si indirecte nu s-a modicat esential la administrarea dozelor studiate de Coptizina bisulfat
(tab. 3.7., 3.8.).

Activitatea transaminazelor nu s-a modificat semnificativ dupa 30 de zile de administrare a
coptizinei bisulfat. La animalele carora li s-a administrat coptizina bisulfat in doza de 2,5 mg/kg
S-a constatat 0 majorare mai esentiald a activitdtii fosfatazei alcaline comparativ cu celelalte doze
si lotul martor (tab. 3.7.). In toate loturile studiate s-a determinat o crestere a acitivitatii
lactatdehidrogenazei, indeosebi la doza de 5 mg/kg. Continutul GGTP nu a suferit modificari
esentiale dupa utilizarea coptizinei bisulfat cu exceptia dozei de 2,5 mg/kg, cand s-a constatat
micgorarea activitatii enzimei respective (tab. 3.7., 3.8.) .

Tabelul 3.7. Modificarea parametrilor hepatici la administrarea timp de 30 zile

a coptizinei bisulfat in doze de 2,5; 5; 10 si 25 mg/kg

. Lotul Dozele coptizinei bisulfat, M+m
Parametrii martor
biochimici Mtm ’ 2,5 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 25 mg/kg
AsAT (UI/L) 29,0+1,6 28,1£3,9 30,2+2,1 28,3+3,9 29,0+1,2
AIAT (UI/L) 18,612 19,242,0 21,5£1,6 19,0+1,8 19,3+3,1
fgffﬁgaza alcalind 82.3+42 | 136,8+10,7* | 131,0431.4 | 99,7+2,0% 78,246,1
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L-Sf/tigdeh'dmge”aza 2730124 | 29934242 | 330,5:14,0% | 309,1+31,1 | 318.8+32,5
GGTP (UI/L) 2,5+0,2 1,4+0,1* 2,5+0,1 3,0+0,3 2,5+03

Bilirubina totala 45+0.4 44+0,6 42+0,5 53+1,4

(mcmol/L)

Bilirubina directa 3.0+£04 3,1+£05 2,6+0.3 3,6+09

(mcmol/L)

Bilirubina indirecta 15402 1,4+ 0,3 1,6 £ 0,2 1,7+0,4

(mcmol/L)

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

Tabelul 3.8. Modificarea parametrilor hepatici la administrarea timp de 30 zile

a coptizinei bisulfat in doza de 250 mg/kg

Parametrii biochimici Lotul martor, Coptizina bisulfat,
M=m M=m
AsAT (UI/L) 1512+45 155,0 £ 8.5
AIAT (UI/L) 66,8 +2,3 74,1 +0,9
Raport AsAT/ AIAT (coef. Ritis) 2,28 +0,42 2,14 +£ 0,07
Fosfataza alcalina (UI/L) 256,3+5,1 3064 £ 8,5
Lactatdehidrogenaza (UI/L) 565,6 + 8,3 580,8 + 12,1
GGT (UI/L) 144+12 18,3 +0,4
Beta-lipoproteine (mg%) 377,0£37,0 3352+7,8
Bilirubina totala (mcmol/L) 2,5+0,1 2,42 +0,06
Bilirubina directa (mcmol/L) 0,7+ 0,08 0,82 +0,03
Bilirubina indirectd (mcmol/L) 1,8+£0,2 1,6 £ 0,06

Nota: deosebiri statistice nesemnificative

La examenul macroscopic al organelor interne ale animalelor supuse testarii toxicitatii
cronice a coptizinei bisulfat modificari vizibile nu s-au depistat. Ficatul - de dimensiuni obisnuite
cu suprafatd neteda si contururi regulate, de culoare rosietica-bruna, luciosa, consistenta elastica,
fara modificari structurale vizibile si fara incluziuni patologice pe sectiunile transversale.
Pancreasul - forma obisnuitd, de consistenta elastica, fara induratii, de culoare rosie-pald, pe
sectiune - fard modificari structurale vizibile ale parenchimului. Rinichii - de dimensiuni
obisnuite cu suprafata neteda, consistenta elasticd, cu structura pastrata, fara induratii, de culoare
rosie-brund pronuntata, pe sectiune - cu pastrarea desenului structural: parenchimul lucios,
structura cortico-medulard bine pronuntata, piramidele de culoare roz, bazinetele si calicele
neobstructionate. Pulmonii - de consistentd moale, forma obisnuita, fard focare de induratie, de
culoare roza deschisd, pe sectiune - farda modificari structurale vizibile: desenul omogen,
parenchimul lucios si neted. Cordul - de dimensiuni, culoare si consistenta obisnuite, pe sectiune
- fard schimbari de structurd vizibile: muschiul cardiac de consistentd elasticd, culoare bruna,
cavitdtile cordului fard continut, valvulele elastice, mobile, semitransparente. Mucoasa tubului

digestiv - de consistentd moale, culoare roza lucioasa, fara leziuni de suprafata.

71



3.3. Biodisponibilitatea coptizinei bisulfat dupa administrarea intragastrala si
intraperitoneala
efectuat pe doua specii de animale de laborator (sobolani si soareci) cu introducerea substantei
cercetate pe doua cai de administrare (intragastrald si intraperitoneald) si colectarea materialelor
biologice (sange, ficat, bild si continut intestinal) pentru determinarea prezentei ei la aceste

nivele si aprecierea distributiei coptizinei bisulfat dupa primul pasaj hepatic [115, 116].

3.3.1. Rezultatele distributiei coptizinei bisulfat dupa administrarea intragastrala si
intraperitoneala la sobolani

Dupa administrarea intraperitoneala a coptizinei bisulfat in doza de 50 mg/kg peste 15 min
s-a determinat o concentratie plasmatica a substantei cercetate de 0,539 pg/mL. (tab. 3.9.).

Tabelul 3.9. Cantitatea coptizinei bisulfat in sange si ficat dupa administrarea
intraperitoneala la sobolani

Proba cercetati _ Administrare intraperitoqeali, png /mL; M#m _
15 min 30 min 1 ora
Sange 0,539+ 0,03 0,218+ 0,02 0,426+ 0,05
Administrare intragastrala, pg/g; M=m
1 ora 2ore 3ore
Ficat 0,243+ 0,021 0,484+ 0,013 0,517+ 0,053

Nota: * - veridicitatea cu 50 mg/kg

Peste 30 minute concentratia plasmatica a coptizinei bisulfat a scazut pana la 0,218 pg/mL,
iar peste 60 minute nivelul ei s-a majorat pana la 0,426 pg/mL.

Dupa administrarea intragastrala a coptizinei bisulfat in doza de 50 mg/kg in probele de
ficat peste 1 ora valoarea substantei cercetate s-a determinat la nivel de 0,243 pg/g. Peste 2 ore
nivelul ei s-a majorat pana la 0,484 ng/g, iar peste 3 ore nivelul ei a crescut pana la 0,517 pg/g
(tab. 3.9.).

3.3.2. Rezultatele distributiei coptizinei bisulfat dupa administrarea intragastrala la
soareci

In lotul de soareci carora a fost administrata intragastral coptizina bisulfat in doza de 0,2
mg/kg cantitatea substantei cercetate In probele de ficat, peste 3 ore dupa administrare, a fost de
0,109 pg/g, iar in bila - 0,154 pg/g (tab. 3.10.).

Tabelul 3.10. Cantitatea coptizinei bisulfat in ficat, bila si materii fecale dupa
administrarea intragastrala la soareci

Doza de Nr. de Cantitatea n ficat, Cantitatea in bila, Cantitatea In
coptizina animale, ng/g ng/g materii fecale,
bisulfat n M=+m M=+m pg/g Mz£m

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

Nota: * - veridicitatea cu 0,2 mg/kg si 2 mg/kg

La administrarea intragastrala a coptizinei bisulfat in doza de 2 mg/kg cantitatea substantei
cercetate in probele de ficat a fost de 0,538 pg/g, iar in bild - 0,316 pg/g. In cazul administrarii
intragastrale a dozei de 20 mg/kg de coptizina bisulfat cantitatea ei in probele de ficat a crescut
pana la 1,42 ng/g, in probele cu bila pana la 1,17 pg/g. (tab. 3.10.).

La determinarea prezentei coptizinei bisulfat in probele cu materii fecale, administratd in
doza de 20 mg/kg, peste 3 ore dupa administrare, s-a obtinut o cantitate de 3410 pg/g, care a

constituit aproximativ 17% din doza administrata [115].

3.4. Sinteza capitolului 3

In cazul cercetarii toxicitatii acute a coptizinei bisulfat, la administrarea intraperitoneala a
ei, prin introducerea dilutiilor maxime ale substantei cercetate in volum maxim de administrare
la soareci, semne de intoxicatii grave si decesul animalelor nu a survenit, modificarile de
comportament s-au restabilit in primele ore de experientd; la administrarea intragastrald a
solutiilor cu coptizina bisulfat la soareci si sobolani, de asemenea semne de intoxicatii grave si
decesul animalelor nu a survenit, valorile parametrilor sanguini nu au indicat devieri esentiale,
determinate de actiunea substantei cercetate.

Studiul toxicitatii cronice a coptizinei bisulfat in dozele stabilite (conform recomandarilor
metodice) si durata de administrare necesard, nu a prezentat semne de intoxicatii grave sau
decesul animalelor, iar analizele rezultatelor biochimice si parametrilor hepatici au determinat
modificari dozodependente ale concentratiei plasmatice a glucozei si colesterolului. Examenul
macroscopic al organelor interne nu a prezentat modificari structurale ale lor.

Rezultatele cercetarii toxicitatii acute si cronice a coptizinei sub forma de bisulfat, a permis
de a aprecia substanta data cu un nivel minim de toxicitate si a argumentat efectuarea studiilor
preclinice si clinice ulterioare.

Cercetand biodisponibilitatea coptizinei bisulfat prin administrarea intraperitoneala la
sobolani a alcaloidului in doza de 50 mg/kg s-a constatat cd cea mai mare concentratie a
preparatului in sdnge s-a stabilit peste 15 min cu o diminuare peste 30 min si 0 majorare peste 1
ora, iar dupa introducerea intragastrala s-a determinat o crestere continua a cantitatii coptizinei
bisulfat in probele de ficat peste 1 ora, 2 ore si 3 ore. 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 cantitdtii substantei cercetate in ficat si bila.
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4. PARTICULARITATILE ACTIUNII HEPATOPROTECTOARE SI
GASTROPROTECTOARE A COPTIZINEI BISULFAT

4.1. Aprecierea actiunii comparative hepatoprotectoare 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 alcaloidul pur din rostopasca berberind bisulfat, pe fondalul hepatitelor toxice
acute induse prin tetraclorura de carbon. Modelarea hepatitei toxice acute a fost efectuatd prin
administrarea subcutand a solutiei de tetraclorura de carbon a cate 0,4 ml/100 g timp de 4 zile,
conform metodei clasice de modelare a hepatitelor toxice, iar aprecierea actiunii comparative
hepatoprotectoare a coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra evolutiei hepatitelor toxice
modelate s-a efectuat prin examinarea parametrilor hepatici si metabolici dupa 7 si 14 zile de
administrare intragastrala a solutiilor cu substantele cercetate in doze de 1 mg/kg si 5 mg/kg
[110].

Modificarea activitatii transaminazelor, dupd utilizarea coptizinei bisulfat si berberinei
bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCl,.

Modificarea activititii transaminazelor in lotul de control dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCls, s-a constatat 0 majorare
semnificativa a activitatii AIAT péana 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. (tab. 4.1.).

Tabelul 4.1. Modificarea activititii transaminazelor, dupa utilizarea coptizinei

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

Nr. AIAT, Coefici-

Grupe de animale animale, mmol/L, Al‘ff‘T ent de

n M:m mmol/L, MEm | pitis
1. Lotul martor 10 10,93+0,90 27,41+1,15 2,5
2. CCl, dupa 7 zile (lotul de control) 10 22,87+6,62* 37,09+1,84* 1,18
3. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 10,69+0,86 28,6412 41 2,67
4. CCl,4 + coptizina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 22,07+1,67* 31,53+1,85 1,42
5. CCl4 + berberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 33,9442 85* 25,53+1,82 0,75
6. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 38,944+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 14,114£3,38 25,4242.40 1,8
10. CCl4+coptizina bisulfat 5mg/kg 14zile 10 19,17+1,16 23,78+1,77 1,2

11. CClgtberberina bisulfat Img/kg 14zile 10 22,77+2,67 24.23+3.60 1,06*

12. CClgtberberina bisulfat Smg/kg 14zile 10 17,29+1,37 26,50+3,11 1,53*

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

De asemenea, s-a determinat si o crestere a activitatii ASAT pana la 37,09+1,84 mmol/L

(p>0,05), comparativ cu valoarea de 27,4141,15 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.).
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Modificarea activitatii transaminazelor in lotul tratat cu Coptizind bisulfat dupa 7 zile de

experienta.

In lotulrile de animale tratate cu Coptizind bisulfat in doza de 1 mg/kg, pe fondalul
hepatitelor toxice induse cu CCly, nivelele AIAT si AsAT s-au stabilit la valorile de 10,69+0,86
mmol/L si 28,64+2,41 mmol/L, fiind practic nemodificate si egale cu valorile lotului martor de
10,93+0,90 mmol/L si 27,41+1,15 mmol/L respectiv. De asemenea, au fost stabilite valori
echivalene ale coeficientului de Ritis de 2,67 in lotul tratat cu coptizina bisulfat si de 2,5 in lotul
martor. (tab. 4.1.).

in lotulrile de animale tratate cu Coptizind bisulfat in doza de 5 mg/kg, pe fondalul
hepatitelot toxice induse cu CCl,, 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
animalelor de control. Totodata, 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 din lotul animalelor de control.
In aceste conditii coeficientul de Ritis a constituit 1,42 in lotul tratat cu Coptizina bisulfat fata de
valoarea 1,18, obtinuta in aceleasi conditii la animalele din lotul de control. (tab. 4.1.).

Modificarea activitatii transaminazelor 1n lotul tratat cu berberina bisulfat dupa 7 zile de

experienta.

In loturile de animale tratate cu berberind bisulfat in doza de 1 mg/kg, pe fondalul
hepatitelor toxice induse cu CCly, s-a constatat, ca nivelul AsAT (25,53 mmol/L) nu s-a
modificat esential fata de valorile obtinute la animalele din lotul martor (27,41 mmol/L), in timp
ce nivelul AIAT a crescut esential pana la 33,94 mmol/L (p<0,05) fatd de valorile obtinute la
animalele din loturile martor (10,93 mmol/L) si de control (22,87 mmol/L). Modificarile date au
contribuit la micsorarea dramatica a coeficientului de Ritis pana la 0,75, comparativ cu lotul
martor de 2,5 (tab. 4.1.).

In acelasi timp, la administrarea berberinei bisulfat in doza de 5 mg/kg timp de 7 zile,
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 sunt confirmate si prin diminuarea coeficientului de Ritis pana la valoarea
de 1,12, care practic corespunde cu nivelul obtinut in lotul de control de 1,18.

Modificarea activitatii transaminazelor 1n lotul de control dupa 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,, s-a constatat o restabilire a
activitatii AIAT diminuddu-se pand la 12,71 mmol/L egald practic cu valoarea celei din lotul

martor (11,98 mmol/L), iar nivelul AsAT de 20,53 mmol/L s-a dovedit a fi si mai scazut

75



comparativ cu lotul martor (27,52 mmol/L). In aceste conditii coeficientul de Ritis a fost de 1,6
fata de nivelul lui de 2,3 din lotul martor (tab. 4.1.).

Modificarea activitatii transaminazelor in lotul tratat cu Coptizind bisulfat dupa 14 zile de

experienta.

in lotul de animale tratate cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg, activitatea enzimei
AsSAT (25,42 mmol/L) s-a mentinut in limitele lotului martor (27,52 mmol/L), iar nivelul AIAT
S-a majorat nesemnificativ pana la 14,11 mmol/L comparativ cu valoarea de 11,98 mmol/L din
lotul martor si de 12,71 mmol/L din lotul de control. In aceste conditii coeficientul de Ritis s-a
majorat pana la 1,8 fata de 1,6 din lotul de control (tab. 4.1.).

in lotulrile de animale tratate cu Coptizind bisulfat in doza de 5 mg/kg s-a majorat
activitatea AIAT péana la 19,17 mmol/L (p>0,05) fata de 12,71 mmol/L din lotul de control, iar
valoarea AsAT pana la 23,78 mmol/L fatd de 20,53 mmol/L din lotul de control. Coeficientul
de Ritis s-a diminuat pana la 1,2 fata de nivelul 1,6 din lotul de control (tab. 4.1.).

Modificarea activitatii transaminazelor in lotul tratat cu berberind bisulfat dupa 14 zile de

experienta.
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 din lotul de control, fiind mai apropiate de valoarea 27,52 mmol/L din lotul
martor.

Valorile AIAT s-au majorat la doza de berberina bisulfat de 1 mg/kg pana la 22,77 mmol/L
st la doza de 5 mg/kg pana la 17,29 mmol/L fatd de 12,71 mmol/L din lotul de control si 11,98
mmol/L in lotul martor. Modificarile date au contribuit la diminuarea coeficientului de Ritis, la
doza de 1 mg/kg pana la 1,06 si la doza de 5 mg/kg pana la 1,53, fiind sub nivelul coeficientului
de Ritis din lotul martor (2,3) (tab. 4.1.).

Modificarea activitatii fosfatazei alcaline, fosfatazei acide si GGTP, dupa utilizarea
coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly,.

Modificarea activitatii fosfatazei alcaline in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat
o crestere nesemnificativa a nivelului fosfatazei alcaline pana la 110,96 UI/L (p>0,05)
comparativ cu valoarea de 100,74 UI/L obtinuta la animalele din lotul martor.

In loturile tratate cu coptizina bisulfat nivelele fosfatazei alcaline 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, caracteristic lotului martor (tab. 4.2.).
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Tabelul 4.2. Modificarea activitatii fosfatazei alcaline, fosfatazei acide si GGTP,

dupa utilizarea coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat

pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly

. Fosfataza Fosfataza
. Nr.ani- . . GGTP, Raportul
Grupele de animale male, n alcalina, UI/L, | acida, UI/L, UIL, Mim | FAJAIAT
M+m M=m
1. Lotul martor 10 100,74+6,25 2,16£0,28 5,07+0,38 9,21
2. CC|4 dupa 7 zile (lotul 10 110,96:|:7,89 2,32:|:0’27 4, 19:|:0’37* 4,9*
de control)
3. CCls + coptizind bisulfat | 97,6047,09% | 2,96£027 | 3,98:0,32% | 9,13
1 mg/kg 7 zile
4. CCl, + coptizin bisulfat 10 70,73+4,64% | 4926041 | 2,89+032% | 3.2%
5 mg/kg 7 zile
5. CCla +berberind 10 144542754 | 833£042 | 224023 | 4,26
bisulfat 1 mg/kg 7 zile
6. CCl, + berberina « % *
bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 65,45+5,16 6,65+0,70 2,05+0,25 1,7
7. Lotul martor 10 94,14+8,36 3,24+0,53 4,63+0,35 7,68
8. CCls dupa 14 zile (lotul 10 134,06£10,71 | 2,68+0,19% | 4544033 | 1054*
de control)
9. CCl, + coptizina *
bisulfat) 1 mg/kg 14 zile 10 93,81+9,47 3,29+0,33 4,354+0,23 6,64
10. CCl, + coptizina * *
bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 61,33+6,55 4,31+0,31 1,96+0,17 3,25
11. CCl, + berberina
bisulfat 1 mg/kg 14 zile 10 80,63+3,47 4,06£0,21 2,52+0,57 3,54
12. CCl, + berberina
bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 83,66+4,29 4,50+0,26 2,02+0,22 4,83

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

In lotul tratat cu berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul fosfatazei alcaline a crescut
pana la 144,54 UI/L (p>0,05) comparativ cu valoarea de 100,74 UI/L obtinuta la animalele din
lotul martor, iar In lotul tratat cu doza de 5 mg/kg nivelul enzimei s-a micsorat semnificativ pana
la 65,45 UI/L comparativ cu valoarea caracteristica lotului martor (tab. 4.2.).

