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Cuvinte cheie: substante biologic active, Aralia mandshurica, Nigella sativa, efect

imunomodulator, efect radioprotector.

Introducere

Plantele sunt surse majore de obtinere a unor bio-produse esentiale pentru
supravietuirea Intregului regn animal, reprezentand de asemenea, surse de compusi
farmaceutici, aromatici si industriali.

In zilele noastre, oamenii sunt bombardati cu mii de substante toxice, poluanti si
produse nesandtoase, nivelul de sensibilitate Tn fata bolilor este foarte mare si de aceea,
utilizarea plantelor poate reprezenta cea mai buna solutie.

Recent, Organizatia Mondiald a Sanitétii estimeazd ca aproximativ 80% din
oamenii din intreaga lume sunt interesati de medicamentele pe baza de plante, utilizarea
acestora pentru scopuri medicinale crescand 1n ultimii 30 de ani.

Plantele medicinale si produsele vegetale au fost intrebuintate de oameni din
cele mai vechi timpuri, fard Tnsd a se avea nici cele mai elementare notiuni despre
compozitia lor chimica, despre mecanismele de actiune, fard a se sti cd efectul lor se
datoreaza unor compusi pe care ii contin, stiindu-se doar cd o plantd sau alta este buna
pentru tratarea uneia sau altei boli.

Studiile interdisciplinare efectuate Tn ultima perioada (botanica, chimie analitica,
microbiologie, farmacognozie, farmacologie) au permis parcurgerea drumului de la
cunoasterea unei specii producatoare, pana la elaborarea unei forme farmaceutice folosind
specia respectiva ca sursa de principii active.

In Romania, precum si in numeroase tiri, plantele sunt permanent studiate,
datorita proprietatilor lor terapeutice. Acestea sintetizeaza atat compusi de baza necesari
supravietuirii lor (din categoria hidratilor de carbon, proteinelor si lipidelor), dar si o
gama largd de substante organice ce pot fi extrase, datoritd importantei semnificative, ca
materii prime cu variate aplicatii stiintifice, tehnologice si comerciale.

Pentru elaborarea acestei lucrari si efectuarea experimentelor am colaborat si am
fost Indrumatd de oameni cu calitati profesionale deosebite, carora doresc sda le aduc

sincere multumiri.



SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR EFECTUATE

Cercetarile experimentale efectuate in prezentul proiect au constat in urmarirea
efectelor induse de administrarea unor extracte vegetale obtinute din specii de Aralia
mandshurica si Nigella sativa, analizand efectul radioprotector si imunostimulator al
acestora asupra structurii i functiei unor organe ale soarecilor Mus muscullus, in doua
conditii experimentale: in conditii normale, fard interventia prealabild a factorului de stres
si dupa interventia factorului de stres (radiatiile-X).

Obiectivele cercetarilor efectuate:

- studiul efectelor administrarii extractelor din cortex de Aralia mandshurica
asupra unor parametri hematologici, imunologici, citogenetici, structurali = si
ultrastructurali in conditii normale;

- studiul efectelor administrarii extractelor din cortex de Aralia mandshurica
asupra unor parametri hematologici, imunologici, citogenetici, structurali = si
ultrastructurali in conditii de stres, radiatii-X;

- studiul efectelor administrarii extractelor din seminte de Nigella sativa asupra
unor parametri hematologici, imunologici, citogenetici, structurali si ultrastructurali in
conditii normale;

- studiul efectelor administrarii extractelor din seminte de Nigella sativa asupra
unor parametri hematologici, imunologici, citogenetici, structurali si ultrastructurali in
conditii de stres, radiatii-X;

- studiul efectelor utilizariit DDW — asupra organismului animal, in conditii
normale;

- studiul efectelor utilizariit DDW — asupra organismului animal, in conditii de

stres, radiatii-X.



PARTEA TEORETICA

1. Actualitatea temei investigate si gradul sau de abordare

In ultimul timp, o serie de produse naturale obtinute din plante au fost tot mai
mult cercetate si investigate din punct de vedere chimic si biologic pentru efectele lor de
stimulare a unor functii ale organismului. O categorie aparte de astfel de extracte obtinute
din plante o ocupa cele cu calitdti imunomodulatoare, antiinflamatoare, antioxidante si
care in medicina traditionald a unor tari reprezintd concepte de bazd in tehnicile si
metodologiile terapeutice ale unor boli.

Aralia mandshurica (Fam. Araliaceae) este utilizatd datoritd proprietétilor
stimulatorii asupra sistemului nervos central, cardiovascular si imun, posedand activitate
antistres-adaptogend de foarte buna calitate (Maslov. L.N. si Guzarova N.V., 2007).

Nigella sativa (Fam. Ranunculaceae) a fost utilizata din antichitate de populatiile
din regiunea mediteraneeand, marturii ale utilizarii acesteia datand din antichitate si din
Ewvul Mediu - in Vechiul Testament (Isaia: 28), cercetérile realizate in timpul Scolii
Medicale Greco-Arabe (Abou-Basha I.L., 1995), despre care insusi Mahomed spunea ca
,,vindecd orice boald, cu exceptia mortii“; posedd proprietati antitumorale, antibacteriene,
antispastice, imunostimulatorii (Bellakhdar 1., 1997).

O parte din rezultatele expuse in teza au fost obtinute in cadrul grantului finantat
de catre CNCSIS ,, Studiul efectului si mecanismului de actiune al unor imunostimulatori
si radioprotectori de origine vegetalca (Nigella sp., A. mandshurica). Rolul citokinelor in
modularea raspunsului organismului” Grant 2004-2006, nr. 33.062/2004.06.2004, tema
16, cod 292.

1.1. Prezentarea substantelor biologic active utilizate

1.1.3. Principiile active utilizate
Din intreaga compozitie chimica a celor doua specii de plante utilizate n aceasta
lucrare, am ales doar cateva principii active, care prezintd un anumit interes terapeutic, $i

anume: ulei volatil, poliholoside, polifenoli si alcaloizi.



A. Uleiurile volatile sunt substante lichide, insolubile 1n apd, solubile in solventi
organici sau grasimi, cu aroma puternicd, care se evapora total, nu lasa pete grase si care
se obtin fie prin distilare cu vapori de apa, fie prin presare.

B. Poliholosidele sunt compusi macromoleculari, liniari sau ramnificati, alcatuiti
din peste 10 molecule de oze sau derivati (acizi uronici). Poliholosidele reprezintd o clasa
de principii active pentru care cercetari recente, atat in vitro, cat si in vivo, au evidentiat
reale calitdti imunostimulatoare.

C. Polifenolii sunt un grup de substante chimice aromatice, n a caror structurad
se Intalnesc unul sau mai multe nuclee aromatice simple sau condensate; sunt substante cu
certe proprietdti antioxidante, antibacteriene si antifungice, foarte raspandite in regnul
vegetal. Polifenolii sunt antioxidanti naturali, de mare interes in ultimii ani, datorita
actiunii radioprotectoare pe care o manifestd, aldturi de alte componente (flavone,
antociani) (Gatea F. si colab., 2006).

Flavonele (Flavonoidele) sunt compusi fenolici naturali, care predomind in
plantele superioare; se gasesc in flori, fructe, tulpini, radacini, scoarta copacilor, fiind
localizate in sucul vacuolar si in cromoplaste. In afard de proprietitile lor de renume
antiinflamatoare gi antioxidante, flavonoide sunt, de asemenea, capabile de activare a
genelor (Baker M.E., 1998), mutatii ale ADN-ului si reparatii (Ferguson L.R., 2001).

D. Alcaloizii sunt substante organice heterociclice cu azot, de origine vegetala,
cu caracter bazic, rezultate Tn urma metabolismului secundar al plantelor; contin in
molecula lor carbon, hidrogen, azot si de cele mai multe ori oxigen. Aceste substante al
caror atom de azot face parte frecvent din heterociclu au o structurd chimica foarte
diferitd. Constituie un grup foarte heterogen din punct de vedere chimic care, desi toxice,
in doze mici se folosesc in terapia unor afectiuni, avand o actiune calmanta, anestezica si

curativa.

