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INTRODUCERE

Afectiunile sistemului urinar reprezinta tulburari ale functiei renale si tractului urinar inferior.
Printre cel mai frecvent diagnosticate afectiuni sunt injuria renald acuta (IRA) si infectia urinara.
Nefrotoxicitatea este una dintre principalele cauze de inducere a IRA. Stresul oxidativ reprezinta un
element cheie al nefrotoxicitatii. Strategiile de combatere a IRA indusa de medicamente sunt in prezent
limitate. In ceea ce priveste infectia bacteriand, numeroase antibiotice sunt prescrise pentru tratarea
acesteia. Utilizarea in exces a antibioticelor favorizeaza cresterea rezistentei antimicrobiene, fiind
clasificata ca o problema majora de sanatate publica.

Recent, se considera ca alimentatia joaca un rol crucial In sanatate. Exista un interes deosebit in a
duce un mod de viata sinitos, prin consumul de alimente si plante bogate in fitonutrienti. in ultimul timp,
un interes deosebit a fost acordat fructelor de Cornus mas, pentru care studii recente sugereaza ca detin un
mare potential In aplicabilitatea lor in medicina alternativa. Cu toate acestea, multe fructe raman neglijate
datorita gustului dezagreabil perceput de consumatori, in ciuda bogatiei lor in fitonutrienti. Printre aceste
fructe se numara si Sorbus aucuparia, care recent a demonstrat a fi o sursa valoroasa de compusi fitochimici
cu diverse proprietati biologice. Asadar, cercetarea si integrarea acestor fructe in strategiile de cultivare,
cat siin cele de consum, ar putea duce la imbunatatiri considerabile ale sanatatii umane si animale.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat intitulata “Efectul protector al antioxidantilor naturali in afectiunile sistemului
urinar” este structuratda in doud parti principale, si anume: Partea I - Stadiul actual al cunoasterii,
respectiv Partea a II-a - Contributia personala.

STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Partea I este alcatuita din 7 capitole si reda o sinteza a informatiilor de actualitate cu privire la
patologiile sistemului urinar, in special injuria renald acuta si infectia bacteriana a tractului urinar inferior,
stresul oxidativ si implicarea acestuia in dezvoltarea afectiunilor sistemului urinar, rolul antioxidantilor
naturali in combaterea acestor afectiuni, si date generale despre Cornus mas, respectiv Sorbus aucuparia,
doua plante medicinale cu potentiale efecte benefice in diverse patologii.

CONTRIBUTIA PERSONALA

Partea a II-a cuprinde 9 capitole unde sunt prezentate ipoteza de lucru si obiectivele principale ale
cercetdrii, materialele si metodele utilizate In vederea atingerii obiectivelor propuse, rezultatele obtinute,
discutiile, concluziile si recomandarile, precum si elementele de originalitate ale tezei.

IPOTEZA DE LUCRU S$I OBIECTIVELE PRINCIPALE ALE TEZEI

Tratamentele eficiente In IRA sunt Inca deficitare, deoarece inflamatia, dezechilibrele si stresul
oxidativ sunt profund implicate in fiziopatologia IRA. Plantele medicinale ar putea reprezenta o alternativa
terapeutica eficienta in combaterea stresului oxidativ implicat in afectarea renala.

Desi au fost depuse eforturi considerabile in crearea de noi antibiotice care sa combata infectiile
microbiene, rezistenta antimicrobiana este in continuare raportata. Astfel, este necesara descoperirea unor
strategii terapeutice alternative in vederea evitarii dezvoltarii a noilor rezistente care nu ar mai putea fi
combatute.

Un remediu natural care ar putea contribui la tratarea afectiunilor sistemului urinar este Cornus
mas. in trecut, fructele de Cornus mas au fost utilizate in tratamentul diverselor afectiuni, printre care se
numara si infectiile bacteriene si bolile renale. Aceste fructe au fost facut centrul unor studii actuale, care
au demonstrat ca poseda multiple activitati biologice, dintre care cea mai importanta este efectul
antioxidant.



Sorbus aucuparia este o alta planta medicinald, fructul careia a fost des folosit in trecut pentru a
vindeca o varietate de boli. Activitatile biologice ale Sorbus aucuparia au fost putin studiate, dar activitatea
antioxidanta a fost identificata ca o componenta cheie.

