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Inventia se refera la virusologia medicald, si anume la remediile antiherpetice.

Sunt cunoscute unele saponine cu o structurd chimicd asemanatoare cu tomatozidul invocat care manifesta
activitate antiherpetica. Dar rezultatele prezentate in sursele de informatie sunt incomplete, deoarece testarile au fost
efectuate numai in vitro, dar nu si in vivo [1].

Se mai cunoaste glicozidul pavstim obtinut prin extragere din frunze de degetel rosu (Digitalis purpurea L.)
care are o actiune antiherpetica. Insa acest remediu nu poate fi produs in cantititi mari, deoarece materia prima este
putin accesibila [2].

Problema pe care o rezolvd inventia constd 1n largirea spectrului de inhibitori ai virusurilor herpesului.
Problema pusa poate fi solutionata prin utilizarea in calitate de inhibitor al virusurilor herpetice a solutiei de tomatozid
(5a-furostan-3f3,22,26-triol-3-[O-p-D-glucopiranozil(1 - 2)-B3-D-glucopiranozil(1 - 4)-B-D-galactopiranozil]-26-O-f3-
D-gluco-piranozid).

Tomatozidul prezintd o substantd in forma de praf cristalic de culoare galbena-cafenie, rezistenta la actiunea
luminii, higroscopica, solubila in apd, termenul de péstrare in ambalaj ermetic la temperatura camerei constituie 5 ani.
Preparatul, fiind un metabolit derivat al plantelor superioare, nu poseda actiune cito- si fitotoxica. Tomatozidul se
obtine prin extragerea din seminte de tomate cu etanol de 70,0%. Extractul se usuca bine s§i multiplu se
cromatografiaza in coloana cu silicagel [3].

Esenta inventiei constd in aplicarea tomatozidului (5a-furostan-3[3,22,26-triol-3-[O-B-D-glucopiranozil(1 - 2)-
B-D-glucopiranozil(1 - 4)-B-D-galactopiranozil]-26-O-3-D-gluco-piranozid) in calitate de remediu antiherpetic.

Actiunea antivirala a preparatului este demonstrata prin urmatoarele exemple:

Exemplul 1. Actiunea antivirald a substantei in vitro.

Virusul. Se foloseste tulpina de virus herpetic simplu, tipul I -(HSV-I) in titru de 5,5 1Ig ECPs¢/ml.

Inhibitorul. Se foloseste solutia de tomatozid preparata cu ser fiziologic ce nu poseda actiune cito- si fitotoxica
in concentratie de 0,2; 0,1; 0,05 si 0,025%.

Pregatirea culturii de celule continue Hep-2.

In prealabil se efectueazi examinarea si aprecierea monostratului culturii de celule. Se selecteaza cultura cu
monostratul celular compact, avand o morfologie tipica liniei date de celule, cu granitele clar pronuntate. Celulele se
desprind de pe peretii de sticla ai flacoanelor speciale cu solutie tripsind-versen. Pentru aceasta se pregateste un
amestec de volume egale de 0,25% tripsind si 0,02% versen, care se incilzeste n baia de apd pana la 30-35°C. Din
flacoane se inlaturd mediul de crestere, iar monostratul se spala de 3 ori cu solutie - tampon fosfata (pH 7,5), ce nu
contine ioni de calciu i magneziu. Apoi amestecul cald de solutie tripsina-versen se aplicd pe monostratul culturii
celulare in asa mod incét toate sectoarele sa fie acoperite cu acest amestec. In flacoane speciale cu volumul de 100,0;
250,0; 1000,0 ml se adaugd cate 10,0; 15,0 si 30,0 ml de amestec tripsind-versen. Flacoanele se agitd usor si se
introduc 1in termostat (37°C) timp de 15-20 min pand la desprinderea completd a celulelor de pe suprafata sticlei.
Conglomeratele de celule mai mari se dispergheaza, agitand de cateva ori suspensia celulard. Suspensia de celule se
centrifugheaza timp de 10 min la 1000 rot/min, iar amestecul tripsina-versen se inlatura.