Modificarea activitatii fosfatazei alcaline in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat
o majorare a nivelului fosfatazei alcaline pana la 134,06 UI/L (p>0,05) comparativ cu nivelul de
94,14 UI/L atribuit animalelor din lotul martor.

La sobolanii din loturile tratate cu cCoptizind bisulfat, nivelul fosfatazei alcaline s-a
micsorat neesential la doza de 1 mg/kg pana la 93,81 UI/L, si s-a diminuat semnificativ pana la
61,33 UI/L la doza de 5 mg/kg comparativ cu valoarea specifica lotului martor de 94,14 UI/L.

Nivelele fosfatazei alcaline la animalele din loturile tratate cu berberind bisulfat in ambele
doze 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 (tab. 4.2.).
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Modificarea raportului fosfatazi alcalind/alaninamininotransferaza (FA/AIAT).

Raportul FA/AIAT este un indice utilizat pentru aprecierea gradului de afectare hepatica.

La determinarea acestui indice la animalele din lotul cu hepatite toxice induse cu CCl,
(lotul de control) la a 8-a zi s-a constatat o reducere a valorii raportului FA/AIAT péana la 4,9
comparativ cu valoarea de 9,21 specificd animalelor din lotul martor, fapt ce ne dovedeste despre
predominarea in acesti termeni a sindromului de citoliza.

La animalele tratate cu coptizina bisulfat timp de 7 zile in doza de 1 mg/kg raportul
FA/AIAT practic nu s-a modificat fiind de 9,13 comparativ cu 9,21 la sobolanii din lotul martor,
lar la administrarea coptizinei bisulfat in doza de 5 mg/kg, valoarea raportului FA/AIAT s-a
diminuat pana la 3,2 datoritd diminuarii semnificative a nivelului fosfatazei alcaline (tab. 4.2.).

Astfel, coptizina bisulfat in dozele mici (1 mg/kg), in termenii precoci ai leziunii hepatice,
va influenta benefic asupra fenomenelor de citoliza si colestaza, iar in dozele de 5 mg/kg va regla
preponderent sindromul de colestaza.

La utilizarea berberinei bisulfat in doza de 1 mg/kg timp de 7 zile s-a determinat un nivel
al raportului FA/AIAT de 4,26 fata de 4,9 tipic animalelor din lotul de control, cauzat de
cresterea atdt a activitatii FA, cat si a AIAT. Utilizarea berberinei bisulfat in doza de 5 mg/kg
timp de 7 zile a demonstrat o micsorare esentiala a raportului FA/AIAT pana la 1,7, datorita
scaderii nivelului FA si majorarii celui a AIAT (38,94 mmol/L) (tab. 4.2.).

Putem conchide, ca alcaloidul in doze de 5 mg/kg va influenta dereglarile colestatice fara
a le modifica pe cele de citoliza.

Dupa 14 zile de experienta analiza raportului FA/AIAT a demonstrat 0 majorare a acestui
indice in lotul de control pana la 10,54 comparativ cu valoarea lui de 7,68 obtinuta la animalele
din lotul martor, fapt ce ne releva despre predominarea fenomenelor de colestaza.

In loturile tratate cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg timp de 14 zile nivelul fosfatazei
alcaline s-a stabilit la valoarea de 93,81 UI/L, fapt ce a determinat revenirea nivelului raportului
FA/AIAT la valoarea de 6,64, chiar sub limitele lotului martor (7,68).

La adiministrarea coptizinei bisulfat in doza de 5 mg/kg, timp de 14 zle, a scazut
semnificativ valoarea fosfatazei alcaline pana la 61,33 UI/L, dar nu a crescut nivelul AIAT
(19,17 mmol/L), fapt ce a contribuit la diminuarea esentiala a rapotului FA/AIAT pana la 3,25.

La administrarea berberinei bisulfat, in ambele doze (1 mg/kg si 5 mg/kg), timp de 14 zile,
activitatea fosfatazei alcaline s-a ameliorat, inregistrand nivelele de 80,63 UI/L si 83,66 UI/L
respectiv, dar s-au majorat nivelele 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 (tab. 4.1.; 4.2.).

Modificarea activitatii fosfatazei acide in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.
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La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat
o majorare neesentiali a fosfatazei acide pana la 2,32 UI/L. In loturile de animale tratate cu
coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg s-a determinat o majorare a activitatii fosfatazei acide pana
la 2,96 UI/L, iar la doza de 5 mg/kg s-a determinat o crestere semnificativd a nivelului enzimei
pana la 4,92+0,41 UI/L (p>0,05) comparativ cu valoarea de 2,32 UI/L specifica lotului de
control. La utilizarea berberinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg, nivelele fosfatazei
acide s-au majorat semnificativ pana la 8,33 UI/L si 6,65 UI/L comparativ cu nivelele din lotul
martor (2,16 UI/L) si de control (2,32 UI/L). (tab. 4.2.).

Modificarea activitatii fosfatazei acide in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a
determinat o diminuare a activitatii fosfatazei acide pana la 2,68 UI/L (p>0,05), comparativ cu
valorile ei de 3,24 UI/L obtinute la animalele din lotul martor.

La utilizarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg, nivelul fosfatazei acide s-a mentinut
in limita de 3,29 UI/L fiind practic egal cu valoarea de 3,24 UI/L specifica pentru lotul martor,
iar in doza de 5 mg/kg nivelul enzimei date s-a majorat pana la 4,31 UI/L.

La utilizarea berberinei bisulfat, in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg, s-a determinat o
majorare a activitatii fosfatazei acide pana la 4,06 UI/L si 4,50 UI/L comparativ cu datele
obtinute (2,68 UI/L) la animalele din lotul de control (tab. 4.2.).

Modificarea activitatii gamaglutamiltranspeptidazei (GGTP) in loturile cercetate dupa 7

zile de experienta.

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCly (lotul de control), s-a relevat o
diminuare a acestei enzime pana la 4,19 UI/L (p>0,05) comparativ cu 5,07 UI/L specific pentru
lotul martor. La animalele tratate cu coptizina bisulfat in doze de 1 mg/kg si 5 mg/kg, nivelul
GGTP a scazut respectiv pana la 3,98 UI/L si 2,89 UI/L comparativ cu valorile obtinute la
animalele din loturile de control (4,19 UI/L) si martor (5,07 UI/L). La sobolanii tratati cu
berberind bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg s-a determinat o micsorare mai accentuatd a
activitagii GGTP pana la 2,24 UI/L si 2,05 UI/L respectiv (tab. 4.2.).

Modificarea activitatii gamaglutamiltranspeptidazei (GGTP) in loturile cercetate dupa 14

zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), nu s-au
constatat modificari esentiale in activitatea GGTP nivelul lor fiind de 4,54 UI/L comparativ cu
valoarea de 4,63 UI/L, obtinuta la sobolanii din lotul martor.

La utilizarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg activitatea GGTP nu s-a modificat

esential fiind de 4,35 UI/L, pe cand la administrarea coptizinei bisulfat in doza de 5 mg/kg
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nivelul GGTP s-a micsorat pana la 1,96 UI/L (p>0,05) comparativ cu datele obtinute in lotul de
control (4,54 UI/L). La utilizarea berberinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg nivelele
GGTP s-au micsorat considerabil pana la 2,52 UI/L si 2,02 UI/L respectiv (tab. 4.2.).

Modificarea nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei, dupa utilizarea coptizinei bisulfat si

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

Modificarea nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei in loturile cercetate dupid 7 zile de

experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat

0 majorare a nivelului bilirubinei totale (5,26 mmol/L), directe (3,34 mmol/L) si indirecte (1,92

mmol/L comparativ cu datele obtinute la animalele din lotul martor (3,95 mmol/L; 2,57 mmol/L

si 1,38 mmol/L) (tab. 4.3.).

Tabelul 4.3. Modificarea nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte, dupi utilizarea

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

Bilirubina Bilirubina Bilirubina
G led imal N F I totala, directa, indirecta,
rupele de animale anlr:a & 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, dupa 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. CClg+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 5,224+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 inidrecte, in lotul de animale cu hepatite toxice

induse cu CCl, s-a relevat o deviere nesemnificativa a acestora, fiind de 63% pentru bilirubina
directd si de 37% pentru cea indirectd, comparativ cu valorile obtinute la animalele din lotul
martor de 65% pentru bilirubina directa si 35% pentru cea indirecta.

In loturile tratate cu coptizini bisulfat in doza de 1 mg/kg s-a determinat crestere a
bilirubinei totale pana la 6,15 mmol/L, bilirubinei directe pand la 3,75 mmol/L si indirecte pana
la 2,40 mmol/L, iar in doza de 5 mg/kg bilirubina totald a constituit 8,23 mmol/L, bilirubina
directd - 5,24 mmol/L si indirectd - 2,99 mmol/L (tab. 4.3.). Pe cand raporturile dintre fractiile

bilirubinei s-au micsorat neesential fiind de 61% pentru bilirubina directa la utilizarea 1 mg/kg si
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63% pentru bilirubina directd la utilizarea a 5 mg/kg de coptizina bisulfat. Fractiile bilirubinei
indirecte fiind de 39% pentru doza de 1 mg/kg si 37% pentru doza de 5 mg/kg.

In loturile tratate cu berberina bisulfat, in conditii similare, s-a determinat o crestere a
continutului bilirubinei totale pana la 7,31 mmol/L in doza de 1 mg/kg si 6,26 mmol/L in doza de
5 mg/kg (tab. 4.3.). De asmenea s-a determinat o crestere a 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).

Modificarea nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei in loturile cercetate dupi 14 zile de

experienta.
La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat

o micsorare neesentiald a nivelului bilirubinei totale pana la 4,27 mmol/L, bilirubinei directe
pana la 2,92 mmol/L si indirecte pana la 1,35 mmol/L, comparativ cu rezultatele obtinute la
animalele din lotul martor (4,86 mmol/L, 3,26 mmol/L si 1,60 mmol/L). (tab. 4.3.). Raportul
dintre fractia directa si indirecta a bilirubinei in lotul dat a constituit: 68% vs 32% pentru lotul cu
hepatitele toxice induse cu CCl,, comparativ cu procentajul de 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. 4.3.). Raportul fractiei bilirubinei directe fata de
cea indirecta 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. 4.3.). Raportul fractiei bilirubinei directe fata de cea indirecta s-a majorat cu o prevalare
neesentiala a fractiei indirecte (64% vs 36%).

La administrarea berberinei bisulfat in doza de 1 mg/kg s-a constatat o majorare a nivelului
bilirubinei totale pana la 5,22 mmol/L, bilirubinei directe pana la 3,39 mmol/L si indirecte pana
la 1,83 mmol/L (tab. 4.3.). Raportul fractiiilor bilirubinei directe fata de cea indirectd fiind de
65% vs 35%. La admisitrarea berberinei bisulfat in doza de 5 mg/kg s-a determinat o micsorare a
continutului bilirubinei totale pana la 3,50 mmol/L, bilirubinei directe pana la 2,39 mmol/L si
bilirubinei indirecte pana la 1,11 mmol/L (tab. 4.3.), cu mentinerea raportului dintre fractiile ei in
limitele lotului martor (68% vs 32%).

Modificarea activitatii lactatdehidrogenazei, glucozei si probei cu timol, dupa utilizarea
coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly.

Modificarea activitatii lactatdehidrogenazei in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.
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La determinarea activitatii lactatdehidrogenazei la animalele cu hepatitd toxica indusa cu
CCly (lotul de control) s-a constatat o diminuare a nivelului LDH pana la 297,87 UI/L (p>0,05)
comparativ cu valoarea de 322,89 UI/L determinata la animalele din lotul martor.

In loturile tratate cu coptizina bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg nivelul enzimei
LDH a scazut nesemnificativ pana la 319,58 UI/L si 298,35 UI/L comparativ cu nivelul ei la
animalele din lotul martor (322,89 UI/L) si lotul de control (297,87 UI/L). (tab. 4.4.).

Tabelul 4.4. Modificarea activitatii LDH, nivelului glucozei si probei cu timol, dupa
utilizarea coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice

induse cu CCly

Nr. LDH, Glucoza, | Proba timol,
Grupele de animale animale, ul/L mmol/L Ul
n M=m M=+m M=+m
1. Lotul martor 10 322,89+14,86 3,22+0,18 4,71+0,35
2. CCl, dupa 7 zile (lotul de control) 10 297,87£17,62* | 2,40+0,07* 3,93+0,20
3. CCl,4 + coptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 319,58+29,79 2,41+0,04 4,21+0,18
4. CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 298,35+17,07 2,96+0,13 2,63+0,07
5. CCl, + berberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 258,86+18,03 3,03+0,17 2,67+0,05
6. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 279,34+17,41 3,45+0,14 2,72+0,05
7. Lotul martor 10 336,22+16,53 2,51+0,05 4,47+0,24
8. CCl, dupa 14 zile (lIotul de control) 10 231,57+18,13* 2,40+0,13 4,42+0,19
9. CCl,+coptizina biuslfat 1 mg/kg 14 zile 10 258,22+31,56 2,45+0,06 4,13+0,28
10. CCl,+coptizina bisulfat 5 mg/kg 14zile 10 226,69+18,52 2,87+0,14 3,02+0,15
11. CCl,+berberina bisulfat 1mg/kg 14zile 10 236,44+22.74 3,59+0,14 2,93+0,15
12. CClgtberberina bisulfat Smg/kg 14zile 10 319,80+48,68 3,65+0,17 3,19+0,19

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

In loturile tratate cu berberini bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg nivelele LDH s-au
micsorat pana la 258,86 UI/L si 279,34 UI/L fiind mai joase de valorile obtinute la animalele din
lotul tratat cu coptizina bisulfat si lotul martor (tab. 4.4.).

Modificarea activitatii lactatdehidrogenazei in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat
o micsorare pand la 231,57 UI/L (p<0,05) comparativ cu valoarea de 336,22 UI/L caracteristica
animalelor din lotul martor. In loturile tratate cu Coptizini bisulfat in ambele doze activitatea
LDH nu s-a modificat semnificativ in comparatie cu rezultatele obtinute la animalele din lotul de
control. Doar in lotul tratat cu berbebrina bisulfat in doza de 5 mg/kg LDH s-a stabilit la nivelul
de 319,80 UI/L fiind aproximativ egald cu nivelul LDH obtinut la animalele din lotul martor
(336,22 UI/L) (tab. 4.4.).

Modificarea nivelului glucozei in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a constatat

o micsorare a nivelului glucozei in sange pana la 2,40 mmol/L (p<0,05) comparativ cu valoarea
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de 3,22 mmol/L obtinuta la animalele din lotul martor (tab. 4.4.).

in lotul tratat cu 1 mg/kg de coptizina bisulfat hipoglicemia indusid de CCl; nu a fost
influentata, iar in cel tratat cu 5 mg/kg coptizina bisulfat a contribuit la 0 majorare a continutului
glucozei pana la 2,96 mmol/L (p>0,05) comparativ cu valoarea de 2,40 mmol/L caracteristica
lotului de control. In loturile tratate cu berberina bisulfat in ambele doze nivelele glicemiei (3,03
mmol/L si 3,45 mmol/L) s-au mentinut la limitele lotului martor (3,22 mmol/L) (tab. 4.4.).

Modificarea nivelului glucozei in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

Nivelul glicemiei la animalele din lotul de control s-a restabilit pana la valoarea de 2,40
mmol/L fiind aproximativ egala cu cea obtinuta la animalele din lotul martor (2,51 mmol/L).

La utilizarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul glucozei practic nu s-a
modificat, fiind egal cu valorile obtinute la animalele din lotul martor si de control (tab.4.4).

In acelasi timp, in lotul tratat cu Coptizini bisulfat in doza de 5 mg/kg s-a determinat o
majorare a continutului glucozei pana la 2,87 mmol/L comparativ (p>0,05) cu nivelul ei din lotul
din control (2,40 mmol/L).

In loturile tratate cu berberina bisulfat in dozele de 1 mg/ke si 5 mg/ke s-a determinat o

crestere semnificativd a glicemiei pana la 3.59 mmol/L si 3,65 mmol/L comparativ cu loturile

incluse in experienta (tab. 4.4.).

Modificarea probei cu timol in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

Dupa 7 zile de experienta nivelul probei cu timol a scdzut doar in lotul tratat cu coptizina
bisulfat in doza de 5 mg/kg pana la 2,63 Ul si in loturile tratate cu berberina bisulfat in doze de 1
mg/kg pana la 2,67 Ul si 5 mg/kg pana la 2,72 Ul comparativ cu valoarea obtinuta la animalele
din lotul martor (4,71 Ul) (tab. 4.4.).

Modificarea probei cu timol in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

La animalele din lotul tratat cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg valoarea probei cu
timol de 4,13 Ul s-a mentinut la nivelul de 4,47 UI obtinut la animalele din lotul martor si de
4,42 Ul in lotul de control. In acelasi timp, in lotul tratat cu Coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg
si in loturile tratate cu berberina bisulfat in ambele doze nivelul probei cu timol s-a diminuat
vadit (tab. 4.4.).

Modificarea nivelului colesterolului, proteinelor totale si albuminelor, dupa utilizarea
coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly,.

