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CUVINTE CHEIE 

ACh – acetilcolină (engl. Acetylcholine); 

AChE – acetilcolinesterază (engl. Acetylcholinesterase); 

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

APOE – apolipoproteina E (engl. Apolipoprotein E); 

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

Aβ – Beta amiloid (engl. Amyloid beta); 

Baic – baicalein 5,6-dimetil eter; 

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

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

(BDNF – proteina BDNF umană/rozătoare; Bdnf – proteina Bdnf de la peștele zebră; BDNF 

– gena BDNF umană; Bdnf -gena Bdnf de la rozătoare; bdnf -gena bdnf de la peștele zebră); 

CAT - catalaza (engl. Catalase); 

CREB – proteina receptoare pentru legarea AMPc (engl. cAMP response element-binding 

protein) (CREB – proteina CREB umană/rozătoare; Creb – proteina Creb de la peștele zebră; 

CREB – gena CREB umană; Creb -gena Creb de la rozătoare; creb -gena creb de la peștele 

zebră); 

EGR-1 - proteina 1 de răspuns a creșterii timpurii (engl. Early growth response protein 1) 

(EGR-1 – proteina EGR-1 umană/rozătoare; Egr-1– proteina Egr-1 de la peștele zebră; EGR-

1 – gena EGR-1 umană; Egr-1 -gena Egr-1 de la rozătoare; egr-1 -gena egr-1 de la peștele 

zebră); 

Fab - agatisflavonă ; 

GAL – galantamină; 

GPX - glutation peroxidaza (engl. Glutathione peroxidase); 

GSH - glutation (engl. Glutathione); 

GSK3β - 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- malondialdehidă (engl. Malondialdehyde); 
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NOR – testul de recunoaștere a obiectului nou, cunoscut și ca NOP (engl. Novel object 

recognition test); 

NPs - plăci de β amiloid neuritice (engl. neuritic plaques); 

NPY – AD (engl. Neuropeptide Y) (NPY – proteina NPY umană/rozătoare; Npy – proteina 

Npy de la peștele zebră; NPY – gena NPY umană; Npy -gena Npy de la rozătoare; npy -gena 

npy de la peștele zebră); 

NRF2 - factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2  (engl. Nuclear factor erythroid 2-

related factor 2) (NRF2 – proteina NRF2 umană/rozătoare; Nrf2– proteina Nrf2 de la peștele 

zebră; NRF2 – gena NRF2 umană; Nrf2 -gena Nrf2 de la rozătoare; nrf2 -gena nrf2 de la 

peștele zebră); 

NTT – testul de scufundare într-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 -scopolamină; 

SNC - sistemul nervos central; 

SNP - sistemului nervos periferic; 

SOD – superoxid dismutază (engl. Superoxide dismutase); 

TNF-α – factor de necroză tumorală α (engl. Tumor necrosis factor α);  

TREM2 - receptorul declanșator exprimat pe celulele mieloide de tip 2 (engl. Triggering 

Receptor Expressed On Myeloid Cells 2); 

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

Boala Alzheimer (AD) este o tulburare neurodegenerativă complexă, multifactorială, 

caracterizată printr-o progresie lentă și ireversibilă, fiind cea mai răspândită formă de 

demență (1). Durata medie de viață de la debutul simptomelor clinice până la deces este de 

aproximativ 8,5 ani (2). AD se manifestă printr-o scădere treptată a funcțiilor cognitive, 

însoțită de tulburări comportamentale (3), și este asociată cu atrofierea cerebrală, scăderea 

volumului și greutății cerebrale, extinderea șanțurilor corticale și a sistemului ventricular (4). 

Printre semnele patologice ale bolii se disting ghemuri neurofibrilare (NFT) care se 

formează în urma hiperfosforilării proteinei tau (τ), plăcile amiloidice ce sunt formate din 

peptida β-amiloid (Aβ), prezența în cortex a degenerescenței neurofibrilare, a 

degenerescenței granulo-vacuolare, a disfuncției mitocondriale, a disfuncției colinergice și 

instaurarea stresului oxidativ (OS) (5). Aceste schimbări duc la pierderea neuronilor în 

cortexul cerebral și hipocamp, iar neuronii rămași prezintă degenerare sinaptică, deteriorarea 

dendritelor și a neuropilului, contribuind astfel la declinul cognitiv și la tulburările 

comportamentale și neuropsihiatrice observate la pacienții cu AD (6). 

Factorii de risc pentru dezvoltarea AD includ vârsta înaintată, istoricul familial, 

mutațiile genetice, leziunile oxidative și afecțiunile neurovasculare (7). În ciuda cercetărilor 

intensive, nu există în prezent un tratament eficient pentru AD, medicamentele care vizează 

proteinele Aβ și tau nu au oferit rezultate clinice semnificative, iar tratamentele disponibile, 

care includ inhibitori ai colinesterazei și medicamente psihotropice, oferă doar ameliorări 

limitate ale simptomelor (8). Un factor important în AD este proteina nucleară CREB1, care 

joacă roluri esențiale în diferite regiuni ale creierului (9). CREB1 reglează transcrierea unor 

gene esențiale (10) cum ar fi bdnf (11), egr-1, nrf2 (12) și npy (13). Atât BDNF, EGR-1 cât 

și NPY, sunt niște neuropeptide care. BDNF (factorul neurotrofic derivat din creier) este 

crucial pentru supraviețuirea și diferențierea neuronilor în timpul dezvoltării și reglează 

transmiterea sinaptică și plasticitatea dependentă de activitate (14). EGR-1 controlează 

expresia genelor implicate în creșterea celulară, supraviețuire și menținerea potențării de 

lungă durată (LTP), un proces esențial pentru memoria pe termen lung (15). NPY modulează 

excitabilitatea neuronilor hipocampici și acționează ca un modulator al neuroplasticității și 

neurotransmisiei (16). NRF2 este implicat în protecția neuronală împotriva stresului oxidativ 

și inflamator și reglează căile mitocondriale (17). 
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Tratamentele actuale pentru bolile neurodegenerative, inclusiv AD, sunt ineficiente 

(18) sau au numeroase efecte adverse (19). Recent, datorită eficienței ridicate a flavonoidelor 

(20) se manifestă un interes ridicat în selectarea acestor compuși naturali drept potențiali 

agenți neuroprotectori (21). Studiile experimentale au arătat că flavonoidele precum 

roifolina (Rho), baicaleina 5,6-dimetil eter (Baic) și agatisflavona (Fab) prezintă proprietăți 

neuroprotectoare. Fab protejează neuronii împotriva excitotoxicității induse de glutamat 

(26), Rho protejează neuronii de neurotoxicitatea mediată de peptida Aβ (34), iar Baic poate 

ameliora patologia legată de proteina Aβ și disfuncția cognitivă (27,28). 

Peștele zebră (Danio rerio) este din ce în ce mai utilizat în cercetările 

neurofarmacologice datorită asemănărilor sale neurofiziologice și genetice cu omul, precum 

și a ușurinței de manipulare (29). Acest pește prezintă o barieră hemato-encefalică (BBB) 

similară cu cea a omului și toate sistemele majore de neurotransmițători, ceea ce îl face un 

model adecvat pentru studiile de neurodegenerare (30). 

Teza de doctorat prezintă ultimele noutăți din literatura științifică națională și 

internațională în ceea ce privește demența asociată AD, precum și mecanismele de acțiune 

ale flavonoidelor în îmbunătățirea simptomatologiei acestei boli. De asemenea, prezenta teză 

propune utilizarea unui model animal de demență exemplificat de peștele zebră care este 

indus prin administrarea prin imersie a unui blocant al receptorilor colinergici muscarinici 

reprezentat de scopolamină (Sco). Este prezentată și metodologia de cercetare propusă 

pentru studierea impactului celor trei flavonoide asupra parametrilor comportamentali, a 

celor biochimici și a aspectelor moleculare ale AD din creierul modelului animal. 

Studiul a urmărit evaluarea stării de anxietate, a proceselor de învățare și memorare, a 

statusului oxidativ, a expresiei genice absolute a bdnf, npy, egr-1, nrf2 și creb1, și a nivelului 

relativ a proteinei Creb1, raportat la GAPDH (prin teste comportamentale, biochimice și 

moleculare specifice). 
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CAPITOLUL I. DEMENȚA ASOCIATĂ BOLII ALZHEIMER 

Boala Alzheimer (AD) este cea mai comună tulburare neurodegenerativă (27), 

ireversibilă (28) și progresivă (29), fiind principala cauză de demență la persoanele în vârstă 

(30). AD afectează aproximativ 10% dintre cei peste 65 de ani și peste 32% dintre cei peste 

85 de ani (31). În 2021, a fost a cincea cauză de deces la persoanele în vârstă (32). Clinica 

bolii începe cu o degradare subtilă a memoriei (insuficiență cognitivă ușoară) care 

progresează la afectarea limbajului și deficite vizual-spațiale, iar în stadiul final, pacienții 

devin rigizi și inconștienți, necesitând ajutor pentru sarcini de bază (8). 

Semnele neuropatologice includ atrofia creierului și pierderea neuronilor colinergici, 

în special din hipocamp și cortex, asociate cu acumularea de plăci amiloidice și ghemuri 

neurofibrilare (NFT) (37). Factorii critici în dezvoltarea AD includ disfuncția 

neurovasculară, mutațiile genetice, stresul oxidativ (OS), și procesele inflamatorii. Deși 

există cinci medicamente pentru gestionarea simptomelor, acestea nu pot stagna evoluția 

bolii (37). Evoluția bolii poate dura de la unu la 25 de ani, însă durata tipică a bolii este de 

8-10 ani (32) Abordările terapeutice pentru gestionarea simptomelor AD sunt limitate 

datorită naturii protectoare a BBB care împiedică direcționarea medicamentelor către 

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

îngrijirii pacienților cu AD depășesc un miliard de dolari (35). 

I.1 Prevalența și incidența bolii Alzheimer 

Prevalența AD crește exponențial odată cu înaintarea în vârstă, dublându-se la fiecare 

cinci ani (41). În China, prevalența AD variază de la 0,2% la persoanele între 55-59 de ani, 

la 48,2% între 95-99 de ani (42). În Occident, prevalența este sub 0,6% la cei sub 65 de ani, 

dar depășește 33% la cei peste 85 de ani (2). AD este mai frecventă la femei decât la bărbați, 

conform unei meta-analize din 2017, care arată că femeile au de două ori mai multe șanse 

de a dezvolta această boală decât bărbații (38). 

Incidența AD variază semnificativ în funcție de regiune, fiind raportată între 2,0 și 16,8 

cazuri noi la o mie de persoane peste 60 de ani în SUA (39), Europa (38) Japonia (40) și 

China (41). Această variație se datorează diferențelor în caracteristicile populației, 

intervalele de vârstă, perioadele studiate și criteriile de diagnostic (40). O meta-analiză din 

Europa a arătat că incidența AD crește odată cu durata de viață (42). Rata anuală estimată a 

demenței variază de la 10,5% în America de Nord la 8% în China (48). În 2015, numărul 
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global de cazuri de AD a depășit 32,8 milioane, cu o creștere anticipată la 13 milioane până 

în 2050, pe măsură ce populația vârstnicilor se dublează (48). 

I.2 Impactul global al bolii Alzheimer 

AD prezintă una dintre cele mai rapide rate de creștere a mortalității, cu un timp mediu 

de supraviețuire de 3-6 ani după diagnosticare (5,44), iar îngrijirea pacienților impune costuri 

globale semnificative, estimate să depășească 2,8 trilioane USD până în 2030 (49). Aproape 

jumătate dintre pacienți necesită îngrijire intensivă, fie în instituții, fie la domiciliu, cu variații 

mari în funcție de dezvoltarea economică a țărilor (50). 

I.3 Etiologie 

AD are o etiologie multifactorială, cu o patogenie complexă ce implică factori genetici, 

de mediu, metabolici și vasculari (47). AD poate avea un debut tardiv (LOAD) sau precoce 

(EOAD), forma familială (FAD) fiind rară și asociată cu mutații genetice specifice, în timp 

ce forma sporadică (SAD) este mult mai frecventă și influențată de factori variabili (48). 

Vârsta reprezintă principalul factor de risc, peste 95% din cazuri fiind diagnosticate la 

persoane de peste 60 de ani (53). Manifestările clinice includ pierderea progresivă a 

memoriei, declin cognitiv și tulburări comportamentale. Deși există mai multe ipoteze pentru 

a explica etiologia AD, patogeneza exactă rămâne neclară (50). 

I.3.1 Ipoteza stresului oxidativ și a disfuncției mitocondriale 

Mitocondriile joacă un rol esențial în producția de energie celulară prin fosforilare 

oxidativă și în reglarea semnalizării celulare, inclusiv a calciului și a speciilor reactive de 

oxigen (ROS) (51). Ele conțin un genom semi-autonom (ADNmt) care codifică componente 

ale lanțului de transport al electronilor (ETC) (52). Pe lângă producția de ATP, mitocondriile 

sunt implicate în diferite procese celulare, cum ar fi răspunsul la OS și hipoxic, controlul 

ciclului celular și apoptoza (53). Dezechilibrul între producția de ROS și apărarea 

antioxidantă duce la OS, care este asociat cu îmbătrânirea și patogeneza AD (54). Acest 

dezechilibru cauzează leziuni oxidative ale ADN-ului și proteinelor, afectând funcția 

cognitivă și contribuind la formarea plăcilor de beta-amiloid (Aβ) și a NFT, marcatori 

caracteristici ai AD, accelerând moartea celulară prin apoptoză (55). 

I.3.2 Ipoteza ionilor metalici 

Homeostazia ionilor de Cu²⁺, Zn²⁺ și Fe²⁺ este crucială pentru funcțiile cerebrale 

normale, iar dezechilibrul lor poate contribui la apariția și progresia AD (60). Acest 
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dezechilibru afectează căi celulare esențiale, ducând la plierea eronată a Aβ și la formarea 

NFT (42). În creier acești ioni sunt concentrați în plăcile amiloide, iar modificările nivelurilor 

lor sunt observate atât în lichidul cefalorahidian (LCR), cât și în materia neocorticală (61). 

I.3.3 Ipoteza colinergică 

Ipoteza colinergică sugerează că reducerea funcțiilor colinergice în anumite părți ale 

creierului, în special în neocortex și hipocamp, este asociată cu severitatea bolii (58,59). 

Acest deficit colinergic este cauzat de atrofia și degenerarea neuronilor colinergici, care 

joacă un rol crucial în memorie, învățare și orientare spațială (31,62). Neuronii colinergici 

modulând activitatea prin acetilcolină (ACh), un neurotransmițător esențial, a cărei scădere 

în AD este legată de moartea neuronilor, hiperfosforilarea proteinei τ, și depunerea plăcilor 

amiloide (61). Activitatea crescută a acetilcolinesterazei (AChE), care degradează ACh, 

contribuie la disfuncțiile cognitive, sugerând o relație sinergică între scăderea nivelurilor de 

ACh și progresia patologiei AD (62).  

I.3.4 Ipoteza amiloidă 

Peptida Aβ, formată din 38 până la 43 aminoacizi, provine din fragmentarea proteinei 

precursor APP (66). APP conține un domeniu N-terminal extracelular mare și un domeniu 

C-terminal mai scurt, având rol în sinapsă, transportul neuronal și exportul de fier. Pe 

membrana neuronală, APP este scindată de β-secretază (BACE) și γ-secretază, generând 

Aβ40 și, într-o mică proporție, Aβ42. γ-secretaza, un complex multimeric, produce majoritar 

Aβ40 (70), iar α-secretaza, mediată de ADAM10, scindează APP pentru a preveni formarea 

plăcilor amiloide (74). Mutațiile în APP și PSEN1 cresc producția de Aβ42, care se 

acumulează în plăci. Aβ42 (66) se agregă în oligomeri, protofibrile și fibrile amiloide, care 

au rol semnificativ în degenerarea neuronală și vasculară, perturbând activitatea enzimatică 

și a receptorilor cerebrali (73,75). Această legătură provoacă o serie de efecte în aval, 

inclusiv OS, disfuncție colinergică, hiperfosforilare a proteinei τ și activare a microgliilor . 

Activarea microgliilor conduce la producerea și eliberarea de citokine proinflamatorii 

precum IL-1β, TNF-α și IFN-γ, care, la rândul lor, stimulează astrocitele adiacente să 

producă mai mulți oligomeri Aβ42 (71). 

I.3.5 Ipoteza proteinei tau 

Proteina τ (tau) este esențială pentru stabilizarea microtubulilor în axoni, 

interacționând cu tubulina (70). În mod normal, proteina τ este reglată prin modificări post-

translaționale precum glicozilarea și fosforilarea, dar în AD, această fosforilare crește 
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semnificativ, cu până la nouă grupări fosfat pe moleculă (71). Hiperfosforilarea perturbă 

echilibrul dintre kinaze și fosfataze, favorizând fibrilizarea și agregarea proteinei τ în NFT 

care sunt fibre insolubile în interiorul neuronilor (48). NFT-urile sunt compuse din filamente 

helicoidale pereche și pot forma filamente ocazionale simple (SF), ce conțin o formă 

anormală și hiperfosforilată a proteinei τ (72). 

Extinderea SF și a NFT este asociată cu pierderea neuronilor și a sinapselor, atrofia 

creierului și dilatarea ventriculelor laterale din cauza pierderii de țesut cerebral (87). Aceste 

anomalii sunt legate de gravitatea demenței și durata bolii, afectând direct funcția cerebrală 

(74). NFT-urile și SF-urile sunt prezente în hipocamp, unde contribuie la deteriorarea 

memoriei, și în cortexul de asociere, unde afectează funcțiile cognitive superioare (75). 

Deteriorarea progresivă a diferitelor zone corticale este asociată cu disfuncții cognitive 

variate. Totuși, nu este clar dacă NFT-urile contribuie direct la moartea neuronală sau sunt 

un mecanism de răspuns al neuronilor afectați deteriorați (76). 

I.3.6 Ipoteza răspunsului neuroinflamator 

Neuroinflamația joacă un rol crucial în dezvoltarea AD, amplificând patologia Aβ și τ. 

Studiil de imagistică au demonstrat creșterea activității microgliei și inflamației în creierul 

pacienților cu AD (91). Peste 50% dintre genele implicate în FAD sunt asociate cu funcțiile 

imune și microgliale, inclusiv APOE și TREM2, ale căror disfuncții agravează patologia Aβ 

prin reducerea clearance-ului fagocitar (93). Nivelurile crescute de citokine proinflamatorii 

sunt observate atât în serul pacienților cu AD, cât și în creierul acestora (79). Răspunsul 

inflamator în AD include activarea diverselor celule și sisteme, generând NO, ROS și 

citokine proinflamatorii, ceea ce duce la infiltrarea celulelor imune periferice, 

neuroinflamație, contribuind astfel la progresia bolii și moartea neuronală (98). 

I.4 Factori de risc pentru boala Alzheimer 

Numeroase studii indică o asociere între mai mulți factori de risc și AD (104). Studiile 

epidemiologice și genetice, evidențiază mai multe corelații semnificative din punct de vedere 

statistic între prevalența AD și vârsta înaintată (47). Simultan, mecanismele patogenetice 

cum ar fi inflamația și generarea de radicali liberi, sugerează o legătură cauzală între boala 

aterosclerotică, diabet, hipertensiune arterială (HA), obezitate, fibrilația arterială (FA), 

nivelul de educație, activitatea fizică, consumul de alcool și fumatul asupra prevalenții AD 

(105). În plus, AD este corelată și cu factorii de risc genetic, dintre care cel mai semnificativ 

rol îi aparține alelei APOE4 (54).  
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I.5 Patologie 

Din punct de vedere patologic, AD se caracterizează prin atrofierea cerebrală cu 

scăderea volumului și a greutății cerebrale, atrofierea convoluțiilor cortexului cu extinderea 

șanțurilor corticale și a sistemului ventricular (4). În AD, cele mai afectate regiuni ale 

creierului sunt cele asociate cu funcțiile mentale superioare, în special neocortexul și 

hipocampul (31). Trăsăturile patologice, specifice și cardinale ale bolii includ reducerea 

funcțiilor colinergice, disfuncția mitocondriilor (2), prezența în creier a plăcilor amiloide 

formate din Aβ și a NFT (5). Aceste aglomerate moleculare patologice se dispun în special 

în cortexul frontal, temporal, parietal, în hipocamp și în nucleii colinergici ai antebrațului 

bazal (4,175). Plăcile amiloide nu par să aibă un model definit de depunere, probabil datorită 

numeroaselor mecanisme capabile să elimine aceste proteine la nivel extracelular, în timp ce 

depunerea de NFT pare să urmeze un model bine definit (84). Numeroase studii au indicat 

că una dintre cele mai timpurii modificări ale AD implică pierderea sinapselor (4) care se 

corelează cu declinul cognitiv, ducând în cele din urmă la pierderea marcantă a celulelor în 

mai multe zone ale creierului. De asemenea, se remarcă faptul că nu există forme de AD, în 

absența altor procese de boală coexistente, cum ar fi alte forme de demență, bolile 

cardiovasculare sau diabet (85). 

I.5.1 Carateristicile moleculare 

I.5.1.1 Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) 

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF), este cea mai răspândită neurotrofină 

din SNC și joacă rol major în LTP, în reglarea plasticității sinaptice, creșterea și ghidarea 

axonală și dendritică și participă la eliberarea neurotransmițătorilor, la supraviețuirea și 

diferențierea neuronală (86). BDNF joacă un rol major în metabolismul energetic, în durere 

și apoptoză (87). În ceea ce privește AD, BDNF s-a dovedit a accentua supraviețuirea și 

diferențierea neuronilor colinergici bazali ai creierului (88). BDNF stimulează eliberarea de 

ACh, ceea ce sugerează că deficiențele sintezei BDNF ar putea participa la deteriorarea 

homeostaziei celulare declanșând AD (89). 

