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CUVINTE CHEIE

ACh — acetilcolina (engl. Acetylcholine);

AChE — acetilcolinesteraza (engl. Acetylcholinesterase);

AD — boala Alzheimer (engl. Alzheimer’s Disease);

APOE — apolipoproteina E (engl. Apolipoprotein E);

APP — proteina precursoare a amiloidului (engl. Amyloid precursor protein );

AP — Beta amiloid (engl. Amyloid beta);

Baic — baicalein 5,6-dimetil eter;

BBB - bariera hematoencefalica (engl. The blood-brain barrier);

BDNF — factorul neurotrofic derivat din creier (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)

(BDNF — proteina BDNF umana/rozatoare; Bdnf — proteina Bdnf de la pestele zebra; BDNF
— gena BDNF umana; Bdnf -gena Bdnf de la rozatoare; bdnf -gena bdnf de la pestele zebra);

CAT - catalaza (engl. Catalase);

CREB - proteina receptoare pentru legarea AMPc (engl. cCAMP response element-binding
protein) (CREB — proteina CREB umana/rozatoare; Creb — proteina Creb de la pestele zebra;
CREB — gena CREB umana; Creb -gena Creb de la rozatoare; creb -gena creb de la pestele
zebra);

EGR-1 - proteina 1 de raspuns a cresterii timpurii (engl. Early growth response protein 1)
(EGR-1 - proteina EGR-1 umana/rozatoare; Egr-1— proteina Egr-1 de la pestele zebra; EGR-
1 — gena EGR-1 umana; Egr-1 -gena Egr-1 de la rozatoare; egr-1 -gena egr-1 de la pestele
zebra);

Fab - agatisflavona ;

GAL — galantamina;

GPX - glutation peroxidaza (engl. Glutathione peroxidase);

GSH - glutation (engl. Glutathione);

GSK3p - glicogen sintaza kinaza 3 beta (engl. Glycogen synthase kinase 3 beta);

GST - glutation S - transferaza (engl. Catalase);

LCR — lichidul cefalorahidian (engl. Cerebrospinal fluid);

MAPK/MEK - protein kinazele activate de mitogen (engl. mitogen-activated protein
kinase);

MCI — deficit cognitiv minor (engl. Mild cognitive impairment);

MDA- malondialdehida (engl. Malondialdehyde);
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NOR - testul de recunoastere a obiectului nou, cunoscut si ca NOP (engl. Novel object
recognition test);

NPs - placi de 3 amiloid neuritice (engl. neuritic plaques);

NPY — AD (engl. Neuropeptide Y) (NPY — proteina NPY umana/rozatoare; Npy — proteina
Npy de la pestele zebra; NPY — gena NPY umana; Npy -gena Npy de la rozatoare; npy -gena
npy de la pestele zebra);

NRF2 - factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 (engl. Nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) (NRF2 — proteina NRF2 umana/rozatoare; Nrf2— proteina Nrf2 de la pestele
zebra; NRF2 — gena NRF2 umana; Nrf2 -gena Nrf2 de la rozatoare; nrf2 -gena nrf2 de la
pestele zebra);

NTT — testul de scufundare Tntr-un acvariu nou (engl. Novel tank test);

OF — obiect familiar;

ON - obiect nou;

OS — stres oxidativ (engl. Oxidative stress);

ROS — specii reactive de oxigen (engl. Reactive oxygen species);

Sco -scopolamina;

SNC - sistemul nervos central;

SNP - sistemului nervos periferic;

SOD - superoxid dismutaza (engl. Superoxide dismutase);

TNF-a — factor de necroza tumorala o (engl. Tumor necrosis factor a);

TREM2 - receptorul declansator exprimat pe celulele mieloide de tip 2 (engl. Triggering
Receptor Expressed On Myeloid Cells 2);

Trk- familia receptorilor tirozin kinazelor (engl. Tropomyosin receptor kinase);



INTRODUCERE

Boala Alzheimer (AD) este o tulburare neurodegenerativa complexa, multifactoriala,
caracterizatd printr-o progresie lentd si ireversibila, fiind cea mai raspanditd forma de
dementa (1). Durata medie de viatd de la debutul simptomelor clinice pana la deces este de
aproximativ 8,5 ani (2). AD se manifesta printr-o scadere treptatd a functiilor cognitive,
insotita de tulburari comportamentale (3), si este asociata cu atrofierea cerebrala, scaderea
volumului si greutatii cerebrale, extinderea santurilor corticale si a sistemului ventricular (4).

Printre semnele patologice ale bolii se disting ghemuri neurofibrilare (NFT) care se
formeaza in urma hiperfosforilarii proteinei tau (1), placile amiloidice ce sunt formate din
peptida B-amiloid (AP), prezenta in cortex a degenerescentei neurofibrilare, a
degenerescentei granulo-vacuolare, a disfunctiei mitocondriale, a disfunctiei colinergice si
instaurarea stresului oxidativ (OS) (5). Aceste schimbiri duc la pierderea neuronilor in
cortexul cerebral si hipocamp, iar neuronii rdmasi prezintd degenerare sinaptica, deteriorarea
dendritelor si a neuropilului, contribuind astfel la declinul cognitiv si la tulburarile
comportamentale si neuropsihiatrice observate la pacientii cu AD (6).

Factorii de risc pentru dezvoltarea AD includ varsta Tnaintata, istoricul familial,
mutatiile genetice, leziunile oxidative si afectiunile neurovasculare (7). In ciuda cercetirilor
intensive, nu exista In prezent un tratament eficient pentru AD, medicamentele care vizeaza
proteinele AP si tau nu au oferit rezultate clinice semnificative, iar tratamentele disponibile,
care includ inhibitori ai colinesterazei si medicamente psihotropice, ofera doar ameliorari
limitate ale simptomelor (8). Un factor important in AD este proteina nucleara CREBI1, care
joaca roluri esentiale in diferite regiuni ale creierului (9). CREBI regleaza transcrierea unor
gene esentiale (10) cum ar fi bdnf (11), egr-1, nrf2 (12) si npy (13). Atat BDNF, EGR-1 cét
si NPY, sunt niste neuropeptide care. BDNF (factorul neurotrofic derivat din creier) este
crucial pentru supravietuirea si diferentierea neuronilor in timpul dezvoltarii si regleaza
transmiterea sinapticd si plasticitatea dependentd de activitate (14). EGR-1 controleaza
expresia genelor implicate in cresterea celulard, supravietuire si mentinerea potentarii de
lunga durata (LTP), un proces esential pentru memoria pe termen lung (15). NPY moduleaza
excitabilitatea neuronilor hipocampici si actioneazd ca un modulator al neuroplasticitatii si
neurotransmisiei (16). NRF2 este implicat in protectia neuronala impotriva stresului oxidativ

si inflamator si regleaza caile mitocondriale (17).



Tratamentele actuale pentru bolile neurodegenerative, inclusiv AD, sunt ineficiente
(18) sau au numeroase efecte adverse (19). Recent, datorita eficientei ridicate a flavonoidelor
(20) se manifesta un interes ridicat in selectarea acestor compusi naturali drept potentiali
agenti neuroprotectori (21). Studiile experimentale au aratat ca flavonoidele precum
roifolina (Rho), baicaleina 5,6-dimetil eter (Baic) si agatisflavona (Fab) prezinta proprietati
neuroprotectoare. Fab protejeaza neuronii impotriva excitotoxicitatii induse de glutamat
(26), Rho protejeaza neuronii de neurotoxicitatea mediata de peptida AP (34), iar Baic poate
ameliora patologia legatd de proteina AP si disfunctia cognitiva (27,28).

Pestele zebrda (Danio rerio) este din ce in ce mai utilizat in cercetarile
neurofarmacologice datoritd asemanadrilor sale neurofiziologice si genetice cu omul, precum
si a usurintei de manipulare (29). Acest peste prezintd o bariera hemato-encefalica (BBB)
similara cu cea a omului si toate sistemele majore de neurotransmitatori, ceea ce il face un
model adecvat pentru studiile de neurodegenerare (30).

Teza de doctorat prezintd ultimele noutati din literatura stiintificd nationald si
internationala Tn ceea ce priveste dementa asociatd AD, precum si mecanismele de actiune
ale flavonoidelor in imbunatatirea simptomatologiei acestei boli. De asemenea, prezenta teza
propune utilizarea unui model animal de dementa exemplificat de pestele zebra care este
indus prin administrarea prin imersie a unui blocant al receptorilor colinergici muscarinici
reprezentat de scopolamind (Sco). Este prezentata si metodologia de cercetare propusa
pentru studierea impactului celor trei flavonoide asupra parametrilor comportamentali, a
celor biochimici si a aspectelor moleculare ale AD din creierul modelului animal.

Studiul a urmarit evaluarea starii de anxietate, a proceselor de invatare si memorare, a
statusului oxidativ, a expresiei genice absolute a bdnf, npy, egr-1, nrf2 si crebl, si a nivelului
relativ a proteinei Crebl, raportat la GAPDH (prin teste comportamentale, biochimice si

moleculare specifice).



CAPITOLUL I. DEMENTA ASOCIATA BOLII ALZHEIMER

Boala Alzheimer (AD) este cea mai comuna tulburare neurodegenerativa (27),
ireversibila (28) si progresiva (29), fiind principala cauza de dementa la persoanele in varsta
(30). AD afecteaza aproximativ 10% dintre cei peste 65 de ani si peste 32% dintre cei peste
85 de ani (31). In 2021, a fost a cincea cauza de deces la persoanele in varsta (32). Clinica
bolii incepe cu o degradare subtild a memoriei (insuficientd cognitivd usoard) care
progreseaza la afectarea limbajului si deficite vizual-spatiale, iar 1n stadiul final, pacientii
devin rigizi si inconstienti, necesitand ajutor pentru sarcini de baza (8).

Semnele neuropatologice includ atrofia creierului si pierderea neuronilor colinergici,
in special din hipocamp si cortex, asociate cu acumularea de placi amiloidice si ghemuri
neurofibrilare  (NFT) (37). Factorii critici in dezvoltarea AD includ disfunctia
neurovasculara, mutatiile genetice, stresul oxidativ (OS), si procesele inflamatorii. Desi
exista cinci medicamente pentru gestionarea simptomelor, acestea nu pot stagna evolutia
bolii (37). Evolutia bolii poate dura de la unu la 25 de ani, insa durata tipica a bolii este de
8-10 ani (32) Abordarile terapeutice pentru gestionarea simptomelor AD sunt limitate
datoritd naturii protectoare a BBB care impiedica directionarea medicamentelor catre

neuroni (34) Moartea survine de obicei prin complicatii secundare, iar costurile globale ale

I.1 Prevalenta si incidenta bolii Alzheimer

Prevalenta AD creste exponential odatd cu inaintarea in varsta, dublandu-se la fiecare
cinci ani (41). In China, prevalenta AD variazi de la 0,2% la persoanele intre 55-59 de ani,
la 48,2% Tntre 95-99 de ani (42). in Occident, prevalenta este sub 0,6% la cei sub 65 de ani,
dar depaseste 33% la cei peste 85 de ani (2). AD este mai frecventa la femei decat la barbati,
conform unei meta-analize din 2017, care arata ca femeile au de doua ori mai multe sanse
de a dezvolta aceasta boala decat barbatii (38).

Incidenta AD variaza semnificativ in functie de regiune, fiind raportata intre 2,0 si 16,8
cazuri noi la o mie de persoane peste 60 de ani in SUA (39), Europa (38) Japonia (40) si
China (41). Aceasta variatie se datoreaza diferentelor in caracteristicile populatiei,
intervalele de varsta, perioadele studiate si criteriile de diagnostic (40). O meta-analiza din
Europa a aratat ca incidenta AD creste odata cu durata de viatd (42). Rata anuala estimata a

dementei variaza de la 10,5% in America de Nord la 8% in China (48). In 2015, numarul



global de cazuri de AD a depasit 32,8 milioane, cu o crestere anticipata la 13 milioane pana

in 2050, pe masura ce populatia varstnicilor se dubleaza (48).
1.2 Impactul global al bolii Alzheimer

AD prezinta una dintre cele mai rapide rate de crestere a mortalitatii, cu un timp mediu
de supravietuire de 3-6 ani dupa diagnosticare (5,44), iar ingrijirea pacientilor impune costuri
globale semnificative, estimate sa depaseasca 2,8 trilioane USD pana in 2030 (49). Aproape
jumatate dintre pacienti necesita ingrijire intensiva, fie in institutii, fie la domiciliu, cu variatii

mari in functie de dezvoltarea economica a tarilor (50).
1.3 Etiologie

AD are o etiologie multifactoriald, cu o patogenie complexa ce implica factori genetici,
de mediu, metabolici si vasculari (47). AD poate avea un debut tardiv (LOAD) sau precoce
(EOAD), forma familiala (FAD) fiind rara si asociatd cu mutatii genetice specifice, in timp
ce forma sporadica (SAD) este mult mai frecventa si influentata de factori variabili (48).
Varsta reprezintd principalul factor de risc, peste 95% din cazuri fiind diagnosticate la
persoane de peste 60 de ani (53). Manifestarile clinice includ pierderea progresiva a
memoriei, declin cognitiv si tulburari comportamentale. Desi existd mai multe ipoteze pentru

a explica etiologia AD, patogeneza exactd rimane neclara (50).
1.3.1 Ipoteza stresului oxidativ si a disfunctiei mitocondriale

Mitocondriile joaca un rol esential in productia de energie celulara prin fosforilare
oxidativa si in reglarea semnalizarii celulare, inclusiv a calciului si a speciilor reactive de
oxigen (ROS) (51). Ele contin un genom semi-autonom (ADNmt) care codifica componente
ale lantului de transport al electronilor (ETC) (52). Pe langa productia de ATP, mitocondriile
sunt implicate 1n diferite procese celulare, cum ar fi raspunsul la OS si hipoxic, controlul
ciclului celular si apoptoza (53). Dezechilibrul intre productia de ROS si apdrarea
antioxidanta duce la OS, care este asociat cu imbatranirea si patogeneza AD (54). Acest
dezechilibru cauzeaza leziuni oxidative ale ADN-ului si proteinelor, afectind functia
cognitiva si contribuind la formarea placilor de beta-amiloid (AB) si a NFT, marcatori

caracteristici ai AD, accelerand moartea celulara prin apoptoza (55).
1.3.2 Ipoteza ionilor metalici

Homeostazia ionilor de Cu?*", Zn*" si Fe®" este cruciald pentru functiile cerebrale

normale, iar dezechilibrul lor poate contribui la aparitia si progresia AD (60). Acest
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dezechilibru afecteaza cai celulare esentiale, ducand la plierea eronata a AP si la formarea
NFT (42). In creier acesti ioni sunt concentrati in placile amiloide, iar modificarile nivelurilor

lor sunt observate atat in lichidul cefalorahidian (LCR), cat si in materia neocorticala (61).
1.3.3 Ipoteza colinergica

Ipoteza colinergica sugereaza ca reducerea functiilor colinergice In anumite parti ale
creierului, in special in neocortex si hipocamp, este asociatd cu severitatea bolii (58,59).
Acest deficit colinergic este cauzat de atrofia si degenerarea neuronilor colinergici, care
joaca un rol crucial in memorie, invatare si orientare spatiald (31,62). Neuronii colinergici
moduland activitatea prin acetilcolind (ACh), un neurotransmitator esential, a carei scadere
in AD este legatd de moartea neuronilor, hiperfosforilarea proteinei 1, si depunerea placilor
amiloide (61). Activitatea crescutd a acetilcolinesterazei (AChE), care degradeaza ACh,
contribuie la disfunctiile cognitive, sugerand o relatie sinergica intre scaderea nivelurilor de

ACh si progresia patologiei AD (62).
1.3.4 Ipoteza amiloida

Peptida A, formata din 38 pana la 43 aminoacizi, provine din fragmentarea proteinei
precursor APP (66). APP contine un domeniu N-terminal extracelular mare si un domeniu
C-terminal mai scurt, avand rol in sinapsa, transportul neuronal si exportul de fier. Pe
membrana neuronald, APP este scindatd de P-secretaza (BACE) si y-secretaza, generand
APao si, intr-o mica proportie, AP42. y-Secretaza, un complex multimeric, produce majoritar
APao (70), iar a-secretaza, mediatda de ADAMI10, scindeaza APP pentru a preveni formarea
placilor amiloide (74). Mutatiile in APP si PSENI1 cresc productia de Apaz, care se
acumuleaza in placi. AP42 (66) se agrega in oligomeri, protofibrile si fibrile amiloide, care
au rol semnificativ in degenerarea neuronald si vasculard, perturband activitatea enzimatica
si a receptorilor cerebrali (73,75). Aceasta legdtura provoaca o serie de efecte in aval,
inclusiv OS, disfunctie colinergica, hiperfosforilare a proteinei T si activare a microgliilor .
Activarea microgliilor conduce la producerea si eliberarea de citokine proinflamatorii
precum IL-1B, TNF-a si IFN-y, care, la randul lor, stimuleaza astrocitele adiacente sa

produca mai multi oligomeri ABa2 (71).
1.3.5 Ipoteza proteinei tau

Proteina t (tau) este esentiala pentru stabilizarea microtubulilor in axoni,
interactionand cu tubulina (70). In mod normal, proteina T este reglata prin modificari post-

translationale precum glicozilarea si fosforilarea, dar in AD, aceasta fosforilare creste
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semnificativ, cu pana la noua grupari fosfat pe molecula (71). Hiperfosforilarea perturba
echilibrul dintre kinaze si fosfataze, favorizand fibrilizarea si agregarea proteinei t in NFT
care sunt fibre insolubile Tn interiorul neuronilor (48). NFT-urile sunt compuse din filamente
helicoidale pereche si pot forma filamente ocazionale simple (SF), ce contin o forma
anormala si hiperfosforilata a proteinei t (72).

Extinderea SF si a NFT este asociatd cu pierderea neuronilor si a sinapselor, atrofia
creierului si dilatarea ventriculelor laterale din cauza pierderii de tesut cerebral (87). Aceste
anomalii sunt legate de gravitatea dementei si durata bolii, afectand direct functia cerebrala
(74). NFT-urile si SF-urile sunt prezente in hipocamp, unde contribuie la deteriorarea
memoriei, si in cortexul de asociere, unde afecteaza functiile cognitive superioare (75).
Deteriorarea progresiva a diferitelor zone corticale este asociatd cu disfunctii cognitive
variate. Totusi, nu este clar dacd NFT-urile contribuie direct la moartea neuronald sau sunt

un mecanism de raspuns al neuronilor afectati deteriorati (76).
1.3.6 Ipoteza raspunsului neuroinflamator

Neuroinflamatia joaca un rol crucial in dezvoltarea AD, amplificand patologia AP si t.
Studiil de imagistica au demonstrat cresterea activitatii microgliei si inflamatiei in creierul
pacientilor cu AD (91). Peste 50% dintre genele implicate in FAD sunt asociate cu functiile
imune si microgliale, inclusiv APOE si TREM?2, ale céror disfunctii agraveaza patologia A3
prin reducerea clearance-ului fagocitar (93). Nivelurile crescute de citokine proinflamatorii
sunt observate atat in serul pacientilor cu AD, cat si in creierul acestora (79). Raspunsul
inflamator in AD include activarea diverselor celule si sisteme, generand NO, ROS si
citokine proinflamatorii, ceea ce duce la infiltrarea celulelor imune periferice,

neuroinflamatie, contribuind astfel la progresia bolii si moartea neuronala (98).
1.4 Factori de risc pentru boala Alzheimer

Numeroase studii indica o asociere intre mai multi factori de risc si AD (104). Studiile
epidemiologice si genetice, evidentiazd mai multe corelatii semnificative din punct de vedere
statistic intre prevalenta AD si varsta inaintata (47). Simultan, mecanismele patogenetice
cum ar fi inflamatia si generarea de radicali liberi, sugereaza o legatura cauzald intre boala
aterosclerotica, diabet, hipertensiune arteriala (HA), obezitate, fibrilatia arteriala (FA),
nivelul de educatie, activitatea fizica, consumul de alcool si fumatul asupra prevalentii AD
(105). In plus, AD este corelati si cu factorii de risc genetic, dintre care cel mai semnificativ

rol 1i apartine alelei APOE4 (54).
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1.5 Patologie

Din punct de vedere patologic, AD se caracterizeaza prin atrofierea cerebrald cu
scaderea volumului si a greutdtii cerebrale, atrofierea convolutiilor cortexului cu extinderea
santurilor corticale si a sistemului ventricular (4). Tn AD, cele mai afectate regiuni ale
creierului sunt cele asociate cu functiile mentale superioare, in special neocortexul si
hipocampul (31). Trasaturile patologice, specifice si cardinale ale bolii includ reducerea
functiilor colinergice, disfunctia mitocondriilor (2), prezenta in creier a placilor amiloide
formate din AP si a NFT (5). Aceste aglomerate moleculare patologice se dispun in special
in cortexul frontal, temporal, parietal, in hipocamp si in nucleii colinergici ai antebratului
bazal (4,175). Placile amiloide nu par sa aiba un model definit de depunere, probabil datorita
numeroaselor mecanisme capabile sa elimine aceste proteine la nivel extracelular, in timp ce
depunerea de NFT pare sa urmeze un model bine definit (84). Numeroase studii au indicat
ca una dintre cele mai timpurii modificari ale AD implica pierderea sinapselor (4) care se
coreleaza cu declinul cognitiv, ducand in cele din urma la pierderea marcanta a celulelor in
mai multe zone ale creierului. De asemenea, se remarca faptul ca nu exista forme de AD, in
absenta altor procese de boald coexistente, cum ar fi alte forme de dementd, bolile

cardiovasculare sau diabet (85).

1.5.1 Carateristicile moleculare

1.5.1.1 Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF)

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF), este cea mai raspanditd neurotrofina
din SNC si joaca rol major in LTP, Tn reglarea plasticitatii sinaptice, cresterea si ghidarea
axonala si dendritica si participd la eliberarea neurotransmitatorilor, la supravietuirea si
diferentierea neuronala (86). BDNF joaca un rol major in metabolismul energetic, in durere
si apoptoza (87). In ceea ce priveste AD, BDNF s-a dovedit a accentua supravietuirea si
diferentierea neuronilor colinergici bazali ai creierului (88). BDNF stimuleaza eliberarea de
ACh, ceea ce sugereaza cd deficientele sintezei BDNF ar putea participa la deteriorarea

homeostaziei celulare declansand AD (89).

