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1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

Scopul lucrarii — cercetdri teoretice §i experimentale ale proprietatilor
antiinflamatoare si antioxidante ale preparatelor de origine entomologica.
Obiectivele cercetarii:
» analiza literaturii de specialitate referitor la proprietatile antiinflamatoare ;i
antioxidante ale preparatelor de origine entomologica;

» selectarea metodelor experimentale in vitro si in vivo de cercetare a proprietatilor
antiinflamatoare si antioxidante ale preparatelor de origine entomologica;

» cercetarea influentei preparatelor de origine entomologica imupurin si imuheptin
asupra inflamatiei in vitro;

» studiul in vitro al proprietatilor antioxidante ale preparatelor de origine
entomologica ;

> influenta prepartelor de origine entomologicd asupra activitatii ciclo- si
lipooxigenazei 1n conditii in vitro.

» cercetarea influentei preparatelor de origine entomologica asupra inflamatiei

cronice.

Pentru realizarea obiectivelor s-au analizat rezultatele studiilor screening
anterioare cu elaborarea metodologiei de cercetare a proprietatilor antiinflamatoare ale
preparatelor entomologice. S-a studiat literatura de specialitate referitor la actiunea
antiinflamatoare si mecanismele posibile de realizare a acesteia la preparatele de origine
entomologica

In baza analizei literaturii de specialitate pentru studiul actiunii antiinflamatoare a

preparatelor de origine entomologica s-au Selectat metodele in vitro si in vivo de
cercetare, care vor permite de a evalua eficacitatea efectului antiinflamator si a inainta
ipotezele mecanismelor de realizare a acestuia.
Pentru studiul in vitro al proprietatilor antiinflamatoare a preparatelor cercetate sunt
recomandate un sir de metode: de inhibare a denaturdrii albuminei; de determinare a
activitatii antiproteazice; de aprecierea a actiunii membranostabilizatoare (hemoliza
termicd si hemoliza oxidativd); de determinare a activitatii de inhibare a ciclooxigenazei
st lipooxigenazei; de determinare a nivelului prostaglandinelor, factorului de necroza
tumorala; de producere a oxidului nitric; a capacitatii de captare a radicalilor liberi si de
chelatare; de inhibare a inflamatiei induse prin lipopolizahartide etc.

Pentru studiul proprietatilor antiozidante s-au efectuat studiile experimentale in
vitro de determinare a activitatii antioxidante totale si superoxiddismutazei.

In vederea cercetirii mecanismelor posibile de actiune a preparatelor de origine
entomologica s-au efectuat studiile experimentale in vitro  asupra activitatii
ciclooxigenazei si lipooxigenazei, precum si determinarea unor indici ai inflamatiei n
cadrul modelarii inflamatiei cronice.



2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.

Pentru studiul actiunii antiinflamatoare a preparatelor de origine entomologica au
fost efectuate studiile experimentale in vitro prin determinarea: capacitatii de inhibare a
denaturarii proteinelor; actiunii antiproteazice; inhibarii hemolizei oxidative si termice;
testul antiinflamator cu hialuronidaza.

Actiunea membranostabilizatoare. Activitatea de stabilizare a membranelor
eritrocitelor reprezintd o metoda in vitro de cercetare a actiunii antiinflamatoare,
deoarece membrana eritrocitard este similara celei lizozomale. Stabilizarea lizozomala
este importantd in delimitarea raspunsului inflamator prin prevenirea eliberarii din
lizozomii neutrofilelor activate a mai multor enzime, care cauzeaza leziuni ulterioare si
intretin procesul inflamator. Activitatea extracelulara a acestor enzime este in corelatie
directd cu procesul inflamator acut si cronic. Cu acest scop s-a studiat influenta
prepartelor de origine entomologica asupra activitatii antihemolitice in hemoliza termica
s1 oxidativa.

Analiza rezultatelor expuse ne-a demonstrat ca antioxidantii acidul ascorbic si
troloxul manifestau o activitate de inhibare a hemolizei termice si avea un caracter
dependent de doza. Astfel, activitatea maxima de 83-86% se determina la concentratia
de 33,3 pg/ml. Antiinflamatorul nesteroidian diclofenac manifesta un efect similar cu
antioxidantii standard cu un caracter dozodependent. E necesar de mentionat ca la
dozele mai mici de 3,7 si 1,23 pg/ml diclofenacul exercita un efect de inhibitie a
hemolizei mai superior ca la acidul ascorbic si trolox.