1.3. Importanta fitoterapeutica a speciilor Aralia mandshurica si Nigella
sativa
1.3.1. Aralia mandshurica Rupr. et Maxim.

A. Date botanice
Incadrarea sistematicd a plantei Aralia mandshurica Rupr. et Maxim (Sarbu A.,

1999): increngatura Magnoliophyta, Clasa Magnoliate (Dicotiledonatae), Ordin

Araliales, Familia Araliaceae, Genul Aralia, Specia Aralia mandshurica.



Fam. Araliaceae cuprinde 55 genuri, in care sunt incluse aproximativ 800 specii
(Pirvu C., 1997), plante dicotiledonate arborescente si arbustive, rar erbacee, raspandite in
regiunile tropicale, subtropicale si putin 1n cele temperate (Wen J., 2001). Denumirea
genului Aralia provine de la denumirea indiand a plantei; mandshurica, de la regiunea
istoricd din nord-estul Chinei - Mandshuria (Manchuria, Mandschuria), numitd si Dong

San Shen — care indicd locurile de crestere spontana a plantei.

Figura 1. Aralia mandshurica. Figura 2. Aralia mandshurica.

B. Date fitochimice
Rédacinile, scoarta, frunzele si fructele de A. mandshurica contin saponozide
triterpenice, alcaloizi, flavonoide, cumarine si substante tanante. Raddacina plantei contine
saponozide triterpenice - aralozide (4,7%), ulei volatil (0,12%), flavonozide, rdsini si

alcaloidul aralin (Zagnat M., 2004, Lutomski J., 1986), separandu-se aralozidele 4, B, C.

1.3.2. Nigella sativa Linn.
A. Date botanice
Incadrare taxonomici a speciei Nigella sativa L. (Parvu C., 1997): Increngitura
Magnoliophyta, Clasa Magnoliatae (Dicotiledonatae), Ordinul Ranunculale, Familia
Ranunculaceae, Genul Nigella, Specia Nigella sativa.
Denumirea genului Nigella provine de la latinescul “miger” = negru, datoritd
culorii semintelor; popular se numeste negruscd sau negrilicd.
Primele referinte cu privire la aceasta planta au fost gasite in Vechiul Testament in
cartea lui Isaia 28: 25, 27 (Bellakhdar 1., 1997). Hipocrate, supranumit parintele

medicinei, a spus cd Nigella sativa este remediu pentru bolile de ficat 1 a dereglarilor



metabolice. Cercetarile cu privire la acestd plantd au fost realizate din timpul Scolii
Medicale Greco-Arabe (reprezentatd prin Galenus si Ibn Sina) si continud pana in zilele
noastre. In cartea ,, Canonul Medicinei*, Tbn Sina (980-1037) vorbeste despre semintele
de Nigella drept ,stimulente ale energiei organismului, cele care ajutd la recastigarea

echilibrului dupa oboseala si dezamagire™ (Abou-Basha I.L. si colab., 1995).

Figura 3. Nigella sativa. Figura 4. Nigella sativa.

B. Date fitochimice

Semintele de Nigella sativa sunt o sursd bund de ulei si proteine; analiza chimica a
semintelor a ardtat o compozitie de proteine de 20,85%, de grasimi 38,20%, umiditate de
4,64%, cenusa 4,37%, fibra brutd 31,94% si carbohidrati 31,94% (Al-Jassir M.S., 1992),
elementele predominante fiind potasiu, fosfor, sodiu si fier, in timp ce zinc, calciu,
magneziu, mangan si cupru au fost descoperite la nivelurile inferioare. Continutul de
aminoacizi este de aproximativ 30% din continutul total de proteine, in timp ce
aproximativ 84% din acizi grasi reprezintd acizi grasi nesaturati, in special acizii linoleic
si oleic (Al-Jassir M.S., 1992, Nergiz C. si Otles S., 1993). Extractul uleios din seminte
contine de asemenea cantitdti semnificative de steroli, B-sitosterol fiind dominant (69%),
in timp ce campesterol si stigmasterol constituie 12% si respectiv 19% din totalul de

steroli, mai contine polifenoli si tocoferoli (Nergiz C. si Otles S., 1993).



PARTEA EXPERIMENTALA

2. MATERIALUL BIOLOGIC SI METODELE DE INVESTIGATIE
2.1. Materialul biologic
2.1.1. Mus muscullus
In cazul de fatd au fost utilizate animale tinere, sanadtoase de Mus muscullus,
avand cca 25-30 g/exemplar. Animalele folosite pentru experimente au fost intretinute in
conditii de laborator, fiindu-le asigurata hrana corespunzatoare si apa ,, ad libitum “.
Animalele au fost injectate intraperitoneal, odata la doua zile, cu 0,5 ml solutie
apoasa din extractul vegetal, diluat in apa distilatd sau apa sardcitd in deuteriu (DDW).
Inaintea iradierii-X au fost administrate trei injectii, iar dupi iradierea-X a
animalelor doud injectii, sacrificarea animalelor efectuandu-se la o zi de la ultima injectie
si fiind recoltat materialul biologic pentru investigatii hematologice, imunologice,
structurale, ultrastructurale si citogenetice.
Experimentele s-au efectuat pe 16 variante de animale, dupa cum urmeaza:
1. Varianta martor neiradiat:
- martor = M
- apa distilatd (AD) = M-AD;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = M-DDW;
2. Varianta martor iradiat:
- martor = M-X;
- apa distilata (AD) = M-AD-X;
- apa saracitd in deuteriu (DDW) = M-DDW-X;
3. Varianta tratata cu ulei volatil din Aralia mandshurica, neiradiata:
- apa distilata (AD) = UA-AD;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = UA-DDW;
4. Varianta tratatd cu ulei volatil din Aralia mandshurica, iradiata:
- apa distilata (AD) = UA-AD-X;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = UA-DDW-X;
5. Varianta tratata cu poliholoside din Aralia mandshurica, neiradiata:
- apa distilata (AD) = PA-AD;
- apa saracitd in deuteriu (DDW) = PA-DDW;

10



6. Varianta tratatd cu poliholoside din Aralia mandshurica, iradiata:
- apa distilata (AD) = PA-AD-X;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = PA-DDW-X;
7. Varianta tratatd cu polifenoli si flavone din Aralia mandshurica, neiradiata:
- apa distilata (AD) = PFA-AD;
- apa saracitd in deuteriu (DDW) = PFA-DDW;,
8. Varianta tratatd cu polifenoli si flavone din Aralia mandshurica, iradiata:
- apa distilata (AD) = PFA-AD-X;
- apd saracitd in deuteriu (DDW) = PFA-DDW-X;

A

Varianta tratatd cu ulei volatil din Nigella sativa, neiradiata:
- apa distilata (AD) = UN-AD;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = UN-DDW;

10. Varianta tratata cu ulei volatil din Nigella sativa, iradiata:
- apa distilata (AD) =UN-AD-X;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = UN-DDW-X;

11. Varianta tratata cu poliholoside din Nigella sativa, neiradiata:
- apa distilata (AD) = PN-AD;
- apa saracitd in deuteriu (DDW) = PN-DDW;

12. Varianta tratatd cu poliholoside din Nigella sativa, iradiata:
- apa distilata (AD) = PN-AD-X;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = PN-DDW-X;

13. Varianta tratata cu extract acid de alcaloizi din N. sativa, neiradiata:
- apa distilata (AD) = AAN-AD;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = AAN-DDW;

14. Varianta tratata cu extract bazic de alcaloizi din N. sativa, neiradiata:
- apa distilata (AD) = ABN-AD;
- apa saracitd in deuteriu (DDW) ABN-DDW,

15. Varianta tratata cu extract acid de alcaloizi din N. sativa, iradiata:
- apa distilata (AD) = AAN-AD-X;
- apa saracita in deuteriu (DDW) = AAN-DDW-X;

16. Varianta tratata cu extract bazic de alcaloizi din N. sativa, iradiata:

- apa distilata (AD) = ABN-AD-X;

11



- apa saracita in deuteriu (DDW) = ABN-DDW-X;

2.1.2. Extracte vegetale din Aralia mandshurica si Nigella sativa
Pentru realizarea experimentelor am utilizat urmatoarele extracte:
- Aralia mandshurica: - ulei volatil,
- poliholoside;
- polifenoli si flavone.
- Nigella sativa: - ulei volatil;
- poliholoside;
- alcaloizi.

