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Invenţia se referă la medicină, biochimie şi farmacologie, în special la o metodă de apreciere a activităţii 

antiinflamatoare a substanţelor biologic active prin determinarea activităţii de inhibare a producerii de oxid nitric de 

către celulele macrofage. 

În patogenia bolilor inflamatorii un rol important se atribuie oxidului nitric (NO)  molecule de semnalizare care 

joacă un rol-cheie în patogeneza inflamaţiei. NO este considerat un mediator pro-inflamator puternic care induce 

inflamaţia, atunci când este produs în cantităţi excesive, iar inhibitorii producerii de oxid nitric manifestă un efect 

antiinflamator curativ semnificativ, prevenind dezvoltarea leziunilor celulare şi tisulare (Guzik T.J., Korbut R., 

Adamek-Guzik T. Nitric oxide and superoxide in inflammation and immune regulation. J. Physiol. Pharmacol., 2003 

Dec., 54(4), p. 469-87;  Ritz B.W., Alexander G.M., Nogusa S., Perreault M.J., Peterlin B.L., Grothusen B.L., 

Schwartzman R.J. Elevated blood levels of inflammatory monocytes (CD14+CD16+) in patients with complex 

regional pain syndrome. Clin. Exp. Immunol., 2011 Apr., 164(1), p. 108-117). 

Majoritatea medicamentelor cu acţiune antiinflamatoare au limitări datorită efectelor lor adverse, toxice, de aceea 

sunt necesare cercetări pentru găsirea unor noi medicamente cu efecte puternice antiinflamatorii, dar fără efecte 

toxice pronunţate. Pentru a examina noi compuşi potenţiali antiinflamatori sunt necesare metode noi sensibile cu 

specificitate înaltă disponibile pentru selectarea substanţelor cu proprietăţi antiinflamatoare. 

Sunt cunoscute metodele de apreciere in vitro a activităţii antiinflamatoare a substanţelor biologic active (SBA), care 

se bazează pe aprecierea gradului de inhibiţie a proteinazei sau pe determinarea capacităţii de inhibiţie a denaturării 

termice a albuminei la concentraţii diferite [1]. 

Dezavantajul acestor metode constă în faptul că activitatea antiinflamatoare a SBA se apreciază prin metode 

indirecte, in vitro, fără studierea influenţei lor asupra celulelor implicate în  procesele inflamatorii, în special, 

celulelor imunităţii primare  celulelor macrofagale, fapt ce nu permite de a aprecia obiectiv activitatea 

antiinflamatoare a SBA testate din cauza specifităţii şi preciziei joase a metodelor indicate. 

Cea mai apropiată după esenţă şi rezultatul obţinut este metoda de apreciere a activităţii antiinflamatoare a 

substanţelor biologic active, care se bazează pe determinarea activităţii lor de inhibare a producerii de oxid nitric de 

către macrofagele peritoneale ale animalelor de laborator şi care constă în obţinerea exudatului peritoneal ce conţine 

celule macrofage după administrarea BCG, spălarea şi suspendarea lor ulterioară într-un mediu de cultură, 

transferarea celulelor pe o placă cu multe godeuri şi incubarea într-un incubator cu CO2, apoi celulele non-aderente 

se înlatură prin spălări repetate, iar celulele macrofage aderente se cultivă în mediul de cultură ce conţine 

lipopolizaharide (LPS) cu sau fără compuşii testaţi, ulterior se determină cantitatea de NO sintetizat de către 

macrofagele peritoneale şi se calculează procentul de inhibiţie a producerii de NO [2]. 

Dezavantajele acestei metode sunt sensibilitatea, precizia şi reproductibilitatea nesatisfăcătoare a metodei, din aceste 

considerente metoda propusă nu asigură stimularea suficientă a activităţii de producere a oxidului nitric de către 

celulele macrofage. Un alt impediment al metodei constă în aceea că nu asigură determinarea tuturor derivaţilor 

oxidului nitric, care se formează la realizarea metodei, deoarece oxidul nitric este un compus instabil, fiind 

metabolizat în diverşi derivaţi (NO2, NO3, nitrozotioli). 

