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Introducere

Spre sfarsitul anilor 1950 nofiunile de radicali liberi si antioxidanti, erau aproape
necunoscute Tn stiintele biologice si clinice, prezenta radicalilor in materiale biologice fiind
demonstrata abia Tn 1954. Pentru prima data in 1956 s-a facut legatura intre efectele toxice ale
nivelurilor crescute de oxigen in organismele aerobe si radiatiile ionizante, propunéandu-se ideea
ca toxicitatea oxigenului este datorata formarii de radicali liberi.

In prezent, se cunoaste faptul c& radicalii liberi joaca un rol important in etiologia multor
boli precum si Tn multe fenomene inexplicabile anterioare aparitiei bolii. Astfel, cateva dintre
afectiunile in care radicalii liberi au o influentd majora sunt boala Alzheimer, hipertensiunea
arteriala, ischemia miocardica, ateroscleroza si carcinogeneza.

Din aceste motive, ,masurarea” cantitatii si a tipului de specie radicalica generata in
diferite procese, este de o importantd majora. Tehnica ce poate fi utilizata pentru a detecta direct
aceste specii paramagnetice este Spectroscopia de Rezonantad Electronicd de Spin (RES). Cu
toate acestea, chiar si aceasta tehnica are limitarile ei, masurarea directd nefiind intotdeauna
posibila datoritd timpului de viata foarte scurt al unor radicali. O modalitate de a depasi acest
neajuns este folosirea tehnicii RES a capcanelor de spin (,spin traps”). In aceasta tehnic&, un
compus diamagnetic, capcana de spin, se adaugd sistemului Tnhaintea formarii radicalilor ce
urmeaza a fi detectati, capcana formand un radical intermediar numit spin aduct, care este mai
putin reactiv decét radicalul initial dar care pastreaza caracteristicile radicalului captat.

O altd metoda de studiu a radicalilor liberi instabili este cea a radicalilor nitroxidici, numiti
si markeri de spin (“spin labels”). Caracteristica principala a radicalilor nitroxidici este data de
existenta unui centru paramagnetic stabil format dintr-un electron neimperecheat localizat pe
legatura dintre un atom de azot si oxigen. Markerii de spin sunt utilizati in special pentru studiul
dinamicii moleculare in sisteme biologice, studiul fenomenelor de interfata in sisteme coloid dar si
pentru analiza caracterului antioxidant al unor vitamine, minerale si alfi compusi precum
extractele naturale.

Pe de alta parte, este cunoscut in lumea cercetarii stiintifice in domeniu, faptul ca studiile
asupra efectelor radiatiei ionizante de Tnaltd energie (radiatii gama, fascicule de electroni etc.)
asupra sistemelor medicale si medicamentelor sau alimentelor sunt in continua dezvoltare
datorita multiplelor aplicatii, in sterilizarea medicald si calitatea igienicd a alimentelor. Prin
utilizarea radiatiei ionizante nsd, este posibild modificarea sau degradarea sistemelor
biomedicale, generdndu-se radicali liberi. Metoda de detectie RES reuseste si in cazul acestor
sisteme s& pund in evidentd o serie de proprietdti intime legate de structura electronicd a
defectului paramagnetic format in reteaua solidului iradiat.

in lucrarea de fata a fost utilizatd spectroscopia RES ca metoda de studiu a radicalilor
liberi generati in diferite sisteme. Sunt prezentate rezultatele experimentale obtinute prin metoda

RES directd asupra unor sisteme de interes biomedical iradite gama ca: medicamente
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antineoplazice (purinethol), medicamente antidiabetice (clorhidratul de metformin ), precum si a
unor ragini dentare (dimetacrilat trietilenglicol bisfenol A) iradiate cu radiatie vizibild. S-a urmarit
daca aceste sisteme contin sau pot forma usor specii paramagnetice stabile, in urma steriliz&rii
cu radiatie y, respectiv a vitrificarii cu radiatie vizibild. Rezultatele experimentale demonstreaza
faptul ca fotopolimerizarea rasinilor dentare de tipul celor analizate implica formarea de radicali
polimerici ai derivatilor metacrilici stabili Tn timp, concentratia acestora fiind dependenta atat de
sistemul iniiator cat si de amestecul de monomeri utilizati in obtinerea rasinilor compozite.

Masuratorile RES ale pulberilor de Purinethol si Clorhidrat de metformin iradiate cu radiatii gama
demonstreaza prezenta mai multor specii paramagnetice stabile, a caror concentratii relative
depind de doza absorbita. Tn urma fitarii si simulrii spectrelor experimentale au fost identificati si

caracterizati radicalii generati Tn urma iradierii cu radiatii y in medicamente.

Prin spectroscopie RES indirecta, utilizand metoda capcanelor de spin, s-a urmarit identificarea si
caracterizarea radicali liberi generati In sisteme precum: Fenton, xantin-xantin oxidaza,
superoxidul de potasiu. Radicalii hidroxil generati in reacfia Fenton au fost detectafi si
caracterizati prin spectroscopie RES de joasa si Tnalta frecventa (banda X si banda W), utilizand
capcana de spin PBN (N-tert-butil-a-fenilnitrond). A fost determinatd concentratia optima de
capcana care poate fi utilizatd pentru detectia radicalilor din sistem si metode de crestere a

sensibilitatii de detectie prin extractie organica gi concentrarea spin aductilor.

Datorita rolului important al radicalului superoxid in deteriorarea celulara, au fost cautate metode
adecvate de masurare a acestuia, folosind capcane relativ noi, precum DEPMPO(5-
dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) sau DIPPMPO (5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-
oxid), utilizadnd diferite sisteme generatoare de superoxid, precum sistemul xantin-xantin oxidaza
si superoxidul de potasiu. In cazul sistemului xantin-xantin oxidazd au fost detectati si
caracterizati radicalii superoxid generati de acest sistem utilizand trei tipuri de capcane de spin:
DMPO, DEPMPO, DIPPMPO. S-a urmarit determinarea conditilor optime de detectie a
radicalului superoxid, cu scopul de a fi analizat prin spectroscopie RES de joasa si Tnalta
frecventa. Au fost caracterizati radicalii superoxid si hidroxil generati de superoxidul de potasiu in
solutie alcalind folosind capcana de spin DEPMPO. S-a constatat faptul ca stabilitatea spin
aductilor este puternic dependenta de raportul dintre cantitatea de superoxid de potasiu din

solutie si cantitatea de capcana de spin utilizata.

Prin metoda RES indirecta utilizand radicalul nitroxidic Tempol a fost caracterizata capacitatea
antioxidanta a unor sucuri naturale de mere i struguri, respectiv al unor extracte de seminte de
struguri si Calluna Vulgaris (iarba neagra).

