RAPORT PRELIMINAR iN CADRUL CONTRACTULUI DE CERCETARE ST
CONSULTANTA

incheiat intre S.C. Promedivet SRL SI USAMYV Cluj-Napoca

Pentru evaluarea in vifro a biodisponibilitatii si a potentialului imunoactiv al unor
fitopreparate produse de S.C. Promedivet SRL, in prima etapd de testare a compusilor cu
biodisponibilitate ridicatd obtinute din plante s-a efectuat evaluarea citotoxicititii conform

protocolului descris in cele ce urmeaza.

TESTAREA EFECTULUI CITOTOXIC AL PRODUSELOR SELECTATE
PROMEDIVET SRL

Cercetdrile efectuate pentru stabilirea efectelor unor extracte vegetale asupra sistemului
imun se inscriu in cadrul general al unor studii detaliate, incepute in anii '70, urmérind
descoperirea, caracterizarea i utilizarea unor compusi din plante ce confin elemente
imunomodulatoare (imunostimulatoare sau antiinflamatoare), care sd asigure o alternativi
terapeutici eficace, mai apropiat de biologic decdt medicamentele de sinteza.

Invstigatiile de acest fel au la origine utilizarea empiricd a diferitelor plante, sau
componente ale lor, in medicina traditionald, al cdrei inceput se pierde in negura veacurilor.
Efectele lor pozitive au asigurat perenitatea preparatelor magistrale pdnd in momentul in care
evolutia civilizatiei umane a atras dupd sine dezvoltarea mijloacelor de prelucrare sau de
extractie a principiilor activi. Unele dintre aceste preparate (ceaiuri, decocturi, ofeturi aromate,
prisnite, etc.) au fost preluate si chiar incluse in farmacopei, fird a suferi vreo modificarc secole
de-a randul (Bezenger-Beauquesne si col., 1990; Bezenger-Beauquesne, 1993). in timp, numarul
lor s-a redus, fiind preferate extractele purificate, substantele active, acolo unde a fost posibili
obtinerea lor. Altele au fost eliminate, demonstrandu-li-se eficacitatea terapeuticd redusa.

Interesul afectat n ultimul timp preparatelor de extractie este in conexiune cu problemele
majore pe care utilizarea lor le-ar putea rezolva (Clark, 1996; Racz si col., 1977). Asocicrea lor
cu preparatele folosite in protocoalele terapeutice clasice ar putea influenfa favorabil capacitatea
nespecifici de apirare a organismului, prin efectul imunostimulator complex pe care il exercitit

(Devlin si col., 1991). Aplicarea lor in medicina veterinard ar fi utild cu atdt mai mult, n postura



unor “corectori” ai stirilor de stres si ca adjuvanti ai diferitelor vaccinuri, in cresterea rezistentei
fatd de diferite infectii, pentru restaurarea pargiald sau totald a capacitatii de apérare la organisme
cu imunodeficite inndscute. Nu trebuie neglijate nici efectele antiinflamatoare sau
desensibilizante pe care unele extracte le pot exercita.

Cu toate cd are o traditie indelungatd, utilizarea plantelor si a extractelor obtinute din
acestea (Stoian-Tonescu, Savopol , 1977), este departe de a fi un subiect epuizat. Interesul pe care
medicina si biochimia 1l acordd acestui domeniu este in continuid crestere si are ca rezultat
introducerea in practicd de noi preparate, care dobdndesc o importantd tot mai mare in cadrul
terapeuticii moderne.

Materiale si metode. S-au utilizat linia celulara HFL-1- s-au utilizat 10 dilutii (100ul
doza initiala urmat de dilutii seriate (1/10-1/5120) care sa permitd conturarea potentialului
citotoxic.

Dintre produsele obtinute de cidtre Promedivet SRL au fost testate pentru evaluarea
efectului citotoxic urmatoarele: Herba Top Entero Mamif, Herba Top Pneumo Mam, Tinct Herba
prim, Tinct herba vital in propilenglicol, Tinctura rumdigestin herba, Trichom mamifer, Tinct
herba top broncho, Herba top digest, Tinct herba sol in propilenglicol, Herba top entero pui,
Coccidioza mamifer, Tinct herba top trichomonas pasari, Tinct herba top coccidia pasari, Herba
top imuno, Herba top pneumo pui.

Testarile au fost efectuate pe placi de 96 de godeuri, concentratia de celule a liniei HFL-1
a fost de 1x10°. Dupa 24 de ore de incubare, cultura celulari a fost tratatd cu dilutii succesive ale
produselor selectate, respectiv dupa 24 de ore de expunere la compusii din plante s-a determinat
viabilitatea celulara prin testul MTT.