Extractul etanolic de imuheptin in concentratii de 333,3 si 111,1 ug/ml manifesta o
activitate antihemolitici mai superioard ca la antioxidantii standard si diclofenac. In
acelasi timp la concentratia de 37 pg/ml preparatul entomologic determina o inhibare a
hemolizei termice similara cu diclofenacul, iar in concentratia de 12,3 ug/ml era cu mult
mai inferioard antiinflamatorului nesteroidian si antioxidantilor. Extractul hidric al
imuheptinului in concentratiile similare s-a dovedit a fi mai activ fata de cel etanolic,
acidul ascorbic, trolox si diclofenac, indeosebi la dilutiile de 37 s1 12,3 pg/ml.

Extractul etanolic de imupurin, in concentratiile cercetate a manifestat o activitate
antthemoliticd mai superioara ca la acidul ascorbic, trolox si diclofenac si practic
similard cu cea a extractului etanolic al imuheptinului la concentratiile de 333,3 si 111,1
ng/ml. In acelasi timp imupurinul, in concentratiile de 37 si 12,3 pug/ml, era mai activ
fatd de imuheptin, acidul ascorbic, trolox si diclofenac. Extractul hidric de imupurin, in
concentratiile de 333,3, 111,1 s1 37 pg/ml, a inhibat hemoliza termica a eritrocitelor mai
efectiv.  ca antioxidantii si antiinflamatorul nesteroidian. Concomitent extractul
respectiv, dupa activitatea antihemolitica, nesemnificativ ceda extractului etanolic din
imupurin si hidiric din umuheptin.

In dilutiile 1:5 (concentratii de le 100 pM/ml pani la 0,8 pM/ml) antioxidantii
acidul ascorbic, troloxul si quercetina manifestau o activitate antihemoliticd slaba
(tab.2). extractul etanolic de imuheptin a manifestat o capacitate de inhibare a hemolizei
oxidative 1n concentratia de 1000 pg/ml, iar in concentratiile de 200, 40 si 8 pg/ml
efectul era slab pronuntat. Aceiasi legitate s-a constatat si la extractul hidric de
imuheptin. Activitatea antihemolitici mai marcata a manifestat extractul etanolic de
imupurin la concentratia de 1000 pg/ml. Extractul hidric de imupurin a demonstrat o
activitate micd de inhibare a hemolizei oxidative. Activitatea antihemolitica la
preparatele cercetate era mai intensa pana la 90 minute.



In dilutiile 1:3 diclofenacul a manifestat capacitatea de a inhiba hemoliza
oxidativa la o concentratie de 33,3 pg/ml in intervalul de timp de la 60 min pand la 120
min. Extractul alcoolic si hidric de imuheptin si imupurin in concentratiile de 333,3
ug/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml si 12,3 pg/ml nu influentau asupra hemolizei oxidative.

Test de inhibare a hialuronidazei. Hialuronidaza este una dintre enzimele
implicate in remodelarea tesutului in timpul inflamatiei prin degradarea acidului
hialuronic in tesuturile umane si animale. Acidul hialuronic este un component
important al matricei extracelulare a tesuturilor conjunctive. Enzima este cunoscuta ca
fiind implicatd in reactii alergice, inflamatie si cresterea permeabilitdtii membranei
vasculare prin scaderea vascozitatii acidului hialuronic.

Studiile in vitro au demonstrat cd antioxidantii acidul ascorbic si troloxul, in
dilutiile de la 1:1 pana 1:64, manifestau o capacitate similara de circa 50-55% de
inhibare a activitatii hialuronidazei. Efect similar s-a  constatat si la utilizarea
diclofenacului in dilutiile respective. In aceste cazuri efectul de inhibare a hialuronidazei
nu era dependent de concentratie.