Pentru caracterizarea activitatii antioxidante si pentru evaluarea autenticitati unor sucuri
comerciale necarbogazoase de mere §i struguri; acestea au fost comparate cu sucuri proaspete
de mere si struguri, calitatea si autenticitatea sucurilor comerciale fiind un subiect important n
cercetare cu o relevantd semnificativa pentru siguranta industriei alimentare si protectia
consumatorilor. Concluzia generald a acestui studiu a fost ca sucurile comerciale analizate au



calitate similard cu a sucurilor proaspete, astfel cd acestea sunt corect etichetate (ca fiind
naturale), chiar daca exista o mica diferenta intre ele.

S-a urmarit in continuare evaluarea efectelor fotochemoprotective ale extractelor de seminte de
struguri (soiul Burgund Mare-BM) si iarbd neagra (Calluna Vulgaris-CV), dupa expuneri multiple
la radiatii UVB a pielii soarecilor albinosi SKH-1. Deoarece s-a demonstrat ca aplicarea topica a
acestor extracte pe pielea soarecilor SKH-1 Thainte de expunerea la o singurad iradiere UVB
reduce considerabil peroxidarea lipidicd si producerea oxidului nitric Tn acest studiu s-au urmarit
modificarile adaptive ce implicad stresul oxidativ, respectiv protectia antioxidantd a extractelor
aplicate Thainte sau dupa iradieri multiple. Rezultatele asupra ambelor extracte, sugereaza faptul
cd aplicarea topicd a extractelor de BM sau CV, suprima considerabil deteriorarile induse de
expunerea multipld la radiatii UVB, prin inhibarea vatamarilor ADN si apoptozei.

Activitatea antioxidantd a extractelor a fost evaluata prin monitorizarea concentratiei de Tempol
dupa aditia extractelor si comparatd cu cea a acidului galic. S-a constatat cd ambele extracte au
activitate antioxidantd mai slabd decéat a acidului galic; de asemenea, prin compararea ratelor
cinetice de reducere, s-a stabilit cd extractul de BM are un caracter antioxidant usor mai puternic
decéat cel de CV, de aceea este de asteptat ca BM sa fie mai eficient in blocarea reactiilor in lant

produse de speciile reactive ale oxigenului n pielea expusa la radiati UVB.



|. Caracterizarea si generarea radicalilor liberi

|.1 Caracterizarea radicalilor
Radicalii (adesea, dar inutil denumiti si radicali liberi) sunt o specie chimica ce poseda un

electron neimperecheat in invelisul exterior al moleculei, motiv pentru care sunt foarte reactivi
chimic (Fig.l.1.).

electroni imperecheati

molecula stabila radical liber

Fig.l.1 Structura radicalului liber (Reiter & Jo Robenson 1995)

Clasificarea radicalilor se poate face dupa diverse criterii, o clasificare care s& includa
marea majoritatea radicalilor ar fi urmatoarea [1]:
« Radicali liberi ai oxigenului
* Radicali liberi ai azotului
e Compusi aromatici
e Compusi de tip chinonic si semichinonic
* Acizi nucleici

+ Radicalul thiil

I.2 Generarea radicalilor liberi
Generarea radicalilor liberi in sisteme biologice are loc ca urmare a actiunii unor factori

interni si externi si pe care mecanismele naturale ale entitatii biologice nu le pot controla. Sursele
interne de radicali liberi sunt procesele metabolice din organism sau/si mai ales procesele ce
Tnsotesc perturbarile metabolice asociate diferitelor tipuri de patologii (stres metabolic). Sursele
externe de radicali liberi (Fig.l.2) includ radiatiile ionizante, radiatile UV si microundele, metalele
toxice (ex. Al si Cd din apa potabild), smogul, aditivii alimentari chimici, fumul de tigara, poluantii

atmosferici (in special compusii cu plumb).



RADIATION

[ X e
r

SMOKING

on a DH_KQQ._
4 ) ;

e

e

%

VAN N/ 9

4 F oH
A ‘)
INFLAMBMATION Oy + Wy
{iri iiry

. @

‘ - AR
g POLLUTION
U Wihite bicod cedl

Fig. 1.2. Surse generatoare de radicali liberi

(http://www.thefoodadvicecentre.co.uk/reference/free-radicals/

[.2.1 Homoliza
Prin scindarea homolitica a unei legaturi covalente, o moleculd este fragmentatd in dou3,

fiecare fragment pastrand unul dintre electronii pereche. Scindarea homoliticd apare mai putin
frecvent in sistemele biologice, deoarece necesitd o cantitate mare de energie, sursa fiind fie
lumina ultravioletd, fie caéldura sau radiatiile ionizante. Homoliza, poate fi termica, cuplatd sau

prin transfer electronic.

[.2.2 Fotoliza si radioliza
Radiatiile ionizante precum si absorbtia luminii favorizeaza producerea unor mari cantitati

de radicali liberi, in functie de doza de radiatii absorbite si de timpul de expunere. Radicalii liberi
sunt formati cel mai adesea, prin fotoliza legaturilor chimice ca urmare a absorbtiei unui foton, si
trecerii moleculei Intr-o stare excitata de singlet sau triplet.

Radiatiile ionizante produc radicali si dupa incetarea expunerii prin efect indirect, datorita
radiolizei apei din tesuturi. Radioliza apei depinde de natura si energia radiatiei precum si de

prezenta oxigenului, deoarece in lipsa oxigenului, radiatiile X si y nu descompun apa.

[.2.3 Reactiile enzimatice
Enzimele numite si fermenti, sunt substante naturale produse doar de catre celulele vii

Tndeplinind rolul de biocatalizatori. Reactiile enzimatice din organism dau nastere la radicali liberi

intermediari ce reactioneaza intre ei sau cu alte substante formand compusgi stabili.



[.2.4 Metabolizarea

Metabolismul reprezintd totalitatea transformarilor biochimice gi energetice ce au loc in
tesuturile organismelor vii. Compusii chimici ,straini” aflati in organism, numiti xenobiotice
(medicamente, poluanti, pesticide g.a.), sunt metabolizati, produsii secundari ai metaboliz&rii fiind

radicalii liberi.

[.2.5 Radicali liberi existen ti in natur a

Azotul si mai ales oxigenul existenti in atmosferd formeaza destul de ugor radicali liberi
specifici. Degi ozonul (O3) existent in naturd, nu este un radical liber, este un agent oxidant foarte
puternic. De asemenea, NO si NO, existenti Tn naturd, sunt radicali liberi stabili Tn concentratji
relativ mici (0,2 ppm NO, Tn smog). Flavin chinonele reprezintd o grupa din marea clasa a
semichinonelor (SQ), care pot forma radicali liberi intermediari intre formele oxidate si cele
reduse ale chinonelor.

[.2.6 Generarea SRO n organismele vii

Radicalii cei mai relevanti aparuti in procesele de reglare biologica sunt superoxidul (O3")
si oxidul nitric (NO"). Procesul de formare al anionului superoxid este fie mediat de enzime, cum
ar fi NAD(P)H oxidaza si xantin oxidaza, sau fie nonenzimatic cu compusi redox reactivi, cum ar fi
compusul semi-ubiquinona al lantului mitocondrial de transport de electroni (Fig. 1.3).