VVVVV

injectat intraperitoneal animalelor de experienta.

2.1.3. Apa saracita in deuterium (ASD)/apa superusoara /(Deuterium
Depleted Water — DDW)

Cercetari privind efectele biologice ale apei cu continut redus de deuteriu au
demonstrat rezultate benefice spectaculoase, Tn sensul cd o scddere a deuteriului din
organisme (vegetale, animale g§i/ sau umane) imbunatiteste performanta metabolica
(Nedelcu 1. si colab., 2002). Aceastd apa are aspect fizic de lichid incolor, cu gust de apa
plata, cu continut redus in ioni §i continut scdzut in izotopul hidrogen — deuterium —

adica este 0 apa super usoard, hipotona hipodeuterizanta.

2.1.4. Factorul de stres radiatii-X
In cazul acestor experimente, factorul de stres a fost reprezentat de radiatii-X
eliberate un aparat RAP-150/300 (ex URSS), in doza unica, acuta la parametrii: 250 kV,
SmA, rata dozei 52,8 R/min, doza totald acuta 528 R (5,28 Gy), d.£=500 mm, filtru 1 mm
Al De mentionat ca iradierea-X sau iradierea gamma, sunt folosite frecvent ca principal
factor de stres, fatd de care este analizata activitatea imunostimulatoare sau protectoare a

diferitilor factori de stres.
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2.2. Metode de investigatie:

2.2.1. Investigatii hematologice - Analiza hemoleucogramei ne oferad informatii
cu privire la modul de formare a celulelor figurate ale sangelui si modalitate lor de
functionare, dar si gradul de afectare al maduvei hematogene.

2.2.2. Investigatii imunologice - Putem observa implicarea imunoglobulinelor in
neutralizarea toxinelor si a altor factori exogeni (IgG), implicarea Tn apararea imuna
(IgM) si implicarea la nivelul mucoaselor, constituind efectorul principal al sistemului
imunologic secretor (IgA).

2.2.3. Investigatii histologice — Analiza structurald a celulelor si tesuturilor
permite descifrarea structurald si stadiul de functionare al organelor cercetate.

2.2.4. Investigatii ultrastructurale - Studiul celulelor si tesuturilor pe sectiuni
ultrafine participa la intelegerea organizarii ultrastructurale a materiei vii i a proceselor
intime care au loc in substratul material al vietii

2.2.5. Investigatii citogenetice — Realizeazd diagnosticarea unor maladii
cromosomiale, studiul malformatiilor congenitale (din punct de vedere genetic) si studiul
efectului genetic al agentilor mutageni cu consecinte din cele mai grave asupra speciel

umane.
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3. CERCETARI EFECTUATE ASUPRA EXTRACTELOR OBTINUTE DIN
CORTEXUL PLANTEI ARALIA MANDSHURICA

Investigatiile efectuate au constat din analiza a trei extracte (ulei volatile,
poliholoside, polifenoli si flavone) din cortexul plantei Aralia mandshurica administrate
intraperitoneal soarecilor.

Substantele de cercetat au fost diluate in proportie de 1% din extractul brut
obtinut, dilutiile obtinute fiind in apa distilatd, respectiv in apa sardcitd in deuteriu
(DDW), apoi administrate intraperitoneal.

Pentru substantele folosite, testarea a fost facutd pe 6 variante de animale, in
doua conditii experimentale: in conditii normale fara interventia prealabild a factorului de
stres si dupa interventia factorului de stres (radiatiile-X). In perioada administrarii
substantelor testate nu s-au observat modificdri esentiale in comportamentul animalelor

testate cu substante de cercetat, fatd de cele ale variantelor martor.

3.1.  Efectul extractului de ulei volatil

a) Investigatii hematologice

In tabelele 1 si 2 sunt prezentate valorile inregistrate pentru componentele
hemoleucogramei, la M. musculus pentru variantele tratate cu extractul diluat cu apa
distilata, respectiv cu apa saracita in deuteriu.
In cazul hematocritului — pentru varianta M-X scade valoarea, iar pentru variantele tratate
cu apa distilata, respectiv DDW s-au inregistrat valori aproximativ egale pentru variantele
neiradiate, cat si iradiate. La variantele iradiate si tratate cu ulei volatil din radacini de A.
mandshurica se Tnregistreaza o usoard scddere a numarului de hematii pentru dilutia cu
apa distilata si o usoara crestere a numarului de hematii pentru dilutia cu DDW, crestere
inregistrata gi pentru varianta martor netratatd; acest fapt se datoreaza distrugerii maduvei
osoase, datoritd iradierii. Comparativ cu variantele martor neiradiate numarul de leucocite
scade semnificativ la variantele iradiate. Megakariocitele, precursoarele trombocitelor au
rol in imunitatea nespecificd; fatd de cresterea numarului de trombocite pentru varianta
M-X, se inregistreazd o usoard scadere a numarului de trombocite la variantele iradiate
fata de variantele neiradiate, in cazul dilutiei cu apa distilata si o scadere semnificativa a

numarului de trombocite la variantele iradiate, fatd de variantele neiradiate, Tn cazul
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dilutiei cu DDW. Se observa cresterea numarului de neutrofile la toate variantele iradiate,
comparativ cu variantele neiradiate, crestere mai putin relevantd pentru variantele tratate
cu uleiul volatil. Numarul de eozinofile este usor crescut la varianta M-AD-X fatd de
varianta neiradiatd; la varianta M-DDW-X se inregistreaza aceleasi valori ca si la varianta
neiradiatd, iar in cazul variantelor tratate cu ulei volatil valorile sunt aproximativ aceleasi
la variantele neiradiate, comparativ cu variantele iradiate. Bazofilele sunt absente la toate
variantele, caracter normal pentru soarecii de laborator. Scade numarul de limfocite la
toate variantele iradiate, o scddere mai micad inregistratd la varianta UA-DDW-X,
comparativ cu toate celelalte variante (fig. 5); In cazul variantelor iradiate si tratate cu ulet
volatil se observa o scddere nesemnificativd a numarului de monocite, mai ales pentru
varianta UA-DDW-X, deci, uleiul volatil diluat in DDW este mai eficient decat in apa
distilata (Corneanu C., 2006a).
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Figura 5. Grafic comparativ intre loturile martor si cel tratat cu ulei volatil din Aralia

mandshurica neiradiate si cele iradiate, privind determinarile de neutrofile si limfocite.
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Tabel 1. Analiza hemoleucogramei la Mus muscullus, varianta neiradiata.