Extractul etanolic de imuheptin, in dilutiile de la 1:1 pana la 1:64, a determinat o
inhibare a hialuronidazei de circa 53-61%, iar extractul hidric al preparatului
entomologic diminua activitatea hialuronidazei cu 50-60%. Extractul etabolic de
imupurin in dilutie de la 1:1 pand la 1:64 a manifestat o capacitate de inhibare a
hialuronidazei cu 55-65%, iar cel hidric cu 52-57%. In majoritatea dilutiilor preparatele
de origine entomologicd manifestau o capacitate de inhibare a hialuronidazei cu 5-10%
mai mare decat antioxidantii standard si antiinflamatorul nesteroidian.

Activitatea antiproteazici a preparatelor entomologice. Activitatea
antiproteazicad a fost determinata prin capacitatea preparatelor cercetate (in dilutii de la
1:1 pana la 1:64) de a inhiba activitate tripsinei. Cercetarile in vitro au relevat ca
preparatul de referintd rutina a manifestat un efect antiproteazic depednent de
concentratie (activitatea descrestea de la dilutia 1:1 spre cea de 1:64). Extractul etanolic
de imuheptin a demonstrat un efect antiproteazic cu mult mai superior ca la rutind, dar
care la fel era dependent de concentratie. Extractul hidric de imuheptin de asemenea a
demonstrat o activitatea antiproteazica, dar care era cu mult mai marcatd ca la extractul
alcoolic, indeosebi in dilutiile de la 1:1 la 1:16. Extractul alcoolic de imupurin a
diminuat activitatea tripsinei similar cu rutina, manifestind de asemenea un efect
depednet de concentratie. Extractul hidric de imupurin a demonstrat o activitatea
antiproteazica mai marcata ca cel alcoolic, indeosebi in dilutiile de la 1:1 lal:4. Datele
preventive ne-au demonstrat ca imuheptinul manifesta o activitatea antiproteazica mai
marcata ca imupurinul, iar extractele hidrice erau mai active ca cele alcoolice.

Determinarea activitatii antioxidante ale preparatelor entomologice. Pentru
realizarea obiectivului respectiv au fost efectuate studiile experimentale in vitro a
actiunii antioxidante a preparatelor de origine entomologica prin determinarea: activitatii
antioxidante totale (AAT) si activitatii superoxiddismutazei (SOD).

Analiza rezultatelor expuse ne-a demonstrat ca antioxidantii acidul ascorbic si
troloxul manifestau o activitate AAT si nu avea un caracter dependent de doza. Astfel,
activitatea maxima a troloxului de 320% se determina la concentratia de 33,3 pg/ml, iar
a acidului ascorbic la 3,7 pg/ml. Antiinflamatorul nesteroidian diclofenac manifesta un
efect superior fatd de antioxidantii standard. E necesar de mentionat ca la dozele mai



mici de 3,7 s1 1,23 pg/ml diclofenacul exercita un efect asupra AAT mai superior ca la
acidul ascorbic si trolox.

Extractul etanolic de imuheptin in concentratii de 333,3, 111,1 si 37 pg/ml
manifesta o activitate asupra AAT mai superioara ca la antioxidantii standard si
diclofenac. Extractul hidric al imuheptinului in concentratiile similare s-a dovedit a fi
mai activ fatd de cel etanolic, acidul ascorbic, trolox si diclofenac, in toate dilutiile.
Efecte similare s-au constatat si la folosirea imuheptinului in dilutii 1:1-1:64.

Extractul etanolic de imupurin, in concentratiile cercetate a manifestat o activitate
asupra AAT mai superioard ca la acidul ascorbic, trolox si diclofenac si ceva mai mica
ca extractul etanolic al imuheptinului la concentratiile cercetate. Extractul hidric de
imupurin, a fost mai efectiv ca antioxidantii si antiinflamatorul nesteroidian si simlar cu
extractul hidric de imuheptin. Efecte similare s-au constatat si la folosirea imupurinului
in dilutii 1:1-1:64.

Analiza activitdtii SOD ne-a demonstrat ca acidul ascorbic manifesta cea mai
intensd activitate de majorare a SOD fata de trolox si care avea un caracter
dozodependent. Diclofenacul, de aeemenea, a determinat o majorarea a SOD intr-0
manera dependenta de doza si care era mai superioara troloxului .

3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului.