I.5.1.2 Neuropeptida Y (NPY) 

Neuropeptida Y (NPY) este cea mai abundentă neuropeptidă din SNC, având 36 de 

reziduuri de aminoacizi și fiind extrem de conservată între mamifere (90). NPY joacă un rol 

crucial în învățare, memorie și diverse funcții fiziologice, inclusiv reglarea stării de spirit, 
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homeostazia cardiovasculară, și motilitatea gastro-intestinală. Studiile au arătat că pacienții 

cu AD prezintă niveluri scăzute de NPY comparativ cu controalele sănătoase (91). NPY 

mediază concentrațiile intracelulare de Ca²⁺, reduce excitotoxicitatea glutamatului, 

protejează celulele hipocampului și promovează neurogeneza prin activarea receptorilor 

specifici, atenuează neuroinflamația și contribuie la protecția neuronală în AD (92). 

I.5.1.3 Proteina 1 de răspuns a creșterii timpurii (EGR1)  

Proteina 1 de răspuns a creșterii timpurii 1 (EGR-1), reglează gene implicate în 

creștere, supraviețuire și plasticitate sinaptică, inclusiv menținerea LTP (15). EGR-1 este 

constitutiv exprimată în cortex și indusă rapid în lobul prefrontal și hipocamp în urma stimuli 

precum expunerea la noutate sau condiționarea fricii (93). EGR-1 reglează expresia genei 

PSEN2 și influențează funcțiile colinergice, având un impact semnificativ asupra învățării și 

memoriei (94). Reducerea expresiei EGR-1 afectează LTP și memoria în sarcini precum 

navigarea spațială și recunoașterea obiectelor, iar șoarecii mutanți EGR-1 nu rețin informații 

despre locația spațială sau caracteristicile obiectelor. EGR-1 îmbunătățește învățarea și 

memoria prin remodelarea sinapselor și creșterea noilor conexiuni sinaptice (95). 

I.5.1.4 Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 α (NRF2) 

Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 (NRF2), membru al familiei de factori 

de transcripție Cap'n'collar (CNC), reglează expresia a peste 250 de gene care conțin 

elementul de răspuns antioxidant (ARE) în promotorii lor (96). Aceste gene sunt implicate 

în detoxifierea, metabolismul glutationului, producția de NADPH, oxidarea acizilor grași, 

metabolismul fierului și procesele proteazomale și autofagice. Nivelurile NRF2 sunt reduse 

la pacienții AD (97). Studiile pe șoareci arată că lipsa NRF2 agravează acumularea de Aβ și 

proteine τ (98), și deficitele cognitive în modele de AD. Activarea NRF2, prin intervenții 

genetice și farmaceutice, oferă un rol neuroprotector în AD (99). 

I.5.1.5 Proteina de legare a elementului de răspuns a AMPc (CREB) 

CREB1 (engl. cAMP Response Element-Binding Protein) este o proteină nucleară de 

43 kDa exprimată în toate celulele cerebrale, care reglează expresia genelor implicate în 

supraviețuirea neuronală și plasticitatea sinaptică, fiind esențială pentru învățare și memorie 

(100). Alterarea căilor enzimatice ce duc la fosforilarea CREB și interacțiunea cu 

mecanismele de transcriere, afectează funcția CREB și contribuie la disfuncția sinaptică și 

pierderea memoriei în AD (101). Studiile au demonstrat că expresia CREB este redusă în 
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AD, cu scăderea nivelurilor de CREB total și fosforilat în lobul prefrontal și hipocamp (102). 

Deficitele cognitive în AD sunt asociate cu scăderea activității CREB, afectând expresia 

BDNF și fiind mediate de oligomeri Aβ care blochează funcția CREB (103) iar intensificarea 

funcției CREB ar putea ameliora deficitele de memorie în AD (104). 

I.6 Simptomele bolii Alzheimer 

Simptomele AD includ declinul cognitiv, schimbări comportamentale și psihologice, 

observate în toate etapele bolii (105). Printre manifestările comune se numără afazia, 

disfuncția executivă, apatia și schimbările de personalitate. Deși deficitele cognitive 

nememorative pot apărea devreme, declinul memoriei este considerat principalul simptom 

(106). Alte simptome includ deteriorarea competențelor lingvistice și sociale, scăderea 

entuziasmului și creșterea agresivității. Abilitățile vizual-spațiale se deteriorează gradual, iar 

disfuncția executivă începe devreme și se agravează pe parcursul bolii (105). 

I.7 Diagnostic și tratament 

Testele de diagnostic bazate pe evaluarea aptitudinilor cognitive, cum ar fi testul 

MMSE (35). Diagnosticul includ diferite combinații de depreciere a abilităților cognitive, 

emoționale și sociale, ulterior diagnosticul AD se confirmă sau nu cu ajutorul tehnicilor de 

măsurare in vivo a neuropatologiei, folosind diverși biomarkei a AD (107) cum ar fi: 

memoria de recunoaștere (108) și memoria pe termen lung (109). 

Tratamentul AD se bazează pe medicamente inhibitoare ale colinesterazei, precum 

donepezilul, rivastigmina și GAL, și pe memantina (110). Aceste medicamente sunt aprobate 

de FDA și contribuie la ameliorarea simptomelor, dar nu promovează proliferarea neuronală 

sau inhibă apoptoza (10). Donepezilul, rivastigmina și GAL funcționează prin inhibarea 

colinesterazei, crescând astfel nivelurile de a ACh în creier. Memantina acționează prin 

blocarea canalelor NMDA suprastimulate. Cu toate acestea, aceste tratamente prezintă efecte 

adverse și nu abordează cauza de bază a bolii (8).  
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CAPITOLUL II. FLAVONOIDELE ȘI BOALA ALZHEIMER 

II.1 Flavonoide. Aspecte generale 

Flavonoidele sunt polifenoli vegetali bioactivi cu roluri importante în natura și 

sănătate, provenind din metabolismul plantelor și fungilor (111). Acestea influențează 

culoarea și aroma florilor și fructelor, reglează creșterea plantelor și le oferă protecție contra 

stresului biotic și abiotic (112). Acești polifenoli prezintă o lungă istorie de utilizare medicală 

datorită efectelor lor antioxidante, prevenind formarea de radicali liberi și influențând funcția 

celulară prin interacțiunea cu receptori și căile de semnalizare intracelulară (113). 

Flavonoidele acționează prin diverse mecanisme antioxidante, inclusiv eliminarea radicalilor 

liberi, chelarea ionilor metalici și inhibarea enzimelor pro-oxidante, fiind utilizate cu succes 

în aplicații nutraceutice și farmaceutice (114). 

II.1.1 Structura chimică, biodisponibilitatea și metabolismul flavonoidelor 

Flavonoidele prezintă un schelet de 15 atomi de carbon și o structură de bază formată 

din două inele benzenice și un inel piranic (69). Acești polifenoli sunt biosintetizate din 

fenilalanină prin calea acidului shikimic. Structura lor poate include grupări de hidroxili, 

metoxil și glicozidice, iar clasificarea lor se bazează pe gradul de oxidare și saturație al 

inelului piran (115). Flavonoidele pot avea structuri variate, iar diferențele de structură 

afectează biodisponibilitatea și activitățile lor biochimice și farmacologice (116). 

Absorbția, metabolismul și excreția flavonoidelor implică procese complexe care 

modifică structura acestor compuși în diverse țesuturi și compartimente celulare. 

Biodisponibilitatea flavonoidelor este esențială pentru evaluarea efectelor lor ca agenți 

chemiopreventivi (117). Flavonoidele suferă transformări extinse, inclusiv în ficat și intestin, 

unde sunt hidrolizate în aglicone mai lipofile, facilitând absorbția (118). Acestea sunt ulterior 

conjugate și detoxificate pentru a îmbunătăți solubilitatea în apă, iar metabolizii lor sunt 

excretați în urină și bilă. Bioactivitatea acestora variază în funcție de structura chimică și 

țesutul țintă, influențând efectele terapeutice și toxicitatea acestora (117). 

II.1.2 Localizarea flavonoidelor în țesutul cerebral 

Unele flavonoide și metaboliții lor pot traversa BBB și accesa direct țesuturile 

cerebrale, iar capacitatea acestora de a face acest lucru depinde de lipofilicitatea lor (120). 

Exemple includ detectarea quercetin-3-O-glucuronidei în țesutul cerebral și acumularea 

flavonoidelor în diferite regiuni ale creierului la animale (121). Deși nivelurile flavonoidelor 
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în creier sunt adesea foarte mici, unele clase sunt reținute mai mult în țesutul neural decât în 

plasmă, ceea ce amplifică efectele lor directe asupra creierului (122,123).  

II.2 Flavonoidele și boala Alzheimer 

Flavonoidele sunt investigate ca agenți neuroprotectori datorită capacității lor de a 

influența procesele neurologice prin reglarea căilor de semnalizare neuronală și glială (124). 

Acestea îmbunătățesc funcția vasculară, stimulează plasticitatea sinaptică, și pot preveni 

deteriorarea oxidativă și disfuncția mitocondrială (18). Acești polifenoli naturali pot 

modifica procesele neurodegenerative și cognitive prin inhibarea colinesterazelor și prin 

modularea căilor de semnalizare, cum ar fi ERK și PI3K/Akt (116).  

Numeroase flavonoide au demonstrat capacitatea de a ameliora patologia Aβ prin 

favorizarea procesării non-amiloidogene și inhibarea agregării, rezultând într-o scădere a 

nivelului de Aβ42 (125). De asemenea, acestea prezintă efecte neuroprotectoare prin 

modularea activității GSK-3β și prin reducerea fosforilării mediate de Aβ (126). Simultan, 

flavonoidele protejează neuronii prin modularea căilor de semnalizare celulară, 

interacționând cu căile de semnalizare MAPK, în special MEK1 și MEK2, care controlează 

procesele celulare prin traducerea semnalelor extracelulare în răspunsuri intracelulare (127). 

În plus, activarea căilor anti-apoptotice ERK1/2 și PI3K/AKT, și reglarea în jos a căilor pro-

apoptotice JNK de către flavonoide, oferă protecție împotriva stresului oxidativ (128).  

II.3 Roifolina 

Roifolina (C₂₇H₃₀O₁₄), cunoscută și sub numele de apigenin-7-O-β-neohesperidosidă, 

este o glicozidă dihidroxiflavonică galbenă cu masa molară de 578,5 g/mol, aparținând 

familiei apigeninei (129). Numele „roifolină” provine de la arborele japonez Rhus 

succedanea, de unde a fost izolată pentru prima dată, și a fost ulterior identificată și în 

frunzele altor plante din diverse familii botanice, precum: Theaceae, Urticaceae, 

Euphorbiaceae, și în sucurile și extractele din citrice, banane, roșii și struguri (130). 

Rho prezintă o serie de proprietăți farmacologice remarcabile, inclusiv activități 

antivirale , antibacteriene, antiinflamatoare, antiproliferative (131) și antioxidante (132) 

având efecte benefice asupra infecțiilor virale, diabetului, inflamației și OS (133). De 

asemenea, Rho a demonstrat efecte anticancerigene(134), antihipertensive și hepato-

protectoare, precum și un potențial neuroprotector împotriva neurotoxicității mediate de 

peptida Aβ (131). 
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II.4 Baicaleina 5,6-dimetil eter 

Baicaleina 5,6-dimetil eter (Baic, C₁₇H₁₄O₅) este o flavonoidă O-metilată galbenă cu 

masa molară de 298,0841 g/mol, izolată inițial din rădăcinile plantei Scutellaria baicalensis 

(familia Lamiaceae), utilizată în medicina tradițională din nord-estul Asiei pentru diverse 

afecțiuni (135). Baic a fost, de asemenea, găsită în alte specii de Scutellaria și în plante din 

genul Alnus (familia Betulaceae), cunoscute pentru proprietățile lor antioxidante, 

antiinflamatorii, antimicrobiene, antivirale și hepatoprotectoare (136). 

Baic excelează în proprietăți antioxidante, demonstrând capacitatea de a proteja 

mitocondriile și de a reduce stresul oxidativ. În plus, a arătat efecte hepato-protectoare 

notabile, prevenind steatoza hepatică și reducând peroxidarea lipidelor. Proprietățile 

antidiabetice ale Baic includ scăderea semnificativă a glicemiei și îmbunătățirea microbiotei 

intestinale (137). De asemenea, Baic are efecte antiinflamatorii remarcabile, reducând 

semnificativ markerii inflamatori precum NF-κB, TNF-α, IL-6 și IL-1β. În ceea ce privește 

protecția neurovasculară, Baic a demonstrat efecte neuroprotectoare, protejând neuronii și 

îmbunătățind funcția cognitivă (138). Cu toate acestea, nu există dovezi actuale care să 

sugereze că Baic ar putea ameliora simptomele amnezice la peștii zebră tratați cu Sco. 

II.5 Agatisflavona 

Agatisflavona (Fab, C27H30O14), cunoscută și ca 6,8''-Biapigenin, este un biflavonoid 

galben cu masa molară de 538,457 g/mol și densitate de 1,656 g/cm³, găsindu-se în frunzele, 

tulpinile, fructele și rădăcinile plantelor precum Caesalpinia pyramidalis, Anacardium 

occidentale și Rhus parviflora, și poate fi extrasă cu solvenți polari sau bipolari, cum ar fi 

metanolul și etanolul (139). 

Fab prezintă activități biologice notabile, incluzând efecte antivirale, antimicrobiene și 

neuroprotectoare (140). Fab protejează neuroni în vitro de excitoxicitate prin reglarea 

glutamatului și influențarea microgliei către un fenotip M2 antiinflamator, reducând astfel 

moartea celulară și nivelurile de citokine proinflamatorii (22). 

 



 

18 

 

CAPITOLUL III MODELUL ANIMAL 

III.1 Utilizarea modelelor animale pentru studiul bolii Alzheimer 

În ciuda progreselor în metodele de studiu non-animale, utilizarea modelelor animale 

rămâne esențială în cercetarea neuroștiințifică, datorită complexității creierului (141). 

Modelele animale, precum șoarecii și peștele zebră, oferă perspective esențiale asupra 

mecanismelor AD și eficienței tratamentelor, fiind mai accesibile și mai ușor de manipulat 

genetic comparativ cu alte mamifere (54). 

III.2 Danio rerio - model animal în cercetarea biomedicală 

În cercetarea biomedicală, modelele animale rămân esențiale pentru înțelegerea 

patogenezei bolilor umane și dezvoltarea de noi terapii, în ciuda progreselor în metodele 

alternative (142–144). Peștele zebră (Danio rerio) a devenit tot mai popular datorită 

avantajelor sale, cum ar fi dezvoltarea rapidă, diversitatea genetică și tactibilitatea în 

manipularea genetică (141). Acest organism model este util pentru studierea proceselor 

neurodegenerative și pentru evaluarea noilor substanțe terapeutice datorită căilor metabolice 

conservate cu mamiferele (145). 

III.2.1 Danio rerio, ca model animal al AD 

Peștele-zebră apare rapid ca un organism model promițător pentru a studia diferite 

tulburări ale SNC, inclusiv AD (146). Neurochimia creierului acestor pești este foarte 

asemănătoare cu ce a mamiferelor, prezentând toate sistemele neuromediatoare majore, 

transmițătorii, receptorii, enzimele de sinteză și de metabolism ce sunt asemănătoare cu cele 

de la om (147). Totodată principalele tipuri de celule găsite în creierul mamiferelor, cum ar 

fi microgliile, oligodendrocitele, neuronii motorii și astrocitele sunt prezente și în SNC a 

acestor pești (148). O altă asemănare importantă dintre mamifere și acest pește o reprezintă 

dezvoltarea BBB, cu permeabilitate selectivă pentru diferite macromolecule (149). De 

asemenea, omportamentul tipic al peștilor zebră poate fi considerat drept un indicator 

esențial a stabilirii modelelor de demență sau a verificării eficacității medicamentelor. În 

plus, acești pești răspund într-o manieră asemănătoare la toate clasele de medicamente 

neurotrope, inclusiv la antipsihotice, stimulante, halucinogene, anxiolitice, antidepresive, 

antiepileptice, sedative, hipnotice, anestezice, analgezice și amplificatori cognitivi (150). 
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III.2.2 Asemănări între comportamentul peștelui zebră și cel al mamiferilor 

Deși creierul peștelui-zebră este mai mic și mai simplu decât cel al mamiferelor, 

mecanismele genetice, neuronale și fiziologice responsabile de răspunsurile 

comportamentale sunt similare cu ale mamiferelor (151). Peștii-zebră prezintă regiuni 

omoloage ale creierului care îndeplinesc funcții similare cu cele din creierul mamiferelor, 

cum ar fi reglarea stărilor emoționale și procesele de învățare și memorare (108). 

III.2.3 Asemănări între neuroanatomia peștelui zebră și cea a maiferilor 

Datorită proximității filogenetice față de om, peștele zebră este recunoscut ca un model 

de încredere pentru studiile ce vizează comportamentul, circuitele neuronale și bolile 

neurodegenerative (148). Deși peștii diferă de mamifere în structura organizatorică a SNC, 

mai multe nuclee cerebrale din creierul peștelui-zebră, inclusiv ganglionii bazali, striatul, 

hipocampul și amigdala, prezintă o omogenitate ridicată cu cele ale mamiferelor (152). 

III.3 Dezavantajele utilizării peștelui zebra ca model animal în neuroștiință 

Peștele zebră oferă numeroase avantaje ca sistem model pentru studiul AD, inclusiv 

ușurința administrării medicamentelor în mediul apos, ceea ce permite evaluarea eficacității, 

biodisponibilității și toxicității în diverse etape (146). Cu toate acestea, există și limitări 

semnificative, cum ar fi diferențele în calea de administrare a medicamentelor comparativ 

cu cea umană, posibilitatea de absorbție a medicamentelor prin piele sau alte organe, și 

complexitatea interpretării interacțiunii circuite-comportament datorită dezvoltării 

incomplete a anumitor regiuni cerebrale și structurii SNC la peștii zebră (150). 
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CAPITOLUL IV MATERIAL ȘI METODE 

IV.1 Studii in silico  

Cercetarea compușilor chimici naturali cu potențial farmaceutic este un proces 

complex de 12-20 ani, care implică descoperirea și dezvoltarea medicamentului. Compușii 

sunt respinși adesea din cauza unui comportament farmacocinetic inadecvat, motiv pentru 

care aceste studii sunt efectuate cât mai devreme pentru a selecta doar compușii cu potențial 

ridicat pentru dezvoltare (153). 

În contextul analizei computaționale, am adoptat o metodă simplificată de reprezentare 

a structurilor chimice folosind sistemul canonic SMILE (sistem simplificat de inserție 

moleculară în linie) pentru Sco, GAL și cele trei flavonoide naturale (Rho, Baic și Fab) 

(Tabelul IV.1). 

Tabelul IV.1 Datele SMILE pentru scopolamină (Sco), galantamină (GAL), roifolină (Rho), baicalein 

5,6-dimetil eter (Baic) și a agatisflavonă (Fab) 

Compușii SMILE (sistem simplificat de inserție moleculară în linie) 

Sco CN1C2CC(CC1C3C2O3)OC(=O)C(CO)C4=CC=CC=C4 

GAL CN1CCC23C=CC(CC2OC4=C(C=CC(=C34)C1)OC)O 

Rho 
CC1C(C(C(C(O1)OC2C(C(C(OC2OC3=CC(=C4C(=C3)OC(=CC4=O) 

C5=CC=C(C=C5)O)O)CO)O)O)O)O)O 

Baic C1=CC=C(C=C1)C2=CC(=O)C3=C(O2)C=C(C(=C3O)O)O 

Fab 
C1=CC(=CC=C1C2=CC(=O)C3=C(O2)C=C(C(=C3O)C4=C(C=C(C5=C4OC 

(=CC5=O)C6=CC=C(C=C6)O)O)O)O)O 

IV.1.1 Evaluarea proprietăților fizico-chimice a compușilor 

Proprietățile fizico-chimice și moleculare sunt factori critici care influențează 

procesele farmacocinetice și farmacodinamice, afectând astfel siguranța și eficacitatea 

medicamentelor. Evaluarea acestor proprietăți, alături de analiza ADME, este esențială în 

descoperirea medicamentelor, ajutând la prioritizarea candidaților cu potențial ridicat. 

Platformele online gratuite, precum pKCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) și 

SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php#), sunt utilizate pentru a evalua 

caracteristicile esențiale ale compușilor, oferind informații despre solubilitate, 

hidrofobicitate și interacțiuni chimice. 

https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
http://www.swissadme.ch/index.php%23
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IV.1.2 Evaluarea structurilor de alertă biomedicală a compușilor testați 

Pentru a evalua potențialele alerte biomedicale ale compușilor Sco, GAl, Rho, Baic și 

Fab, s-a utilizat platforma SwissADME. Evaluarea a inclus detectarea compușilor de 

interferență prin metoda PAINS, identificarea fragmentelor structurale problematice 

conform listei Brenk, și analiza asemănării cu plumbul pentru a determina potențialul 

medicamentelor. De asemenea, s-a estimat accesibilitatea sintetică (SA) a compușilor, 

oferind un scor care reflectă probabilitatea dificultăților de sinteză (154). 