Superoxid dismutazele (SODs) convertesc superoxidul enzimatic in peroxid de hidrogen [2,3]. Tn
prezenta metalelor de tranzitie reducatoare (de exemplu, ioni de fier sau cupru), peroxidul de

hidrogen pot fi redus la o specie radicalica foarte reactiva, radicalul hidroxil [3].

HADP{H} oxidaze

/}-{0\. - catalaza
0, —>—<_"0; — H,0, —— H,0
HX X

S0D GSH peroxidaza
X acid uric

GSH GS5G

GSH reductaza

NADP* NADPH

ublchinona

mitocondrs

Fig. 1.3 Caile de producere si inlaturare a SRO in organismele vii (X-xantind, XO-xantin
oxidaza, HX-hipoxantina, GSH-glutation, GSSG-glutation disulfid) [4]



lI. Metode de detec tie a radicalilor liberi

Existd numeroase metode de detectie si masurare a radicalilor liberi, directe sau
indirecte, utilizabile pentru sisteme simple de reactii.

Printre metodele indirecte se numara spectrofotometria si chemiluminiscenta.

[I.1 Spectrofotometria
Spectrofotometria este cea mai veche metoda, adesea indispensabila identificarii unui radical

liber din mai multe posibilitdti de formare, utilizand reactivi specifici; metoda se bazeaza pe
cuantificarea efectului de inhibitie pe care un radical liber il exercita fata de maximul de absorbtie

al reactivilor specifici utilizati prin urmarirea consumului de specie oxidanta.

[1.2 Chemiluminiscen fa
Chemiluminiscenta Tnsoteste de multe ori reactii sau procese generatoare de radicali liberi;

principiul metodei consta in emisia de lumina ca urmare a unor reactii intre radicalii liberi si 0
substanta inserata in sistem, cea mai utilizata fiind luminolul. Intensitatea semnalului detectat
este proportionala cu cantitatea de radicali liberi care au generat reactiile cu o cantitate stabilita
de luminol.

Metodele directe cauta sa inregistreze chiar radicalii liberi aparuti in cursul unei reactii,

una dintre aceste metode fiind rezonanfa electronicé de spin (RES).

[1.3 Rezonanta electronic a de spin (RES)
Spectroscopia RES are la baza tranzitile induse intre nivelele Zeeman ale unui sistem

paramagnetic, adica ce poseda un electron neimperecheat in structura invelisului electronic, aflat
intr-un cdmp magnetic static [5-6].

Existd o mare varietate de tehnici RES, fiecare dintre acestea cu propriile avantaje. In
cazul spectroscopiei RES in unda continud (CW-EPR), proba aflatd intr-un camp magnetic static,
este iradiata cu un fascicul continuu de microunde avand o frecventa fixa, cAmpul magnetic fiind
baleiat de o parte si alta a conditiei de rezonanta. Pot fi utilizate diferite frecvente ale radiatiei de
microunde, numite benzi: banda S (3.5 GHz), banda X (9-10 GHz), etc. dupa cum se specifica in
tabelul 11.1.

T Tabelul 1.1 Domenii de frecvente utilizate in RES

Banda Frecventa (GHz) Lungimea
de unda (mm)

L 1 300
[X 9-10 30 |
K 24 12.5

Q 35 8.5
[ W 99 i
D 140 21




Spectroscopia RES poate sa puna in evidenta o serie de proprietdti intime legate de structura
electronicd a unui defect paramagnetic format in reteaua unui solid iradiat, poate fi folositd gi
pentru studiul mecanismului de radiolizd, permite identificarea speciilor radicalice induse de catre
radiatii Tn produsele studiate [7-10]. Alta utilitate a metodei RES constd n studiul caracterului

antioxidant al unor substante sau extracte, folosind metoda radicalilor nitroxidici [26-29].

[1.3.1 Tehnici de m asurare RES
Experimentele RES prezentate in lucrare au fost efectuate cu scopul evidentierii si

caracterizarii radicalilor liberi din diferite sisteme biomedicale si biofarmaceutice. Spectrele RES
in bandad X (9-10 GHz) au fost inregistrate cu un spectrometru BRUKER-BIOSPIN EMX™¢",
echipat cu un sistem de achizitie a datelor pe calculator. Probele analizate au fost introduse n
tuburi capilare de quartz, Wilmad-labglass, avand diametrul interior de 1 mm si lungimea de 10
cm, tuburile fiind apoi pozitionate Tn centrul cavitatii rezonatorului de tip TE;q,.

Aditional, cand campul magnetic utilizat in banda X nu era suficient de intens pentu a rezolva
anizotropia factorului g, masuratorile au fost efectuate in camp Tnalt (~3 T). Aceste masuratori au
fost realizate cu ajutorul unui spectrometru in banda W (3.4 T, 95 GHz) construit in laboratorul de
biofizica al Universitatii Osnabriick (Germania), echipat cu o cavitate de tip TE;;. Probele au fost
introduse Tn capilare de quartz cu diametrul interior de 0,6 mm (VitroCom Inc., N.J., USA) pentru
masuratorile la temperaturd joasad, respectiv 0,2 mm in cazul masuratorilor la temperatura

ambientala [30].

11.3.2 Metode de detec tie RES a radicalilor liberi

Radicalii liberi pot fi detectati prin spectroscopie RES, fie direct, fie indirect in functie de
stabilitatea si mobilitatea acestora precum si de faza sistemului Tn care sunt generati.

Astfel, in sisteme solide, radicalii liberi pot fi detectati direct, datoritd capacitatii lor
scazute de recombinare [10]. In cazul radicalilor liberi din sisteme in fazd gazoas& sau lichida,
detectia se face prin metode indirecte, datoritd timpului de viatd foarte scurt (de ordinul
microsecundelor) al acestora. In acest sens, este
necesar sa se foloseasca un reagent diamagnetic din , ,
clasa nitronelor numit “capcand de spin” (“spin trap”) | | |
[12, 13] sau “radicali nitroxidici”, numiti si “markeri de
spin” (“spin labels”) [11].

11.3.2.1 Aplica tji ale capcanelor de spin in analiza ! 106
RES a unor sisteme

Metoda capcanelor de spin (EPR/ST) este o | | |
tehnica Tn care un radical liber este captat indirect,
dupa ce acesta reactioneazi cu un compus Fig. 1.1 Spectrul RES al spin

diamagnetic cu dubl legaturad (capcana de spin); se aductului PBN-OH



formeaza astfel un radical intermediar mai putin reactiv numit spin aduct.