Varianta Hematocrit Hematii Leucocite Trombocite | Neutrofile | Eosinofile | Basofile | Limfocite | Monocite
neiradiatd % mil/mm? nr/mm? nr/mm? % % % % %
M 12,5 4500000 8500 400000 68 3 0 24 5
M-AD 12,8 5000000 6000 700000 46 1 0 50 3
M-DDW 12,0 3900000 7000 850000 39 2 0 54 5
UA-AD 11,8 4000000 5000 400000 40 0 0 53 7
UA-DDW 13,0 4300000 5500 700000 60 0 0 36 4
Valori de referinta
C.Parvul982 38,7-47,1 7-9 mil 6300-15500 | 220000-700000 | 10-35 0,5-2 0 27-88 1
I.Marcus,2004 36-49 7-125,5 mil | 6000-15000 | 160000-410000 | 10-40 0-4 0-0,3 55-95 0,1-3
Tabel 2. Analiza hemoleucogramei la Mus muscullus, varianta iradiata.
Varianta Hematocrit Hematii Leucocite Trombocite | Neutrofile | Eosinofile | Basofile | Limfocite | Monocite
iradiatd % mil/mm? nr/mm? nr/mm? % % % % %
M-X 12 5000000 8000 450000 63 2 0 32 3
M-AD-X 12,8 4300000 2000 320000 76 3 0 17 4
M-DDW-X 12,9 4800000 1500 400000 70 2 0 23 5
UA-AD-X 11,6 2900000 4500 350000 61 0 0 24 5
UA-DDW-X 13,0 5000000 3500 500000 64 1 0 32 3
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b) Investigatii imunologice

In urmitoarele tabelele 3 si 4 sunt prezentate valorile inregistrate pentru

imunoglobuline, la M. muscullus, pentru variantele tratate cu extractul diluat cu apa

distilatd, respectiv cu apa saracitd in deuteriu.

Tabel 3. Analiza imunoglobulinelor la variantele neiradiate de Mus muscullus.

Il\é?rzzlil:‘?é IgG (mg/ml) IgM (mg/ml) IgA (mg/ml) Hemoliza
M 472 0,8 2,5
M-AD 12,0 2,0 3,0
M-DDW 10,0 1,7 2,6 hemoliza
UA-AD 1,8 1,9 2
UA-DDW 42 0,8 2.5 hemoliza intensi
Valori de referinta
Anonymus 0,1-1 \ 1-10 1-3

Tabel 4. Analiza imunoglobulinelor la variantele iradiate de Mus muscullus.

\i/rzrci?;z IgG (mg/ml) IgM (mg/ml) IgA (mg/ml) Hemoliza
M-X 1,4 0,4 2
M-AD-X 11,0 2.4 3,8 usoard hemoliza
M-DDW-X 7,0 3,0 3,5
UA-AD-X 4 2,3 3.2
UA-DDW-X 1,4 0,4 2,0 hemoliza intensi

Imunoglobulinele de tip IgG sunt implicate in neutralizarea toxinelor si a altor

factori exogeni. La variantele martor tratate cu apa distilata, respectiv DDW se observa o

crestere a valorilor IgG, atat pentru variantele neiradiate, cat si pentru cele iradiate, fata

de varianta martor neiradiata cat si cea iradiatd; la animalele iradiate, sciderea valorii IgG

este mai accentuatd la varianta M-DDW-X. La varianta UA-AD-X se inregistreaza o

crestere a valorii IgG, in schimb pentru varianta UA-DDW-X se inregistreaza sciderea

valorii IgG.
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3.2.  Efectul extractului de poliholoside

¢) Investigatii citogenetice

Ca rezultat al iradierii X, procentul PCD a fost de 12% la varianta M-AD-X, 1ar
pentru varianta M-DDW-X nu s-a inregistrat nici o valoare. In cazul iradierii X, gaps-urile
au avut drept cauza principala procese de decondensare a fibrelor de cromatina.

Procesul de diviziune centromericd prematura a fost insotit de o decondensare a
regiunii centromerice, care poate constitui o predispozitie la acest fenomen.

In cazul animalelor la care a fost administrat intraperitoneal, inaintea si dupa
iradierea X solutii apoase de extract de poliholoside din cortex de Aralia mandshurica,
procentul de metafaze anormale si de fragmente acentrice prezente la 100 metafaze a
inregistrat valori mai scdzute, subliniind efectul protector al acestei substante bioactive;
valori mai scizute au fost obtinute in cazul administrarii extractului de poliholoside in
DDW, de unde efectul protector inregistrat de aceastd combinatie. Procesul PCD poate fi
partial, atunci cand afecteaza cativa cromosomi (1-3) din placa metafazicd sau poate fi

total, atunci cand afecteaza toti cromosomii din placa metafazica (fig. 6).

e

':f\\{, /

Figura 6. Metafaza cu diviziune centromerica prematurd totala.
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Au fost constatate metafaze poliploide, precum i metafaze hipoploide cu fuziuni
centromerice $i cromosomi extingi sau metafaze cu majoritatea cromosomilor cu diviziune

centromericd prematurd si cu doud fragmente acentrice (A) (fig. 7).

Figura 7. Metafaza cu majoritatea cromosomilor cu diviziune centromerica prematura si

cu douad fragmente acentrice (A).

3.3. Efectul extractului de polifenoli si flavone
¢) Investigatii histologice
Ficatul: PFA-DDW: Ficatul prezintd degenerescentd granulo-vacuolara, hiperemie

vasculara (fig. 8).

Figura 8. Ficat de soarece cu degenerescenta granulo-vacuolara

(oc. 10 x ob. 20).

19



PFA-DDW-X: Ficatul prezintd hipertrofia usoard a nucleilor hepatocitelor, cu
zone de degenerescenta granulo-vacuolard (degenerescentd granulard focald, fig. 9); de
asemenea se evidentiazd dilatarea venelor centrolobulare; nucleul hepatocitelor isi
pastreazd membrana nucleard integrd, cu condensare neomogena a cromatinei, unii cu

nucleoli proeminenti.

Figura 9. Ficat de soarece cu degenerescenta granulo-vacuolara

(oc. 10 x ob. 40).

Splina: PFA-DDW: La nivelul splinei se observa hipertrofia pulpei albe, rare

celule cu atipii nucleare, numerosi foliculi cu centri germinativi (fig. 10).

Figura 10. Splina de soarece cu numerosi

foliculi cu centri germinativi (oc. 10 x ob. 10).
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PFA-DDW-X: Splina prezintd atrofia marcatd a pulpei albe evidentiatd prin
prezenta unor foliculi splenici mici si rari (fig. 11). Se observd hipertrofia marcatd a
pulpei rosii prin dilatarea intensd a capilarelor sinusoide si cu prezenta de numeroase

megakariocite. La nivel interstitial, septurile fibro-conjunctive apar inegale, unele

Figura 11. Splina de soarece cu atrofia pulpei albe

(oc. 10 x ob. 20).

d) Investigatii ultrastructurale ale ficatului:

Varianta M-DDW: Hepatocitele reactioneazd la prezenta DDW care, fiind o
substanta exogena afecteaza metabolismul celular (fig 12), observandu-se mici picaturi
lipidice. Nucleul prezintd invelisul nuclear ondulat, se evidentiazd o proliferare a
reticulului endoplasmic neted, avand rol in detoxifiere s1 mici picaturi de glicogen.

Mitocondriile prezintd matricea lizatd in zona centrala si criste putine.

Figura 12. Hepatocit, capilar sinusoid si celula Ito: aspect ultrastructural.
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Varianta PFA-DDW: Hepatocitele prezintd structurd normald (fig. 13), cu
numeroase picaturi de lipide, glicogenul este practic absent; nucleu are aspect normal,
organitele celulare au structurd normala. Celulele Ito prezinta picaturi lipidice in numar
foarte mic, practic absent; celulele Kupffer au lisosomi, hematina si in general materialul

celular este distrus, iar capilarele fird procese de staza.

Figura 13. Hepatocit cu structura normala.

Varianta M-DDW-X: Leziunile induse de razele X sunt limitate, mitocondriile
au aspect normal, se observa picaturi de lipide in numar redus, deoarece DDW actioneaza
ca o capcand pentru radicalii liberi. Hepatocitele prezinta lisosomi si resturi fagocitate
(fig. 14); prezenta acestora confirma capacitatea extractului de polifenoli g1 flavone de a
anihila alterarile produse de radiatiile X si de a mentine o activitate metabolica normala

in hepatocite.