Celulele sedimentate prin centrifugare se resuspensioneaza intr-un volum nu prea mare de mediu de crestere
(10,0-20,0 ml), iar numarul de celule se determina in camera Goreaev. Suspensia de celule se controleaza la sterilitatea
bacteriana si se dilueazi cu mediu de crestere in asa limita incat 1,0 ml si contind aproximativ 60,0 mii de celule. In
calitate de mediu de crestere a celulelor se foloseste mediul Igla, mediul 199, mediul Igla-MEM cu supliment de ser
bovin (7,0%) si antibiotice. Cultura de celule Hep-2 se toarni in fiecare eprubetd in volum de 1,0 ml. In calitate de
mediu de mentinere se folosesc aceleasi medii mentionate mai sus, lipsite de serul bovin.

Determinarea cantitativa a HSV-I in testarea martor (virusul + ser fiziologic)

Determinarea cantitativa a HSV-I se efectueaza in cultura de celule Hep-2 prin metoda dilutiei finite dupa
efectul citopatic (ECP) exprimat in 1gECPsy/ml. Pentru titrarea virusului initial se pregatesc dulutii zecimale cu
concentratia de la 10”" pana la 10°. Pani la inocularea cu virus, monostratul celulelor Hep-2 se spald consecutiv de 3
ori cu solutie Henks, in scopul elimindrii ramasitelor de ser bovin. Pentru fiecare dilutie zecimala de material
virusologic se folosesc cate 4 eprubete cu cultura de celule. Materialul virusologic din fiecare dilutie, in volum de 0,5
ml, se amesteca cu 0,5 ml ser fiziologic si se incubeaza timp de 1 ord la 37°C. Peste 1 ora céte 0,1 ml de fiecare dilutie
se adaugd in fiecare din cele 4 eprubete cu culturd celulard, in care anterior a fost adaugat cate 0,9 ml mediu de
mentinere. Eprubetele cu celulele infectate se introduc in termostat la 37°C.

Starea monostratului culturii de celule inoculate se examineaza periodic la microscopul optic timp de 7 zile.
Rezultatul ECP al virusului se apreciaza pozitiv numai in cazul cand cel putin jumatate din celule au fost supuse
degenerarii.

Determinarea cantitativa a HSV-I: testarea experimentald de lucru (virus+tomatozid). Tehnologia de realizare
a acestui fragment de lucru este identica cu a celui precedent, cu exceptia ca un volum de 0,5 ml al virusului in dilutii
dela 10" pana la 10 se amesteca cu 0,5 ml solutie de tomatozid in concentratii de 0,2; 0,1; 0,05 si 0,005%. Fiecare
proba se incubeaza timp de 1 ord la 37°C, dupa care céte 0,1 ml de amestec se adauga in fiecare din cele 4 eprubete cu
monostrat de celule, in care anterior s-a addugat mediu de mentinere in volum de 0,9 ml. Eprubetele se monteaza
orizontal in containere speciale si se introduc in termostat la 37°C.

Actiunea antivirald a preparatului se apreciazd prin diferenta in activitatea infectioasda (ECP) a virusului
herpesului, paralel manifestata in cultura de celule Hep-2, in prezenta si in absenta substantei testate - tomatozid.
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Determinarea activitatii antivirale a tomatozidului dupa cantitatea reziduald
a virusului in vitro

Starea culturii de celule inoculate si incubate la 37°C in termostat se examineaza periodic la microscopul optic
timp de 7 zile, marcand eprubetele cu degenerare specifica a celulelor.