Problema pe care o rezolvă invenţia constă în optimizarea condiţiilor de efectuare a metodei care să asigure 

stimularea activităţii de producere a oxidului nitric de către celulele macrofage, fapt ce ar permite mărirea 

reproductibilităţii metodei şi depistarea mai precisă a activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric la compuşii 

testaţi la realizarea metodei. Un alt avantaj al metodei constă în aceea că asigură determinarea NO şi a tuturor 

derivaţilor oxidului nitric care se formează la realizarea metodei (NO2, NO3, nitrozotiolii), ceea ce permite 

depistarea mai precisă a activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric. 

Esenţa invenţiei constă în aceea că se obţine exudat peritoneal cu conţinut de macrofage peritoneale prin injectarea 

intraperitoneală unui animal de laborator a soluţiei de lectină din Phytolacta americana, peste 72 ore cavitatea 

abdominală se spală cu o soluţie caldă sterilă de tampon fosfat salin cu pH-ul 7,2...7,4 şi se colectează celulele 

exudatului peritoneal, care se centrifughează la 450...500 rot./min, timp de 7...10 min, sedimentul obţinut se 

suspendă într-un mediu pentru culturi celulare ce conţine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8g/ml gentamicină şi 

2,5 g/ml fluconazol, se aduce concentraţia macrofagelor până la (5,0...10,0)x105 macrofage/ml, apoi cultura 

celulară de macrofage se transferă pe o placă cu godeuri cu concentraţia finală de (5,0... 10,0)x104 macrofage/per 

godeu şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 37°C, timp de 2...4 ore, după care celulele non-aderente se înlatură 

prin spălări repetate cu soluţie de tampon fosfat salin cu pH-ul 7,2...7,4, apoi în fiecare godeu al probelor de cercetat 

se adaugă câte 90 l de mediu pentru culturi celulare ce conţine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8 g/ml 

gentamicină, 2,5 g/ml fluconazol, 10...15 g/ml lipopolizaharidă, 4,0...16,0 mol/ml metavanadat de amoniu şi 

diluţiile compuşilor cercetaţi, probele de control şi de referinţă se montează la fel, având în loc de diluţii ale 

compuşilor cercetaţi o cantitate echivalentă de un diluant şi, respectiv, un compus de referinţă, probele se amestecă 

şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 37°C, timp de 24...48 ore, după care se transferă în godeurile plăcii 

fotometrice câte 75 l de supernatant, 20 l de  soluţie 2,5...5,0 mmol/l de HgCl2, 75 l soluţie 45...65 mmo1/l de 

clorură de vanadiu în 1 M HCl şi câte 75 l reactivul Griess, se amestecă, se lasă la întuneric la 25°C, timp de 30 

min, după care se masoară absorbanţa la lungimile de undă de 540 nm şi 630 nm, apoi se determină activitatea de 

inhibiţie a producerii de oxid nitric, conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs.    

540pr  Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100 , unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm, 
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Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm,  

totodată activitatea antiinflamatoare a substanţelor biologic active este apreciată în raport cu proba de referinţă şi cu 

cât este mai mare activitatea de inhibiţie a producerii  oxidului nitric, cu atât activitatea antiinflamatoare a 

substanţelor biologic active este mai mare. 

La realizarea metodei de apreciere a activităţii antiinflamatoare a substanţelor biologic active în baza determinării 

inhibiţiei producerii de oxid nitric de către macrofagele peritoneale se măreşte sensibilitatea, precizia şi 

reproductibilitatea determinărilor, se micşorează chieltuielile de reagenţi, creşte productivitatea muncii. Metoda 

propusă permite de a depista mai precis modificările activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric la testarea 

compuşilor biologic activi. Un alt avantaj al metodei constă în aceea că asigură determinarea NO şi a tuturor 

derivaţilor oxidului nitric care se formează la realizarea metodei (NO2, NO3, nitrozotioli), ceea ce permite depistarea 

mai precisă a activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric. 