IV.1.3 Predicție compușilor, analogie cu medicamentele 

Conceptul de "asemănare cu medicamentul" evaluează probabilitatea ca o moleculă 

să devină un medicament oral, concentrându-se pe biodisponibilitate. Instrumente precum 

SwissADME și MolSoft MolSoft (https://www.molsoft.com/) sunt utilizate pentru a analiza 

criterii structurale și fizico-chimice, aplicând reguli precum cea a lui Lipinski, Weber, 

Ghose, și Egan, pentru a filtra moleculele care nu îndeplinesc condițiile necesare pentru un 

profil farmacocinetic adecvat. Aceste evaluări ajută la identificarea și selectarea compușilor 

cu cel mai mare potențial de a deveni agenți terapeutici eficienți (155).  

IV.1.4 Profilul farmacocinetic estimat in silico al compușilor 

În cadrul analizei computaționale, am utilizat sistemul simplificat de inserție 

moleculară în linie (SMILES) pentru Sco, Gal, Rho, Baic și 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), În analiza 

computațională a compușilor Sco, GAL, Rho, Baic și Fab, am utilizat reprezentările 

SMILES preluate de pe platforma PubChem. Am folosit patru calculatoare gratuite, inclusiv 

PASS Online, pKCSM, ADMETlab 2.0 și ProTox-II, pentru a obține predicții legate de 

diverse proprietăți farmacocinetice și toxicologice ale acestor compuși. Pentru a facilita 

compararea predicțiilor obținute de pe aceste platforme cu datele experimentale, a fost 

esențială standardizarea unităților de măsură și conversia unor parametri în categorii binare. 

Printre proprietățile analizate s-au numărat solubilitatea în apă, permeabilitatea Caco2, 

absorbția intestinală, permeabilitatea cutanată, toxicitatea și interacțiunile cu enzimele CYP. 

https://www.molsoft.com/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.way2drug.com/PASSOnline/predict.php
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IV.1.5 Predicția activității biologice a compușilor prin intermediul platformelor 

PharmMapper și PASS 

În analiza computațională a compușilor, 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 

biologică și efectele secundare. PharmMapper (156) analizează interacțiunile moleculare 

comparând structura compușilor cu modele farmacofore din baze de date extinse, folosind 

scoruri Z pentru a evalua relevanța țintelor de medicamente. PASS (157) estimează 

probabilitatea ca o substanță să aibă anumite activități biologice, oferind scoruri Pa și Pi care 

indică șansa de a fi activ sau inactiv. Aceste informații ajută la determinarea potențialului 

terapeutic și a diverselor acțiuni ale compușilor. 

IV.1.6 Predicția țintelor proteice a compușilor studiați prin intermediul platformelor 

Molinspiration și SwissTargetPrediction  

Pentru a evalua potențialul țintelor proteice ale compușilor studiați, am folosit 

platformele Molinspiration (https://www.molinspiration.com/) și SwissTargetPrediction 

(http://www.swisstargetprediction.ch/). Molinspiration (158) a oferit evaluări ale 

activităților biologice ale moleculelor, indicând că scoruri mai mari de 0,00 sugerează 

activitate biologică semnificativă. SwissTargetPrediction (159) a efectuat analize de 

similaritate 2D și 3D pentru a prezice țintele proteice, folosind un Scor Combinat care a 

identificat posibile ținte comune și a ghidat selecția compușilor pentru experimentele 

ulterioare. 

IV.1.7 Predicția compușilor studiați de la stadiul de cercetare până la posibila 

aprobare a acestora pe piață prin intermediul platformei miDruglikeness 

Predicția posibilității de aprobat pe piața farmaceutică a compușilor Sco, GAL, Rho, 

Baic și Fab a fost realizată folosind platforma miDruglikeness 

(http://www.pkumdl.cn:8000/midruglikeness). Această platformă oferă o evaluare 

cuprinzătoare a potențialului medicamentelor, analizând capacitatea in vivo, potențialul de a 

deveni medicamente noi de cercetare (IND) și estimările pentru aprobarea pe piață (160). 

miDruglikeness furnizează informații esențiale pentru orientarea resurselor și deciziilor de 

dezvoltare a medicamentelor, contribuind astfel la selecția compușilor cu cel mai mare 

potențial de succes comercial. 

 

https://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/
https://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/
https://www.way2drug.com/PASSOnline/predict.php
https://www.molinspiration.com/
http://www.swisstargetprediction.ch/
http://www.pkumdl.cn:8000/midruglikeness
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IV.2 Materialul vegetal 

Studiul a analizat trei flavonoide naturale, Rho, Baic și Fab, cunoscute pentru efectele 

lor benefice asupra sănătății și absența reacțiilor adverse. Rho reduce inflamația și protejează 

neuronii de neurotoxicitate (161), Baic are efecte anti-neuroinflamatoare și reglează expresia 

TNF-α și IL-6 (162), iar Fab stimulează generarea neuronilor și protejează împotriva 

excitoxicității glutamatului (163). Aceste flavonoide au fost izolate și caracterizate la 

Universitatea Ain Shams, CairoEgipt, sub coordonarea științifică a Prof. univ. dr. Omayma 

Eldahshan. Pentru mai multe detalii a se vedea ANEXELE 1, 2 și 3. 

IV.3 Modelul animal și modul de administrarea a tratamentului 

În acest studiu, am investigat impactul administrării cronice a trei flavonoide naturale 

asupra unui model de demență la peștele-zebră Au fost utilizate 120 pești-zebră adulți 

(Danio rerio), de tip sălbatic cu înotătoare scurte, cu vârste între 3 și 4 luni și lungimi de 3-

4 cm la începutul experimentului, în proporție de 50% femele și 50% masculi, achiziționați 

de la un crescător autorizat (Pet Product S.R.L., București, România). După achiziție, peștii 

au fost aclimatizați în două acvarii de 70 L, echipate cu pompe de aer Tetratec® (Tetra, 

Melle, Germania), într-o cameră de testare la Facultatea de Biologie. Apa declorurată, tratată 

cu Tetra AquaSafe (Tetra, Germania), a fost înlocuită la fiecare două zile și parametrii de 

calitate ai apei au fost monitorizați zilnic. Peștii au fost menținuți într-o fotoperiodă naturală, 

cu un ciclu de 14 ore lumină și 10 ore întuneric și au fost hrăniți de două ori pe zi cu fulgi 

de alge NovoMalawi (JBL, Neuhofen, Germania).  

După 10 zile de aclimatizare, peștii au fost împărțiți aleatoriu în 11 grupuri 

experimentale, fiecare cu câte 10 animale, plasate în acvarii de 10 L, care conțineau apă 

declorurată tratată cu Tetra AquaSafe, înlocuită la fiecare două zile. Din cei 120 de pești, 10 

au fost utilizați ca grup de control (Ctr), 10 au fost tratați cu Sco (100 μM; Sigma-Aldrich, 

Germania), 10 au fost tratați cu Sco (100 μM) + Galantamină (GAL, 1 mg/L; Sigma-Aldrich, 

Germania) iar restul de 90 au fost împărțiți în alte 9 grupuri, după cum urmează: (a) Sco 

(100 μM) + Rho (1, 3 și 5 μg/L); (b) Sco (100 μM) + Baic (1, 3 și 5 μg/L); și (c) Sco (100 

μM) + Fab (1, 3 și 5 μg/L). Flavonoidele naturale (Rho, Baic și Fab) au fost administrate 

cronic pe durata a 10 zile înainte de testele comportamentale, diluate în soluție de 

dimetilsulfoxid (DMSO) 1%. Starea asemănătoare demenței a fost indusă prin administrarea 

acută de Sco (100 µM) timp de 30 de minute înainte de testul NTT și procedura de eutanasie, 

iar pentru testele Y maze și NOR, Sco (100 µM) a fost administrat la 30 de minute după 
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sesiunea de antrenament. Grupul de control a fost expus doar la apă declorurată cu soluție 

de DMSO 1%. 

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etică pentru Animale al Facultății de Biologie, 

Universitatea Alexandru Ioan Cuza, Iași, România (Numărul aprobării proiectului: 

370/4.02.2022), iar toate măsurile au fost luate pentru a minimiza durerea și disconfortul 

animalelor, conform Directivei 2010/63/EU privind protecția animalelor de laborator. Nu s-

au înregistrat decese sau semne de intoxicație în timpul experimentului. 

IV.4 Evaluarea parametrilor comportamentali 

Pentru a evalua impactul administrării cronice a celor trei flavonoide naturale asupra 

comportamentului animalelor incluse în acest studiu, am monitorizat activitatea peștilor 

zebrafi folosind o cameră digitală Logitech HD Webcam C922 Pro Stream. Această cameră 

are o rezoluție Full HD de 1080 pixeli și o rată de cadre de 30 pe secundă și este fabricată 

de Logitech, Lausanne, Elveția. Videoclipurile obținute 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 într-un acvariu nou (NTT) 

Studiile au arătat că testele de anxietate la rozătoare sunt esențiale pentru 

identificarea profilurilor comportamentale legate de anxietate și evaluarea impactului 

medicamentelor (164), iar peștii zebră, folosind teste parțial analoge, oferă rezultate 

comparabile. Aceste teste au demonstrat asemănări semnificative în măsurarea 

comportamentelor precum explorarea redusă și tigmotaxia, subliniind utilitatea peștilor 

zebră în studiile de anxietate și în evaluarea factorilor genetici și farmacologici (165). 

Pentru a investiga efectul compușilor Rho, Baic și Fab asupra stării de anxietate la 

peștii zebrafi tratați acut cu Sco (100 µM), am aplicat protocolul stabilit de Cachat (166). 

Am utilizat un acvariu cu pereți trapezoidali, confecționat din sticlă transparentă, cu 

dimensiuni precise: înălțime de 15,1 cm, lungime de bază de 23,9 cm, lungime superioară 

de 28,9 cm și lățime de 6,1 cm. Acvariul a fost împărțit orizontal în două secțiuni egale: una 

superioară și una inferioară. În timpul experimentului, am umplut rezervorul de testare cu 

1,5 litri de apă prelevată din acvariul de cazare al peștilor și l-am plasat pe o suprafață albă 

plană. Fiecare pește a fost evaluat individual pentru o durată de 6 minute. 

Pe parcursul testului, am măsurat comportamentul de anxietate prin intermediul 

timpului petrecut în zona superioară/inferioară a acvariului (s), perioadei de latență (s) și 

distanța parcursă în partea superioară a acvariului (m). În plus, în cadrul testului de nouă 
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(NTT), am evaluat fenotipurile legate de locomotie ale peștilor zebrafi prin înregistrarea 

parametrilor precum: distanța totală parcursă (m), viteza medie de înot (m/s) și durata de 

imobilitate/îngheț. Aceste măsurători au permis o examinare detaliată atât a 

comportamentului de anxietate, cât și a răspunsului locomotor al peștilor în mediul nou. 

IV.4.2 Testul labirintului Y (Y-maze) 

Pentru evaluarea proprietăților farmacologice ale Rho, Baic și Fab asupra proceselor 

cognitive a peștilor zebră amnezici, am folosit testul labirintului Y, urmând protocolul 

descris anterior de către Cognato et al., (167).  

Testul labirintului Y se bazează pe tendința naturală a peștilor zebră de a explora 

răspunsul la noutate (168). Sarcina principală a acestui test presupune implicarea mai multor 

regiuni ale creierului cum ar fi hipocampul, septul, creierul bazal și cortexul prefrontal, fiind 

foarte sensibil la deteriorarea funcțiilor hipocampului și la medicamentele amnezice (169).  

Acvariul utilizat pentru acest test a fost construit din sticlă transparentă și avea forma 

literei Y, având trei brațe egale, fiecare cu dimensiunile de 25 cm lungime, 8 cm lățime și 

15 cm înălțime, formând un unghi de 120 de grade. Pentru a facilita analiza video, fundul 

acvariului a fost acoperit cu un material plastic alb, iar celelalte suprafețe au fost îmbrăcate 

în plastic negru, pe care au fost aplicate repere vizuale sub formă de pătrate, cercuri și 

triunghiuri. În etapa de antrenament, peștilor li s-a permis să exploreze doar două dintre cele 

trei brațe ale labirintului—brațul de start și brațul familiar—în timp ce al treilea braț, 

reprezentând brațul nou, a fost blocat. În sesiunea de testare, peștii au fost reintroduși în 

brațul de start, având acces liber la toate cele trei brațe timp de 5 minute. Activitatea 

locomototrie a fost evaluată prin înregistrarea numărul total de intrări în brațe, a distanței 

totale parcurse (m) și a unghiului de rotire (˚). Pentru evaluarea proceselor de învățare și 

memorare a peștilor zebră a fost înregistrat procentul de alternare spontană (%).Pentru 

evaluarea memoriei spațio-temporale s-au înregistrat numărul de linii traversate și timpul 

petrecut în cele 3 brațe (s). 

IV.4.3 Testul de recunoaștere a obiectului nou (NOR) 

Testul de recunoaștere a obiectului nou (engl. new object recognition test – NOR), 

se bazează pe preferința naturală a vertebratelor de a explora obiecte noi (ON) în detrimentul 

celor familiare (OF) (170). NOR este un test utilizat pentru evaluarea modificărilor cognitive 

ale animalelor în urma tulburărilor sistemului nervos, neurodegenerative sau a celor induse 

de anumite substanțe chimice. De asemenea, cu ajutorul acestui test este posibilă evaluarea 
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oricărui tip de memorie, inclusiv a memoriei de scurtă și de lungă durată prin simpla 

manipulare a intervalului de retenție, definit ca fiind perioada de timp dintre sesiunea de 

antrenament și cea de testare (54). 

Pentru a evalua impactul celor trei flavonoide asupra memoriei de recunoaștere la 

peștii zebrafi, am implementat testul NOR, conform protocolului stabilit de Stefanello (171). 

Am utilizat un rezervor din sticlă cu formă cubică, având dimensiuni de 30 cm lățime și 

înălțime. Pereții externi ai rezervorului au fost acoperiți cu un material textil negru pentru a 

reduce stresul peștilor și a minimiza erorile experimentale. Rezervorul a fost plasat pe o 

suprafață plană și umplut cu apă prelevată din acvariul de cazare al peștilor, nivelul apei 

fiind menținut la 5 cm de marginea superioară a rezervorului de testare. 

Testul a fost desfășurat pe parcursul a patru zile. În primele trei zile, fiecare pește a 

fost familiarizat cu acvariul de testare timp de 5 minute, de două ori pe zi, cu un interval de 

5 ore între sesiuni. Sesiunea de antrenament, realizată la 12 ore după ultima sesiune de 

familiarizare, a implicat explorarea a două obiecte identice (cubi galbeni cu latura de 2,5 cm) 

timp de 10 minute. Cubii au fost așezați în două colțuri opuse ale rezervorului, orientați 

paralel, cu o distanță de 10 cm între ei. După antrenament, a urmat o perioadă de retenție de 

o oră, în care unul dintre cubii galbeni a fost înlocuit cu un cub albastru. Astfel, cubul galben 

a fost considerat familiar (OF), iar cubul albastru, nou (ON). În sesiunea de testare, fiecare 

pește a avut ocazia să exploreze cele două cuburi timp de 10 minute. Memoria de 

recunoaștere a fost evaluată ca procent de preferință, calculată după formula: Timpul de 

explorare în ON/(Timpul de explorare în OF + Timpul de explorare în ON)*100; Prin 

urmare, peștii cu o memorie de referință mai bună își vor aminti OF și vor petrece mai mult 

timp explorând ON. 

IV.5 Evaluarea parametrilor biochimici din probele de creier de la peștii zebră 

Imediat după efectuarea testelor comportamentale, peștii au fost supuși eutanasierei 

prin răcire rapidă. Procedura a implicat scăderea temperaturii apei la 2-4°C prin adăugarea 

de gheață (în proporție de 5 părți gheață și 1 parte apă), evitând contactul direct al peștilor 

cu gheața înainte de a deveni inconștienți (172). După eutanasiere, peștii au fost disecați 

conform metodei descrise de Gupta și Mullins (173). Peștii au fost scoși din apa rece și 

transferați pe un suport de disecție. După decapitare, capetele au fost supuse unei disecții 

precise într-o soluție tampon fosfat salin (PBS) 1X, pH 7,4. Creierele întregi au fost extrase 

și plasate în microeprubete de 0,5 ml. În cadrul testelor biochimice, trei creiere de pește 
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zebrafi au fost considerate o singură probă. Țesutul cerebral (reprezentat de cele 3 creiere) a 

fost cântărit (~15 mg) și omogenizat (1:10, w/v) timp de 1 minut la 1000 rpm, pe gheață, 

într-o soluție tampon de extracție (soluție tampon fosfat de potasiu 0,1 M, pH 7,4 cu 1,15% 

KCl), utilizând moara Mikro-Dismembrator U (Sartorius, New York, SUA) dotată cu bile 

magnetice de 3 mm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germania). Omogenatul 

a fost centrifugat timp de 15 minute la 14000 rpm și 4°C pentru clarificare, iar supernatantul 

a fost utilizat ulterior pentru determinarea conținutului total de proteine, evaluarea activității 

specifice a enzimelor SOD, CAT, GPX și AChE, și estimarea conținutului total de GSH, 

MDA și proteine carbonilate. 

IV.5.1 Determinarea concentrației de proteine solubile. Metoda Bradford 

Conținutul de proteine a fost cuantificat folosind metoda Bradford (174). Metoda 

Bradford este o tehnică colorimetrică utilizată pentru cuantificarea proteinelor, bazată pe 

schimbarea culorii a unui reactiv de colorare, Coomassie Brilliant Blue, care se leagă de 

proteine, generând o absorbție măsurabilă la 595 nm, proporțională cu concentrația de 

proteine în probe. 

IV.5.2 Determinarea activității superoxid-dismutazei 

În acest studiu, activitatea superoxid dismutazei (SOD, E.C. 1.15.1.1) a fost 

determinată pe baza protocolului descris de Winterbourn și colab. (175). Pe scurt, s-a 

monitorizat capacitatea enzimei de a inhiba reducerea Nitro Blue Tetrazoliului (NBT) de 

către radicalii liberi de superoxid care au fost generați în mediul de reacție prin fotoreducerea 

riboflavinei. Activitatea enzimei a fost exprimată în unități/mg proteină. 

IV.5.3 Determinarea activității catalazei  

Pentru determinarea activității catalazei (CAT, EC 1.11.1.6) am utilizat o metodă 

colorimetrică simplă, ce a fost descrisă pentru prima dată de Sinha (176). Metoda dată se 

bazează pe faptul că bicromatul de potasiu este redus în mediu acid (acid acetic) la acetat 

cromic în prezența căldurii și a H2O2 și poate fi determinat spectrofotometric la 570 nm. 

IV.5.4 Determinarea activității glutation peroxidazei 

În acest studiu activitatea glutation peroxidazei (GPx, E.C. 1.11.1.9)  a fost evaluată 

prin utilizarea protocolului descris de Fukuzawa și Tokumura (177). Această metodă se 

bazează pe faptul că GPx catalizează descompunerea H2O2 cu GSH-ul în calitate de 

reducător, rezultând astfel glutation oxidat (GSSG) și apă. Această reacție este importantă 
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în eliminarea nivelurilor scăzute de H2O2 care ar putea deteriora celula. GSH-ul rămas în 

exces reacționează cu DTNB formând un complex galben. Intensitatea culorii a fost 

măsurată spectrofotometric, întrucât diferența dintre cantitatea inițială și cea finală este 

direct proporțională cu activitatea enzimatică. Activitatea enzimatică a GPx a fost exprimată 

ca unități/mg proteină. 

IV.5.5 Determinarea nivelului de glutation redus 

În acest studiu pentru determinarea conținutului de glutation redus (γ-L-glutamil-L-

cisteinil-glicină- GSH, E.C.1.8.4.4 ), s-a utilizat metoda descrisă de Salbitani și colab. (178). 

GSH reprezintă un component esențial al sistemului de apărare antioxidant celular și joacă 

un rol direct în menținerea homeostaziei redox și în reglarea concentrațiilor scăzute de ROS. 

Cantitatea de GSH a fost raportată la concentrația de proteine și a fost exprimată în µg 

GSH/mg proteină. 

IV.5.6 Determinarea nivelului de malondialdehidă 

Determinarea nivelului de Malondialdehida (MDA, E.C. 542.78.9), în creierele de 

pește zebrafi a fost realizată conform protocolului descris de Ohkawa și colab., (179). Acest 

protocol se bazează pe interacția peroxididelor de lipide din țesuturile animale cu acidul 

tiobarbituric, generând o colorare roz, care a fost măsurată la 532 nm. 

IV.5.7 Determinarea nivelului de proteine carbonilate 

Pentru a evalua nivelul proteinelor carbonilate în creierele de pește zebrafi, am 

aplicat metoda descrisă de Oliver și colab., (180). Aceasta implică reacția dintre 2,4-

dinitrofenilhidrazină și reziduurile de proteine din creierul peștilor, generând 2,4-

dinitrofenilhidrazone. Aceste complexe au fost cuantificate la 370 nm, utilizând un amestec 

de GuHCl și KH2PO4 ca referință. Rezultatele au fost exprimate în nmoli DNPH pe mg de 

proteină.  

IV.5.8 Determinarea activității acetilcolinesterazei 

Pentru determinarea activității acetilcolinesterazei (AChE E.C. 3.1.1.7) din 

omogenate, s-a utilizat metoda fotometrică descrisă de Ellman și colab. (181). Substratul 

iodură de ACh (Sigma, SUA) și reactivul acid ditiobisnitrobenzoic (DTNB) (Sigma, SUA) 

au fost adăugate împreună cu tamponul fosfat (pH 7,4). Iodura de ACh a fost hidrolizată la 

tiocolină și acetat de AChEEnzima acționează asupra ACh, formându-se în mediu tiocolină 

și acetat. Tiocolina rezultată reacționează rapid cu DTNB din mediul de reacție și duce la 
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formarea anionului 5-tio-2-nitrobenzoat de culoare galbenă produsă din reacția dintre 

tiocolină și DTNB. Rata de dezvoltare a culorii a fost utilizată ca măsură a activității AchE. 