PBN (N-tert-butil-a-fenilnitrond) este printre primele capcane sintetizate. Cu exceptia

trifenilmetilului, formeaza spin aducti cu toate tipurile de radicali, dar diferentele intre constantele
de despicare hiperfind pentru diferiti radicali captati pot fi foarte mici, motiv pentru care nu pot fi
diferentiati. Spectrul RES al aductului format cu PBN, va contine 6 linii. (Fig. 11.1).
Datorita lipsei de specificitate a PBN-ului, Janzen si Liu au sintetizat in 1973 o capcana noua,
ciclica, DMPO (5,5-dimetil-1-prolin-N-oxid). In cazul acesteia, valorile a® sunt mai mari si mult
mai sensibile la natura radicalului captat. Spectrul RES al aductului DMPO-OH ce are ay
=~ay=14.85 G, are structura de patru linii cu intensitatile 1:2:2:1. (Fig. 1.2 (a)), liniile centrale fiind
suprapuse. In cazul aductului DMPO-OOH liniile se despica atat datoritd nucleului de azot cat si
datorita protonilor din pozitiile B si y (Fig. 1.2 (b)).

Un derivat al DMPO-ului este DEPMPO (5-dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) [20-23].
Datorité fosforului **P(1=1/2) care induce despicari suplimentare in spectrele RES, acestea vor fi
mult mai complexe, dar, mai informative ih comparatie cu cele ale aductilor de DMPO [22-25]
(Fig. 11.3).

JwJF_J - M

(@) (b)

Fig. 1.2 Spectrul RES al spin aductilor DMPO-OH (a) respectiv DMPO-OOH (b)

106

156G 106

/ fWW

@)

Fig. 11.3 Spectrul RES al spin aductilor DEPMPO-OH (a) respectiv DEPMPO-OOH (b)
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11.3.2.2 Aplica tii ale radicalilor nitroxidici Th studiul RES al un or sisteme

in ultimele decenii, spectroscopia RES a radicalilor nitroxidici a cunoscut o dezvoltare
considerabild, deoarece spectrele lor RES contin informatii despre unele caracteristici ale micro-
mediului molecular din vecindtate, cum este polaritatea, cit Si despre mobilitatea si natura
orient&rilor sau migcarile moleculare [11]. Tn cazul radicalilor nitroxidici, localizarea electronului
paramagnetic, predominant pe atomul de azot este responsabila de interactiunea hiperfina cu
nucleul de *N a carui spin nuclear este I=1 conducand la o despicare hiperfina a liniilor Zeeman
in 21+1=3 componente. Tn consecinta spectrul RES al va avea trei linii spectrale (fig. 11.4), forma
spectrelor fiind influentata de mobilitatea moleculei.

Cateva dintre numeroasele aplicatii ale radicalilor nitroxidici in investigatia RES sunt:
studiul fenomenelor de interfata care au loc in sistemele coloid, mobilitatea moleculelor marcate
prin spectroscopie RES, detectand schimbarile care au loc in ordonarea compusilor membranari
marcati [16], analiza caracterului antioxidant al unor vitamine, minerale si alti compusi fotochimici
[17].

.| |
’J‘r" q T=300 K

pl V
| I
J /F\| f\fﬁ_'r-zmx
JI\ IIII || T=150 K
_ \Nﬂl"n
g ek

\ /

'U'

3300 3350 3400 3450
Magnetic Field 'G

Fig. Il.4 Spectrele RES ale radicalului nitroxidic Tempol, la diferite temperaturi
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lll. Detectia direct a prin spectroscopie RES a radicalilor
liberi genera {i in unele sisteme biofarmaceutice

Rasinile compozite fotopolimerice sunt utilizate frecvent in stomatologie ca materiale
pentru restaurarea dintilor anteriori si posteriori, ca plombe dentare si in stomatologia prostetica
pentru prepararea smalturilor dentare [31, 32]. In timpul fotopolimerizari monomerilor de
dimetacrilat apar in retea radicali liberi si monomeri rdmasi nepolimerizati acestia afectand
proprietatile mecanico-fizice si biocompatibilitatea materialului compozit [33].

Metoda iradierii cu radiati gamma a fost propusd in Farmacopeea britanica atat pentru
sterilizarea medicamentelor cat si a anumitor materiale chirurgicale si echipamente, cu o doza
maxima de 25 kGy . Desi este o metoda promitdtoare, in urma interactiunii dintre radiatiile gama
si substanta, se pot forma radicali liberi care sunt pringi in matricea cristalelor. Testarea stresului
indus prin iradierea y Tn medicamente, poate oferi informatii cu privire la caile de degradare si

stabilitatea intrinseca a moleculei.

[1l.1 Rasini dentare

Au fost studiate gase rasini dentare compozite utilizand un amestec diferit de doi
monomeri de tipul Bis-GMA (dimetacrilat trietilenglicol bisfenol A): hidroxietil metacrilat (HEMA) si
dimetacrilat uretan (UDMA) (Fig. 111.1).

g I i L e ik -
H=C=C—%-0-CH?—CH—H.JC-D—©—CI—©—D cHz—CH—HEc-o—@—g—@—n CHy— CH—H,C=0-G =0 =CH,
) CH CHy N o
BiS'GMA335 (n=0, 1)

2 HiC CHy i G
H O _NH o
301fj\0/\\/ \W, ”/I\;xi“/\NH O/N“/ jfj\cm
H o] %

UDMA

CHy = G- COOCH; - CHy — OH
|

CH,
HEMA

Fig. Ill.1 Structura chimicd a monomerilor metacrilat utilizati

Compozitia rasinilor compozite experimentale este prezentata in tabelul I11.1.
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Tabelul lll.1 Compozitia rasinilor experimentale

Amestec de monomeri + - Bis-GMA336 (12) -Bis-GMAz35 (7)
filer hibrid (% m/m) - HEMA (8) -UDMA (3)
/ -HEMA (10)
Sistem de initiere (% m/m) + +
- cuart (32) - Quartz (32)
- Sr/Zr (32) - Sr/Zr (32)
- FHap (16) - FHap (16)
-CQ proba 5 proba 7
- DMAEM
-CQ- proba 6 proba 8
- DMAEM
- E-4-DMAB
-CQ- proba 9 proba 10
- E-4-DMAB

Dupa preparare, probele compozite au fost vitrificate prin expunere la radiatie vizibild. Spectrele RES
in banda X la temperatura camerei evidentiaza prezenta radicalilor polimerici ai derivatilor metacrilici

(Fig. I1.2) formati ca urmare a vitrifierii sistemelor.

proba 10

A /\ n proba 5

3300 3350 3400 3450

Magnetic Field /G

3250

Fig. Ill.2 Spectrele RES ale rasinilor compozite dupa iradiere

Cinetica formarii radicalilor Tn functie de timpul de expunere la radiatii a fost caracterizata determinand
concentratia relativa a radicalilor pentru diferite perioade de iradiere (Fig. 111.3). Concentratia de
radicali din probe a fost evaluata prin monitorizarea dublei integrale normalizate a semnalului RES,
utilizadnd programul Origin 8 [10]. Se constata din analiza curbei o cregtere a concentratiei relative de
radicali liberi pe parcursul procesului de polimerizare a probelor, dupa aproximativ trei minute nsa

intervenind fenomenul de saturatie.
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24 | = experimental data

—~ 99 exponential fit; I(t)=lg+l{exp(-k t)

3
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Fig. IIl.3 Dependenta intensitatii relative a Fig. 111.4 Variatia Tn timp a intensitatii relative a
semnalului RES de timpul de iradiere semnalului RES

Pentru a determina stabilitatea in timp a radicalilor formati in procesul de polimerizare, in figura lll.4 a
fost reprezentata variatia in timp a intensitati semnalului RES. Se observa tendinta generala de
scadere a concentratiei relative de radicali liberi in timp. Sumarizand rezultatele, se poate conchide
faptul ca fotopolimerizarea rasinilor dentare de tipul celor analizate implica formarea de radicali liberi
stabili in timp, concentratia acestora fiind dependenta atét de sistemul initiator cat si de amestecul de

monomeri utilizai Tn obtinerea rasinilor compozite [34].