1.5.1.2 Neuropeptida Y (NPY)

Neuropeptida Y (NPY) este cea mai abundenta neuropeptida din SNC, avand 36 de
reziduuri de aminoacizi si fiind extrem de conservata intre mamifere (90). NPY joaca un rol

crucial in Invatare, memorie si diverse functii fiziologice, inclusiv reglarea starii de spirit,
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homeostazia cardiovasculara, si motilitatea gastro-intestinala. Studiile au aratat ca pacientii
cu AD prezinta niveluri scazute de NPY comparativ cu controalele sanatoase (91). NPY
mediazd concentratiile intracelulare de Ca?", reduce excitotoxicitatea glutamatului,
protejeaza celulele hipocampului si promoveazd neurogeneza prin activarea receptorilor

specifici, atenueaza neuroinflamatia si contribuie la protectia neuronala in AD (92).

1.5.1.3 Proteina I de raspuns a cresterii timpurii (EGRI)

Proteina 1 de raspuns a cresterii timpurii 1 (EGR-1), regleazd gene implicate in
crestere, supravietuire si plasticitate sinaptica, inclusiv mentinerea LTP (15). EGR-1 este
constitutiv exprimata in cortex si indusa rapid in lobul prefrontal si hipocamp in urma stimuli
precum expunerea la noutate sau conditionarea fricii (93). EGR-1 regleaza expresia genei
PSEN?2 si influenteaza functiile colinergice, avand un impact semnificativ asupra invatarii si
memoriei (94). Reducerea expresiei EGR-1 afecteaza LTP si memoria in sarcini precum
navigarea spatiald si recunoasterea obiectelor, iar soarecii mutanti EGR-1 nu retin informatii
despre locatia spatiala sau caracteristicile obiectelor. EGR-1 Tmbunététeste invatarea si

memoria prin remodelarea sinapselor si cresterea noilor conexiuni sinaptice (95).

1.5.1.4 Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 a (NRF2)

Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 (NRF2), membru al familiei de factori
de transcriptie Cap'n'collar (CNC), regleaza expresia a peste 250 de gene care contin
elementul de raspuns antioxidant (ARE) in promotorii lor (96). Aceste gene sunt implicate
in detoxifierea, metabolismul glutationului, productia de NADPH, oxidarea acizilor grasi,
metabolismul fierului si procesele proteazomale si autofagice. Nivelurile NRF2 sunt reduse
la pacientii AD (97). Studiile pe soareci arata ca lipsa NRF2 agraveaza acumularea de AP si
proteine t (98), si deficitele cognitive in modele de AD. Activarea NRF2, prin interventii

genetice si farmaceutice, oferd un rol neuroprotector in AD (99).

1.5.1.5 Proteina de legare a elementului de raspuns a AMPc (CREB)

CREB1 (engl. cAMP Response Element-Binding Protein) este o proteina nucleara de
43 kDa exprimatd in toate celulele cerebrale, care regleazd expresia genelor implicate in
supravietuirea neuronala si plasticitatea sinaptica, fiind esentiala pentru Invatare si memorie
(100). Alterarea cailor enzimatice ce duc la fosforilarea CREB si interactiunea cu
mecanismele de transcriere, afecteaza functia CREB si contribuie la disfunctia sinaptica si

pierderea memoriei in AD (101). Studiile au demonstrat cd expresia CREB este redusa in
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AD, cu scaderea nivelurilor de CREB total si fosforilat in lobul prefrontal si hipocamp (102).
Deficitele cognitive in AD sunt asociate cu scaderea activitatiit CREB, afectand expresia
BDNF si fiind mediate de oligomeri A care blocheaza functia CREB (103) iar intensificarea

functiei CREB ar putea ameliora deficitele de memorie in AD (104).
1.6 Simptomele bolii Alzheimer

Simptomele AD includ declinul cognitiv, schimbari comportamentale si psihologice,
observate in toate etapele bolii (105). Printre manifestarile comune se numara afazia,
disfunctia executiva, apatia si schimbarile de personalitate. Desi deficitele cognitive
nememorative pot aparea devreme, declinul memoriei este considerat principalul simptom
(106). Alte simptome includ deteriorarea competentelor lingvistice si sociale, scaderea
entuziasmului si cresterea agresivitatii. Abilitatile vizual-spatiale se deterioreaza gradual, iar

disfunctia executiva incepe devreme si se agraveaza pe parcursul bolii (105).
1.7 Diagnostic si tratament

Testele de diagnostic bazate pe evaluarea aptitudinilor cognitive, cum ar fi testul
MMSE (35). Diagnosticul includ diferite combinatii de depreciere a abilitatilor cognitive,
emotionale si sociale, ulterior diagnosticul AD se confirma sau nu cu ajutorul tehnicilor de
masurare in Vivo a neuropatologiei, folosind diversi biomarkei a AD (107) cum ar fi:
memoria de recunoastere (108) si memoria pe termen lung (109).

Tratamentul AD se bazeaza pe medicamente inhibitoare ale colinesterazei, precum
donepezilul, rivastigmina si GAL, si pe memantina (110). Aceste medicamente sunt aprobate
de FDA si contribuie la ameliorarea simptomelor, dar nu promoveaza proliferarea neuronald
sau inhiba apoptoza (10). Donepezilul, rivastigmina si GAL functioneaza prin inhibarea
colinesterazei, crescand astfel nivelurile de a ACh in creier. Memantina actioneazd prin
blocarea canalelor NMDA suprastimulate. Cu toate acestea, aceste tratamente prezinta efecte

adverse si nu abordeaza cauza de baza a bolii (8).
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CAPITOLUL II. FLAVONOIDELE SI BOALA ALZHEIMER

I1.1 Flavonoide. Aspecte generale

Flavonoidele sunt polifenoli vegetali bioactivi cu roluri importante in natura si
sandtate, provenind din metabolismul plantelor si fungilor (111). Acestea influenteaza
culoarea si aroma florilor si fructelor, regleaza cresterea plantelor si le ofera protectie contra
stresului biotic si abiotic (112). Acesti polifenoli prezinta o lunga istorie de utilizare medicala
datorita efectelor lor antioxidante, prevenind formarea de radicali liberi si influentand functia
celularda prin interactiunea cu receptori si cdile de semnalizare intracelulara (113).
Flavonoidele actioneaza prin diverse mecanisme antioxidante, inclusiv eliminarea radicalilor
liberi, chelarea ionilor metalici si inhibarea enzimelor pro-oxidante, fiind utilizate cu succes

in aplicatii nutraceutice si farmaceutice (114).
11.1.1 Structura chimica, biodisponibilitatea si metabolismul flavonoidelor

Flavonoidele prezinta un schelet de 15 atomi de carbon si o structura de baza formata
din doua inele benzenice si un inel piranic (69). Acesti polifenoli sunt biosintetizate din
fenilalanind prin calea acidului shikimic. Structura lor poate include grupari de hidroxili,
metoxil si glicozidice, iar clasificarea lor se bazeaza pe gradul de oxidare si saturatie al
inelului piran (115). Flavonoidele pot avea structuri variate, iar diferentele de structurad
afecteaza biodisponibilitatea si activitatile lor biochimice si farmacologice (116).

Absorbtia, metabolismul si excretia flavonoidelor implicd procese complexe care
modificd structura acestor compusi in diverse tesuturi si compartimente celulare.
Biodisponibilitatea flavonoidelor este esentiald pentru evaluarea efectelor lor ca agenti
chemiopreventivi (117). Flavonoidele sufera transformari extinse, inclusiv in ficat si intestin,
unde sunt hidrolizate 1n aglicone mai lipofile, facilitdnd absorbtia (118). Acestea sunt ulterior
conjugate si detoxificate pentru a Tmbunatati solubilitatea in apa, iar metabolizii lor sunt
excretati In urind si bila. Bioactivitatea acestora variaza in functie de structura chimica si

tesutul tinta, influentand efectele terapeutice si toxicitatea acestora (117).
11.1.2 Localizarea flavonoidelor in tesutul cerebral

Unele flavonoide si metabolitii lor pot traversa BBB si accesa direct tesuturile
cerebrale, iar capacitatea acestora de a face acest lucru depinde de lipofilicitatea lor (120).
Exemple includ detectarea quercetin-3-O-glucuronidei in tesutul cerebral si acumularea

flavonoidelor in diferite regiuni ale creierului la animale (121). Desi nivelurile flavonoidelor
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in creier sunt adesea foarte mici, unele clase sunt retinute mai mult in tesutul neural decat in

plasma, ceea ce amplifica efectele lor directe asupra creierului (122,123).
I1.2 Flavonoidele si boala Alzheimer

Flavonoidele sunt investigate ca agenti neuroprotectori datoritd capacitatii lor de a
influenta procesele neurologice prin reglarea cailor de semnalizare neuronala si gliala (124).
Acestea Tmbunatitesc functia vasculara, stimuleazd plasticitatea sinaptica, si pot preveni
deteriorarea oxidativa si disfunctia mitocondrialda (18). Acesti polifenoli naturali pot
modifica procesele neurodegenerative si cognitive prin inhibarea colinesterazelor si prin
modularea cailor de semnalizare, cum ar fi ERK si PI3K/Akt (116).

Numeroase flavonoide au demonstrat capacitatea de a ameliora patologia AP prin
favorizarea procesarii non-amiloidogene si inhibarea agregarii, rezultdnd intr-o scadere a
nivelului de APs2 (125). De asemenea, acestea prezinta efecte neuroprotectoare prin
modularea activitatii GSK-3f si prin reducerea fosforilarii mediate de Ap (126). Simultan,
flavonoidele protejeaza neuronii prin modularea cailor de semnalizare celulara,
interactionand cu cdile de semnalizare MAPK, in special MEK1 si MEK2, care controleaza
procesele celulare prin traducerea semnalelor extracelulare in raspunsuri intracelulare (127).
In plus, activarea ciilor anti-apoptotice ERK1/2 si PI3K/AKT, si reglarea in jos a ciilor pro-

apoptotice JNK de catre flavonoide, ofera protectie impotriva stresului oxidativ (128).
11.3 Roifolina

Roifolina (C27H30014), cunoscuta si sub numele de apigenin-7-O-fB-neohesperidosida,
este o glicozida dihidroxiflavonica galbena cu masa molard de 578,5 g/mol, apartinand
familiei apigeninei (129). Numele ,roifolinda” provine de la arborele japonez Rhus
succedanea, de unde a fost izolata pentru prima datd, si a fost ulterior identificatd si in
frunzele altor plante din diverse familii botanice, precum: Theaceae, Urticaceae,
Euphorbiaceae, si in sucurile si extractele din citrice, banane, rosii si struguri (130).

Rho prezinta o serie de proprietati farmacologice remarcabile, inclusiv activitati
antivirale , antibacteriene, antiinflamatoare, antiproliferative (131) si antioxidante (132)
avand efecte benefice asupra infectiilor virale, diabetului, inflamatiei si OS (133). De
asemenea, Rho a demonstrat efecte anticancerigene(134), antihipertensive si hepato-
protectoare, precum si un potential neuroprotector impotriva neurotoxicitdtii mediate de

peptida AP (131).
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I11.4 Baicaleina 5,6-dimetil eter

Baicaleina 5,6-dimetil eter (Baic, Ci17H140s) este o flavonoida O-metilata galbena cu
masa molara de 298,0841 g/mol, izolata initial din radacinile plantei Scutellaria baicalensis
(familia Lamiaceae), utilizata in medicina traditionala din nord-estul Asiei pentru diverse
afectiuni (135). Baic a fost, de asemenea, gasita in alte specii de Scutellaria si in plante din
genul Alnus (familia Betulaceae), cunoscute pentru proprietatile lor antioxidante,
antiinflamatorii, antimicrobiene, antivirale si hepatoprotectoare (136).

Baic exceleazd in proprietati antioxidante, demonstrand capacitatea de a proteja
mitocondriile si de a reduce stresul oxidativ. In plus, a aritat efecte hepato-protectoare
notabile, prevenind steatoza hepatica si reducand peroxidarea lipidelor. Proprietitile
antidiabetice ale Baic includ scaderea semnificativa a glicemiei si imbunatatirea microbiotei
intestinale (137). De asemenea, Baic are efecte antiinflamatorii remarcabile, reducénd
semnificativ markerii inflamatori precum NF-kB, TNF-o, IL-6 si IL-1B. In ceea ce priveste
protectia neurovasculard, Baic a demonstrat efecte neuroprotectoare, protejand neuronii si
imbunatatind functia cognitiva (138). Cu toate acestea, nu exista dovezi actuale care sa

sugereze cd Baic ar putea ameliora simptomele amnezice la pestii zebra tratati cu Sco.
I1.5 Agatisflavona

Agatisflavona (Fab, C27H30014), cunoscuta si ca 6,8"-Biapigenin, este un biflavonoid
galben cu masa molara de 538,457 g/mol si densitate de 1,656 g/cm?, gasindu-se in frunzele,
tulpinile, fructele si radacinile plantelor precum Caesalpinia pyramidalis, Anacardium
occidentale si Rhus parviflora, si poate fi extrasa cu solventi polari sau bipolari, cum ar fi
metanolul si etanolul (139).

Fab prezinta activitati biologice notabile, incluzand efecte antivirale, antimicrobiene si
neuroprotectoare (140). Fab protejeaza neuroni Tn vitro de excitoxicitate prin reglarea
glutamatului si influentarea microgliei cdtre un fenotip M2 antiinflamator, reducand astfel

moartea celulara si nivelurile de citokine proinflamatorii (22).
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CAPITOLUL Il MODELUL ANIMAL

I11.1 Utilizarea modelelor animale pentru studiul bolii Alzheimer

Tn ciuda progreselor in metodele de studiu non-animale, utilizarea modelelor animale
ramane esentiald in cercetarea neurostiintifica, datoritd complexitatii creierului (141).
Modelele animale, precum soarecii si pestele zebra, ofera perspective esentiale asupra
mecanismelor AD si eficientei tratamentelor, fiind mai accesibile si mai usor de manipulat

genetic comparativ cu alte mamifere (54).
I11.2 Danio rerio - model animal in cercetarea biomedicala

In cercetarea biomedicald, modelele animale riman esentiale pentru intelegerea
patogenezei bolilor umane si dezvoltarea de noi terapii, in ciuda progreselor in metodele
alternative (142-144). Pestele zebra (Danio rerio) a devenit tot mai popular datorita
avantajelor sale, cum ar fi dezvoltarea rapida, diversitatea genetica si tactibilitatea in
manipularea genetica (141). Acest organism model este util pentru studierea proceselor
neurodegenerative si pentru evaluarea noilor substante terapeutice datorita cailor metabolice

conservate cu mamiferele (145).
111.2.1 Danio rerio, ca model animal al AD

Pestele-zebra apare rapid ca un organism model promititor pentru a studia diferite
tulburari ale SNC, inclusiv AD (146). Neurochimia creierului acestor pesti este foarte
asemandtoare cu ce a mamiferelor, prezentand toate sistemele neuromediatoare majore,
transmitatorii, receptorii, enzimele de sinteza si de metabolism ce sunt asemanatoare cu cele
de la om (147). Totodata principalele tipuri de celule gasite in creierul mamiferelor, cum ar
fi microgliile, oligodendrocitele, neuronii motorii si astrocitele sunt prezente si in SNC a
acestor pesti (148). O alta asemanare importanta dintre mamifere si acest peste o reprezinta
dezvoltarea BBB, cu permeabilitate selectiva pentru diferite macromolecule (149). De
asemenea, omportamentul tipic al pestilor zebrd poate fi considerat drept un indicator
esential a stabilirii modelelor de dementi sau a verificarii eficacititii medicamentelor. In
plus, acesti pesti raspund intr-o manierd asemanatoare la toate clasele de medicamente
neurotrope, inclusiv la antipsihotice, stimulante, halucinogene, anxiolitice, antidepresive,

antiepileptice, sedative, hipnotice, anestezice, analgezice si amplificatori cognitivi (150).
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111.2.2 Asemandri intre comportamentul pestelui zebra si cel al mamiferilor

Desi creierul pestelui-zebrd este mai mic si mai simplu decat cel al mamiferelor,
mecanismele  genetice, neuronale si fiziologice responsabile de raspunsurile
comportamentale sunt similare cu ale mamiferelor (151). Pestii-zebra prezinta regiuni
omoloage ale creierului care indeplinesc functii similare cu cele din creierul mamiferelor,

cum ar fi reglarea starilor emotionale si procesele de invatare si memorare (108).
111.2.3 Asemdnari intre neuroanatomia pestelui zebrd si cea a maiferilor

Datorita proximitatii filogenetice fatd de om, pestele zebra este recunoscut ca un model
de incredere pentru studiile ce vizeazd comportamentul, circuitele neuronale si bolile
neurodegenerative (148). Desi pestii difera de mamifere in structura organizatorica a SNC,
mai multe nuclee cerebrale din creierul pestelui-zebra, inclusiv ganglionii bazali, striatul,

hipocampul si amigdala, prezinta o omogenitate ridicata cu cele ale mamiferelor (152).
111.3 Dezavantajele utilizarii pestelui zebra ca model animal in neurostiinta

Pestele zebra oferd numeroase avantaje ca sistem model pentru studiul AD, inclusiv
usurinta administrarii medicamentelor in mediul apos, ceea ce permite evaluarea eficacittii,
semnificative, cum ar fi diferentele in calea de administrare a medicamentelor comparativ
cu cea umana, posibilitatea de absorbtie a medicamentelor prin piele sau alte organe, si
complexitatea interpretarii interactiunii circuite-comportament datorita dezvoltarii

incomplete a anumitor regiuni cerebrale si structurii SNC la pestii zebra (150).
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CAPITOLUL IV MATERIAL SI METODE

IVV.1 Studii in silico

Cercetarea compusilor chimici naturali cu potential farmaceutic este un proces
complex de 12-20 ani, care implica descoperirea si dezvoltarea medicamentului. Compusii
sunt respinsi adesea din cauza unui comportament farmacocinetic inadecvat, motiv pentru
care aceste studii sunt efectuate cat mai devreme pentru a selecta doar compusii cu potential
ridicat pentru dezvoltare (153).

In contextul analizei computationale, am adoptat o metoda simplificatd de reprezentare
a structurilor chimice folosind sistemul canonic SMILE (sistem simplificat de insertie
moleculara in linie) pentru Sco, GAL si cele trei flavonoide naturale (Rho, Baic si Fab)

(Tabelul 1V.1).

Tabelul 1.1 Datele SMILE pentru scopolamina (Sco), galantamina (GAL), roifolina (Rho), baicalein
5,6-dimetil eter (Baic) si a agatisflavona (Fab)

Compusii SMILE (sistem simplificat de insertie moleculara in linie)

Sco CN1C2CC(CC1C3C203)0C(=0)C(CO)C4=CC=CC=C4

GAL CN1CCC23C=CC(CC20C4=C(C=CC(=C34)C1)0C)0O

Rho CC1C(C(C(C(01)OC2C(C(C(OC20C3=CC(=C4C(=C3)OC(=CC4=0)
C5=CC=C(C=C5)0)0)C0)0)0)0)0)0

Baic C1=CC=C(C=C1)C2=CC(=0)C3=C(02)C=C(C(=C30)0)0O

Fab C1=CC(=CC=C1C2=CC(=0)C3=C(02)C=C(C(=C30)C4=C(C=C(C5=C40C

(=CC5=0)C6=CC=C(C=C6)0)0)0)0)0
1V.1.1 Evaluarea proprietatilor fizico-chimice a compusilor

Proprietatile fizico-chimice si moleculare sunt factori critici care influenteaza
procesele farmacocinetice si farmacodinamice, afectand astfel siguranta si eficacitatea
medicamentelor. Evaluarea acestor proprietati, alaturi de analiza ADME, este esentiala in
descoperirea medicamentelor, ajutand la prioritizarea candidatilor cu potential ridicat.
Platformele online gratuite, precum pKCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/) si
SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php#), sunt utilizate pentru a evalua
caracteristicile esentiale ale compusilor, oferind informatii despre solubilitate,

hidrofobicitate si interactiuni chimice.
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1V.1.2 Evaluarea structurilor de alerta biomedicala a compusilor testati

Pentru a evalua potentialele alerte biomedicale ale compusilor Sco, GAL Rho, Baic si
Fab, s-a utilizat platforma SwissADME. Evaluarea a inclus detectarea compusilor de
interferentd prin metoda PAINS, identificarea fragmentelor structurale problematice
conform listei Brenk, si analiza asemanarii cu plumbul pentru a determina potentialul
medicamentelor. De asemenea, s-a estimat accesibilitatea sintetici (SA) a compusilor,

oferind un scor care reflecta probabilitatea dificultatilor de sinteza (154).
1V.1.3 Predictie compusilor, analogie cu medicamentele

Conceptul de "asemanare cu medicamentul" evalueaza probabilitatea ca o molecula
sa devina un medicament oral, concentrandu-se pe biodisponibilitate. Instrumente precum
SwissADME si MolSoft MolSoft (https://www.molsoft.com/) sunt utilizate pentru a analiza
criterii structurale si fizico-chimice, aplicand reguli precum cea a lui Lipinski, Weber,
Ghose, si Egan, pentru a filtra moleculele care nu indeplinesc conditiile necesare pentru un
profil farmacocinetic adecvat. Aceste evaluari ajuta la identificarea si selectarea compusilor

cu cel mai mare potential de a deveni agenti terapeutici eficienti (155).

IV.1.4 Profilul farmacocinetic estimat in silico al compusilor

In cadrul analizei computationale, am utilizat sistemul simplificat de insertie
moleculard in linie (SMILES) pentru Sco, Gal, Rho, Baic si Fab care au fost preluate de pe
platforma Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ). Am folosit 4 calculatoare gratuite
(PASS  Online  (https://www.way2drug.com/PASSOnline/predict.php), Tn analiza
computationald a compusilor Sco, GAL, Rho, Baic si Fab, am utilizat reprezentarile
SMILES preluate de pe platforma PubChem. Am folosit patru calculatoare gratuite, inclusiv
PASS Online, pKCSM, ADMETIab 2.0 si ProTox-II, pentru a obtine predictii legate de
diverse proprietati farmacocinetice si toxicologice ale acestor compusi. Pentru a facilita
compararea predictiilor obtinute de pe aceste platforme cu datele experimentale, a fost
esentiala standardizarea unitdtilor de masura si conversia unor parametri in categorii binare.
Printre proprietatile analizate s-au numarat solubilitatea in apa, permeabilitatea Caco2,

absorbtia intestinald, permeabilitatea cutanata, toxicitatea si interactiunile cu enzimele CYP.
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1V.1.5 Predictia activitatii biologice a compusilor prin intermediul platformelor

PharmMapper si PASS

In analiza computationali a compusilor, am utilizat (https://www.lilab-
ecust.cn/pharmmapper/), PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)
(https://www.way2drug.com/PASSOnline/predict.php), pentru a evalua activitatea
biologica si efectele secundare. PharmMapper (156) analizeaza interactiunile moleculare
comparand structura compusilor cu modele farmacofore din baze de date extinse, folosind
scoruri Z pentru a evalua relevanta tintelor de medicamente. PASS (157) estimeaza
probabilitatea ca o substanta sa aiba anumite activitati biologice, oferind scoruri Pa si Pi care
indica sansa de a fi activ sau inactiv. Aceste informatii ajutd la determinarea potentialului

terapeutic si a diverselor actiuni ale compusilor.

