TEZA DE ABILITARE

CERCETARI SI CONTRIBUTII LA DEZVOLTAREA DE METODE
MODERNE DE EVALUARE A STRESSULUI SI LA CARACTERIZAREA
UNOR PRODUSE CU ACTIVITATE ANTIOXIDANTA

REZUMAT

Prezenta Teza de Abilitare, intitulatd Cercetari si contributii la dezvoltarea de metode
moderne de evaluare a stressului si la caracterizarea unor produse cu activitate
antioxidanta a fost realizatd dupa mai mult de douazeci ani de la sustinerea tezei de doctorat si
obtinerea titlului de doctor. Ea prezintd in mod documentat principalele realizari profesionale,
contributiile stiintifice si rezultatele originale obtinute pe parcursul acestei perioade de timp.
Aceste rezultate au fost diseminate in peste 40 de lucrari stiintifice publicate in reviste de
specialitate ISI si BDI.

Prima parte este reprezentata de rezumatul tezei de abilitate in limbile engleza si romana
(A), iar partea a doua este reprezentatd de contributiile stiintifice si profesionale (B). Cea de-a
doua parte a tezei este, la randul ei, structuratd in sectiunile B1, B2 - Realizarile stiintifice si
profesionale si C - Planuri pentru evolutia si dezvoltarea carierei.

Realizarile stiintifice si profesionale care au stat la baza prezentei lucrari corespund
perioadei ulterioare sustinerii tezei de doctorat, respectiv octombrie 1998, si cuprind cele mai
relevante rezultate stiingifice publicate sub forma de articole in periodice cu largd vizibilitate
internationala (ISI, BDI).

O scurta descriere a realizarilor mele din perioada mentionatd cuprinde douda domenii
principale: activitatea didacticd academica si activitatea de cercetare stiintifica.

In domeniul activitatii didactice am sustinut in calitate de titular si/sau coordonator ore de
curs si lucrari practice si am realizat suporturile de studiu la urmatoarele discipline din domeniul
farmaceutic: Biochimie farmaceutica, Medicamente biologice, Istoria farmaciei. Conex cu aceste

activitati, am coordonat peste 50 lucrari de cercetare studenteasca, finalizate prin lucrari de



licentd Tn domeniul Sanatate si prin lucrdri prezentate la sesiunile de comunicari stiintifice
studentesti.

Activitatea de cercetare stiintifica se bazeaza pe experienta acumulata in peste 30 de ani
de munca, mai intéi in domeniul cercetarii medicale veterinare, iar apoi, timp de peste 25 ani, in
invatamantul superior, la facultatea de Farmacie din Constanta.

In decursul acestui timp am fost implicata in 10 proiecte nationale de cercetare, in calitate
de director/responsabil sau membru in echipa si intr-un proiect cu finantare internationald in
calitate de membru in echipa. Rezultatele s-au concretizat prin publicarea de articole in extenso
in reviste stiintifice ISI sau BDI, monografii si prin obtinerea mai multor brevete de inventie.

Nu in ultimul rénd, am fost implicata direct in activitati de management universitar (sef
de catedra, secretar stiintific al Senatului Universitatii Ovidius din Constanta (2004-2008),
membru in Consiliul Facultatii de Farmacie), fapt care mi-a oferit posibilitatea de a cunoaste
Tndeaproape toate aspectele specifice mediului academic.

Pe parcursul timpului, activitatea de cercetare a cuprins doua sfere de preocupare
predilecte:

e Dezvoltarea si verificarea unor metode de evaluare a nivelului de stress metabolic
al organismului uman prin parametrii sanguini chimici si biochimici;

e Evaluarea actiunilor biologice in conexiune cu proprietatile antioxidante ale unor
produse destinate consumului uman si ale unor extracte vegetale.

Bl. Metode moderne pentru evaluarea stressului metabolic

I. Metoda de evaluare a nivelului de stress, elaboratd si verificatda prin numeroase
experimente ale caror rezultate au fost publicate in reviste stiintifice ISI sau BDI sau comunicate
la manifestari stiingifice internationale, este rodul muncii intr-0 echipa internationala, condusa de
profesorul universitar dr. Sepp Porta de la Universitatea din Graz, Austria. Ea se bazeaza pe
alterarea valorilor unor parametri sanguini chimici si biochimici sub actiunea catecolaminelor,
recunoscute ca hormoni de stress.