I11.2 Purinethol

Purinetholul  [1,7-dihydro-6H-purine-6-thione, CsH;N4SxH,0O] sau 6-mercaptopurina, este un
agent antineoplazic ce se administreaza In chimioterapie, pentru tratarea leucemiei acute si a
leucemiei granulocitare cronice. Purinetholul sub forma de pulbere microcristalind
(GlaxoSmithKline, United Kingdom) a fost expus la radiatii y intr-o sursd de ®Co (GAMMA
CHAMBER 900) in conditii ambientale. Doza de radiatii absorbitd de probe a fost cuprinsd n
intervalul 0 — 25 kGy [35]. Au fost detectati si caracterizati prin spectroscopie RES radicalii indusi
de radiatii in probe. Spectrele RES au fost inregistrate la temperatura camerei in banda X (9-
10GHz), cu o modulatie a cAmpului de 100 KHz (Fig. I1I.5).

Pentru determinarea parametrilor magnetici specifici, spectrul experimental a fost simulat
cu programum POWEFIT. Spectrul pare sa apartind in principal radicalului sulfinii RSO™ cu
parametrii spectroscopici g,,=2.0232 $i gx=0,,=2.0048 format prin oxidarea radicalului thyl. Tn
afara radicalului thyl, mai exista doua specii paramagnetice cu parametrii magnetici g;=1.998 si
A1=3 G, si respectiv g,=2.002 si A,=17 G.

13
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Fig. Ill.5 Spectrele RES experimentale si spectrul simulat ale purinetholului iradiat gama la diferite

doze

= experimental data

polynomial fit (y=a+b1x+b2x2+b3x3)
12000

10000
8000
6000
4000

2000

0 5 10 15 20 25 30
Adsorbed dose/kGy

Double integrated EPR signal (a.u.)

Fig. Illl.6 Curba doza-raspuns

Integrala relativd a intensitatii spectrului RES de absorbtie (proportionald cu integrala
dubld a semnalului RES normalizatd per milligram de proba), in functie de doza absorbita,
reprezinta curba doza-raspuns (Fig. I11.6).

Din analiza curbei se poate deduce faptul cd iradierea cu radiatie gamma a purinetholului
determind o crestere a concentratiei de radicali cu diferii parametrii de generare si recombinare
[60].

[11.3 Clorhidrat de metformin

Clorhidratul de metformin [1,1-dimethylbiguanide hydrochloride] utilizat n tratamentul
diabetului zaharat de tip 2, este un antidiabetic care Tn prezenta insulinei endogene sau exogene,

produce o reducere a nivelului glucozei din s&nge. Clorhidratul de metformin (Berlin Chemie,
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Germany), a fost expus la radiatii y, doza de radiatii absorbita de probe fiind cuprinsa in intervalul
0 — 4 kGy. Spectrul RES experimental al pulberii de metformin iradiat (Fig. 11.7) este reprezentat
de un triplet de linii largi, cu raportul intensitatilor 1:2:1, consatandu-se si in cazul acestui
medicament, o crestere a intensitatii semnalului RES cu doza de radiatii absorbita.

Prin simularea si fitarea spectrului experimental au fost determinati parametrii magnetici

/3430 Gy

experimental

simulat

3320 3340 3360 3380 3400 3420 3300 3350 3400 3450
Magnetic Field /| G Magnetic Field / G

Fig. IIl.7 Spectrele RES experimentale si spectrul simulat ale metforminului iradiat la

diferite doze

caracteristici. Factorul de despicare spectroscopicd a radicalilor si constanta de despicare
hiperfina a electronului liber cu protonii din vecin&tate si cu nucleul de azot *N, arat& existenta a
doua specii radicalice magnetic neechivalente, avand parametrii:

* special:acy; =251 G, ayy=6,8 G si ay=10,4 G, respectiv,

* specia2:acy;=185G,any=16,7Gsiay=6,4G.
Spectrele RES experimentale ale pulberilor de metformin, iradiate la diferite doze, au fost folosite

pentru generarea curbei doza-

-

N

o
1

raspuns (Fig. 111.8). Din analiza

acestei curbe, se deduce faptul ca = experimental data

linear fit I(D)=|0+I1D

-

o

o
T

iradierea cu radiate gamma a

5
8
T
c
: . . Dot
metforminului determind o crestere >
a concentratiei de radicali, dupa o & sol
k=]
ecuatie liniara. Aceasta dependenta £ 40
- -
. VPR . [o]
a intensitati semnalului RES de 2
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=]
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Fig. Ill.8 Curba doza-raspuns
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IV. Detectia indirect a prin metoda ,spin trapping” (ST/EPR)
a radicalilor liberi genera ti in unele sisteme biomedicale

Identificarea radicalilor liberi cu timp de viatd scurt, cum este spre exemplu cazul
radicalilor hidroxil sau superoxid in sisteme chimice si biologice a devenit posibild prin intermediul
spectroscopiei RES utilizand metoda capcanelor de spin. Nici o alta tehnica utilizata in vivo nu s-
a dovedit a fi la fel de sensibila si specifica din punct de vedere analitic, pentru detectia radicalilor
liberi [14, 15]. Sistemele alese pentru studiul radicalilor liberi, prin metoda capcanelor de spin,
sunt reactia Fenton, sistemul biologic xantin-xantin oxidaza si superoxidul de potasiu. Primul
dintre acestea este un sistem care genereaza radicali hidroxil, al doilea radicali superoxid iar

ultimul genereaza ambele tipuri de radicali.