IV.1.6 Predictia tintelor proteice a compusilor studiati prin intermediul platformelor

Molinspiration si SwissTargetPrediction

Pentru a evalua potentialul tintelor proteice ale compusilor studiati, am folosit
platformele Molinspiration (https://www.molinspiration.com/) si SwissTargetPrediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/). Molinspiration (158) a oferit evaluari ale
activitatilor biologice ale moleculelor, indicand ca scoruri mai mari de 0,00 sugereaza
activitate biologica semnificativd. SwissTargetPrediction (159) a efectuat analize de
similaritate 2D si 3D pentru a prezice tintele proteice, folosind un Scor Combinat care a
identificat posibile tinte comune si a ghidat selectia compusilor pentru experimentele

ulterioare.

IV.1.7 Predictia compusilor studiati de la stadiul de cercetare pina la posibila
aprobare a acestora pe piati prin intermediul platformei miDruglikeness

Baic st Fab a  fost realizatd  folosind  platforma  miDruglikeness
(http://www.pkumdl.cn:8000/midruglikeness). Aceasta platforma ofera o evaluare
cuprinzatoare a potentialului medicamentelor, analizadnd capacitatea in vivo, potentialul de a
deveni medicamente noi de cercetare (IND) si estimarile pentru aprobarea pe piata (160).
miDruglikeness furnizeaza informatii esentiale pentru orientarea resurselor si deciziilor de
dezvoltare a medicamentelor, contribuind astfel la selectia compusilor cu cel mai mare

potential de succes comercial.
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IVV.2 Materialul vegetal

Studiul a analizat trei flavonoide naturale, Rho, Baic si Fab, cunoscute pentru efectele
lor benefice asupra sanatatii si absenta reactiilor adverse. Rho reduce inflamatia si protejeaza
neuronii de neurotoxicitate (161), Baic are efecte anti-neuroinflamatoare si regleaza expresia
TNF-a si IL-6 (162), iar Fab stimuleaza generarea neuronilor si protejeazd impotriva
excitoxicitatii glutamatului (163). Aceste flavonoide au fost izolate si caracterizate la
Universitatea Ain Shams, CairoEgipt, sub coordonarea stiintifica a Prof. univ. dr. Omayma
Eldahshan. Pentru mai multe detalii a se vedea ANEXELE 1, 2 si 3.

I1VV.3 Modelul animal si modul de administrarea a tratamentului

In acest studiu, am investigat impactul administrarii cronice a trei flavonoide naturale
asupra unui model de dementa la pestele-zebra Au fost utilizate 120 pesti-zebra adulti
(Danio rerio), de tip salbatic cu inotatoare scurte, cu varste intre 3 si 4 luni si lungimi de 3-
4 cm la inceputul experimentului, in proportie de 50% femele si 50% masculi, achizitionati
de la un crescator autorizat (Pet Product S.R.L., Bucuresti, Roméania). Dupa achizitie, pestii
au fost aclimatizati in doua acvarii de 70 L, echipate cu pompe de aer Tetratec® (Tetra,
Melle, Germania), intr-o camera de testare la Facultatea de Biologie. Apa declorurata, tratata
cu Tetra AquaSafe (Tetra, Germania), a fost inlocuita la fiecare doud zile si parametrii de
calitate ai apei au fost monitorizati zilnic. Pestii au fost mentinuti intr-0 fotoperioda naturala,
cu un ciclu de 14 ore lumina si 10 ore intuneric si au fost hraniti de doud ori pe zi cu fulgi
de alge NovoMalawi (JBL, Neuhofen, Germania).

Dupa 10 zile de aclimatizare, pestii au fost Tmpartiti aleatoriu in 11 grupuri
experimentale, fiecare cu cate 10 animale, plasate in acvarii de 10 L, care contineau apa
declorurata tratata cu Tetra AquaSafe, inlocuita la fiecare doua zile. Din cei 120 de pesti, 10
au fost utilizati ca grup de control (Ctr), 10 au fost tratati cu Sco (100 uM; Sigma-Aldrich,
Germania), 10 au fost tratati cu Sco (100 uM) + Galantamina (GAL, 1 mg/L; Sigma-Aldrich,
Germania) iar restul de 90 au fost impartiti in alte 9 grupuri, dupa cum urmeaza: (a) Sco
(100 uM) + Rho (1, 3 s1 5 pg/L); (b) Sco (100 uM) + Baic (1, 3 si 5 pg/L); si (¢) Sco (100
uM) + Fab (1, 3 si 5 pg/L). Flavonoidele naturale (Rho, Baic si Fab) au fost administrate
cronic pe durata a 10 zile nainte de testele comportamentale, diluate in solutie de
dimetilsulfoxid (DMSO) 1%. Starea asemanatoare dementei a fost indusa prin administrarea
acutd de Sco (100 uM) timp de 30 de minute inainte de testul NTT si procedura de eutanasie,

iar pentru testele Y maze si NOR, Sco (100 uM) a fost administrat la 30 de minute dupa
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sesiunea de antrenament. Grupul de control a fost expus doar la apa declorurata cu solutie
de DMSO 1%.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica pentru Animale al Facultatii de Biologie,
Universitatea Alexandru loan Cuza, lasi, Romania (Numarul aprobarii proiectului:
370/4.02.2022), iar toate masurile au fost luate pentru a minimiza durerea si disconfortul
animalelor, conform Directivei 2010/63/EU privind protectia animalelor de laborator. Nu s-

au Inregistrat decese sau semne de intoxicatie in timpul experimentului.
V.4 Evaluarea parametrilor comportamentali

Pentru a evalua impactul administrarii cronice a celor trei flavonoide naturale asupra
comportamentului animalelor incluse in acest studiu, am monitorizat activitatea pestilor
zebrafi folosind o camera digitald Logitech HD Webcam C922 Pro Stream. Aceastd camera
are o rezolutie Full HD de 1080 pixeli si o ratd de cadre de 30 pe secunda si este fabricata
de Logitech, Lausanne, Elvetia. Videoclipurile obtinute au fost ulterior analizate folosind

software-ul ANY-maze®, versiunea 6.3, furnizat de Stoelting Co., Wood Dale, IL, SUA.
IV.4.1 Testul de scufundare Tntr-un acvariu nou (NTT)

Studiile au ardtat cd testele de anxietate la rozdtoare sunt esentiale pentru
identificarea profilurilor comportamentale legate de anxietate si evaluarea impactului
medicamentelor (164), iar pestii zebrd, folosind teste partial analoge, ofera rezultate
comparabile. Aceste teste au demonstrat asemandri semnificative 1n masurarea
comportamentelor precum explorarea redusa si tigmotaxia, subliniind utilitatea pestilor
zebra in studiile de anxietate si in evaluarea factorilor genetici si farmacologici (165).

Pentru a investiga efectul compusilor Rho, Baic si Fab asupra starii de anxietate la
pestii zebrafi tratati acut cu Sco (100 uM), am aplicat protocolul stabilit de Cachat (166).
Am utilizat un acvariu cu pereti trapezoidali, confectionat din sticld transparentd, cu
dimensiuni precise: indltime de 15,1 cm, lungime de baza de 23,9 cm, lungime superioara
de 28,9 cm si latime de 6,1 cm. Acvariul a fost Impartit orizontal in doua sectiuni egale: una
superioar si una inferioard. In timpul experimentului, am umplut rezervorul de testare cu
1,5 litri de apa prelevatd din acvariul de cazare al pestilor si 1-am plasat pe o suprafata alba
pland. Fiecare peste a fost evaluat individual pentru o durata de 6 minute.

Pe parcursul testului, am masurat comportamentul de anxietate prin intermediul
timpului petrecut in zona superioard/inferioara a acvariului (s), perioadei de latenta (s) si

distanta parcursa in partea superioara a acvariului (m). In plus, in cadrul testului de noui
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(NTT), am evaluat fenotipurile legate de locomotie ale pestilor zebrafi prin Inregistrarea
parametrilor precum: distanta totala parcursa (m), viteza medie de Tnot (m/s) si durata de
imobilitate/inghet. Aceste masuratori au permis o examinare detaliata atit a

comportamentului de anxietate, cat si a raspunsului locomotor al pestilor in mediul nou.
IV.4.2 Testul labirintului Y (Y-maze)

Pentru evaluarea proprietatilor farmacologice ale Rho, Baic si Fab asupra proceselor
cognitive a pestilor zebrd amnezici, am folosit testul labirintului Y, urmand protocolul
descris anterior de catre Cognato et al., (167).

Testul labirintului Y se bazeaza pe tendinta naturala a pestilor zebrd de a explora
raspunsul la noutate (168). Sarcina principala a acestui test presupune implicarea mai multor
regiuni ale creierului cum ar fi hipocampul, septul, creierul bazal si cortexul prefrontal, fiind
foarte sensibil la deteriorarea functiilor hipocampului si la medicamentele amnezice (169).

Acvariul utilizat pentru acest test a fost construit din sticla transparenta si avea forma
literei Y, avand trei brate egale, fiecare cu dimensiunile de 25 cm lungime, 8 cm latime si
15 cm indltime, formand un unghi de 120 de grade. Pentru a facilita analiza video, fundul
acvariului a fost acoperit cu un material plastic alb, iar celelalte suprafete au fost imbracate
in plastic negru, pe care au fost aplicate repere vizuale sub formd de patrate, cercuri si
triunghiuri. In etapa de antrenament, pestilor li s-a permis si exploreze doar doua dintre cele
trei brate ale labirintului—bratul de start si bratul familiar—in timp ce al treilea brat,
reprezentand bratul nou, a fost blocat. In sesiunea de testare, pestii au fost reintrodusi in
bratul de start, avand acces liber la toate cele trei brate timp de 5 minute. Activitatea
locomototrie a fost evaluata prin inregistrarea Nnumarul total de intrari in brate, a distantei
totale parcurse (m) si a unghiului de rotire (°). Pentru evaluarea proceselor de inviatare si
memorare a pestilor zebrd a fost inregistrat procentul de alternare spontana (%).Pentru
evaluarea memoriei spatio-temporale s-au Tnregistrat numarul de linii traversate si timpul

petrecut in cele 3 brate (s).
IV.4.3 Testul de recunoastere a obiectului nou (NOR)

Testul de recunoastere a obiectului nou (engl. new object recognition test — NOR),
se bazeaza pe preferinta naturala a vertebratelor de a explora obiecte noi (ON) in detrimentul
celor familiare (OF) (170). NOR este un test utilizat pentru evaluarea modificarilor cognitive
ale animalelor in urma tulburarilor sistemului nervos, neurodegenerative sau a celor induse

de anumite substante chimice. De asemenea, cu ajutorul acestui test este posibila evaluarea
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oricarui tip de memorie, inclusiv a memoriei de scurtd si de lungd duratd prin simpla
manipulare a intervalului de retentie, definit ca fiind perioada de timp dintre sesiunea de
antrenament si cea de testare (54).

Pentru a evalua impactul celor trei flavonoide asupra memoriei de recunoastere la
pestii zebrafi, am implementat testul NOR, conform protocolului stabilit de Stefanello (171).
Am utilizat un rezervor din sticla cu forma cubicd, avand dimensiuni de 30 cm latime si
inaltime. Peretii externi ai rezervorului au fost acoperiti cu un material textil negru pentru a
reduce stresul pestilor si a minimiza erorile experimentale. Rezervorul a fost plasat pe o
suprafatd pland si umplut cu apa prelevata din acvariul de cazare al pestilor, nivelul apei
fiind mentinut la 5 cm de marginea superioara a rezervorului de testare.

Testul a fost desfasurat pe parcursul a patru zile. In primele trei zile, fiecare peste a
fost familiarizat cu acvariul de testare timp de 5 minute, de doud ori pe zi, cu un interval de
5 ore intre sesiuni. Sesiunea de antrenament, realizatd la 12 ore dupa ultima sesiune de
familiarizare, a implicat explorarea a doud obiecte identice (cubi galbeni cu latura de 2,5 cm)
timp de 10 minute. Cubii au fost asezati in doud colturi opuse ale rezervorului, orientati
paralel, cu o distantd de 10 cm intre ei. Dupa antrenament, a urmat o perioada de retentie de
o ora, 1n care unul dintre cubii galbeni a fost inlocuit cu un cub albastru. Astfel, cubul galben
a fost considerat familiar (OF), iar cubul albastru, nou (ON). Tn sesiunea de testare, fiecare
peste a avut ocazia sa exploreze cele doud cuburi timp de 10 minute. Memoria de
recunoastere a fost evaluata ca procent de preferintd, calculata dupa formula: Timpul de
explorare Tn ON/(Timpul de explorare in OF + Timpul de explorare in ON)*100; Prin
urmare, pestii cu 0 memorie de referintd mai buna isi vor aminti OF si vor petrece mai mult

timp explorand ON.

V.5 Evaluarea parametrilor biochimici din probele de creier de la pestii zebra

Imediat dupd efectuarea testelor comportamentale, pestii au fost supusi eutanasierei
prin ricire rapida. Procedura a implicat scaderea temperaturii apei la 2-4°C prin adaugarea
de gheatd (in proportie de 5 parti gheata si 1 parte apa), evitand contactul direct al pestilor
cu gheata inainte de a deveni inconstienti (172). Dupa eutanasiere, pestii au fost disecati
conform metodei descrise de Gupta si Mullins (173). Pestii au fost scosi din apa rece si
transferati pe un suport de disectie. Dupa decapitare, capetele au fost supuse unei disectii
precise intr-o solutie tampon fosfat salin (PBS) 1X, pH 7,4. Creierele intregi au fost extrase

si plasate in microeprubete de 0,5 ml. In cadrul testelor biochimice, trei creiere de peste
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zebrafi au fost considerate o singurd proba. Tesutul cerebral (reprezentat de cele 3 creiere) a
fost cantarit (~15 mg) si omogenizat (1:10, w/v) timp de 1 minut la 1000 rpm, pe gheata,
ntr-o solutie tampon de extractie (solutie tampon fosfat de potasiu 0,1 M, pH 7,4 cu 1,15%
KCI), utilizand moara Mikro-Dismembrator U (Sartorius, New York, SUA) dotata cu bile
magnetice de 3 mm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germania). Omogenatul
a fost centrifugat timp de 15 minute la 14000 rpm si 4°C pentru clarificare, iar supernatantul
a fost utilizat ulterior pentru determinarea continutului total de proteine, evaluarea activitatii
specifice a enzimelor SOD, CAT, GPX si AChE, si estimarea continutului total de GSH,

MDA si proteine carbonilate.
IV.5.1 Determinarea concentratiei de proteine solubile. Metoda Bradford

Continutul de proteine a fost cuantificat folosind metoda Bradford (174). Metoda
Bradford este o tehnicd colorimetrica utilizatd pentru cuantificarea proteinelor, bazata pe
schimbarea culorii a unui reactiv de colorare, Coomassie Brilliant Blue, care se leaga de
proteine, generand o absorbtie masurabild la 595 nm, proportionald cu concentratia de

proteine n probe.
IV.5.2 Determinarea activitatii superoxid-dismutazei

Tn acest studiu, activitatea superoxid dismutazei (SOD, E.C. 1.15.1.1) a fost
determinatd pe baza protocolului descris de Winterbourn si colab. (175). Pe scurt, s-a
monitorizat capacitatea enzimei de a inhiba reducerea Nitro Blue Tetrazoliului (NBT) de
catre radicalii liberi de superoxid care au fost generati n mediul de reactie prin fotoreducerea

riboflavinei. Activitatea enzimei a fost exprimatd in unititi/mg proteina.
IV.5.3 Determinarea activititii catalazei

Pentru determinarea activitatii catalazei (CAT, EC 1.11.1.6) am utilizat o metoda
colorimetrica simpla, ce a fost descrisa pentru prima data de Sinha (176). Metoda data se
bazeaza pe faptul ca bicromatul de potasiu este redus in mediu acid (acid acetic) la acetat

cromic In prezenta cdldurii si a H202 si poate fi determinat spectrofotometric la 570 nm.
IV.5.4 Determinarea activititii glutation peroxidazei

Tn acest studiu activitatea glutation peroxidazei (GPx, E.C. 1.11.1.9) a fost evaluata
prin utilizarea protocolului descris de Fukuzawa si Tokumura (177). Aceastd metoda se
bazeaza pe faptul cd GPx catalizeaza descompunerea H202 cu GSH-ul in calitate de

reducator, rezultand astfel glutation oxidat (GSSG) si apa. Aceasta reactie este importanta
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in eliminarea nivelurilor scazute de H2O; care ar putea deteriora celula. GSH-ul ramas in
exces reactioneazd cu DTNB formand un complex galben. Intensitatea culorii a fost
masuratd spectrofotometric, intrucat diferenta dintre cantitatea initiald si cea finald este
direct proportionald cu activitatea enzimatica. Activitatea enzimaticd a GPx a fost exprimata

ca unitati/mg proteina.
IV.5.5 Determinarea nivelului de glutation redus

In acest studiu pentru determinarea continutului de glutation redus (y-L-glutamil-L-
cisteinil-glicina- GSH, E.C.1.8.4.4), s-a utilizat metoda descrisa de Salbitani si colab. (178).
GSH reprezinta un component esential al sistemului de aparare antioxidant celular si joaca
un rol direct in mentinerea homeostaziei redox si In reglarea concentratiilor scazute de ROS.
Cantitatea de GSH a fost raportatd la concentratia de proteine si a fost exprimatd in pg

GSH/mg proteina.
1V.5.6 Determinarea nivelului de malondialdehida

Determinarea nivelului de Malondialdehida (MDA, E.C. 542.78.9), in creierele de
peste zebrafi a fost realizatd conform protocolului descris de Ohkawa si colab., (179). Acest
protocol se bazeaza pe interactia peroxididelor de lipide din tesuturile animale cu acidul

tiobarbituric, generand o colorare roz, care a fost masurata la 532 nm.
IV.5.7 Determinarea nivelului de proteine carbonilate

Pentru a evalua nivelul proteinelor carbonilate in creierele de peste zebrafi, am
aplicat metoda descrisa de Oliver si colab., (180). Aceasta implica reactia dintre 2,4-
dinitrofenilhidrazind si reziduurile de proteine din creierul pestilor, generand 2.,4-
dinitrofenilhidrazone. Aceste complexe au fost cuantificate la 370 nm, utilizand un amestec
de GuHCI si KH2POg4 ca referinta. Rezultatele au fost exprimate in nmoli DNPH pe mg de

proteina.
IV.5.8 Determinarea activitatii acetilcolinesterazei

Pentru determinarea activitatii acetilcolinesterazei (AChE E.C. 3.1.1.7) din
omogenate, s-a utilizat metoda fotometrica descrisa de Ellman si colab. (181). Substratul
iodurd de ACh (Sigma, SUA) si reactivul acid ditiobisnitrobenzoic (DTNB) (Sigma, SUA)
au fost adaugate impreuna cu tamponul fosfat (pH 7,4). lodura de ACh a fost hidrolizata la
tiocolind si acetat de AChEEnzima actioneaza asupra ACh, formandu-se in mediu tiocolina

si acetat. Tiocolina rezultata reactioneazd rapid cu DTNB din mediul de reactie si duce la
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formarea anionului 5-tio-2-nitrobenzoat de culoare galbena produsd din reactia dintre
tiocolind si DTNB. Rata de dezvoltare a culorii a fost utilizatd ca masura a activitatii AchE.
Un profil cinetic al activitatii enzimatice a fost studiat spectrofotometric la 412 mm.

Activitatea enzimatica a fost exprimata in nmoli ATC/min/mg de proteina.
IVV.6 Evaluarea expresiei genelor
IV.6.1 Extractia ARN total din probele de creier prelevate de la pestii zebra

Extractia ARN-ului total din creierele de pesti zebrafi a fost realizata folosind EZ-
RNA II Total RNA Isolation Kit (fara cloroform) Cat. No.: 20-410-100 (182). Creierele,
cantarite individual (aprox. 5 mg), au fost omogenizate in 0,25 ml solutie de denaturare si
incubate timp de 5 minute. Dupa adaugarea fenolului saturat si a 1-bromo-3-cloropropan,
amestecul a fost centrifugat, iar supernatantul a fost tratat cu izopropanol si centrifugat din
nou. Pelleturile au fost spalate cu etanol 75% si uscate la aer, iar ARN-ul a fost dizolvat in
apa fara nucleaze. Probele de ARN au fost normalizate la 100 ng/ul, iar concentratia si
puritatea au fost masurate cu NanoDrop. ARN-ul a fost convertit in cDNA folosind
Omniscript Reverse Transcription Kit (QIAGEN).

IV.6.2 Evaluarea expresiei genelor bdnf, npy, egr-1 nrf2, si crebl

Probele de ARN total au fost dezghetate lent la 4 °C, fiind ulterior cuantificate. Pentru
a exclude erorile de cuantificare a expresiei genice, provocate de diferente ale concentratiei
de ARN introdus in reactiile de amplificare, toate probele au fost normalizate la concentratia
de 100 ng/pl. Pentru cuantificarea expresiei absolute a genelor de interes (bdnf, npy, egr-1,
nrf2 si creb), att revers-transcriere cat si amplificarea prin RT-qPCR au fost realizate
utilizand un kit ntr-un singur pas GoTag® 1-Step RT-gPCR System (Promega, Madison,
WI, SUA), pe o masina PCR rotativa in timp real HRM Rotor-Gene 6000 (Corbett, CA,
SUA) cu 5 plexuri. Amestecurile de reactie au fost realizate in duplicat, fiecare amestec de
reactie avand un volum de 10 pl. Tn calitate de control intern in RT-gPCR am utilizarea -

actina. Astfel, am imbunatatit precizia si fiabilitatea datelor noastre privind expresia genica.