Avand in vedere aceste aspecte, scopul major al acestei teze a fost evaluarea compusilor biologic
activi din fructe de Cornus mas si Sorbus aucuparia, prin diverse studii in vitro si in vivo, in vederea stabilirii
efectelor antioxidante, nefroprotectoare si antimicrobiene in patologiile sistemului urinar.

Pentru a indeplini scopul stabilit, obiectivele principale au fost structurate astfel:

1. Caracterizarea profilului compusilor fitochimici obtinuti din extracte de fructe de Cornus mas si
Sorbus aucuparia si evaluarea in vitro a efectului antioxidant;

2. Evaluarea in vitro a efectului antimicrobian al extractelor hidro-alcoolice obtinute din fructe de
Cornus mas si Sorbus aucuparia asupra unor tulpini bacteriene de referinta;

3. Investigarea in vitro a efectului antimicrobian al extractelor hidro-alcoolice obtinute din fructe de
Cornus mas si Sorbus aucuparia asupra agentilor patogeni rezistenti izolati din urina animalelor de
companie diagnosticate cu infectii ale tractului urinar inferior, in corelatie cu prevalenta infectiilor
urinare la caini si pisici;

4. Evaluarea in vitro a potentialului efect citoprotector al extractelor obtinute din fructe de Cornus mas
si Sorbus aucuparia asupra unor linii celulare renale primare stresate cu gentamicina;

5. Investigarea in vivo a potentialului efect nefroprotector si antioxidant al extractelor obtinute din
fructe de Cornus mas si Sorbus aucuparia intr-un model experimental de nefrotoxicitate acuta
indusa de gentamicina.

STUDIILE CERCETARII

1. Determinarea profilului compusilor biologic activi si evaluarea in vitro a efectului
antioxidant al extractelor obtinute din fructe de Cornus mas si Sorbus aucuparia

Obiectivele studiului:

e Obtinerea extractelor hidro-alcoolice din fructe de Cornus mas, respectiv extracte hidro-alcoolice
si de carotenoide din fructe de Sorbus aucuparia;

e Determinarea continutului de polifenoli totali, flavonoide totale si carotenoide totale din extractele
de fructe, prin metode spectrofotometrice;

e Separarea si identificarea compusilor fenolici din extractele de fructe prin analiza cromatografica
HPLC-DAD-ESI-MS;

e Evaluarea in vitro a activitatii antioxidante a extractelor de fructe prin metoda de inactivare a
radicalilor (DPPH) si metoda de reducere a ionilor ferici (FRAP).

Rezultatele studiului:

» Continutul de polifenoli, flavonoide si carotenoide totale

Tabel 1
Compozitia fitochimicd a extractelor de cercetat
Extract analizat Polifenoli totali Flavonoide totale Carotenoide totale
mg GAE/mL pug QE/mL ung/g DM
Cornus mas 0.872 +£0.003 139.14 +2.100 3.8+0.0002
Sorbus aucuparia 1.393 £ 0.046 537.58 £ 3.255 95.68 + 0.297

> Identificarea compusilor fenolici prin analiza HPLC-DAD-ESI-MS
in fructele de Cornus mas au fost identificati 13 compusi apartinand la patru subclase diferite: acizi
fenolici - acidul galic, acidul clorogenic si acidul cafeic; antociani - Cy 3-O-cumaroil-glucozida, Cy 3-0-
galactozida, Cy 3-O-robinobiozida, Pg 3-O-galactozida si Pg 3-O-robinobiozida; irideizi - loganina si
swerozidul; flavonoli - rutina, K 3-0-galactozida si un dimer procianidin.
Cea mai mare concentratie de GAE a fost gasita in acidul galic (248.51 pg/mL), urmat de dimerul
procianidinei (195.82 pg/mL) siloganina (111.47 pg/mL).



in fructele de Sorbus aucuparia au fost descoperiti zece compusi din trei subclase distincte: acizi
fenolici - acidul galic, acidul clorogenic, acidul neoclorogenic, acid criptoclorogenic si acid ferulic;
flavonoli - Q 3,4'-0-diglucozida, Q 3-0O-glucozida si Q 3-O-rutinozida; antociani - Cy 3-0-(cafeoil-
glucozida) si Cy 3-0-glucozida. Cea mai mare valoare a GAE a fost identificata In acidul clorogenic (704.792
pg/mL), urmat de acidul neoclorogenic (376.610 pg/mL).