Testul MTT are la baza detectarea reducerii unui compus chimic, denumit MTT [3-(4,5-
dimethylthiazolyl) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide] de catre dehidrogenaza mitocondriald, cu
formarea formazanului, un produs de culoare albastra. Procesul reflectd functionarea normald a
mitocondriilor si implicit viabilitatea celulard (Yousefzadi si col., 2011). Dupa indcpirtarea
mediului  de culturd, celuleleau fosttratate cu 100 pl solutie MTT (0,5 mg MTT/
ml/tampon /HBSS) si incubate timp de 2 h la 37°C. Ulterior, s-a eliminat reactivul MTT si s-au
repartizat in fiecare godeu cate 100ul dimetilsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich), care are rolul de

a solubiliza particulele de formazan, dupd care s-a realizat citirea spectrofotometricd a



densititilor optice cu un cititor de micropldci pentru lungimea de undi de 450 nm (Sumal PE2,
Carl Zeiss, Jena.

Rezultatele obtinute la testul MTT (densitéti optice pentru fiecare dilutie si respectiv
produs vegetal) au fost prelucrate sub forma de valoare medie = deviatie standard si prezentate
ulterior ca procent de viabilitate (%) obtinut prin raportarea valorii medii a densititilor optice
inregistrate pentru fiecare concentratie testatd la densitatea opticd medie determinati pentru

martor (celulele netratate, cultivate in aceleasi conditii standard):

% viabilitate =(DO medie probi/DO medie martor) x 100

Intensitatea exprimdrii potentialului citotoxic s-a apreciat prin compararea statisticd a
procentelor de viabilitate obtinute pentru fiecare produs vegetal, respectiv fiecare dilutie, la
100% (% de viabilitate al martorului).

Rezultate si discutii. Marea majoritate a studiilor asupra efectelor extractelor vegetale
sunt reprezentate de studii de citotoxicitate, in scopul utilizdrii acestor extracte in terapia
cancerului (Farkhondeh si col., 2013, Kinghorn, 2005, Wink si col., 2005, Hashemi si col., 2011,
Sahranavard si col., 2009, Freshney, 1994, Mosmann, 1983).

Existd studii care demonstreazi ci extractele vegetale au efecte selective asupra celulelor
Hel.a si de rabdomiosarcom comparativ cu celulele normale (Ad’hiah si col., 2013), similar altor
lucrari din literaturd legate de efectul selectiv tumoricid al produselor naturale, fdra lczarca
celulelor (Griffin si col.,, 2007). In acest context, Weber (2009) a demonstrat ¢ metabolitii
secundari flavonoidele din Scutellaria nu sunt doar citostatici dar si citotoxici fafd de diferite
linii celulare provenite de la om si inhiba in vitro cresterea celulard iar in vivo inhibi cresterea
tumorilor, dar cel mai important nu se observd deloc sau sunt foarte reduse efectele negative ale
acestor flavonoide fatdi de celulele epiteliale sau din singele periferic respective celulele
mieloide.

Produsele testate nu au prezentat efect citotoxic semnificativ in afari de 2 destinate
tratamentului trichomonozei la mamifere si la pasari: Tinctura Herba Top Trichomonas pésiri gi
Trichomonas mamifer, restul produselor mai ales in dilutii mai mari au prezentat efecect
favorabil asupra viabilititii celulare, majoritatea dilutiilor au determinat procente de viabilitate

mai mari de 95-100%, ceea ce reflectd absenta potentialului citotoxic. La dilutiile 1/5120 s-au



fnregistrat si efect de stimulare asupra metabolismului celular (Tinctura rumdigestin herba, Tinct
Herba prim, Herba Top Entero Mamif, Tinct herba top broncho, Trichomonas mamifer herba top
entero pui, Herba top imuno).

Rezultatele legate de testarea efectului citotoxic al propilenglicolului ca martor vehicul
pentru principiile active din plante confirmd datele din literaturd (Morshed si col., 1998),
conform cirora propilenglicolul dezvolti un efect citotoxic redus asupra celulelor din tubii
uriniferi atunci ¢ind este folosit ca vehicul pentru medicamente in concentratii de peste 50 mM.

Datoritd amestecului de principii active din cele doud produse testate este dificil de spus
care dintre componente exercitd efectele toxice — o testare individual a fiecdrui component in
parte ar putea fi utild in orientarea ulterioard a posologiei.

Efectele stimulatoare a cresterii celulare observate la majoritate compusilor pare similar
unui efcet homeopat sugerind posibilitatea utilizdrii acestora in alte dircctii, de ex.

Imunostimulare in doze extrem de reduse.
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