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(54) Metoda de apreciere a activitatii antiinflamatoare a substantelor biologic

active

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, biochimie si
farmacologie, in special la o metoda de
apreciere a activitatii antiinflamatoare a
substantelor biologic active prin determinarea
activitatii de inhibare a producerii de oxid
nitric de catre celulele macrofage.

Esenta inventiei constd in obtinerea
exudatului peritoneal cu continut de macrofage
peritoneale prin injectarea intraperitoneala unui
animal de laborator a solutiei de lectind din
Phytolacta americana, peste 72 ore se obtin
celulele, care se spald si se suspenda intr-un
mediu pentru culturi celulare ce contine
suplimentar ser fetal bovin, gentamicind si
fluconazol, apoi suspensia se transferd pe o
placa cu godeuri si se incubeaza in incubatorul
cu CO, la 37°C, timp de 2...4 ore, dupa care
celulele non-aderente se inlaturd, iar in fiecare
godeu a probelor de cercetat se adaugd un
mediu pentru culturi celulare ce contine

2
suplimentar ser fetal bovin, gentamicina,
fluconazol, lipopolizaharidd, metavanadat de
amoniu si dilutii diferite ale compusilor
cercetati, se pregatesc probele de control si de
referintd, apoi probele se amesteca si se
incubeaza in incubatorul cu CO; la 37°C, timp
de 24..48 ore, dupa care se transfera in
godeurile placii  fotometrice supernatant,
solutie de HgCl,, de clorurd de vanadiu si
reactivul Griess, se amesteca, se lasa la
intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se
masoara absorbanta la lungimile de unda de
540 nm si 630 nm, apoi se determind
activitatea de inhibitie a producerii de oxid
nitric.  Activitatea  antiinflamatoare  a
substantelor biologic active este apreciatd in
raport cu proba de referintd, cu cét este mai
mare activitatea de inhibitie a producerii
oxidului ~ nitric,c cu  atat  activitatea




antiinflamatoare a substantelor biologic active
este mai mare.

Revendicari: 1

(54) Method for assessing the anti-inflammatory activity of biologically active

substances

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine,
biochemistry and pharmacology, in particular
to a method for assessing the anti-
inflammatory activity of biologically active
substances by determining the activity of
inhibiting the production of nitric oxide by
macrophage cells.

Summary of the invention consists in
obtaining the peritoneal exudate comprising
peritoneal macrophages by intraperitoneally
administering to a laboratory animal a solution
of lectin from Phytolacta americana, after 72
hours cells are obtained, which are washed and
suspended in a cell culture medium,
additionally comprising fetal bovine serum,
gentamicin and fluconazole, then the
suspension is transferred to a plate with wells
and incubated in a CO> incubator at 37°C, for
2...4 hours, after which the non-adherent cells
are removed, and in each well in the test
samples is added a cell culture medium,
additionally comprising fetal bovine serum,

2
gentamicin, fluconazole, lipopolysaccharide,
ammonium metavanadate and test compounds
in various dilutions, are prepared the control
and comparative samples, then the samples are
mixed and incubated in the CO. incubator at
37°C, for 24...48 hours, after which
supernatant, HgCl,, vanadium  chloride
solution and Griss reagent are transferred into
the wells of the photometric plate, are mixed,
left in the dark at 25°C, for 30 min, after which
is measured the optical absorption at a
wavelength of 540 nm and 630 nm, then is
determined the nitric oxide production
inhibiting activity. The anti-inflammatory
activity of biologically active substances is
assessed in relation to the comparative sample,
the greater the nitric oxide production
inhibiting activity, the greater the anti-
inflammatory activity of biologically active
substances.
Claims: 1

(54) MeToa OleHKH NMPOTUBOBOCTIAINTEIbHOM AKTUBHOCTH OMOJIOTHYECKH

AKTHUBHbIX BeICCTB

(57) Pedepar:

W3o0pereHrie OTHOCHUTCS K MEIUIIMHE,
OvoxumMun ¥ (apMaKoIOTHH, B YaCTHOCTH K
METOy OLEHKH IPOTHBOBOCIAIUTEIHHON
AKTHBHOCTH OMOJIOrNYECcKH AKTHUBHBIX
BEIIECTB IIyTEM ONpENeNeHUs aKTHUBHOCTH
WHTHOMPOBaHMs  INPOAYLMPOBAHUS  OKCHAA
a30Ta MakpogaralbHBIMU KJIETKaMU.