Gradul de degenerare specificd a monostratului de culturd celulard Hep-2 se apreciaza dupa sistemul de 4
baluri:

— (4+) - Efect citopatic total in monostratul celular;

— (3+) - dezvoltarea efectului citopatic n monostratul celular la nivel de 75,0%;

— (2+) - efect citopatic la nivel de 50,0% al monostratului celular;

— (1+) - dezvoltarea efectului citopatic In monostratul celular la nivel de mai putin de 50,0%;

— (-) - lipsa efectului citopatic in cultura de celule.

In calitate de martor se folosesc:

1. Cultura de celule Hep-2, lipsita de tomatozid in mediu de mentinere;

2. Cultura de celule Hep-2 cu prezenta tomatozidului in mediul de mentinere;

3. Indicele activitatii infectioase HSV-I nediluat si in dilutii de la 10" pana la 10 in cultura de celule

Hep-2.

Efectul citopatic cauzat de virus este apreciat ca pozitiv numai in cazul cand nu mai putin de jumatate de
monostrat celular este supus degenerarii specifice. Evidenta ECP al virusului se efectueaza prin aprecierea probelor-
martor mentionate mai sus, i anume: lipsa oricaror schimbari citomorfologice sau degenerative in monostratul de
culturd Hep-2 1n prezenta si absenta tomatozidului in mediul de mentinere; prezenta virusului infectios in cultura de
celule infectate cu material viral nediluat si in dilutii de la 10" pani la 107,

Cantitatea de virus in doze cu efect citopatic (ECPsy) se determind prin metoda probitelor, folosind in acest
scop tabele standard speciale. Dupa diferenta in titrul virusurilor ce s-au reprodus in lipsa si prezenta tomatozidului In
mediul de mentinere se apreciaza gradul de activitate antivirala a substantei testate in vitro. Rezultatele investigatiilor
experimentale sunt ilustrate in tab. 1 si 2.

Exemplul 2. Actiunea antivirala a preparatului in vivo

Virusul. Se foloseste suspensia ce contine virus, pregatitd din creierul soarecilor albi pieriti in urma inocularii
lor cu HSV-I. Din creierii soarecilor, cu greutatea de 20,0 g, pieriti dupd infectare cu virus herpetic, se pregateste o
suspensie de 10,0% 1in ser fiziologic. Suspensia se centrifugheazd 20 min la 2000 rot./min, supernatantul obtinut,
decontaminat de flora bacteriand, se foloseste la pregatirea dilutiilor virusului (1:1,6; 1:2,5; 1:4,0; 1:6,5; 1:10,0;
1:100,0; 1:1000,0; 1:10 000,0; 1:100 000,0) in ser fiziologic.

Inhibitorul. La testare in vivo se utilizeazd solutie de tomatozid, pregatitd in ser fiziologic, in concentratie de
0,1%, lipsita de efect cito- si fitotoxic.

Determinarea cantitativda HSV-I (virust+ser fiziologic si virus+tomatozid). Se amesteca volume egale de ser
fiziologic (martor), 0,1% solutie de tomatozid (testare de lucru) cu dilutii in crestere ale virusului. Amestecurile se
agitd 2-3 min si se introduc in termostat la 37°C timp de o ora.

Ulterior amestecurile martor si de lucru se introduc (cate 0,03 ml) intracerebral soarecilor albi cu greutatea de
20,0 g. Animalele infectate se supravegheaza timp de 21 zile. in tab. 3, 4 sunt expuse rezultatele determinirii

Analiza rezultatelor. Determinarea cantitatii reziduale de HSV-I in vitro (virus+ser fiziologic) demonstreaza ca
aceastd cantitate alcatuieste 5,14+0,231 g ECPsy/ml (tab.1). Cantitatea de virus rezidual in amestec (virus
herpeticttomatozid) a alcatuit 2,0; 2,0; 2,0 si 4,41 g ECPs¢/ml, unde dilutia finitd a tomatozidului in mediul de
mentinere a culturii de celule a constituit 0,02; 0,01; 0,005 si 0,0025% respectiv. Calculele efectuate demonstreaza ca
cantitatea de virus inactivat variaza de la 99,9 pana la 75,0%, in functie de gradul de diluare a tomatozidului. Indicele
de neutralizare al activitatii infectioase a HSV-I in cultura de celule Hep-2, de asemenea, a variat de la 6,0 pana la
1450,0 unitati in functie de concentratia finitd a tomatozidului in amestec dupa expozitie. Asadar, investigatiile
consacrate studiului activitatii antivirale a tomatozidului fata de HSV-I in vitro demonstreaza ca concentratia minima
de tomatozid, capabild sd manifeste actiune antivirald constituie 0,005%. De mentionat ca indicele de neutralizare a