» Activitatea antioxidanta

Tabel 2
Activitatea antioxidantd a extractelor de cercetat
Extract analizat DPPH (ICso mg/mL) FRAP (pM TE/mL)
Cornus mas* 0.466 + 0.835 23.09 £ 0.610
Sorbus aucuparia** 24.51+0.577 0.016 + 1.047

2. Studii in vitro privind efectul antimicrobian al extractelor obtinute din fructe de Cornus
mas si Sorbus aucuparia asupra tulpinilor bacteriene de referinta

Obiectivele studiului:
e Obtinerea extractelor hidro-alcoolice din fructe de Cornus mas si Sorbus aucuparia;
e Determinarea efectului antimicrobian in vitro al extractelor de cercetat prin intermediul metodei
difuzimetrice in agar si metodei microdilutiilor in bulion, asupra a sase tulpini bacteriene de
referinta.

Rezultatele studiului:

Ambele extracte au prezentat o activitate antimicrobiana impotriva tuturor tulpinilor bacteriene
testate. In cazul fructelor de Cornus mas, cel mai mare efect a fost inregistrat fati de E. faecalis si Ps.
Aeruginosa (22.33 + 0.47 mm). Sorbus aucuparia a aratat o eficacitate semnificativa impotriva E. coli (25.67
+0.47 mm) si E. faecalis (25.67 + 0.94 mm). In ceea ce priveste indicele CMI, s-a constatat ci ambele extracte
prezinta activitate bactericida Impotriva tuturor tulpinilor bacteriene testate (CMB/CMI < 4).

Acesta este primul studiu care examineaza activitatea antimicrobiand a extractului de fructe de
Cornus mas impotriva MRSA, care poate fi de un interes deosebit pentru cercetdrile viitoare privind
rezistenta antimicrobiana. Zona de inhibitie a extractului impotriva Ps. aeruginosa din acest studiu a avut
cel mai mare diametru dintre toate datele publicate, intdrind caracteristicile antimicrobiene ale acestor
fructe.

Cu toate acestea, extractul de Sorbus aucuparia a demonstrat un efect antimicrobian mai puternic
asupra acestor tulpini in comparatie cu extractul de Cornus mas.

Tabel 3
Activitatea antimicrobiand a extractelor de cercetat prin metoda microdilutiilor in bulion
Indice CMI
CMB (ug GAE/pL) / CMI (ng GAE/pnL)
b Tulp1.n1 MSSA MRSA B. cereus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
acteriene
Cornus mas 1 1 1 2 2 1
0.02/0.02 0.02/0.02 0.02/0.02 0.04/0.02 0.04/0.02 0.32/0.32
Sorbus 1 1 1 1 1 1

aucuparia 0.04/0.04 0.04/0.04 0.09/0.09 0.04/0.04 0.19/0.19 0.38/0.38
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Fig. 1 Activitatea antimicrobiana a extractelor de cercetat prin metoda difuzimetrica

3. Studii in vitro privind efectul antimicrobian al extractelor obtinute din fructe de Cornus
mas si Sorbus aucuparia asupra izolatelor clinice de la animalele de companie

Obiectivele studiului:
e Obtinerea extractelor hidro-alcoolice din fructele de cercetat
e Colectarea probelor de urina de la animalele de companie;
e Efectuarea diagnosticului microbiologic pe probele de urina colectate;
e Izolarea, identificarea si selectarea izolatelor clinice pentru testarea antimicrobiana;
e Testarea efectului antimicrobian in vitro al extractelor de cercetat, prin intermediul metodei
difuzimetrice 1n agar si metodei microdilutiilor in bulion;
e Caracterizarea prevalentei infectiilor urinare in randul cainilor si pisicilor.