CyImHOCT,  HM300pETEHUST  COCTOUT B
TIOYYEeHUH TIEPUTOHEATBbHOTO JKCCyAaTa C
CoJIep)KaHWEM IIEPUTOHEABHBIX Makpogaros
IyTeM BHYTPHUIIEPUTOHEAIFHOTO  BBE/ICHHMS
nabopaTopHOMY KHBOTHOMY pactBopa
nektuHa u3 Phytolacta americana, gepes 72
Yaca IOJy4aloT KJIETKH, KOTOpbIe IPOMBIBAIOT
U CYCHEH3MPYIOT B Cpefe Uil KJIETOYHBIX
KYJBTYP, cofiepKale  JIONOJHUTENBEHO
(eranbHyI0 OBIYBIO CHIBOPOTKY, TEHTAMHUIIUH U
(ITyKOHA3011, 3aTEM CYCIIEH3UIO TEPEHOCIT Ha
IUIAHIIET C JyHKaMu W MHKyOupyor B CO»-
nHky6atope mpu 37°C, B Teuenue 2...4 4acos,
TIOCJIe Yero Hea/lepeHTHbIE KIIETKH YIAISIOT, a
B KaXIyl0 JIYHKY B HCCIEAYeMBIX 00pasiax
JOOABISIIOT CpeAy Al KIETOYHBIX KYJIBTYP,
COJIEpIKaIllyl0  JIONOJIHUTENBHO  (DeTaJbHYIo

2
OBbIYBIO CHIBOPOTKY, T€HTaMHUIINH, (DIYKOHA30I,
JIUMONONKCAXapul, MeTaBaHaJaT aMMOHHUS U
HCCIIEAyeMble COEIUHEHHS B  Pa3JIMYHBIX
pa3BeleHUsIX, TOTOBSAT  KOHTPOJBHYIO |
CpPaBHHUTENBHYIO  MpOOBI, 3aTeM  NPOOBI
cMemmBalOT M uHKYyOMpytor B CO»-
nnkyb6atope mpu 37 °C, B Teuenue 24..48
4acoB, IIOCIE€ YEro TMEepeHOCAT B JYHKHU
(oTOMETpPHUYECKOr0 IUTAHIIETa CYyNEPHATaHT,
pacteop HgCl,, xmopun BaHamus u peareHt
I'pucca, mnepeMemmBarT, OCTaBISIOT B
temHoTe npu 25°C, B Teuenue 30 MuH, nocne
YEero M3MEpSIOT ONTUYECKOE MOrJIOLIeHue mpu
nnuHe BoymHbl 540 HM w630 HM, 3aTem
OIIPEJIENIAIOT ~ WHTUOWTOPHYIO — aKTHBHOCTB
TIPOIYIIUPOBAHHMS oKcuaa asora.
[IporuBoBOCHATTUTENBHYIO AKTHBHOCTD
OMOJIOrMYECKH aKTHBHBIX BEUIECTB OILIEHHBAIOT
B COOTHOIIEHHH CO CPaBHUTEIBHOW NpPOOOH,
4yeM Oonpllleé  aKTUBHOCTH WHTHOMPOBAHMS
MIPOAYIIMPOBAHMS OKCHZIA a30Ta, TeM OoJblle
MIPOTUBOBOCHAIIMTENbHAS aKTHBHOCTb
OMOJIOrMYeCKH aKTUBHBIX BEILIECTB.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicind, biochimie si farmacologie, in special la 0 metoda de apreciere a
activitatii antiinflamatoare a substantelor biologic active prin determinarea activitatii de inhibare a
producerii de oxid nitric de catre celulele macrofage.

In patogenia bolilor inflamatorii un rol important se atribuie oxidului nitric (NO) — molecule de
semnalizare care joaca un rol-cheie in patogeneza inflamatiei. NO este considerat un mediator pro-
inflamator puternic care induce inflamatia, atunci cand este produs in cantitati excesive, iar
inhibitorii producerii de oxid nitric manifestda un efect antiinflamator curativ semnificativ,
prevenind dezvoltarea leziunilor celulare si 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 actiune antiinflamatoare au limitari datoritd efectelor lor
adverse, toxice, de aceea sunt necesare cercetdri pentru gasirea unor noi medicamente cu efecte
puternice antiinflamatorii, dar fara efecte toxice pronuntate. Pentru a examina noi compusi
potentiali antiinflamatori sunt necesare metode noi sensibile cu specificitate inaltd disponibile
pentru selectarea substantelor cu proprietiti antiinflamatoare.

Sunt cunoscute metodele de apreciere in vitro a activitatii antiinflamatoare a substantelor
biologic active (SBA), care se bazeaza pe aprecierea gradului de inhibitie a proteinazei sau pe
determinarea capacitatii de inhibitie a denaturarii termice a albuminei la concentratii diferite [1].