Preparatele de origine entomologicd manifestd un sir de efecte benefice, inclusiv
antiinflamator, antioxidant. Prin analiza literaturii in domeniu s-au efectuat studii
referitor la actiunea antioxidanta a preparatelor obtinute din tesuturile la diferite etape de
dezvoltare a Lemantriei dispar. S-a constatat cd extractul alcoolic si hidric al
imupurinului s1 imuheptinului manifestau proprietati antioxidante relevate prin
majorarea activitatii antioxidante totale si superoxiddismutazei, mai intensd pentru
extractul hidric al preparatelor. Posibil, prin extragerea mai efectiva si activitatea mai
esentiald a antioxidantilor hidrosolubili din preparatele entomologice. Proprietatile
antioxidante prezintd interes in vederea corectiei stresului oxidativ intr-o diversitate
largd de patologii, inclusiv inflamatie.

In studiile efectuate am constatat ci extractele hidrice ale imuheptinului si
imupurinului manifestau o infleuntd mai semnificativa ca cele etanolice asupra AAT si
SOD, posibil, prin extragerea mai efectiva si activitatea mai esentiala a antioxidantilor
hidrosolubili din preparatele entomologice.

Studiile influentei asupra activitatii cicloxigenazei si lipooxigenazei deschid
elaborarea unor recomandari refrritor la cercetdrile in vivo a proprietitilor
antiinflamatoare. Rezultatele obtinute prezintd interes pentru elaborarea conceptului
efectelor preparatelor de origine entomologica si perspectivelor de cercetari
experimentale si clinice ulterioare.



10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului,
implementarilor, recomandarilor.

Preparatele de origine entomologicd manifestd un sir de efecte benefice, inclusiv
antiinflamator, antioxidant. Prinanaliza literaturii in domeniu s-au efectuat studii
referitor la actiunea antiozidanta a preparatelor obtinute din tesuturile la diferite etape de
dezvoltare a Lemantriei dispar. S-a constatat ca extractul alcoolic si hidric al
imupurinului  si imuheptinului manifestau proprietati antioxidante relevate prin
majorarea activitatii antioxidante totale si soperoxiddismutazei, mai intensd pentru
extractul hidric al preparatelor. Posibil, prin extragerea mai efectiva si activitatea mai
esentiala a antioxidantilor hidrosolubili din preparatele entomologice. Proprietatile
antioxidante prezintd interes in vederea cordctiei stresului oxidativ intr-0 diversitate
larga de patologii, inclusiv inflamatie.

Studiile influentei asupra activitdtii cicloxigenazei si lipooxigenazei deschid
elaborarea unor recomandari refrritor la cercetdrile in vivo a proprietatilor
antiinflamatoare. Rezultatele obtinute prezintd interes pentru elaborarea conceptului
efectelor preparatelor de origine entomologica si perspectivelor de cercetari
experimentale si clinice ulterioare.

11. CONCLUZII

In baza cercetirilor in vitro a activitatii antiinflamatoare a preparatelor de origine
entomologicad putem constata:

1.Extractul etanolic de imuheptin in concetratiile de 333,3 si 111,1 pg/ml
manifesta o capacitate mai mare de inhibare a hemolizei termice in comparatie cu acidul
ascorbic, troloxul si diclofenacul.

2. Extractul hidric de imuheptin si alcoolic si hidric de imupurin in toate
concentratiile studiate determinau o capacitate mai mare de inhibare a hemolizei termice
decat antioxidantii standard si antiinflamatorul nesteroidian.

3. Acidul ascorbic, troloxul, cvercetina, diclofenacul si preparatele de origine
entomologicd au manifestat o capacitate slaba de inhibare a hemolizei oxidative.
Extractele alcoolice de imupurin si imuheptin in concentratiile de 1000 pg/ml au
demonstrat cea mai 1naltd eficacitate in prevenirea hemolizei oxidative.

4. Preparatele de origine entomologicd in dilutiile cercetate au determinat o
capacitate mai mare cu 5-10% de inhibare a hialuronidazei comparativ cu antioxidantii
standard si antiinflamatorul nesteroidian.

5. Extractul etanolic de imuheptin a manifestat o activitate antiproteazicad mai
mare ca cel de imupurin, iar extractele hidrice ale preparatelor de origine entomologica
s-au deovedit mai active ca cele alcoolice.