Un profil cinetic al activității enzimatice a fost studiat spectrofotometric la 412 mm. 

Activitatea enzimatică a fost exprimată în nmoli ATC/min/mg de proteină.  

IV.6 Evaluarea expresiei genelor 

IV.6.1 Extracția ARN total din probele de creier prelevate de la peștii zebră 

Extracția ARN-ului total din creierele de pești zebrafi a fost realizată folosind EZ-

RNA II Total RNA Isolation Kit (fără cloroform) Cat. No.: 20-410-100 (182). Creierele, 

cântărite individual (aprox. 5 mg), au fost omogenizate în 0,25 ml soluție de denaturare și 

incubate timp de 5 minute. După adăugarea fenolului saturat și a 1-bromo-3-cloropropan, 

amestecul a fost centrifugat, iar supernatantul a fost tratat cu izopropanol și centrifugat din 

nou. Pelleturile au fost spălate cu etanol 75% și uscate la aer, iar ARN-ul a fost dizolvat în 

apă fără nucleaze. Probele de ARN au fost normalizate la 100 ng/µl, iar concentrația și 

puritatea au fost măsurate cu NanoDrop. ARN-ul a fost convertit în cDNA folosind 

Omniscript Reverse Transcription Kit (QIAGEN). 

IV.6.2 Evaluarea expresiei genelor bdnf, npy, egr-1 nrf2, și creb1 

Probele de ARN total au fost dezghețate lent la 4 °C, fiind ulterior cuantificate. Pentru 

a exclude erorile de cuantificare a expresiei genice, provocate de diferențe ale concentrației 

de ARN introdus în reacțiile de amplificare, toate probele au fost normalizate la concentrația 

de 100 ng/µl. Pentru cuantificarea expresiei absolute a genelor de interes (bdnf, npy, egr-1, 

nrf2 și creb), atât revers-transcriere cât și amplificarea prin RT-qPCR au fost realizate 

utilizând un kit într-un singur pas GoTaq® 1-Step RT-qPCR System (Promega, Madison, 

WI, SUA), pe o mașină PCR rotativă în timp real HRM Rotor-Gene 6000 (Corbett, CA, 

SUA) cu 5 plexuri. Amestecurile de reacție au fost realizate în duplicat, fiecare amestec de 

reacție având un volum de 10 µl. În calitate de control intern în RT-qPCR am utilizarea β-

actina. Astfel, am îmbunătățit precizia și fiabilitatea datelor noastre privind expresia genică. 

IV.7 Imunodetecția proteinei CREB1, transferate pe membrane de 

nitroceluloză 

Detecția proteinelor de interes, CREB-1 și GAPDH, a fost realizată 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) într-un tampon de extracție (0,1 M tampon fosfat de potasiu, pH 7,4, cu 1,15% 

KCl și inhibitori de protează SIGMAFAST™, Tablete Inhibitoare de Protează, S8820), 

conținând inhibitori solubili ai proteazelor (AEBSF, E-64, bestatină, leupeptină, aprotină și 

EDTA (sare de sodiu)) cu specificitate largă pentru inhibarea proteazelor serinice, cisteinice 

și metaloproteazelor. Omogenatul a fost centrifugat la 14.000 rpm timp de 15 minute la 4°C, 

iar supernatantul (~130 µl) a fost colectat în tuburi sterile de 1,5 ml. Concentrația optimă a 

extractului proteic pentru încărcarea în puțuri a fost determinată utilizând metoda Bradford 

(174). Cantități egale de proteine au fost diluate în tampon de încărcare (200 mM Tris-HCl, 

pH 6,8, SDS 10%, bromofenol albastru 0,4%, 40% glicerină și 1M beta-mercaptoetanol) și 

încălzite la 90°C timp de 10 minute pentru a facilita denaturarea. După denaturare, probele 

au fost centrifugate la 2500 rpm timp de 10 secunde și apoi separate prin electroforeză pe un 

gel de poliacrilamidă 10% utilizând electroforeza SDS-PAGE.  

Proteinele, ordonate în funcție de masele lor moleculare pe gelul de poliacrilamidă, 

au fost transferate electrostatic pe o membrană de nitroceluloză (0,45 µm) (Watman, 

Germania) folosind un sistem de migrare semi-uscat. Membranele au fost blocate timp de 

30 de minute într-o soluție tampon de blocare (TTBS) conținând 500 mM TRIS-HCl, 1,5 M 

NaCl și 0,1% Tween 20%. Apoi, au fost incubate timp de două ore la temperatura camerei 

în soluție tampon TBS cu două anticorpi primari (anti-GAPDH și anti-CREB-1, produse în 

iepure), așa cum este descris în Tabelul 2. După spălare cu soluție TTBS, membranele au 

fost incubate timp de o oră în soluție tampon TBS cu anticorp secundar (IgG, anti-iepure, 

produs în capră). După o spălare finală, membranele de nitroceluloză au fost incubate timp 

de 10 minute la temperatura camerei în tampon de carbonat (0,1 M NaHCO3, 1 mM MgCl2, 

pH 9,8). În final, membranele de nitroceluloză au fost dezvoltate într-un tampon de 

dezvoltare (7,5 g BCIP în 20 ml tampon carbonat + 60 µl NBT), agitând ușor până când 

benzile au apărut (~2-5 minute). Benzile au fost fotografiate cu dispozitivul Fluor-S 

MultiImager (Bio-Rad, SUA), iar analiza imaginilor pentru cuantificarea proteinelor de 

interes a fost realizată folosind software-ul Image Lab (Bio-Rad, SUA). 

IV.8 Analiza statistică 

Rezultatele s-au exprimat ca medie ± eroarea standard a mediei (S.E.M). Datele 

privind comportamentul, statusul colinergic și cel oxidativ, expresia genelor bdnf, npy, 

creb1, egr1, nrf2 și nivelul de proteină Creb1 au fost analizate printr-o analiză 
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unidirecțională a variantei (ANOVA), urmată de testul de comparație multiplu post-hoc al 

lui Tukey, luând în considerare ca factor tratamentul cu Rho, Baic și Fab.  

Toate analizele statistice au fost efectuate cu ajutorul software-ul GraphPad 9.2 

(GraphPad Software 9.2, Inc., San Diego, CA, SUA), iar semnificația statistică a fost 

stabilită la un p < 0,05. Corelația dintre starea similară anxietății, performanța 

neurocognitivă, a OS a statusului colinergic, expresia genelor de interes bdnf, npy, creb1, 

egr1, nrf2 și a nivelului de proteină CREB1 a fost stabilită prin intermediul corelațiilor 

Pearson (r). 
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CAPITOLUL V. REZULTATE ȘI DISCUȚII 

V.1 Proprietățile fizico-chimice ale roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter și ale 

agatisflavonei  

Această lucrare completează cercetările anterioare prin compararea proprietăților 

fizico-chimice ale compușilor Sco, GAL, Rho, Baic și Fab, folosind date din PubChem 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) și analizându-le cu platforma online pKCSM 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) și platforma online SwissADME 

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

Studiul s-a concentrat pe compușii naturali Rho, Baic și Fab, din cauza prezenței lor 

istorice în alimentația umană. În Figura 5 este reprezentat radarul de biodisponibilitate pentru 

Sco, GAL, Rho, Baic și Fab, care prezintă șase proprietăți fizico-chimice: lipofilitate (LIPO), 

dimensiune (SIZE), polaritate (POLAR), solubilitate (INSOLU), flexibilitate (FLEX) și 

saturație (INSASTU). Rezultatele arată că Sco și GAL sunt compuși solubili oral, în timp ce 

flavonoidele naturale (Rho, Baic, Fab) nu sunt biodisponibile oral din cauza polarității 

ridicate, dimensiunii mari și altor caracteristici fizico-chimice. 

 

Figura 5.1. Zona roz reprezintă intervalul optim pentru fiecare dintre proprietăți (lipofilitate: LogP între −0,7 și 

+5,0, dimensiune: Greutate moleculară între 150 și 500 g/mol, polaritate: TPSA între 20 și 130 Å, solubilitate: 

LogS nu mai mare de 6 , saturație: fracțiunea de atomi de carbon în hibridizarea sp3 nu mai puțin  de 0,25 și 

flexibilitate: nu mai mult de 9 legături rotative. În acest exemplu, se prevede că compusul nu este biodisponibil 

oral, deoarece este prea flexibil și prea polar. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
http://www.swissadme.ch/index.php%23
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Tabelul V.1 detaliază proprietățile fizico-chimice esențiale pentru evaluarea 

compușilor cu potențial farmaceutic, conform criteriilor stabilite de Xiong și colab., (191). 

Aceste criterii includ greutatea moleculară (100-600 g/mol), numărul de acceptori și donatori 

de legături de hidrogen, suprafața polară accesibilă solvenților (TPSA), solubilitatea, 

lipofilitatea și numărul de legături rotative. Aceste proprietăți sunt cruciale pentru 

optimizarea și selecția compușilor cu potențial terapeutic. 

Tabelul V.1 Proprietăți fizico-chimice ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), 

baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) și a agatisflavonei (Fab) obținute cu ajutorul platformelor Pkcsm și 

SwissADME. 

Descriptor Sco GAL Rho Baic Fab 

Formula moleculară C17H21NO4 C17H21NO3 C27H30O14 C15H10O5 C30H18O10 

Greutate moleculară 303.358 287.359 578.523 314.293 538.464 

nHA 5 4 14 6 10 

nHD 1 1 8 2 6 

Număr de atomi grei 22 21 41 20 40 

Număr de atomi grei 

aromatici 
6 6 16 16 32 

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 

Legături rotative 4 1 6 3 3 

Refrație molară 83.48 84.05 137.33 73.99 146.97 

Suprafață 129.371 1.8503 231.312 130.682 222.664 

TPSA 62.30 Å² 41.93 Å² 228.97 Å² 90.90 Å² 181.80 Å² 

LogP (coeficientul de partiție octanol/apă) 

TPSA (Aria de suprafață a donatorilor și acceptorilor) 

V.2 Evidențierea structurilor de alertă biomedicală ale celor 3 flavonoide 

Dintre compușii analizați, doar Baic prezintă o alertă PAINS legată de inhibarea 

catecol-O-metiltransferazei (COMT), sugerând un potențial redus comparativ cu ceilalți 

compuși, așa cum se poate observa în Tabvelul V.2. 

 
Tabelul V.2 Proprietățile asociate structurilor de alertă biomedicală ale scopolaminei, galantaminei, 

roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter și a agatisflavonei obținute cu ajutorul platformei SwissADME. 

Compuşi Sco GAL Rho Baic Fab 

PAINS 0 alert 0 alert 0 alerte 
1 alertă: 

catecol_A 
0 alerte 
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MW- greutate moleculară 

Sco prezintă o alertă Brenk legată de un nucleu heterociclic cu trei atomi, ceea ce poate 

influența negativ farmacocinetica și poate indica un potențial toxic. GAL are o alertă Brenk 

pentru „izolat_ alchenă”, sugerând posibile efecte adverse asupra farmacologiei sale, iar Baic 

prezintă o alertă „Catecol”, indicând riscuri similare. Rho și Fab nu au alerte Brenk, dar 

ambele flavonoide au o greutate moleculară mare și lipofilitate scăzută, indicând o 

solubilitate redusă și dificultăți în optimizarea plumbului, deși toate compușii sunt accesibili 

sintetic, conform scorurilor SA validate (192). 

V.3 Predicțiele structurilor de alertă biomedicală ale celor 3 flavonoide  

Rezultatele predicțielor structurilor de alertă biomedicală ale Sco, GAL, Rho, Baic și 

Fab sun prezentate în Tabelul V.3. Analiza a arătat că Sco, GAL și Baic îndeplinesc cele 

cinci filtre farmacocinetice, fiind considerați potențiali candidați pentru dezvoltarea 

medicamentelor, în timp ce Rho și Fab nu respectă complet aceste reguli și au o 

biodisponibilitate moderată. Scorul de biodisponibilitate Abbot sugerează o probabilitate 

moderată de biodisponibilitate orală pentru Sco, GAL și Baic, dar una scăzută pentru Rho și 

Fab (Figura 5.2.). Aceste analize in silico oferă o evaluare preliminară și necesită confirmare 

prin experimente de laborator pentru a valida potențialul acestor compuși ca medicamente. 

Tabelul V.3 Predicțiile asociate structurilor de alertă biomedicală ale scopolaminei, galantaminei, 

roifolinei, baicalein 5,6-dimetil eter și a agatisflavonei obținute cu ajutorul platformei SwissADME. 

Compuși Sco Gal Rho Baic Fab 

Lipinski Da; 0 

încălcări 

Da; 0 

încălcări 

Nu; 3 încălcări: MW > 

500, NorO > 10, 

NHorOH > 5 

Da ; 0 

încălcări 

Nu; 2 încălcări:  

MW>500, NHorOH>5 

Ghose Da Da Nu; 4  încălcări : MW > 

480, WLOGP < -0.4, 

MR > 130, #atomi> 70 

Da Nu; 2 încălcări: 

MW>480, MR>130 

Veber Da Da Nu; 1 încălcare :  

TPSA >140 

Da Nu; 1 încălcare: 

TPSA>140 

Egan Da Da Nu; 1  încălcare: 

TPSA>131.6 

Da Nu; 1 încălcare : 

TPSA>131.6 

Brenk 

1 alertă: Trei 

membrii_hetero

ciclu 

1 alertă: izolat_ 

alchenă 
0 alerte 

1 alertă: 

Catecol 
0 alerte 

Asemănare cu 

plumb 
Da Da 

Nu; 1 încălcare: 

MW>350 
Da 

Nu; 2 

încălcări: 

MW>350, 

LogP>3.5 

SA 4.03 4.57 6.33 3.02 4.17 
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Muegge Da Da Nu; 3 încălcări: 

TPSA >150, H-acc >10, 

H-don >5 2 

Da Nu; 3  încălcări: 

XLOGP3 > 5, 

TPSA >150, H-don>5 

Abbot 0.55 0.55 0.17 0.55 0.17 

 

Utilizarea Molsoft (193) a permis prezicerea unor proprietăți esențiale ale moleculelor, 

cum ar fi biodisponibilitatea și afinitatea față de proteine, contribuind la selecția celor mai 

promițători compuși pentru dezvoltarea ulterioară.  

 

Figura 5.2 Reprezentarea analogiei ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein 

5,6-dimetil eter (Baic) și a agatisflavonei (Fab) cu medicamentele. Linia albastră indică scorul pentru 

medicamente, linia verde indica scorul pentru compușii care nu sunt medicamente iar linia roșie indică 

localizarea compusului analizat. Scorul modelului asemănător medicamentului a fost: 0.68 pentru Sco, 0.90 

pentru GAL, 0.81 pentru Rho, - 0.10 pentru Baic și 0.14 pentru Fab.  

 

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

Moleculele cu potențial medicamentos influențează țintele celulare prin legarea la 

receptori și ajustarea mecanismelor celulare, dar trebuie să parcurgă un traseu complex în 

organism pentru a-și manifesta efectul terapeutic. Farmacocinetica studiază etapele 

absorbției, distribuției, metabolismului și excreției (ADME) ale medicamentelor, începând 

cu absorbția din tractul intestinal și continuând cu metabolismul hepatic și distribuția în 

organism. După generarea efectului terapeutic, medicamentele trebuie eliminate eficient 

pentru a preveni bioacumularea și efectele secundare toxice, care pot apărea și prin 

interferența cu alte medicamente din cauza inducției enzimatice. Astfel, este esențial să se 
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monitorizeze și să se gestioneze aceste interacțiuni pentru a asigura siguranța și eficiența 

tratamentulu (194).  

Pentru evaluarea potențialului farmacocinetic al Sco, GAL, Rho, Baic și Fab, am 

analizat proprietăți precum absorbția, distribuția, metabolismul, excreția și toxicitatea. 

Solubilitatea, un parametru esențial și ușor de măsurat, poate fi clasificată în solubilitate 

netamponată, tamponată și intrinsecă, și datele referitoare la solubilitatea în apă a acestor 

compuși sunt prezentate în Tabelul V.4. 

 

Tabelul V.4 Farmacocinetica. Pkcsm/ ADMETlab 2.0 și ProTox-II: Solubilitatea în apă, predicția 

permeabilității Caco2, absorbția intestinală, substrat de glicoproteină P, inhibitor al glicoproteinei PI/II, 

permeabilitatea pielii, VDss, permeabilitatea barierei hemato-encefalice (BBB), permeabilitatea SNC, 

substratul CYP3A4, inhibitor CYP1A2, clearance-ul total, substratul OCT2 renal, toxicitatea AMES max. doză 

tolerată (la om), toxicitate acută orală la șobolan (DL50), toxicitate cronică orală la șobolan (LOAEL), 

hepatotoxicitate, sensibilizare a pielii. 

Proprietat

ăți  

Compus 

Numele 

proprietății 

Sco Gal Rho Baic Fab Unit 

Absorbție 

Solubilitate în 

apă 
-1.601 -2.641 -2.862 -3.302 -2.892 

Numeric 

(log mol/L) 

Permeabilitatea 

Caco2 
0.059 1.594 -0.942 1.219 0.057 

Numeric 

(log Papp 

în 10-6 

cm/s) 

Absorbție 

intestinală 

(umană) (scăzută 

<30%, mare > 

30%) 

72.626 94.994 24.308 94.004 96.086 

Numeric 

(% 

absorbit) 

Substrat de 

glicoproteină P 
Da Nu Da Da Da 

Categoric 

(Da/Nu) 

Inhibitor al 

glicoproteinei 

PI/II 

Nu Nu Nu Nu Da 
Categoric 

(Da/Nu) 

Permeabilitatea 

pielii 
-4.097 -3.75 -2.735 -2.737 -2.735 

Numeric 

(log Kp) 

Distribuire 

 

VDss (uman) 0.583 0.89 1.14 0.369 -1.052 
Numeric 

(log L/kg) 

Fracție nelegată 

(umană) 
0.414 0.36 0.152 0.071 0.271 

Numeric 

(Fu) 

Permeabilitatea 

BBB 

(log BB > 0,3 

traversează BBB, 

log BB < 0,1 nu 

traversează 

BBB) 

-0.043 -0.081 -1.702 -0.448 -1.825 
Numeric 

(log BB) 

Permeabilitatea 

SNC 

(log PS > -2, 

penetrează SNC, 

log PS < -3 nu 

penetrează) 

-3.031 -2.511 -4.798 -2.29 -3.133 
Numeric 

(log PS) 
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Metabolism 

 

Substraturi ale 

CYP2D6 
Nu Nu Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

CYP1A2 

inhibitior 
Da Da Nu Nu Da 

Categoric 

(Da/Nu) 

CYP2C19 

inhibitor 
Nu Nu Nu Da Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Inhibitor al 

CYP2C9 
Nu Nu Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Inhibitor al 

CYP2D6 
Nu Nu Nu Da Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

CYP3A4 

inhibitior 
Nu Nu Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Excreție 

 

Clearance-ul 

total 
1.096 0.991 -0.005 0.675 0.407 

Numeric 

(log 

ml/min/kg) 

Subsubstrat renal 

OCT2 
Nu Da Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Toxicitate 

 

Toxicitate 

AMES 
Nu Nu Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Doza max. 

tolerată (umană) 

(minim < 0,447, 

maxim > 0,477) 

-0.319 -0.423 0.492 0.094 0.438 

Numeric 

(log mg/kg 

și zi) 

Toxicitate acută 

orală la șobolan 

(DL50) 

2.234 2.728 2.498 2.21 2.507 
Numeric 

(mol/kg) 

Șobolan oral 

cronic Toxicity 

(LOAEL) 

0.736 0.966 4.443 1.746 3.353 

Numerice 

(log 

mg/kg_b

w/zi) 

Hepatotoxicitat

e 
Nu Da Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

Sensibilizarea 

pielii 
Nu Nu Nu Nu Nu 

Categoric 

(Da/Nu) 

 

Potrivit platformei pkCSM, solubilitatea în apă a compușilor la 25°C variază, Sco 

având cea mai mare solubilitate (-1.601 log mol/L) și Baic cea mai mică (-3.302 log mol/L). 

Coeficientul de permeabilitate Caco-2, indicând absorbția intestinală, variază semnificativ, 

cu Baic și GAL având valori mari, sugerând o absorbție eficientă, în timp ce Sco și Fab au 

coeficiente scăzute, indicând o absorbție slabă. GAL și Baic pot traversa BBB, în timp ce 

Sco, Rho și Fab au permeabilitate scăzută. 

În ceea ce privește farmacocinetica, Sco prezintă o biodisponibilitate variabilă în 

funcție de calea de administrare, cea mai mare fiind prin aplicare intranazală. GAL are un 

profil farmacocinetic liniar cu biodisponibilitate orală mare. Valoarea Vdss este ridicată 

pentru majoritatea compușilor, GAL având cel mai mare volum de distribuție, în timp ce Fab 

are valoarea cea mai scăzută. Fracția nelegată în plasmă (Fu) variază, Sco și GAL având 

valori mai mari comparativ cu Baic și Rho. 
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Sco, GAL și Fab acționează ca inhibitori ai CYP1A2, fără a fi substraturi pentru 

enzimele CYP, iar Baic inhibă CYP2C19 și CYP2D6, dar nu este substrat pentru nici o 

enzimă CYP. GAL este metabolizată semnificativ de CYP2D6 și CYP3A4. Clearance-ul 

Sco este mare, GAL având clearance renal semnificativ. GAL este un substrat OCT2, în timp 

ce ceilalți compuși nu sunt. 