IV.7 Imunodetectia proteinei CREB1, transferate pe membrane de

nitroceluloza

Detectia proteinelor de interes, CREB-1 si GAPDH, a fost realizatd prin tehnici de
imunoblotting, conform analizei utilizate anterior de Koehler (183). Creierele au fost
omogenizate individual cu un mojar cu bile (Mikro-Dismembrator U; Sartorius, New York,
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SUA), echipat cu bile magnetice de 3 mm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen,
Germania) intr-un tampon de extractie (0,1 M tampon fosfat de potasiu, pH 7,4, cu 1,15%
KCI si inhibitori de proteaza SIGMAFAST™, Tablete Inhibitoare de Proteaza, S8820),
contindnd inhibitori solubili ai proteazelor (AEBSF, E-64, bestatind, leupeptind, aprotina si
EDTA (sare de sodiu)) cu specificitate larga pentru inhibarea proteazelor serinice, cisteinice
si metaloproteazelor. Omogenatul a fost centrifugat la 14.000 rpm timp de 15 minute la 4°C,
iar supernatantul (~130 ul) a fost colectat in tuburi sterile de 1,5 ml. Concentratia optima a
extractului proteic pentru incarcarea in puturi a fost determinata utilizind metoda Bradford
(174). Cantitati egale de proteine au fost diluate in tampon de incarcare (200 mM Tris-HCl,
pH 6,8, SDS 10%, bromofenol albastru 0,4%, 40% glicerina si 1M beta-mercaptoetanol) si
incalzite la 90°C timp de 10 minute pentru a facilita denaturarea. Dupa denaturare, probele
au fost centrifugate la 2500 rpm timp de 10 secunde si apoi separate prin electroforeza pe un
gel de poliacrilamida 10% utilizand electroforeza SDS-PAGE.

Proteinele, ordonate in functie de masele lor moleculare pe gelul de poliacrilamida,
au fost transferate electrostatic pe o membrand de nitroceluloza (0,45 um) (Watman,
Germania) folosind un sistem de migrare semi-uscat. Membranele au fost blocate timp de
30 de minute intr-o solutie tampon de blocare (TTBS) continand 500 mM TRIS-HCI, 1,5 M
NaCl si 0,1% Tween 20%. Apoi, au fost incubate timp de doua ore la temperatura camerei
in solutie tampon TBS cu doua anticorpi primari (anti-GAPDH si anti-CREB-1, produse n
iepure), asa cum este descris in Tabelul 2. Dupa spalare cu solutie TTBS, membranele au
fost incubate timp de o ora in solutie tampon TBS cu anticorp secundar (IgG, anti-iepure,
produs in capra). Dupa o spalare finala, membranele de nitroceluloza au fost incubate timp
de 10 minute la temperatura camerei in tampon de carbonat (0,1 M NaHCO3, 1 mM MgCl2,
pH 9,8). In final, membranele de nitrocelulozi au fost dezvoltate intr-un tampon de
dezvoltare (7,5 g BCIP in 20 ml tampon carbonat + 60 pl NBT), agitand usor pana cand
benzile au aparut (~2-5 minute). Benzile au fost fotografiate cu dispozitivul Fluor-S
Multilmager (Bio-Rad, SUA), iar analiza imaginilor pentru cuantificarea proteinelor de
interes a fost realizata folosind software-ul Image Lab (Bio-Rad, SUA).

1VV.8 Analiza statistica

Rezultatele s-au exprimat ca medie * eroarea standard a mediei (S.E.M). Datele
privind comportamentul, statusul colinergic si cel oxidativ, expresia genelor bdnf, npy,

crebl, egrl, nrf2 si nivelul de proteina Crebl au fost analizate printr-o analiza
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unidirectionald a variantei (ANOVA), urmata de testul de comparatie multiplu post-hoc al
lui Tukey, luand Tn considerare ca factor tratamentul cu Rho, Baic si Fab.

Toate analizele statistice au fost efectuate cu ajutorul software-ul GraphPad 9.2
(GraphPad Software 9.2, Inc., San Diego, CA, SUA), iar semnificatia statistica a fost
stabilita la un p < 0,05. Corelatia dintre starea similard anxietdtii, performanta
neurocognitiva, a OS a statusului colinergic, expresia genelor de interes bdnf, npy, crebl,
egrl, nrf2 si a nivelului de proteina CREB1 a fost stabilita prin intermediul corelatiilor

Pearson (r).
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CAPITOLUL V. REZULTATE SI DISCUTII

V.1 Proprietitile fizico-chimice ale roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter si ale

agatisflavonei

Aceastd lucrare completeaza cercetdrile anterioare prin compararea proprietatilor
fizico-chimice ale compusilor Sco, GAL, Rho, Baic si Fab, folosind date din PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) si analizandu-le cu platforma online pKCSM
SwissADME

(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/) si platforma online

(http://www.swissadme.ch/index.php#).

Studiul s-a concentrat pe compusii naturali Rho, Baic si Fab, din cauza prezentei lor
istorice in alimentatia umana. Tn Figura 5 este reprezentat radarul de biodisponibilitate pentru
Sco, GAL, Rho, Baic si Fab, care prezinta sase proprietati fizico-chimice: lipofilitate (LIPO),
dimensiune (SIZE), polaritate (POLAR), solubilitate (INSOLU), flexibilitate (FLEX) si
saturatie (INSASTU). Rezultatele arata ca Sco si GAL sunt compusi solubili oral, in timp ce
flavonoidele naturale (Rho, Baic, Fab) nu sunt biodisponibile oral din cauza polaritatii

ridicate, dimensiunii mari si altor caracteristici fizico-chimice.

Sco GAL
uPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
N
// o [ )
,'/l' ]
<
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU
Rho Baic Fab
LPO UPG PO

FLEX SIZE FLEX SIZE FLEX SIZE
~

INSATU POLAR INSATU B POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU INSOLU

Figura 5.1. Zona roz reprezinta intervalul optim pentru fiecare dintre proprietati (lipofilitate: LogP intre —0,7 si
+5,0, dimensiune: Greutate moleculara intre 150 si 500 g/mol, polaritate: TPSA intre 20 si 130 A, solubilitate:
LogS nu mai mare de 6 , saturatie: fractiunea de atomi de carbon in hibridizarea sp3 nu mai putin de 0,25 si
flexibilitate: nu mai mult de 9 legituri rotative. In acest exemplu, se prevede ci compusul nu este biodisponibil
oral, deoarece este prea flexibil si prea polar.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
http://www.swissadme.ch/index.php%23

Tabelul V.1 detaliaza proprietatile fizico-chimice esentiale pentru evaluarea
compusilor cu potential farmaceutic, conform criteriilor stabilite de Xiong si colab., (191).
Aceste criterii includ greutatea moleculara (100-600 g/mol), numéarul de acceptori si donatori
de legdturi de hidrogen, suprafata polara accesibila solventilor (TPSA), solubilitatea,
lipofilitatea si numarul de legaturi rotative. Aceste proprietati sunt cruciale pentru

optimizarea si selectia compusilor cu potential terapeutic.

Tabelul V.1 Proprietati fizico-chimice ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho),
baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) obtinute cu ajutorul platformelor Pkcsm si
SwissADME.

Descriptor Sco GAL Rho Baic Fab
Formula molecular:i C17H21NO4 C17H2:1NO3 C27H30014 C15H1005 CaoH18010
Greutate moleculara 303.358 287.359 578.523 314.293 538.464

nHA 5 4 14 6 10
nHD 1 1 8 2 6
Numair de atomi grei 22 21 41 20 40
Numair de at(.m.li grei 6 6 16 16 2
aromaticli
LogP 0.9181 1.8503 -1.0983 2.8884 5.134
LogS -2.596 1.243 -3.834 -3.441 -4.310
Fractiune Csp3 0.59 0.53 0,44 0,00 0.00
Legaturi rotative 4 1 6 3 3
Refratie molara 83.48 84.05 137.33 73.99 146.97
Suprafata 129.371 1.8503 231.312 130.682 222.664
TPSA 62.30 A2 41.93 A2 228.97 Az 90.90 Az 181.80 Az

LogP (coeficientul de partitie octanol/apa)

TPSA (Aria de suprafatd a donatorilor si acceptorilor)
V.2 Evidentierea structurilor de alerta biomedicala ale celor 3 flavonoide

Dintre compusii analizati, doar Baic prezintd o alerta PAINS legatd de inhibarea
catecol-O-metiltransferazei (COMT), sugerand un potential redus comparativ cu ceilalti
compusi, asa cum se poate observa in Tabvelul V.2.

Tabelul V.2 Proprietétile asociate structurilor de alertd biomedicald ale scopolaminei, galantaminei,
roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei obtinute cu ajutorul platformei SwissADME.

Compusi Sco GAL Rho Baic Fab
1 alerta:
PAINS 0 alert 0 alert 0 alerte 0 alerte
catecol A
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1 alerta: Trei 1 alerta: izolat 1 alerta:
Brenk membrii_hetero alerta- IZ? a 0 alerte a‘erta. 0 alerte
. alchena Catecol
ciclu
Nu; 2
Asemanare cu Da Da Nu; 1 incélcare: Da incalcari:
plumb MW>350 MW>350,
LogP>3.5
SA 4.03 4.57 6.33 3.02 4.17

MW- greutate moleculara

Sco prezinta o alertda Brenk legata de un nucleu heterociclic cu trei atomi, ceea ce poate
influenta negativ farmacocinetica si poate indica un potential toxic. GAL are o alerta Brenk
pentru ,,izolat alchena”, sugerand posibile efecte adverse asupra farmacologiei sale, iar Baic
prezintd o alertd ,,Catecol”, indicand riscuri similare. Rho si Fab nu au alerte Brenk, dar
ambele flavonoide au o greutate molecularda mare si lipofilitate scazutd, indicand o
solubilitate redusa si dificultati In optimizarea plumbului, desi toate compusii sunt accesibili

sintetic, conform scorurilor SA validate (192).
V.3 Predictiele structurilor de alerta biomedicala ale celor 3 flavonoide

Rezultatele predictielor structurilor de alertd biomedicala ale Sco, GAL, Rho, Baic si
Fab sun prezentate in Tabelul V.3. Analiza a aratat ca Sco, GAL si Baic indeplinesc cele
cinci filtre farmacocinetice, fiind considerati potentiali candidati pentru dezvoltarea
medicamentelor, in timp ce Rho si Fab nu respectd complet aceste reguli si au o
biodisponibilitate moderata. Scorul de biodisponibilitate Abbot sugereazd o probabilitate
moderatd de biodisponibilitate orala pentru Sco, GAL si Baic, dar una scdzuta pentru Rho si
Fab (Figura 5.2.). Aceste analize in silico ofera o evaluare preliminara si necesita confirmare

prin experimente de laborator pentru a valida potentialul acestor compusi ca medicamente.

Tabelul V.3 Predictiile asociate structurilor de alertd biomedicald ale scopolaminei, galantaminei,
roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei obtinute cu ajutorul platformei SwissADME.

Compusi Sco Gal Rho Baic Fab
Lipinski Da; 0 | Da; 0 | Nu; 3 incalcari: MW > | Da ; 0 | Nu; 2 incalcari:
incalcari incalcari 500, NorO > 10, | incalcari MW>500, NHorOH>5

NHorOH >5

Ghose Da Da Nu; 4 incélcari : MW > | Da Nu; 2 incalcari:
480, WLOGP < -0.4, MW>480, MR>130
MR > 130, #atomi> 70

Veber Da Da Nu; 1 incalcare : Da Nu; 1 incalcare:
TPSA >140 TPSA>140

Egan Da Da Nu; 1 incalcare: | Da Nu; 1 incalcare
TPSA>131.6 TPSA>131.6
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Muegge Da Da Nu; 3 incélcari: | Da Nu;, 3 incélcari:
TPSA >150, H-acc >10, XLOGP3 > 5,
H-don >5 2 TPSA >150, H-don>5
Abbot 0.55 0.55 0.17 0.55 0.17

Utilizarea Molsoft (193) a permis prezicerea unor proprietati esentiale ale moleculelor,
cum ar fi biodisponibilitatea si afinitatea fatd de proteine, contribuind la selectia celor mai

promitatori compusi pentru dezvoltarea ulterioara.

GAL

Sco

Rho Baic Fab

Figura 5.2 Reprezentarea analogiei ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein
5,6-dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) cu medicamentele. Linia albastra indicd scorul pentru
medicamente, linia verde indica scorul pentru compusii care nu sunt medicamente iar linia rosie indica
localizarea compusului analizat. Scorul modelului asemanator medicamentului a fost: 0.68 pentru Sco, 0.90
pentru GAL, 0.81 pentru Rho, - 0.10 pentru Baic si 0.14 pentru Fab.

V.4 Profilul farmacocinetic estimat in silico ale celor 3 flavonoide

Moleculele cu potential medicamentos influenteazd tintele celulare prin legarea la
receptori si ajustarea mecanismelor celulare, dar trebuie sa parcurga un traseu complex in
organism pentru a-si manifesta efectul terapeutic. Farmacocinetica studiaza etapele
absorbtiei, distributiei, metabolismului si excretiei (ADME) ale medicamentelor, incepand
cu absorbtia din tractul intestinal si continudnd cu metabolismul hepatic si distributia in
organism. Dupa generarea efectului terapeutic, medicamentele trebuie eliminate eficient
pentru a preveni bioacumularea si efectele secundare toxice, care pot apdrea si prin

interferenta cu alte medicamente din cauza inductiei enzimatice. Astfel, este esential sa se
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monitorizeze $i sd se gestioneze aceste interactiuni pentru a asigura siguranta si eficienta
tratamentulu (194).

Pentru evaluarea potentialului farmacocinetic al Sco, GAL, Rho, Baic si Fab, am
analizat proprietati precum absorbtia, distributia, metabolismul, excretia si toxicitatea.
Solubilitatea, un parametru esential si usor de masurat, poate fi clasificata in solubilitate
netamponata, tamponatd si intrinseca, si datele referitoare la solubilitatea in apd a acestor

compusi sunt prezentate in Tabelul V. 4.

Tabelul V.4 Farmacocinetica. Pkcsm/ ADMETIab 2.0 si ProTox-II: Solubilitatea in apd, predictia
permeabilitatii Caco2, absorbtia intestinala, substrat de glicoproteina P, inhibitor al glicoproteinei PI/IL,
permeabilitatea pielii, VDss, permeabilitatea barierei hemato-encefalice (BBB), permeabilitatea SNC,
substratul CYP3A4, inhibitor CYP1AZ2, clearance-ul total, substratul OCT2 renal, toxicitatea AMES max. doza
toleratd (la om), toxicitate acutd orala la sobolan (DL50), toxicitate cronicd orala la sobolan (LOAEL),
hepatotoxicitate, sensibilizare a pielii.

Proprietat Compus
pﬁti Numele Sco Gal Rho Baic Fab Unit
’ proprietaitii
Solubilitate n -1.601 2641 | 2862 | 3302 | -2802 | Jumeric
apa (log mol/L)
Numeric
Permeabilitatea 0.059 1594 | -0.942 1.219 0.0s7 | (199 Papp
Caco2 in 10
cm/s)
Absorbtie
intestinala Numeric
Absorbti (umana) (scazuta 72.626 94.994 24.308 94.004 96.086 (%
sorbiie <30%, mare > absorbit)
30%)
Substrat de Categoric
glicoproteind P Da Nu Da Da Da (Da/Nu)
Inhibitor al Cateqoric
glicoproteinei Nu Nu Nu Nu Da 9
PI/II (Da/Nu)
Permeabilitatea -4.097 375 | -2735 | -2737 | -2735 | Numerc
pielii (log Kp)
Numeric
VDss (uman) 0.583 0.89 1.14 0.369 -1.052 (log Likg)
Fractie nelegatd 0.414 0.36 0.152 0.071 0.271 Numeric
(umana) (Fu)
Permeabilitatea
BBB
(log BB > 0,3 Numeric
T traverseazd BBB, -0.043 -0.081 -1.702 -0.448 -1.825
Distribuire log BB < 0,1 nu (log BB)
traverseaza
BBB)
Permeabilitatea
SNC
(log PS > -2, i i i i i Numeric
penctreari SNC., 3.031 2.511 4,798 2.29 3.133 (log PS)
log PS< -3 nu
penetreaza)
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Substraturi ale Categoric
CYP2D6 Nu Nu Nu Nu Nu (Da/Nu)
CYP1A2 Categoric
inhibitior Da Da Nu Nu Da (Da/Nu)
CYP2C19 Categoric
Metabolism inhibitor Nu Nu Nu Da Nu (Da/Nu)
Inhibitor al Categoric
CYP2C9 Nu Nu Nu Nu Nu (Da/Nu)
Inhibitor al Categoric
CYP2D6 Nu Nu Nu Da Nu (Da/Nu)
CYP3A4 Categoric
inhibitior Nu Nu Nu Nu Nu (Da/Nu)
Clearance-ul Numeric
E » total 1.096 0.991 -0.005 0.675 0.407 (log
xeretie ml/min/kg)
Subsubstrat renal Categoric
oCT?2 Nu Da Nu Nu Nu (Da/Nu)
Toxicitate Categoric
AMES Nu Nu Nu Nu Nu (Da/Nu)
Doza max. .
toleratd (umana) INumerII((:
(minim < 0,447, -0.319 -0.423 0.492 0.094 0.438 (og‘m_g/ g
maxim > 0,477) $i 71)
Toxicitate acuta Numeric
orala la sobolan 2234 2.728 2.498 221 2.507 (mol/k 1)
Toxicitate (DL50) &
Sobolan oral Nu(rlnerlce
cronic Toxicity 0.736 0.966 4.443 1.746 3353 | /zg .
(LOAEL) B8
w/zi)
Hepatotoxicitat Categoric
o Nu Da Nu Nu Nu (Da/Nu)
Sensﬂ?lh.z.area Nu Nu Nu Nu Nu Categoric
pielii (Da/Nu)

Potrivit platformei pkCSM, solubilitatea in apa a compusilor la 25°C variazd, Sco

avand cea mai mare solubilitate (-1.601 log mol/L) si Baic cea mai mica (-3.302 log mol/L).

Coeficientul de permeabilitate Caco-2, indicand absorbtia intestinald, variaza semnificativ,

cu Baic si GAL avand valori mari, sugerand o absorbtie eficientd, in timp ce Sco si Fab au

coeficiente scazute, indicand o absorbtie slaba. GAL si Baic pot traversa BBB, in timp ce

Sco, Rho si Fab au permeabilitate scizuta.

In ceea ce priveste farmacocinetica, Sco prezintd o biodisponibilitate variabila in

functie de calea de administrare, cea mai mare fiind prin aplicare intranazald. GAL are un

profil farmacocinetic liniar cu biodisponibilitate orald mare. Valoarea Vdss este ridicata

pentru majoritatea compusilor, GAL avand cel mai mare volum de distributie, in timp ce Fab

are valoarea cea mai scazutd. Fractia nelegata in plasma (Fu) variaza, Sco si GAL avand

valori mai mari comparativ cu Baic si Rho.
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Sco, GAL si Fab actioneazd ca inhibitori ai CYP1A2, fard a fi substraturi pentru
enzimele CYP, iar Baic inhiba CYP2C19 si CYP2D6, dar nu este substrat pentru nici o
enzima CYP. GAL este metabolizata semnificativ de CYP2D6 si CYP3A4. Clearance-ul
Sco este mare, GAL avand clearance renal semnificativ. GAL este un substrat OCT2, in timp
ce ceilalti compusi nu sunt.

Testele AMES indica absenta potentialului mutagenic pentru toti compusii. Toleranta
umand variazd, Rho avand cea mai mare tolerantd, iar Sco si GAL cea mai scazuta.
Toxicitatea acutd orald variaza, Baic si Sco avand LD50 cele mai mici, iar GAL cea mai
mare. Toxicitatea cronica orald este scdzuta pentru Sco si GAL, dar mai mare pentru Rho,
Fab si Baic. Prognoza sugereaza ca Sco si flavonoidele nu prezinta toxicitate pentru piele si

ficat, dar GAL poate afecta ficatul.
V.5 Predictia activititii biologice in silico ale celor 3 flavonoide

Predictiile obtinute cu ajutorul platformei PharmMapper, au sugerat un numaér
impresionat de tinte pentru compusii analizati. Astfel, Sco ar putea interactiona cu
aproximativ 5184 de liganzi, GAL cu 9651, Rho cu 5281599, Baic cu 5282150 iar Fab ar
putea interactiona cu 5281605 de liganzi.

Pentru studiul nostru am selectat ca tinte predictibile pentru Sco, GAL, Rho, Baic si
Fab AChE si colinesteraza. In Figura 5.3 este prezentat scorul Z de potrivire a compusilor
analizati cu tintele proteice. Intr-o ordine descrescitoare cel mai mare scor Z de potrivire cu
AChE I-a avut Sco (1.27597), care a fost urmata de Rho (0.610554), Fab (0.497188), Baic
(0.368358) si GAL (0.27972). In ceea ce priveste scorul de potrivire pentru colinesteraza,
cea mai mare valoare a avut-o GAL (0.628381), Rho (0.178299) si Baic (0.0301671) iar cele
mai mici Fab (-0.501857) si Sco (-0.104149).

(A) AChE (B)  Colinesteraza
1.5 1.0+
0.5
1.0
0.0
0.5
-0.54
0.0 1.0

T T T T T T T T T T
Sco GAL Rho Baic Fab Sco GAL Rho Baic Fab

Figura 5.3 Scorul Z de interactiune al scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein
5,6-dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) cu (A) Acetilcolinestereaza (AChE) si (B) colinesteraza, evaluat
cu ajutorul platformei PharmMapper.
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Prin utilizarea scorurilor Pa si Pi, predictia PASS ofera un instrument eficient pentru

evaluarea potentialului activ sau inactiv al unui compus in contextul unor actiuni biologice

specifice (157). Rezultatele predictiei PASS sun reprezentate in Figura 5.4.
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Figura 5.4 Rezultatele prezicerii PASS ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho),
baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) asupra (A) proprietatilor antioxidante, (B) a
potentialului de a inhiba peroxidaza NADPH (nicotinamid adenin dinucleotid fosfat), (C) de a inhiba

proprietatilor antiinflamatore, (F) a potentialului de a amplifica factorul neurotrofic, (G) a potentialului de a
induce tulburari comportamentale si (H) a potentialului farmacologic asupra dementei.