Metoda se efectuează în modul următor şi constă în obţinerea exudatului peritonial ce conţine macrofage peritoneale 

de la animalele de laborator, ataşarea macrofagelor peritoneale la godeurile plăcii pentru culturi celulare, activarea 

macrofagelor peritoneale şi incubarea lor cu compuşii biologici activi cercetaţi, după care se determină activitatea de 

inhibiţie a producerii de oxid nitric. Pentru obţinerea exudatului peritonial ce conţine macrofage peritoneale de la 

animalele de laborator - şobolanii albi, cărora li se injectează intraperitoneal câte 0,6...1,2 g/g masă corporală 

lectină din Phytolacta americana, dizolvată în 2 ml soluţie sterilă de tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4, 

peste 72 ore cavitatea abdominală se spală cu o soluţie sterilă de tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4, 

încalzită în prealabil până la 37°C, se colectează celulele exudatului peritoneal într-un tub steril, după care 

conţinutul tubului se centrifughează la 450...500, timp de 7...10 min, supernatantul se aruncă, iar sedimentul obţinut 

se suspendă în mediul pentru culturi celulare (RPMI - 1640, DMEM) ce conţine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 

8g/ml gentamicină şi 2,5 g/ml fluconazol, se numară macrofagele şi se aduce concentraţia lor până la 

5,0...10,0x105 macrofage/ml de suspensie; apoi, pentru ataşarea macrofagelor în godeurile plăcii sterile pentru 

culturi celulare cu 96 de godeuri se toarnă suspensia de macrofage peritoneale ce conţine 5,0...10,0x105 

macrofage/ml până la concentraţia finală de 5,0... 10,0x104 macrofag/per godeu şi se incubează în incubatorul cu 

CO2 la 37°C, timp de 2...4 ore într-o atmosferă de 2,5% CO2, după care celulele non-aderente se înlatură prin spălări 

repetate cu PBS cu pH-ul 7,2...7,4. Pentru activarea macrofagelor peritoneale şi incubarea lor cu compuşii biologici 

activi cercetaţi, în fiecare godeu ce conţine celule aderente în probele de cercetat se adaugă câte 0,1 ml de mediu 

pentru culturi celulare (RPMI - 1640, DMEM) ce conţine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8 g/ml gentamicină, 

2,5 g/ml fluconazol, 10...15 g/ml lipopolizaharidă (LPS), 4,0...16,0 mol/ml metavanadat de amoniu şi diluţiile 

compuşilor cercetaţi cu o anumită concentraţie; probele de control se montează la fel, dar în loc de diluţii ale 

compuşilor cercetaţi se toarnă o cantitate echivalentă de diluant (soluţie fiziologică, etanol, DMSO etc.), se amestecă 

şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 37°C, timp de 24...48 ore într-o atmosferă de 2,5 % CO2;  după incubare, 

pentru determinarea activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric se transferă în godeurile plăcii fotometrice cu 

96 de godeuri câte 75 l de supernatant, se adaugă câte 20 l de  soluţie 2,5...5,0 mmol/l de HgCl2 (concentraţia 

finală de 0,53...1,05 mmol/l), apoi câte 75 l soluţie 45...65 mmo1/l de clorură de vanadiu în 1 M HCl (concentraţia 

finală 19,85...28,50 mmo1/l) şi câte 75 l reactiv Griess (1% sulfanil-amidă, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamină în 

2,5% H3PO4), se amestecă, se lasă la întuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se masoară absorbanţa la 

lungimea de undă de 540 nm şi 630 nm (filtrul de referintă), apoi se determină activitatea de inhibiţie a producerii de 

oxid nitric, în %, conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs. 540pr  Abs. 630pr)] / 

[(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100 , unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Totodată activitatea antiinflamatoare a substanţelor biologic active este apreciată în raport cu proba de referinţă, cu 

cât este mai mare activitatea de inhibiţie a producerii  oxidului nitric, cu atât şi activitatea antiinflamatoare a 

substanţelor biologic active este mai mare. 