Testele AMES indică absența potențialului mutagenic pentru toți compușii. Toleranța 

umană variază, Rho având cea mai mare toleranță, iar Sco și GAL cea mai scăzută. 

Toxicitatea acută orală variază, Baic și Sco având LD50 cele mai mici, iar GAL cea mai 

mare. Toxicitatea cronică orală este scăzută pentru Sco și GAL, dar mai mare pentru Rho, 

Fab și Baic. Prognoza sugerează că Sco și flavonoidele nu prezintă toxicitate pentru piele și 

ficat, dar GAL poate afecta ficatul. 

V.5 Predicția activității biologice in silico ale celor 3 flavonoide 

Predicțiile obținute cu ajutorul platformei PharmMapper, au sugerat un număr 

impresionat de ținte pentru compușii analizați. Astfel, Sco ar putea interacționa cu 

aproximativ 5184 de liganzi, GAL cu 9651, Rho cu 5281599, Baic cu 5282150 iar Fab ar 

putea interacționa cu 5281605 de liganzi. 

Pentru studiul nostru am selectat ca ținte predictibile pentru Sco, GAL, Rho, Baic și 

Fab AChE și colinesteraza. În Figura 5.3 este prezentat scorul Z de potrivire a compușilor 

analizați cu țintele proteice. Într-o ordine descrescătoare cel mai mare scor Z de potrivire cu 

AChE l-a avut Sco (1.27597), care a fost urmată de Rho (0.610554), Fab (0.497188), Baic 

(0.368358) și GAL (0.27972). În ceea ce privește scorul de potrivire pentru colinesterază, 

cea mai mare valoare a avut-o GAL (0.628381), Rho (0.178299) și Baic (0.0301671) iar cele 

mai mici Fab (-0.501857) și Sco (-0.104149). 

 

Figura 5.3 Scorul Z de interacțiune al scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein 

5,6-dimetil eter (Baic) și a agatisflavonei (Fab) cu (A) Acetilcolinestereaza (AChE) și (B) colinesteraza, evaluat 

cu ajutorul platformei PharmMapper. 
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Prin utilizarea scorurilor Pa și Pi, predicția PASS oferă un instrument eficient pentru 

evaluarea potențialului activ sau inactiv al unui compus în contextul unor acțiuni biologice 

specifice (157). Rezultatele predicției PASS sun reprezentate în Figura 5.4. 

 

Figura 5.4 Rezultatele prezicerii PASS ale scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), 

baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) și a agatisflavonei (Fab) asupra (A) proprietăților antioxidante, (B) a 

potențialului de a inhiba peroxidaza NADPH (nicotinamid adenin dinucleotid fosfat), (C) de a inhiba 

peroxidaza lipidică, (D) a posibilității de a constitui un substrat pentru glutation-S-transferază, (E) asupra 

proprietăților antiinflamatore, (F) a potențialului de a amplifica factorul neurotrofic, (G) a potențialului de a 

induce tulburări comportamentale și (H) a potențialului farmacologic asupra demenței.  

 

Predicția PASS a sugerat că Sco (Pa = 0.018; Pi = 0.193) și GAL (Pa 0.173; Pi = 0.076) 

nu prezintă proprietăți antioxidante, pe când Rho (Pa = 0.837; Pi = 0.003), Baic (Pa = 0.801; 

Pi = 0.003) și Fab (Pa = 0.665; Pi = 0.004) pot fi considerați niște agenți antioxidanți eficienți 

(Figura 5.4 A). Totodată compușii Sco (Pa = 0.431; Pi = 0.009) și GAL (Pa = 0.369; Pi = 

0.074) nu pot fi considerați inhibitori al NADPH, pe când Rho (Pa = 0.923; Pi = 0.013), Baic 

(Pa = 0.709; Pi = 0.025) și Fab (Pa = 0.537; Pi = 0.059) pot inhiba într-un mod eficient 

peroxidaza NADPH (Figura 5.4 B). Cu excepția GAL (Pa = 0.369; Pi = 0.085) toți ceilalți 

compuși testați s-au dovedit că pot inhiba peroxidaza lipidică (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 și Pa = 0.521; 

Pi = 0.269 pentru Sco) (Figura 5.4 C). Conform predicțiilor PASS doar Baic (Pa = 0.515; Pi 

= 0.006) poate constitui un substrat pentru glutation-S-transferază,  (Pa = 0.04; Pi = 0.236), 

pe când ceilalți compuși analizați nu pot constitui un substrat pentru glutation-S-transferază 

(Figura 5.4D). De asemenea, Sco (Pa = 0.338; Pi = 0.130) și GAL (Pa = 0.140; Pi = 0.130) 

nu prezintă efecte antiinflamatoare, pe când Rho (Pa = 0.702; Pi = 0.015), Baic (Pa = 0.674; 

Pi = 0.019) și Fab (Pa = 0.541; Pi = 0.045) pot fi considerați ca candidați pentru studiile ce 

vizează selectarea compușilor cu potential antiinflamator (Figura 5.4 E).  

În ceea ce privește interacțiunea cu factorul neurotrofic, doar Rho prezintă potențialul 

de al amplifica (Pa = 0.400; Pi = 0.005), însă ceilalți compuși par a fi ineficienți (Figura 5.4 

F). induce modificări comportamentale (Pa = 0.861; Pi = 0.016) (Figura 5.4 G). Cu excepția 

Baic (Pa = 0.392; Pi = 0.127) și a Fab (Pa = 0.365; Pi = 0.141) toți ceilalți compuși sunt 

predispuși de a induce modificări comportamentale (Pa = 0.861; Pi = 0.016 pentru Sco, Pa 

= 0.830; Pi = 0.002, pentru Rho, și Pa = 0.605; Pi = 0.055 pentru GAL) (Figura 5.4 G). De 

asemenea, conform prezicerii PASS, doar Rho ar putea manifesta potențialul de a servi drept 

un medicamnt anti demență (Pa = 0.642; Pi = 0.003) (Figura 5.4H). 

V.6 Predicția țintelor proteice in silico ale celor trei flavonoide 

Activitatea tuturor compușilor analizați a fost supusă unei analize riguroase, luând în 

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 și a altor enzime, precum și 

activitatea asupra liganzilor receptorilor nucleari. În acest scop, am utilizat software-ul 

Molinspiration Cheminformatics pentru a calcula activitățile medicamentoase asociate celor 

21 de complexe medicamentoase, iar aceste rezultate sunt prezentate sub forme de grafice în 

Figura 5.5. Pentru interpretarea acestor activități medicamentoase, am adoptat o abordare 

specifică bazată pe scorurile de bioactivitate. Astfel, o moleculă cu un scor de bioactivitate 

mai mare de 0,00 sunt susceptibili să manifeste activități biologice semnificative. În cazul 

moleculelor cu valori între -0,50 și 0,00, se anticipează o activitate moderată, în timp ce 

scorurile mai mici de -0,50 indică, în 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) și a agatisflavonei (Fab) calculat cu ajutorul software-ul Molinspiration Cheminformatics 

asupra (A) Ligandului pentru receptorul cuplat la proteina G (GPCR), (B) Modulării canalelor ionice, (C) 

inhibării kinazelor, (D) Ligandului pentru receptorul nuclear, (E) Inhibitorilor de protează și (F) Inhibitorilor 

enzimatici. 

 

Scorul de bioactivitate a compușilor asupra activității ligandului GPCR, calculat cu 

ajutorul software-ul Molinspiration Cheminformatics indică că Sco (0.58) și GAL (0.93), 

Rho (0.07) și Fab (0.09) prezintă un scor mai mare de 0,00 și prin urmare sunt susceptibile 

să manifeste activități biologice semnificative asupra acestui ligant. În contrast, se 

anticipează ca Baic (-0.12) să prezinte o activitate moderată asupra activității ligandului 

(Figura 5.5 A). În ceea privește modularea canalelor ionice cel mai mare scor l-au obținut 

Sco (0.23) și GAL (0.26) (Figura 5.5 B). Pe când cele trei flavonoide naturale au prezentat 

un efect moderat asupra posibilității modulării canalelor ionice (-0.35 pentru Rho, -0.18 

pentru Baic și -0.20 pentru Fab) (Figura 5.5 B). GAL prezintă cel mai mic potențial de a 

inhiba activitatea kinazelor (-0.15) comparativ cu Sco (0.06), Rho (-0.03), Baic (0.19) și Fab 

(0.12) (Figura 5.5 C). Conform Figura 5.5 D, toți compușii au obținut 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 și 

0.16 pentru Fab) și astfel sunt susceptibili să manifeste activități biologice semnificative 

asupra ligandului pentru receptorul nuclear (Figura 5.5 D). În ceea ce privește potențialul de 

a inhiba proteazele, Baic s-a dovedit a fi cea mai puțin eficientă (-0.35), pe când Sco (0.28), 
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GAL (0.01), Rho (0.03) și Fab (0.02) ar putea inhiba într-un mod semnificativ activitatea 

proteazelor (Figura 5.5 E). De asemenea, toți compușii analizați ar putea inhiba într0un mod 

semnificativ activitatea diferitor enzime (0.35 pentru Sco, 1.02 pentru GAL, 0.26 pentru 

Rho, 0.26 pentru Baic și 0.06 pentru Fab). 

Rezultatele obținute evidențiază clar că acțiunile fiziologice ale complexelor de 

medicamente pot implica mecanisme multiple, fiind posibil să se datoreze interacțiunilor cu 

liganzii GPCR, liganzii receptorilor nucleari și inhibitorii proteazelor și altor enzime. 

Scorurile de bioactivitate furnizate sunt semnificativ sugestive pentru o interacțiune 

moderată cu toate țintele medicamentului, oferind informații cruciale pentru înțelegerea 

potențialului terapeutic și a mecanismelor de acțiune asociate compușilor analizați. 

Pentru a îmbunătăți și a extinde previziunile referitoare la eficiența crescută și 

probabilitatea țintelor proteice asociate atât cu Sco și GAL cât și cu cele trei flavonoide 

naturale studiate, am apelat la utilizarea instrumentului online SwissTargetPrediction. 

Rezultatele indică faptul că Sco prezintă o probabilitate egală de a inhibia proteazele și 

fosfatazele (20.0 %) sau de a acționa asupra proteinelor cuplate cu receptorii de tip G 

(GPCR) (20.0 %) (Figura 5.6 A). GAL în schimb, prezintă o probabilitate echitabilă estimată 

pentru a acționa asupra țintelor GPCR (36.0 %) și într-o măsură mai mică asupra 

fosfodiesterazelor și a altor enzime (12.0 %) (Figura 5.6 B). Pe de altă parte, Rho și Baic 

prezintă o probabilitate mai mare de a acționa asupra ligazelor (24.0 %) sau pot interveni și 

în modularea activității altor enzime (20.0 %) (Figura 5.6 C și D). De asemenea, Rho prezintă 

o probabilitate semnificativă să acționeze ca țintă GPCR (16.0 %) (Figura 5.6C), în timp ce 

Baic este mai susceptibilă să acționeze ca modulator al kinazelor (16.0 %) (Figura 5.6 D). În 

contrast, Fab are o probabilitate estimată mai mare de a acționa ca modulator al Kinazelor 

(20.0 %) și ca țintă GPCR (16.0 %) (Figura 5.6 E). Aceste rezultate subliniază diversitatea 

posibilelor acțiuni ale Sco, GAL, Rho, Baic și Fab, sugerând că acestea ar putea interacționa 

cu multiple ținte proteice, oferind perspective ample pentru explorarea ulterioară a 

mecanismelor lor de acțiune. 
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Figura 5.6 Țintele biologice prezise ale (A) scopolaminei (Sco), (B) Galantaminei (GAL), (C) roifolinei (Rho), 

(D) baicalein 5,6-dimetil eter (Baic) și a (E) agatisflavonei (Fab) folosind instrumentul online 

SwissTargetPrediction. 

 

V.7 Predicția aprobării pe piața farmaceutică a roifolinei, baicalein 5,6-dimetil 

eter și a agatisflavonei 

În Figura 5.7 sunt evidențiate rezultatele predicției asemănării Sco, GAL, Rho, Baic și 

a Fab cu medicamentelor pentru diferite etape subdivizoare ale cercetării acestora. Conform 

instrumentul online miDlikeness toți compușii analizați 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 și 0.9872 pentru Fab) (Figura 5.7 A).  
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Figura 5.7 Predicția asemănării scopolaminei (Sco), Galantaminei (GAL), roifolinei (Rho), baicalein 5,6-

dimetil eter (Baic) și a agatisflavonei (Fab) cu medicamentelor pentru diferite etape subdivizoare ale cercetării 

acestora. (A) prezicerea efectelor in vivo, (B) prezicerea interesului pentru IND (medicament nou de cercetare) 

și (C) prezicerea potențialului compusului de a fi aprobat pe piața farmaceutică folosind instrumentul online 

miDlikeness. 

În ceea ce privește interesului pentru IND a compușilor analizați, rezultatele obținute 

prin intermediul miDlikeness sugerează că cel mai pronunțat interes il vor avea Sco și GAL 

(0.7625 și 0.7683) (Figura 5.7 B). Pe de altă parte Rho poate prezenta un interes mai moderat 

(0.3145) (Figura 5.7 B), pe când Baic și Fab au indicat o probabilitate mică pentru IND 

(0.0609 și 0.1235) (Figura 5.7 B). Într-un mod surprinzător Baic prezintă cea mai mare 

probabilitate de a fi aprobată pe piața farmaceutică (0.9255), fiind urmată de GAL (0.7265), 

Rho (0.4872), Sco (0.1417) și în cele de urmă de Fab (0.0341) (Figura 5.7 C). 

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

stării asemănătoare anxietății și a memoriei  

Pentru evaluarea comportamentală, în acest studiu am utilizat mai multe labirinturi, 

astfel pentru evaluarea anxietății am utilizat testul NTT, pentru evaluarea activității 

locomotorii și a memoriei spațiale am utilizat labirintul Y, iar pentru evaluarea memoriei de 

referință am utilizat testul NOR. 

Studiul a evaluat efectele neuro-farmacologice ale flavonoidelor naturale Rho, Baic 

și Fab asupra performanței neurocognitive, cu scopul de a îmbunătăți memoria și de a aborda 

simptomele AD. Deși aceste compuși sunt cunoscuți pentru efectele lor benefice la doze mici 

și fără reacții adverse, nu au fost studiate impactul lor asupra simptomelor AD până acum. 

Studiul a utilizat peștele zebră (Danio rerio) ca model animal pentru demență, indus printr-

un blocant al receptorilor colinergici muscarinici (Sco) pentru a evalua potențialul 

neurocognitiv al acestor flavonoide. Peștele zebră se dovedește a fi un model promițător în 

cercetarea biomedicală și testarea medicamentelor neuroactive (195). Cele trei flavonoide 
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naturale ce au fost testate în cadrul acestui studiu, au fost administrate cronic, prin imersie 

peștilor zebră o dată pe zi, timp de 20 de zile, în concentrații de 1, 3 și 5 μg/L. Drept control 

pozitiv, în acest studiu am utilizat galantamina (GAL, 1mg/ml). GAL, fiind unul dintre 

medicamentele actuale ce sunt folosite pe larg în tratarea tulburărilor de comportament și 

neurocognitive a pacienților umani cu AD. 

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

comportamentului anxios indus de scopolamină în testul labirintului nou (NTT) 

În NTT, modelele reprezentative de urmărire a locomoției scot în evidență multiplele 

variații de înot a cohortelor de animale testate (Figura 5.8). Astfel, la peștii din lotul de 

control (Ctr) a existat o tendință de a parcurge o distanță mai mare în zona superioară a 

acvariului, scoțând în evidență înotul normal al peștilor zebră în testul NTT, pe când grupul 

de pești tratat cu Sco (100 µM) a prezentat o preferință crescută pentru zona inferioară, 

indicând un nivel înalt de anxietate a peștilor și profilul anxiogenic al Sco (196,197).  

O îmbunătățire a activității locomotorii în zona superioară a acvariului s-a observat 

la animalele ce au fost supuse tratamentului cronic cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 

μg/L) și Fab (1, 3 și 5 μg/L), în special în concentrația de 5 μg/L, într-un mod asemănător cu 

peștii tratați cu GAL. În timpul testării, peștii din toate cele douăsprezece loturi au preferat 

să exploateze mai întâi zona inferioară a acvariului, cât mai aproape de bază / perete, apoi 

treptat, în dependență de nivelul de anxietate al fiecărui animal, au început să înoate într-o 

direcție verticală (196,197). 

 
Ctr 

 
Sco (100 µM) 

 
Sco (100 µM) + GAL (1 

mg/mL) 

 
Sco (100 µM) + Rho (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Rho (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Rho (5 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (5 μg/L) 
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Sco (100 µM) + Fab (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Fab (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Fab (5 μg/L) 

Figura 5.8 Reprezentarea grafică a înotului peștilor zebră în cadrul testului NTT; Testul este alcătuit dintr-un 

acvariu din sticlă în formă de trapezoid. Acvariul a fost împărțit virtual în două zone egale (superioară și 

inferioară). Începutul traseului peștilor zebră este reprezentat de punctul de culoare albastră , iar sfârșitul 

traseului peștilor este reprezentat de punctul de culoare roșie . 

 

În conformitate cu datele obținute, în experimentele noastre, după cum se poate 

observa în Figura 5.9, în cadrul testului NTT, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM), 

peștilor zebră, a generat un puternic răspuns anxiogen cuantificat prin creșterea semnificativă 

a perioadei de latență necesară peștilor de a începe explorarea verticală a acvariului (p < 

0.0001; Figura 5.9 A, D și G), prin reducerea semnificativă a timpului evaluat în secunde (s) 

petrecut de pești în zona superioară a acvariului și prin creșterea semnificativă a perioadei 

de timp petrecută de pești în zona inferioară a acvariului față de grupul de control (p < 

0.0001; Figura 5.9 B, D și H) și prin micșorarea raportului dintre distanța parcursă prin înot 

a peștilor zebră în zona superioară / inferioară a acvariului comparativ cu lotul de control (p 

< 0.0001; Figura 5.9 C, F și I) (196,197). Administrarea ulterioară a tratamentului cu Rho a 

avut un efect benefic asupra perioadei de latență necesară explorării zonei superioare, 

scăzând într-un mod semnificativ în toate cele trei concentrații testate (1, 3 și 5 μg/L), timpul 

necesar pentru începerea explorării zonei superioare, comparativ cu lotul tratat doar cu Sco 

(p < 0.0001), într-un mod asemănător cu peștii ce au fost supuși tratamentului cu GAL (1 

mg/mL) (Figura 5.9 A). De asemenea, tratamentul cu Rho, a crescut într-o manieră doză-

dependentă raportul dintre timpul petrecut de pești în zona superioară/inferioară a acvariului, 

în special în concentrația de 3 μg/L (p < 0.001) și 5 μg/L (p < 0.0001), însă nu a manifestat 

nici un efect din punct de vedere statistic în concentrația de 1 μg/L (Figura 5.9 ). Mai mult, 

tratamentul cu Rho, a reușit să restabilească raportul dintre distanța parcursă de pești în zona 

superioară/inferioară a acvariului, ce a fost diminuată în urma administrării tratamentului cu 

Sco (100 µM), manifestând o semnificație statistică pentru concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 

0.0001) (Figura 5.9 C) (196,197). În ceea ce privește tratamentul cu Baic, s-a observat că 

această flavonoidă a prezentat un efect anxiogen puternic în cadrul testului NTT, reușind să 

restabilească în toate cele trei concentrații testate (1, 3 și 5 μg/L) (p < 0.0001), perioada de 

latență, necesară explorării zonei superioare a acvariului (Figura 5.9 D). De asemenea, 

tratamentul cu Baic în concentrațiile de 3 și 5 μg/L a reușit să restabilească timpul de 
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explorare (p < 0,01 pentru Baic în concentrația de 3 μg/L și p < 0,001 pentru tratamentul cu 

Baic în concentrația de 5 μg/L; Figura 5.9 E) și distanța parcursă (p < 0,05 pentru Baic în 

concentrația de 3 μg/L și p < 0,0001 pentru tratamentul cu Baic în concentrația de 5 μg/L; 

Figura 5.9 F) în zona superioară a acvariului de testare (196,197). 
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Figura 5.9 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A, B, C), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (D, E, 

F) și Fab (1, 3 și 5 μg/L) (G, H, I) asupra perioadei de latență necesară peștilor de a începe să exploreze zona 
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superioară a acvariului (A, D, G), a timpului petrecut de pești în zona superioară a acvariului (B, E, H) și asupra 

raportului dintre distanța parcursă de pești în zona superioară și cea inferioară a acvariului (C, F, I). Valorile 

sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al 

tratamentului asupra perioadei de latență (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 în zona superioară 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); și asupra raportului dintre 

distanța parcursă în zona superioară și cea inferioară 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 și **** p < 0,00001. 