Predictia PASS a sugerat ca Sco (Pa =0.018; Pi =0.193) si GAL (Pa 0.173; Pi = 0.076)
nu prezinta proprietati antioxidante, pe cand Rho (Pa = 0.837; Pi = 0.003), Baic (Pa = 0.801,
Pi=0.003) si Fab (Pa = 0.665; Pi = 0.004) pot fi considerati niste agenti antioxidanti eficienti
(Figura 5.4 A). Totodata compusii Sco (Pa = 0.431; Pi = 0.009) si GAL (Pa = 0.369; Pi =
0.074) nu pot fi considerati inhibitori al NADPH, pe cand Rho (Pa=0.923; Pi=0.013), Baic
(Pa = 0.709; Pi = 0.025) si Fab (Pa = 0.537; Pi = 0.059) pot inhiba intr-un mod eficient
peroxidaza NADPH (Figura 5.4 B). Cu exceptia GAL (Pa = 0.369; Pi = 0.085) toti ceilalti

compusi testati s-au dovedit ca pot inhiba peroxidaza lipidica (Pa =0.931; Pi = 0.002 pentru
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Rho, Pa = 0.687; Pi = 0.005, pentru Baic, Pa = 0.580; Pi = 0.010 pentru Fab si Pa = 0.521;
Pi =0.269 pentru Sco) (Figura 5.4 C). Conform predictiilor PASS doar Baic (Pa=0.515; Pi
= 0.006) poate constitui un substrat pentru glutation-S-transferaza, (Pa = 0.04; Pi=0.236),
pe cand ceilalti compusi analizati nu pot constitui un substrat pentru glutation-S-transferaza
(Figura 5.4D). De asemenea, Sco (Pa = 0.338; Pi=0.130) si GAL (Pa=0.140; Pi=0.130)
nu prezinta efecte antiinflamatoare, pe cand Rho (Pa = 0.702; Pi = 0.015), Baic (Pa = 0.674;
Pi=0.019) si Fab (Pa = 0.541; Pi = 0.045) pot fi considerati ca candidati pentru studiile ce
vizeaza selectarea compusilor cu potential antiinflamator (Figura 5.4 E).

In ceea ce priveste interactiunea cu factorul neurotrofic, doar Rho prezinti potentialul
de al amplifica (Pa = 0.400; Pi=0.005), insa ceilalti compusi par a fi ineficienti (Figura 5.4
F). induce modificari comportamentale (Pa = 0.861; Pi=0.016) (Figura 5.4 G). Cu exceptia
Baic (Pa = 0.392; Pi = 0.127) si a Fab (Pa = 0.365; Pi = 0.141) toti ceilalti compusi sunt
predispusi de a induce modificari comportamentale (Pa = 0.861; Pi = 0.016 pentru Sco, Pa
=0.830; Pi = 0.002, pentru Rho, si Pa = 0.605; Pi = 0.055 pentru GAL) (Figura 5.4 G). De
asemenea, conform prezicerii PASS, doar Rho ar putea manifesta potentialul de a servi drept

un medicamnt anti dementa (Pa = 0.642; Pi = 0.003) (Figura 5.4H).
V.6 Predictia tintelor proteice in silico ale celor trei flavonoide

Activitatea tuturor compusilor analizati a fost supusa unei analize riguroase, luand in
considerare patru criterii distincte pentru activitatea unui potential medicament de succes.
Aceste criterii includ activitatea asupra ligandului receptorului cuplat cu proteina G (GPCR),
modularea canalelor ionice, inhibarea kinazelor, proteazelor si a altor enzime, precum si
activitatea asupra liganzilor receptorilor nucleari. Tn acest scop, am utilizat software-ul
Molinspiration Cheminformatics pentru a calcula activitatile medicamentoase asociate celor
21 de complexe medicamentoase, iar aceste rezultate sunt prezentate sub forme de grafice in
Figura 5.5. Pentru interpretarea acestor activititi medicamentoase, am adoptat o abordare
specificd bazatd pe scorurile de bioactivitate. Astfel, o molecula cu un scor de bioactivitate
mai mare de 0,00 sunt susceptibili si manifeste activititi biologice semnificative. In cazul
moleculelor cu valori intre -0,50 si 0,00, se anticipeaza o activitate moderata, in timp ce

scorurile mai mici de -0,50 indica, in general, o probabilitate mai mare de inactivitate (158).
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Figura 5.5 Scorul de bioactivitate al scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein 5,6-
dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) calculat cu ajutorul software-ul Molinspiration Cheminformatics
asupra (A) Ligandului pentru receptorul cuplat la proteina G (GPCR), (B) Modularii canalelor ionice, (C)
inhibarii kinazelor, (D) Ligandului pentru receptorul nuclear, (E) Inhibitorilor de proteaza si (F) Inhibitorilor
enzimatici.

Scorul de bioactivitate a compusilor asupra activitatii ligandului GPCR, calculat cu
ajutorul software-ul Molinspiration Cheminformatics indica ca Sco (0.58) si GAL (0.93),
Rho (0.07) si Fab (0.09) prezinta un scor mai mare de 0,00 si prin urmare sunt susceptibile
si manifeste activititi biologice semnificative asupra acestui ligant. Tn contrast, se
anticipeaza ca Baic (-0.12) sa prezinte o activitate moderatda asupra activitatii ligandului
(Figura 5.5 A). In ceea priveste modularea canalelor ionice cel mai mare scor I-au obtinut
Sco (0.23) si GAL (0.26) (Figura 5.5 B). Pe cand cele trei flavonoide naturale au prezentat
pentru Baic si -0.20 pentru Fab) (Figura 5.5 B). GAL prezinta cel mai mic potential de a
inhiba activitatea kinazelor (-0.15) comparativ cu Sco (0.06), Rho (-0.03), Baic (0.19) si Fab
(0.12) (Figura 5.5 C). Conform Figura 5.5 D, toti compusii au obtinut un scor de bioactivitate
mai mare de 0,00 (0.11 pentru Sco, 0.20 pentru GAL, 0.01 pentru Rho, 0.17 pentru Baic si
0.16 pentru Fab) si astfel sunt susceptibili sa manifeste activitati biologice semnificative
asupra ligandului pentru receptorul nuclear (Figura 5.5 D). In ceea ce priveste potentialul de

a inhiba proteazele, Baic s-a dovedit a fi cea mai putin eficienta (-0.35), pe cand Sco (0.28),
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GAL (0.01), Rho (0.03) si Fab (0.02) ar putea inhiba intr-un mod semnificativ activitatea
proteazelor (Figura 5.5 E). De asemenea, toti compusii analizati ar putea inhiba intrOun mod
semnificativ activitatea diferitor enzime (0.35 pentru Sco, 1.02 pentru GAL, 0.26 pentru
Rho, 0.26 pentru Baic si 0.06 pentru Fab).

Rezultatele obtinute evidentiaza clar cd actiunile fiziologice ale complexelor de
medicamente pot implica mecanisme multiple, fiind posibil sa se datoreze interactiunilor cu
liganzii GPCR, liganzii receptorilor nucleari si inhibitorii proteazelor si altor enzime.
Scorurile de bioactivitate furnizate sunt semnificativ sugestive pentru o interactiune
moderata cu toate tintele medicamentului, oferind informatii cruciale pentru intelegerea
potentialului terapeutic si a mecanismelor de actiune asociate compusilor analizati.

Pentru a Tmbunatati si a extinde previziunile referitoare la eficienta crescutd si
probabilitatea tintelor proteice asociate atat cu Sco si GAL cat si cu cele trei flavonoide
naturale studiate, am apelat la utilizarea instrumentului online SwissTargetPrediction.
Rezultatele indica faptul ca Sco prezinta o probabilitate egala de a inhibia proteazele si
fosfatazele (20.0 %) sau de a actiona asupra proteinelor cuplate cu receptorii de tip G
(GPCR) (20.0 %) (Figura 5.6 A). GAL in schimb, prezinta o probabilitate echitabila estimata
pentru a actiona asupra tintelor GPCR (36.0 %) si intr-o masurd mai mica asupra
fosfodiesterazelor si a altor enzime (12.0 %) (Figura 5.6 B). Pe de alta parte, Rho si Baic
prezinta o probabilitate mai mare de a actiona asupra ligazelor (24.0 %) sau pot interveni si
in modularea activitatii altor enzime (20.0 %) (Figura 5.6 C si D). De asemenea, Rho prezinta
0 probabilitate semnificativa sa actioneze ca tinta GPCR (16.0 %) (Figura 5.6C), in timp ce
Baic este mai susceptibila s actioneze ca modulator al kinazelor (16.0 %) (Figura 5.6 D). Tn
contrast, Fab are o probabilitate estimata mai mare de a actiona ca modulator al Kinazelor
(20.0 %) si ca tinta GPCR (16.0 %) (Figura 5.6 E). Aceste rezultate subliniaza diversitatea
posibilelor actiuni ale Sco, GAL, Rho, Baic si Fab, sugerand ca acestea ar putea interactiona
cu multiple tinte proteice, oferind perspective ample pentru explorarea ulterioara a

mecanismelor lor de actiune.
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Figura 5.6 Tintele biologice prezise ale (A) scopolaminei (Sco), (B) Galantaminei (GAL), (C) roifolinei (Rho),
(D) baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) si a (E) agatisflavonei (Fab) folosind instrumentul online
SwissTargetPrediction.

V.7 Predictia aprobarii pe piata farmaceutica a roifolinei, baicalein 5,6-dimetil

eter si a agatisflavonei

In Figura 5.7 sunt evidentiate rezultatele predictiei asemanarii Sco, GAL, Rho, Baic si
a Fab cu medicamentelor pentru diferite etape subdivizoare ale cercetarii acestora. Conform
instrumentul online miDlikeness toti compusii analizati prezint probabilitatea de a manifesta
efecte in studiile in vivo (0.6626 pentru Sco, 0.7241 pentru GAL, 0.8487 pentru Rho, 0.9992
pentru Baic si 0.9872 pentru Fab) (Figura 5.7 A).
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Figura 5.7 Predictia asemanarii scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein 5,6-
dimetil eter (Baic) si a agatisflavonei (Fab) cu medicamentelor pentru diferite etape subdivizoare ale cercetarii
acestora. (A) prezicerea efectelor in vivo, (B) prezicerea interesului pentru IND (medicament nou de cercetare)
si (C) prezicerea potentialului compusului de a fi aprobat pe piata farmaceutica folosind instrumentul online
miDlikeness.

In ceea ce priveste interesului pentru IND a compusilor analizati, rezultatele obtinute
prin intermediul miDlikeness sugereaza ca cel mai pronuntat interes il vor avea Sco si GAL
(0.7625 i 0.7683) (Figura 5.7 B). Pe de alta parte Rho poate prezenta un interes mai moderat
(0.3145) (Figura 5.7 B), pe cand Baic si Fab au indicat o probabilitate mica pentru IND
(0.0609 si 0.1235) (Figura 5.7 B). Intr-un mod surprinzitor Baic prezinti cea mai mare
probabilitate de a fi aprobata pe piata farmaceutica (0.9255), fiind urmata de GAL (0.7265),
Rho (0.4872), Sco (0.1417) si in cele de urma de Fab (0.0341) (Figura 5.7 C).

V.8 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

starii asemanatoare anxietatii si a memoriei

Pentru evaluarea comportamentald, in acest studiu am utilizat mai multe labirinturi,
astfel pentru evaluarea anxietatii am utilizat testul NTT, pentru evaluarea activitatii
locomotorii si a memoriei spatiale am utilizat labirintul Y, iar pentru evaluarea memoriei de
referintd am utilizat testul NOR.

Studiul a evaluat efectele neuro-farmacologice ale flavonoidelor naturale Rho, Baic
si Fab asupra performantei neurocognitive, cu scopul de a imbunatati memoria si de a aborda
simptomele AD. Desi aceste compusi sunt cunoscuti pentru efectele lor benefice 1a doze mici
si fard reactii adverse, nu au fost studiate impactul lor asupra simptomelor AD pand acum.
Studiul a utilizat pestele zebra (Danio rerio) ca model animal pentru dementa, indus printr-
un blocant al receptorilor colinergici muscarinici (Sco) pentru a evalua potentialul
neurocognitiv al acestor flavonoide. Pestele zebrd se dovedeste a fi un model promitator in

cercetarea biomedicala si testarea medicamentelor neuroactive (195). Cele trei flavonoide
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naturale ce au fost testate in cadrul acestui studiu, au fost administrate cronic, prin imersie
pestilor zebra o data pe zi, timp de 20 de zile, in concentratii de 1, 3 si 5 pg/L. Drept control
pozitiv, Tn acest studiu am utilizat galantamina (GAL, 1mg/ml). GAL, fiind unul dintre
medicamentele actuale ce sunt folosite pe larg in tratarea tulburarilor de comportament si

neurocognitive a pacientilor umani cu AD.

V.8.1 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si agatisflavonei asupra

comportamentului anxios indus de scopolamina in testul labirintului nou (NTT)

In NTT, modelele reprezentative de urmarire a locomotiei scot in evidentd multiplele
variatii de inot a cohortelor de animale testate (Figura 5.8). Astfel, la pestii din lotul de
control (Ctr) a existat o tendintd de a parcurge o distantd mai mare in zona superioara a
acvariului, scotdnd in evidentd inotul normal al pestilor zebra in testul NTT, pe cand grupul
de pesti tratat cu Sco (100 uM) a prezentat o preferintd crescutd pentru zona inferioara,
indicand un nivel inalt de anxietate a pestilor si profilul anxiogenic al Sco (196,197).

O imbunatatire a activitatii locomotorii in zona superioara a acvariului s-a observat
la animalele ce au fost supuse tratamentului cronic cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1,3 si 5
pg/L) si Fab (1, 3 s1 5 pg/L), in special in concentratia de 5 pg/L, intr-un mod aseméanator cu
pestii tratati cu GAL. In timpul testarii, pestii din toate cele doudsprezece loturi au preferat
sd exploateze mai intdi zona inferioara a acvariului, cat mai aproape de baza / perete, apoi
treptat, in dependenta de nivelul de anxietate al fiecarui animal, au inceput sa noate intr-0

directie verticala (196,197).

Sco (100 uM) + GAL (1
mg/mL)

Sco (100 uM) + Baic (1 pug/L) Sco (100 uM) + Baic (3 pg/L) Sco (100 uM) +73aic (5_},l.g/L)
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Sco (100 uM) + Fab (1 ug/L) ~ Sco (100 pM) +Fab B ug/L)  Sco (100 M) + Fab (5 pg/L)

Figura 5.8 Reprezentarea grafica a inotului pestilor zebra in cadrul testului NTT; Testul este alcatuit dintr-un
acvariu din sticld in forma de trapezoid. Acvariul a fost impartit virtual in doud zone egale (superioard si
inferioard). Inceputul traseului pestilor zebra este reprezentat de punctul de culoare albastra #, iar sfarsitul
traseului pestilor este reprezentat de punctul de culoare rosic ®.

In conformitate cu datele obtinute, in experimentele noastre, dupi cum se poate
observa in Figura 5.9, in cadrul testului NTT, administrarea tratamentului cu Sco (100 uM),
pestilor zebra, a generat un puternic raspuns anxiogen cuantificat prin cresterea semnificativa
a perioadei de latentd necesara pestilor de a incepe explorarea verticald a acvariului (p <
0.0001; Figura 5.9 A, D si G), prin reducerea semnificativa a timpului evaluat in secunde (s)
petrecut de pesti in zona superioard a acvariului si prin cresterea semnificativa a perioadei
de timp petrecuta de pesti in zona inferioard a acvariului fatd de grupul de control (p <
0.0001; Figura 5.9 B, D si H) si prin micsorarea raportului dintre distanta parcursa prin inot
a pestilor zebra in zona superioara / inferioara a acvariului comparativ cu lotul de control (p
< 0.0001; Figura 5.9 C, Fsi I) (196,197). Administrarea ulterioara a tratamentului cu Rho a
avut un efect benefic asupra perioadei de latentd necesara explorarii zonei superioare,
scazand intr-un mod semnificativ in toate cele trei concentratii testate (1, 3 si 5 pg/L), timpul
necesar pentru inceperea explorarii zonei superioare, comparativ cu lotul tratat doar cu Sco
(p < 0.0001), intr-un mod asemanator cu pestii ce au fost supusi tratamentului cu GAL (1
mg/mL) (Figura 5.9 A). De asemenea, tratamentul cu Rho, a crescut intr-o maniera doza-
dependentd raportul dintre timpul petrecut de pesti in zona superioard/inferioara a acvariului,
in special in concentratia de 3 pg/L (p < 0.001) si 5 pg/L (p < 0.0001), insd nu a manifestat
nici un efect din punct de vedere statistic in concentratia de 1 pg/L (Figura 5.9 ). Mai mult,
tratamentul cu Rho, a reusit sa restabileasca raportul dintre distanta parcursa de pesti in zona
superioard/inferioara a acvariului, ce a fost diminuata in urma administrarii tratamentului cu
Sco (100 uM), manifestand o semnificatie statisticd pentru concentratiile de 3 si 5 pg/L (p <
0.0001) (Figura 5.9 C) (196,197). In ceea ce priveste tratamentul cu Baic, s-a observat ca
aceasta flavonoida a prezentat un efect anxiogen puternic in cadrul testului NTT, reusind sa
restabileasca in toate cele trei concentratii testate (1, 3 si 5 pg/L) (p < 0.0001), perioada de
latentd, necesara explorarii zonei superioare a acvariului (Figura 5.9 D). De asemenea,

tratamentul cu Baic 1n concentratiile de 3 si 5 pg/L a reusit sa restabileascd timpul de
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explorare (p < 0,01 pentru Baic in concentratia de 3 pg/L si p < 0,001 pentru tratamentul cu
Baic in concentratia de 5 pg/L; Figura 5.9 E) si distanta parcursa (p < 0,05 pentru Baic n
concentratia de 3 pg/L si p < 0,0001 pentru tratamentul cu Baic in concentratia de 5 pg/L;

Figura 5.9 F) in zona superioara a acvariului de testare (196,197).
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Figura 5.9 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A, B, C), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (D, E,
F) si Fab (1, 3 si 5 pg/L) (G, H, I) asupra perioadei de latenta necesara pestilor de a incepe sa exploreze zona
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superioard a acvariului (A, D, G), a timpului petrecut de pesti in zona superioara a acvariului (B, E, H) si asupra
raportului dintre distanta parcursa de pesti in zona superioara si cea inferioard a acvariului (C, F, 1). Valorile
sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al
tratamentului asupra perioadei de latenta (A) (F (5, 54) = 20.24, p <0.0001); (D) (F (5, 54) = 28.19, p < 0.0001);
(G) (F (5, 54) = 34.83, p < 0.0001); timpului petrecut in zona superioara a acvariului (B) (F (5, 54) = 16.47, p
< 0.0001); (E) (F (5, 54) = 11.42, p < 0.0001); (H) (F (5, 54) = 34.32, p < 0.0001); si asupra raportului dintre
distanta parcursa in zona superioard si cea inferioard a acvariului (C) (F (5, 54) = 12.21, p < 0.0001); (F) (F (5,
54) = 14.37, p < 0.0001 (I) (F (5, 54) = 14.57, p < 0.0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01,
**p < 0,001, *** p<0,0001 si **** p < 0,00001.

Un efect anxiolitic robust, in cadrul testului NTT a fost manifestat si de catre
tratamentul cu Fab, care a redus intr-un mod semnificativ, timpul necesar pentru inceperea
explordrii zonei superioare in toate cele trei concentratii testate (1, 3 si 5 pg/L), (p < 0.0001;
Figura 5.9 G). Deopotriva, tratamentul cu Fab a restabilit intr-un mod semnificativ raportul
dintre timpul petrecut in zona superioard/inferioara a acvariului, unde a prezentat o
semnificatie mai modesta pentru concentratia de 1 ug/L (p < 0.001), insd a prezentat o
semnificatie robustd din punct de vedere statistic pentru concentratiile de 3 si 5 pg/L (p <
0.0001; Figura 5.9 H). Mai mult, tratamentul cu Fab s-a dovedit a fi capabil sa restabileasca
in toate cele trei concentratii testate (p < 0.0001) raportul dintre distanta parcursa in zona
superioard/inferioard de catre pestii zebra ce au fost expusi in prealabil tratamentului acut cu
Sco (100 uM) (Figura 5.9 1) (196,197).

In acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 uM) pestilor zebra a produs
un efect hipolocomotor, reducand semnificativ distanta totala parcursa (p < 0.0001; Figura
5.10 A, D, G), sugernandu-se efectul sau anxiogen asupra animalelor testate. Simultan,
expunerea pestilor la tratamentul cu Sco, a crescut intr-un mod semnificativ viteza medie de
not (p <0.01; Figura 5.10 B, D, H) si durata de imobilitate a pestilor in timpul celor 6 minute
de testare (p < 0.0001; Figura 5.10 C, F, 1), sugerandu-se degradarea activitatii locomotorii
a animalelor testate in urma administrarii Sco in concentratia de 100 pM (196,197)..