Rezultatul tehnic al metodei propuse constă în mărirea specifităţii, sensibilităţii, preciziei reproductibilităţii metodei 

pentru selectarea compuşilor cu acţiune antiinflamatorie în baza determinării activităţii lor de inhibiţie a producerii 

de oxid nitric. Rezultatul tehnic se obţine datorită creării condiţiilor ce asigură suplimentar stimularea activităţii de 

producere a oxidului nitric de către celulele macrofage şi a faptului că metoda propusă asigură determinarea NO şi a 

tuturor derivaţilor oxidului nitric care se formează la realizarea metodei (NO2, NO3, nitrozotioli). 

 

Exemplul 1  

Pentru obţinerea macrofagilor peritoneali se injectează intraperitoneal per şobolan câte 0,6 g/g masă corporală de 

lectină din Phytolacta americana, dizolvată în 2 ml de soluţie de 10 mmo1/l tampon fosfat salin, pH 7,2...7,4. Peste 

72 ore duiă o anestezie cu izofuran cavitatea abdominală a şobolanului se spală de 2 ori cu 10...15 ml soluţie sterilă 

încalzită până la 37°C de 10 mmo1/l tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4 se colectează celulele exudatului 

peritoneal într-un tub steril de 50 ml. Conţinutul tubului se centrifughează la 450...500 rot/min, timp de 7 min. 

Supematantul se aruncă, iar sedimentul obţinut se suspendă în mediul de cultură RPMI - 1640 ce conţine 5% ser 

fetal bovin, 8 g/ml gentamicină şi 2,5 g/ml fluconazol, se numară macrofagele şi se aduce concentraţia lor până la 

5,0x105 macrofage/ml de suspensie; apoi pentru ataşarea macrofagelor pe suprafaţa godeurilor plăcii sterile pentru 
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culturi celulare cu 96 de godeuri se toarnă câte 100 l de suspenzie de macrofage peritoneale ce conţine 5,0x105 

macrofage/ml (concentraţia finală fiind de 5,0x104 macrofage/per godeu) şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 

37°C, timp de 2...4 ore într-o atmosferă de 2,5% CO2, după care celulele non-aderente se înlătură prin spalături 

repetate (cel putin de 2 ori) cu soluţie PBS cu pH-ul 7,2...7,4 încalzită până la 37°C. Apoi pentru activarea 

macrofagelor peritoneale în fiecare godeu ce conţine celule aderente se adaugă câte 90 l de mediu pentru culturi 

celulare RPMI-1640, ce conţine suplimentar 5% ser fetal bovin, 8 g/ml gentamicină şi 2,5 g/ml fluconazol, 10 

g/ml lipopolizaharidă (LPS) şi 4,0 mol/ml de metavanadat de amoniu. După aceasta în probele de cercetat se 

toarnă câte 10 l diluţii ale compusului VPM1 cu concentraţia de 1000, 100, 10 mM/l (concentraţia finală - 100, 10 

şi 1,0 mM/l), iar probele de control se montează la fel, dar în loc de soluţii ale compusului VPM1 se toarnă o 

cantitate echivalentă de diluant - 10 l soluţie fiziologică, se amestecă şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 