 

Un efect anxiolitic robust, în cadrul testului NTT a fost manifestat și de către 

tratamentul cu Fab, care a redus într-un mod semnificativ, timpul necesar pentru începerea 

explorării zonei superioare în toate cele trei concentrații testate (1, 3 și 5 μg/L), (p < 0.0001; 

Figura 5.9 G). Deopotrivă, tratamentul cu Fab a restabilit într-un mod semnificativ raportul 

dintre timpul petrecut în zona superioară/inferioară a acvariului, unde a prezentat o 

semnificație mai modestă pentru concentrația de 1 μg/L (p < 0.001), însă a prezentat o 

semnificație robustă din punct de vedere statistic pentru concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 

0.0001; Figura 5.9 H). Mai mult, tratamentul cu Fab s-a dovedit a fi capabil să restabilească 

în toate cele trei concentrații testate (p < 0.0001) raportul dintre distanța parcursă în zona 

superioară/inferioară de către peștii zebră ce au fost expuși în prealabil tratamentului acut cu 

Sco (100 μM) (Figura 5.9 I) (196,197).  

În acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM) peștilor zebră a produs 

un efect hipolocomotor, reducând semnificativ distanța totală parcursă (p < 0.0001; Figura 

5.10 A, D, G), sugernându-se efectul său anxiogen asupra animalelor testate. Simultan, 

expunerea peștilor la tratamentul cu Sco, a crescut într-un mod semnificativ viteza medie de 

înot (p < 0.01; Figura 5.10 B, D, H) și durata de imobilitate a peștilor în timpul celor 6 minute 

de testare (p < 0.0001; Figura 5.10 C, F, I), sugerându-se degradarea activității locomotorii 

a animalelor testate în urma administrării Sco în concentrația de 100 µM (196,197)..  

În cadrul testului NTT, administrarea cronică a tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) 

peștilor amnezici a restabilit într-o manieră semnificativă distanța totală parcursă de pești în 

acvariul de testare, în special în concentrația de 5 μg/L (p < 0.0001), însă a prezentat o 

semnificație statistică mai modestă în concentrațiile de 1 (p < 0.05) și 3 μg/L (p < 0.01; 

Figura 5.10 A). În ceea ce privește efectele tratamentului cu Rho, asupra vitezei medii de 

înot, s-a observat un patern diferențiat de eficiență. Astfel, s-a observat că tratamentul cu 

Rho în concentrația de 1 μg/L, nu a prezentat nici un efect din punct de vedere statistic asupra 

vitezei medii de înot, pe când tratamentul cu Rho în concentrațiile de 3 și 5 μg/L, a reușit să 

restabilească într-un mod semnificativ viteza medie de înot a peștilor zebră (p < 0.01, p < 
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0.001), într-o manieră asemănătoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.01; Figura 5.10 

B). De asemenea, tratamentul cu Rho, a scăzut într-un mod semnificativ durata de imobilitate 

a animalelor amnezice, în toate cele trei concentrații testate (1, 3 și 5 μg/L, p < 0.0001), într-

o manieră asemănătoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.0001; Figura 5.10 C), 

sugerându-se efectele benefice ale tratamentului cu Rho asupra comportamentului spontan 

necondiționat al peștilor zebră, prin restabilirea deficitului locomotor indus de tratamentul 

cu Sco (196,197). Tratamentul cu Baic în concentrația de 3 μg/L, a prezentat un efect doză-

dependent, reușind să crească într-un mod semnificativ distanța totală parcursă de pești în 

NTT (p < 0.1). Un efect similar asupra distanței totale l-a prezentat și tratamentul cu Baic în 

concentrația de 5 μg/L (p < 0.001; Figura 5.10 D), pe când, tratamentul cu Baic în 

concentrația de 1 μg/L, s-a dovedit a fi neeficient (Figura 5.10 D). Cu toate acestea, 

tratamentul cu Baic, a fost capabil să restabilească viteza medie de înot a peștilor, în toate 

cele trei concentrații testate (p < 0.0001), într-o manieră asemănătoare cu cea a tratamentului 

cu GAL (p < 0.01; Figura 5.10 E). De asemenea, administrarea tratamentului cu Baic, a avut 

drept efect scăderea semnificativă a duratei medii de imobilitate a peștilor amnezici, în toate 

cele trei concentrații testate (p < 0.0001; Figura 5.10F) (196,197).  
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Figura 5.10 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A, B, C), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (D, E, 

F) și Fab (1, 3 și 5 μg/L) (G, H, I) asupra distanței totale parcurse (A, D, G), a vitezei medii de înot (B, E, H) 

și a duratei totale de imobilitate a peștilor zebră în NTT (C, F, I). Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., 

(n = 10 animale pe grup). ANOVA, a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra distanței 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 înot (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); și a duratei totale de imobilitate (C) (F (5, 54) = 37.52, p < 0.0001); (F) (F (5, 54) = 19.73, 

p < 0.0001); (I) (F (5, 54) = 10.03, p < 0.0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 

0,001, *** p < 0,0001 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește tratamentului cu Fab s-a observat un efect semnificativ al 

tratamentului asupra distanței totale parcurse doar în concentrația de 5 μg/L (p < 0.1), iar 

tratamentul cu Fab în concentrațiile de 1 și 3 μg/L s-a dovedit a fi neeficient în restabilirea 

distanței totale parcurse de peștii zebră în testul NTT (Figura 5.10 G). În ceea ce privește 

efectele tratamentului cu Fab asupra vitezei medii de înot s-a observat că tratamentul cu Fab 

a reușit să restabilească viteza medie de înot a peștilor în toate cele trei concentrații testate 

(p < 0.0001), într-o manieră asemănătoare cu cea a tratamentului cu GAL (p < 0.01) (Figura 

5.10 H). Simultan, tratamentul cu Fab a scăzut durata de imobilitate a peștilor zebră în timpul 

perioadei de testare în testul NTT, unde a manifestat un efect semnificativ de concentrația 
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de 3 μg/L (p < 0.001) și în concentrația de 5 μg/L(p < 0.0001), la un nivel apropiat de cel al 

tratamentului cu GAL (p < 0.1), pe când tratamentul cu Fab în concentrația de 1 μg/L s-a 

dovedit a fi neeficient din punct de vedere statistic (Figura 5.10 I) (196,197).  

Astfel, expunerea peștilor zebră la tratamentul cu Sco (100 µM) timp de 30 de minute 

a produs un efect hipolocomotor, reducând într-un mod semnificativ distanța totală parcursă 

în cadrul testului NTT (p < 0.0001), sugerându-se degradarea sistemului dopaminoergic al 

peștilor zebră. În plus, în cadrul testului NTT, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM), 

peștilor zebră a generat un puternic răspuns anxiogen, exemplificat prin creștere 

semnificativă a perioadei de latență necesară peștilor pentru a începe explorarea verticală a 

acvariului (p < 0.0001) prin reducerea semnificativă a timpului de explorare a zonei 

superioare a acvariului, evaluat în secunde (s) și prin creșterea tigmotaxiei față de grupul de 

control (p < 0.0001) (196,197). 

Expunerea ulterioară a animalelor de laborator la tratamentele cu cele trei flavonoide 

naturale a avut drept efect scăderea timpului necesar pentru începerea explorării zonei 

superioare, comparativ cu lotul tratat doar cu Sco (p < 0.0001), a restabilit distanța totală 

parcursă de pești în cele 6 minute de testare și a scăzut într-un mod semnificativ durata de 

imobilitate a animalelor amnezice, într-o manieră doză-dependentă, exercitând cel mai 

pronunțat efect în concentrația de 5 µg/L (p < 0.0001) într-o manieră asemănătoare cu cea a 

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

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

memoriei spațiale a peștilor zebră evaluată în testul labirintului Y 

În Figura 5.11, sunt ilustrate modelele reprezentative de urmărire a locomoției 

peștilor zebră și preferința lor pentru unul dintre cele trei brațe din cadrul labirintului Y. S-a 

observat că în timpul celei de a doua sesiunii complete de 5 min la peștii din lotul de control 

a existat o tendință de a parcurge o distanță aproximativ egală în brațul de start (A) și brațul 

nou (C), în detrimentul celuilalt braț (B).  

Grupurile tratate cu Sco (100 µM) au prezentat o scădere a activității locomotorii și 

o preferință crescută pentru brațul de start (A) și brațul (B), explorând într-o măsură mai 

mică brațul nou (C), sugerându-se degradarea memoriei peștilor în urma administrării 

tratamentului cu Sco.  

Degradarea locomoției peștilor zebră declanșată în urma administrării Sco în brațul 

nou, a fost ulterior îmbunătățită prin administrarea tratamentului cu Rho, Baic și Fab, într-o 

manieră asemănătoare cu cea a tratamentului cu GAL (196,197). 
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Sco (100 µM) + GAL (1 

mg/mL) 

 
Sco (100 µM) + Rho (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Rho (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Rho (5 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Baic (5 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Fab (1 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Fab (3 μg/L) 

 
Sco (100 µM) + Fab (5 μg/L) 

Figura 5.11 Reprezentarea grafică a traseului urmat de peștii zebră în cadrul celei de a doua sesiuni a 

labirintului Y. Începutul traseului peștilor zebră este reprezentat de punctul de culoare albastră , iar sfârșitul 

traseului peștilor este reprezentat de punctul de culoare roșie . 

 

Pe baza ipotezei că dizabilitatea motorie interacționează cu funcția cognitivă, studiul 

a investigat asocierea dintre activitatea locomotorie a peștilor zebră și efectul celor trei 

flavonoide naturale asupra proceselor cognitive la modelul animal de demență indus prin 

administrarea de Sco (100 µM).  
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După cum se poate observa în Figura 5.12, în testul labirintului Y, administrarea 

tratamentului cu Sco în concentrație de 100 µM, a avut un efect hipolocomotor, evaluat prin 

reducerea semnificativă a numărului 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 scăderea evidentă a distanței totale parcurse 

(p < 0.05; Figura 5.12 B), (p < 0.01; Figura 5.12 E), (p < 0.05; Figura 5.12 H) și prin 

reducerea ughiului de rotire (º) efectuat de pești în timpul sesiunii de testare comparativ cu 

lotul de Control (p < 0.0001; Figura 5.12C), (p < 0.0001; Figura 5.12F) și (p < 0.0001; Figura 

5.12 I). Administrarea ulterioară a tratamentului cu Rho a avut ca efect prevenirea deficitului 

locomotor indus de Sco, manifestând un efect semnificativ doză-dependent în toate cele trei 

concentrații testate, astfel, pentru concentrația de 1 μg/L, ANOVA a relevat un efect 

semnificativ a tratamentului asupra numărului de intrări în brațe (p < 0.01; Figura 5.12 A), a 

distanței totale parcurse prin înot (p < 0,01; Figura 5.12 B) și a unghiului de rotire (º) (p < 

0,0001; Figura 5.12 C), pentru concentrațiile de 3 și μg/L, ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra numărului de intrări în brațe (p < 0,001; Figura 5.12 A), 

a distanței totale parcurse prin înot (p < 0,0001; Figura 5.12 B) și a unghiului de rotire (º) (p 

< 0,0001; Figura 5.12 C), comparativ cu grupul de pești la care s-a administrat doar 

tratamentul cu Sco (100 µM) (196,197). În ceea ce privește efectul Baic asupra activității 

locomotorii a peștilor zebră în cadrul testului labirintului Y, s-a observat că administrarea 

Baic în concentrațiile de 1, 3 și 5 μg/L, a reușit să crească într-un mod semnificativ atât 

numărul total de linii traversate (Figura 5.12 D) cât și distanța totală parcursă de pești în 

timpul sesiunii de testare (Figura 5.12 E), manifestând cel mai pronunțat efect în concentrația 

de 5 μg/L (p < 0,0001) (196,197). Însă în ceea ce privește efectele tratamentului cu Baic, 

asupra unghiului de rotire (º) se observă un patern diferențiat de acțiune, în manieră doză-

dependentă, manifestând cel mai pronunțat efect în concentrația de 5 μg/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 (º) și în concentrația de 3 μg/L (p < 0,001) și în cea de 1 μg/L 

(p < 0.01; Figura 5.12 F).  
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Figura 5.12 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A, B, C), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (D, E, 

F) și Fab (1, 3 și 5 μg/L) (G, H, I) asupra numărului de inrări în brațe (A, D, G), a distanței totale parcurse (B, 

E, H) și asupra unghiului de rotire (C, F, I). Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 10 animale pe 

grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului de intrări în brațe (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 distanței 

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); și asupra unghiului de rotire (C) (F (5, 54) = 14.56, p < 0,0001); (F) (F (5, 54) = 8.909, p < 0,0001); 

(I) (F (5, 54) = 8,355, p < 0,0001); Pentru analizele post-hoc ale lui Tukey: *p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 

0,0001 și **** p < 0,00001. 
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Tratamentul cu Fab, s-a dovedit a fi mai puțin eficient în restabilirea activității 

locomotorii a peștilor zebră amnezici, comparativ cu efectele celor două flavonoide 

menționate anterior. Astfel, s-a observat un efect semnificativ din punct de vedere statistic 

al tratamentului cu Fab asupra numărului total de linii traversate, asupra distanței totale 

parcurse și asupra unghiului de rotire (º) doar în concentrația de 5 μg/L, (p < 0,05; Figura 

5.12G; Figura 5.12H și p < 0,01; Figura 5.12 I), într-o manieră asemănătoare cu cea a 

tratamentului cu GAL (p < 0,1; (Figura 5.12 I).  

În acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM) peștilor zebră a avut 

drept efect alterarea capacităților de învățare și memorare a animalelor de laborator în testul 

labirintului Y, evaluate prin intermediul procentului de alternare spontană (%) (p < 0,05; 

Figura 5.13A), (p < 0,01; Figura 5.13B) și (p < 0,01; Figura 5.13C). Tratamentului cu Rho 

(1, 3 și 5 μg/L) a restabilit în toate cele trei concentrații testate procentul de alternare 

spontană (%), prezentând cel mai semnificativ efect în concentrația de 5 μg/L (p < 0,001), 

urmată în continuare de concentrația de 3 și 1 μg/L (p < 0,01; Figura 5.13A). Prin urmare, 

Rho ar putea ameliora disfuncția cognitivă indusă de Sco, prin îmbunătățirea proceselor de 

învățare și memorare.  
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Figura 5.13 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra procentului de alternare spontană (%) (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 spontană (%) (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 și **** 

p < 0,00001. 

 

 

Simultan, tratamentul cu Baic, s-a dovedit a marca un potențial de acțiune mai 

remarcabil în concentrațiile de 3 și 5 μg/L, în care a determinat o creștere semnificativă a 
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procentului de alternare spontană (%), comparativ cu grupul de animale la care s-a 

administrat doar Sco (p < 0,0001; Figura 5.13 B), pe când tratamentul cu Baic în concentrația 

de 1 μg/L a determinat o creștere semnificativ mai moderată a procentului de alternare 

spontană (%) (p < 0,001; Figura 5.13 B) (196,197). De asemenea, tratamentul cu Fab, în 

concentrația de (1 μg/L), s-a dovedit a fi cel mai puțin eficient în restabilirea capacității de 

învățare și memorare a peștilor zebră, reușind să crească doar într-o măsură mică procentul 

de alternare spontană (%) (p < 0,01; Figura 5.13 C). O creștere mai însemnată a procentului 

de alternare spontană (%), s-a observat în concentrația de 3 μg/L (p < 0,001) și în concentrația 

de μg/L (p < 0,0001; Figura 5.13 C). Astfel, tratamentul cu Fab, este capabil să 

îmbunătățească capacitatea de învățare și memorare a peștilor zebră amnezici.  

În plus, peștii zebră tratați cu Sco (100 µM), au prezentat un număr mai redus de linii 

travesrate (p < 0,001; Figura 5.14A), (p < 0,01; Figura 5.14C și E.) și o diminuare a timpului 

petrecut în brațul nou a labirintului (p < 0,001; Figura 5.14B. D și F), comparativ cu lotul de 

control, ceea ce indică afectarea memoriei la animalele cu Sco.  
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Figura 5.14 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A, B), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (C, D) și 

Fab (1, 3 și 5 μg/L) (E, F) asupra numărului de linii traversate (A, C, E) și asupra timpului petrecut în cele trei 

brațe 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 spontană (%) (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 și **** p < 0,00001. 

 

Deficitele cognitive induse de tratamentul cu Sco, peștilor zebră au fost atenuate prin 

administrarea celor trei flavonoide naturale. Astfel, tratamentul cu Rho, a manifestat un efect 

benefic asupra memoriei spațiale a peștilor zebră, reușind sa restabilească în toate cele trei 

concentrații testate (1, 3 și 5 μg/L) numărul de linii traversate. Analiza post-hoc a arătat că 

administrarea tratamentului cu Rho în concentrația 1 și 3 μg/L a inversat deficitul de 

memorie cauzat de administrarea acută de Sco (p < 0.01). Mai mult, administrarea Rho în 

concentrația de 5 μg/L a reușit să restabilească numărul de linii traversate de către peștii 

zebră în timpul sesiunii de testare din cadrul testului labirintului Y (p < 0.001; Figura 5.14 

A). De asemenea, tratamentul cu Rho în concentrația de 5 μg/L a restabilit timpul petrecut 

de pești în brațul 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 obținute sugerează că 

Rho prezintă un profil de stimulare a memoriei, prevenind efectele negative asupra 

proceselor cognitive induse de Sco. Mai mult decât atât, tratamentul cu Rho, în special în 

doza de 5 μg/L a îmbunătățit activitatea locomotorie, abilitățile de învățare și memorare. 

Concomitent, tratamentul cu Rho, prezintă potențialul de a îmbunătăți și susține memoria 

spațială și de diferențiere a peștilor zebră și de consolidare a efectelor anxiogene induse de 

Sco în testul labirintului Y, prin restabilirea numărului de linii traversate și a timpului de 

explorare a brațului nou (196,197).  
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Un efect asemănător asupra cogniției spațiale a peștilor zebră amnezici a exercitat-o 

și tratamentul cu Baic. Astfel, administrarea tratamentului cu Baic în toate cele cele trei 

concentrații (1, 3 și 5 μg/L) a crescut într-un mod semnificativ numărul de linii traversate de 

pești în cadrul labirintului Y, în special în concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 0,001; Figura 

5.14 C). În ceea ce privește efectele tratamentului cu Baic, asupra timpului petrecut de pești 

în cele trei brațe ale labirintului Y se observă că aceasta este capabilă să restabilească într-

un mod semnificativ timpul de explorare al brațului nou doar în concentrația de 5 μg/L (p < 

0,05; Figura 5.14 C) (196,197). În contrast tratamentului cu Fab, s-a dovedit a prezenta un 

efect semnificativ dependent de doză. Astfel, analiza post-hoc a lui Tukey a arătat că 

administrarea cronică a tratamentului cu Fab în concentrație de 1 μg/L prezintă un efect 

modest în ameliorarea efectelor amnezice induse de Sco (100 µM) peștilor zebră (p < 0,1). 

Pe când tratamentul cu Fab în concentrația de 3 μg/L, este mult mai eficient în ameliorarea 

deficitelor cognitive induse de Sco (100 µM) (p < 0,001). Pe de altă parte, administrarea 

tratamentului cu Fab în concentrația de 5 μg/L, s-a dovedit a fi cea mai eficientă, reușind să 

crească într-un mod semnificativ din punct de vedere statistic (p < 0,0001), numărul de linii 

traversate de pești în cadrul labirintului Y (Figura 5.14 E). Mai mult decât atât, tratamentul 

cu Fab în concentrația de 5 μg/L, a reușit să restabilească într-un mod eficient și semnificativ 

timpul petrecut de pești în brațul nou al labirintului (p < 0.05; Figura 5.14 F). Prin urmare 

descoperirile din acest studiu sugerează că Fab prezintă un profil de îmbunătățire a memoriei 

spațiale și de diferențiere în cadrul labirintului Y.  

Prin urmare, peștii zebră ce au fost supuși tratamentului cu Sco (100 µM) au prezentat 

o degradare semnificativă a comportamentului evaluat prin cuantificarea parametrilor 

activității locomotorii (p < 0,0001), a abilităților de învățare și memorare, evaluate prin 

înregistrarea procentului de alternare spontană (%) (p < 0,01), precum și printr-o scădere 

semnificativă a memoriei spațiale (p < 0,001). În schimb, peștii tratați cu Sco (100 µM) și 

supuși tratamentului Rho, Baic și Fab în concentrațiile de 1, 3 µg/L și 5 µg/L au prezentat o 

creștere semnificativă a activității locomotorii, într-o manieră doză-dependentă, exercitând 

cel mai pronunțat efect în concentrația de 5 µg/L (p < 0,0001 pentru Rho și Baic și p < 0,01 

pentru Fab). Concomitent, cele trei flavonoide naturale au reușit să îmbunătățească abilitatea 

de învățare și memorare a informațiilor noi cât și consolidarea și stocarea acestora la modelul 

de pește zebră a AD ce a fost indus prin administrarea acută de Sco (100 µM), prin creșterea 

semnificativă a procentului de alternare spontană (%) (p < 0,001 pentru Rho și p < 0,0001 

pentru Baic și Fab) (196,197). De asemenea, rezultatele obținute sugerează că cele trei 
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flavonoide prezintă un profil de stimulare a memoriei, prevenind efectele negative asupra 

proceselor cognitive induse de Sco, prin restabilirea numărul de linii traversate și prin 

creșterea timpului de explorare a brațului nou în timpul sarcinii labirintului Y (p < 0,001 

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

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

memoriei de referință a peștilor zebră evaluate în testul NOR 

În Figura 5.15, sunt ilustrate modelele reprezentative de urmărire a locomoției 

peștilor zebră în cadrul testului NOR și preferința lor pentru unul dintre cele două obiecte 

(OF și ON). Pe parcursul sesiunii de 10 min, la peștii din lotul de control a existat o tendință 

de a petrece o perioadă de timp mai mare explorând zona ON în detrimentul zonei OF, pe 

când lotul tratat cu Sco (100 µM) a prezentat o preferință pentru OF în detrimentul ON. 