Figura 14. Hepatocit cu lisosomi $i1 resturi fagocitate.
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Varianta PFA-DDW-X: Hepatocitele (fig. 15) prezintd o structurd similara cu
varianta martor. in celulele Kupffer sunt prezenti lisosomi primari si secundari cu
reziduuri celulare (fagocite cu resturi celulare distruse). Unele capilarele sinusoide sunt
usor congestionate; se evidentiazd microvili proeminenti in spatiul Disse. Extractul de

polifenoli si flavone ofera protectie totala fata de raze X.

Figura 15. Hepatocit normal, cu reticul endoplasmic $i mitocondrii.
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4. CERCETARI EFECTUATE ASUPRA EXTRACTELOR OBTINUTE DIN
SEMINTELE PLANTEI NIGELLA SATIVA

4. 1. Efectul extractului de ulei volatil

a) Investigatii hematologice

In tabelele 5 si 6 sunt prezentate valorile inregistrate pentru componentele
hemoleucogramei, la Mus muscullus, la variantele tratate cu extractul din seminte de
Nigella sativa, diluat cu apa distilata, respectiv cu apa saracita in deuteriu.

Pentru variantele tratate cu ulei volatil si iradiate, hematocritul inregistreaza o
crestere nesemnificativa fatd de cele neiradiate, pentru ambele populatii de plante; in
cazul variantet UN-AD-X creste numarul de hematii, iar la varianta UN-DDW-X se
inregistreazd o scddere a numdrului de hematii, pentru plantele populatia Maroc s1 o
scadere a hematiilor la cele doud variante pentru populatia Craiova. Numarul de leucocite
scade semnificativ pentru varianta UN-AD-X (la ambele populatii de plante) si mai putin
pentru varianta UN-DDW-X. In cazul trombocitelor, la variantele iradiate se observd o
scadere a numarului de trombocite, scidere mai semnificativd pentru populatia Craiova;
numarul de neutrofile creste foarte mult pentru variantele iradiate, scade foarte mult
numarul de limfocite s1 scade usor numarul monocitelor pentru populatia Maroc (fig.83)
si Inregistreazd o crestere a numarului de monocite la varianta UN-DDW-X, populatia
Craiova.

Uleiul volatil poate fi folosit ca un agent natural radioprotector impotriva
efectelor oxidative si imunosupresoare ale radiatiilor ionizante (Assayed M.E., 2010).

Rezultatele obtinute de la diferite sisteme experimentale sugereaza capacitatea
radioprotectoare a extractului etanolic de Nigella sativa implicand prevenirea daunelor

oxidative induse de radiatii (Rastogi L., 2010).
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Tabel 5. Analiza hemoleucogramei la Mus muscullus, varianta neiradiata.

Varianta Hematocrit Hematii Leucocite Trombocite Neutrofile | Eosinofile | Basofile | Limfocite | Monocite
neiradiata % mil/mm? nr/mm? Nr/mm? % % % % %
M 12,5 4500000 8500 400000 68 3 0 24 5
M-AD 12,8 5000000 6000 700000 46 1 0 50 3
M-DDW 12,0 3900000 7000 850000 39 2 0 54 5
Populatia Maroc
UN-AD 12,0 4500000 7000 900000 7 0 0 90 3
UN-DDW 123 5100000 6000 650000 19 0 0 79 2
Populatia Craiova
UN-AD 11,9 4900000 6500 750000 50 1 0 44 5
UN-DDW 12,8 5000000 6000 780000 56 0 0 40 4
Tabel 6. Analiza hemoleucogramei la Mus muscullus, varianta iradiata.
Varianta Hematocrit Hematii Leucocite Trombocite Neutrofile | Eosinofile | Basofile | Limfocite | Monocite
iradiata % mil/mm? nr/mm3 nr/mm3 % % % % %
M-X 12 5000000 8000 450000 63 2 0 32 3
M-AD -X 12,8 4300000 2000 320000 76 3 0 17 4
M-DDW-X 12,9 4800000 1500 400000 70 2 0 23 5
Populatia Maroc
UN-AD-X 13,0 5000000 2000 800000 70 0 27 2
UN-DDW-X 12,8 4300000 4000 500000 55 0 44 1
Populatia Craiova
UN-AD-X 13,2 4800000 1600 600000 58 1 0 39 3
UN-DDW-X 12,6 4200000 2000 280000 56 2 0 34 6
Valori de referinta
C.Parvu, 1982 38,7-47,1 7-9 mil 6300 220000-700000 10-35 0,5-2 0 27-88 1
I.Marcus, 2004 36-49 7-12,5 mil | 6000-15000 | 160000-410000 10-40 0-4 0-0,3 55-95 0,1-3,5
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¢) Investigatii histologice
UN-AD: Ficatul prezintd arhitectura patial pastratid, cu ectazii vasculare,

hiperemie (fig. 16) si modificari nucleare mai accentuate decat la celelalte substante.

Figura 16. Ficat de soarece cu ectazie vasculara si hiperemie
(oc. 10x ob. 10).
UN-DDW: Ficatul prezintd aspect neomogen, cu spatii porte dilatate, alternand
cu zone cu Ingustarea spatiilor porte si modificari nucleare preapoptotice (fig. 17), zone
cu proliferarea vaselor interstitiale, cu aspect ramnificat, zone cu vase dilatate si

ramnificate, aspect de ,,coarne de cerb™ .

& ¢ 2 i <

Figura 17. Ficat de soarece cu modificiri nucleare preapoptotice

(oc. 10 x ob. 20).
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UN-AD-X: Ficatul prezintd modificari nucleare severe la nivelul hepatocitelor,

cu hiperemie vasculara (fig. 18).

Figura 18. Ficat de soarece cu hiperemie vasculara

(oc. 10 x ob. 20).

UN-DDW-X: Ficatul prezintd modificari nucleare moderate si severe, dar si

zone cu dilatarea spatiilor porte si hiperemie vasculara (fig. 19).

Figura 19. Ficat de soarece cu zone cu dilatarea spatiilor porte

(oc. 10x ob. 10).
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Splina: UN-AD: La nivelul splinei se observa hipertrofia septurilor fibro-
conjunctive; hipertrofia pulpei albe, hiperplazia pulpei rosii cu proliferarea

megakariocitelor (fig. 20).

Figura 20. Splina de soarece cu hiperplazia pulpei rosii
(oc. 10 x ob. 20).
UN-DDW: Splina prezintd hipertrofia si hiperplazia pulpei albe (fig. 21),

fibroza interstitiald, iar pulpa rosie este usor dilatata si prezenta de rare megakariocite.

S RN

Figura 21. Splina de soarece cu hipertrofia si hiperplazia pulpei albe

(oc. 10x ob. 10).

UN-AD-X: Splina prezintd fibroza interstitiald intensa, cu dilatarea pulpei rosii
s1 modificari neomogene la nivelul pulpei albe; zone cu aspect normal alternand cu zone
cu hipertrofia pulpei albe; hiperplazia celulelor reticulare (fig. 22); zone cu dilatarea

capilarelor pulpet rosii.

28



Figura 22. Splina de soarece cu hiperplazia celulelor reticulare

(oc. 10 x ob. 20).

UN-DDW-X: Splina prezinta dilatarea spatiilor sinusoide de la nivelul pulpei

rosii; pulpa alba are aspect normal, dar prezintd fibroza interstitiald (fig. 23).

Figura 23. Splina de soarece cu fibroza interstitiala

(oc. 10 x ob. 20).

4.2, Efectul extractului de poliholoside
b) Investigatii imunologice

In urmatoarele tabele 7 si 8 sunt prezentate valorile inregistrate pentru
imunoglobuline, la Mus musculus, la variantele tratate cu extract de poliholoside din

seminte de Nigella sativa, diluat in apa distilata, respectiv in apa saracita in deuteriu.
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Tabel 7. Analiza imunoglobulinelor la variantele neiradiate de Mus muscullus.