37°C, timp de 24 ore într-o atmosferă de 2,5% CO2. După incubare, pentru determinarea activităţii de inhibiţie a 

producerii de oxid nitric, se transferă în godeurile plăcii fotometrice cu 96 de godeuri câte 75 l de supernatant, se 

adaugă câte 20 l soluţie 2,5 mmo1/l de HgCl2 (concentraţia finală de 0,53 nuno1/l), se agită 15...20 s, apoi în toate 

godeurile se toarnă câte 75 l soluţie 45 mmo1/l de clorură de vanadiu în 1 M HCl (concentraţia finală 19,85 

mmo1/l) şi câte 75 l reactiv Griess (1% sulfanil-amidă, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamină în 2,5% H3PO4), se 

amestecă 15...20 s se lasă la întuneric la 25°C, timp de 30 min, după care se masoară absorbanţa la lungimea de undă 

de 540 nm şi 630 nm (filtrul de referintă), apoi se determină activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în %, 

conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs. 540pr  Abs. 630pr)] / 

[(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100 , unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm.  

 La masurarea absorbanţei s-a obţinut: 

Absorbanţa (A) la 540 nm* 

Concentraţiile substanţei testate 

VPM1 (M/1) 

1,0 10,0 100,0 

Abs. probei de cercetat (Abspr) 0,197 0,166 0,134 

Abs. probei de control (Absk) 0,254 0,265 0,273 

Abs. probei de referinţă - indometacină - - 0,128 

Absorbanţa (A) la 630 nm*  

Abs. probei de cercetat (Abspr) 0,038 0,044 0,059 

Abs. probei de control (Absk) 0,042 0,061 0,077 

Abs. probei de referinţă - indometacină - - 0,036 

Notă: *- sunt prezentate valorile medii a 2 determinări paralele ale absorbanţei. 

 

Calculul se efectuează conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs. 540pr  Abs. 630pr)] / 

[(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100, unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm.  

Astfel, 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric  (pentru concentraţia 1,0 M/l) = [(0,254-0,042) - (0,197-0,038)] / 

[(0,254 - 0,042] x 100 = 25,0%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric  (pentru concentraţia 10,0 M/l) = [(0,265  0,061) - (0,166 - 

0,044)] / [(0,265 - 0,061)] x 100 = 40,2%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric  (pentru concentraţia 100,0 M/l) = 1(0,273 - 0,077) - (0,134 - 

0,059)] / [(0,273 - 0,077)] x 100 = 61,7%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric  (pentru indometacină concentraţia 100,0 M/l) = [(0,273 - 0,077) 

- (0,128 - 0,036)] / [(0,273 - 0,077) ] x 100 = 53,1%. 

La testarea compusului VPM1 s-a stabilit că aceasta posedă o activitate antiinflamatorie moderată, manifestată prin 

inhibiţia moderată a producerii de oxid nitric la diferite concentraţii. 

Procentul de inhibiţie maximă la concentraţia de 100,0 M/l pentru compusul VPM1 constituie 61,7%, pe când 

indometacina la concentraţia de 100 M/l a prezentat o inhibiţie maximă de 53,1%.  

 

Exemplul 2 

 Pentru obţinerea macrofagelor peritoneale se injectează intraperitoneal per sobolan câte 1,2 g/g masă corporală de 

lectină din Phytolacta americana, dizolvată în 2 ml soluţie de 10 mmo1/l tampon fosfat salin, pH 7,2...7,4. Peste 72 

ore după o anestezie cu izofuran cavitatea abdominală a şobolanului se spală de 2 ori cu 10...15 ml soluţie sterilă 

încalzită până la 37°C de 10 mmol/l tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4 şi se colectează celulele exudatului 

peritoneal într-un tub steril de 50 ml. Conţinutul tubului se centrifughează la 450...500 rot./min, timp de 10 min. 