Grupurile tratate cu Rho, Baic și Fab în concentrații de (1, 3 și 5 μg/L) s-au remarcat prin 

creșterea timpului de explorare a ON în detrimentul OF, la un nivel apropiat de cel al lotului 

de control și a celui tratat cu GAL (1 mg/mL) (196,197). 
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Sco (100 µM) 

 

Sco (100 µM) + GAL (1 

mg/mL) 

 

Sco (100 µM) + Rho(1 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Rho(3 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Rho(5 

µg/L) 
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Sco (100 µM) + Baic(1 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Baic(3 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Baic(5 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Fab(1 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Fab (3 

µg/L) 

 

Sco (100 µM) + Fab (5 

µg/L) 

Figura 5.15 Reprezentarea grafică a traseului peștilor zebră în timpul sesiunii de testare din cadrul testului 

NOR. Începutul traseului peștilor zebră este reprezentat de punctul de culoare albastră , iar sfârșitul traseului 

peștilor este reprezentat de punctul de culoare roșie . Zona obiectului familiar a fost notată cu inițialele (OF), 

iar zona obiectului nou a fost notată cu inițialele (ON). 

 

În testul NOR, ANOVA unidirecțional a relevat un efect semnificativ al tratamentelor 

cu cele trei flavonoide naturale asupra procentelor de preferință (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) și 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). În cadrul acestui test s-a observat că 

peștii din grupul de control au prezentat o preferință ridicată pentru explorarea ON și una 

redusă pentru explorarea OF (p < 0,0001; Figura 5.16 A, C și E). De asemenea peștii din 

lotul de control au petrecut un timp mai îndelungat explorând zona ON față de cea a OF 

(Figura 5.16 B, D și F). În contrast, la peștii tratați cu Sco (100 µM) s-a observat o scădere 

semnificativă a procentelor de preferință (p < 0,0001; Figura 5.16 A, C și E) și a timpului de 

explorare a ON (p < 0,0001; Figura 5.16 B, D și F), sugerându-se instaurarea deficitelor de 

memorie induse de tratamentul cu Sco (196,197).  
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Figura 5.16 Efectul administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A, B), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (C, D) și 

Fab (1, 3 și 5 μg/L) (E, F) asupra investigării performanței memoriei de referință la peștii zebră în timpul 

sesiunii de 10 minute, evaluată prin preferința (%) peștilor față de obiectul familiar sau față de obiectul nou (A, 

C, E) și a timpului de explorare a obiectului nou (s) (B, D, F). Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 

10 animale pe grup). În testul NOR, ANOVA One-Waya relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra 

preferinței față de unul dintre cele două obiecte în 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); și (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 și **** p < 0,00001. 

 

Administrarea ulterioară a tratamentului cu Rho în concentrația de 1 μg/L, s-a dovedit 

a fi neeficientă asupra creșterii preferinței (%) peștilor față de ON (Figura 5.16A). Cu toate 

acestea, s-a înregistrat o îmbunătățire semnificativă a memoriei de referință la peștii zebră 

ce au fost supuși tratamentului cronic cu Rho în concentrațiile de 3 și 5 μg/L, prin restabilirea 

preferinței peștilor atât în concentrația de 3 μg/L (p < 0,05), cât și în cea de 5 μg/L (p < 

0,0001; Figura 5.16A). Mai mult decât atât, tratamentului cronic cu Rho a reușit în toate cele 

trei concentrații testate să restabilească timpul de explorare a ON (p < 0,0001; Figura 5.16B), 

la un nivel apropiat de cel al tratamentului cu GAL (1 mg/mL), sugerându-se efectele 

benefice ale tratamentului cu Rho asupra proceselor de învățare și memorare a peștilor zebră, 

în special asupra memoriei de referință.  

Un efect asemănător cu cel al tratamentului cu Rho asupra procentelor de preferință 

în testul NOR, a fost observat și în cazul tratamentului cu Baic. Astfel, peștii tratați cu Baic, 

în concentrația de 1 μg/L, nu au prezentat o preferință semnificativă nici pentru unul dintre 

cele două obiecte. Cu toate acestea, o creștere semnificativă a preferinței peștilor (%), s-a 

evidențiat începând cu concentrația de 3 μg/L (p < 0,01; Figura 5.16 C). Mai mult, 

tratamentul cu Baic în concentrația de 5 μg/L, a reușit să restabilească într-un mod 

semnificativ preferința peștilor (%) față de ON (p < 0,0001), în timpul sesiunii de testare din 

cadrul testului NOR, într-un mod similar cu cel al tratamentului cu GAL (1 mg/mL) (Figura 

5.16C). De asemenea, în ceea ce privește efectele tratamentului cu Baic asupra timpului de 

explorare a ON, un efect semnificativ s-a observat doar în cadrul concentrațiilor de 3 (p < 

0,1) și 5 μg/L (p < 0.0001; Figura 5.16 D) la un nivel apropiat de cel al GAL (1 mg/mL) (p 

< 0,0001), sugerându-se efectele benefice ale tratamentului cu Baic în special în concentrația 

5 μg/L asupra memoriei de referință a peștilor zebră (196,197).  

Într-un mod alternativ, tratamentul cu Fab s-a dovedit a fi eficient în restabilirea 

memoriei de referință a peștilor amnezici în toate cele trei concentrații testate. Astfel, 

administrarea tratamentului cu Fab în concentrațiile de 1 și 3 μg/L s-a dovedit a prezenta un 

efect semnificativ similar asupra procentelor de preferință (p < 0,01; Figura 5.16 E), pe când, 

tratamentul cu Fab în concentrația de 5 μg/L a prezentat un efect mai pronunțat (p < 0,0001; 

Figura 5.16 E). Mai mult decât atât, tratamentul cu Fab a manifestat și un efect semnificativ 

asupra timpului de explorarea a ON (s) în toate cele trei concentrații studiate (p < 0,0001; 

Figura 5.16 F), într-un mod similar cu grupul de pești tratați cu GAL (p < 0,0001), 
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sugerându-se efectele benefice ale tratamentului cu Fab asupra memoriei de referință în 

testul NOR. Rezultatele din acest studiu, sunt susținute și de către datele unei meta-analize 

realizate de către (198), unde autorii au descris, Fab, drept un biflavonoid natural ce prezintă 

caracteristici promițătoare pentru a acționa ca un agent neuroprotector adjuvant pentru 

tratamentul bolilor neurodegenerative.  

Peștii zebră supuși tratamentului cu Sco (100 µM) au prezentat o scădere a 

procentelor de preferință (p < 0,0001) și a timpului de explorare a ON (p < 0,0001), 

sugerându-se degradarea proceselor cognitive și instaurarea unui profil amnezic. 

Administrarea ulterioară a tratamentelor cu cele trei flavonoide naturale a determinat o 

îmbunătățire semnificativă a memoriei de referință a peștilor zebră. Un efect mai pronunțat 

asupra proceselor cognitive și în special asupra memoriei de referință a fost observat ca 

urmare a administrării tratamentului cu Rho și Baic în concentrațiile de 3 și 5 μg/L și al 

tratamentului cu Fab în toate cele trei concentrații testate 1, 3 și 5 μg/L, prin restabilirea 

preferinței peștilor pentru ON și a timpului de explorare a ON, în special pentru concentrația 

de 5 μg/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 și ale agatisflavonei asupra 

stresului oxidativ la modelul de pește zebră al bolii Alzheimer  

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

activității superoxid-dismutazei 

În acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM), timp de 30 de minute 

peștilor zebră, a prezentat o scădere semnificativă a activității SOD (p < 0.0001; Figura 5.17 

A, B și C), în comparație cu grupul de control. În contrast, administrarea tratamentului cu 

Rho (1, 3, 5 μg/L) a determinat creșterea activității SOD, în special în concentrația de 5 μg/L 

(p < 0,0001; Figura 5.17 A), însă a prezentat un efect semnificativ din punct de vedere 

statistic și în concentrațiile mai mici (p < 0,01 pentru concentrația de 3 μg/L și p < 0,05 

pentru concentrația de 1 μg/L; Figura 5.17 A).  
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Figura 5.17 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității SOD la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM 

de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a SOD. (A) (F (5, 12) = 55,84, p < 0,0001) și (B) (F 

(5, 12) = 64,20, p < 0,0001) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește tratamentul cu Baic (1, 3, 5 μg/L), s-a observat că această 

flavonoidă naturală a crescut de asemenea, într-un mod semnificativ activitatea specifică a 

SOD (p < 0,05 pentru concentrația de 1 μg/L, p < 0,01 pentru concentrația de 3 μg/L și p < 

0,0001 pentru concentrația de 5 μg/L; Figura 5.17 B) (196,197).  De asemenea, după cum se 

observă în figura 5.17C tratamentul cu Fab a reglat într-un mod remarcabil activitatea SOD 

într-o manieră dependentă de concentrație. Astfel, pentru concentrația de 1 μg/L semnificația 

statistică este de p < 0,01, pentru concentrația de 3 μg/L semnificația statistică este de p < 

0,001, iar pentru concentrația de 5 μg/L semnificația statistică este de p < 0,0001. 

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

activității catalazei 

În acest studiu, testul Post-hoc al lui Tukey a arătat o diferență semnificativă între 

grupul de control și peștii zebră tratați cu Sco. Astfel, la peștii tratați cu Sco s-a observat o 

scădere semnificativă a activității specifice a CAT, comparativ cu grupul de control (p < 

0.001; Figura 5.17 A, B și C), sugerându-se instaurarea OS și generarea de modificări 

oxidative ale ADN-ului, proteinelor și lipidelor în țesutul cerebral al peștilor zebră (196,197).  
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Figura 5.18 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab (1, 3 și 5 μg/L) 

(C) asupra activității CAT la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt 

exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra 

activității specifice a  CAT. (A) (F (5, 12) = 16,56, p < 0,0001) și (B) (F (5, 12) = 16,09, p < 0,0001) și (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 și **** p < 0,00001. 
 

Tratamentele cu Rho, Baic și Fab (1, 3, 5 μg/L) au prezentat un efect semnificativ 

asupra activității CAT, crescând într-un mod semnificativ activitatea specifică a CAT. Astfel 

pentru tratamentul cu Rho testul Post-hoc al lui Tukey a arătat o diferență semnificativă într-

o manieră doză-dependentă între lotul de pești trata cu Sco și lotul de pești trata cu Rho în 

concentrația de 1 μg/L(p < 0,01), între lotul de pești tratat cu Sco și lotul de pești tratat cu 

Rho în concentrația de 3 μg/L(p < 0,001) și între lotul de pești tratat cu Sco și lotul de pești 

tratat cu Rho în concentrația de 5 μg/L (p < 0,0001), într-un mod similar cu grupul tratat cu 

GAL (p < 0,0001; Figura 5.18 A) (196,197). În ceea ce privește efectele tratamentului cu 

Baic, testul Post-hoc al lui Tukey a arătat că tratamentul cronic cu Baic a reușit să 

restabilească într-o manieră asemănătoare pentru toate cele 3 concentrații testate (1, 3, 5 

μg/L) activitatea specifică a CAT din țesutul cerebral al peștilor zebră (p < 0,0001), la un 

nivel apropiat cu cel al GAL (p < 0,001; Figura 5.18 B) (196,197). Într-un mod alternativ, 

administrarea tratamentului cu Fab în concentrațiile de 1, 3, 5 μg/L la animalele de laborator 

ce au fost supuse în prealabil tratamentului acut cu Sco, a reușit să exercite un efect 

semnificativ asupra activității CAT, în special în concentrațiile de 3 și 5 μg/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 că 

tratamentul cu Fab în concentrație de 1 μg/L, a prezentat un efect infim asupra modulării 

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

activității glutation peroxidazei 

În ceea ce privește efectele tratamentelor cu cele trei flavonoide naturale asupra 

activității GPX, testul Post-hoc al lui Tukey a arătat că tratamentul cu Rho (1, 3, 5 μg/L) a 

reglat într-un mod semnificativ nivelul de GPx doar în doza de 5 μg/L (p < 0,05; Figura 5.19 

A) (196,197). Tratamentul cu Baic (1, 3, 5 μg/L) s-a dovedit a fi mai eficient în reglarea 

activității specifice a GPX, față de tratamentul cu Rho. Astfel, tratamentul cu Baic în 

concentrația de 3 μg/L a reușit să exercite un efect semnificativ asupra activității GPX (p < 

0,01), la un nivel apropiat cu cel al GAL (p < 0,001; Figura 5.19 B). Mai mult, tratamentul 

cu Baic în concentrația de 5 μg/L a reușit să restabilească activitatea specifică a GPX în 

creierul peștilor zebră (p < 0,0001). 
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Figura 5.12. Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității GPX la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM 

de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a GPX. (A) (F (5, 12) = 5,636, p=0,0067) și (B) (F (5, 

12) = 19,33, p < 0,0001) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește tratamentul cu Fab (1, 3, 5 μg/L), se observă o creștere mai 

pronunțată a activității GPX în toate cele trei concentrații testate (p < 0,0001; Figura 5.19 

C), într-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 și a agatisflavonei asupra 

conținutului total de glutation redus 

Tratamentul cu Sco (100 µM) a determinat reducerea nivelului de GSH din creierul 

peștilor zebră în comparație 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 administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității GSH la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM 

de Sco . Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a  GSH. (A) ( F (5, 12) = 32,53, p < 0,0001) și (B) (F 

(5, 12) = 48,57, p < 0,0001) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

Administrarea ulterioară a tratamentelor cu Rho, Baic și Fab, a determinat o creștere 

semnificativă a nivelului de GSH, într-un mod similar, în toate cele trei concentrații testate 

(1, 3 și 5 μg/L) (p < 0,0001; Figura 5.20 A, B și C), într-o manieră asemănătoare cu cea a 

grupului tratat cu GAL (p < 0,0001) (196,197). 

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

nivelului de malondialdehidă 

Administrarea acută de Sco (100 µM) a determinat, creșteri semnificative ale 

nivelului de MDA, comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.21) (196,197). 

Administrarea cronică a tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) animalelor amnezice a 

restabilit într-un mod semnificativ starea de antioxidant din creierul peștilor zebră, însă s-a 

observat un patern diferențiat de eficiență. Astfel, s-a observat că tratamentul cu Rho în 

concentrațiile de (1, 3 μg/L) a prezentat un potențial mai modest în ameliorarea efectelor 

amnezice induse Sco (100 µM) (p < 0,001; Figura 5.21 A), față de concentrația de (5 μg/L) 
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ce a prezentat un potențial mai ridicat (p < 0,0001), într-un mod similar cu grupul tratat cu 

GAL (p < 0,0001; (Figura 5.21A). 
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Figura 5.21 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității MDA la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM 

de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a MDA. (A) (F (5, 12) = 28,33, p < 0,0001) și (B) (F 

(5, 12) = 41,93, p < 0,0001) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește tratamentul cu Baic și FAB, s-a observat că cele două flavonoide 

naturale au prezentat o eficiență similară în toate cele trei concentrații (1, 3 și 5 μg/L) în 

reglarea nivelurilor de MDA, din creierul peștilor zebră (p < 0,0001), într-un mod similar cu 

grupul tratat cu GAL (p < 0,0001; Figura 5.21 B și C) (196,197).  

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

nivelului de proteine carbonilate 

În urma cuantificării nivelurilor de proteine carbonilate din creierele peștilor zebră, 

s-a observat că administrarea cronică a tratamentului cu Sco (100 µM), a avut drept efect 

creșterea semnificativă a nivelului de proteine carbonilate, comparativ cu peștii netratați 

(p<0.0001) (Figura 5.15) (196,197). Administrarea tratamentului Rho în concentrația de 1 

μg/L a determinat o scădere a nivelului de proteine carbonilate față de grupul tratat doar cu 

Sco (100 µM), însă a determinat o scădere nesemnificativă din punct de vedere statistic 

(Figura 5.22 A). În ceea ce privește tratamentul cu Rho în concentrația de 3 μg/L s-a observat 

că în această concentrație Rho este capabilă să scadă într-un mod semnificativ, deși modest, 

nivelului de proteine carbonilate în comparație cu lotul de pești tratați doar Sco (100 µM) (p 

< 0,05; Figura 5.22 A). O semnificație statistică mai evidentă a tratamentului cu Rho față de 

lotul supus doar tratamentului cu Sco (100 µM), s-a observat în concentrația de 5 μg/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 administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității proteinelor carbonilate la modelul de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco . Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n=10 animale pe grup). ANOVA 

a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a proteinelor carbonilate. (A) (F (5, 

12) = 21.75, p < 0.0001) și (B) (F (5, 12) = 16.68, p < 0.0001) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

Tratamentul cu Baic s-a dovedit a fi mai eficient în concentrația cea mai mică testată 

și anume în cea de 1 μg/L, unde a reușit să regleze într-un mod semnificativ nivelul de 

proteine carbonilate (p<0.001; Figura 5.22 B), în timp ce tratamentul cu Baic în 

concentrațiile de 3 și 5 μg/L a determinat o scădere semnificativă mai modestă a conținutului 

de proteine carbonilate (p<0,001; Figura 5.22B). În contrast, administrarea cronică a 

tratamentului cu Fab, animalelor cu model amnezic de demență, a relevat o scădere 

semnificativă a nivelului de proteine carbonilate în toate cele trei concentrații testate 1, 3 și 

5 μg/L (p < 0,0001), într-un mod asemănător tratamentului cu GAL (p < 0,0001; Figura 5.22 

C) (196,197). Prin urmare, datele din acest studiu, sugerează că Sco induce suprimarea 

remarcabilă a funcțiilor de protecție ale enzimelor endogene antioxidante SOD, CAT, GPX 

și GSH ce duce la niveluri ridicate de acumulare a radicalilor liberi în celulă, cum ar fi ROS. 

Alternativ, tratamentul cu Rho, Baic și Fab a restabilit eficient mecanismul de apărare 

antioxidantă prin âreglarea activității enzimelor antioxidante SOD, CAT, GPX și GSH. De 

asemenea, tratamentele cu cele trei flavonoide naturale a reușit să stopeze oxidarea 

proteinelor și a lipidelor și să scadă nivelul de proteine carbonilate și a nivelului de MDA.  
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V.10 Efectele roifolinei baicaleinei 5,6-dimetil eter și a agatisflavonei asupra 

activității acetilcolinesterazei 

În acest studiu, tratamentul cu Sco (100 µM) timp de 30 de minute a crescut 

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

(Figura 5.23) (196,197).  

C
tr

S
co

 (1
00

 
M

)

G
A
L

R
ho (1

 µ
g/L

)

R
ho (3

 µ
g/L

)

R
ho (5

 µ
g/L

)

0

20

40

60

80

100
AChE

Scop (100 M)

n
m

o
l/

m
in

/m
g

  
d

e
 p

ro
te

in
ă

(A)

✱
✱✱ ✱✱✱✱

✱

 

C
tr

Sco
 (1

00
 

M
)

G
A
L

B
ai

c 
(1

 µ
g/L

)

B
ai

c 
(3

 µ
g/L

)

B
ai

c 
(5

 µ
g/L

)

0

20

40

60

80

100

AChE

Sco (100 M)

n
m

o
l/

m
in

/m
g

  
d

e
 p

ro
te

in
ă

(B)

✱✱✱
✱✱

✱✱✱

✱✱✱

 

C
tr

Sco
 (1

00
 

M
)

G
A
L

Fab
 (1

 µ
g/L

)

Fab
 (3

 µ
g/L

)

Fab
 (5

 µ
g/L

)

0

20

40

60

80

100

AChE

Sco (100 M)

n
m

o
l/

m
in

/m
g

  
d

e
 p

ro
te

in
ă (C)

✱✱
✱

✱✱
✱ ✱

 

Figura 5.23 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) (A), Baic (1, 3 și 5 μg/L) (B) și Fab 

(1, 3 și 5 μg/L) (C) asupra activității AChE la modelul de pește zebră al AD indus prin administrarea a 100 μM 

de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M. (n = 10 animale pe grup). ANOVA a relevat un efect 

semnificativ al tratamentului asupra activității specifice a AChE: (A) (F (5, 12) = 7,524, p=0,0021) și (B) (F 

(5, 12) = 11,19, p=0,0003) și (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 și **** p < 0,00001. 

 

Administrarea ulterioară a tratamentului cronic cu Rho (1, 3, 5 μg/L) a determinat o 

scădere a activității AChE, în special în concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 0,01). În contrast, 

tratamentul cu Rho, în concentrația de 1 μg/L a reușit să exercite un efect semnificativ asupra 

activității AChE, acționând într-o manieră asemănătoare cu cea a tratamentului GAL (p < 

0,05) în comparație cu animalele tratate doar cu Sco (100 μM) (Figura 5.23 A) (196,197). În 

ceea ce privește tratamentul cu Baic (1, 3, 5 μg/L), s-a observat că aceasta a manifestat o 

scădere semnificativă a activității specifice a AChE în funcție de doză ( p < 0,01 pentru 1 

μg/L și p< 0,001 pentru 3 și 5 μg/L), în comparație cu peștii tratați numai cu Sco (100 μM). 

Grupurile de animale tratate cu Fab (1, 3, 5 μg/L), au prezentat un efect asemănător cu cel al 

Rho și Baic, indicând o scădere semnificativă a activității specifice a AChE în funcție de 

doză ( p < 0,05 pentru 1 μg/L și 3 μg/L și p< 0,01 pentru 5 μg/L) în comparație cu peștii 

tratați numai cu Sco (100 μM) (Figura 5.23C) (196,197). Prin urmare, pe baza acestor 
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rezultate, am putea sugera că Rho, Baic și Fab prezintă potențialul de a îmbunătăți disfuncția 

cognitivă la modelul de pește-zebră amnezic indus de Sco prin inhibarea activității AChE și 

prin îmbunătățirea deficitelor colinergice generate de administrarea tratamentului cu Sco. 