Tn cadrul testului NTT, administrarea cronici a tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L)
pestilor amnezici a restabilit intr-o maniera semnificativa distanta totald parcursa de pesti in
acvariul de testare, in special Tn concentratia de 5 pg/L (p < 0.0001), insd a prezentat 0
semnificatie statistici mai modesta Tn concentratiile de 1 (p < 0.05) si 3 pg/L (p < 0.01;
Figura 5.10 A). In ceea ce priveste efectele tratamentului cu Rho, asupra vitezei medii de
not, s-a observat un patern diferentiat de eficienta. Astfel, s-a observat ca tratamentul cu
Rho in concentratia de 1 pg/L, nu a prezentat nici un efect din punct de vedere statistic asupra
vitezei medii de inot, pe cand tratamentul cu Rho in concentratiile de 3 si 5 pg/L, a reusit sa

restabileasca intr-un mod semnificativ viteza medie de inot a pestilor zebra (p < 0.01, p <
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0.001), intr-o maniera asemanatoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.01; Figura 5.10
B). De asemenea, tratamentul cu Rho, a scazut intr-un mod semnificativ durata de imobilitate
a animalelor amnezice, in toate cele trei concentratii testate (1, 3 si 5 pg/L, p <0.0001), intr-
0 maniera asemanatoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.0001; Figura 5.10 C),
sugerandu-se efectele benefice ale tratamentului cu Rho asupra comportamentului spontan
neconditionat al pestilor zebra, prin restabilirea deficitului locomotor indus de tratamentul
cu Sco (196,197). Tratamentul cu Baic in concentratia de 3 pg/L, a prezentat un efect doza-
dependent, reusind sa creasca intr-un mod semnificativ distanta totald parcursa de pesti in
NTT (p <0.1). Un efect similar asupra distantei totale 1-a prezentat si tratamentul cu Baic in
concentratia de 5 ug/L (p < 0.001; Figura 5.10 D), pe cand, tratamentul cu Baic in
concentratia de 1 pg/L, s-a dovedit a fi neeficient (Figura 5.10 D). Cu toate acestea,
tratamentul cu Baic, a fost capabil sa restabileasca viteza medie de inot a pestilor, in toate
cele trei concentratii testate (p <0.0001), Intr-o maniera asemanatoare cu cea a tratamentului
cu GAL (p <0.01; Figura 5.10 E). De asemenea, administrarea tratamentului cu Baic, a avut
drept efect scaderea semnificativa a duratei medii de imobilitate a pestilor amnezici, in toate

cele trei concentratii testate (p < 0.0001; Figura 5.10F) (196,197).
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Figura 5.10 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 ug/L) (A, B, C), Baic (1, 3 si 5 ug/L) (D, E,
F) si Fab (1, 3 si 5 pg/L) (G, H, 1) asupra distantei totale parcurse (A, D, G), a vitezei medii de inot (B, E, H)
si a duratei totale de imobilitate a pestilor zebra in NTT (C, F, ). Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M.,
(n = 10 animale pe grup). ANOVA, a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra distantei totale
parcurse (A) (F (5, 54) = 10.30, p < 0.0001); (D) (F (5, 54) = 8.559); (G) (F (5, 54) = 4.219, p=0.0026); a
vitezei medii de Tnot (B) (F (5, 54) = 6.264, p < 0.0001); (E) (F (5, 54) = 8.444, p < 0.0001); (H) (F (5, 54) =
8.647, p <0.0001); si a duratei totale de imobilitate (C) (F (5, 54) = 37.52, p < 0.0001); (F) (F (5, 54) = 19.73,
p < 0.0001); (1) (F (5, 54) = 10.03, p < 0.0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p <
0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

In ceea ce priveste tratamentului cu Fab s-a observat un efect semnificativ al
tratamentului asupra distantei totale parcurse doar in concentratia de 5 pug/L (p < 0.1), iar
tratamentul cu Fab in concentratiile de 1 si 3 pg/L s-a dovedit a fi neeficient Tn restabilirea
distantei totale parcurse de pestii zebra in testul NTT (Figura 5.10 G). In ceea ce priveste
efectele tratamentului cu Fab asupra vitezei medii de Tnot s-a observat ca tratamentul cu Fab
a reusit sa restabileasca viteza medie de inot a pestilor in toate cele trei concentratii testate
(p <0.0001), intr-o maniera asemanatoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.01) (Figura
5.10 H). Simultan, tratamentul cu Fab a scazut durata de imobilitate a pestilor zebra in timpul

perioadei de testare in testul NTT, unde a manifestat un efect semnificativ de concentratia
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de 3 pg/L (p < 0.001) si in concentratia de 5 pg/L(p < 0.0001), la un nivel apropiat de cel al
tratamentului cu GAL (p < 0.1), pe cand tratamentul cu Fab in concentratia de 1 pg/L s-a
dovedit a fi neeficient din punct de vedere statistic (Figura 5.10 I) (196,197).

Astfel, expunerea pestilor zebra la tratamentul cu Sco (100 puM) timp de 30 de minute
a produs un efect hipolocomotor, reducand intr-un mod semnificativ distanta totala parcursa
n cadrul testului NTT (p < 0.0001), sugerandu-se degradarea sistemului dopaminoergic al
pestilor zebra. In plus, n cadrul testului NTT, administrarea tratamentului cu Sco (100 uM),
pestilor zebrd a generat un puternic rdaspuns anxiogen, exemplificat prin crestere
semnificativa a perioadei de latentd necesara pestilor pentru a incepe explorarea verticala a
acvariului (p < 0.0001) prin reducerea semnificativd a timpului de explorare a zonei
superioare a acvariului, evaluat in secunde (s) si prin cresterea tigmotaxiei fata de grupul de
control (p <0.0001) (196,197).

Expunerea ulterioara a animalelor de laborator la tratamentele cu cele trei flavonoide
naturale a avut drept efect scaderea timpului necesar pentru inceperea exploririi zonei
superioare, comparativ cu lotul tratat doar cu Sco (p < 0.0001), a restabilit distanta totala
parcursa de pesti in cele 6 minute de testare si a scazut intr-un mod semnificativ durata de
imobilitate a animalelor amnezice, intr-o manierda doza-dependentd, exercitind cel mai
pronuntat efect in concentratia de 5 pg/L (p < 0.0001) intr-o maniera asemanatoare cu cea a

tratamentului cu GAL (p < 0.001) (196,197).

V.8.2 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si agatisflavonei asupra

memoriei spatiale a pestilor zebrd evaluatai in testul labirintului Y

In Figura 5.11, sunt ilustrate modelele reprezentative de urmirire a locomotiei
pestilor zebra si preferinta lor pentru unul dintre cele trei brate din cadrul labirintului Y. S-a
observat ca in timpul celei de a doua sesiunii complete de 5 min la pestii din lotul de control
a existat o tendinta de a parcurge o distantd aproximativ egald in bratul de start (A) si bratul
nou (C), in detrimentul celuilalt brat (B).

Grupurile tratate cu Sco (100 uM) au prezentat o scadere a activitdtii locomotorii si
o preferintd crescuta pentru bratul de start (A) si bratul (B), explorand intr-o masura mai
micd bratul nou (C), sugerandu-se degradarea memoriei pestilor In urma administrarii
tratamentului cu Sco.

Degradarea locomotiei pestilor zebra declansatd in urma administrarii Sco in bratul
nou, a fost ulterior imbundtatita prin administrarea tratamentului cu Rho, Baic si Fab, intr-0

maniera asemanatoare cu cea a tratamentului cu GAL (196,197).
51



Sco (100 uM) + GAL (1
mg/mL)

Sco (100 uM) + Fab (1 pg/L)  Sco (100 uM) + Fab (3 pg/L)  Sco (100 uM) + Fab (5 pg/L)

Figura 5.11 Reprezentarea grafica a traseului urmat de pestii zebrd in cadrul celei de a doua sesiuni a
labirintului Y. Inceputul traseului pestilor zebri este reprezentat de punctul de culoare albastrd #, iar sfarsitul
traseului pestilor este reprezentat de punctul de culoare rosic ®.

Pe baza ipotezei ca dizabilitatea motorie interactioneaza cu functia cognitiva, studiul
a investigat asocierea dintre activitatea locomotorie a pestilor zebra si efectul celor trei
flavonoide naturale asupra proceselor cognitive la modelul animal de dementa indus prin

administrarea de Sco (100 uM).
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Dupa cum se poate observa in Figura 5.12, in testul labirintului Y, administrarea
tratamentului cu Sco in concentratie de 100 uM, a avut un efect hipolocomotor, evaluat prin
reducerea semnificativa a numarului de linii traversate (p < 0.001; Figura 5.12 A), (p <0.01,
Figura 5.12 D), (p < 0.05; Figura 5.12 G), prin scaderea evidenta a distantei totale parcurse
(p < 0.05; Figura 5.12 B), (p < 0.01; Figura 5.12 E), (p < 0.05; Figura 5.12 H) si prin
reducerea ughiului de rotire (°) efectuat de pesti in timpul sesiunii de testare comparativ cu
lotul de Control (p <0.0001; Figura 5.12C), (p < 0.0001; Figura 5.12F) si (p < 0.0001; Figura
5.12 1). Administrarea ulterioara a tratamentului cu Rho a avut ca efect prevenirea deficitului
locomotor indus de Sco, manifestand un efect semnificativ doza-dependent in toate cele trei
concentratii testate, astfel, pentru concentratia de 1 pg/L, ANOVA a relevat un efect
semnificativ a tratamentului asupra numarului de intrari in brate (p < 0.01; Figura 5.12 A), a
distantei totale parcurse prin inot (p < 0,01; Figura 5.12 B) si a unghiului de rotire (°) (p <
0,0001; Figura 5.12 C), pentru concentratiile de 3 si pg/L, ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra numarului de intrari in brate (p < 0,001; Figura 5.12 A),
a distantei totale parcurse prin inot (p < 0,0001; Figura 5.12 B) si a unghiului de rotire (°) (p
< 0,0001; Figura 5.12 C), comparativ cu grupul de pesti la care s-a administrat doar
tratamentul cu Sco (100 pM) (196,197). in ceea ce priveste efectul Baic asupra activitatii
locomotorii a pestilor zebra in cadrul testului labirintului Y, s-a observat ca administrarea
Baic in concentratiile de 1, 3 si 5 pg/L, a reusit sa creasca intr-un mod semnificativ atat
numarul total de linii traversate (Figura 5.12 D) cat si distanta totald parcursa de pesti in
timpul sesiunii de testare (Figura 5.12 E), manifestand cel mai pronuntat efect in concentratia
de 5 pg/L (p < 0,0001) (196,197). Insa in ceea ce priveste efectele tratamentului cu Baic,
asupra unghiului de rotire (°) se observa un patern diferentiat de actiune, in maniera doza-
dependentd, manifestand cel mai pronuntat efect in concentratia de 5 pg/L (p < 0,0001;
Figura 5.12 F). Cu toate acestea, ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului cu
Baic asupra unghiului de rotire (°) si in concentratia de 3 pg/L (p <0,001) siin ceade 1 pg/L
(p <0.01; Figura 5.12 F).
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Figura 5.12 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A, B, C), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (D, E,
F) si Fab (1, 3 si 5 pg/L) (G, H, 1) asupra numarului de inréri in brate (A, D, G), a distantei totale parcurse (B,
E, H) si asupra unghiului de rotire (C, F, 1). Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n = 10 animale pe
grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de intrari in brate (A) (F (5,
54) =7.862, p <0,0001); (D) (F (5, 54) =9.786, p < 0,0001); (G) (F (5, 54) = 4.644, p=0,0013); asupra distantei
totale parcurse (B) (F (5, 54) = 9,357), p < 0,0001); (E) (F (5, 54) = 6,895, p < 0,0001); (H) (F (5, 54) = 4,048,
p=0,0034); si asupra unghiului de rotire (C) (F (5, 54) = 14.56, p < 0,0001); (F) (F (5, 54) = 8.909, p < 0,0001);
(1) (F (5, 54) = 8,355, p < 0,0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p <

0,0001 si **** p < 0,00001.
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Tratamentul cu Fab, s-a dovedit a fi mai putin eficient in restabilirea activitatii
locomotorii a pestilor zebra amnezici, comparativ cu efectele celor doua flavonoide
mentionate anterior. Astfel, s-a observat un efect semnificativ din punct de vedere statistic
al tratamentului cu Fab asupra numarului total de linii traversate, asupra distantei totale
parcurse si asupra unghiului de rotire (°) doar in concentratia de 5 pg/L, (p < 0,05; Figura
5.12G; Figura 5.12H si p < 0,01; Figura 5.12 1), intr-o maniera asemandtoare cu cea a
tratamentului cu GAL (p <0,1; (Figura 5.12 1).

Tn acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 pM) pestilor zebrd a avut
drept efect alterarea capacitatilor de invatare si memorare a animalelor de laborator in testul
labirintului Y, evaluate prin intermediul procentului de alternare spontana (%) (p < 0,05;
Figura 5.13A), (p < 0,01; Figura 5.13B) si (p < 0,01; Figura 5.13C). Tratamentului cu Rho
(1, 3 si 5 pg/L) a restabilit in toate cele trei concentratii testate procentul de alternare
spontana (%), prezentand cel mai semnificativ efect in concentratia de 5 ug/L (p < 0,001),
urmata in continuare de concentratia de 3 si 1 ug/L (p < 0,01; Figura 5.13A). Prin urmare,
Rho ar putea ameliora disfunctia cognitiva indusa de Sco, prin imbunatatirea proceselor de

invatare si memorare.
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Figura 5.13 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 ug/L) (B) si Fab
(1, 3 i 5 pg/L) (C) asupra procentului de alternare spontana (%) (A, B, C). Valorile sunt exprimate ca medii +
S.E.M,, (n=10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra procentului
de alternare spontana (%) (A) (F (5, 54) = 5.507, p=0,0004); (B) (F (5, 54) = 9,054, p <0,0001); (C) (F (5, 54)
= 9,857, p < 0,0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 gi ****
p < 0,00001.

Simultan, tratamentul cu Baic, s-a dovedit a marca un potential de actiune mai

remarcabil in concentratiile de 3 si 5 pg/L, in care a determinat o crestere semnificativa a
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procentului de alternare spontand (%), comparativ cu grupul de animale la care s-a
administrat doar Sco (p < 0,0001; Figura 5.13 B), pe cand tratamentul cu Baic in concentratia
de 1 pg/L a determinat o crestere semnificativ mai moderatd a procentului de alternare
spontana (%) (p < 0,001; Figura 5.13 B) (196,197). De asemenea, tratamentul cu Fab, in
concentratia de (1 pg/L), s-a dovedit a fi cel mai putin eficient in restabilirea capacitatii de
invatare si memorare a pestilor zebra, reusind sa creasca doar intr-o masura mica procentul
de alternare spontana (%) (p < 0,01; Figura 5.13 C). O crestere mai insemnata a procentului
de alternare spontana (%), s-a observat in concentratia de 3 ng/L (p <0,001) si in concentratia
de pg/L (p < 0,0001; Figura 5.13 C). Astfel, tratamentul cu Fab, este capabil sa
imbundtiteascd capacitatea de invatare si memorare a pestilor zebrda amnezici.

In plus, pestii zebra tratati cu Sco (100 UM), au prezentat un numar mai redus de linii
travesrate (p < 0,001; Figura 5.14A), (p < 0,01; Figura 5.14C si E.) si 0 diminuare a timpului
petrecut in bratul nou a labirintului (p < 0,001; Figura 5.14B. D si F), comparativ cu lotul de

control, ceea ce indica afectarea memoriei la animalele cu Sco.
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Figura 5.14 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A, B), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (C, D) si
Fab (1, 3 si 5 ng/L) (E, F) asupra numarului de linii traversate (A, C, E) si asupra timpului petrecut in cele trei
brate ale labirintului Y (A, D, F). Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra procentului de alternare spontana (%) (A) (F (5, 54) =
6,235, p=0,0001); (B) (F (5, 54) = 6,353, p <0,0001); (C) (F (5, 54) = 6,238, p=0,0001); (D) (F (5, 54) = 6,244,
p <0,0001); (E) (F (5, 54) = 7,347, p < 0,0001); (F) (F (5, 54) = 7,894, p < 0,0001); Pentru analizele post-hoc
ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

Deficitele cognitive induse de tratamentul cu Sco, pestilor zebra au fost atenuate prin
administrarea celor trei flavonoide naturale. Astfel, tratamentul cu Rho, a manifestat un efect
benefic asupra memoriei spatiale a pestilor zebra, reusind sa restabileasca in toate cele trei
concentratii testate (1, 3 si 5 pg/L) numarul de linii traversate. Analiza post-hoc a aratat ca
administrarea tratamentului cu Rho in concentratia 1 si 3 pg/L a inversat deficitul de
memorie cauzat de administrarea acuta de Sco (p < 0.01). Mai mult, administrarea Rho in
concentratia de 5 ug/L a reusit sa restabileasca numarul de linii traversate de catre pestii
zebra in timpul sesiunii de testare din cadrul testului labirintului Y (p < 0.001; Figura 5.14
A). De asemenea, tratamentul cu Rho in concentratia de 5 pg/L a restabilit timpul petrecut
de pesti in bratul nou al labirintului (p < 0,05; Figura 5.14 B), la un nivel apropiat de cel al
tratamentului cu GAL (1 mg/mL, p < 0,1). Prin urmare, rezultatele obtinute sugereaza ca
Rho prezinta un profil de stimulare a memoriei, prevenind efectele negative asupra
proceselor cognitive induse de Sco. Mai mult decét atat, tratamentul cu Rho, in special n
doza de 5 pg/L a imbunatatit activitatea locomotorie, abilitdtile de invatare si memorare.
Concomitent, tratamentul cu Rho, prezintd potentialul de a imbundtati si sustine memoria
spatiald si de diferentiere a pestilor zebra si de consolidare a efectelor anxiogene induse de
Sco in testul labirintului Y, prin restabilirea numarului de linii traversate si a timpului de

explorare a bratului nou (196,197).
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Un efect asemanator asupra cognitiei spatiale a pestilor zebra amnezici a exercitat-0
si tratamentul cu Baic. Astfel, administrarea tratamentului cu Baic in toate cele cele trei
concentratii (1, 3 si 5 pg/L) a crescut intr-un mod semnificativ numarul de linii traversate de
pesti in cadrul labirintului Y, in special in concentratiile de 3 si 5 pg/L (p < 0,001; Figura
5.14 C). In ceea ce priveste efectele tratamentului cu Baic, asupra timpului petrecut de pesti
in cele trei brate ale labirintului Y se observa ca aceasta este capabild sa restabileasca intr-
un mod semnificativ timpul de explorare al bratului nou doar in concentratia de 5 pg/L (p <
0,05; Figura 5.14 C) (196,197). Tn contrast tratamentului cu Fab, s-a dovedit a prezenta un
efect semnificativ dependent de doza. Astfel, analiza post-hoc a lui Tukey a aratat ca
administrarea cronicd a tratamentului cu Fab in concentratie de 1 pg/L prezinta un efect
modest in ameliorarea efectelor amnezice induse de Sco (100 uM) pestilor zebra (p < 0,1).
Pe cand tratamentul cu Fab in concentratia de 3 pg/L, este mult mai eficient in ameliorarea
deficitelor cognitive induse de Sco (100 uM) (p < 0,001). Pe de alta parte, administrarea
tratamentului cu Fab 1n concentratia de 5 pg/L, s-a dovedit a fi cea mai eficienta, reusind sa
creasca intr-un mod semnificativ din punct de vedere statistic (p < 0,0001), numarul de linii
traversate de pesti in cadrul labirintului Y (Figura 5.14 E). Mai mult decét atat, tratamentul
cu Fab 1n concentratia de 5 pg/L, a reusit sa restabileasca Intr-un mod eficient si semnificativ
timpul petrecut de pesti in bratul nou al labirintului (p < 0.05; Figura 5.14 F). Prin urmare
descoperirile din acest studiu sugereaza ca Fab prezinta un profil de imbunatétire a memoriei
spatiale si de diferentiere in cadrul labirintului Y.

Prin urmare, pestii zebra ce au fost supusi tratamentului cu Sco (100 uM) au prezentat
o degradare semnificativd a comportamentului evaluat prin cuantificarea parametrilor
activitatii locomotorii (p < 0,0001), a abilitdtilor de invdtare si memorare, evaluate prin
inregistrarea procentului de alternare spontand (%) (p < 0,01), precum si printr-o scadere
semnificativd a memoriei spatiale (p < 0,001). In schimb, pestii tratati cu Sco (100 uM) si
supusi tratamentului Rho, Baic si Fab in concentratiile de 1, 3 ng/L si 5 pg/L au prezentat o
crestere semnificativa a activitatii locomotorii, intr-o manierd doza-dependentd, exercitand
cel mai pronuntat efect in concentratia de 5 pg/L (p <0,0001 pentru Rho si Baic si p < 0,01
pentru Fab). Concomitent, cele trei flavonoide naturale au reusit sd imbunatateasca abilitatea
de invatare si memorare a informatiilor noi cat si consolidarea si stocarea acestora la modelul
de peste zebrda a AD ce a fost indus prin administrarea acuta de Sco (100 uM), prin cresterea
semnificativd a procentului de alternare spontana (%) (p < 0,001 pentru Rho si p < 0,0001

pentru Baic si Fab) (196,197). De asemenea, rezultatele obtinute sugereaza ca cele trei
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flavonoide prezinta un profil de stimulare a memoriei, prevenind efectele negative asupra
proceselor cognitive induse de Sco, prin restabilirea numarul de linii traversate si prin
cresterea timpului de explorare a bratului nou in timpul sarcinii labirintului Y (p < 0,001

pentru Rho si Baic si p < 0,0001 pentru Fab).

V.8.3 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si agatisflavonei asupra

memoriei de referintd a pestilor zebra evaluate in testul NOR

Tn Figura 5.15, sunt ilustrate modelele reprezentative de urmirire a locomotiei
pestilor zebra in cadrul testului NOR si preferinta lor pentru unul dintre cele doua obiecte
(OF si ON). Pe parcursul sesiunii de 10 min, la pestii din lotul de control a existat o tendinta
de a petrece o perioada de timp mai mare explorand zona ON in detrimentul zonei OF, pe
cand lotul tratat cu Sco (100 uM) a prezentat o preferintd pentru OF in detrimentul ON.
Grupurile tratate cu Rho, Baic si Fab in concentratii de (1, 3 si 5 ug/L) s-au remarcat prin
cresterea timpului de explorare a ON 1n detrimentul OF, la un nivel apropiat de cel al lotului

de control si a celui tratat cu GAL (1 mg/mL) (196,197).

Sco (100 uM) + GAL (1
mg/mL)

Sco (100 uM) + Rho(1 Sco (100 uM) + Rho(3 Sco (100 uM) + Rho(5
Hg/L) Ho/L) Hg/L)
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Sco (100 puM) + Baic(5
Hg/L) Hg/L) Hg/L)

Sco (100 uM) + Fab(1 Sco (100 uM) + Fab (3 Sco (100 pM) + Fab (5
Hg/L) Hg/L) Hg/L)

Figura 5.15 Reprezentarea grafica a traseului pestilor zebra in timpul sesiunii de testare din cadrul testului
NOR. Inceputul traseului pestilor zebra este reprezentat de punctul de culoare albastra #, iar sfarsitul traseului
pestilor este reprezentat de punctul de culoare rosic ® . Zona obiectului familiar a fost notata cu initialele (OF),
iar zona obiectului nou a fost notata cu initialele (ON).