Modificarea nivelului colesterolului in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), nivelul
colesterolului practic nu s-a modificat comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din lotul

martor (tab. 4.5.).
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Tabelul 4.5. Modificarea nivelului colesterolului, proteinelor totale si albuminelor,

dupa utilizarea coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice

induse cu CCly

Nr. Corlce)lste— Proteine Albumine,
Grupele de animale animale, | totale, g/L g/L
n mmol/L M=m M=m
M+m

1. Lotul martor 10 3,40+0,05 65,30+2,38 26,06+£0,48
2. CCl, dupa 7 zile (lotul martor) 10 3,41+0,05 63,69+1,07 25,61+0,83
3. CCl4tcoptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 3,47+0,12 57,94+1,72 25,79+0,91
4. CClg+coptizind bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 4,06+0,13 70,22+1,09 28,28+0,54
5. CCltberberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 4,13+0,07 67,05+1,39 30,42+0,51
6. CCl,+berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 3,96+0,15 68,40+1,53 30,01+1,01
7. Lotul martor 10 3,34+0,04 65,57+0,80 28,22+0,65
8. CCl, dupa 14 zile (lotul de control) 10 3,43+0,05 65,41+1,71 27,92+0,54
9. CCl +coptizind bisulfat 1 mg/kg 14zile 10 3,49+0,06 60,91+1,42 30,49+0,76
10. CCl,+coptizina bisulfat 5mg/kg 14zile 10 4,57+0,10 69,60+1,28 31,81+0,69
11. CCl,+berberina bisulfat 1mg/kg 14zile 10 3,80+0,18 64,69+1,15 28,82+0,77
12. CCl,+berberina bisulfat 5Smg/kg 14zile 10 4,61+0,21 72,40+2,55 31,38+0,92

In lotul tratat cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul colesterolului nu s-a
modificat esential, in acelasi timp coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg a determinat o majorare
a parametrului respectiv pana la 4,06 mmol/L comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din
lotul martor (3,40 mmol/L) si lotul de control (3,41 mmol/L). Date similare s-au relevat si la
animalele tratate cu berberind bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg (4,13 mmol/L si 3,96
mmol/L) (tab. 4.5.).

Modificarea nivelului colesterolului in loturile cercetate dupa 14 zile de experienta.

Dupa 14 zile de experientd nivelul colesterolului s-a majorat doar in lotul de animale
tratate cu coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg pana la 4,57 mmol/L si in lotul tratat cu berberina
bisulfat in doza de 5 mg/kg pani la 4,61 mmol/L. In loturile de animale tratate att cu Coptizina
bisulfat, cat si cu berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg, valorile colesterolului nu s-au modificat
esential comparativ cu lotul martor si cel de control (tab. 4.5.).

Modificarea nivelului proteinelor totale si albuminelor in loturile cercetate dupa 7 zile de

experienta.

La animalele din lotul cu hepatitd toxicd indusa cu CCls S-a determinat o scadere
neesentiald atat a nivelului proteinelor totale (63,69 g/L), cat si a fractiei albuminelor (25,61 g/L)
comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din lotul martor (65,30 g/L si 26,06 g/L), iar
raportul albuminelor in ambele loturi s-a mentinut la acelasi nivel (40% : 40%). (tab. 4.5.).

in loturile tratate cu Coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg, s-a determinat o tendinti de
micsorare a nivelului proteinelor totale si albuminelor cu o majorare a ponderii albuminelor
respectiv pana la 44%. In acelasi timp, in loturile tratate Cu coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg
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s-a determinat o majorare a continutului proteinelor totale pana la 70,22 g/L si a albuminelor
pana la 28,28 g/L. comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din lotul martor si de control
(tab. 4.5.). A crescut respectiv si ponderea albuminelor pana la 41%.

In lotul de animale tratate cu bebebrina bisulfat in doza de 1 mg/kg modificari esentiale a
nivelului proteinelor totale nu s-au determinat, doar a crescut ponderea albuminelor pana la 45%.
La utilizarea berberinei bisulfat in doza de 5 mg/kg s-a determinat o tendinta de majorare a
nivelului proteinelor totale pana la 68,40 g/L si a albuminelor pana la 30,01 g/L (tab. 4.5.) cu o
majorare a ponderii albuminelor pana la 44% comparativ cu 40% stabilite la animalele din lotul
martor si de control.

Modificarea nivelului proteinelor totale si albuminelor in loturile cercetate dupa 14 zile de

experienta.
La animalele din lotul cu hepatita toxica indusa cu CCly s-a determinat o restabilire a

nivelului proteinelor totale cu cresterea lor pana la 65,41 g/L comparativ cu rezultatele obtinute
dupa 7 zile de experienta (63,69 g/L), iar nivelul albuminelor s-a majorat semnificativ pana la
27,92 g/L. Aceste modificari au contribuit la majorarea ponderii albuminelor pand la 43%.

In lotul tratat cu coptizini bisulfat in doza de 1 mg/kg s-a determinat o micsorare a
nivelului proteinelor totale pana la 60,91 g/L si o majorare a nivelului albuminelor pana la 30,49
g/L, cu o majorare a ponderii albuminelor pana la 50%. In lotul tratat cu coptizini bisulfat in
doza de 5 mg/kg s-a determinat o crestere atat a nivelului proteinelor totale (69,60 g/L), cat si a
nivelului albuminelor (31,81 g/L) comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din lotul tratat
cu doza de 1 mg/kg de 60,91 g/L si 30,49 g/L. Rezultate similare au fost obtinute si in loturile
tratate cu berberina bisulfat in ambele doze (tab. 4.5.).

Modificarea nivelului ureei si creatininei, dupa utilizarea coptizinei bisulfat si berberinei
bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCl,.

Modificarea nivelului ureei in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,; (lotul de control), s-a
determinat o micsorare a nivelului ureei pana la 3,35 mmol/L (p>0,05) comparativ cu valoarea ei
de 4,12 mmol/L, obtinuta la animalele din lotul martor (tab. 4.6.).

In lotul tratat cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul ureei s-a micsorat neesential
pana la 3,78 mmol/L (comparativ cu lotul martor), fiind mai putin influentat de CCly, iar in lotul
tratat cu doza de 5 mg/kg nivelul ureei s-a micsorat pana la 3,28 mmol/L (p>0,05). In loturile
tratate cu berberina bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg s-a determinat o majorare esentiala

a nivelului ureei pana la 5,09 mmol/L si 6,50 mmol/L respectiv (tab. 4.6.).
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Tabelul 4.6. Modificarea nivelului ureei si creatininei, dupa utilizarea coptizinei

bisulfat si berberinei bisulfat, pe fondal de hepatite toxice induse cu CCly

_ N Ureea Creatinina,
Grupele de animale . ’ mmol/L,
animale, n | mmol/L, M+m
M+m

1. Lotul martor 10 4,12+0,49 61,48+3,65
2. CCl, dupa 7 zile (lotul de control) 10 3,35+0,16* 59,11+£2,20*
3. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 3,78+0,16 62,35+1,40
4. CCl,4 + coptizina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 3,28+0,29 76,70+3,40
5. CCl4 + berberina bisulfat 1 mg/kg 7 zile 10 5,09+0,26* 59,59+2,97*
6. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 7 zile 10 6,50+0,26* 53,69+2,84*
7. Lotul martor 10 3,13+0,10 58,61+2,14
8. CCl, dupa 14 zile (lotul de control) 10 3,04+0,15 59,624+2,72
9. CCl, + coptizina bisulfat 1 mg/kg 14 zile 10 2,85+0,17 60,79+2,88
10. CCl, + coptizina bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 3,72+0,29 61,954+4,59
11. CCl, + berberina bisulfat 1 mg/kg 14 zile 10 5,54+0,18* 57,72+4,58*
12. CCl, + berberina bisulfat 5 mg/kg 14 zile 10 5,88+0,19* 60,18+3.,60

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

In lotul tratat cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul ureei s-a micsorat neesential
pana la 3,78 mmol/L (comparativ cu lotul martor), fiind mai putin influentat de CCly, iar in lotul
tratat cu doza de 5 mg/kg nivelul ureei s-a micsorat pani la 3,28 mmol/L (p>0,05). in loturile
tratate cu berberina bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg s-a determinat o majorare esentiala
a nivelului ureei pana la 5,09 mmol/L si 6,50 mmol/L respectiv (tab. 4.6.).

Modificarea nivelului ureei in loturile cercetate dupi 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,4 (lotul de control), valoarea ureei
s-a mentinut la nivel scazut, fiind de 3,04 mmol/L comparativ cu nivelul ei de 3,13 mmol/L
caracteristic animalelor din lotul martor (tab. 4.6.).

in lotul tratat cu coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg nu s-au determinat modificari
esentiale ale nivelului ureei, pe cand in lotul tratat cu coptizind bisulfat in doza de 5 mg/kg s-a
determinat o majorare a nivelului ei pana la 3,72 mmol/L (tab. 4.6.).

In loturile tratate cu berberini bisulfat in ambele doze s-a relevat o crestere esentiali a
continutului ureei pana la 5,54 mmol/L si 5,88 mmol/L comparativ cu rezultatele obtinute la
animalele din lotul martor (3,13 mmol/L) si lotul de control (3,04 mmol/L) (tab. 4.6.).

Modificarea nivelului creatininei in loturile cercetate dupa 7 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl, (lotul de control), s-a
determinat o tendintad spre diminuare a nivelului creatininei pana la 59,11 mmol/L comparativ cu
valoarea de 61,48 mmol/L, obtinutd la animalele din lotul martor (tab. 4.6.).

In loturile tratate cu coptizind bisulfat in ambele doze, s-a determinat o crestere a

continutului creatininei pand la 62,35 mmol/L pentru doza de 1 mg/kg si 76,70 mmol/L (p<0,05)
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pentru doza de 5 mg/kg (tab. 4.6.).

In loturile tratate cu berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg si 5 mg/kg, s-a determinat o
tendintd de micsorare a nivelului creatininei pana la 59,59 mmol/L si 53,69 mmol/L respectiv
(tab. 4.6.).

Modificarea nivelului creatininei in loturile cercetate dupd 14 zile de experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,; (lotul de control), s-a
determinat o tendintd spre crestere a nivelului creatininei pand la 59,62 mmol/L comparativ cu
valoarea de 58,61 mmol/L, obtinuta la animalele din lotul martor (tab. 4.6.).

In loturile tratate cu coptizind bisulfat in ambele doze, s-a determinat 0 Crestere a
continutului creatininei pana la 60,79 mmol/L pentru doza de 1 mg/kg si 61,95 mmol/L pentru
doza de 5 mg/kg. In loturile tratate cu berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg nivelul creatininei s-
a micsorat pana la 57,72 mmol/L, iar la doza de 5 mg/kg Ss-a majorat pana la 60,18 mmol/L (tab.
4.6.).

4.2. Influenta coptizinei bisulfat asupra evolutiei HT A modelate experimental

Modul actual de viatd (stresul, obezitatea, alimentatia incorecta, utilizarea produselor
genetic modificate, hipodinamia, abuzul de alcool, fumatul etc.) si poluarea mediului ambiant cu
materiale care interfereaza cu sdnatatea umana si calitatea vietii (poluanti nedegradabili, bioxid
de carbon, gaze de esapament etc.) sunt factorii de risc, responsabili de dezvoltarea diferitor
maladii ale organelor interne, inclusiv ale bolilor hepatice cronice. Conform datelor OMS,
actualmente, se constata o crestere considerabild a maladiilor cronice ale ficatului de diversa
origine [2]. De asemenea, un factor foarte agresiv, considerat initiatorul leziunilor hepatice sunt
o serie de medicamente utilizate in tratamentul maladiilor umane, fiind unul din motivelele de
spitalizare si de dezvoltare a insuficientei hepatice grave, iar varsta, starea nutritionala,
preexistenta unor boli hepatice, functia renald afectatd, administrarea indelungata si dozele toxice
cu medicamente sunt factori care contribuie la accentuarea acestor leziuni. In opinia
cercetdtorilor contemporani (Horga TM. (Mariasiu), 2016) hepatoprotectia este un subiect de
interes mondial, deoarece afectiunile hepatice sunt frecvent intdlnite, iar necesitatea
transplanturilor de ficat este in crestere, pe cand accesibilitatea la un transplant hepatic inca este
foarte limitata [60].

Reiesind din cele expuse, s-a initiat un studiu cu modelarea hepatitei toxice acute prin
administrarea subcutana a solutiei de tetraclorura de carbon a cate 0,4 ml/100g timp de 4 zile,
conform metodei clasice de modelare a hepatitelor toxice, iar aprecierea influentei coptizinei

bisulfat asupra evolutiei afectiunii modelate s-a efectuat prin examinarea parametrilor hepatici,
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biochimici si hematologici generali testati dupa 7 si 14 zile de administrare intragastrald a
solutiilor cu coptizina bisulfat in diferite doze [113].

Studiul influentei coptizinei bisulfat asupra evolutiei leziunii hepatice acute s-a efectuat
prin administrarea dozelor de 10 mg/kg si 20 mg/kg si aprecierea efectului hepatoprotector.

Modificarile AIAT, AsAT si a coeficientului de Ritis la animalele incluse in experientd. La
modelarea hepatitei toxice acute prin CCl, la a 8-a zi 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). Aceasta majorare a nivelului transaminazelor s-a
mentinut si dupi 2 siptiméani de la administrarea hepatotoxicului. In aceste conditii s-a
determinat si o micsorare a coeficientului de Ritis de la 2,46+0,21 pana la 1,36+0,25. (tab. 4.7).

Tabelul 4.7. Modificarea nivelului transaminazelor in ser si coeficientului de Ritis n

HTA indusia prin CCly si dupa utilizarea coptizinei bisulfat in doze de 10 si 20 mg/kg

NF. ani- AlAT, ASAT, Coeficientul
Grupele de animale méle n mmol/L, mmol/L, de Ritis,
' M+m M<m M=m
1. Lotul martor 10 56,8+2,4 140,2+5,0 2,46+0,21
2. CCly4 dupa 7 zile (lotul de control) 10 190,6+8,2* 260,2+20,5* 1,36+0,25*
P1-2<0,05 P1-2<0,05 P1-2<0,05
3. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 10 60,0+1,8 153,1+£7,3 2,55+0,4
7 zile P1-350,05 P1-350,05 P1-3>0,05
P2-3<0,05 P2-3<0,05 P2-3<0,05
4. CCly + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 65,4+4,9 153,248,6 2,34+0,18
7zile P1-4<0,05 P1-4>0,05 P1-4>0,05
P2-450,05 P2-4<0,05 P2-4<0,05
P3-450,05 P3-450,05 P3-450,05
5. CCl, dupa 14 zile (lotul de control) 10 223,4+6,9* 440,4+29,7* 1,97+0,44%
P1-5<0,05 P1-5<0,05 P1-5<0,05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 10 59,6209 128,1+3.9 2.15+0,43
14 zile P1-6>0,05 P1-6>0,05 P1-6>0,05
Ps-6<0,05 Ps-6<0,05 Ps-6>0,05
7. CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 66,6+3,5 144,5+6,1 2.15+0,17
14 zile P1-750,05 P1-7>0,05 P1-7>0,05
Ps.7<0,05 Ps.7<0,05 Ps-70,05
P6-7>0,05 P6-7>0,05 Ps-70,05

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

Administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg timp de 7 si 14 zile,
comparativ cu rezultatele obtinute dupa administrarea tetraclorurii de carbon, a contribuit la
mentinerea continutului AIAT si AsAT si coeficientului de Ritis practic la acelasi nivel cu
parametrii obtinuti la animalele din lotul martor (tab. 4.7).

Modificarile fosfatazei alcaline, fosfatazei acide si GGTP la animalele incluse in
experientda. Dupa injectarea CCly timp de 4 zile, la a 8-a zi s-a determinat o majorare a activitatii

fosfatazei alcaline de la 510,2+23,3 UI/L in lotul martor pana la 1063,7+£57,5 UI/L (p<0,05). La
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utilizarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg timp de 7 zile s-a constatat o
micsorare a nivelului fosfatazei alcaline in comparatie cu lotul cu hepatita toxica acutd indusa cu
CCly, dar care era nesemnificativ mai mare fata de lotul martor (tab. 4.8).

Tabelul 4.8. Modificarea activitatii fosfatazei alcaline, fosfatazei acide si GGTP in

ser in HTA indusa prin CCl, si dupa utilizarea coptizinei bisulfat in doze de 10 si 20 mg/kg

N ani- Fosfataza Fosfataza GGTP,
Grupele de animale me{Ie N alcalina, UI/L acida, UI/L Ul/L
' M=m M=m M=m

1. Lotul martor 10 510,2+23,3 4,8+0,3 3,7£0,4

2. CCly dupa 7 zile (lotul de control) 10 1063,7+57,5%* 3,7+0,3%* 3,6+0,3%*
P1-2<0,05 P1-2<0,05 P1-250,05

3. CCly + coptizina bisulfat 10 mg/kg 10 862,3+49,7 2,5+0,3* 4,3+0,7
7 zile P1-3>0,05 P1-3<0,05 P1-3>0,05
P2-3<0,05 P2-3<0,05 P2-3>0,05

4. CCly + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 783,4+53,3 2,9+0,3%* 3,4+0,2*
7 zile P1-450,05 P1-4<0,05 P1-450,05
P2-4<0,05 P2-4>0,05 P2-40,05

P3-450,05 P3-450,05 P3-450,05

5. CCly4 dupa 14 zile (lotul de control) 10 784,4+62,7* 3,7+0,3* 6,7+0,7*
P1-5<0,05 P1-5<0,05 P1-5<0,05

6. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 10 790,5+47,7 4,24+0,4 4,1+0,4
14 zile P1-6>0,05 P1-6>0,05 P1-650,05
Ps-60,05 Ps-60,05 Ps-6<0,05

7. CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 711,94£53,2 4,1+0,3 4,2+0,5
14 zile P1-7>0,05 P1.750,05 P1-7>0,05
Ps-750,05 Ps-750,05 Ps-7<0,05

Ps-7>0,05 P6-7>0,05 Ps-70,05

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

In lotul hepatitei modelate cu CCly la a 15-a zi s-a constatat ca continutul de fosfataza
alcalind era de 784,4+62,7 UI/L fata de 510,2+23,3 UI/L (p<0,05) din lotul martor, insd mai
mica fata de lotul hepatitei modelate cu CCly la a 8-a zi - 1063,7+57,5 UI/L (p<0,05). La
administrarea coptizinei bisulfat in ambele doze nu s-au determinat modificari esentaile ale
fosfatazei alcaline, comparativ cu modificarile apdrute in lotul hepatitei modelate cu CCls dupa
14 zile (tab 4.8).

in lotul hepatitei modelate cu CCly la a 8-a zi s-a determinat o micsorare a continutului
fosfatazei acide pana la 3,7+0,3 UI/L comparativ cu datele din lotul martor de 4,8+0,3 UI/L
(p<0,05). Aceste valori s-au mentinut la acelasi nivel si la a 15-a zi. La administrarea timp de 7
zile a coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg s-a constatat o diminuare
semnificativa a nivelului fosfatazei acide atat fata de lotul martor, cat si cel cu hepatitda modelata

cu CCl,.
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La utilizarea timp de 14 zile a coptizinei bisulfat in ambele doze continutul fosfatazei
acide s-a majorat pana la 4,2+0,4 UI/L la doza de 10 mg/kg si 4,1+0,3 UI/L la doza de 20 mg/kg,
comparativ cu rezultatele obtinute in lotul hepatitei modelate cu CCly de 3,7+0,3 UI/L (p>0,05).

in hepatita toxica acutd, indusa de CCly, activtatea GGTP nu s-a modificat esential la a 8-a
zi, dar s-a majorat semnificativ la a 15-a zi (tab. 4.8). La administrarea coptizinei bisulfat in doza
de 10 mg/kg, timp de 7 zile nivelul enzimei s-a majorat pana la 4,3+0,7 UI/L(p>0,05),
comparativ cu rezultatele obtinute in lotul hepatitei modelate cu CCly de 3,6+0,3 UI/L, in timp ce
la doza de 20 mg/kg, dupa 7 zile de administrare, continutul GGTP s-a micsorat nesemnificativ
(3,4+0,2 UI/L) (tab. 4.8.). Utilizarea coptizinei bisulfat, timp de 14 zile a contribuit la diminuarea
nivelului GGTP pana la 4,1+0,4 UI/L in lotul de animale care au utilizat dozele de 10 mg/kg si
pand la 4,2+0,5 UL (p<0,05) in lotul de animale care au utilizat dozele de 20 mg/kg,
comparativ cu rezultatele obtinute in cazul hepatitei modelate cu CCly de 6,7+0,7 UI/L la acelasi
interval de timp (tab.4.8.).