Varianta neiradiatd | [gG (mg/ml) | IgM (mg/ml) | IgA (mg/ml) Hemoliza

M 4,2 0,8 2.5
M-AD 12,0 2,0 3,0 -
M-DDW 10,0 1,7 2,6 hemoliza
Poliholoside din seminte de Nigella sativa, populatia Maroc

PN-AD 13 2,4 2,8 hemoliza

PN-DDW 13,1 1,2 2,5 hemoliza
Anonymus 0,1-1 1-10 1-3

Tabel 8. Analiza imunoglobulinelor la variantele iradiate de Mus muscullus.

Varianta iradiatd | IgG (mg/ml) | IgM (mg/ml) | IgA (mg/ml) Hemoliza
M-X 1,4 0,4 2
M-AD-X 11,0 1,4 3,8 usoard hemoliza
M-DDW-X 7,0 3,0 3,5 -
Poliholoside din seminte de Nigella sativa, populatia Maroc
PN-AD-X 12 1,7 3
PN-DDW-X 8 10 2

Imunoglobulinele de tip IgG - la variantele martor tratate cu apa distilata,
respectiv DDW se observa o crestere a valorilor IgG, atat pentru variantele neiradiate, cat
si pentru cele iradiate, fata de varianta martor neiradiatd cat si cea iradiatd; la animalele
iradiate, scaderea valorii IgG este mai accentuati la varianta M-DDW-X.

Imunoglobulinele de tip IgM - se incadreaza in limitele de referintd, o usoard
crestere este inregistratd in cazul variantet M-DDW-X.

Imunoglobulinele de tip IgA - prezinta o usoari crestere pentru variantele martor
iradiate.

Pentru variantele tratate cu poliholoside din Nigella sativa, valorile IgG
inregistreazd o ugoard sciddere pentru varianta PN-AD-X si o scadere semnificativa in
cazul variantei PN-DDW-X.

Se inregistreaza o usoard scadere a valorilor IgM pentru varianta PN-AD-X si o
crestere semnificativa pentru varianta PN-DDW-X.

Se observa o crestere nesemnificativa in cazul varianter PN-AD-X si o scadere

nesemnificativa pentru varianta PN-DDW-X (fig. 24).
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Figura 24. Grafic comparativ intre loturile martor si cel tratat cu poliholoside din

Nigella sativa neiradiate si cele iradiate, privind analiza imunoglobulinelor.

4.3. Efectul extractului de alcaloizi
¢) Investigatii ultrastructurale
Varianta M-AD: Lobul hepatic prezintd o vend centrolobulara acoperita cu un epiteliu;
in jurul venei centrolobulare sunt dispuse capilarele sinusoide. Hepatocitele au forma
poligonala i1 sunt dispuse in randuri; fiecare hepatocit prezintd doi nuclei de forma oval-
sfericd. In citoplasmd, sunt prezente numeroase mitocondrii, cu structurd normald cu
matrice densd. Printre mitocondrii este dispersat reticulul endoplasmic rugos format din
profile inguste, de obicei, dispuse in jurul mitocondriilor (Fig. 25).

Ay
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Figura 25. Mitocondrie cu criste usor dilatate.
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Varianta M-DDW: Hepatocitele prezintd unele modificari usoare, care nu
afecteaza semnificativ metabolismul celular. Reticulul endoplasmic rugos prezinta o
activitate intensd, in comparatie cu varianta de control, fiind dispus in canalicule paralele,
pregatit pentru sinteza proteinelor, dar prezintd unele dilatatii usoare. De asemenea,
reticulul endoplasmic neted este hipertrofiat in comparatie cu varianta martor tratatd cu

apa distilata, fiind implicat in procesul de detoxifiere (fig. 26).

o i

Figura 26. Reticulul endoplasmatic neted hipertrofiat.

Varianta AN-AD: In cazul administrarii extractului de alcaloizi dizolvat in apa
distilatd, nu este afectatd ultrastructura celulelor. Nucleul are structurd normala, cu
aglomerari (de blocuri) de heterocromatind dispersate in continutul sdu nuclear interior
sau 1n apropiere. De asemenea, mitocondriile prezintd o structura normald, cu o matrice
compacta si criste lungi si numeroase spre interior. Reticulul endoplasmic rugos si

reticulul endoplasmic neted sunt bine reprezentati (fig. 27).

——

Figura 27. Mitocondrii si reticul endoplasmic rugos.

32



Varianta AN-DDW: Extractul de alcaloizi din semintele de Nigella sativa diluat
in DDW nu afecteazi structura normalad a hepatocitelor. Nucleul prezintd un polimorfism
in ceea ce priveste forma lor si stadiul ciclului celular. In unele celule, cromosomii sunt

bine structurati, celulele fiind intr-o activitate metabolica intensa (fig. 28).

Figura 28. Nucleu avand cromosomii structurati.

Varianta M-AD-X: Sub actiunea iradierii, au fost induse unele modificari:
nucleii hepatocitelor prezintd contur neregulat; unii nuclei fiind hipertrofiati (fig. 29). De
asemenea, vacuolele si alte componente amorfe sunt hipertrofiate. Reticulul endoplasmic
neted este proliferat, ca reactie la actiunea distructiva a razelor X. Reticulul endoplasmic
rugos prezintd cisterne dilatate i ribozomi mici fapt asociat diminudrii activitatii

metabolice si a sintezei de proteine.

Figura 29. Nuclei picnotici g1 hipercromi; reticul endoplasmic cu cisterne dilatate.
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Varianta M-DDW-X: La aceasta varianta, reticulul endoplasmic rugos este mai
bine reprezentat in celuld, in comparatie cu cazul animalelor iradiate. De asemenea, in
cazul actiunii combinate a DDW si1 a factorului de stres (raze X), picaturile de lipide sunt
intr-un numar mai mic in celule, comparativ cu varianta martor neiradiat sau iradiat.
Nucleul prezintd contur neregulat iar cromatina este rarefiatd. Nucleolii sunt hipertrofiati,
iar componentele vacuolare si amorfe sunt imbunatatite cantitativ sau au o structurd
alterata. La polul vascular al hepatocitelor, plasmalema unor celule este densa si multi

compusi migreaza in sinusoide (fig. 30).

Figura 30. Proeminari ale hepatocitelor in spatiul Disse.

Varianta AN-AD-X: Prezenta extractului de alcaloizi diluat in apa distilata, are
un efect radioprotector, in comparatie cu caracteristicile ultrastructurale inregistrate la
prezenta alcaloizilor diluati in DDW. Nucleul prezintd o structurd normald cu
heterocromatina dispusd 1in interiorul sau in apropierea membranei nucleare. De
asemenea, nucleolii prezintd o activitate metabolica intensa. Unele mitocondrii prezinta o
structurd normald (fig. 31) in timp ce altele prezintd o structurd alterati. In acest caz

matricea lor prezintd unele regiuni rarefiate, cu criste sunt putine si de lungime scurta.
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Figura 31. Mitocondrii.

Varianta AN-DDW-X: Modificarile ultrastructurale induse de razele X, in
prezenta DDW au fost majore in comparatie cu modificarile inregistrate sub actiunea
singulara a razelor X. In unele celule, nucleul are forma normali, cu heterocromatina
dispusa in blocuri (in interiorul acestuia), precum §i pe partea interioara a membranei

nucleare (fig. 32).

Figura 32. Dispunerea heterocromatinei in blocuri dense in interiorul nucleului.

a) Investigatii citogenetice
In tabelele 9 si 10 sunt prezentate rezultatele analizelor citogenetice la M.
muscullus, la variantele tratate cu extract de alcaloizi din seminte de Nigella sativa, diluat

in apa distilata, respectiv in apa saracita in deuteriu.
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Tabel 9. Caracteristicile metafazelor la variantele neiradiate de Mus muscullus.