Este cunoscut faptul ca unul din sistemele principale de reactie ale organismului la
stimulii de stress 1l constituie sistemul hormonal adrenomedular, cu cele douda molecule efectoare
adrenalina si nor-adrenalina (catecolaminele). Acestea mai sunt cunoscute si ca hormoni de
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dintre rolurile importante ale nor-adrenalinei consta in elaborarea raspunsului de tip lupta sau



fugi de catre organism. Pe scurt, datorita stimulului/stimulilor pe care subiectul uman 1l/ii
percepe ca pe o ameninfare, catecolaminele secretate pregitesc organismul pentru riposta.
Actiunea asupra sistemului nervos simpatic se traduce printr-o serie de modificari functionale si
biochimice, cum ar fi: cresterea concentratiei de glucoza din sange, cresterea consumului de
oxigen, cresterea temepraturii corpului, accelerarea batailor inimii, cresterea presiunii sanguine,
bronhodilatatie, accelerarea ritmului respirator. La nivel metabolic, actiunea catecolaminelor se
traduce prin cresterea consumului de energie si prin mobilizarea rezervelor energetice.

Desi existd metode directe de masurare a concentratiei sanguine de catecolamine, acestea
sunt, pe de o parte costisitoare si de duratd, iar pe de altd parte confera rezultate imprecise,
datorate timpului de viata scurt al acestor molecule. Modificarea concentratiei ionilor bicarbonat
in sange (rezerva alcalind), acidului lactic, glucozei sub actiunea catecolaminelor poate fi mult
mai usor masuratd si cuantificata, concentratiile acestor ioni si molecule fiind intr-o relatie de
proportionalitate directd cu nivelul de catecolamine secretat. Astfel, prin masurarea a 10
parametri sanguini, aflati in legatura directd cu concentratia de catecolamine din sange, se poate
elabora un model de variatie al acestor parametri pentru diferite nivele si tipuri de stress. pe baza
experimentelor efectuate s-a putut constata ca procedeul de evaluare propus poate face diferenta
intre stressul acut si cel cronic, intensitatea stressului, durata sa, oferind de asemena informatii cu
privire la capacitatea organismului de a face fata stimulului stressant. In metoda propusi efectul
hormonilor de stress este madsurat prin evaluarea modificdrilor de pH sanguin si ale
componentelor sistemului sanguin de homeostazie al pH-ului, ale metabolismului glucidic si ale
metabolismului electrolitilor. Toate aceste variatii genereazd modele distincte pentru diferite
tipuri si intensitati de stress, calculate in urma a numeroase experimente, pe baza unui program
statistic special.

Pentru verificarea si punerea la punct a metodei au fost facute numeroase experimente in
care s-a testat variatia celor 10 parametri sanguini alesi, in functie de diferite tipuri de activitati
sau de anumite situatii care implicd discomfort (exemplu: antrenamente fizice, regim de viata
neconform, efort fizic la persoane sedentare, tensiune psihica, tratamente balneare, disfunctii
metabolice grave, etc.). Rezultatele obtinute in urma studiilor asupra acestui subiect s-au
concretizat in publicarea a mai multor articole in publicatii cotate ISI, ca autor principal sau

coautor. De asemenea, metoda de evaluare a stresului metabolic utilizata in cadrul studiilor a fost



descrisa in doud capitole de carti publicate in edituri acreditate. In capitolul Bl prezint in
Subcapitole urmatoarele:

1. Prezentarea generald a unei metode neinvazive de evaluare a nivelului de stress metabolic prin
parametri biochimici;

2. Modificari ale unor parametri chimici si biochimici sanguini n diverse situatii de stress;

3. Modificari ale concentratiilor sanguine de Mg2+ si K+ survenite la subiecti de sex masculin si
feminin inainte si dupa efort fizic;

4. Oboseala si deficitul de magneziu;

5. Tensiunea psihica: corelatia dintre cresterea concentratiei de magneziu ionic in sange si
markerii de stress;

6. Administrarea orald de suplimente de magneziu in doza mare: efecte semnificative in efortul
fizic i in performanta sportiva,

7. Interdependenta dintre concentratiile de electroliti si parametrii metabolici in previzionarea
performantei sportive;

8. Modificarea parametrilor metabolici si a concentratiilor de electrolifi in sange in timpul
recuperarii post-efort fizic la subiecti cu pregatire pentru efort comparativ cu cei fara pregatire;

9. Interdependenta dintre oxidarea proteinelor si activitatea peroxidazei si rezerva alcalina,
concentratia de ioni bicarbonat, pH-ul sanguin §i concentratia sanguind de Mg2+ in sangele
venos si capilar uman.

Bll. Contributii in domeniul evidentierii actiunilor biologice in conexiune cu
proprietatile antioxidante ale unor preparate nutraceutice si ale unor produse destinate
consumului uman

Activitati biologice, cum sunt activitatea citotoxica, genotoxicd sau/si antitumorala sunt
de mare importantd, atat pentru utilizarea in scop terapeutic de noi produse, cat si pentru
certificarea actiunii unor produse deja cunoscute in medicina alternativd. Metodele in vitro
pentru evaluarea acestor efecte sunt din ce in ce mai mult utilizate in experimente, ceea ce
presupune eliminarea experimentului pe animale superioare §i respectatrea exigentelor privind
etica in cercetare.