Tn testul NOR, ANOVA unidirectional a relevat un efect semnificativ al tratamentelor
cu cele trei flavonoide naturale asupra procentelor de preferinta (Rho: F (5, 54) = 10,.85, p
< 0,0001; Figura 5.16 A), (Baic: F (5, 54) = 14,97, p < 0,0001; Figura 5.16 C), (Fab: F (5,
54) = 8,087, p < 0,0001; Figura 5.16 E) si asupra timpului de explorare a ON (Rho: F (5, 54)
=107,7, p < 0,0001; Figura 5.16 B), (Baic: F (5, 54) = 46,43, p < 0,0001; Figura 5.16 D),
(Fab: F (5, 54) = 79,74, p < 0,0001; Figura 5.16 F). Tn cadrul acestui test s-a observat ci
pestii din grupul de control au prezentat o preferinta ridicata pentru explorarea ON si una
redusd pentru explorarea OF (p < 0,0001; Figura 5.16 A, C si E). De asemenea pestii din
lotul de control au petrecut un timp mai indelungat explorand zona ON fata de cea a OF
(Figura 5.16 B, D si F). In contrast, la pestii tratati cu Sco (100 pM) s-a observat o scadere
semnificativa a procentelor de preferinta (p < 0,0001; Figura5.16 A, C si E) si a timpului de
explorare a ON (p < 0,0001; Figura 5.16 B, D si F), sugerandu-se instaurarea deficitelor de
memorie induse de tratamentul cu Sco (196,197).
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Figura 5.16 Efectul administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A, B), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (C, D) si
Fab (1, 3 si 5 pg/L) (E, F) asupra investigarii performantei memoriei de referintd la pestii zebra in timpul
sesiunii de 10 minute, evaluata prin preferinta (%) pestilor fata de obiectul familiar sau fatd de obiectul nou (A,
C, E) si a timpului de explorare a obiectului nou (s) (B, D, F). Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n =
10 animale pe grup). Tn testul NOR, ANOVA One-Waya relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra
preferintei fatd de unul dintre cele doud obiecte in testul NOR: (A) (F (5, 54) = 10,85, p < 0,0001); (C) (F (5,
54) = 14,97, p < 0,0001); (E) (F (5, 54) = 8,087, p < 0,0001); si (B) (F (5, 54) = 107,7, p < 0,0001); (D) (F (5,
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54) = 46,43, p < 0,0001); (F) (F (5, 54) = 79,74, p < 0,0001). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p <
0,01, ** p < 0,001, *** p <0,0001 si **** p < 0,00001.

Administrarea ulterioara a tratamentului cu Rho in concentratia de 1 pg/L, s-a dovedit
a fi neeficienta asupra cresterii preferintei (%) pestilor fata de ON (Figura 5.16A). Cu toate
acestea, s-a inregistrat o Imbunatatire semnificativd a memoriei de referinta la pestii zebra
ce au fost supusi tratamentului cronic cu Rho in concentratiile de 3 si 5 pg/L, prin restabilirea
preferintei pestilor atat in concentratia de 3 pg/L (p < 0,05), cat si in cea de 5 pg/L (p <
0,0001; Figura 5.16A). Mai mult decat atat, tratamentului cronic cu Rho a reusit in toate cele
trei concentratii testate sa restabileasca timpul de explorare a ON (p < 0,0001; Figura 5.16B),
la un nivel apropiat de cel al tratamentului cu GAL (1 mg/mL), sugerandu-se efectele
benefice ale tratamentului cu Rho asupra proceselor de invatare si memorare a pestilor zebra,
in special asupra memoriei de referinta.

Un efect asemanator cu cel al tratamentului cu Rho asupra procentelor de preferinta
n testul NOR, a fost observat si in cazul tratamentului cu Baic. Astfel, pestii tratati cu Baic,
in concentratia de 1 pug/L, nu au prezentat o preferinta semnificativa nici pentru unul dintre
cele doua obiecte. Cu toate acestea, o crestere semnificativa a preferintei pestilor (%), s-a
evidentiat incepand cu concentratia de 3 pg/L (p < 0,01; Figura 5.16 C). Mai mult,
tratamentul cu Baic in concentratia de 5 pg/L, a reusit sa restabileasca intr-un mod
semnificativ preferinta pestilor (%) fatd de ON (p < 0,0001), Tn timpul sesiunii de testare din
cadrul testului NOR, Tntr-un mod similar cu cel al tratamentului cu GAL (1 mg/mL) (Figura
5.16C). De asemenea, in ceea ce priveste efectele tratamentului cu Baic asupra timpului de
explorare a ON, un efect semnificativ s-a observat doar in cadrul concentratiilor de 3 (p <
0,1) si 5 ug/L (p <0.0001; Figura 5.16 D) la un nivel apropiat de cel al GAL (1 mg/mL) (p
< 0,0001), sugerandu-se efectele benefice ale tratamentului cu Baic in special in concentratia
5 pg/L asupra memoriei de referinta a pestilor zebra (196,197).

Intr-un mod alternativ, tratamentul cu Fab s-a dovedit a fi eficient in restabilirea
memoriei de referintd a pestilor amnezici in toate cele trei concentratii testate. Astfel,
administrarea tratamentului cu Fab in concentratiile de 1 si 3 pg/L s-a dovedit a prezenta un
efect semnificativ similar asupra procentelor de preferinta (p <0,01; Figura 5.16 E), pe cand,
tratamentul cu Fab in concentratia de 5 pg/L a prezentat un efect mai pronuntat (p < 0,0001,
Figura 5.16 E). Mai mult decat atat, tratamentul cu Fab a manifestat si un efect semnificativ
asupra timpului de explorarea a ON (s) in toate cele trei concentratii studiate (p < 0,0001;

Figura 5.16 F), intr-un mod similar cu grupul de pesti tratati cu GAL (p < 0,0001),
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sugerandu-se efectele benefice ale tratamentului cu Fab asupra memoriei de referinta n
testul NOR. Rezultatele din acest studiu, sunt sustinute si de catre datele unei meta-analize
realizate de catre (198), unde autorii au descris, Fab, drept un biflavonoid natural ce prezinta
caracteristici promitdtoare pentru a actiona ca un agent neuroprotector adjuvant pentru
tratamentul bolilor neurodegenerative.

Pestii zebra supusi tratamentului cu Sco (100 pM) au prezentat o scadere a
procentelor de preferinta (p < 0,0001) si a timpului de explorare a ON (p < 0,0001),
sugerandu-se degradarea proceselor cognitive si instaurarea unui profil amnezic.
Administrarea ulterioara a tratamentelor cu cele trei flavonoide naturale a determinat o
imbunatatire semnificativa a memoriei de referintd a pestilor zebrd. Un efect mai pronuntat
asupra proceselor cognitive si in special asupra memoriei de referintd a fost observat ca
urmare a administrarii tratamentului cu Rho si Baic in concentratiile de 3 si 5 pg/L si al
tratamentului cu Fab in toate cele trei concentratii testate 1, 3 si 5 pg/L, prin restabilirea
preferintei pestilor pentru ON si a timpului de explorare a ON, in special pentru concentratia

de 5 ug/L (p < 0,0001), la un nivel apropiat de cel al tratamentului cu GAL (1 mg/mL).

V.9 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si ale agatisflavonei asupra

stresului oxidativ 1a modelul de peste zebra al bolii Alzheimer

V.9.1 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

activitatii superoxid-dismutazei

Tn acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 uM), timp de 30 de minute
pestilor zebra, a prezentat o scadere semnificativa a activitatii SOD (p < 0.0001; Figura 5.17
A, B si C), in comparatie cu grupul de control. Tn contrast, administrarea tratamentului cu
Rho (1, 3, 5 pg/L) a determinat cresterea activitatii SOD, in special in concentratia de 5 pg/L
(p < 0,0001; Figura 5.17 A), insa a prezentat un efect semnificativ din punct de vedere
statistic si In concentratiile mai mici (p < 0,01 pentru concentratia de 3 pg/L si p < 0,05

pentru concentratia de 1 pg/L; Figura 5.17 A).
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Figura 5.17 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 ug/L) (B) si Fab
(1, 3 51 5 ng/L) (C) asupra activitatii SOD la modelul de peste zebra al AD indus prin administrarea a 100 uM
de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a SOD. (A) (F (5, 12) = 55,84, p < 0,0001) si (B) (F
(5, 12) = 64,20, p < 0,0001) si (C) (F (5, 12) = 37,26, p < 0,0001). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p
< 0,01, ** p< 0,001, *** p < 0,0001 si **** p <0,00001.

In ceea ce priveste tratamentul cu Baic (1, 3, 5 pg/L), s-a observat ci aceasti
flavonoida naturala a crescut de asemenea, intr-un mod semnificativ activitatea specifica a
SOD (p < 0,05 pentru concentratia de 1 pg/L, p < 0,01 pentru concentratia de 3 pg/L si p <
0,0001 pentru concentratia de 5 pg/L; Figura 5.17 B) (196,197). De asemenea, dupa cum se
observa in figura 5.17C tratamentul cu Fab a reglat intr-un mod remarcabil activitatea SOD
ntr-o maniera dependenta de concentratie. Astfel, pentru concentratia de 1 pg/L semnificatia
statistica este de p < 0,01, pentru concentratia de 3 pg/L semnificatia statisticd este de p <

0,001, iar pentru concentratia de 5 pg/L semnificatia statistica este de p < 0,0001.

V.9.2 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

activitdtii catalazei

Tn acest studiu, testul Post-hoc al lui Tukey a aratat o diferentd semnificativa intre
grupul de control si pestii zebra tratati cu Sco. Astfel, la pestii tratati cu Sco s-a observat o
scadere semnificativa a activitatii specifice a CAT, comparativ cu grupul de control (p <
0.001; Figura 5.17 A, B si C), sugerandu-se instaurarea OS si generarea de modificari

oxidative ale ADN-ului, proteinelor si lipidelor in tesutul cerebral al pestilor zebra (196,197).
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Figura 5.18 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 ug/L) (A), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (B) si Fab (1, 3 si 5 pg/L)
(C) asupra activitatii CAT la modelul de peste zebrd al AD indus prin administrarea a 100 pM de Sco. Valorile sunt
exprimate ca medii £ S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra
activitatii specifice a CAT. (A) (F (5, 12) = 16,56, p < 0,0001) si (B) (F (5, 12) = 16,09, p < 0,0001) si (C) (F (5, 12) =
12,57, p=0,0002). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p <0,0001 si **** p < 0,00001.

Tratamentele cu Rho, Baic si Fab (1, 3, 5 pg/L) au prezentat un efect semnificativ
asupra activitatii CAT, crescand intr-un mod semnificativ activitatea specifica a CAT. Astfel
pentru tratamentul cu Rho testul Post-hoc al lui Tukey a aratat o diferenta semnificativa intr-
o manierd dozd-dependenta Intre lotul de pesti trata cu Sco si lotul de pesti trata cu Rho in
concentratia de 1 pg/L(p < 0,01), intre lotul de pesti tratat cu Sco si lotul de pesti tratat cu
Rho in concentratia de 3 pg/L(p < 0,001) si intre lotul de pesti tratat cu Sco si lotul de pesti
tratat cu Rho in concentratia de 5 pg/L (p < 0,0001), intr-un mod similar cu grupul tratat cu
GAL (p < 0,0001; Figura 5.18 A) (196,197). in ceea ce priveste efectele tratamentului cu
Baic, testul Post-hoc al lui Tukey a ardtat ca tratamentul cronic cu Baic a reusit sa
restabileasca Intr-o manierd asemanatoare pentru toate cele 3 concentratii testate (1, 3, 5
ug/L) activitatea specifica a CAT din tesutul cerebral al pestilor zebra (p < 0,0001), la un
nivel apropiat cu cel al GAL (p < 0,001; Figura 5.18 B) (196,197). Tntr-un mod alternativ,
administrarea tratamentului cu Fab 1n concentratiile de 1, 3, 5 ug/L la animalele de laborator
ce au fost supuse in prealabil tratamentului acut cu Sco, a reusit sa exercite un efect
semnificativ asupra activitatii CAT, in special in concentratiile de 3 si 5 pg/L (p <0,001) la
un nivel apropiat cu cel al GAL (p <0,001; Figura 5.18 C). Cu toate acestea, s-a remarcat ca
tratamentul cu Fab in concentratie de 1 pg/L, a prezentat un efect infim asupra modularii

activitatii CAT (196,197).
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V.9.3 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si ale agatisflavonei asupra

activitatii glutation peroxidazei

In ceea ce priveste efectele tratamentelor cu cele trei flavonoide naturale asupra
activitatii GPX, testul Post-hoc al lui Tukey a aratat ca tratamentul cu Rho (1, 3, 5 ug/L) a
reglat intr-un mod semnificativ nivelul de GPx doar in doza de 5 pg/L (p < 0,05; Figura 5.19
A) (196,197). Tratamentul cu Baic (1, 3, 5 pug/L) s-a dovedit a fi mai eficient Tn reglarea
activitatii specifice a GPX, fatd de tratamentul cu Rho. Astfel, tratamentul cu Baic in
concentratia de 3 pg/L a reusit sa exercite un efect semnificativ asupra activitatii GPX (p <
0,01), la un nivel apropiat cu cel al GAL (p < 0,001; Figura 5.19 B). Mai mult, tratamentul
cu Baic in concentratia de 5 pg/L a reusit sa restabileasca activitatea specifica a GPX n

creierul pestilor zebra (p < 0,0001).
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Figura 5.12. Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (B) si Fab
(1, 3 si 5 pg/L) (C) asupra activitatii GPX la modelul de peste zebra al AD indus prin administrarea a 100 pM
de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a GPX. (A) (F (5, 12) = 5,636, p=0,0067) si (B) (F (5,
12) = 19,33, p < 0,0001) si (C) (F (5, 12) = 25.71, p < 0.0001). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p <
0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

In ceea ce priveste tratamentul cu Fab (1, 3, 5 pg/L), se observd o crestere mai
pronuntata a activitatii GPX in toate cele trei concentratii testate (p < 0,0001; Figura 5.19

C), intr-un mod similar cu cel al tratamentului cu GAL (p < 0,001) (196,197).
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V.9.4 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

continutului total de glutation redus

Tratamentul cu Sco (100 uM) a determinat reducerea nivelului de GSH din creierul
pestilor zebra in comparatie cu lotul la care nu s-a administrat Sco (p < 0,01; Figura 5.20 A),
(p < 0,001; Figura 5.20 B), (p < 0,0001; Figura 5.20 C).
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Figura 5.20 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 ug/L) (B) si Fab
(1, 3 si 5 pg/L) (C) asupra activitatii GSH la modelul de peste zebra al AD indus prin administrarea a 100 uM
de Sco . Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a GSH. (A) (F (5, 12) = 32,53, p < 0,0001) si (B) (F
(5, 12) = 48,57, p < 0,0001) si (C) (F (5, 12) = 34,44, p < 0,0001). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p
< 0,01, ** p < 0,001, *** p <0,0001 si **** p <0,00001.

Administrarea ulterioard a tratamentelor cu Rho, Baic si Fab, a determinat o crestere
semnificativa a nivelului de GSH, intr-un mod similar, in toate cele trei concentratii testate
(1, 3 si 5 pg/L) (p < 0,0001; Figura 5.20 A, B si C), intr-o maniera asemanatoare cu cea a
grupului tratat cu GAL (p < 0,0001) (196,197).

V.9.5 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

nivelului de malondialdehidd

Administrarea acuta de Sco (100 pM) a determinat, cresteri semnificative ale
nivelului de MDA, comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.21) (196,197).
Administrarea cronica a tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) animalelor amnezice a
restabilit Tntr-un mod semnificativ starea de antioxidant din creierul pestilor zebra, insa s-a
observat un patern diferentiat de eficienta. Astfel, s-a observat ca tratamentul cu Rho in
concentratiile de (1, 3 pg/L) a prezentat un potential mai modest in ameliorarea efectelor

amnezice induse Sco (100 uM) (p < 0,001; Figura 5.21 A), fata de concentratia de (5 pg/L)

67



ce a prezentat un potential mai ridicat (p < 0,0001), intr-un mod similar cu grupul tratat cu
GAL (p <0,0001; (Figura 5.21A).
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Figura 5.21 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (B) si Fab
(1, 3 51 5 pg/L) (C) asupra activitatii MDA la modelul de peste zebra al AD indus prin administrarea a 100 pM
de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a MDA. (A) (F (5, 12) = 28,33, p < 0,0001) si (B) (F
(5, 12) = 41,93, p < 0,0001) si (C) (F (5, 12) = 75,07, p < 0,0001). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p
< 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p <0,00001.

In ceea ce priveste tratamentul cu Baic si FAB, s-a observat ci cele doua flavonoide
naturale au prezentat o eficientd similara in toate cele trei concentratii (1, 3 s1 5 pg/L) in
reglarea nivelurilor de MDA, din creierul pestilor zebra (p < 0,0001), intr-un mod similar cu
grupul tratat cu GAL (p < 0,0001; Figura 5.21 B si C) (196,197).

V.9.6 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

nivelului de proteine carbonilate

In urma cuantificarii nivelurilor de proteine carbonilate din creierele pestilor zebra,
S-a observat ca administrarea cronicd a tratamentului cu Sco (100 uM), a avut drept efect
cresterea semnificativd a nivelului de proteine carbonilate, comparativ cu pestii netratati
(p<0.0001) (Figura 5.15) (196,197). Administrarea tratamentului Rho in concentratia de 1
pg/L a determinat o scadere a nivelului de proteine carbonilate fata de grupul tratat doar cu
Sco (100 uM), insad a determinat o scadere nesemnificativd din punct de vedere statistic
(Figura5.22 A\). n ceea ce priveste tratamentul cu Rho in concentratia de 3 pg/L s-a observat
ca in aceasta concentratie Rho este capabila sa scada intr-un mod semnificativ, desi modest,
nivelului de proteine carbonilate in comparatie cu lotul de pesti tratati doar Sco (100 puM) (p
< 0,05; Figura 5.22 A). O semnificatie statistica mai evidenta a tratamentului cu Rho fata de

lotul supus doar tratamentului cu Sco (100 pM), s-a observat in concentratia de 5 pg/L (p <
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0,001), la un nivel apropiat de cel al tratamentului cu GAL (p < 0,0001; Figura 5.22 A)
(196,197).
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Figura 5.22 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (B) si Fab
(1, 3 si 5 pg/L) (C) asupra activitatii proteinelor carbonilate la modelul de peste zebrd al AD indus prin
administrarea a 100 uM de Sco . Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M., (n=10 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a proteinelor carbonilate. (A) (F (5,
12) =21.75, p < 0.0001) si (B) (F (5, 12) = 16.68, p < 0.0001) si (C) (F (5, 12) = 27.42, p < 0.0001). Pentru
analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

Tratamentul cu Baic s-a dovedit a fi mai eficient in concentratia cea mai mica testata
si anume n cea de 1 pg/L, unde a reusit sa regleze intr-un mod semnificativ nivelul de
proteine carbonilate (p<0.001; Figura 5.22 B), in timp ce tratamentul cu Baic in
concentratiile de 3 si 5 pg/L a determinat o scadere semnificativa mai modestd a continutului
de proteine carbonilate (p<0,001; Figura 5.22B). In contrast, administrarea cronici a
tratamentului cu Fab, animalelor cu model amnezic de dementd, a relevat o scadere
semnificativa a nivelului de proteine carbonilate in toate cele trei concentratii testate 1, 3 si
5 ug/L (p <0,0001), intr-un mod asemanator tratamentului cu GAL (p < 0,0001; Figura 5.22
C) (196,197). Prin urmare, datele din acest studiu, sugereaza ca Sco induce suprimarea
remarcabila a functiilor de protectie ale enzimelor endogene antioxidante SOD, CAT, GPX
s1 GSH ce duce la niveluri ridicate de acumulare a radicalilor liberi in celuld, cum ar fi ROS.
Alternativ, tratamentul cu Rho, Baic si Fab a restabilit eficient mecanismul de aparare
antioxidanta prin areglarea activitatii enzimelor antioxidante SOD, CAT, GPX si GSH. De
asemenea, tratamentele cu cele trei flavonoide naturale a reusit sia stopeze oxidarea

proteinelor si a lipidelor si sa scada nivelul de proteine carbonilate si a nivelului de MDA.
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V.10 Efectele roifolinei baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

activitatii acetilcolinesterazei

Tn acest studiu, tratamentul cu Sco (100 pM) timp de 30 de minute a crescut

semnificativ activitatea AChE la pestii zebrd comparativ cu grupul de control (p<0,01)

(Figura 5.23) (196,197).
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Figura 5.23 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) (A), Baic (1, 3 si 5 pg/L) (B) si Fab
(1, 3 51 5 pg/L) (C) asupra activitatii AChE la modelul de peste zebra al AD indus prin administrarea a 100 uM
de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect
semnificativ al tratamentului asupra activitatii specifice a AChE: (A) (F (5, 12) = 7,524, p=0,0021) si (B) (F
(5, 12) = 11,19, p=0,0003) si (C) (F (5, 12) = 5,803, p=0,0060). Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p <
0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

Administrarea ulterioara a tratamentului cronic cu Rho (1, 3, 5 pg/L) a determinat o
scadere a activititii AChE, in special in concentratiile de 3 si 5 ug/L (p < 0,01). In contrast,
tratamentul cu Rho, in concentratia de 1 pg/L a reusit sa exercite un efect semnificativ asupra
activitatiit AChE, actionand Intr-o maniera asemdnatoare cu cea a tratamentului GAL (p <
0,05) in comparatie cu animalele tratate doar cu Sco (100 pM) (Figura 5.23 A) (196,197). Tn
ceea ce priveste tratamentul cu Baic (1, 3, 5 pg/L), s-a observat ca aceasta a manifestat o
scadere semnificativa a activitatii specifice a AChE in functie de dozd ( p < 0,01 pentru 1
ng/L si p< 0,001 pentru 3 si 5 pg/L), in comparatie cu pestii tratati numai cu Sco (100 uM).
Grupurile de animale tratate cu Fab (1, 3, 5 pg/L), au prezentat un efect asemanator cu cel al
Rho si Baic, indicand o scadere semnificativa a activitdtii specifice a AChE in functie de
doza ( p < 0,05 pentru 1 pg/L si 3 ug/L si p< 0,01 pentru 5 pg/L) in comparatie cu pestii
tratati numai cu Sco (100 uM) (Figura 5.23C) (196,197). Prin urmare, pe baza acestor
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rezultate, am putea sugera ca Rho, Baic si Fab prezinta potentialul de a imbunatati disfunctia
cognitiva la modelul de peste-zebra amnezic indus de Sco prin inhibarea activitatii AChE si
prin imbunatatirea deficitelor colinergice generate de administrarea tratamentului cu Sco.
Acest lucru fiind corelat si cu imbunatitirea parametrilor de memorie, dupd cum se
evidentiazd in abordarile comportamentale (NTT, labirintul Y si NOR) si prin restabilirea

eficientd a mecanismul de aparare antioxidanta).

V.11 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

expresiei genelor

Am evaluat efectele neurofarmacologice, ale Rho, Baic si Fab, asupra expresiei

genelor bdnf, npy, egr-1, nrf2a si crebl

V.11.1 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

expresiei factorului neurotrofic derivat din creier (bdnf).