IV.1 Reactia Fenton

Oxidarea substraturilor organice Tn prezenta fierului (1l) si a peroxidului de hidrogen este

numita " reactie Fenton ". Desi natura speciilor oxidante obtinute Tn reactia Fenton este nca un
subiect de discutie, concluzia general acceptata este ca mecanismul cel mai probabil pentru
generarea radicalilor hidroxil (+ OH) foarte reactivi in sisteme biologice, este reactia Fenton,

reactia fiind de asemenea capabila sa genereze stari de oxidare superioare ale fierului [37-40].
ql:H! OH CH

OH | ’
(:H.—N—:l:—c:r-is » CH— I'\I.I—(i.:—CHa

é CH, 0" cH,

Fia. IV.1. Formarea snin aductului PBN-OH"

Au fost detectati si caracterizati prin spectroscopie RES de joasa si Tnaltd frecventa
(banda X si banda W), radicalii

PN . A 18000
generati In reactia Fenton utilizand

capcana de spin PBN (Fig. IV.1). e ¢ " ?\

o . . 14000 .
Dupa prepararea sistemului Fenton, n
_.,__12-30:] o

utilizadnd diferite concentratii de
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10000 |-

PBN, au fost Tnregistrate spectrele
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| ]
2000} N
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Fig. IV.2 Dependenta intensitatiii semnalului RES de

semnalului RES de concentratia de
capcana (Fig. IV.2). Un domeniu concentratia de PBN

optim al concentratiei capcanei de
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spin este cuprins intre 80-100 mM.

.. .. . a=15.266 G
Pentru cresterea concentratiei de spini captati, s-a

apelat la extractia organicd a spin aductilor si |J-| ;E g]
concentrarea acestora. Avantajul extractiei organice Hrene
(cloroform/metanol, 2:1 vol.) constd in faptul ca | |
aductul este transferat intr-un mediu cu constanta I |
dielectrica mai mica (in cazul de fata cloroform).

A fost inregistrat spectrul RES in banda X la
temperatura camerei; din analiza spectrului, au fost
determinate constantele de despicare hiperfina |
izotropice corespunzatoare atomilor de azot si | |

hidrogen: ay=15.266 G respectiv ay=3.8 G (Fig.
IV.3). Fig. IV.3 Spectrul RES in banda X, la

temperatura camerei, al spin aductului
PBN-OH"

Au fost inregistrare Tn continuare spectre RES 1in
banda X la temperatura azotului lichid (Fig.IV.4). Se
observa din analiza spectrului, ca anizotropia factorului de despicare hiperfind nu este complet
rezolvata nici la temperatura joasa. Pentru a inlatura acest neajuns, in continuare au fost
inregistrate spectrele RES la temperatura joasa in camp inalt. Spectrele experimentale Tn banda
W au fost simulate si fitate cu ajutorul programului EasySpin. Valorile tensorului g
corespunzatoare radicalului hidroxil, obtinute in urma simularii sunt: g,,=2.00916, g,,=2.00614,
0,,=2.00221 iar cele ale tensorului de despicare hiperfina: A,=4.32 G, A,,=4.67 G si A,,=34.68 G
(Fig. IV.4). Se constatd in concluzie cd o metoda fiabild si exactd de caracterizare a radicalilor

generati in sisteme este metoda ST/EPR in camp inalt.

Oz =2,007

|A:I l 11

Az=3426 Phg Ay PAu

/ —_— experimental
/ —— simulat
>y S—
."’. 5 i,
A
IIII
]
3300 3320 3340 3360 2380 3400 3420 AF5D 1700 33750 0800 33850 100 950 28000

Magnetic Field / G Magretic Flsld {1 G

Fig. IV.4 Spectrele RES Tn banda X si respectiv W, la temperatura joasa, ale spin
aductului PBN-OH"
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IV.2 Superoxidul de potasiu

Superoxidul de potasiu (KO,) este un sistem puternic nucleofil, ce formeaza legaturi de hidrogen
n apa suferind disproportionare rapida in radicali de tip hidroperoxid HOO" si hidroxil HO™ [44,
45]. Prin dizolvarea lui in solventi organici aprotici precum dimetil sulfoxidul (DMSO), se obtine
anionul superoxid. S-a urmarit detectarea si caracterizarea radicalilor superoxid si hidroxil
generati de superoxidul de potasiu in solutie alcalind folosind capcana de spin DEPMPO (Fig.
IV.5).

Stabilitatea de 10 ori mai mare a spin aductilor de DEPMPO fata de cei ai DMPO, determina

o
H;CH, (0\|1‘,
H.CH,CO™
HLCH,CO y,
H;CH,CO™
H,CH,CO ||
H;CH,CO™

Fig. IV.5 Reactia de formare a spin aductilor DEPMPO- OH" si DEPMPO-OOH

CH,

un raport semnal/zgomot mai mare in conditii experimentale identice. Tn plus, fosforul 3P (1=1/2)
determina despicari suplimentare, spectrele inregistrate fiind mai complexe, dar mult mai
informative decat cele obtinute folosind DMPO [23-25, 41].

Au fost preparate trei solutii (A, B, si C) cu rapoarte diferite intre cantitatea de superoxid de
potasiu din solutie si cantitatea de capcana de spin utilizatd (1 pl KO,/10 mM DEPMPO- proba A,
10 pl KO,/15 mM DEPMPO- proba B, 20 pl KO,/20 mM DEPMPO- proba C).

=
]

o fwlfw«- e e M/“w‘ ol
o r‘h—*H W e 4 'H"HWH"'M e
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Fig. IV.6 Spectrele RES Tn banda X, la temperatura camerei, ale solutiilor A, B si C

————
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Achizitia spectrelor RES s-a facut in banda X la temperatura camerei, la aproximativ doud minute
de la initierea reactiei (Fig. IV.6).

Se constatad din spectre faptul cd se poate face distinctie intre spin aducti DEPMPO-OH si
DEPMPO-OOH (Fig.IV.7).

0 DEPMPOIOOH * DEPMPOIOH o
3
* 3 * N >‘N H >'-7\‘I\ R
O o5 9* o, .0 2 0 RO p d EO-_ 4
Apd 8 AR AR A ) A
/“"‘ lb 0 OFt o oEt H

106G trans-DEPMPO ¢is-DEPMPO

Fig.IV.8 Conformeri ai spin aductilor
DEPMPO-OOH si DEPMPO-OH

Fig.IV.7 Atribuirea peak-urilor spin aductilor
DEPMPO-OOH si DEPMPO-OH pe spectru

Constantele de despicare hiperfind (a) ale aductilor au fost determinate n urma simularii
spectrelor experimentale pentru fiecare solutie in parte (Fig. IV. 9) [47], si au fost Tnregistrate n
tabelul IV.1. Simularea spectrelor experimentale demonstreazad existenta a doi conformeri (cis Si

trans) (Fig. 1V.8) pentru fiecare tip de spin aduct, intre conformeri existand un schimb rapid [46].