Testarea activitatii citotoxice si genotoxice se poate face prin metode in vitro pe culturi
de celule standardizate (exemple: celule stem mezenchimale palatale, linii de celule epiteliale

provenite din adenocarcinom cervical uman (HelLa) sau pe tesuturi vegetale embrionare (testul



Allium, testul Triticum). Aceste metode prezinta avantajul de a fi standardizate si de a putea oferi
rezultate reproductibile si certe.

Testarea actiunii antitumorale se poate face pe diferite linii de culturi de celule tumorale
stabilizate si standardizate, metoda prezentand fiabilitate si reproductibilitatea, inlaturand Th mare
masura determinarile pe animale superioare.

Evidentierea proprietatilor antioxidante ale unor preparate nutraceutice si a unor produse
destinate consumului uman reprezinta o certificare a actiunii benefice a acestora pentru sanatate.

Literatura de specialitate propune un numar relativ mare de metode puse la punct pentru
evaluarea in vitro a activitatii antioxidante a diferitelor produse, cu precadere alimentare, bazate
pe diferite principii de determinare. Masurarea activitatii antioxidante a unui produs prin mai
multe metode, Tn paralel, poate duce la rezultate confuzante, de foarte multe ori neputandu-se
face o legatura sau stabili o corelatie Intre metode.

Metoda utilizatd de firma Analytik Jena AG, Germania, propune evaluarea activitafii
antioxidante prin fotochemoluminiscenta pentru substante hidrosolubile (ACW), conform
urmatorului principiu:

Radicalii liberi (anionii superoxid) sunt produsi prin excitatia optica (iradiere) a unei
substante fotosensibilizatoare (colorant). Acesti radicali sunt eliminati partial din proba prin
reactia cu antioxidantii prezenti. In tubul de masurare radicalii ramasi determind substanta
detectoare sa emitd o cuantd luminoasd si astfel se poate masura capacitatea antioxidanta a
probei.

Capacitatea antioxidanta a probei se poate cuantifica prin comparare cu un standard (prin
trasarea unei curbe de calibrare cu acid ascorbic) si se exprimd in unitdfi echivalente ale
standardului. Rezultatele se exprima in n moli echiv. standard /volum proba (uL).

Metoda prezinta dezavantajul ca rezultatele pot fi corelate destul de putin cu rezultatele
altor metode de evaluare a activitatii antioxidante §i cd reactivii necesari nu pot fi achizitionati
decét de la firma care produce dispozitivul.

O altd metoda de masurare a activitatii antioxidante, mult mai des abordata in studiile
recente este metoda cu DPPH.

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) este unul dintre putinii radicali organici cu azot
stabili. Electronul de azot din molecula DPPH 1ii confera o culoare purpurie, care devine incolora

in prezenta antioxidantilor. . Efectul sdu antioxidant este proportional cu viteza de disparitie a sa



din mediul de reactie. In cursul reactiei de oxidare culoarea mediului de reactie trece de la violet
purpur la galben. Reactia este stoichiometricd, functie de numarul de atomi de hidrogen primiti.
Efectul antioxidant poate fi usor evaluat urmarind scdderea absorbantei mediului de reactie la
517 nm. Aceasta este o metoda simpla, dar unele dezavantaje limiteaza aplicarea acesteia. Multi
antioxidanti care reactioneaza rapid cu radicalii peroxid pot avea o reactie foarte lenta la DPPH
sau pot fi chiar inerti fata de acesta.

Metoda FRAP (ferric reducing antioxidant power) evalueaza activitatea antioxidanta
printr-o reactie redox care are loc intre substrat (donor de electroni) si ioni de Fe** (acceptor de
electroni), producandu-se ioni Fe?*. Aceastid reducere este monitorizatd spectrofotometric prin
modificarea culorii solutiei de Fe*" cu TPTZ (2,4,6-tri (2piridil) -s-triazini), care devine albastri
si absoarbe radiatia electromagnetica la o lungime de unda de 595 nm.

Metoda FRAP este capabila sa detecteze compusii care pot reduce fierul (II1) la fier (II) si
prezinta un potential de reducere standard (Eo) sub 0,77 V. S-a demonstrat ca testul FRAP este
aplicabil unei game largi de antioxidanti, totusi viteza de reactie si randamentul final putand
varia pentru fiecare compus antioxidant. . Reactia decurge la pH acid, ceea ce poate deveni un
inconvenient pentru unele produse analizate.

Am determinat activitatea antioxidanta a numeroase produse, cu structure si aplicatii
diverse (extracte vegetale, fructe proaspete, vinuri medicinale, complecsi metalici ai rutinului si
quercetolului, bere.