Rezultatele studiului:

» Prevalenta infectiilor tractului urinar inferior la animalele de companie
Distributia speciei si a sexului a fost relativ egald, masculii aflandu-se Intr-un procent usor mai
crescut. Cainii adulti si pisicile tinere au fost mai susceptibili in comparatie cu alte categorii de varsts;
animalele care nu au fost supuse la tratamente anterioare cu antibiotice au fost mai des diagnosticate cu
infectie urinara. De asemenea, cdinii de rasa pura si pisicile europene au avut tendinta de a fi mai
vulnerabile la dezvoltarea infectiei urinare.

» Izolatele bacteriene si rezistenta antimicrobiana

Escherichia coli a fost cea mai raspandita bacterie, fiind agentul patogen cel mai frecvent intalnit la
pisici si al doilea cel mai frecvent la caini. Proteus mirabilis, care nu a fost izolat la pisici, a fost cea mai
frecventd bacterie identificata in urina cainilor. Un alt agent patogen important, prezent numai la caini a
fost Klebsiella pneumoniae. Enterococcus faecalis a fost cea mai raspandita bacterie din randul Gram-
pozitivelor. Alte bacterii indentificate au fost Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium si
Staphylococcus pseudintermedius. Bacterii detectate numai la ciini au fost E. cloacae, K. oxytoca, S. aureus,
si Ps. luteola, in timp ce S. lentus, S. equorum, S. sciuri, si S. haemolyticus au fost raportate numai la pisici. O
bacterie Gram-negativa rar documentata in cazurile de infectie urinara a fost Leclercia adecarboxylata. De
asemenea, doud bacterii Gram-pozitive, care nu au mai fost identificate anterior in cazurile de infectie
urinara la animalele de companie, au fost Kocuria rhizophila si Kocuria rosea.

Cel mai eficient antibiotic a fost doxiciclina, in timp ce amoxicilina clavulanata a prezentat cea mai
slabd activitate antimicrobiana impotriva bacteriilor uropatogene.



» Activitatea antimicrobiana a extractelor de cercetat

Extractul de Cornus mas a demonstrat o eficacitate antimicrobiand mai insemnata asupra
bacteriilor Gram-negative, in timp ce extractul de Sorbus aucuparia a manifestat o activitate antimicrobiana
mai ridicata impotriva bacteriilor Gram-pozitive. Ambele extracte au Inregistrat un efect antimicrobian
superior amoxicilinei. Cu toate acestea, extractul de Cornus mas a Inregistrat un efect bactericid mai
puternic, manifestiandu-se impotriva a 11 tulpini analizate. Coroborand rezultatele ambelor determinari s-
a observat ca extractul de Cornus mas a prezentat cea mai mare activitate antimicrobiana asupra
Pseudomonas luteola, in timp ce extractul de Sorbus aucuparia a manifestat efecte maxime fata de
Staphylococcus lentus si Enterococcus faecalis.

4. Evaluarea in vitro a proprietatii citoprotectoare a extractelor obtinute din fructe de
Cornus mas si Sorbus aucuparia asupra culturilor celulare renale stresate cu gentamicina

Obiectivele studiului:

e Obtinerea culturilor celulare epiteliale renale primare;

e Obtinerea modelelor experimentale eficiente si predictibile de leziune renala acuta in vitro, pe
culturile celulare renale primare expuse la gentamicina;

e Evaluarea in vitro a viabilitatii celulare prin testul MTT a celulelor renale stresate cu gentamicina
si tratate cu extractele de cercetat in diferite concentratii;

e Evaluarea in vitro a gradului de apoptoza prin intermediul citometriei in flux a celulelor renale
stresate cu gentamicind si tratate cu extractele de cercetat in diverse concentratii.

Rezultatele studiului:
» Viabilitatea celulara

in cadrul testului MTT, gentamicina a determinat o scadere drastica a procentului de viabilitate
celulara renala (63.03%). Tratamentul celulelor stresate cu extract de Cornus mas a aratat o crestere
importanta a viabilitatii celulare la toate concentratiile (71.63%, 74.73%, respectiv 71.25%). Cu toate
acestea, s-a observat cd cea mai mica viabilitate a fost Inregistratd la concentratia cea mai mare.
Tratamentul celulelor stresate cu extract de Sorbus aucuparia in concentratii mici si moderate a determinat
o crestere insemnatd a viabilitatii celulare (74.49%, respectiv 67.63%). In schimb, cea mai mare
concentratie de extract a cauzat o reducere substantiala a procentului de celule vii (58.66%).