Tabelul V.1 Valorile constantelor de despicare hiperfina ale aductilor DEPMPO/OH si
DEPMPO/OOH

DEPMPO/OH DEPMPO/OOH
proba A probaB |probaC |proba A probaC probaB
a (G) | Conformer I | Conformer IT Conformer I | Conformer II
an 14.12 14.04 14.53 14.4 - 13.01 13.07 13.07
ag’ 13.26 1328 14.07 13.26 - 10.63 11.15 922
ap 50.4 50.62 51.38 47 42 - 49 46 50.68 49.6
ag (1H) 0.89 0.96 1.07 1.01 - 0.87 0.96 091
ag'(6H) 0.43 0.44 0.39 0.41 - 0.34 0.41 0.48

Dupa simularea spectrelor, s-a studiat evolutia in timp a acestora (Fig. 1V.10). Se observa in
cazul solutiei A o degradare rapida a aductilor DEPMPO-OH. Curba nregistrata in cazul solutiei
B demonstreaza o stabilitatea mai mare in timp a spin aductilor, iar in cazul solutiei C spectrul
scade mai rapid Tn intensitate decéat in cazul solutiei B, dar in acelasi timp acesta isi modifica si
forma.

Acest fapt demonstreaza o conversie a spin aductului DEPMPO-OOH in DEPMPO-OH odata cu

cresterea cantitatii de oxigen din proba.
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V.3 Xantin-xantin oxidaza

Sistemul xantin-xantin oxidazd prezintd o importantd biologicd majora, el generand specii
reactive ale oxigenului. Au fost studiafi radicalii generati de acest sistem utilizand trei tipuri de
capcane de spin: DMPO, DEPMPO, DIPPMPO. S-a urmérit determinarea conditiilor optime de
detectie a radicalului superoxid, cu scopul de a fi analizat prin spectroscopie RES de joasa si
fnaltd frecventd. Cu DMPO si DEPMPO timpul de injumatatire al spin aductului este foarte scurt
(45 s respectiv 15 minute) [41-43], motiv pentru care masurarea in banda W la temperatura joasa
a fost imposibil de realizat.

Utilizdnd DIPPMPO (5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) si realizAnd extractia
organica a spin aductilor (cloroform/metanol, 2:1 vol.) a fost posibila Tnregistrarea spectrelor RES
atat in banda X cat si in banda W (Fig. IV.11).

L s L L s L L L '
we 1300 11850 JITOO 33750 11800 33350 33500 1¥850 34000
— Magnetic Field | G

Fig. IV.11 Spectrele RES in banda X si W ale spin aductului DIPPMPO-OOH
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V. Caracterizarea compu silor antioxidan {i

V.1 Tipuri de antioxidan ti

Pentru a preveni oxidarea si daunele provocate de concentratiile in exces de radicali liberi
generali in sistemele biologice, existd mai multe grupuri de agenti antioxidanti dintre care

amintim: antioxidantii enzimatici (enzimele), antioxidantii neenzimatici $i compusii exogeni.

V.2 Stresul oxidativ

Radicalii liberi in general si speciile reactive ale oxigenului (SRO), azotului si clorului Tn
particular, se crede cd au o contributie majora in dezvoltarea mai multor boli legate de varsta, si
in procesul de Tmbatranire Tn sine [19, 48], prin provocarea "stresului oxidativ" si a "deteriorarii
oxidative".

Deoarece stresul oxidativ este implicat in variate afectiuni patologice, se acorda o
importantd deosebitd metodelor de ,cuantificare” a daunelor provocate, precum si a identificarii
compussilor ce pot atenua sau chiar eradica efectele acestuia. In acest sens, de o mare actualitate
este studiul activitatii antioxidante a divergi compusi naturali $i extracte naturale precum si ale

produselor alimentare si a probelor biologice.

V.3 Determinarea activit atii antioxidante

O tehnica aplicata Tn ultimii ani pe scara larga pentru determinarea activitatii antioxidante,
si studiul calitatii produselor este tehnica RES [26]. Astfel, 0 metoda aplicata frecvent in scopul
asigurari calitafii produselor alimentare este tehnica RES utilizand capcane de spin precum
PBN, DMPO, DEPMPO, POBN, etc. [49-53].

O altd metoda folosita frecvent n

RES pentru determinarea activitafji OH
antioxidante este utilizarea de radicali Q m

. - . . . . T *— H;C CH
naturali stabilizati (radicali nitroxidici, O=N N'—N ° ’

Hs;C I'i.l
Fig. V.1). NO; (o}

Existd doi parametrii distincti, care DPPH TEMPOL
sunt determinabili din cinetica degradarii :
. o . . Fig. V.1. Structurile unor radicali sintetici stabilizafi
potentialul antioxidant si capacitatea

antioxidanta [54] (Fig. V.2).
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Fig. V.2 Cinetica unui radical sintetic degradat de doua tipuri de antioxidanti 1 si 2.

Metoda RES este preferabila altor tehnici (precum TEAC) datorita faptului ca este mult
mai specifica, ca urmare a formarii de semnale caracteristice. Astfel, se poate face diferentierea
intre numeroase substante care contribuie la activitatea antioxidanta totald a unui compus,

rezultand o evaluare mai precisa a activitatii antioxidante a compusului.

V.4 Rezultate asupra sistemelor studiate

Au fost efectuate studii RES privind activitatea antioxidantd a unor sucuri comerciale si
naturale si a unor extracte naturale (seminte de struguri si Calluna Vulgaris) folosind radicalul
nitroxidic Tempol (2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidine-oxyl) [55, 56-57]. In urma oxidarii
acestuia, numarul de specii paramagnetice scade in timp cu diferite rate, in functie de cantitatea
de antioxidanti prezenta in proba si de potentialul antioxidant al acestora. Inregistrand scaderea

semnalului RES 1n timp, se pot extrage concluzii referitoare la caracterul antioxidant.

V.4.1 Sucuri naturale si comerciale
A fost caracterizatd activitatea antioxidanta si evaluatd autenticitatea unor sucuri

comerciale necarbogazoase de mere si struguri. Se observa (Fig. V.3) ca intensitatea semnalului
RES scade Tn timp ca urmare a interactiunii nitroxidului cu complexul antioxidant prezent in sucuri
(polifenoli si vitamine). Ratele de reactie dintre compusii antioxidanti si Tempol au fost
monitorizate utilizand dubla integralda normalizatd a semnalului RES (DIEPR), care este
proportionala cu cantitatea de specii paramagnetice in timp (Fig. V.4).

Dubla integrare a semnalului, la diferite momente, a fost realizatad prin utilizarea
programului WIN EPR (Bruker Instruments). Comparand sucul proaspat de mere cu sucul
comercial, putem spune ca cel proaspat are caracter antioxidant putin mai accentuat
(Knatura=0.02, Kcomercia=0.035), situatia fiind similara si Tn cazul sucului de struguri (Knawra=0.017,
Kcomercia=0.024).
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In termeni de activitate antioxidanta, putem conchide c& sucurile comerciale analizate au
calitate similard cu a sucurilor proaspete, astfel cd acestea sunt corect etichetate, chiar daca

exista o mica diferenta ntre ele [18].
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Fig. V.3 Spectrele RES ale tempolului dupa diferiti timpi de incubare in suc natural
de mere (a) si struguri (b)
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Fig. V.4 Dubla integrala normalizata a spectrelor RES pentru sucuri in functie de timp.