In ceea ce priveste actiunile biologice testate, s-au putut remarca legaturi intre continutul
de compusi polifenolici si efectele antitumorale ale unor extracte vegetale. Au fost de asemenea
evidentiate actiuni genotoxice manifestate de complecsi metalici ai flavonoidelor sau de extracte
vegetale, care au prezentat in paralel o puternica actiune antioxidanta.

Rezultatele obtinute in urma studiilor asupra acestui subiect s-au concretizat in publicarea
a numeroase articole in publicatii cotate ISI, ca autor principal sau coautor.

Toate aceste realizari stiintifice le-am Intreprins Tmpreuna cu cercetatori valorosi din
diverse domenii (farmacie, chimie, medicina, biologie), care se regasesc in calitate de coautori in
cadrul publicatiilor mentionate in bibliografia acestei teze de abilitare.

Cercetarile personale si-au propus:

-sa realizeze o comparatie intre metodele de masurare ale activitatii antioxidante descrise

mai sus, in scopul identificarii protocolului optim de evaluare a efectelor protectoare



antioxidante ale unor combinatii coordinative ale flavonoidelor cu metale tranzitionale,
produselor nutraceutice (ceaiuri de fructe, extracte vegetale, vinuri medicinale), ale unor
alimente (fructe) sau bauturi (bere);

-sa realizeze posibile corelatii intre efectele antitumorale, citotoxice, si/sau genotoxice si
actiunea antioxidanta a produselor descrise.

In subcapitolul BII prezint succinct urmitoarele:

1. Determinarea activitatii antioxidante si a citotoxicitatii unui extract din fructe de soc
(Sambucus nigra);

2. Proprietatile unor complecsi ai Zn(II) si Cu (II) cu quercetin si rutin: proprietati
antioxidante si capacitatea de protectie UV,

3. Studiul activitatilor citotoxice ale complecsilor rutinului cu Zn(II) si Cu (II) cu ajutorul
testelor Allium si Triticum;

4. Evaluarea activitatilor antioxidanta, citotoxica si antitumorala pentru un extract
polifenolic din flori de Robinia pseudoacacia L.;

5. Activitatile antioxidantd, de protectie impotriva radiatiilor UV, citotoxice si
antitumorale ale unui extract din flori de Helichrysum arenarium (L.):

6. Corelarea dintre activitatea antioxidanta si continutul polifenolic si de microelemente
din produse nutraceutice (ceaiuri de fructe);

7. Influenta ambalajelor asupra continutului polifenolic si activitatii antioxidante pentru
mai multe tipuri de bere industriala.

In ceea ce priveste cariera mea profesionald, obtinerea calitatii de conducitor de doctorat
imi va permite implicarea §i participarea activa la consolidarea domeniului Farmacie pe plan
national si international.

Privind planurile de evolutie si de dezvoltare a carierei in plan stiintific prezint directiile
de cercetare:

-punerea la punct a unei metode neinvazive de evaluare a nivelului de stress metabolic si
stress oxidativ prin parametrii salivari;

-crearea unui protocol de lucru bazat pe o baterie de teste de citotoxicitate in vitro,
realizate in paralel pe pe celule vegetale si celule animale in culturi stabilizate, care sd poatd

descrie cat mai complet efectele citotoxice si/sau genotoxice si sd clarifice mecanismele



moleculare implicate. Un astfel de protocol ar putea reduce foarte mult experimentele facute pe
animale superioare, respectand tendintele actuale privind etica in cercetarea stiintifica.

Privind planul de evolutie si de dezvoltarea a carierei in plan academic, prezint cateva
proiecte si directii astfel:

-dezvoltarea de metode noi de abordare teoreticad si practica a biochimiei tegumentului
pentru studentii sectiei Cosmetica medicala, tehnologia produsului cosmetic cosmetica medicala,
tehnologia produsului cosmetic;

- introducerea in curricula programului de studii Farmacie a unor teme de actualitate, cum
ar fi: Aspecte biochimice in gerontopatologie, Aspecte biochimice correlative ntre stressul
oxidativ si maladiile degenerative.

Ca moduri de actiune vizate pentru punerea in practica a planurilor de evolutie ma voi
orienta catre:

-accesarea de platforme electronice in vederea obtinerii informatiilor stiintifice de prima
actualitate;

-continuarea activitdtii Centrului de cercetare in domeniul stressului, pe care il coordonez
si care fiinteaza in cadrul Facultatii de farmacie;

-constituirea unei platforme electronica de tip eLearning cuprinzand informatii aduse la zi
privind temele curriculare ale disciplinelor Biochimie farmaceutica si Biochimia tegumentului.

Totodata, abordarea stiintificd a managementului calitd{ii procesului de Tnvatdmant si de
cercetare in domeniul Sanatate vor face parte din preocuparile mele viitoare.

A treia sectiune a tezei de abilitare prezintd referintele bibliografice asociate primelor

doua sectiuni.