Modificarile indicilor bilirubinei totale, directe si indirecte la animalele incluse in
experientd. La sobolanii din lotul cu hepatite modelate cu CCly la a 8-a zi s-a constatat o tendinta
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) (tab. 4.9.).

Tabelul 4.9. Modificarea nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte in ser in

hepatita toxica indusa prin CCl, si la utilizarea coptizinei bisulfat

Grupele de animale Nr. ani- Bilirubina Bilirubina | Bilirubina
male, | totald, mmol/L directa, indirecta,
n M=£m mmol/L mmol/L
M=+m M=m
1. Lotul martor 10 40,1+2,6 23,0+1,4 17,1+1,3
2. CCly dupa 7 zile (lotul de 10 44,243 6* 26,3+2,7* 17,9+1,6%*
control) P1-250,05 P1-250,05 P1-250,05
3. CCly + coptizina bisulfat 10 42,3+3.4 25,1+1,9 17,2£1,9
10 mg/kg 7 zile P1-350,05 P1-350,05 P1-3>0,05
P2-3>0,05 P2-3>0,05 P2-3>0,05
4. CCly + coptizina bisulfat 10 472427 27,2+1,2 20,0+1,7
20 mg/kg 7 zile P1-450,05 P1-4>0,05 P1-4>0,05
P2-4>0,05 P2-4>0,05 P2-4>0,05
P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-4>0,05
5. CCl4 dupa 14 zile (lotul de 10 39,0+£3,7 22,9+1,6 16,1+£2,3
control) P1-550,05 P1-550,05 P1-550,05
6. CCly4 + coptizina bisulfat 10 40,6+2,2 23,1£1,3 17,5+1,0
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10 mg/kg 14 zile P1-6>0,05 P1-6>0,05 P1-650,05
Ps-6>0,05 Ps-6>0,05 Ps-6>0,05
7. CCly + coptizina bisulfat 10 38,7£2,6 21,9+1,1 16,8+1,9
20 mg/kg 14 zile P1-750,05 P1-70,05 P1-750,05
P5-7>0,05 P5-7>0,05 P5-7>0,05
P6-7>0,05 P6-7>0,05 P6-7>0,05

La administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg, timp de 7 zile, pe
fondal de hepatite toxice modelate, nu s-au depistat modificari esentiale ale continutului
bilirubinei totale si fractiilor ei (tab. 4.9.). Dupa 14 zile, la animalele din lotul cu hepatite toxice
acute modelate cu CCl,, nu s-au determinat devieri semnificative ale nivelului bilirubinei totale,
directe si inidrecte in comparatie cu lotul martor. La administrarea coptizinei bisulfat in doza de
10 mg/kg, timp de 14 zile, nu s-au determinat devieri semnificative ale nivelului bilirubinei
totale si fractiilor ei, pe cand la doza de 20 mg/kg de coptizina bisulfat, administratd timp de 14
zile, pe fondal de hepatite toxice modelate, a scazut neesential continutul bilirubinei totale
(38,7£2,6 mmol/L) (p>0,05), bilirubinei directe (21,9+1,1 mmol/L) (p>0,05) si bilirubinei
indirecte (16,8+1,9 mmol/L) (p>0,05) comparativ cu indicii obtinuti la sobolanii din lotul martor
(40,1+2,6 mmol/L; 23,0+1,4 mmol/L; 17,1+1,3 mmol/L) (p>0,05) (tab. 4.9.).

Modificarile activitatii LDH, nivelului seric al glucozei si probei cu timol la animalele
incluse in experienta.

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCly, dupa 7 zile, nivelul
lactatdehidrogenazei s-a majorat pana la 1005,7+72,5 UI/L (p<0,05) comparativ cu nivelul LDH
de 386,2+12,8 UI/L al sobolanilor din lotul martor, urmand sa creasca pana la 1355,7+83.7
(p<0,05) UI/L la a 15-a zi de experienta (tab. 4.10.).

Tabelul 4.10. Modificarea activitatii LDH, nivelului glucozei si probei cu timol in

hepatita toxica indusa prin CCly si la utilizarea coptizinei bisulfat

Grupele de animale Nr.ani- | LDH, UI/L, Glucoza, Proba timol,

male, n M+m mmol/L, M+m Ul, M£m

1. Lotul martor 10 386,2+12.8 5,0+0,3 4.17£0.1

2. CCl4 dupa 7 zile (lotul de 10 1005,7+72,5* 4,6+0,2 3,41+0,08
control) P1-2<0.05 P1-250,05 P1-2<0,05
3. CCl, + coptizina bisulfat 10 413,9+20,3 4,7+0,2 3,42+0,1
10 mg/kg 7 zile P1-3>0,05 P1-3>0,05 P1-3<0,05
P2-3<0,05 P2-3>0,05 P2-350,05

4. CCly4 + coptizina bisulfat 10 375,2421,6 4,6+0,2 3,43+0,08
20 mg/kg 7 zile P1-4>0,05 P1-4>0,05 P1-4<0,05
P2-4<0,05 P2-4>0,05 P2-450,05
P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-4>0,05

5. CCly dupa 14 zile (lotul de 10 1355,7+£83,7* 5,6+0,1 4,19+0,12
control) P1-5<0,05 P1-5>0,05 P1-550,05

6. CCl, + coptizina bisulfat 10 392,9+16,6 5,7+£0,3 4,37+0,11
10 mg/kg 14 zile P1-6<0,05 P1-6>0,05 P1-6>0,05
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Ps-6<0,05 Ps-6>0,05 Ps-6>0,05
7. CCly + coptizina bisulfat 10 386,6+:19,9 5,7+0,3 4,22+0,12
20 mg/kg 14 zile P1-7<0,05 P1-750,05 P1-750,05

Ps.7<0,05 Ps.7>0,05 Ps-750,05

Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-7>0,05

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

La sobolanii din loturile cu hepatite toxice modelate cu CCly si tratate cu coptizind bisulfat
in doze de 10 mg/kg si 20 mg/kg, timp de 7 si 14 zile, modificari ale continutului LDH nu s-au
determinat, comparativ cu nivelele enzimei nominalizate la animalele din lotul martor (tab.
4.10.).

Nivelul seric al glucozei la sobolanii din loturile cu hepatite toxice modelate cu CCl, s-a
micsorat neesential la a 8-a zi (4,6+£0,2 mmol/L) (p>0,05) si s-a majorat nesemnificativ la a 15-a
zi (5,6+£0,1 mmol/L) (p>0,05), comparativ cu nivelul glicemiei la animalele din lotul martor
(5,2+0,3 mmol/L).

Utilizarea dozelor de 10 mg/kg si 20 mg/kg de coptizina bisulfat, practic nu au influentat
modificarile glicemiei induse de CCly, atit la animalele tratate timp de 7 zile, cat si ale celor
tratate timp de 14 zile (tab. 4.10.).

Modificari neesentiale s-au obtinut si in cazul studiului probei cu timol, fiind putin
micsoratd la animalele din loturile cercetate dupa 7 zile si putin majorata la animalele din loturile
cercetate dupa 14 zile.

Modificarile nivelului seric al colesterolului, proteinelor totale si alouminei la animalele
incluse in experienta.

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice induse de CCly, nivelul colesterolului total nu s-a
modificat esential dupa 7 zile de experientd, dar s-a determinat o majorare a lui dupa 14 zile de
experientd pand la 5,28+0,05 mmol/L (p<0,05) comparativ cu nivelul de 5,09+0,04 mmol/L
obtinut la sobolanii din lotul martor.

In loturile animalelor cu hepatite toxice induse cu CCly si tratate cu Coptizina bisulfat, in
dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg, s-a determinat 0 micsorare a continutului colesterolului total
atat dupa 7 zile de experienta, cat si dupa 14 zile (tab. 4.11.).

Tabelul 4.11. Modificarea nivelului colesterolului, proteinelor totale si albuminei in ser in

hepatita toxica indusa prin CCl, si la utilizarea coptizinei bisulfat

;\ln'}l COIS;::{OIUI Proteina Albumina,
Grupele de animale ’ totala, g/L g/L
male, mmol/L
M+m M+m
n M=m
1. Lotul martor 10 5,09+0,04 58,3+0,5 35,5+0,8
2. CCly4 dupa 7 zile (lotul de control) 10 5,03+0,07 58,3+0,6 30,6+0,8*
P1-2>0,05 P1-2>0,05 P1-2<0,05
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3. CCly, + coptizina bisulfat 10 4,97+0,07 60,3+0,8 34,3+0,4
10 mg/kg 7 zile P1-350,05 P1-350,05 P1-350,05
P2-3>0,05 P2-3>0,05 P2-3<0,05
4. CCly + coptizina bisulfat 10 4,98+0,02 58,5+0,9 33,24+0,6
20 mg/kg 7 zile P1-450,05 P1-450,05 P1-4<0,05
P2-4>0,05 P2-4>0,05 P2-4<0,05
P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-4>0,05
5. CCly4 dupa 14 zile (lotul de control) 10 5,28+0,05* 59,2+0,7 35,1+0,3
P1-5<0,05 P1-5>0,05 P1550,05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 5,06+0,03 60,3+1,4 34,3+1,3
10 mg/kg 14 zile P1-650,05 P1-650,05 P1-60,05
Ps-6<0,05 Ps-6>0,05 Ps-650,05
7. CCly4 + coptizina bisulfat 10 5,18+0,11 58,9+0,6 35,1+0,7
20 mg/kg 14 zile P1-750,05 P1-750,05 P1-70,05
Ps-750,05 Ps-750,05 Ps-750,05
Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Pe-750,05

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

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice induse de CCly, NuU S-au constatat modificari
esentiale ale nivelului proteinelor totale, atat dupa 7 zile de experientd, cat si dupa 14 zile; in
acelasi timp, s-a determinat o micsorare a confinutului albuminei pana la 30,6+0,8 g/L (p<0,05),
comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din lotul martor (35,28+0,05 g/L). (tab. 4.11.)

In loturile animalelor cu hepatite toxice induse cu CCly si tratate cu Coptizina bisulfat, in
doze de 10 mg/kg si 20 mg/kg, dupd 7 zile de experientd, s-a restabilit nivelul albuminelor
diminuat de CCly, iar dupa 14 zile de experienta, continutul proteinelor totale si albuminei s-a
mentinut la nivelul datelor obtinute la animalele din lotul martor (tab. 4.11.).

Modificarile nivelului seric al ureei §i creatininei la animalele incluse in experienta.

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCls, dupa 7 zile de experienta s-a
constatat o majorare a nuvelului ureei pana la 13,2+1,1 mmol/L (p<0,05), comparativ cu
rezultatele de 10,0+1,0 mmol/L, obtinute la sobolanii din lotul martor. In loturile de animale
tratate cu coptizina bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg, dupd 7 zile de experientd nu s-a
influentat efectul hepatotoxicului (tab. 4.12.).

Tabelul 4.12. Modificarea nivelului ureei si creatininei in ser in hepatita toxica

indusa prin CCl, si la utilizarea coptizinei bisulfat

_ N ani- Ureea, Creatinina,
Grupele de animale ma{le N mmol/L mmol/L
' M=m M=m
1. Lotul martor 10 10,0£1,0 134,5+9.9
2. CCly4 dupa 7 zile (lotul de control) 10 13,2+1,1% 113,3+4,7
P1-2<0,05 P1-250,05
3. CCly + coptizina bisulfat 10 12,6+1,3 106,7+5,3*
10 mg/kg 7 zile P1-3>0,05 P1-3<0,05
P2-3>0,05 P2-3>0,05
4. CCl, + coptizina bisulfat 10 12,5+0,7* 120,4+6,3
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20 mg/kg 7 zile P1-4<0,05 P1-450,05
P2-4>0,05 P2-450,05
P3-4>0,05 P3-4>0,05
5. CCly4 dupa 14 zile (lotul de control) 10 9,1+0,8* 132,7+6,6
P1-5<0,05 P1550,05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 7,1+£0,6* 120,4+5.1
10 mg/kg 14 zile P1-6<0,05 P1-650,05
Ps-6>0,05 Ps-650,05
7. CCly4 + coptizina bisulfat 10 6,1+0,2 132,7+£7,1
20 mg/kg 14 zile P1-7<0,0 P1-750,05
Ps.7<0,05 Ps.750,05
Ps-7>0,05 Pe-750,05

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

La a 15-a zi de experienta, in loturile de animale cu hepatite toxice induse de CCl, s-a
determinat o micsorare a nivelului ureei pana la 9,1+0,8 mmol/L (p<0,05), comparativ cu lotul
martor (10,0+1,0 mmol/L). in loturile de animale tratate cu Coptizina bisulfat in ambele doze, s-
a determinat o diminuare mai esentiald a continutului ureei (7,1£0,6 mmol/L si 6,1+0,2 mmol/L)
comparativ cu nivelul ei, obtinut la sobolanii din lotul de control (tab.4.12.).

La sobolanii din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCls, dupa 7 zile de experienta s-a
constatat o micsorare neesentiald a nivelului creatininei, iar dupd 14 zile nivelul ei a revenit
practic la valorile stabilite la animalele din lotul martor (tab. 4.12.).

In loturile animalelor cu hepatite toxice induse cu CCly si tratate cu Coptizina bisulfat, in
doza de 10 mg/kg, dupa 7 zile de experientd, s-a determinat o micsorare semnificativd a
continutului creatininei pana la 106,7+5,3 mmol/L (p<0,05), comparativ cu nivelul de 134,5+9,9
mmol/L, obtinute la animalele din lotul martor. La animalele din lotul tratat cu Coptizina bisulfat
in doza de 20 mg/kg timp de 7 zile, s-a determinat o diminuare neesentiald a nivelului creatininei
pana la 120,4+6,3 mmol/L (p>0,05), comparativ cu valorile de 134,5£9,9 mmol/L determinate la
animalele din lotul martor. Dupa 14 zile de experientd, administrarea coptizinei bisulfat in doze
de 10 mg/kg si 20 mg/kg nu a influentat semnificativ asupra nivelului creatininei (tab. 4.12.).

Modificarile nivelului eritrocitelor, hemoglobinei si MCH-Hb/eritrocite la animalele
incluse in experienta.

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,, dupa 7 zile de experienta s-a
constatat o micsorare a continutului de eritrocite pana la 5,8+0,2 x10° (p<0,05) comparativ cu
lotul martor, comparativ cu rezultatele de 7,3+0,4x10° obtinute la sobolanii din lotul martor.
Dupa 14 zile de experientd, la animalele din acelasi lot, nivelul eritrocitelor s-a micsorat si mai
pronuntat, numarul lor reducandu-se pana la 4,0+0,2 x10° (p<0,05). In loturile de animale tratate
CU coptizind bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg, timp de 7 si 14 zile, diminuarea

nivelului eritrocitelor nu s-a determinat (tab. 4.13.).
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Tabelul 4.13. Modificarea nivelului eritrocitelor, hemoglobinei si MCH-

Hb/eritrocite in hepatita toxica indusa prin CCl, si la utilizarea coptizinei bisulfat

Nr. Eritrocite, Hemosglobini MCH-
Grupele de animale anima- x10°%/L, n %V[:l: Hb/eritrocit,

le, n M:+m gL m M=£m

1. Lotul martor 10 7,3£0,4 139,6+2,8 20,4+0,8

2. CCly dupa 7 zile (lotul de control) 10 5,8+0,2* 124,2+£2.9* 18,9+0,7
P1-2<0,05 P1-2<0,05 P1-250,05

3. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 7 10 6,5+0,3 148,4+6,1* 20,0+0,9
zile P1-350,05 P1-350,05 P1-350,05
P2-3<0,05 P2-3<0,05 P2-350,05

4. CCly + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 6,5+0,4 147,2+6,0* 21,6+1,0
7 zile P1-450,05 P1-450,05 P1-4>0,05
P2-4>0,05 P2-4<0,05 P2-450,05
P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-450,05

5. CCly4 dupa 14 zile (lotul de control) 10 4,0+£0,2%* 105,4+3,7* 25,8+0,4%*
P1-5<0,05 P1-5<0,05 P15<0,05

6. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 10 4,6+0,3 94,6+5,7 22,0+1,1
14 zile P1-6<0,05 P1-6<0,05 P1-6>0,05
Ps-6>0,05 Ps-6>0,05 Ps-6<0,05

7. CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 10 4,5+0,3 99,14+4,2 22,7+1,3
14 zile P1-7<0,05 P1-7<0,05 P1-7>0,05
Ps-750,05 Ps-750,05 Ps-7<0,05
Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Pe-750,05

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

La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCly, dupa 7 zile de experienta, de
rand cu micsorarea numarului eritrocitelor, s-a determinat o reducere si a nivelului
hemoglobinei pana la 124,2+2.9 g/L. (p<0,05), comparativ cu rezultatele de 139,6+2,8 g/L,
obtinute la animalele din lotul martor. In lotul dat, concomitent, s-a determinat si o diminuare
neesentiala a continutului hemoglobinei intr-un eritrocit (MCH-Hb/eritrocit). Dupa 14 zile de
experientd, in loturile cu hepatite toxice modelate cu CCly, S-a constatat o micsorare §i mai
accentuatd a continutului hemoglobinei, dar cu o crestere a MCH-Hb/eritrocit (tab. 4.13.).

in loturile de sobolani tratati cu coptizind bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg, timp
de 7 zile, s-a inregistrat majorarea continutului hemoglobinei pana la 148,4+6,1 g/L si 147,2+6,0
g/L (p<0,05), comparativ cu rezultatele de 124,242,9 g/L obtinute la animalele din lotul de
control. In acelasi timp, in loturile date, dupa 7 zile de experientd, indicele MCH-Hb/eritrocit nu
S-a majorat si s-a mentinut in limitele nivelelor obtinute la animalele din lotul martor. Dupa 14
zile de experientd, la animalele din aceleasi loturi, nivelului hemoglobinei nu s-a modificat
esential, iar indicele MCH-Hb/eritrocit nu s-a majorat, comparativ cu rezultatele obtinute la
sobolanii din lotul de control (tab. 4.13.).