Acest lucru fiind corelat și cu îmbunătățirea parametrilor de memorie, după cum se 

evidențiază în abordările comportamentale (NTT, labirintul Y și NOR) și prin restabilirea 

eficientă a mecanismul de apărare antioxidantă). 

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

expresiei genelor 

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

genelor bdnf, npy, egr-1, nrf2a și creb1 

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

expresiei factorului neurotrofic derivat din creier (bdnf). 

Rezultatele studiului, indică că administrarea tratamentului cu Sco (100 µM), timp 

de 30 de minute peștilor zebră, a prezentat o scădere semnificativă a numărului de copii 

ARNm al genei bdnf în creierul peștilor, comparativ cu lotul de pești ce a fost supus doar 

tratamentului cu Sco (100 µM) (p < 0,01; Figura 5.17).  
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Figura 5.24 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 

μg/L) asupra numărului de copii ARNm al genei bdnf în creirul modelului de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n  = 3 animale pe grup). ANOVA 

a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului 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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește efectele celor 3 flavonoide asupra expresiei genei bdnf în crierul 

peștilor zebră, s-a observat că Rho și Baic manifestă un efect asemănător asupra expresiei 

genei bdnf. Astfel, atât tratamentul cu Rho, cât și cel cu Baic, au determinat într-un mod 
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semnificativ creșterea numărului de copii ARNm al genei bdnf în creirul peștilor zebră în 

concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 0,01 pentru 3 μg/L și p < 0,0001 pentru 5 μg/L ), pe când 

tratamentele cu Rho și Baic în concentrația de 1 μg/L, s-au dovedit a fi neeficient în 

modularea expresiei genei bdnf (Figura 5.24 A și B). De asemenea, după cum se observă în 

Figura 5.24C, tratamentul cu Fab a crescut într-un mod remarcabil numărul de copii ARNm 

al genei bdnf într-o manieră dependentă de doză, manifestând un efect semnificativ în toate 

cele trei concentrații testate (p < 0,1 pentru concentrația de 1 μg/L și p < 0,001 pentru 

concentrațiile de 3 și 5 μg/L ).  

V.11.2 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter și a agatisflavonei asupra 

expresiei neuropeptidei Y (NPY) 

În acest studiu, administrarea tratamentului cu Sco în concentrație de (100 µM) a 

indus o diminuare semnificativă a numărului de copii ARNm al genei npy în creierul peștilor 

zebră, comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.25).  
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Figura 5.25 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 

μg/L) asupra numărului de copii ARNm al genei npy în creierul modelului de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA 

a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului 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 și **** p < 0,00001. 

 

În cazul tratamentului cu Rho (1, 3, 5 μg/L) s-a observat, că acesta a a fost capabil să 

determine o intensificare semnificativă din punct de vedere statistic a expresiei genei npy 

doar în concentrația de 5 μg/L (p < 0,001) (Figura 5.25). În contrast, tratamentul cu Baic, s-

a dovedit a fi eficient în reglarea expresiei genice a genei npy, atât în concentrația de 3, cât 

și în cea de 5 μg/L, intensificând într-un mod semnificativ (p < 0,0001) numărul de copii 

ARNm a genei npy. În ceea ce privește tratamentul cu Fab (1, 3, 5 μg/L) s-a observat că 
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acesta a crescut într-un mod remarcabil numărul de copii ARNm al genei npy, prezentând 

un efect semnificativ din punct de vedere statistic în toate cele 3 concentrații testate (p < 0,01 

pentru concentrația de 1 μg/L și p < 0,0001 pentru concentrațiile de 3 și 5 μg/L; Figura 

5.25C). 

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

expresiei genei proteinei 1 de răspuns a creșterii timpurii (egr1) 

Pe baza rezultatelor pe care le-am obținut în acest studiu se poate observa că  

administrarea tratamentului cu Sco în concentrație de (100 µM) a suprimat expresia genei 

egr-1 în comparație cu animalele din grupul de control ceea ce, la rândul său, a cauzat 

afectarea memoriei (p < 0.0001; Figura 5.26).  
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Figura 5.26 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 

μg/L) asupra numărului de copii ARNm al genei egr1 în creierul modelului de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n=3 animale pe grup). ANOVA a 

relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului 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 și **** p < 0,00001. 

 

Administrarea ulterioară a tratamentelor cu Rho, Baic și Fab, au reușit să restabilească 

într-un mod semnificativ numărul de copii ARNm al genei egr-1 în creirul peștilor zebră 

(Figura 5.26 A, B și C). Testele de comparație multiple ale lui Tukey au arătat că atât 

tratamentul cu Rho, cât și cel cu Fab prezintă o eficiență similară în ameliorarea efectelor 

negative ale Sco asupra expresiei egr-1 pentru concentrația de 3 μg/L (p < 0,001). Însă în 

ceea ce privește concentrația de 5 μg/L, s-a observat un patern diferențiat de acțiune. Astfel, 

tratamentul cu Rho s-a dovedit a fi mai eficient în restabilirea numărului de copii ARNm al 

genei egr-1 în creierul peștilor zebră față de tratamentul cu Fab (p < 0,0001, pentru 

tratamentul cu Rho în concentrația de 5 μg/L și p< 0,001, pentru tratamentul cu Fab în 
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concentrația de 5 μg/L; Figura 5.26 A și C). În contrast, tratamentul cu Baic, a prezentat un 

efect mai modest în ceea ce privește restabilirea numărului de copii ARNm al genei egr-1 în 

creierul peștilor zebră (p < 0.05 pentru concentrația de 5 μg/L și p < 0,05 pentru concentrați 

de 3 μg/L) (Figura 5.26 B). Însă, în ceea ce privește concentrația de 1 μg/L, s-a observat că 

nici una dintre flavonoide nu a fost capabilă să inducă reglarea expresiei genei egr-1.  

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

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

În acest studiu, expunerea acută a peștilor zebră la tratamentul cu Sco în concentrație 

de (100 µM), a determinat o scădere semnificativă (p< 0,0001) a numărului de copii ARNm 

al genei NRF2 în creierul peștilor zebră, în comparație cu peștii din grupul de control (Figura 

5.27A, B și C). Administrarea cronică a tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L) animalelor 

amnezice a determinat o creștere semnificativă a numărului de copii ARNm a genei nrf2 (p 

< 0,01, pentru concentrația de 3 μg/L și p < 0,001, pentru doza de 5 μg/L; Figura 5.27A).  
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Figura 5.27 Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 

μg/L) asupra numărului de copii ARNm al genei nrf2 în creirul modelului de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA 

a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului 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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește efectele tratamentului cu Baic, testul Post-hoc al lui Tukey a arătat 

că tratamentul cronic cu Baic a reușit să restabilească într-un mod semnificativ expresia 

genei nrf2, însă s-a observat un patern diferențiat de eficiență. Astfel, s-a observat că 

tratamentul cu Baic în concentrațiile de 1 μg/L, nu a prezentat nici un efect asupra numărului 

copii ARNm a genei nrf2. În ceea ce privește tratamentul cu Baic în concentrația de 3 μg/L, 

aceasta a prezentat un potențial mai modest în ceea ce privește ameliorarea efectelor induse 

de Sco (100 µM), reușind totuși să crească într-un mod semnificativ din punct de vedere 
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statistic numărul de copii ARNm a genei nrf2 (p < 0,05), față de grupul tratat cu Sco (100 

µM) (Figura 5.27 B). În contrast, tratamentul cu Baic în concentrația de 5 μg/L a reușit să 

restabilească într-un mod semnificativ numărul de copii ARNm a genei nrf2 (p < 0,0001), 

ce a fost diminuat în urma administrării tratamentului cu Sco (100 µM) (Figura 5.27B).  

De asemenea, după cum se observă în Figura 5.27 C, tratamentul cu Fab a amplificat 

într-un mod remarcabil numărul de copii ARNm a genei nrf2 într-o manieră dependentă de 

doză. Astfel, testul Post-hoc al lui Tukey a arătat că tratamentul cronic cu Fab în concentrația 

de 1 μg/L nu a prezentat nici un efect, în ceea ce privește numărul de copii ARNm a genei 

nrf2  din creierul peștilor zebră, pe când tratamentele cu Fab, în concentrațiile mai mari de 3 

și 5 μg/L, au reușit să restabilească într-o manieră semnificativă numărul de copii ARNm a 

genei nrf2 (p < 0,01 pentru concentrația de 3 μg/L și p < 0,001 pentru concentrația de 5 μg/L; 

Figura 5.27C). 

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

legare a elementului de răspuns a AMPc (creb1) 

Administrarea tratamentului cu Sco în concentrație de (100 µM) a indus o diminuare 

semnificativă a numărului de copii ARNm, al genei creb1, în creierul peștilor zebră, 

comparativ cu grupul de control (p < 0,0001; Figura 5.28). Administrarea ulterioară a 

tratamentului cu Rho a reușit să restabilească într-un mod semnificativ numărul de copii 

ARNm a genei creb1 din creierul peștilor zebră, ce au fost diminuate, ca și consecință a 

administrării tratamentului cu Sco, atât în concentrația de 3 µg/L (p < 0,1) cât și în 

concentrația de 5 µg/L (p < 0,0001; Figura 5.28 A).  
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Figura 5.28. Efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 

μg/L) asupra numărului de copii ARNm al genei creb1 în creierul modelului de pește zebră al AD indus prin 

administrarea a 100 μM de Sco. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 3 animale pe grup). ANOVA 

a relevat un efect semnificativ al tratamentului asupra numărului de copii ARNm al genei creb1: (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 și **** p < 0,00001. 

 

În ceea ce privește tratamentul cu Baic, s-a observat că această flavonoidă naturală a 

reușit să restabilească expresia genei creb1 în creierul peștilor tratați cu Sco, doar în 

concentrațiile de 3 și 5 μg/L (p < 0,0001; Figura 5.28 B). În ceea ce privește efectele 

tratamentelor cu Fab, asupra expresiei genei creb1 la nivelul creierului peștilor zebră, s-a 

observat că aceasta a prezentat un patern diferențiat de acțiune. Astfel, tratamentul cu Fab, 

în concentrația de 1 μg/L, a reușit să intensifice într-un mod destul de modest expresia genei 

creb1 (p < 0,05). În contrast, o influență mai mare a tratamentului cu Fab asupra expresiei 

genei creb1 a fost observată în concentrațiile de 3 (p < 0,001) și 5 μg/L (p < 0,0001; Figura 

5 .28 C). 

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

nivelului poteinelor de interes 

V.12.1 Efectele roifolinei, baicaleinei 5,6-dimetil eter și a agatisflavonei asupra 

nivelului proteinei Creb1 

Rezultatele studiui arată că, administrarea tratamentului cu Sco (100 µM), timp de 

30 de minute peștilor zebră, a indus o diminuare semnificativă a nivelului proteinei Creb1 

raportată la GAPDH, în comparație cu grupul de control (Figura 5.29).  

 

Figura 5.29 Benzile reprezentative ale nivelului de proteine CREB1 și GAPDH din țesutul cerebral al peștilor 

zebră, obținute prin tehnica de imunobloting (A, B, C) și efectele administrării tratamentului cu Rho (1, 3 și 5 
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μg/L), Baic (1, 3 și 5 μg/L) și Fab (1, 3 și 5 μg/L) asupra nivelului proteinei Creb1, în creierul modelului de 

pește zebră al AD, indus prin administrarea a 100 μM de Sco (D, E, F). Abundența proteinei Creb1, a fost 

calculată 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 Creb1.  

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 și **** p < 0,00001. 

 

Administrarea tratamentului cu Rho a reglat semnificativ nivelurile de expresie ale 

proteinei Creb1 în creierul peștilor zebră tratați cu Sco, în special în concentrațiile de 3 µg/L 

(p < 0,01) și 5 µg/L (p < 0,001; Figura 5.29 D). În schimb, tratamentul cu Baic, s-a dovedit 

a fi mai eficient în concentrația de 1 µg/L (p < 0,01) și 3 µg/L (p < 0,01), în care a reușit să 

regleze într-un mod semnificativ nivelul proteinei Creb1, pe când în concentrația de Baic 5 

μg/L, s-a dovedit a avea un efect mai modest (p < 0.05; Figura 5.29 E). În ceea ce privește 

tratamentul cu Fab s-a observat că această flavonoidă a reușit să regleze activitatea proteinei 

Creb1 în toate cele trei concentrații testate (p < 0,01, pentru concentrațiile de 1, 3 și 5 μg/L; 

Figura 5.29 F). 

V.13 Corelații Pearson între parametrii comportamentali, biochimici și 

moleculari 

Coeficientul de corelație Pearson (r) a fost calculat pentru a evalua corelația statistică 

între parametrii comportamentali și biochimici la peștii zebră, inclusiv latența de explorare, 

timpul petrecut în diferite zone ale acvariului, performanțele în teste de memorie și nivelurile 

de AChE și MDA (Figura 5.30). Datele sunt exprimate după cum urmează: Perioada de 

latență (s), timpul petrecut în zona superioară/inferioară a acvariului (s), timpul petrecut în 

brațul nou (% din timpul total), procentul de alternare spontană (%), timpul de explorare a 

ON (s), preferința (%), AChE (nmol ATCh/min/mg proteină), MDA (nmol/mg proteină). 

Perioada de latență (Figura 5.30 A) a arătat o corelație pozitivă semnificativă cu AChE (r = 

0,8752), în contrast, raportul dintre timpul petrecut în zona superioară și timpul petrecut în 

zona inferioară a acvariului a arătat o corelație negativă, semnificativă din punct de vedere 

statistic cu MDA (r = - 0,6424; Figura 5.30 B). Totodată s-a identificat o corelație negativă 

semnificativă între timpul petrecut în brațul nou și AChE (r = - 0,5263; Figura 5.30 C), 

precum și între procentul de alternare spontană și MDA (r = - 0,5759; Figura 5.30 D). De 

asemenea, a fost observată o corelație negativă semnificativă între timpul de explorare a ON 

cu AChE (r = - 0,4362; Figura 5.30 E) și între preferința de explorare și MDA (r = - 0,6298; 

Figura 5.29F). 
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Figura 5.30 Coeficientul de corelație Pearson între parametrii comportamentali și cei biochimici. Valorile sunt 

exprimate ca medii ± S.E.M., (n=3 animale pe grup). Analiza regresiei liniare a indicat o corelație pozitivă 

semnificativă între:  

(A) perioada de latență și nivelul de AChE (r = 0,8752, p < 0,0001); (B) raportul dintre timpul petrecut 

în zona superioară și timpul petrecut în zona inferioară a acvariului și MDA (r = - 0,6424, p < 0,0001); (C) 

timpul petrecut în brațul nou și nivelul de AChE (r = - 0,5263, p < 0,001); (D) procentul de alternare spontană 

și nivelul de AChE (r = - 0,5759, p < 0,001); (E) timpul de explorare a ON și MDA (r = - 0,4362, p < 0,01); 

(F) preferința de explorare și nivelul de MDA (r = - 0,6298, p < 0,0001).  

Sco (100 μM),  GAL (1mg/mL),  Rho 1 (μg/L),  Rho (3 μg/L), Ctr, 

• Rho (5 μg/L),  Baic (1 μg/L),  Baic (3 μg/L),  Baic (5 μg/L),  Fab (1 μg/L),  Fab (3 

μg/L), Fab (5 μg/L); 

De asemenea, am efectuat analize de corelație între activitățile enzimatice, peroxidarea 

lipidelor și expresia genică, inclusiv activitatea SOD, CAT, GPX, AChE, nivelul de GSH, 

proteine carbonilate și expresia genică a genelor bdnf, nrf2 și  creb1 (Figura 5.31). 
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Figura 5.31 Coeficientul de corelație Pearson (r) între activitățile enzimatice, peroxidarea lipidelor și expresia 

absolută a genelor de interes. Valorile sunt exprimate ca medii ± S.E.M., (n = 3 animale pe grup). Analiza 

regresiei liniare a indicat o corelație pozitivă semnificativă între: 

(A) activitatea SOD și numărul de copii ARNm a genei nrf2 (r = 0,8033, p < 0,0001); (B) activitatea GPx și 

numărul  de copii ARNm a genei nrf2 (r = 0,3932, p < 0,05); (C) nivelul de proteine carbonilate și numărul de 

copii ARNm a genei nrf2 (r = - 0,3557, p < 0,05); (D) activitatea AChE și numărul de copii ARNm a gene 

creb1 (r = - 0,5509, p < 0,001); (E) nivelul de MDA și numărul de copii ARNm a gene bdnf (r = - 0,686, p < 

0,0001); (F) activitatea AChE și numărul  de copii ARNm a gene bdnf (r = - 0,557, p < 0,001).  

Sco (100 μM),  Rho 1 (μg/L),  Rho (3 μg/L),  Rho (5 μg/L),  Ctr, 

Baic (1 μg/L),  Baic (3 μg/L),  Baic (5 μg/L),  Fab (1 μg/L),  Fab (3 μg/L), Fab 

(5 μg/L). 

 

Datele sunt exprimate după cum urmează: SOD (U/mg proteină), GPX (U/mg 

proteină), proteine carbonilate (nmoli/min/mg proteină), AChE (nmol ATCh/min/mg 

proteină), MDA (nmol/mg proteină), bdnf (număr de copii ARNm, ÷ 10.000), nrf2 (număr 

de copii ARNm, ÷ 10.000), creb1 (număr de copii ARNm, ÷ 10.000).  

Activitatea SOD (Figura 5.33 A) și activitatea GPx (Figura 5.33 B) au arătat o corelație 

semnificativă pozitivă cu numărul de copii ARNm a genei nrf2 cu r de 0,8033 (Figura 5.31 

A) și cu r de 0,3932 (Figura 5.31 B), spre deosebire de nivelul de proteine carbonilate care 

a arătat o corelație semnificativă negativă cu numărul  de copii ARNm a genei nrf2, cu r de 

- 0,3557 (Figura 5.31 C). De asemenea, s-a observat o corelație negativă semnificativă între 

nivelul de MDA și activitatea AChE (Figura 5.31 F) cu numărul de copii ARNm a genei 

bdnf, cu r de - 0,6868 (Figura 5.31 E) și r de - 0,5557 (Figura 5.31 F). În mod similar, s-a 

identificat și o corelație semnificativ negativă între aactivitatea AChE cu numărul de copii 

ARNm a genei creb1 cu r de -0,5509 (Figura 5.31 D).  

Luate împreună, aceste rezultate au descoperit, pentru prima dată, că Rho, Baic și Fab 

exercită efecte de îmbunătățire cognitivă în amnezia indusă de Sco și au sugerat că ar putea 

fi niște potențiali compuși candidați pentru reglarea simptomelor neuropsihiatrice, 

menținerea și / sau îmbunătățirea proceselor cognitive, precum și în tratamentul unor boli 

neurodegenerative, cum ar fi AD. 
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CONCLUZII 

Am efectuat acest studiu în vederea evaluării efectelor neurofarmacologice ale Rho, Biac 

și Fab, asupra performanței neurocognitive, a stării similare anxietății, a statusului oxidativ și a 

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

neuropeptidei Y (npy), a proteinei 1 de răspuns a creșterii timpurii (egr-1), a factorului nuclear 

2 legat de factorul eritroid 2 (nrf2) și a proteinei de legare a elementului de răspuns a AMPc 

(creb1), a nivelului proteinei Creb1, precum și a posibilității de îmbunătățire a memoriei la 

modelul de pește zebră al AD indus prin imersie în Sco. Având în vedere rezultatele acestui 

studiu, în concluzie afirmăm că:  

1)  Baic respectă toate cele cinci filtre farmacocinetice, sugerând că este un candidat 

promițător pentru dezvoltarea medicamentelor. În schimb, Rho și Fab încalcă aceste 

reguli, ceea ce sugerează o biodisponibilitate moderată. Baic prezintă alerte PAINS și 

Brenk, indicând o structură farmacologică potențial problematică, pe care Rho și Fab nu o 

au. Toți trei compușii au solubilitate orală scăzută, cu permeabilitate variată prin BBB și 

profile diferite de distribuție plasmatică. 

2) Administrarea cronică a tratamentelor cu Rho, Baic și Fab la modelul de pește zebră al AD 

a determinat îmbunătățiri semnificative în activitatea locomotorie, comportamentul 

anxiolitic și procesele cognitive, demonstrând potențialul acestor flavonoide în restabilirea 

memoriei și a funcțiilor cognitive afectate. 

3) Rho, Baic și Fab au prezentat efecte neuroprotective prin creșterea expresiei genelor 

implicate în procesele cognitive și de apărare antioxidantă, cum ar fi bdnf, npy, egr-1, nrf2 

și creb1, au ameliorat stresul oxidativ și disfuncția mitocondrială. De asemenea, acesta au 

demonstrat efecte anti-acetilcolinesterazice și au protejat proteinele și lipidele cerebrale de 

degradarea oxidativă, sugerându-se astfel potențialul lor neuroprotector 

4) Deși flavonoidele studiate prezintă un profil neuroprotector promițător și pot reface 

degradarea memoriei în modele animale de AD, există încă limitări și discrepanțe în 

biodisponibilitatea lor între modelul peștilor zebră și mamifere. Este necesară cercetări 

suplimentare pentru a înțelege mai bine aplicabilitatea acestor compuși în ameliorarea 

degradării memoriei asociate cu AD și pentru a optimiza profilul lor farmacologic, în 

vederea posibilei lor utilizări clinice.
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