V.4.2 Extracte naturale
Deoarece stresul oxidativ mediaza aparitia efectelor adverse ale radiatiilor la nivelul pielii,

aportul regulat sau aplicarea topica de antioxidanti sunt considerate a fi utile reducerii efectelor
vatamatoare ale expunerii la radiatii. Din multitudinea de agenti cu rol fotochemoprotectiv,
antioxidantii de origine vegetald par a fi cei mai promitatori. Dintre acestia, extractele de seminte
de struguri si Calluna Vulgaris au constituit obiectul nostru de studiu.
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Seminte de struguri (soiul Burgund Mare)

S-a urmarit evaluarea efectelor fotochemoprotective ale extractului de seminte de struguri

[57], dupé expuneri multiple la radiatii UVB. Cu acest scop, s-au analizat modificarile adaptive ce

implicd stresul oxidativ, respectiv protectia antioxidanta si felul in care aplicarea topicd a unui

extract de BM pe pielea soarecilor SKH-1, Tnainte sau dupa iradiere, poate inhiba vatdmarea pielii

prin modularea mecanismelor de protectie antioxidanta.

Activitatea antioxidanta a extractului a fost evaluatd prin monitorizarea concentratiei de

Tempol dupa aditia extractului de struguri si comparata cu cea a acidului galic (Fig V.5) [17, 58].

a)

=30 min

b)
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o

t=30 min

=G0 min

Fig. V.5 Spectrele RES ale tempolului dupa diferiti timpi de incubare in extract de BM (a) si

acid galic (b)

Comparand activitatea antioxidantd a extractului cu cea a acidului galic, se consata ca extractul

de seminte de struguri

are un caracter
antioxidant mai slab. Rata
de reactie dintre extract si
Tempol s-a monitorizat
utilizand dubla integrala
normalizatd a semnalului
RES (Fig.V.6).
Cu

determindrii si cuantificarii

scopul
efectelor extractului
asupra pielii iradiate, a
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Fig. V.6 Dubla integrald normalizata a spectrelor RES pentru
extractul BM si acid galic
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piele precum: superoxid dismutaza (SOD), catalazéd (CAT) si glutation peroxidazd (GPx). De
asemenea au fost determinate nivelurile de malondialdehidd (MDA), produsul final al procesului
de peroxidare lipidica.

Pielea a mai fost examinata pentru depistarea celulelor arse la 24 ore dupd ultima
expunere. Pe loturile Tn care s-a aplicat extract s-a evidentiat o scadere cu 40-50% a numarului
de celule arse, fapt ce demonstreaza efectul protectiv al extractului.

Rezultatele cumulate demonstreaza ca extractul de BM aplicat Tnaintea fiecarei iradieri poate
inhiba degradarile induse de expunerea repetata la radiatii UVB, prin modularea mecanismelor
de protectie antioxidanta.

Calluna Vulgaris

Au fost evaluate efectele fotochemoprotective ale extractului de Calluna Vulgaris asupra
pielii soarecilor albinosi SKH-11 dupd expunerea la doze multiple de radiatii UVB, metodologia
fiind cea utilizatd in cazul extractului de seminte de struguri. Activitatea antioxidanta a extractului
s-a evaluat prin spectroscopie RES utilizdnd radicalul nitroxidic Tempol [58]; s-a urmarit

concentratia radicalului dupa aditia de extract de CV si acid galic (Fig.V.7).
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Fig. V.7 Spectrele RES ale tempolului dupa diferiti timpi de incubare in extract de CV
(a) si acid galic (b)

Rata de reactie dintre extract si Tempol s-a monitorizat utilizand dubla integrald
normalizatd a semnalului RES (Fig. V.8). Dupa cum se observa in figura V.7, extractul are o
activitate antioxidantd mai slabd decéat cea a acidului galic, rezultat obtinut si Th cazul extractului
de BM.

S-a constatat ca pretratarea cu extract a determinat o scadere ugoara a numarului de celule arse,

efect evidentiat si in cazul utilizarii extractului de BM.
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Concluzii

>

>

Spectroscopia RES este o tehnica foarte sensibila de detectie direct a sau indirect a a
radicalilor liberi prezenti Tn sisteme biologice sau farmaceutice.

Masuratorile RES directe efectuate asupra pulberilor de Purinethol si Clorhidrat de
Metformin iradiate cu radiati gama demonstreazd prezenta mai multor specii

paramagnetice stabile, a caror concentratii relative depind de doza absorbita.

Dependenta liniard a intensitati semnalului RES in functie de doza absorbita,

demonstreaza ca metforminul poate fi utilizat ca indicator biodozimetric.

Masuratorile RES asupra unor rasini compozite fotopolimerice au aratat formarea si
persistenta unor radicali polimerici ai derivatilor metacrilici, a caror concentratie este
dependenta atat de sistemul initiator cat si de amestecul de monomeri utilizati in obtinerea

rasinilor compozite.

Radicalii hidroxil generati in reacfia Fenton au fost detectafi si caracterizati prin
spectroscopie RES de joasa si inaltd frecventa (banda X si banda W), utilizadnd capcana
de spin PBN (N-tert-butil-a-fenilnitrona).

Pentru sistemul xantin-xantin oxidaz& speciile reactive ale oxigenului (in special superoxid
si peroxid de hidrogen) au fost detectate utilizand trei tipuri de capcane de spin: DMPO
(5,5-dimetil-1-pirolin-N-oxid), = DEPMPO  (5-dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) i
DIPPMPO(5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid).  S-a  urmarit  determinarea
conditiilor optime de detectie a radicalului superoxid, prin spectroscopie RES de joasa si
Tnalta frecventa (banda X si W).

Superoxidul de potasiu dizolvat in dimetil sulfoxid (DMSO) a fost utilizat ca sistem
generator de radicali hidroperoxid HOO™ si hidroxil HO. S-a urmarit detectarea si
caracterizarea radicalilor generati de superoxidul de potasiu in solutie alcalind folosind
capcana de spin DEPMPO. S-a constatat faptul ca stabilitatea spin aductilor este puternic
dependenta de raportul dintre cantitatea de superoxid de potasiu din solutie si cantitatea
de capcana de spin utilizata.

Utilizarea radicalilor nitroxidici stabili si a spectroscopiei RES este o metoda foarte
sensibila pentru evalurea calitativa a capacitatii antioxidante a extractelor naturale. Au fost
astfel caracterizate cateva sucuri naturale (sucuri de mere gi struguri ) si extracte de plante
utilizate Tn dermatologie (seminfe de struguri si Calluna Vulgaris). S-a constatat ca ambele
extracte aplicate pe pielea soarecilor expusa la radiati UVB, au rol fotochemoprotectiv,
fiind eficiente In blocarea reactiilor in lant produse de speciile reactive ale oxigenului Tn
piele.
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