6. Imuheptinul si imupurinul in cercetarile in vitro au demonstrat proprietati
antiinflamatoare (dupa activitatea antihemoliticd, antiproteazica si antihialuronidazica)
superioare antiinflamatorului nesteroidian diclofenac.

7. Preparatele entomologice manifestd prorpeitati antioxidante prin majorarea
activitatii antioxidante totale si a superoxiddismutazei.

8. Extractele hidrice ale imupurinului si inuheptinului manifesta o activitatea mai
intensa ca cele etanolice.



9. Proprietatile antioxidante sunt determinate de antioxidantii hidrosolubili ce se
contin in preparatele entomologice si sunt invers proportionale dilutiilor, respectiv a
continutului de principii active.

Conducatorul proiectului Bacinschi Nicolae dr.hab.;t.med




12. Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetatori, doctoranzilor

Anexanr. 1
Volumul total al finantirii (mii lei) (pe ani)
Anul Planificat Executat Cofinantare
2018 142,5 (una suti patruzeci | 142,5 (una suta patruzeci doua | 40,0 (patruzeci mii
doua mii cinci sute lei) mii | mii cinci sute lei) mii lei, lei) mii lei.
lei,
2019 142,5 (una suta patruzeci | 142,5 (una suta patruzeci doua | 40,0 (patruzeci mii
doui mii cinci sute lei) mii | mii cinci sute lei) mii lei, lei) mii lei.
lei,

Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semndtura)

Nr Numele/Prenumele Anul nasterii Titlul stiintific Funcp_a n Caqrul Semnatura
d/o T proiectului
Bacinschi Nicolae 1957 Conf. univ., Director, 21
dr. hab.st.
Gudumac Valentin 1941 Prof.univ., Cercetator
dr.hab.st.med. stiintific
coordonator, 19
Podgurschi Lilia 1963 conf. univ., Cercetator
dr.. st. Med stiintific
coordonator, 19
Gutu Ina 1977 doctorand Cercetator
stiintific stagiar,
16
Pantea Valeriana 1973 Labor_ant
superior,
Lista tinerilor cercetatori
Nr Numele/Prenumele Anul Titlul Functia in cadrul
d/o nasterii stiintific proiectului
Gutu Ina 1977 doctorand Cercetator
1. stiintific stagiar,
16
Lista doctoranzilor
Nr Anul Titlul Functia 1n cadrul
Numele/Prenumele .. _ i .
d/o nasterii stiintific proiectului
Gutu Ina 1977 doctorand Cercetator
stiintific stagiar,
16

Conducatorul proiectului

Bacinschi Nicolae dr.hab.;t.med.

(nume, prenume, grad, titlu stiintific)

(semnatura)




13.Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul

proiectului (conform anexei nr.2)

Anexa nr. 2
LISTA
lucrarilor publicate

— materiale ale conferintelor (nationale / internationale).

Teze ale comunicarilor la congrese internationale
1. 'YLV, U.; BAUMHCKWU, H.; IOAT'YPCKMU, JI. Brusaue uMmyrentuHa Ha aKTUBHOCTh THATYPOHHIA3bI.

Cooprux mamepuanos XXVI Poccutickoco HayuonaibHo2o kouepecca « Yenosex u aekapcmeoy. Te3nchl
nmokianoB — M.: Bumoke, 2019. C.68 ISBN 978-5-9500825-7-3

2. GUTU INA. ACTIUNEA IMUPURINULUI SI IMUHEPTINULUI ASUPRA INFLAMATIEI
ACUTE EXUDATIVE. Culegere de rezumate stiintifice ale studentilor, rezidentilor si tinerilor
cercetatori / Univ. de Stat de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu din Rep. Moldova.
Chisinau: CEP Medicina, 2019. 266. ISBN 978-9975-82-148-3

Conducatorul proiectului Bacinschi Nicolae dr.hab.;t.med

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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14. Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale (conform
anexei nr.3)
Anexanr. 3
Participdri la manifestari stiintifice nationale/internationale

- Rapoarte la conferinte nationale
1. GUTU, L Studiul in vitro al proprietatilor antiinflamatoare ale imunpurinului. Zilele Universitatii §i
Conferinta stiintifica anuala. 15-18 octombrie 20109.

Conducatorul proiectului Bacinschi Nicolae dr.hab.;t.med

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)
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