» Gradul de apoptoza

In cadrul citometriei in flux, gentamicina a determinat o scidere drastici a procentului de
viabilitate celulara renala (63.83%). S-a relevat o ameliorare a nefrotoxicitatii in urma expunerii celulare
la extract de Cornus mas in concentratii mici si moderate (77.1% si 80.5%). In schimb, cea mai mare
concentratie de extract a manifestat o activitate citotoxica (62.1%), probabil datorita efectului pro-oxidant
cumulativ al gentamicinei si polifenolilor in concentratii mari. De asemenea, cea mai mare concentratie de
extract de Cornus mas a Inregistrat cel mai mare procent de celule aflate 1n stadiul de apoptoza timpurie si
tardiva (11.6% si 7.4%). In mod similar, concentratiile mici i moderate de extract de Sorbus aucuparia au
ifmbunatatit viabilitatea celulara (72.8%, respectiv 73.77%). Cea mai mare concentratie de extract a cauzat
o reducere substantiala a procentului de celule vii (60.2%). Totodatd, aceasta a obt{inut cel mai mare
procent de necroza (40.3%).

Extractele de Cornus mas si Sorbus aucuparia manifesta un efect citoprotector asupra celulelor
renale In cantitati mici si moderate, dar odata cu cresterea concentratiei, acestea determina o activitate
citotoxica similara cu cea a gentamicinei. Mai mult, extractul de Sorbus aucuparia s-a dovedit a fi mai
citotoxic la concentratii mari comparativ cu extractul de Cornus mas.



5. Determinarea in vivo a potentialului efect nefroprotector si antioxidant al extractelor
din fructe de Cornus mas si Sorbus aucuparia in nefrotoxicitatea indusa de gentamicina la
sobolanii Wistar

Obiectivele studiului:

Obtinerea modelelor experimentale eficiente si predictibile de leziune renalad acutg, in vivo, la
sobolani Wistar, prin administrarea gentamicinei;

Evaluarea efectului nefroprotector al extractelor prin determinarea indicilor hematologici;
Evaluarea efectului nefroprotector al extractelor prin cuantificarea indicilor biochimici nespecifici,
precum si a unor indici biochimici specifici (Cistatina C, Indicele NAG si Molecula 1 de Injurie
Renald);

Evaluarea capacitatii antioxidante a extractelor prin cuantificarea unor indici ai stresului oxidativ,
atat la nivel sanguin cat si la nivel tisular;

Evaluarea efectului protector al extractelor prin analiza histopatologica a fesutului renal si hepatic.

Rezultatele studiului:

>

In ceea ce priveste starea generali a indivizilor si greutatea corporald, grupul tratat cu ulei a
inregistrat cele mai mari cresteri in greutate, iar grupul tratat cu gentamicina a relevat scaderi
drastice ale masei corporale. Grupurile tratate cu extract si antibiotic nu au inregistrat scaderi
drastice ale greutatii corporale, evidentiind efectul benefic al acestora asupra organismului.
Profilul hematologic a reflectat valori aflate In limitele de referinta, nefiind specific in caz de
nefrotoxicitate, fiind astfel necesara investigarea aditionala a altor parametrii.

Profilul biochimic a relevat unele modificari importante. Astfel, lotul tratat cu antibiotic a
inregistrat cresteri ale PT, ALT, ALP, BUN si CREA. Prin administrarea extractelor de cercetat,
valorile acestor indici au fost ameliorate, atit nesemnificativ (BUN) cat si semnificativ (PT, ALT,
ALP, CREA), manifestand un efect protector asupra toxicitatii induse de gentamicina.

Prin monitorizarea activitatii Cistatinei C, care reprezintd un indice specific al functiei
glomerulare, s-a putut observa ca extractele de cercetat nu poseda un efect eficient la nivel
glomerular renal.

KIM-1, care este un indicator remarcabil al leziunilor renale la sobolan, a prezentat o crestere
insemnata in grupul tratat cu gentamicind, ambele extracte ameliorand valorile acesteia.