Varianta Metafaze | Gaps % | Metafaze | PCD % | Metafaze cu | Fragmente/
neiradiatd | normale % poliploide fragmente 100
% metafaze
M-AD 92 ] ] ] ] ]
M-DDW 94 - - 6 - -
AAN-AD 94 - - 6 - -
AAN-DDW 94 - - 6 - -
ABN-AD 90 4 - 6 - -
ABN-DDW 94 - - 6 - -

Tabel 10. Caracteristicile metafazelor la variantele iradiate de Mus muscullus.

Varianta Metafaze | Gaps % | Metafaze | PCD % | Metafaze cu | Fragmente/
neiradiatd normale poliploide fragmente 100
% % metafaze
M-AD-X 65 - 12 12 11 16,7
M-DDW-X 85 15 - - -
AAN-AD-X 80 6 4 10 - 6
AAN-DDW-X 86 - 1 8 2 3
ABN-AD-X 79 5 5 8 3 4
ABN-DDW-X 86 - 4 8 2 3

Gaps-urile au avut drept cauza principala procese de decondensare a fibrelor de

cromatind.

De asemenea,

in cazul

iradierii

>

a fost

intdlnitd decondensarea

cromosomilor (varianta ABN-AD-X) sau depolimerizarea lor (varianta AAN-DDW-X),

precum si cazuri de hipoploidie.

In cazul animalelor la care a fost administrat intraperitoneal, inaintea si dupa

iradierea X solutii apoase de extract total de alcaloizi din seminte de Nigella sativa,
procentul de metafaze anormale si de fragmente acentrice prezente la 100 metafaze a
inregistrat valori mai scidzute, subliniind efectul protector al celor doua tipuri de substante
bioactive. Aceste valori au fost sensibil mai scizute in cazul administrarii celor doua

tipuri de alcaloizi in DDW, de unde efectul protector inregistrat de aceastd combinatie.
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5. DISCUTI ASUPRA RASPUNSULUI IMUN

In general, efectele nocive ale radiatiilor X asupra miduvei osoase sunt observate
prin scaderea numarului de hematii, leucocite, trombocite, scaderea procentului de
limfocite si cresterea procentului de monocite; in cazul analizelor efectuate se observa o
scadere mai mare a procentului de limfocite la variantele iradiate, mai ales la cele
netratate cu substante bioactive.

Pentru cercetarile noastre este dificil sd sustinem care sunt mecanismele prin care
actioneaza extractele vegetale. Totusi, pe baza unor date bibliografice putem considera ca
sunt implicate principiile active, care protejeazd mpotriva actiunii radicalilor liberi si
astfel pot preveni efectele nocive ale radiatiilor. Acesti compusi apartin la numeroase
specii chimice (vitamine, carotene, fenoli, glicozide, polifenoli, flavonoide, saponine,
etc.) si sunt denumiti chemopreventori (Stavric, 1993). Mecanismele de actiune ale
chemopreventorilor sunt complexe si heterogene, iar capacitatea lor antioxidantd are un
rol semnificativ in efectele hepatoprotectoare, fapt pentru care pot fi inclusi in prima linie
de apdrare celulard impotriva xenobioticelor (Rusu M.A. si colab., 2005). La nivel
intracelular, aceste substante active reprezintd adevarate capcane pentru gruparile
electrofile ale radicalilor liberi pe care astfel 1i neutralizeaza; de asemenea, sunt capabile
sd reducd activitatea enzimelor implicate in formarea radicalilor liberi, precum si sa
creascd activitatea enzimelor responsabile de detoxifierea radicalilor liberi (Stavric,
1993).

Administrarea extractelor vegetale din cortex de Aralia mandshurica si din
seminte de Nigella sativa soarecilor Mus muscullus, pe o perioadd de 13 zile, nu
manifestd efecte toxice secundare la nivelul organelor studiate: splind, ficat, maduva
hematogend; acestea au actiune protectoare asupra ficatului, splinei i maduvei
hematogene. Investigatiile structural-functionale efectuate demonstreaza faptul ca
extractele vegetale testate stimuleaza intr-o oarecare masura proliferarea, diferentierea si
maturarea celulelor la nivelul ficatului i splinei.

Actiunea toxica a radicalilor este indreptatd preponderent asupra organelor cu
diviziuni celulare intense, cele mai afectate fiind maduva hematogena, ficatul si splina,
organe caracterizate printr-o profunda perturbare a componentei celulare cat si a celei

vasculare.
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In cadrul experimentelor, in cazul iradierii-X, procentul de neutrofile creste, iar
prin activarea metabolismului oxidativ participa la formarea radicalilor liberi de oxigen
toxici (RLO), dar si alte specii de oxigen redus care, dacd se formeazad in exces pot
provoca nu numai distrugerea materialului fagocitat, dar si grave injurii vasculare.
Cresterea numarului de neutrofile determind inflamatie, prin lezare tisulard directa,
datoritd generarii radicalului superoxid. In cazul tratamentelor cu extractele utilizate se
poate observa efectul radioprotector asupra elementelor figurate ale singelui Desi au
extindere deosebitd, modificarile structurale si ultrastructurale induse de radiatii sunt
reversibile, fapt dovedit prin reluarea functionalitatii organelor studiate — maduva
hematogend; la 5 zile de la administrarea dozei de radiatii, parametrii hematologici sunt
inferiori martorului.

Uleiul volatil din cortex de A. mandshurica are proprietati imunomodulatorii si
antiinflamatorii, semnificative pentru variantele neiradiate (dilutia cu DDW), iar pentru
variantele iradiate (dilutia cu apa distilatd). La variantele iradiate (dilutia cu apa distilata)
se inregistreaza un proces inflamator declansat ca reactie de aparare impotriva factorului
de stres, observat prin hipertrofia hepatocitelor, cat si hipertrofia si hiperplazia foliculilor
limfatici Malpighi. La variantele iradiate (dilutia cu DDW) se observa un infiltrat
inflamator redus, ceea ce denotd un efect hepatoprotector, dar si imunostimulator,
observat prin dilatarea pulpei rosii s1 hiperplazia foliculilor din pulpa alba.

Administrarea extractului de poliholoside din cortex de A. mandshurica diluat atat
in apa distilata, cat si in DDW, a determinat stimularea imunititii, prin stimularea
sistemului fagocitar polimorfonuclear s1 al celui mononuclear. De asemenea, pentru
variantele iradiate a determinat o stimulare a repopularii sanguine cu elemente figurate,
datorita probabil stimularii granulocitopoiezei, limfopoiezei s1 monocitopoiezei la nivelul
maduvei hematogene. Extractul de poliholoside manifesta efect protector atat inainte, cat
si dupa iradirea X, fapt observat prin scaderea procentajului de metafaze anormale si
fragmente acentrice inregistrate la 100 de metafaze.

Administrarea extractului de polifenoli i flavone din cortex de A. mandshurica are
efect radioprotector, antiinflamator si antioxidant, influentand favorabil regenerarea
hematiilor si leucocitelor, putdnd fi utilizatd cu rezultate spectaculoase in tratamentul

anemiilor si leucemiilor. Extractul de polifenoli si flavone diluat atat in apa distilata, cat
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si in DDW, prezintd proprietdti imunostimulatoare pentru variantele iradiate, fapt
observat prin cresterea valorilor IgG, IgM si IgA. De asemenea are proprietiti
antioxidante si hepatoprotectoare, prin anihilarea alterdrilor produse de radiatiille X
(mentinand activitatile metabolice normale in hepatocite si ajutand astfel la regenerarea
acestora), iar la nivelul splinei o accelerare a proceselor de refacere structurald, dereglata
de actiunea radiatiilor X.