Supernatantul se aruncă, iar sedimentul obţinut se suspendă în mediul de cultură DMEM ce conţine 10% ser fetal 
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bovin, 8 g/ml gentamicină şi 2,5 g/ml fluconazol, se numară macrofagele, se aduce concentraţia lor până la 

10,0x105 macrofage/ml de suspensie; după care pentru ataşarea macrofagelor în godeurile plăcii sterile pentru 

culturi celulare se toarnă câte 100 l suspenzie de macrofage peritoneale ce conţine 10,0x105 macrofage/ml 

(concentraţia finală de 10,0x104 macrofage/per godeu) şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 37°C, timp de 4 ore 

într-o atmosferă de 2,5% CO2, dupa care celulele non-aderente se înlătură prin spălari repetate (cel putin de 2 ori) cu 

soluţie PBS cu pH-ul 7,2...7,4 încalzită până la 37°C. Apoi pentru activarea macrofagelor peritoneale în fiecare 

godeu ce conţine celule aderente se adaugă câte 90 l de mediu pentru culturi celulare DMEM, ce conţine 

suplimentar 10% ser fetal bovin, 8 g/ml gentamicină şi 2,5 g/ml fluconazol, 15 g/ml lipopolizaharidă (LPS) şi 

16,0 mol/ml metavanadat de amoniu. După aceasta în probele de cercetat se toarnă câte 10 l diluţii în DMSO ale 

compusului testat VPM2 cu concentraţia de 1000,0; 100,0 şi 10,0 mM/l (concentraţia finală  100,0; 10,0 şi 1,0 

mM/l), probele de control se montează la fel, dar în loc de diluţii ale compusului VPM2 se toarnă o cantitate 

echivalentă de diluant - 10 l DMSO, se amestecă şi se incubează în incubatorul cu CO2 la 37°C, timp de 48 ore 

într-o atmosferă de 2,5% CO2. După incubare pentru determinarea activităţii de inhibiţie a producerii de oxid nitric 

se transferă în godeurile plăcii fotometrice cu 96 de godeuri câte 75 l de supernatant, se adaugă câte 20 l soluţie 

5,0 mmo1/l de HgCl2 (concentraţia finală 1,05 mmo1/l), se agită 15...20 s, apoi în toate godeurile se toarnă câte 75 

l soluţie de 65 mmo1/l de clorură de vanadiu în 1 M HCl (concentraţia finală 28,50 mmo1/l), câte 75 l reactiv 

Griess (1% sulfanil-amidă, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamină în 2,5% H3PO4), se amestecă 15...20 s se lasă la 

întuneric la 25°C, timp de 30 min, după care se masoară absorbanţa la lungimea de undă de 540 nm şi 630 nm 

(filtrul de referinţă), apoi se determină activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în %, conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs. 540pr  Abs. 630pr)] / 

[(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100 , unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm.  

La masurarea absorbanţei s-a obţinut: 

Absorbanţa (A) la 540 nm* 

Concentraţiile substanţei testate 

VPM2 (M/1) 

1,0 10,0 100,0 

Abs. probei de cercetat (Abspr) 0,173 0,108 0,099 

Abs. probei de control (Absk) 0,242 0,262 0,284 

Abs. probei de referinţă - indometacină - - 0,123 

Absorbanţa (A) la 630 nm*  

Abs. probei de cercetat (Abspr) 0,048 0,055 0,068 

Abs. probei de control (Absk) 0,052 0,064 0,081 

Abs. probei de referinţă - indometacină - - 0,032 

Notă: *- sunt prezentate valorile medii a 2 determinări paralele ale absorbanţei. 

 

Calculul se efectuează conform formulei: 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric, în % = [(Abs. 540 k  Abs. 630 k) - (Abs. 540pr  Abs. 630pr)] / 

[(Abs. 540 k  Abs. 630 k)] x 100 , unde: 

Abs. 540 pr şi Abs. 630 pr  absorbanţa probelor de cercetat la 540 şi, respectiv, 630 nm. 

Abs. 540 k şi Abs. 630 k  absorbanţa probelor de control la 540 şi, respectiv, 630 nm.  

Astfel, 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric (pentru concentraţia 1,0 M/l) = 

[(0,242 - 0,052) - (0,173 - 0,048)] / [(0,242 - 0,052)] x 100 = 34,2%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric (pentru concentraţia 10,0 M/l) = [(0,262 - 0,064) - (0,108 - 

0,055)] / [(0,262 - 0,064)] x 100= 73,2%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric (pentru concentraţia 100,0 M/l) = [(0,284 - 0,081) - (0,099 - 

0,068)] / [(0,284 - 0,081)] x 100 = 84,7%. 

Activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric (pentru indometacină concentraţia 100,0 M/l) =1(0,284 - 0,081) - 

(0,123 - 0,032)] / [(0,284 - 0,081)] x 100= 55,2%. 

La testarea compusului VPM2 s-a stabilit că acesta posedă o activitate antiinflamatorie puternică manifestată prin 

inhibiţia considerabilă a producerii de oxid nitric la diferite concentraţii. Procentul de inhibiţie maximă la 

concentraţia de 100,0 M/l pentru compusul VPM2 constituie 84,7%, pe când substanţa de referinţă - indometacina 

a prezentat o inhibiţie maximă de 55,2% la concentraţia de 100,0 M/l. Astfel, cu cât procentul de inhibiţie a 

oxidului nitric este mai mare, cu atât activitatea antiinflamatorie a substanţelor testate este mai înaltă. Analogic 

exemplelor de mai sus au fost cercetate şi alte concentraţii ale soluţiei de lectină din Phytolacta americana (0,4...4,0 

g/g masă corporală), ale soluţiei de lipopolizaharidă (2,0...20 g/ml), ale soluţiei de metavanadat de amoniu 

(2,0...32,0 mol/ml); ale solutiilor de HgCl2, MnCl2, NiCl2, CuCl2, CoCl2 (1,25...20,0 mmo1/l) (concentraţia finală - 

0,26...4,2 mM/l), a soluţiei de clorură de vanadiu în 1 M HCl (15...100,0 mmol/l) (concentraţia finală - 1,76...11,8 

mM/l). Pentru obţinerea suspensiei de macrofage peritoneale şi activarea lor au fost testate mediile de cultură  

RPMI - 1640, Eagle, DMEM, suspensia celulară de macrofage peritoneale a fost colectată după 12...120 ore. 
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Experienţele au permis de a stabili limitele concentraţiei optime a soluţiei de lectină din Phytolacta americana 

(0,6...1,2 g/g masă corporală); timpul optim de colectare a suspensiei celulare peritoneale de macrofage - 72 ore; 

mediile de cultură optimale (RPMI - 1640 şi DMEM - Eagle modificat după Dulbecco); ale concentraţiilor de 

lipopolizaharidă (LPS) - 10...15 g/ml, de metavanadat de amoniu - 4,0...16,0 mol/ml; a soluţiei de HgCl2 - 

2,5...5,0 mmo1/l (concentraţia finală 0,53...1,05 mmo1/l), a soluţiei de clorură de vanadiu în 1 M HCl - 45,0...65,0 

mmo1/l (concentraţia finală 19,85...28,50 mmol/l) pentru obţinerea efectului pozitiv. Analizele au fost efectuate în 

laboratorul biochimie al Universităţii (în volum de 200 analize), iar rezultatele obţinute au permis de a argumenta 

efectul pozitiv şi avantajul metodei propuse fată de soluţia cea mai apropiată. Metoda propusă permite obţinerea 

macrofagelor peritoneale funcţionale cu un grad mai înalt de producere a oxidului nitric şi cu eficienţă mare de 

aderare la placă. La folosirea metodei descrise se micşorează timpul de efectuare a analizei de  1,5 ori, se măreşte 

sensibilitatea, precizia şi reproductibilitatea, în comparaţie cu soluţia cea mai apropiată. Aceasta permite de a 

determina mai precis activitatea de inhibiţie a producerii de oxid nitric de către macrofagele peritoneale, care 

reflectă efectele antiinflamatoare ale substanţelor testate, creşte productivitatea muncii şi efectul economic. Astfel, 

metoda propusă asigură stabilirea mai exactă a activităţii antiinflamatorii a substanţelor biologic active testate, 

metoda find cost-eficientă. 