Rezultate analogice s-au obtinut si in urma realizarii studiului de evidentiere a activitatii antivirale a
tomatozidului in vivo. Este semnificativ faptul ca cantitatea de HSV-I rezidual infectios in experientele (virus + ser
fiziologic)- testare martor a constituit 3,6 1g DLs¢0,03 m1, 1ar In probele de lucru (virus + tomatozid)- 0,6 1g DLso0,03 mi 12
3,0 1g DLsg/0,03 mi; In unitéti antilogaritmice - 1:1000, adica evident pozitiv.

Astfel, rezultatele obtinute demonstreaza ca tomatozidul-glucozid steroidic de origine vegetala manifesta
actiune antiherpetica semnificativa in vivo si in vitro.

Tabelul 1
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Rezultatele aprecierii cantitative a activitatii infectioase a HSV-I 1n prezenta si absenta tomatozidului

in mediu de mentinere a culturii de celule Hep-2
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Cantitatea de Concentratia finala a to- Dilutia suspensiei de virus herpetic+tomatozid Ti
HSV-I exprimata matozidului exprimata lui in IgE!
in IgECPs50/m in (%) in mediul de 10 1 1 I
mentinere a celulelor 0! : 0° 0* 0° 0°
5,5 0,02 +- - g,
+++ - - - - -
5,5 0,01 --- -- .
+++ - -- - - -
5,5 0,005 --- -- .
+++ - -- - - -
5,5 0,0025 + + .
+++ +++ +-- - - -
55 virus+ser fiziologic + + -
+++ +++ +++ +-- - -
Tabelul 2

Evaluarea comparativa a activitatii antivirale a diferitelor doze de tomatozid asupra virusului herpetic

Concentratia finala a tomatozidului
exprimatd in % in mediul de mentinere

Cantitatea de virus infectios in suspensia de virus prelucrata c

*
0,02 3/99,9**
0,01 3/99,9
0,005 3/99,9
0,0025 5,4/75,0

(*) La numarator este indicata cantitatea de virus dupa o ora de expozitie la 37°C cu tomatozid, exprimata in

1gECPso/mi

(**) La numitor procentul inactivarii virusului HSV-I
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Determinarea si aprecierea cantitativa a HSV-I in amestecul virus + ser fiziologic

4 of 4

Tabelul 3

Dilutia finala a
virusului

Numarul animalelor

in fiecare dilutie

Date cumulative

au supravietuit

au pierit

au supravietuit

1:1,6

0

4

0

1:2,5

1:4,0

1:6,5

1:10,0

1:100,0

1:1000,0

1:10000,0

Il DY E=d k=] Lol =) k)

WIN [~ |W[(A~ ]

Al ===

Titrul virusului in 1g=3,6 DLs¢/0,03 ml

Determinarea si aprecierea cantitativa a HSV-I in amestecul virus + tomatozid

Tabelul 4

Dilutia finala a

Numarul animalelor

virusului in fiecare dilutie Date cumulative
au supravietuit au pierit au supravietuit

1:1,6 1 3 1
1:2,5 1 3 2
1:4,0 3 1 5
1:6,5 3 1 8
1:10,0 3 1 11
1:100,0 4 0 15
1:1000,0 3 1 18
1:10000,0 3 1 21

Titrul virusului in 1g=0,6 DLs¢/0,03 ml