Modificarile nivelului leucocitelor, formulei leucocitare si trombocitelor la animalele

incluse in experienta.
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La animalele din lotul cu hepatite toxice modelate cu CCl,, dupa 7 zile de experienta, s-a
constatat o micsorare a numdrului leucocitelor pand la 5,6+0,3x10° (p<0,05), comparativ cu
rezultatele de 9,3:|:0,6X103 obtinute la sobolanii din lotul martor. De asemenea, in lotul indicat,
S-a constatat o majorare nesemnificativa a procentului formelor segmentate si o reducere
esentiala a celor nesegmentate. Modificarile respective in formula leucocitara, la animalele din
lotul de control, au avut acelasi caracter si dupa 14 zile de experienta (tab. 4.14.).

Tabelul 4.14. Modificarea nivelului leucocitelor, formelor segmentate si nesegmentate

in hepatita toxica indusa prin CCly, si la utilizarea coptizinei bisulfat

Nr. Leucocite, Neutrofile Neutrofile
Grupele de animale anima- x10°/L, Se%ngr}tLate’ nesegmentate,
le, n M=m ’ x10%/L, M+m
M+m
1. Lotul martor 10 9,34+0,6 20,9+1,4 7,2£1,0
2. CCly dupa 7 zile (lotul de 10 5,6+0,3%* 26,142,6* 2,7+1,0%
control) P1-2<0,05 P1-250,05 P1-2<0,05
3. CCl, + coptizina bisulfat 10 10,8+1,0 23,6+3,6 2,4+0,5
10 mg/kg 7 zile P1-3>0,05 P1-350,05 P1-3<0,05
P2-3<0,05 P2-350,05 P2-3<0,05
4. CCl4 + coptizina bisulfat 10 10,2+1,1 25,8+2,7 2,0+0,4
20 mg/kg 7 zile P1-450,05 P1-4>0,05 P1-4<0,05
P2-4<0,05 P2-450,05 P2-4<0,05
P3-40,05 P3-40,05 P3-450,05
5. CCl, dupa 14 zile (lotul de 10 6,3+0,6* 29,242 5% 4,8+£0,4*
control) P1-5<0,05 P1-5<0,05 P1-5<0.05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 6,5+0,7* 28,1+2,8 4,7+0,8
10 mg/kg 14 zile P1-6<0,05 P1-6<0,05 P1-650,05
Ps-6>0,05 Ps-6>0,05 Ps-60,05
7. CCl, + coptizina bisulfat 10 6,7+0,6* 23,7£2,0 4,1+1,4
20 mg/kg 14 zile P1-7<0,05 P1-750,05 P1-750,05
Ps-70,05 Ps-70,05 Ps.750,05
Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-70,05

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

In loturile animalelor cu hepatite toxice induse cu CCly si tratate cu Coptizina bisulfat, in
doze de 10 mg/kg si 20 mg/kg, dupa 7 zile de experienta nivelul leucocitelor a crescut neesential
pana la 10,8i1,0x109/L s 10,2i1,1x109/L, comparativ cu rezultatele obtinute la animalele din
lotul martor 9,3i0,6x109/L, pe cand valorile din lotul de control indicd o diminuare vadita a
leucocitelor pana la 5,6+0,3x10%/L (p<0,05), iar procentul formelor segmentate si nesegmentate
nu s-a modificat esential. In acelasi timp, la administrarea coptizinei bisulfat, in ambele doze,
timp de 14 zile, s-a determinat o scadere a nivelului leucocitelor pana la 6,5+0,7 si 6,7+0,6
(p<0,05) comparativ cu rezultatele de 9,3+0,6x10%L obtinute la animalele din lotul martor, fard a

se modificd raportul formelor segmentate si nesegmentate (tab. 4.14.).
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In loturile de animale cu hepatite toxice induse cu CCl, s-a determinat o tendinta de
diminuare a nivelelor limfocitelor dupa 7 zile cu o scadere in continuare a nivelelor la a 15-a zi
de experientd. In loturile de sobolani tratati cu Coptizina bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20
mg/kg, timp de 7 zile, s-a determinat o diminuare neesentiala a nivelului limfocitelor, comparativ
cu lotul martor si cel de control, cu o scddere mai pronuntatd a nivelelor dupa 14 zile de
experienta (tab. 4.15.).

Tabelul 4.15. Modificarea nivelului limfocitelor, eozinofilelor, bazofilelor si monocitelor in

hepatita toxica indusa prin CCly si la utilizarea coptizinei bisulfat

Nr. Limfocite, Eozinofile, | Bazofile, Monacite,
Grupele de animale anima- x10°%/L, x10%/L, x10°%/L, x10°%/L,
le, n M=<m M+m M=<m M+m

1. Lotul martor 10 64,5+2,0 1,0+0,4 0+0 6,0£1,3
2. CCl, dupa 7 zile (lotul de 10 64,2433 0,5+0,2 0+0 6,4+1,0
control) P1-2>0,05 P1-250,05 P1-2>0,05 P1-2>0,05
3. CCl, + coptizina bisulfat 10 65,7£3,9 0,7+0,2 0,2+0,1 7,1+1,3
10 mg/kg 7 zile P1-3>0,05 P1-3>0,05 P1-3>0,05 P1-3>0,05
P2-350,05 P2-350,05 P2-350,05 P2-350,05

4. CCl, + coptizina bisulfat 10 62,5+3,4 0,8+0,3 0,1+0,1 8,3£1,3
20 mg/kg 7 zile P1-40,05 P1-4>0,05 P1-20,05 P1-40,05
P2-450,0 P2-450,05 P2-450,05 P2-40,05

P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-4>0,05 P3-4>0,05

5. CCl4 dupa 14 zile (lotul de 10 58,8+2,3 1,7+0,4 0,3+0,2 3,6+0,5
control) P1-50,05 P1-5>0,05 P1-50,05 P1-5<0,05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 57,843,2 1,3+0,5 0,2+0,2 7,0+1,6
10 mg/kg 14 zile P1-6>0,05 P1-6>0,05 P1-6>0,05 P1-6>0,05
Ps-6>0,05 Ps-6>0,05 Ps-6>0,05 Ps-650,05

7. CCl, + coptizina bisulfat 10 58,8+6,7 1,6+0,8 0,2+0,2 10,0+3,5
20 mg/kg 14 zile P1-7>0,05 P1-7>0,05 P1-7>0,05 P1-7>0,05
Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-750,05

Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-7>0,05 Ps-7>0,05

La animalele din loturile cu hepatita toxica indusa cu CCly si loturile tratate cu Coptizina
bisulfat in ambele doze, dupa 7 zile, s-a determinat o scadere neesentiald a nivelelor
eozinofilelor, cu o majorare nesemnificativa a lor dupa 14 zile de experientd, iar nivelele
bazofilelor pe parcursul experientei nu s-au modificat substantial. De asemenea, in loturile de
animale cu hepatite toxice induse cu CCl, s-a determinat o scadere vaditd a nivelului
monocitelor dupa 14 zile de experienta. In cazul loturilor tratate cu coptizina bisulfat, in ambele
doze, nivelul monocitelor nu a scazut, avand tendintd spre o majorare mai exprimata in lotul
tratat cu coptizind bisulfat in doza de 20 mg/kg timp de 14 zile (tab. 4.15.).

In loturile de animale cu hepatite toxice induse cu CCly, dupa 7 zile de experienti, s-a
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constatat o cresetre a numarului trombocitelor pand la 790,5+58,3 x10%/L (p<0,05) si dupa 14
zile pand la 903,8+72,6 x10%L (p<0,05), comparativ cu rezultatele obtinute de 603,0+30,0
x10%L in lotul martor (tab. 4.16.).

Tabelul 4.16. Modificarea nivelului trombocitelor in hepatita toxica indusa prin CCl,

si la utilizarea coptizinei bisulfat

Grupele de animale Nr. Trombocite, x10°/L,
animale, n M=£m
1. Lotul martor 10 603,0+30,0
2. CCly dupa 7 zile (lotul de control) 10 790,5+58,3*
P1-2<0,05
3. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 7 zile 10 727,6+42,7*
P1-3<0,05; P2-3>0,05
4. CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 7 zile 10 831,1+45,8*
P1-4<0,05; P2-4>0,05; P3-40,05
5. CCly4 dupa 14 zile (lotul de control) 10 903,8+72,6*
P1-5<0,05
6. CCl, + coptizina bisulfat 10 mg/kg 14 zile 10 637,3+65,0
P1-6>0,05; P5-6<0,05
7. CCl, + coptizina bisulfat 20 mg/kg 14 zile 10 639,8+25,7
P1-750,05; P5-7<0,05; P6-7>0,05

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

in loturile de animale tratate cu coptizina bisulfat in doza 10 mg/kg timp de 7 zile s-a
determinat o micsorare a numdrului trombocitelor pand la 727,6+42,7 x10%L (p<0,05)
comparativ cu valorile de 790,5+58,3 x10%/L obtinute la animalele din lotul de control. In lotul
tratat cu coptizina bisulfat in doza de 20 mg/kg, timp de 7 zile, nivelul trombocitelor s-a majorat
pana la 831,1+45,8x10%L (p>0,05) (tab. 4.16.). De asemenea, in loturile tratate cu Coptizind
bisulfat in ambele doze, timp de 14 zile, numarul trombocitelor practic nu s-a modificat, fiind

aproximativ la acelasi nivel cu rezultatele din lotul martor.

4.3. Activitatea regenerativai si gastroprotectoare a coptizinei bisulfat

Pentru aprecierea actiunii regenerative a coptizinei bisulfat a fost initiat un studiu pe
sobolani albi cu leziuni ale mucoasei gastrice, modelate experimental cu indometacina.
Animalele au fost repartizate in loturile respective si tratate cu solutii cu Coptizind bisulfat de 1
mg/kg si 5 mg/kg, aprecierea actiunii regenerative a fost evaluata dupa 6 zile de tratament, prin
examinarea macroscopica a starii mucoasei gastrice, evidentierea prezentei ulcerelor si evaluarea
comparativa a modificarilor stabilite la dozele cercetate [111].

Dupa 24 ore de la administrarea indometacinei, la 5 sobolani preconizati pentru
evidentierea prezentei leziunilor provocate de indometacind, pe suprafata mucoasei gastrice au

fost determinate ulcere si eroziuni de diverse dimensiuni, in medie a cate 10,4+1,14 la un animal.
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Defectele ulceroase au fost localizate in toate regiunile stomacului, dimensiunile variind de la
0,4x0,6 mm pana la 1,2x1,7 mm. Suprafetele ulcerelor au fost neregulate, de culoare brun-
intunecata, bine evidentiate si cu diverse grade de afectare a mucoasei (fig. 4.1.).

Rezultatele examinarii mucoaselor gastrice dupa 6 zile de tratament

La sobolanii din lotul martor (administratd sol. 0,9% NaCl) au fost depistate leziuni
ulceroase de diverse dimensiuni In medie a cate 7,5+1,12 la un animal. Defectele ulceroase au
fost localizate in toate regiunile stomacului, dimensiunile variind de la 0,4x0,7 mm péna la
1,1x1,8 mm. Suprafetele ulcerelor au fost neregulate, de culoare bruna intensa, bine delimitate si

cu diverse grade de afectare a mucoasei (fig. 4.2.).

Figura 4.1. Aspectul mucoasei gastrice Figura 4.2. Aspectul mucoasei gastrice
dupa administrarea indometacinei la dupa 6 zile de experienta la sobolanii
sobolanii din lotul martor din lotul martor

La sobolanii din lotul tratat cu solutia cu coptizind bisulfat in doza de 1 mg/kg au fost
depistate leziuni superficiale de diverse dimensiuni, in medie a cate 6,3+1,13 la un animal.
Leziunile examinate au fost de diverse dimensiuni, localizate difuz pe suprafata mucoasei, de

culoare brun-deschisa. Mucoasa adiacenta fara modificari si incluziuni patologice (fig. 4.3.).

Figura 4.3. Aspectul mucoasei gastrice Figura 4.4. Aspectul mucoasei gastrice la
la sobolanii din lotul tratat cu coptizina sobolanii din lotul tratat cu coptizina

bisulfat in doza de Img/kg dupa 6 zile bisulfat in doza de 5 mg/kg dupi 6 zile de
de tratament 99 tratament



La sobolanii tratati cu solutie de coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg, au fost depistate un
numadr scazut de leziuni superficiale ale mucoasei de dimensiuni mici, in medie a cate 2,6+1,12
la un animal. Leziunile examinate au fost slab evidentiate, de culoare roza accentuatd, mucoasa

adiacenta fara modificari (fig. 4.4.).

4.4. Sinteza capitolului 4

Coptizina bisulfat, la utilizarea timp de 7 zile in doza de 1 mg/kg, a manifestat efecte
benefice asupra sindromului moderat de citoliza in hepatite toxice relevate prin diminuarea
activitatii transaminazelor si restabilirea coeficientului de Ritis. Sindromul usor de colestaza in
hepatita toxica acuta a fost diminuat prin scaderea activitagii FA, nivelului bilirubinei totale si
fractiilor ei, precum si prin restabilirea raportului FA/AIAT. Coptizina bisulfat in doza de 1
mg/kg in termenele tardive (14 zile) a diminuat sindromul de colestaza prin normalizarea
activitatii FA si a raportului FA/AIAT majorat de CCly. In doza de 5 mg/kg coptizina bisulfat nu
a influentat semnificativ sindromul de citoliza si colestaza in afectiunea hepatica toxica, dar a
determinat efecte benefice de restabilire a nivelului glucozei, proteinelor totale, albuminei si
ureei. Substanta de referintd berberina bisulfat, in dozele cercetate, practic nu a influentat
evolutia sindromului de citoliza si colestaza in hepatita modelatd experimental, fiind inferioara
coptizinei bisulfat administrata in doza de 1 mg/kg.

Administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 si 20 mg/kg, in hepatita toxica acuta
modelata experimental, a contribuit la ameliorarea activitatii transaminazelor si coeficientului de
Ritis, activitatii LDH, la diminuarea activitdtii FA in termenele precoce si a activitatii GGTP in
termenele tardive ale leziunilor hepatice, la corectia efectelor hepatotoxice ale CCly dupa 7 zile
de administrare si a determinat normalizarea numarului trombocitelor §i monocitelor dupa 14
zile de experienta.

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

eficace fiind doza de 5 mg/kg.
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5. SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Rostopasca, de rand cu proprietatile benefice, e cunoscutd si ca o plantd periculoasa,
utilizarea careia impune prudenta. Se cunoaste ca rostopasca este toxica in stare proaspata, cand
20-30 de grame ingerate duc la o intoxicatie severd, iar 50-60 grame produc intoxicatie mortala.
In stare uscatd, ea este mai putin toxica, dar necesitd precautie in administrarea sa, deoarece pot
surveni accidente, uneori grave [46, 95, 99]. Toxicitatea extractelor din rostopasca este datorata
potentarii reciproce a actiunilor nefaste a alcaloizilor in cazul utilizarii asociate a lor. De
exemplu, a fost demonstrat ca coptizina, de rand cu alti alcaloizi, contribuie la potentarea
toxicitatii berberinei si altor alcalozi. Aceste dificultati din partea interactiunii alcaloizilor din
rostopasca au determinat necesitatea de a extrage alcaloizii in mod separat si studia toxicitatea
lor. Studiile toxicitdtii individuale a alcaloizilor au demonstrat diverse grade de toxicitate a lor,
evidentiind berberina, palmatina, jatrorrhizina, coptizina drept acaloizi cu un grad mai crescut de
toxicitate [82, 101, 137, 171].

Metodele de extractie a coptizinei, descrise in literaturda, permit obtinerea unui produs
nepurificat cu continut de berberind, chelidonind si alti compusi organici si neorganici. Studiul
inocuitatii coptizinei nepurificate a stabilit un grad mediu de toxicitate a ei fiind de 852,12
mg/kg. Gradul mediu de toxicitate a coptizinei nepurificate, de asemenea este explicat de
continutul in componenta sa a altor alcaloizi si compusi neorganici, care sunt absorbiti mai intens
datorita actiunii suprimante a coptizinei asupra P-glicoproteinei. De asemenea si biodisponibili-
tatea coptizinei date este influientata de impuritatile prezente, care probabil poseda o interactiune
de tip farmacocinetic la nivel de absorbtie [136, 147, 150].

Obtinerea unui produs de coptizina mai purificat care va diminua toxicitatea ei, va majora
biodisponibilitatea si va potenta actiunea hepatoprotectoare proprie a fost scopul elaborarii
metodei de extragere a alcaloidului, descrise si implementate de catre colaboratorii Casian I. si
Casian A., conferentiari cercetatori a Centrului Stiintific a Medicamentului din cadrul IP USMF
”Nicolae Testemitanu”. Metoda data consta din cateva etape consecutive, care includ obtinerea
initiald a extractului din rostopascd, apoi extragerea bisulfatului de coptizind nepurificat si
ulterior purificarea lui cu obtinerea unui produs pur practic fara continut de sulfati neorganici si
fara impuritati organice de origine straina [12].

Conform proprietatilor biochimice stabilite coptizina bisulfat obtinutd a fost orientata
pentru studiul ei si aprecierea influentei asupra functiilor si parametrilor activitatii hepatice.
Studierea coptizinei, obtinute sub forma de bisulfat a stabilit scopul si obiectivele cercetarilor

efectuate 1n teza data.
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Cercetdrile toxicologice preclinice permit evidentierea caracterului si gradului de
exprimare a daunelor aduse organismului animalelor experimentale de catre substanta cercetata
si inocuitatii ei. In cadrul experimentelor de cercetare a toxicititii acute s-a demonstrat ca dupa
administrarea interna a coptizinei bisulfat la sobolani in dozele de la 25 mg/kg péana la 2000
mg/kg si in doza maxim posibila de dizolvare 2600 mg/kg nu s-a constatat decesul animalelor.
Din aceste considerente a fost imposibila determinarea DLsp; conform tabelului 2.1. coptizina
bisulfat a fost determinata ca o substanta biologic activa relativ inofensiva (DLsg fiind >1500
mg/kg) [59]. De asemenea, inocuitatea coptizinei bisulfat a fost confirmata prin modificarile
nesemnificative ale tabloului sangelui periferic la animalele din lotul tratat cu Coptizina bisulfat
in doza maxima administrabild de 2600 mg/kg.

Analiza parametrilor biochimici in cadrul toxicitatii acute a demonstrat ca coptizina
bisulfat a produs o hipoglicemie usoara, o crestere neesentiala a continutului proteinelor totale,
ureei si creatininei fara a-1 modifica pe cel al albuminei.