In urma analizei indicelui NAG urinar, care este un parametru specific al functiei tubulare renale,
s-a putut remarca ca extractele administrate grupurilor GCM si GSA au manifestat in timp un efect
protector similar cu cel al grupurilor CM si SA.

Analiza enzimelor antioxidante a reflectat o scadere a concentratiilor CAT si GPx, respectiv o
crestere a valorilor SOD si TAC n urma administrarii terapiei cu Cornus mas si Sorbus aucuparia.
Nivelurile crescute ale CAT si GPx in lotul stresat ar putea fi datorate unei magnitudini mai mari a
stresului oxidativ, existand astfel o eliberare mai Insemnata de enzime antioxidante In organism,
pentru a compensa efectele nocive determinate de SRO, extractele de cercetat ameliorand aceste
aspecte. De asemenea, cresterea concentratiei de SOD si TAC ar putea fi pusa pe seama
intensificarii activitatii enzimelor antioxidante In urma terapiei pe baza de antioxidanti naturali.
Astfel, se poate concluziona ca cele doud extracte manifesta un efect antioxidant asupra stresului
oxidativ determinat de gentamicina.

MDA si NO in loturile tratate cu extractele de cercetat. Acest aspect ar putea fi pus pe seama
capacitatii fructelor de a reduce si neutraliza SRO si SRN.

In urma administririi gentamicinei au fost identificate leziuni histopatologice acute atat la nivel
renal cat si la nivel hepatic, extractele de fructe ameliorand severitatea acestora.



RECOMANDARI

o Efectuarea de studii in vitro si in vivo, pe multiple concentratii de extract, in vederea stabilirii
indicelui terapeutic pentru ambelor extracte.

o Efectuarea investigatilor aditionale in vitro, pe multiple probe biologice, in vederea descoperirii
proprietatilor terapeutice a celor doua fructe.

o Efectuarea studiilor suplimentare in vitro, pe culturi celulare renale standardizate, cu scopul
intaririi ipotezei in ceea ce priveste efectele citoprotectoare a celor doua extracte.

o Efectuarea investigatilor aditionale in vivo, atat experimentale, cat si clinice, in vederea accentuarii
efectului nefroprotector al fructelor de Cornus mas si Sorbus aucuparia, si totodata, incurajarea
utilizarii acestor fructe ca adjuvanti in tratamentul patologiei renale.

o Efectuarea de studii suplimentare, atat in vitro, cat si in vivo, cu scopul de a stabili mecanismele si
locurile de actiune a ambelor fructe.

ELEMENTELE DE ORIGINALITATE ALE TEZEI

Cercetarea de fata ofera elemente inovative si reprezinta primul studiu in care se evalueaza
efectele biologice ale fructelor de Sorbus aucuparia in patologia renala. Astfel, s-a demonstrat ca aceste
fructe poseda proprietati antioxidante si nefroprotectoare in injuria renald acuta indusa in vitro si in vivo.
De asemenea, aceasta este prima lucrare care aprofundeaza efectul benefic al fructelor de Cornus mas in
nefrotoxicitatea indusa de gentamicina, cu determinarea gradului de apoptoza in vitro, si analiza indicilor
renali specifici in vivo. Totodata, aceasta lucrare evidentiaza pentru prima data efectul antimicrobian al
fructelor de Cornus mas si Sorbus aucuparia impotriva agentilor uropatogeni rezistenti la animalele de
companie diagnosticate cu cistite bacteriene, Indemnand folosirea compusilor fitochimici ca adjuvanti sau
substituenti ai antibioticelor utilizate pentru tratarea infectiilor urinare, si consecutiv, contribuind la
reducerea rezistentei antimicrobiene. Un alt element de originalitate este reprezentat de identificarea
pentru prima data a bacteriilor din genul Kocuria, ca agenti patogeni, in urina infectatd a animalelor de
companie. In plus, un element unic si avantajos ce a contribuit la obtinerea acestor rezultate semnificative
si autentice a fost implementarea perspectivei colaborative si interdisciplinare, care a avut ca obiectiv
investigarea si adeverirea ipotezelor prezentei lucrari.