Uleiul volatil din seminte de Nigella sativa are proprietati radioprotectoare,
imunostimulatoare si antioxidante, implicand prevenirea daunelor oxidative induse de
radiatii. Administrarea uletului volatil (dilutia cu DDW) are actiune de stimulare a
proceselor de refacere structurald a maduvei hematogene pentru variantele iradiate,
comparativ cu extractul diluat in apa distilatd. Extractul de ulei volatil (populatia Maroc
s1 Craiova), conduce la marirea valorilor imunoglobulinelor IgG, IgM si IgA, cele mai
bune valori obtinandu-se pentru IgG la utilizarea uleiului volatil - populatia Maroc si
pentru IgA si IgM - populatia Craiova. Pentru variantele iradiate, uleiul volatil a
determinat la nivelul splinei un proces de refacere structurala (datoritd actiunii toxice a
radiatiilor X), fenomen observat la nivelul foliculilor splenici, care sunt bine reprezentati
si cu centrul germinativ dezvoltat.

Extractul de poliholoside din seminte de Nigella sativa are capacitatea de a
proteja celulele hematopoietice, prin stimularea sistemului fagocitar mononuclear si
polimorfonuclear, valori mai bune inregistrandu-se pentru extractul diluat in DDW.
Administrarea extractului de poliholoside a determinat cresterea nivelului de
imunoglobuline, activarea celulelor NK si a unor populatii de limfocite T, efectele nocive
ale radiatiilor-X fiind diminuate la administrarea extractului de poliholoside (mai ales
pentru cel diluat iIn DDW). Pentru variantele iradiate, extractul de poliholoside a
determinat o actiune hepatoprotectoare, arhitectura ficatului fiind partial pastrata, cu
unele modificari nucleare preapoptotice. Pentru variantele neiradiate, extractul de
poliholoside diluat in apa distilatd prezinta efect imunostimulator asupra splinei, observat
prin hipertrofia pulpei albe s1 prezenta numerosilor foliculi cu centri germinativi, pe cand
extractul diluat in DDW prezintd efect imunosupresor, observat prin atrofia pulpei albe.
In cazul variantelor iradiate, extractul manifesti o actiune imunosupresoare, observata

prin hipotrofia pulpei albe. De asemenea, administrarea extractului de poliholoside a
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redus procentul diviziunii premature a centromerilor, iar procentul PCD este marit sub
doar la actiunea radiatiilor X.

Extractul de alcaloizi din semintele de Nigella sativa, diluat in apa distilata, are
un efect radioprotector, in comparatie cu caracteristicile ultrastructurale inregistrate la
prezenta alcaloizilor diluati in DDW; iar la cinci zile dupa terminarea experimentului,
analiza formulei leucocitare sugereaza existenta unui proces de adaptare a sistemelor
enzimatice ale organismului la actiunea factorilor de stres utilizati. Pentru variantele
iradiate extractul de alcaloizi prezintd o actiune ugor imunosupresoare. Extractul de
alcaloizi diluat 1n apa distilatd sau in DDW nu a afectat structura normald a hepatocitelor,
pentru variantele neiradiate, pe cand, pentru variantele iradiate a indus modificari
structurale majore ale hepatocitelor, comparativ cu actiunea singulard a razelor X. De
asemenea, administrarea extractului de alcaloizi prezinta efectul protector al celor doud
tipuri de substante bioactive, procentul de metafaze anormale si de fragmente acentrice
prezente la 100 metafaze inregistrand valori mai scazute. Aceste valori au fost sensibil
mai scazute in cazul administrarii celor doua tipuri de alcaloizi in DDW, de unde efectul
protector inregistrat de aceastd combinatie.

In concluzie, refacerea structurali si functionald a organelor soarecilor Mus
muscullus, afectate de actiunea distuctivd a radiatiillor X este mai rapidda sub actiunea
extractelor de Aralia mandshurica s1 Nigella sativa, comparativ cu refacerea de la sine;
de asemenea, substantele bioactive din cele doua plante manifestd puternice activititi
antoxidante, radioprotectoare i imunostimulatoare. Compararea acestor rezultate cu cele
obtinute din studiile clinice alte altor cercetétori pot sugera o posibild aplicare a acestor
extracte vegetale ca adjuvante sau suplimente alimentare, ajutind la mentinerea unei bune

homeostazii a organismulut.
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6. CONCLUZII

Cercetarile experimentale realizate in scopul determinarii efectului radioprotector
s1 imunostimulator al unor extracte vegetale obtinute din specii de Aralia mandshurica si
Nigella sativa — au condus la urmatoarele concluzii:

1. In conditii normale, extractele din cortex de Aralia mandshurica au
determinat stimularea imunitatii, prin stimularea  sistemului  fagocitar
polimorfonuclear $1 mononuclear si cresterea valorilor imunoglobulinelor. Extractul
de npolifenoli si  flavone diluat in DDW manifestda puternice efecte
imunomodulatoare, observate prin hipertrofia pulpei albe, celule cu rare atipii
nucleare si numerosi foliculi cu centri germinativi, iar la nivelul ficatului,
hepatocitele au structurd normala, iar celulele Kupffer prezintd lisosomi, hematina
s1 in general material celular distrus.

2. in conditii de stres — radiatii-X, administrarea extractelor din cortex de
Aralia mandshurica au efect protector, mai accentuat pentru dilutia cu DDW
asupra structurii splinei, observat prin hipertrofia si hiperplazia pulpei rosii, dar si
imunomodulatoare, observat prin cresterea numarului de megakariocite. La nivelul
ficatului, extractele manifestd proprietati antioxidante si  hepatoprotectoare,
evidentiate prin hipertrofia hepatocitelor, iar in celulele Kupffer sunt prezenti
lisosomi primari g1 secundari, cu reziduuri celulare. Efectul protector este subliniat
si de scdderea procentajului de metafaze anormale s1 fragmente acentrice
inregistrate la 100 de metafaze.

3. Extractele din seminte de Nigella sativa - mai ales extractul de ulei volatil
- manifestd un puternic efect antioxidant si actioneaza ca un protector universal al
celulelor; stimuleaza imunitatea, prin stimularea limfocitelor B si cresterea valorilor
imunoglobulinelor. La nivelul splinei si ficatului, efectul imunostimulator al
extractelor a fost observat prin hipertofia pulpei albe, hiprplazia pulpei rosii, cu
proliferarea megakariocitelor, respectiv cu arhitectura partial pastratd a ficatului,
stuctura normala a hepatocitelor si zone cu proliferarea vaselor interstitiale.

4, Pentru variantele iradiate, extractele din seminte de Nigella sativa prezinta

proprietati de protejare a celulelor hematopoietice si de stimulare a proceselor de
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refacere structurald a maduvei hematogene; la cinci zile dupd terminarea
experimentului, analiza formulei leucocitare sugereaza existenta unui proces de
adaptare a sistemelor enzimatice ale organismului la actiunea factorilor de stres
utilizati. Efectul imunostimulator este observat la nivelul splinei prin zone cu aspect
normal alternand cu zone cu hipertrofia pulpei albe, hiperpalzia celulelor reticulare;
la nivelul ficatului s-au evidentiat modificdri nucleare moderate si severe ale
hepatocitelor, zone cu dilatarea spatiilor porte si hiperemie vasculara.

5. Pentru variantele neiradiate, DDW prezintd efect protector, analizele
hematologice si imunologice au prezentat valori ugor crescute fatd de varianta
martor netratatd g1 neiradiatd. La nivelul splinei se evidentiazd efectul
imunostimulator prin hipertrofia si hiperplazia pulpei albe, cu prezenta de foliculi
splenici mari, unii cu centri germinativi i cu numeroase limfocite si la nivelul
pulpei rosii, respectiv hepatocitele prezintd modificari usoare, mitocondriile au
matricea densa, reticulul endoplasmic neted este hipertrofiat .

6. Pentru variantele iradiate, DDW prezinta efect protector pentru parametrii
formulei leucocitare i imunostimulator evidentiat prin cresterea valorilor
imunoglobulinelor; se observa hipertrofia si hiperplazia pulpei albe, numeroase
limfocite si la nivelul pulpei rosii, iar in hepatocite se inregistreazd modificari
observate prin conturul neregulat al nucleilor, matricea citoplasmatica rarefiata i o

cantitate mare de reticul endoplasmic rugos.
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