Diminuarea nivelului seric al glucozei, in studii experimentale, este argumentatd de
influenta coptizinei bisulfat asupra unor tinte implicate in metabolismul glucidic, si anume
transportorului glucozei (GLUTZ2), nitroxid sintazei inductibile (iNOS), receptorului 1 de
eliberare a insulinei etc., care se manifestd prin stimularea secretiei de insulind, diminuarea
rezistentei la insulind si favorizarea utilizarii glucozei de catre tesuturi. De asemenea, prezenta
compozitiei inelare in structura chimica a derivatilor izochinolinici inclusiv si a coptizinei
bisulfat, este responsabila de inhibarea aldoreductazei, enzima cheie a caii poliolice de
transformare a glucozei in sorbitol, responsabil de dezvoltarea complicatiilor tardive ale
diabetului zaharat [32, 152, 159].

Majorarea nivelului ureei si creatininei este in corelatie cu cresterea nivelului proteinelor
totale pe care o putem considera ca o reactie de raspuns a organismului la actiunea factorului
stresant prezent in timpul administrarii intragastrale a substantei cercetate si volumului maxim de
lichid admisibil pentru administrarea intragastrala [168, 170, 175].

Studiul parametrilor metabolismului lipidic a relevat o reducere mai importantd a
continutului colesterolului total si beta-lipoproteinelor la doza unimomentand de 2600 mg/kg a
alcaloidului. Diminuarea continutului colesterolului de coptizina bisulfat este argumentata de
mecanismul descris de catre savantii Pang B. et al. (2015) care au confirmat, ca sinteza
colesterolului este influentata de coptizina prin reglarea feedback negativa a expresiei 3-hidroxi-
3-metil-glutaril coenzim-A reductazei, precum si prin intensificarea clearence-ul lipidelor, si prin
reglarea feedback pozitivda a receptorilor LDL, colesterol-1-alfa-hidroxilazei si expresiei

proteinei 2 decuplate [27, 84, 105].
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Coptizina bisulfat in doza maxim admisibila de 2600 mg/kg a contribuit la majorarea
nivelului bilirubinei totale si celei indirecte, fara a modifica fractia bilirubinei directe.
Stabilitatea fractiei bilirubinei directe ne indica despre inocuitatea hepatica a coptizinei bisulfat.
Cresterea nivelului bilirubinei totale poate fi lamurita pe baza acumularii coptizinei bisulfat in
caile biliare cu initierea unui proces nesemnificativ de staza biliara, in cazul administrarii dozelor
excesive de substanta activa.

Coptizina bisulfat dupa o doza de 2600 mg/kg a determinat o crestere nesemnificativa a
activitatii fosfatazei alcaline si GGTP, fiind un indiciu al debutului de staza biliara, proces
caracteristic in cazul dozelor mari de substante cu tip de excretie biliard. Majorarea neesentiala
a activitatii AsAT si diminuarea AIAT cu o crestere moderata a indicelui de Ritis (probabil
datorate acumuldrii substantei cercetate 1n cdile biliare) ne confirma actiunea hepatoprotectoare a
coptizinei bisulfat stabilita experimental.

La cercetarea toxicitatii cronice a coptizinei bisulfat in doze de la 1/1000 (2,5 mg/kg) pana
la 1/10 (250 mg/kg) din doza maxim admisibild pentru administrare de 2600 mg/kg, toate
animalele incluse in experientd au ramas 1n viatd, avand un regim de activitate obisnuit. La
administrarea coptizinei bisulfat in doze mici s-a determinat o micsorare nesemnificativa a
nivelului glucozei in sange, iar la doza de 250 mg/kg s-a constatat hipoglicemie. Rezultatele
obtinute de noi vin in concordantd cu datele unor autori [40, 62, 78, 87], care evidentiaza
mecanismele specifice hipoglicemiante ale coptizinei si au fost descrise anterior.

Rezumand cele expuse remarcam ca, coptizina bisulfat poate exercita efecte benefice in
diabetul zaharat prin influenta asupra unor tinte implicate in metabolismul glucidic, care pot
stimula secretia de insulind, ameliora rezistenta la insulind, favoriza utilizarea glucozei, regla
citokinele inflamatorii si Tmbundtati metabolismul, manifestand astfel efecte curative sinergice si
complementare in tratamentul diabetului zaharat [19, 27, 34, 66].

La determinarea parametrilor metabolismului lipidic continutul colesterolului total s-a
majorat neesential la administrarea coptizinei bisulfat in doze mici (2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 25 mg/kg), iar in doze mari (250 mg/kg) a manifestat tendintd spre micsorare.
Modificarile obtinute ne demonstreaza influenta dozodependentd a coptizinei bisulfat asupra
nivelului colesterolului, actiunea hipolipemianta a dozelor mari de Coptizina bisulfat fiind
demonstratd si in cazul studiului toxicitatii acute prin administrarea dozei de 2600 mg/kg
intragastral [42, 69, 105].

Ameliorarea metabolismului lipidic (diminuarea nivelului colesterolului, trigliceridelor si
LDL cu cresterea HDL), conform datelor din literaturd se explica prin faptul ca, coptizina

bisulfat exercita un efect hipolipemiant prin micsorarea sintezei colesterolului (prin reglarea
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feedback negativa a expresiet HMGCo-A), cresterea utilizarii lui (prin reglarea feedback pozitiva
a receptorilor LDL, CYP7AL1) si accelerarea excretiei colesterolului (prin majorarea fractiei
acizilor biliari eliminati prin masele fecale) [16, 22, 24]. Cele relatate sugereaza ideea ca,
coptizina bisulfat poate fi utila pentru prevenirea bolilor legate de hipercolesterolemie.

Analizand valorile bilirubinei totale si fractiilor ei dupa administrarea dozelor mici si mari
de coptizina bisulfat s-a demonstratt o tendintd dozodependenta de majorare a valorilor
parametrilor cercetati, fiind mai exprimate la doze mari. Acest fapt a fost confirmat si in cazul
studiului toxicitatii acute prin administrarea unica a dozei de 2600 mg/kg. Cresterea nivelului
bilirubinei totale poate fi explicata, probabil, prin faptul cd, odatd cu majorarea dozelor
coptizinei bisulfat, creste si concentratia ei la nivelul cailor biliare, facand dificila viteza de
excretie a bilei si, retrograd, ridica presiunea la nivelui canalelor hepatobiliare, ce contribuie la
extravazarea bilirubinei totale in patul vascular [46, 95, 108, 109, 171].

Nivelele serice ale transaminazelor (AsAT si AIAT) dupa 30 de zile de administrare a
coptizinei bisulfat practic nu s-au modificat. Acest fapt ne denotd ca substanta cercetata,
indiferent de dozele administrate, nu manifestd actiune nefasta asupra functiilor fiziologice ale
hepatocitelor intacte; nu provoaca semne de staza biliard, fapt confirmat prin stabilitatea
nivelelor enzimei ASAT si nu manifestd fenomene de citoliza caracteristice administrdrii unor
medicamente, fapt confirmat de stabilitatea nivelelor enzimei AIAT [14, 46, 108, 159].

Majorarea neesentiald a activitatii fosfatazei alcaline nu este in corelatie cu nivelele
transaminazelor, astfel putem constata ca aceasta crestere poate fi legata de unele particularitati
tehnice de conservare sau transportare a probelor de sange si nu de actiunea deteriorantda a
substantei cercetate, de exemplu o crestere neesentiald a fosfatazei alcaline poate fi observata in
lactatdehidrogenazei si continutului GGTP dupa utilizarea coptizinei bisulfat in dozele respective
timp de 30 zile, nu este un indiciu al dereglarii functiilor hepatice, deoarece afectérile hepatice
sunt asociate cu un nivel mult mai mare al lor si sunt in corelatie cu majorarea semnificativad a
nivelelor fosfatazei alcaline si transaminazelor hepatice [46, 159].

Cercetand inocuitatea coptizinei bisulfat autohtone au fost confirmate si rezultatele
respective obtinute de catre alti cercetatori si descrise in sursele din literatura stiintificad din
ultimii ani, unde se relateaza ca, actiune benefica asupra functiilor ficatului au si alti derivatii
izochinolinici inruditi cu Ccoptizina cu efecte antioxidante, coleretice, antiinflamatoare si
imunomodulatoare (berberina, protopina, cheleritrina, sanguinarina, acidul chelidonic) [95, 158].

Studiile exeprimentale au demonstrat, ca coptizina bisulfat nu altereaza functiile ficatului.
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Cele relatate denota rolul actiunii antioxidante a coptizinei bisulfat in prevenirea efectelor
citolitice ale stresului oxidativ, asigurata de captarea de catre ea a radicalilor liberi (hidroxil,
peroxil, hipoclorid), anionilor (superoxid, singlet), precum si de cresterea activitatii enzimelor
antioxidante (catalaza, superoxid dismutaza MnSOD) [14, 63, 79, 123, 145].
determinat o corelatie dintre doza ei si concentratia substantei in ficat si bild dupa administrarea
intragastrala. Analiza rezultatelor obtinute ne-a demonstrat ca coptizina bisulfat se concentreaza
in ficat cu eliminarea prin bila si ulterior prin scaun. Cantitatea majorata de substantd in materiile
fecale ne-a relevat despre faptul, cd o parte importanta nu se absoarbe suficient din tubul
digestiv, ceea ce demonstreaza despre prezenta ciclului enterohepatic de circulatie a ei.

Analiza literaturii referitor la farmacocinetica alcaloizilor din Chelidonium majus ne-a
indicat un numir relativ mic de surse cu date destul de contradictorii. In primul rind, aceasta se
refera la absorbtia si biodisponibilitatea alcaloizilor din rostopasca; in acest aspect specificandu-
se diferenta dintre nivele plasmatice dupa administrarea extractelor din planta si a alcaloizilor
puri. In al doilea rand, s-a incercat de a elucida o corelatie dintre concentratiile alcaloizilor si
efectele farmacologice, respectiv de a evidentia capacitatea de distributie in diferite tesuturi si
organe. In al treilea rand, s-a cercetat corelatia dintre concentratia alcaloizilor puri si procesele
de metabolizare la nivelul ficatului sau chiar intestinului, fenomene ce presupun rolul unor
metaboliti ai alcaloizilor, responsabili de efectele farmacologice [3, 33, 130, 136, 144].

Coeficientul de permeabilitate al coptizinei nepurificate a fost intre 0,49-0,64x10°cm-s™,
mai mic decat al berberinei, dar mai mare ca la palmatina si jatrorrhizina, fapt ce demonstreaza
la om o permeabilitate slaba a alcaloizilor [33].

Studiile pe intestin de sobolan au demonstrat, ca alcaloizii se absorb preponderent in jejun
si ileon, dar mai semnificativ in jejun. Procentul cumulativ al absorbtiei intestinale pentru
alcaloizi timp de 4 ore a fost de peste 15,75%. Rezultatele obtinute releva ca alcaloizii, inclusiv
coptizina nepurificata, se caracterizeaza printr-0 permeabilitate si absorbtie slaba, iar efluxul prin
P-gp si metabolismul hepatic sunt responsabili de biodisponibilitatea redusad si la concentratii
plasmatice reduse la administrarea interna [33, 89].

Biodisponibilitatea coptizinei nepurificate poate fi redusa datorita metabolizarii la primul
pasaj hepatic cu formarea unui metabolit activ prin reactia de demetilare oxidativa. Concomitent,
S-a constatat ca coptizina (cel mai puternic din alcaloizii din rostopasca) reduce metabolismul
berberinei datoritd inhibarii CYP2D6 1in ficat, iar ea se supune metabolizarii cu formarea a 17
metaboliti, inclusiv 11 neconjugati, rezultati prin hidroxilare, hidrogenare, demetilare,

dehidrogenare si 6 conjugati cu acid glucuronic si sulfuric [130]. In pofida unei absorbtii reduse
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a coptizinei la administrarea orala, alcaloidul se distribuie preponderent in ficat. Totodata, s-a
demonstrat ca, la utilizarea extractului integru din rostopasca, alcaloizii, in deosebi coptizina, vor
avea influente benefice asupra farmacocineticii compusilor activi [86, 87, 168].

Studiile de farmacocineticd au demonstrat, ca extractele de alcaloizi au o biodisponibilitate
relativ mica, aceasta fiind influentata de activitatea P-glicoproteinei in intestin, metabolizarea la
nivel hepatic cu participarea izoenzimelor CYP2D6, CYP 1A2 si formarea metabolitilor [21, 48,
124, 153]. In opinia noastra, coptizina purificati sub forma de bisulfat s-a dovedit a fi un produs
cu o biodisponibilitate mai inaltd comparativ cu solutiile cu continut sumar de alcaloizi [115].

La modelarea HTA cu CCl, s-a constatat o majorare semnificativa a activitatii AIAT cu o
crestere mai putin importantd a activitatii ASAT. Rezultatele obtinute ne demonstreaza despre o
leziune a membranelor hepatocitelor cu eliberarea fractiei citoplasmatice a AIAT ce constituie
80% din activitatea totald a enzimei in ficat. In acelasi timp, activitatea ASAT in ser a crescut
doar cu circa 40%, deoarece fractia citoplasmatica a acesteia constituie doar 20% din ponderea
enzimei in ficat. In acest context, s-a determinat si o micsorare de 2 ori a coeficientului de Ritis.

Utilizarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg timp de 7 zile pe fondalul hepatitelor induse
de CCl; a preintampinat majorarea activitatii transaminazelor, mentinandu-le in limitele lotului
martor, fapt confirmat si prin valorile coeficientului de Ritis [110]; doza de 5 mg/kg practic nu a
prevenit majorarea activitatii AIAT cu diminuarea celei a ASAT, coeficientul de Ritis constituind
1,42 in lotul cu coptizina bisulfat fata de 1,18 in cel cu CCly. Tinand cont de rezultatele obtinute
putem conchide ca, coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg a manifestat un efect hepatoprotector
cu preintdmpinarea dezvoltarii leziunii hepatice modelate experimental (fig. 5.1., 5.2. si 5.3.).
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Figura 5.1. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat asupra activitatii AIAT
in HTA
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Figura 5.2. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat
asupra activitatii ASAT in HTA
La utilizarea berberinei bisulfat in doza de 1 mg/kg timp de 7 zile pe fundalul modelarii
afectiunii hepatice s-a constatat, ca nivelul AsAT a fost n limitele animalelor din lotul martor, in
timp ce nivelul AIAT a crescut esential fata de ambele loturi, remarcandu-se si printr-o micsorare
dramatica a coeficientului de Ritis. In acelasi timp, la administrarea berberinei bisulfat in doza de
5 mg/kg timp de 7 zile, activitatea transaminazelor a crescut atat fata de lotul martor, cat si cel cu
hepatita experimentald, efect confirmat si prin coeficientul de Ritis caracteristic prin valori

echivalente cu nivelele obtinute la animalele cu leziune hepatica (fig. 5.1., 5.2. s1 5.3.).
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Figura 5.3. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat
asupra coeficientul de Ritis in HTA
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La a 15-a zi de experientd, la animalele din lotul de control s-a determinat o revenire a
activitatii AIAT practic la nivelul lotului martor, iar celei a AsAT chiar sub valorile acestuia,
coeficientul de Ritis constituind 1,6 fata de 2,3 in lotul martor. Tendinta de normalizare a
activitatii transaminazelor, indeosebi a AsAT, peste 2 saptamani dupa dozele toxice de CCly
poate fi determinatd de includerea mecanismelor compensatorii de accelerare a neutralizarii
hepatocitelor afectate. Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg, timp de 14 zile, a
mentinut Tn limitele lotului martor activitatea AsAT cu valori nesemnificativ majorate ale AIAT,
iar coeficientul de Ritis s-a majorat pana la 1,8 fatd de 1,6 in lotul cu CCly; iar in doza de 5
mg/kg activitatea AIAT a rdmas majorata fatd de lotul cu leziune hepaticd, cea a AsAT a fost
putin sub valorile lotului martor. Administrarea berberinei bisulfat in aceleasi conditii a mentinut
in limitele lotului martor activitatea AsAT cu o majorare celei a AIAT fata de animalele intacte
si cele cu leziune hepatica experimentala, fapt ce a determinat un coeficient de Ritis sub valorile
lotului martor (fig. 5.1.,5.2. 51 5.3.).

Analizand modificarea activitafii transaminazelor la animalele cu hepatitd experimentala
tratate cu coptizind bisulfat putem remarca un efect protector al ei in doza de 1 mg/kg, cu
preintdmpinarea dezvoltarii afectiunii hepatice. In acelasi timp, coptizina bisulfat in doza de
S5mg/kg, dupa 7 zile de experienta, practic nu preintdmpina leziunea toxica produsa de CCly, iar
dupa 14 zile determina chiar o majorare a activitatii transaminazelor. Cele relatate indica despre
un efect dependent de doza.

De asemenea la a 8-a zi dupa modelarea HTA s-a constatat o crestere nesemnificativa a
activitatii fosfatazei alcaline (fig. 5.4.), administrarea coptizinei bisulfat in ambele doze a
preintdmpinat majorarea activitatii enzimei, berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg a crescut
activitatea fosfatazei alcaline, iar in doza de 5 mg/kg activitatea enzimei s-a micsorat
semnificativ in ambele loturi (de control si martor). Cercetand activitatea fosfatazei alcaline dupa
14 zile de la modelarea afectiunii hepatice toxice, am stabilit, ca la animalele din lotul de control
s-a determinat 0 majorare a nivelului ei, fapt ce ne dovedeste despre instalarea unui sindrom de
colestaza. Administrarea coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat timp de 2 saptamani in dozele
de 1 mg/kg si 5 mg/kg a contribuit la diminuarea semnificativa a activitatii fosfatazei alcaline,
preparatele influentand benefic hepatita toxica acutd prin diminuarea sindromului de colestaza
(fig. 5.4.). Datele obtinute de catre noi sunt in concordanta cu cele descrise de catre cercetatori

[46, 146, 171].
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Figura 5.4. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat
asupra activitatii FA in HTA

Pentru aprecierea caracterului leziunii hepatice s-a determinat raportul activitatea
fosfatazei alcaline/alaninamininotransferazei (FA/AIAT). La determinarea acestui indice la
animalele cu hepatitd experimentala (lotul de control) la a 8-a zi s-a constatat o reducere a
raportului FA/AIAT, fapt ce ne dovedeste despre predominarea in acesti termeni a sindromului
de citoliza (fig.5.5.).

Administrarea coptizinei bisulfat timp de 7 zile in doza de 1 mg/kg a preintdmpinat
cresterea activitatii FA si AIAT, mentinand raportul acestora in limitele lotului martor, iar in
doza de 5 mg/kg raportul FA/AIAT s-a micsorat prin reducerea activitatii FA fara a influenta
cresterea celei a AIAT. Berberina bisulfat in doza de 1 mg/kg a determinat un raport al FA/AIAT
similar cu cel al animalelor cu hepatitd toxicd prin cresterea activitdtii ambelor enzime, iar in
doza de 5 mg/kg a demonstrat o scadere esentiald a raportului datoritd micsorarii activitagii FA si
majorarii celei a AIAT (fig. 5.5.).