Rezultatele studiului, indica ca administrarea tratamentului cu Sco (100 uM), timp
de 30 de minute pestilor zebra, a prezentat o scddere semnificativd a numarului de copii
ARNmM al genei bdnf in creierul pestilor, comparativ cu lotul de pesti ce a fost supus doar
tratamentului cu Sco (100 uM) (p < 0,01; Figura 5.17).
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Figura 5.24 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1, 3 i 5 pg/L) si Fab (1,3 si 5
pg/L) asupra numarului de copii ARNm al genei bdnf in creirul modelului de peste zebra al AD indus prin
administrarea a 100 uM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de copii ARNm al genei bdnf. (A) (F (4, 10)
=18,94, p=0,0001); (B) (F (4, 10) = 17,65, p=0,0002); (C) (F (4, 10) = 16,19, p=0,0002). Pentru analizele post-
hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

In ceea ce priveste efectele celor 3 flavonoide asupra expresiei genei bdnf in crierul
pestilor zebra, s-a observat ca Rho si Baic manifestd un efect asemanator asupra expresiei

genei bdnf. Astfel, atat tratamentul cu Rho, cat si cel cu Baic, au determinat ntr-un mod
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semnificativ cresterea numarului de copii ARNm al genei bdnf in creirul pestilor zebra in
concentratiile de 3 si 5 pg/L (p < 0,01 pentru 3 ug/L si p < 0,0001 pentru 5 pg/L ), pe cand
tratamentele cu Rho si Baic in concentratia de 1 pg/L, s-au dovedit a fi neeficient in
modularea expresiei genei bdnf (Figura 5.24 A si B). De asemenea, dupa cum se observa in
Figura 5.24C, tratamentul cu Fab a crescut Tntr-un mod remarcabil numarul de copii ARNm
al genei bdnf intr-o maniera dependenta de doza, manifestand un efect semnificativ in toate
cele trei concentratii testate (p < 0,1 pentru concentratia de 1 pg/L si p < 0,001 pentru

concentratiile de 3 si 5 pg/L ).
V.11.2 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra
expresiei neuropeptidei Y (NPY)

In acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco in concentratie de (100 uM) a
indus o diminuare semnificativa a numarului de copii ARNm al genei npy n creierul pestilor

zebra, comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.25).
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Figura 5.25 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1, 3 si 5 pg/L) si Fab (1,3 si 5
ng/L) asupra numarului de copii ARNm al genei npy in creierul modelului de peste zebra al AD indus prin
administrarea a 100 pM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de copii ARNm al genei npy: (A) (F (4, 10)
=120,2, p <0,0001); (B) (F (4, 10) = 109,6, p < 0,0001); (C) (F (4, 10) = 41,81, p < 0,0001). Pentru analizele
post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

Tn cazul tratamentului cu Rho (1, 3, 5 ug/L) s-a observat, ci acesta a a fost capabil si
determine o intensificare semnificativd din punct de vedere statistic a expresiei genei npy
doar in concentratia de 5 pg/L (p < 0,001) (Figura 5.25). Tn contrast, tratamentul cu Baic, s-
a dovedit a fi eficient Tn reglarea expresiei genice a genei npy, atat in concentratia de 3, cat
si in cea de 5 pg/L, intensificand intr-un mod semnificativ (p < 0,0001) numarul de copii

ARNmM a genei npy. in ceea ce priveste tratamentul cu Fab (1, 3, 5 pug/L) s-a observat ci
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acesta a crescut intr-un mod remarcabil numarul de copii ARNm al genei npy, prezentand
un efect semnificativ din punct de vedere statistic in toate cele 3 concentratii testate (p < 0,01
pentru concentratia de 1 pug/L si p < 0,0001 pentru concentratiile de 3 si 5 ug/L; Figura
5.25C).

V.11.3 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

expresiei genei proteinei 1 de raspuns a cresterii timpurii (egrl)

Pe baza rezultatelor pe care le-am obtinut in acest studiu se poate observa ca
administrarea tratamentului cu Sco in concentratie de (100 uM) a suprimat expresia genei
egr-1 in comparatie cu animalele din grupul de control ceea ce, la randul sau, a cauzat

afectarea memoriei (p < 0.0001; Figura 5.26).
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Figura 5.26 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1, 3 si 5 pg/L) si Fab (1,3 si 5
pg/L) asupra numarului de copii ARNm al genei egrl in creierul modelului de peste zebra al AD indus prin
administrarea a 100 uM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M., (n=3 animale pe grup). ANOVA a
relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de copii ARNm al genei egr-1: (A) (F (4, 10)
= 37,33, p <0,0001); (B) (F (4, 10) = 53,25, p < 0,0001); (C) (F (4, 10) = 35,76, p < 0,0001). Pentru analizele
post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

Administrarea ulterioara a tratamentelor cu Rho, Baic si Fab, au reusit sa restabileasca
intr-un mod semnificativ numarul de copii ARNm al genei egr-1 in creirul pestilor zebra
(Figura 5.26 A, B si C). Testele de comparatie multiple ale lui Tukey au aratat ca atat
tratamentul cu Rho, cat si cel cu Fab prezintd o eficienta similara in ameliorarea efectelor
negative ale Sco asupra expresiei egr-1 pentru concentratia de 3 pg/L (p < 0,001). Insi in
ceea ce priveste concentratia de 5 ng/L, s-a observat un patern diferentiat de actiune. Astfel,
tratamentul cu Rho s-a dovedit a fi mai eficient in restabilirea numarului de copii ARNm al
genei egr-1 in creierul pestilor zebra fata de tratamentul cu Fab (p < 0,0001, pentru

tratamentul cu Rho in concentratia de 5 pg/L si p< 0,001, pentru tratamentul cu Fab in
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concentratia de 5 pg/L; Figura 5.26 A si C). In contrast, tratamentul cu Baic, a prezentat un
efect mai modest in ceea ce priveste restabilirea numarului de copii ARNm al genei egr-11in
creierul pestilor zebra (p < 0.05 pentru concentratia de 5 pug/L si p < 0,05 pentru concentrati
de 3 pg/L) (Figura 5.26 B). Insa, in ceea ce priveste concentratia de 1 pg/L, S-a observat ci

nici una dintre flavonoide nu a fost capabila sa induca reglarea expresiei genei egr-1.

V.11.4 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

expresiei genei factorului 2 legat de factorul nuclear eritroid 2a (NRF2)

In acest studiu, expunerea acuti a pestilor zebri la tratamentul cu Sco in concentratie
de (100 uM), a determinat o scadere semnificativa (p< 0,0001) a numarului de copii ARNm
al genei NRF2 in creierul pestilor zebra, in comparatie cu pestii din grupul de control (Figura
5.27A, B si C). Administrarea cronica a tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L) animalelor
amnezice a determinat o crestere semnificativa a numarului de copii ARNm a genei nrf2 (p

< 0,01, pentru concentratia de 3 pug/L si p < 0,001, pentru doza de 5 pg/L; Figura 5.27A).
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Figura 5.27 Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1, 3 si 5 pg/L) si Fab (1,3 si 5
pg/L) asupra numarului de copii ARNm al genei nrf2 in creirul modelului de peste zebrd al AD indus prin
administrarea a 100 pM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de copii ARNm al genei nrf2: (A) (F (4, 10)
=67,11, p <0,0001); (B) (F (4, 10) = 101,5, p < 0,0001); (C) (F (4, 10) = 153,5, p < 0,0001). Pentru analizele
post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

In ceea ce priveste efectele tratamentului cu Baic, testul Post-hoc al lui Tukey a aritat
ca tratamentul cronic cu Baic a reusit sa restabileasca intr-un mod semnificativ expresia
genei nrf2, insa s-a observat un patern diferentiat de eficienta. Astfel, s-a observat ca
tratamentul cu Baic in concentratiile de 1 pg/L, nu a prezentat nici un efect asupra numarului
copii ARNm a genei nrf2. In ceea ce priveste tratamentul cu Baic in concentratia de 3 pg/L,
aceasta a prezentat un potential mai modest in ceea ce priveste ameliorarea efectelor induse

de Sco (100 puM), reusind totusi sa creasca intr-un mod semnificativ din punct de vedere
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statistic numarul de copii ARNm a genei nrf2 (p < 0,05), fata de grupul tratat cu Sco (100
UM) (Figura 5.27 B). Tn contrast, tratamentul cu Baic in concentratia de 5 pg/L a reusit si
restabileasca intr-un mod semnificativ numarul de copii ARNm a genei nrf2 (p < 0,0001),
ce a fost diminuat in urma administrarii tratamentului cu Sco (100 uM) (Figura 5.27B).

De asemenea, dupa cum se observa in Figura 5.27 C, tratamentul cu Fab a amplificat
ntr-un mod remarcabil numarul de copii ARNm a genei nrf2 intr-o maniera dependenta de
doza. Astfel, testul Post-hoc al lui Tukey a ardtat ca tratamentul cronic cu Fab in concentratia
de 1 pg/L nu a prezentat nici un efect, in ceea ce priveste numarul de copii ARNm a genei
nrf2 din creierul pestilor zebra, pe cand tratamentele cu Fab, in concentratiile mai mari de 3
si 5 ng/L, au reusit sa restabileasca intr-o manierd semnificativd numarul de copiit ARNm a
genei nrf2 (p < 0,01 pentru concentratia de 3 pg/L si p < 0,001 pentru concentratia de 5 ug/L;
Figura 5.27C).

V.11.5 Efectele roifolinei, baicalinei si a agatisflavonei asupra expresiei genei de

legare a elementului de raspuns a AMPc (crebl)

Administrarea tratamentului cu Sco in concentratie de (100 uM) a indus o diminuare
semnificativa a numarului de copii ARNm, al genei crebl, in creierul pestilor zebra,
comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.28). Administrarea ulterioard a
tratamentului cu Rho a reusit sa restabileasca intr-un mod semnificativ numarul de copii
ARNM a genei crebl din creierul pestilor zebra, ce au fost diminuate, ca si consecinta a
administrarii tratamentului cu Sco, atat in concentratia de 3 pg/L (p < 0,1) cat si in
concentratia de 5 pg/L (p < 0,0001; Figura 5.28 A).
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Figura 5.28. Efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5 pg/L), Baic (1, 3 si 5 pg/L) si Fab (1,3 si 5
ng/L) asupra numarului de copii ARNm al genei crebl in creierul modelului de peste zebra al AD indus prin
administrarea a 100 pM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA
a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numarului de copii ARNm al genei crebl: (A) (F (4, 10)
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= 81,45, p <0,0001); (B) (F (4, 10) = 92,87, p < 0,0001); (C) (F (4, 10) = 33,31, p <0,0001). Pentru analizele
post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 si **** p < 0,00001.

In ceea ce priveste tratamentul cu Baic, s-a observat ci aceasti flavonoida naturali a
reusit sa restabileasca expresia genei crebl in creierul pestilor tratati cu Sco, doar in
concentratiile de 3 si 5 pug/L (p < 0,0001; Figura 5.28 B). in ceea ce priveste efectele
tratamentelor cu Fab, asupra expresiei genei crebl la nivelul creierului pestilor zebra, s-a
observat ca aceasta a prezentat un patern diferentiat de actiune. Astfel, tratamentul cu Fab,
in concentratia de 1 pg/L, a reusit sa intensifice intr-un mod destul de modest expresia genei
crebl (p < 0,05). In contrast, o influentd mai mare a tratamentului cu Fab asupra expresiei
genei crebl a fost observata in concentratiile de 3 (p < 0,001) si 5 pg/L (p < 0,0001; Figura
5.28C).

V.12 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra

nivelului poteinelor de interes

V.12.1 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter si a agatisflavonei asupra
nivelului proteinei Crebl

Rezultatele studiui arata ca, administrarea tratamentului cu Sco (100 pM), timp de
30 de minute pestilor zebra, a indus o diminuare semnificativa a nivelului proteinei Crebl

raportatd la GAPDH, in comparatie cu grupul de control (Figura 5.29).
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Figura 5.29 Benzile reprezentative ale nivelului de proteine CREB1 si GAPDH din tesutul cerebral al pestilor
zebrd, obtinute prin tehnica de imunobloting (A, B, C) si efectele administrarii tratamentului cu Rho (1, 3 si 5
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ng/L), Baic (1, 3 si 5 pg/L) si Fab (1, 3 si 5 pg/L) asupra nivelului proteinei Crebl, in creierul modelului de
peste zebra al AD, indus prin administrarea a 100 uM de Sco (D, E, F). Abundenta proteinei Crebl, a fost
calculata prin raportarea sa la GAPDH. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M., (n=6 probe pe grup).
ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra nivelului proteinei Crebl.

D) (F (4, 15) = 10,43, p=0,0003); E) (F (4, 25) = 5,539); F) (F (4, 25) = 7,233, p=0,0005). Pentru analizele
post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p <0,0001 si **** p < 0,00001.

Administrarea tratamentului cu Rho a reglat semnificativ nivelurile de expresie ale
proteinei Creb1 in creierul pestilor zebra tratati cu Sco, in special in concentratiile de 3 pg/L
(p<0,01)si 5 pg/L (p <0,001; Figura 5.29 D). In schimb, tratamentul cu Baic, s-a dovedit
a fi mai eficient in concentratia de 1 pg/L (p <0,01) si 3 pg/L (p <0,01), in care a reusit sa
regleze intr-un mod semnificativ nivelul proteinei Creb1, pe cand in concentratia de Baic 5
ng/L, s-a dovedit a avea un efect mai modest (p < 0.05; Figura 5.29 E). In ceea ce priveste
tratamentul cu Fab s-a observat ca aceasta flavonoida a reusit sa regleze activitatea proteinei
Crebl1 1in toate cele trei concentratii testate (p < 0,01, pentru concentratiile de 1, 3 si 5 ug/L;

Figura 5.29 F).

V.13 Corelatii Pearson intre parametrii comportamentali, biochimici si

moleculari

Coeficientul de corelatie Pearson (r) a fost calculat pentru a evalua corelatia statistica
intre parametrii comportamentali si biochimici la pestii zebra, inclusiv latenta de explorare,
timpul petrecut in diferite zone ale acvariului, performantele in teste de memorie si nivelurile
de AChE si MDA (Figura 5.30). Datele sunt exprimate dupa cum urmeaza: Perioada de
latenta (s), timpul petrecut in zona superioard/inferioara a acvariului (s), timpul petrecut n
bratul nou (% din timpul total), procentul de alternare spontana (%), timpul de explorare a
ON (s), preferinta (%), AChE (nmol ATCh/min/mg proteind), MDA (nmol/mg proteind).
Perioada de latenta (Figura 5.30 A) a aratat o corelatie pozitiva semnificativa cu AChE (r =
0,8752), in contrast, raportul dintre timpul petrecut in zona superioara si timpul petrecut in
zona inferioard a acvariului a aratat o corelatie negativa, semnificativa din punct de vedere
statistic cu MDA (r = - 0,6424; Figura 5.30 B). Totodata s-a identificat o corelatie negativa
semnificativa intre timpul petrecut in bratul nou si AChE (r = - 0,5263; Figura 5.30 C),
precum si intre procentul de alternare spontana si MDA (r = - 0,5759; Figura 5.30 D). De
asemenea, a fost observatd o corelatie negativa semnificativa intre timpul de explorare a ON
cu AChE (r = - 0,4362; Figura 5.30 E) si intre preferinta de explorare si MDA (r = - 0,6298;
Figura 5.29F).
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Figura 5.30 Coeficientul de corelatie Pearson intre parametrii comportamentali si cei biochimici. Valorile sunt
exprimate ca medii £ S.E.M., (n=3 animale pe grup). Analiza regresiei liniare a indicat o corelatie pozitiva
semnificativa Intre:

(A) perioada de latenta si nivelul de AChE (r = 0,8752, p < 0,0001); (B) raportul dintre timpul petrecut
in zona superioara si timpul petrecut in zona inferioard a acvariului si MDA (r = - 0,6424, p < 0,0001); (C)
timpul petrecut in bratul nou si nivelul de AChE (r = - 0,5263, p < 0,001); (D) procentul de alternare spontana
si nivelul de AChE (r = - 0,5759, p < 0,001); (E) timpul de explorare a ON si MDA (r = - 0,4362, p < 0,01);
(F) preferinta de explorare si nivelul de MDA (r = - 0,6298, p < 0,0001).

® ctr, X Sco(100 M),k GAL (Img/mL),  Rho 1 (pg/L), £% Rho (3 pg/L),

e Rho (5 pug/L), Baic (1 pg/L), ’ Baic (3 pg/L), ’ Baic (5 pg/L), o Fab (1 pg/L), ®r 3
ng/L), @ Fab (5 pg/L);

De asemenea, am efectuat analize de corelatie intre activitatile enzimatice, peroxidarea
lipidelor si expresia genica, inclusiv activitatea SOD, CAT, GPX, AChE, nivelul de GSH,

proteine carbonilate si expresia genica a genelor bdnf, nrf2 si crebl (Figura 5.31).

A __ _ (B) _ _ ©) __ _
0.3 r=0.8033, p<0,0001, n=33 2.0 r=0.3932, p<0,1, n=33 10 r=-0.3557, p<0,1, n=33
2
S g
0.2 1.5 §
X = 67
a a IS
o
3 o 3 .
01 ¥ =k IS 5
x x Ecj 2
x
0.0 T T T 1 0.5 T T T 1 0 T T T 1
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30 10 15 20 25 3
nrf2a nrf2a nri2a

78




F -
1009 r=-0.5557, p<0,001, n=33

©
100m " r=--0.5509, p<0,001, n=33

Figura 5.31 Coeficientul de corelatie Pearson (r) intre activitatile enzimatice, peroxidarea lipidelor si expresia
absoluta a genelor de interes. Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M., (n = 3 animale pe grup). Analiza
regresiei liniare a indicat o corelatie pozitiva semnificativa intre:

(A) activitatea SOD si numarul de copii ARNm a genei nrf2 (r = 0,8033, p < 0,0001); (B) activitatea GPx si
numarul de copii ARNm a genei nrf2 (r = 0,3932, p < 0,05); (C) nivelul de proteine carbonilate si numarul de
copii ARNm a genei nrf2 (r = - 0,3557, p < 0,05); (D) activitatea AChE si numarul de copii ARNm a gene
crebl (r = - 0,5509, p < 0,001); (E) nivelul de MDA si numérul de copii ARNm a gene bdnf (r = - 0,686, p <
0,0001); (F) activitatea AChE si numérul de copii ARNm a gene bdnf (r = - 0,557, p < 0,001).

® cCcir, X Sco(l00uM),  Rho 1 (ug/L), A4 Rho (3 ug/L), A Rho (5 ug/L),

Baic (1 pg/L), @ saic (3 pg/L), @i 6 ug/L), @ Fab (1 ug/L), @ Fab (3 pe/L), @Fab
(5 ng/L).

Datele sunt exprimate dupa cum urmeaza: SOD (U/mg proteina), GPX (U/mg
proteind), proteine carbonilate (nmoli/min/mg proteind), AChE (nmol ATCh/min/mg
proteind), MDA (nmol/mg proteind), bdnf (numar de copii ARNm, + 10.000), nrf2 (numar
de copii ARNm, + 10.000), crebl (numar de copii ARNm, + 10.000).

Activitatea SOD (Figura 5.33 A) si activitatea GPx (Figura 5.33 B) au aratat o corelatie
semnificativa pozitiva cu numarul de copii ARNm a genei nrf2 cu r de 0,8033 (Figura 5.31
A) si cu r de 0,3932 (Figura 5.31 B), spre deosebire de nivelul de proteine carbonilate care
a aratat o corelatie semnificativa negativa cu numarul de copii ARNm a genei nrf2, cu r de
- 0,3557 (Figura 5.31 C). De asemenea, s-a observat o corelatie negativa semnificativa intre
nivelul de MDA si activitatea AChE (Figura 5.31 F) cu numarul de copii ARNm a genei
bdnf, cu r de - 0,6868 (Figura 5.31 E) si r de - 0,5557 (Figura 5.31 F). Tn mod similar, s-a
identificat si o corelatie semnificativ negativa intre aactivitatea AChE cu numarul de copii
ARNmM a genei crebl cu r de -0,5509 (Figura 5.31 D).

Luate impreuna, aceste rezultate au descoperit, pentru prima datd, cd Rho, Baic si Fab
exercita efecte de imbunatatire cognitiva In amnezia indusd de Sco si au sugerat cd ar putea
fi niste potentiali compusi candidati pentru reglarea simptomelor neuropsihiatrice,
mentinerea si / sau Tmbundtatirea proceselor cognitive, precum si in tratamentul unor boli

neurodegenerative, cum ar fi AD.
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CONCLUZII

Am efectuat acest studiu In vederea evaluarii efectelor neurofarmacologice ale Rho, Biac

si Fab, asupra performantei neurocognitive, a starii similare anxietatii, a statusului oxidativ si a

celui colinergic, a expresiei ARNm a factorului neurotrofic derivat din creier (bdnf), a

neuropeptidei Y (npy), a proteinei 1 de raspuns a cresterii timpurii (egr-1), a factorului nuclear

2 legat de factorul eritroid 2 (nrf2) si a proteinei de legare a elementului de raspuns a AMPc

modelul de peste zebra al AD indus prin imersie in Sco. Avand in vedere rezultatele acestui

studiu, in concluzie afirmam ca:

1)

2)

3)

4)

Baic respectd toate cele cinci filtre farmacocinetice, sugerand cd este un candidat
promititor pentru dezvoltarea medicamentelor. In schimb, Rho si Fab incalca aceste
reguli, ceea ce sugereazd o biodisponibilitate moderatd. Baic prezinta alerte PAINS si
Brenk, indicand o structura farmacologica potential problematica, pe care Rho si Fab nu o
au. Toti trei compusii au solubilitate orala scazuta, cu permeabilitate variata prin BBB si
profile diferite de distributie plasmatica.

Administrarea cronica a tratamentelor cu Rho, Baic si Fab la modelul de peste zebra al AD
a determinat Tmbundtatiri semnificative in activitatea locomotorie, comportamentul
anxiolitic si procesele cognitive, demonstrand potentialul acestor flavonoide in restabilirea
memoriei si a functiilor cognitive afectate.

Rho, Baic si Fab au prezentat efecte neuroprotective prin cresterea expresiei genelor
implicate in procesele cognitive si de aparare antioxidanta, cum ar fi bdnf, npy, egr-1, nrf2
si crebl, au ameliorat stresul oxidativ si disfunctia mitocondrialda. De asemenea, acesta au
demonstrat efecte anti-acetilcolinesterazice si au protejat proteinele si lipidele cerebrale de
degradarea oxidativa, sugerandu-se astfel potentialul lor neuroprotector

Desi flavonoidele studiate prezinta un profil neuroprotector promititor si pot reface
degradarea memoriei in modele animale de AD, existd incd limitdri si discrepante in
biodisponibilitatea lor intre modelul pestilor zebrd si mamifere. Este necesard cercetari
suplimentare pentru a intelege mai bine aplicabilitatea acestor compusi in ameliorarea
degradarii memoriei asociate cu AD si pentru a optimiza profilul lor farmacologic, in

vederea posibilei lor utilizari clinice.
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