Analiza raportului FA/AIAT dupa 14 zile a demonstrat o majorare a acestui indice la
animalele din lotul de control pana la 10,5 In comparatie cu lotul martor de 7,7, fapt ce ne releva
despre predominarea fenomenelor de colestaza. Coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg a
contribuit la normalizarea activitatii FA, ce a si determinat revenirea raportului respectiv chiar
sub limitele lotului martor, iar in doza de 5 mg/kg, de asemenea, a redus semnificativ activitatea
FA, dar nu a majorat-o pe cea a AIAT, contribuind la diminuarea esentiala a rapotului FA/AIAT.
Berberina bisulfat, in ambele doze, a influentat benefic activitatea FA, dar a crescut-0 pe cea a

AIAT, ce a determinat o micsorare a raportului respectiv (fig. 5.5).
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Figura 5.5. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat
asupra raportului FA/AIAT in hepatita toxica acuta

In baza celor relatate putem conchide, ci administrarea dozelor toxice de CCly s-a soldat
cu dezvoltarea, in termenii precoci, a unui sindrom moderat de citoliza relevat prin majorarea
activitatii transaminazelor, in deosebi a AIAT, si micsorarea vadita a raportului de Ritis, precum
si a unui sindrom usor de colestazd confirmat prin cresterea neesentiald a activititii FA. In
termenii mai tardivi (14 zile) s-a constatat o regresie a sindromului de citoliza (normalizarea
practic a activitatii transaminazelor) cu accentuare celui de colestaza (majorarea activitatii FA si
a raportului FA/AIAT).

Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg s-a dovedit a avea efecte benefice
asupra hepatiter toxice la utilizarea timp de 7 zile exprimate prin micsorarea activitatii
transaminazei si FA, iar in termenele tardive (14 zile), a diminuat manifestarile sindromului de
colestaza determinat prin diminuarea activitdtii FA, precum si prin restabilirea raportului
FA/AIAT. In conditii similare, coptizina bisulfat in doza de 5 mg/kg nu a influentat pozitiv
evolutia afectiunii hepatice toxice [46, 95]. Berberina bisulfat practic nu a influentat evolutia
hepatitei experimentale in dozele cercetate, fiind inferioara coptizinei bisulfat in doza de 1
mg/Kkg.

Cresterea, sub actiunea CCly, a nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte, ne denota
prezenta sindromului de citolizd in termeni precoci. Administrarea coptizinei bisulfat si
berberinei bisulfat in doze de 1 mg/kg si 5 mg/kg timp de 7 zile, s-a soldat cu o crestere

proportionald a bilirubinei totale, directe si inidrecte (fig. 5.6.).
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Figura 5.6. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat la administrarea timp de 7
zile asupra nivelului bilirubinei si fractiilor ei in HTA

La a 15-a zi dupa modelarea HTA in lotul de control s-a constatat o micsorare neesentiala a
nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte. Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1
mg/kg a determinat o micsorare a nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei fata de lotul martor si
cel cu leziune hepatica, iar in doza de 5 mg/kg a inregistrat o majorare a continutului lor. Dupa
14 zile de utilizare a berberinei bisulfat in doza de 1 mg/kg la animalele cu leziune hepatica s-a
constatat o majorare a nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte, iar in doza de 5 mg/kg a

determinat o micsorare a continutului bilirubinei si fractiilor ei (fig. 5.7.) [46, 61, 146, 171].
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Figura 5.7. Influenta coptizinei bisulfat si berberinei bisulfat in dozele de 1 si 5 mg/kg la
administrarea timp de 14 zile asupra nivelului bilirubinei si fractiilor ei in HTA
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Cele relatate denotd prezenta unui sindrom usor de colestaza argumentat prin cresterea
nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte in termeni precoci, iar in termenii mai tardivi se
constata regresia lui prin diminuarea nivelului bilirubinei. Coptizina bisulfat in doza de 1 mg/kg
s-a dovedit a avea efecte benefice asupra hepatitei toxice la utilizarea timp de 14 zile, exprimate
prin micsorarea nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei, substanta de referinta fiind inferioara ei
in aceleasi conditii [46, 95].

La determinarea activitatii LDH s-a constatat ca leziunea hepatici a diminuat nivelul
enzimei in ambele termene. Utilizarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg practic a
preintdmpinat micsorarea activitatii enzimei, iar in doza de 5 mg/kg nu a influentat actiunea
hepatotoxicului. La administrarea berberinei bisulfat in ambele doze timp de 7 zile nivelul LDH
a coborat sub cel al animalelor din lotul cu afectiune hepatica. Activitatea LDH la a 15-a zi dupa
modelarea HTA nu s-a modificat semnificativ sub influenta coptizinei bisulfat in ambele doze in
comparatie cu animalele din lotul de control, iar berbebrina bisulfat in doza de 5 mg/kg a
contribuit la mentinerea activitatii LDH in limitele lotului martor. Deosebirile evidente ale
valorilor LDH la utilizarea coptizinei bisulfat in diferite doze denota efectul dozodependent si
posibilitatea ajustarii lor corespunzator situatiei clinice.

La animalele din lotul de control la a 8-a zi s-a determinat 0 micsorare a nivelului glucozei
in sange fara a modifica continutul ei dupa 14 zile. Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1
mg/kg in ambele termene nu a influentat hipoglicemia indusda de hepatotoxic, iar in cea de 5
mg/kg, in termene identice, a contribuit la 0 majorare neesentiala a continutului glucozei. La a 8-
a zi berberina bisulfat, in dozele cercetate, practic a mentinut nivelului glicemiei la limitele
lotului martor, iar utilizarea berberinei bisulfat in ambele doze timp de 14 zile pe fundalul HTA a
contribuit la cresterea semnificativa a glicemiei. Rezultatele inregistrate ne demonstreaza efectul
hipoglicemiant dozodependent al coptizinei bisulfat comparativ cu substanta de referinta.

La animale cu hepatite toxice atat la a 8-a zi, cat si la a 15-a zi nu s-au constatat modificari
esentiale ale nivelului colesterolului total. Administrarea coptizinei bisulfat in doza de 1 mg/kg si
5 mg/kg, timp de 7 si 14 zile de experienta, a influentat neesential continutul colesterolului total.
Date similare s-au obtinut si la utilizarea berberinei bisulfat in dozele de 1 mg/kg si 5 mg/kg.
Exista insa studii, In care autorii evidentiaza, sub actiunea coptizinei, diminuarea nivelului
colesterolului total si trigliceridelor cu limitarea stresului oxidativ prin scaderea expresiei
monoxidului de azot si dialdehidei malonice §i majorarea expresiei superoxid dismutazei si
glutation peroxidazei [17, 34, 66]. Rezultatele cercetarii denota, cd in doze mici alcaloidul nu
influenteaza parametrul respectiv.

Pentru stabilirea posibilei corelatii intre doza de coptizina bisulfat si gradul de manifestare
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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 [46, 100, 113, 159].

La modelarea hepatitei toxice acute dupa 7 si a 14 zile de experientd s-a constatat o
majorare a continutului AIAT si AsAT cu o micsorare a coeficientului de Ritis, fapt ce denota

despre dezvoltarea unei HTA cauzate de actiunea toxica a tetraclorurii de carbon (fig. 5.8 si 5.9).
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Figura 5.8. Modificarea activitatii AIAT si ASAT in hepatita toxica acuta

la utilizarea coptizinei bisulfat
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Figura 5.9. Modificarea coeficientului de Ritis in HTA la utilizarea coptizinei bisulfat
Administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg in ambele intervale de
timp a contribuit la mentinerea nivelelor enzimelor AIAT si AsAT si coeficientului de Ritis

practic la nivelul rezultatelor obtinute la animalele din lotul martor (fig. 5.8 si 5.9), fiind astfel
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unul din indicii care confirma actiunea hepatoprotectoare a substantei cercetate pe modele de
hepatite toxice modelate experimental [43, 146].

De asemenea, la sobolanii cu HTA s-a determinat si o crestere a activitatii fosfatazei
alcaline, care este in corelatie cu majorarea transaminazelor descrise anterior si caracterizeaza
sindromul citolitic. La utilizarea coptizinei bisulfat in ambele doze deja dupa 7 zile s-a constatat
o micsorare a nivelului fosfatazei alcaline comparativ cu lotul de control, la care nivelele enzimei
au inceput sa se diminuieze spre a 15-a zi de experienta (fig. 5.10). Diminuarea precoce a
nivelelor fosfatazei alcaline in loturile de animale tratate cu Coptizina bisulfat este un alt indice,
care adevereste actiunea hepatoprotectoare a ei si corespunde datelor cercetdtorilor si celor

descrise in Monografia OMS [43, 146, 171].
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Figura 5.10. Modificarea activititii fosfatazei alcaline in hepatita toxica acuta la utilizarea
coptizinei bisulfat

Si rezultatele cercetarii nivelelor serice ale fosfatazei acide la animalele cu hepatita toxica
acutd, au accentuat prezenta proceselor citolitice active pe parcursul experientei. Administrarea
zoptizinei bisulfat in ambele doze a diminuat nivelul fosfatazei acide cu tendinta de echivalare cu
nivelul ei in lotul martor. Datele obtinute ne fac sa concluziondm despre diminuarea agresivitatii
hepatitei toxice experimentale [43].

Activitatea enzimei GGTP in lotul cu hepatita toxica acuta, a fost in permanenta crestere,
majorandu-se semnificativ dupa 14 zile de experientd; faptul relatat denotd despre actiunea
destructiva a toxicului asupra membranelor hepatocitelor. Administrarea coptizinei bisulfat in
doza de 20 mg/kg a diminuat continutul GGTP (fig. 5.11.) confirmand, de asemenea, actiunea
hepatoprotectoare a alcaloidului cercetat [46, 61, 95, 146].
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Figura 5.11. Modificarea activititii GGTP in HTA la utilizarea coptizinei bisulfat

Prezenta sindromului de colestaza si afectare toxica a ficatului a fost remarcatd prin
majorarea nivelului bilirubinei totale si fractiilor ei la animalele din lotul de control. La
administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg timp de 14 zile continutul
bilirubinei totale (BT), bilirubinei directe (BD) si bilirubinei indirecte (BI) au prezentat nivele
mai joase comparativ cu lotul de control. Astfel putem afirma ca, sub influenta coptizinei bisulfat
are loc diminuarea manifestérilor sindromului de colestaza si restabilirea vadita a functiilor

hepatice in termeni tardivi (fig. 5.12.).
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Figura 5.12. Modificarea nivelului bilirubinei totale, directe si indirecte in hepatita toxica
acuta la utilizarea coptizinei bisulfat
Este cunoscut faptul, ca unele functii fiziologice ale ficatului includ procesele de mentinere
a metabolismului integru al organismului, din care cauza au fost analizate rezultatele influentei

coptizinei bisulfat asupra metabolismului proteic, lipidic si glucidic.
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Figura 5.13. Modificarea nivelului proteinelor totale si albuminei in hepatita toxica

acuta la utilizarea coptizinei bisulfat

Continutul proteinelor totale la animalele incluse in experientd ne indica valori echivalente
in toate loturile cercetate, cu exceptia concentratiei albuminelor in lotul de control, care a fost la
un nivel mai scizut pe durata intregii experiente. In loturile tratate cu Coptizini bisulfat nivelele
scazute ale albuminelor s-au ameliorat la a 15-a zi de experienta (fig. 5.13.), confirmand actiunea
coptizinei bisulfat de normalizare a metabolismuli proteic, ca rezultat al ameliorarii functiei de
sinteza proteica a ficatului.

Tendinta de majorare a nivelului colesterolului total la animalele cu HTA este argumentata
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. In loturile tratate cu coptizina bisulfat, nivelele colesterolului nu au suferit modificari de
importantd practica, fiind echivalente cu rezulatele obtinute la animalele din lotul martor (fig.
5.14). Prevenirea majorarii colesterolului total de catre coptizina bisulfat este justificatd de
actiunea hepatoprotectoare a ei si de mentinere a metabolismului proteic [8, 22, 57]. O alta
ipoteza de actiune a coptizinei bisulfat asupra metabolismului lipidic este demonstrata in cazul

studiului toxicitdtii cronice In care a fost stabilitd actiunea ei hipolipemianta [56, 76, 105].
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Figura 5.14. Modificarea nivelului colesterolului total in HTA la utilizarea CB
Un factor al distructiei tisulare este reprezentat de nivelului seric al lactatdehidrogenazei.
In cazul hepatitelor toxice nivelul ei a crescut vadit, fenomen reprezentat foarte demonstrativ de
catre rezultatele obtinute la animalele cu HTA, unde nivelul enzimei s-a majorat de aproximativ
3-4 ori pe parcursul experientei. Mentinerea de catre coptizina bisulfat, a valorilor LDH in

limitele nivelelor lotului martor, a confirmat actiunea hepatoprotectoare absoluta a ei (fig. 5.15).
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Figura 5.15. Modificarea activitatii LDH in HTA la utilizarea CB
In consecintd majorarea activitatii LDH a contribuit la micsorarea nivelului glucozei la

animalele din lotul cu HTA la a 8-a zi de experienta; restabilirea valorilor glucozei dupa 14 zile
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de experienta probabil, este argumentatd de includerea mecanismelor suplimentare de adaptare
ale organismului. Coptizina bisulfat nu a modificat esential, hipoglicemia indusa de hepatotoxic
pe parcursul experientei, fapt explicat de actiunea proprie hipoglicemiantd a alcaloidului,
demonstrata si in studiul toxicitatii cronice.

Reiesind din faptul ca ficatul este un furnizor de substante implicate in procesul de formare
a celulelor sanguine, au fost efectuate studii de determinare a modificarilor posibile la nivelul
formulei hematiilor sangelui periferic. Tetraclorura de carbon a determinat o micsorare
semnificativa a nivelului eritrocitelor, hemoglobinei, leucocitelor cu o majorare a numarului
trombocitelor. Administrarea coptizinei bisulfat in dozele de 10 mg/kg si 20 mg/kg a contribuit
la inlaturarea efectelor nedorite ale hepatotoxicului asupra continutului hematiilor, fapt explicat
de actiunea favorabila a substantei cercetate asupra functiilor ficatului.

Cercetarea proprietatilor regenerative si gastroprotectoare ale coptizinei bisulfat a fost
selectata in dependentd de calea de administrare in cercetari clinice, de afectarea asociata a
mucoasei gastrice in maladiile hepatobiliare si pancreatice si pentru a exclude posibila actiune
iritanta a ei asupra tubului digestiv [37].

Rezultatele obtinute au relevat cd, la sobolanii din lotul martor la finele experientei S-au
pastrat leziunile ulceroase de diverse dimensiuni, localizate in toate regiunile stomacului.
Utilizarea coptizinei bisulfat in tratamentul ulcerelor experimentale a contribuit la accelerarea
dozodependenta a regenerarii lor, mai eficace fiind doza de 5 mg/kg [111].

Conform reviului literaturii, unii cercetatori atribuie coptizinei actiune gastroprotectoare
prin mecanismul de reglare favorabila a starii antioxidante si antiinflamatorii, mediata prin calea
de semnalizare Nrf2 si translocarea MAPK p38: reduce semnificativ producerea speciilor de
oxigen reactiv intracelular, creste continutul de glutation si activitatea superoxid dismutazei,

glutation peroxidazei in HepG2 celule [18, 61, 90].
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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
influentatd activitatea enzimelor hepatice si poate fi apreciata ca substantd cu nivel minim de
toxicitate: gradul 6 (Hodge HC. et al., recomandari OMS).

2. 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
similard, reducerea sindromului de colestaza 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).

3. 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 1n termeni tardivi - a nivelelor bilirubinei totale si fractiilor
ei, reducerea activitatii GGTP comparativ cu lotul de control si restabilirea raportului
FA/AIAT.

4. Coptizina bisulfat a demonstrat o biodisponibilitate mai superioara la administrarea
intragastrala, cu acumulare maxima 1n 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 png/g).

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

ulcerelor in tratamentul ulcerelor modelate experimental.
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RECOMANDARI PRACTICE

Coptizina bisulfat poate fi recomandata 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 recomandata pentru obtinerea formelor farmaceutice
enterosolubile.

Coptizina bisulfat poate fi recomandata in studii clinice ulterioare pentru confirmarea actiunii

gastroprotectoare la pacientii cu ulcere gastro-duodenale si afectiuni ale tubului digestiv.
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univ,
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Anexa 2

APROB

ACT DE IMPLEMENTARE

Prin prezentul act confirmim, de comun acord cu ali autori, implementarea rezultatelor
obfinute de citre dna Rodica Peredelcu, asistent universitar la Catedra de farmacologie §i
farmacie clinicd a Universitatii de Stat de Medicind si Farmaie “"Nicolac Testemitanu™, Pe
parcursul realizarii tezei de doctor in gtiinje medicale "Proprietatile farmacologice i toxicologice
ale Coptizinei” rezultatele cercetdirii au fost implementate in activitatea stiingifico-didactica a
Catedrei de farmacologic §i farmacie clinica in compartimentele: "Medicatia tubului digestiv™ ia
disciplina Farmacologie: "Farmacia clinica a gastritelor §i bolii ulceroase”, "Farmacia clinica a
hepatitelor acute §i cronice” la disciplina Farmacie clinic; a programelor de instruire
postuniversitard a farmacistilor §i farmacistilor-rezidenti la disciplina Farmacie clinici in
compartimentul "Farmacia clinica a preparatelor hepatoprotectoare™

Sef Catedrd de farmacologie si farmacie clinica, //&9

dr. hab. st. med., profesor universitar Gonciar Veaceslav

Dr. st. med., conferenfiar universitar Scutari Corina
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Anexa 3

APROB
ISMF "Nicolae Testemitanu™
Emil Ceban,

ACT DE IMPLEMENTARE
in procesul didactic a rezultatelor cercetirilor stiinfifice a asistentului universitar ia
Catedra de farmacologie si farmacie clincicd a USMF "Nicolae Testemitanu”
Rodica Peredelcu

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Actiunea hepatoprotectoare a Coptizinei bisulfat
- remediu nou din materie primé autohtond.

2. Autorul ofertei: Peredelcu Rodica, asistent universitar la Catedra de farmacologie i
farmacie clincica a USMF "Nicolae Testemitanu™,

3. Sursa de informafie:

e Peredelcu R., Gonciar V., Scutari C. Aprecierea actiunii hepatoprotectoare a
Coptizinei bisulfat prin metoda de modelare a hepatitei toxice acute. Certificat de
inovator nr. 5730, eliberat de catre Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie
“Nicolac Testemitanu”, Chigindu, R. Moldova. 2019.11.25.

o Peredelcu R., Goneiar V., Seutari C.. Cazacu V. The influence of coptisine bisulfate
on the evolution of acute toxic hepatitis. In: World Science. Warsaw, Poland. 2018, Ne
8(36) Vol.2, ISSN: 2413-1032. https://doi.ore/10.31435/rselobal _ws/30082018/6063.

4. Locul si timpul implementarii: la Catedra de farmacologic si farmacologie clinici a
USMF "Nicolae Testemitanu™, la cursuri §i lucrini practice la temele: "Preparate
hepatoprotectoare”™, “Preparate cu actiune asupra tubului digestiv’, "Principiile
tratamentului intoxicatiilor acute”™ pentru studenfii anului 11 §i V ai facultdtii de Medicina
in anul de studii 2019-2020.

5. Rezultatele implementarii: Comisia in componenta sefului Catedrei de farmacologie i
farmacologie clinicd a USMF "Nicolae Testemitanu”, dr. hab. $t. med.. profesor
universitar Bacinschi Nicolae si dr. st. med., conferentiar universitar Stratu Ecaterina
confirmé, ci datele experimentale despre proprietdtile hepatoprotectoare si eficacitatea
Coptizinei bisulfat in tratamentul asociat al intoxicatiilor endo- si exogene, afectivnilor
hepatice sunt incluse in procesul didactic fa temele: “Preparate hepatoprotectoare™,
"Preparate cu acfiune asupra tubului digestiv”, “Principiile tratamentului intoxicatiilor
acute”. Informatia implementata in procesul didactic completeaza si suplimenteazi datele
stiinfifice noi despre preparatele hepatoprotectoare, care sunt pe larg utilizate in practica
medicald. Proprietagile farmacologice ale Coptizinei bisulfat, remediu de origine
autohtond, oblinut printr-un procedeu nou, deschid posibilitdli noi de optimizare §i
utilizare rafionala §i farmacoeficientd a preparatelor hepatoprotectoare in tratamentul
complex al diferitor maladii i stiri patologice.

6. Obiectii gi propuneri: nu sunt.

Sef Catedra de farmacologie $i farmacologie clinicd, Y
dr. hab. st. med., profesor universitar & Bacinschi Nicolae

Dr. 5t. med., conferenfiar universitar Stratu Ecaterina
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Anexa 4

5 7%
I M
[T

e
E/

ACT DE IMPLEMENTARE
in procesul stiintific a rezultatelor cercetirilor stiinfifice a asistentului universitar la
Catedra de farmacologie si farmacie clincici a USMF "Nicolae Testemitanu™
Rodica Peredelcu

. Denumirea ofertei pentru implementare: Inofensivitatea Coptizinei bisulfat prin
evaluarea rezultatelor cercetarilor preclinice.

2. Autorul ofertei: Peredelcu Rodica, asistent universitar la Catedra de farmacologie i
farmacie clincicit a USMF "Nicolae Testemifanu™.

3. Sursa de informatie:

o Peredelcu R.A. Acute toxicity of coptisine. IX Ukrainian International Scientific
Conference. Current Aspects of Clinical Pharmacology According to Evidence-based
Medicine Achievements.- 16-17 November, 2017.- Vinnytsia, Ukraina, Hilan-LTD:
BHMY, 2017, c. 83-90.

o Peredelcu R., Goneiar V., Scutari C. Determinarea inofensivitétii Coptizinei bisulfat
prin evaluarea rezultatelor toxicititii acute, Certificat de inovator nr. 5729, eliberar de
ctre Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "Nicolae Testemifanu™, Chisindu,
R. Moldova. 2019.11.25,

* Peredelcu R.A., Gonciar V.1, Scutari C.D. Acute toxicity research of coptizine. New
achievements of world science. Proceedings of VII Intemational scientific conference
"New achievements of world science”. Jun 22, 2017, Morrisville, Lulu Press; 2017, p.
90.

4. Locul si timpul implememdarii: lLaboratorul de evaluare preclinicd §i clinicd a
medicamentului a Centrului Stiintific al Medicamentului din cadrul USMF “Nicolae
Testemitanu™ in anul 2019.

5. Rezultatele implementdvii: Comisia in componenta sefului Laboratorului de evaluare
prechinica §i clinicd a medicamentului a Centrul $tiintific al Medicamentului din cadrul
USMF "Nicolac Testemitanu, dr. st. med., conferenfiar universitar Parii Sergiu si
cercetdtorul gtiintific Nicolai Eugen confirmi, ¢ datele stiinfifice experimentale despre
determinarea inofensivitdjii Coptizinei bisulfat prin evaluarea rezultatelor cbiinute in
cercetdri preclinice sunt binevenite i rafionale pentru cercetarea clinicd i a altor efecte
farmacologice presupuse cu includerea ulterioard in farmacoterapia maladiilor tubului
digestiv (gastrite hiperacide, ulcere gastroduodenale, hepatite acute §i cronice de diversa
origine, inclusiv asociate cu encefalopatia hepatica).

6. Obiecyii §i propuneri: nu sunt.

Sef Laborator de evaluare preclinica i

clinicd a medicamentului, /’ :
dr. st. med., conferenpiar universitar / Parii Sergiu
Cercetator gtiinific %, ,‘-\0_9_'):1?__‘ Nicolai Eugen
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Anexa 5

F "Nicolae Testemijanu™
\a Emil Ceban,

ACT DE IMPLEMENTARE
in procesul didactic a rezultatelor cercetiirilor gtiinfifice a asistentului universitar Ia
Catedra de farmacologie si farmacie clincici a USMF "Nicolae Testemitanu™
Rodica Peredelcu

1. Denumirea ofertei pentru implemeniare: Studii de farmacocinetica a Coptizinei bisulfat.

2. Autorul ofertei; Peredelen Rodica, asistent universitar la Catedra de farmacologie st
farmacie clincicd a USMF "Nicolae Testemitanu™,

3. Sursa de informatie:

e Peredelcu R. A, Studii de biodisponibilitate a Coptizinei bisulfat. In: Farmacia etici:
istorie, realitdli si perspective, Conferinta stiinfifici cu participare internationald,
dedicatd memoriei Vasile Procopisin — Patriarhul farmaciei Moldave, doctor habilitat
in gtiinje farmaceutice, profesor universitar $i Nadejda Ciobanu, doctor in stiinfe
farmaceutice, conferentiar universitar, 19-21 aprilie 2018.- [Chiginau]: S.n., 2018
(Tipogr. "Imprint Star”).- p. 204-209. ISBN 978-9975-3159-5-1.

e Peredelcu R., Gonciar V., Casian 1. Casian A.. Scutari C. Biodisponibilitatea
Coptizinei bisulfat in cadrul cercetarilor preclinice. In: Zilele Medicamentului
“"Medicamentul de la idec la clinicd” Editia a XXVI-a, 29-31 martic, lasi, 2018, p.
140-142. ISSN-L 1843-1038.

4. Locul i timpul implementdrii; la Catedra de tehnologie a medicamentelor a USMF
"Nicolae Testemijanu”, la urmitoarele teme: "Determinarea farmacocineticii in dozi
unicd de administrare in model monocompartimental deschis la administrare intravenoasi
rapidd”, “Determinarea farmacocineticii in dozid unicd de administrare in model
monocompartimental deschis la administrare extravasculard” la disciplina Biofarmacie §i
farmacocineticd in anul de studii 2019-2020.

5. Rezultatele implementarii: Comisia in componenta gefului Catedrei de fehnologie a
medicamentelor @ USMF “Nicolac Testemitanu®, dr. hab. st, farm., profesor universitar
Diug Eugen si dr. gt. farm., conferentiar universitar Ciobanu Cristina confirma datele
experimentale despre studiile farmacocineticii Coptizinei bisulfat, care au fost incluse in
procesul didactic ce completeazdé si suplimenteazd date noi despre determinarea
farmacocineticii in model monocompartimental deschis in diferite citi de administrare.

6. Obiecyil gt propuneri: nu sunt.

Sef Catedri de tehnologie a medicamentelor

dr. hab. st. farm., profesor universitar Diug Eugen

Dr. st farm.. conferentiar universitar Ciobanu Cristina
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Anexa 9 B

Seria: O

Numiirul de inregistrare: 6526

Data inregistrarii: 19.12.2019

Numairul cererii: 1294

Denumirea obiectului: . ASPECTELE INOFENSIVITATII COPTIZINEI
BISULFAT. REZULTATELE TOXICITATII
ACUTE S1 CRONICE.”

Autori:

Peredelcu Rodica IDNP: 2000001104518

Gonciar Veaceslay IDNP: 0962709546208

Scutari Corina IDNP: 0971001424136

Titularul drepturilor patrimoniale:

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie

"Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

EXTRAS
din Legea nr. 139/2010 privind dreptul de autor yi drepturile conexe:

Art. 5 alin. (6): Protectia dreptului de autor se extinde asupra formei de exprimare, dar
nu se extinde asupra ideilor, teoriilor, descoperirilor stiinfifice, procedeelor, metodelor
de functionare sau asupra conceptelor matematice ca atare §i nici asupra inventiilor
cuprinse intr-o operd, oricare ar fi modul de preluare, explicare sau de exprimare.
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Anexa 10 B

Seria: O

Numiirul de inregistrare: 6527

Data inregistririi: 19.12.2019

Numarul cererii: 1295

Denumirea obiectului: ,,PARTICULARITATILE ACTIUNII
HEPATOPROTECTOARE, HEPATOTROPE
SI GASTRO-PROTECTOARE A COPTIZINEI
BISULFAT. APRECIEREA ACTIUNII
COMPARATIVE HEPATOPROTECTOARE
A COPTIZINEI BISULFAT SI BERBERINEL"

Autori:

Peredelcu Rodica IDNP: 2000001104518

Gonciar Veaceslav IDNP: 0962709546208

Scutari Corina IDNP: 0971001424136

Titularul drepturilor patrimoniale:

Institutia Publicd Universitatea de Stat de Medicini si Farmacie

"Nicolae Testernitanu" din Republica Moldova TDNO: 1007600000794

EXTRAS
din Legea nr. 139/2010 privind dreptul de autor §i drepturile conexe:

Art. 5 alin. (6): Protectia dreptului de autor se extinde asupra formei de exprimare, dar
nu se extinde asupra ideilor, teoriilor, descoperirilor stiinifice, procedeelor, metodelor
de funcfionare sau asupra conceptelor matematice ca atare §i nici asupra inventiilor
cuprinse intr-o operd, oricare ar fi modul de preluare, explicare sau de exprimare.
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Anexa 11

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii,
Muncii si Protectiei Sociale

13| CERTIFICAT 5z INOVATOR

Nr. 5729

*3 § BE¥

;
>

Pentru inovatia cu titlul
DETERMINAREA INOFENSIVITATII

COPTIZINEI BISULFAT PRIN EVALUAREA
REZULTATELOR TOXICITATII ACUTE

Inovatia a fost inregistrata pe data de 25 noiembrie 2019
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolac Testemitanu™

Se recunoaste calitatea de autor(i)

PEREDELCU Rodica,
GONCIAR Veaceslav, SCUTARI Corina
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Anexa 12

Republica Moldova
Ministerul Sanataitii,
Muncii si Protectiei Sociale

| CERTIFICAT »s INOVATOR

Nr. 5730

Pentru inovatia cu titlul
APRECIEREA ACTIUNII

HEPATOPROTECTOARE A COPTIZINEI
BISULFAT PRIN METODA DE MODELARE

A HEPATITEI TOXICE ACUTE

Inovatia a fost inregistratd pe data de 25 noiembrie 2019
la Universitatea de Stat de Medicing i Farmacie
“Nicolae Testemitanu™

Se recunoaste calitatea de autor(i)

PEREDELCU Rodica,
GONCIAR Veaceslav, SCUTARI Corina
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Ministerul Educatiei, Culturii si Cercetarii
al Republicii Moldova

Institutul de Fiziologie i Sanocreatologie Cenrul de Inovare si Transfer Tehnolgic

Ne 8
Pentru inovatia cu titlul

Metoda de apreciere a gradului toxicitatii
acute a Coptizinei bisulfat

Inovatia a fost inregistrati la data de 25.11.19
la Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie

Se recunoaste calitatea de autor(i)

PEREDELCU Rodica, GONCIAR Veaceslay,
SCUTARI Corina

i o;:?}l_'oct_gr_ha»bﬂitat\h‘;tiinte medicale, &
esor-universitar fon Mereuta /‘l/
O .’i \_{." AN Y o . Z \ X
s:8f Wess 4, Y2
Ly ,‘3 Data eliberirii:

02 decembrie 2019

151

CERTIFICAT de INOVATOR

Anexa 13

(L3
7



Anexa 14

Ministerul Educatiei, Culturii si Cercetarii
al Republicii Moldova

Institutul de Fiziologie si Sanocreatologic Cenrul de Inovare si Transfer Tehnolgic ' . >

CERTIFICAT de INOVATOR

N 9
Pentru inovatia cu titlul

Metoda de apreciere a gradului toxicitatii
cronice a Coptizinei bisulfat

Inovatia a fost inregistrati la data de 25.11.19
la Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie

Se recunoaste calitatea de autor(i)

PEREDELCU Rodica, GONCIAR Veaceslay,
————__ SCUTARI Corina

Data eliberarii:
02 decembrie 2019
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Anexa 15

IV HINT NI IN IV N N s Ny
5T 5! 51 T 54T 14

S oivsliviel
DOLU

IV AN IV N N AN s N AN N e
et 501 5T ¢! Dl 51 ST 541 ¢

O L

VOI'TVA 1TWIpeE[A

; Jejisiaarun Josajoad “uirejy 18 ‘qey a1q
\,ﬁ% > 7 ‘ieziuedio ap IMn3ajuio’) IQuIpasa.ld
\

0Z0Z'I0'PZ Wip p-1Z iU WY SAWSW biiizodsip )47 ap 340 I Dp.1odb 3§
‘SN.IB[2g-0p[OoW [BUOIjeWIaU]

[B133B[Iq IN[NJI310.1J [NIPed Ul 0ZOZ 214DNnuDpl [ £ Meulsiy) e[ ejeinsejsop
DILNAdVYAL TVLLNTLOd N ADLLNADIVINYVA ASNA0Ud IS

TNIITOW ION HONN V VILLNIDVINYVA VAU V.LADYAD IS VAYANLLEO
gleuorjeutayul aredonaed no eoyduins ejurisjuod e

NI)TAd444d DIIpoYy
[9UWEO(] B 3JBIIUNUWIO) ND BARDE eatedpnaed oynIad as
ZE€ "IN XX X4 eLI3S
J4VdIDILYVd 4d LVOIALLYA)

MNUBIIUISIL N" JINSN [ BAOpP[O Bd1[qnday uIp NUeiiuLsa |, IB[0dIN,,
PEBULIE] 2P EANEIIDE] ey apeuLie] 1§ BUDIPa| 2P 18IS P BIALIISIIALUN

153



Anexa 16
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Anexa 17
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personalda ca materialele prezentate in
teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetdri si realizdri stiintifice.
Constientizez ca, In caz contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu
legislatia in vigoare.

Peredelcu Rodica

Semnatura

03.03.2020
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europass

INFORMATII PERSONALE

EXPERIENTA PROFESIOMALE

A0EPrezent

A05Prezent

180E—Prezent

18911028

EDUCATEE 3l FORMARE

18951081

20112015

COMPETENTE PERSONALE

Lirnibaii) rratemaie)

Limbile straine

1=mR20

Cummiculum vitae:

Rodica Peredelcu

§ sir. N Testernitanu 1711, sc 1, ap. 18, 2025 Chisnau (Republica Mokdova)
§ +37357E5A265
i modica peredelcwi@usmdmd

Membru al Societati farmacologilor si farmacaologilor clinicieni
Chigindu (Republica Moldova)

Agiztent universitar

UISMF _Micolae Testemitarnw”, Catedra de farmacologie si farmacie clinica, Chisinau
(Republica Moldova)

-Cursuri didactice 5i huorin practice pentru student.

Laborant superior

USMF _Micolae Testemitarw”, Catedra de farmacalogie si farmacie clinica, Chisindu
[Republica Moldova)

-Gesfionarea burrilor matenale e catedrei;

-Operarea Sistemului de Management al Calitai B0 8001-215.

Colaborator stiintific inferior

USMF _Micolae Testernitanw”, Laboratorul Epidemiclogia Infectilor Intraspitalicest,
Chisinau (Republica Moldova)

Diploma TB- Mr. 117813, Specialitatea Medicina profilactica
Imstitutul de Stat de Medicina M. Testemitanu®, Chisindu (Republica Moldova)

Certificat de Studii postuniversitare prin doctorat, Specialitatea
Farmacologie, fammacie clnica
UISMF _Micolae Testemitanu”™, Chisindu (Republica Moldova)

B B1 B B B

© Uniunea Europecnd, 2002-35020 | hitpsfeurnpa e cedefon suropa.es Fagina 1 Z
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§;§Europass

Competente
organizationale/manageriale

INFORMATII SUPLIMENTARE

Categorie Superioard, Ordinul MS
RM de la 20122017 Nr. 1030

Participar la conferinte

Date stafistice privind numarul
total de publicatii stinfifice si
metodico-didactice

Curmiculum vitae Rodica Peredelou

Niveluri A1 5i AZ Utiizator elementar - B1 si B2: Utlizator independent - C1 gi C2: Utilizator experimentat
Cadrul eurspean comun de referintd pentn imbi striine - Grila de suts-evaluare

-Comunicare, socializare
-Capacitare de a lua decizil
-Responsabiltate

-Spirit de evaluare si imbunatatire
-Lucru in echipd
-Autoperfectionare

-Punctualitate

-Coordonare

Specialitatea Farmacologie sifamacologie clinica

Zilele Universitafii si Conferinta stiintifico-pracficd anuald a IP USMF *Nicolae Testemitanu”
(Chigindu, 2014, 2018, 2017);

Sedintele Societdi Sfinfifice a Farmacologilor si Farmacologilor clinicieni din Republica Moldova
(Chisinu, februarie 2017; decembrie 2017);

| BeeyrpalHCkKOi HayKOBO-MPaKTMYHO KorMEepeHUl 3 MEHADODHOK YYaCTIO 3 KNHIYHOI
thapmaxonori, noteAYeHol 90-piudk npodbeccopa O.0.CTonApdyka KNiHYHA T3 eXCnNepMMEHTANEHA
thapMakonona MeTaboniHUE KOPEKTopIs, OPraHonpoTexLUiA, A0Ka308a MequuuHa. 10-11 nucTonaga
2017 poky (BiHHMUA, YipaiHa, 2017);

Expozitia intemationala MoldMedizin & MoldDENT (Chisinau, 2018, 2018);

Simpozionul National Medicamentul de la idee Ia clinic, sub egida Zilele Medicamentului:
rezumat si poster (lasi, 2018);

Conferinta stintifici cu parficipare intemationala "Actualitt in farmacologie si farmacologia clinicd
intru comemorarea celor 100 de ani de |a nasterea ilustrului savant, profesor universitar, laureat al
Premiului de Stat al Republicii Moldova Efim Muhin® (Chisindu, 2018);

Conferinta stintifica cu parficipare intemationald ,Obtinerea si cercetarea famaceuticd a unor noi
molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”. 31 ianuarie 2020. Chisindu, R. Moldova.

- 34 articole siteze;

- 12 materiale ale comunicarilor stintifice

-1 curs de prelegeri pentru studenti, rezidenti 5i farmacisti (coautor);

- 1 recomandare mefodica pentru studenti (coautor);

- 3 indicatii metodice pentru studenti {coautar);

- 12 participdri cu comunicar la forur gfiintifice nationale siintemafionale;
- § certificate de inovator 5i 2 cerfificate cu drept de autor.
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