Dezavantajul acestor metode consta in faptul ca activitatea antiinflamatoare a SBA se apreciaza
prin metode indirecte, in vitro, fard studierea influentei lor asupra celulelor implicate in procesele
inflamatorii, in special, celulelor imunitatii primare — celulelor macrofagale, fapt ce nu permite de
a aprecia obiectiv activitatea antiinflamatoare a SBA testate din cauza specifitatii si preciziei joase
a metodelor indicate.

Cea mai apropiatd dupa esentd si rezultatul obtinut este metoda de apreciere a activitatii
antiinflamatoare a substantelor biologic active, care se bazeaza pe determinarea activitatii lor de
inhibare a producerii de oxid nitric de catre macrofagele peritoneale ale animalelor de laborator si
care constd in obtinerea exudatului peritoneal ce contine celule macrofage dupa administrarea
BCQG, spalarea si suspendarea lor ulterioard intr-un mediu de culturd, transferarea celulelor pe o
placad cu multe godeuri si incubarea intr-un incubator cu CO,, apoi celulele non-aderente se
inlatura prin spéldri repetate, iar celulele macrofage aderente se cultivd in mediul de culturd ce
contine lipopolizaharide (LPS) cu sau fara compusii testati, ulterior se determina cantitatea de NO
sintetizat de catre macrofagele peritoneale si se calculeaza procentul de inhibitie a producerii de
NO [2].

Dezavantajele acestei metode sunt sensibilitatea, precizia si reproductibilitatea nesatisficatoare
a metodei, din aceste considerente metoda propusa nu asigura stimularea suficientd a activitatii de
producere a oxidului nitric de catre celulele macrofage. Un alt impediment al metodei consta in
aceea ca nu asigura determinarea tuturor derivatilor oxidului nitric, care se formeaza la realizarea
metodei, deoarece oxidul nitric este un compus instabil, fiind metabolizat in diversi derivati (NO,
NOs, nitrozotioli).

Problema pe care o rezolva inventia constd in optimizarea conditiilor de efectuare a metodei
care sa asigure stimularea activitatii de producere a oxidului nitric de catre celulele macrofage, fapt
ce ar permite marirea reproductibilitatii metodei si depistarea mai precisa a activitatii de inhibitie a
producerii de oxid nitric la compusii testati la realizarea metodei. Un alt avantaj al metodei consta
in aceea cd asigura determinarea NO si a tuturor derivatilor oxidului nitric care se formeaza la
realizarea metodei (NO2, NOs, nitrozotiolii), ceea ce permite depistarea mai precisa a activitatii de
inhibitie a producerii de oxid nitric.

Esenta inventiei constd in aceea ca se obtine exudat peritoneal cu continut de macrofage
peritoneale prin injectarea intraperitoneala unui animal de laborator a solutiei de lectind din
Phytolacta americana, peste 72 ore cavitatea abdominald se spald cu o solutie calda sterild de
tampon fosfat salin cu pH-ul 7,2...7,4 si se colecteazd celulele exudatului peritoneal, care se
centrifugheazad la 450...500 rot./min, timp de 7...10 min, sedimentul obtinut se suspenda intr-un
mediu pentru culturi celulare ce contine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8pg/ml gentamicina si
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2,5 pg/ml fluconazol, se aduce concentratia macrofagelor pani la (5,0...10,0)x10° macrofage/ml,
apoi cultura celulara de macrofage se transfera pe o placd cu godeuri cu concentratia finala de
(5,0... 10,0)x10* macrofage/per godeu si se incubeazi in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 2...4
ore, dupa care celulele non-aderente se inlaturd prin spalari repetate cu solutie de tampon fosfat
salin cu pH-ul 7,2...7,4, apoi in fiecare godeu al probelor de cercetat se adauga cate 90 ul de mediu
pentru culturi celulare ce contine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8§ pg/ml gentamicina, 2,5
ug/ml fluconazol, 10...15 pg/ml lipopolizaharida, 4,0...16,0 pmol/ml metavanadat de amoniu si
dilutiile compusilor cercetati, probele de control si de referinta se monteaza la fel, avand in loc de
dilutii ale compusilor cercetati o cantitate echivalenta de un diluant si, respectiv, un compus de
referinta, probele se amesteca si se incubeaza in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 24...48 ore,
dupd care se transferd in godeurile placii fotometrice cate 75 ul de supernatant, 20 ul de solutie
2,5...5,0 mmol/l de HgCly, 75 ul solutie 45...65 mmol/l de clorura de vanadiu in 1 M HCI si cate
75 wl reactivul Griess, se amesteca, se lasd la intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se
masoara absorbanta la lungimile de unda de 540 nm si 630 nm, apoi se determina activitatea de
inhibitie a producerii de oxid nitric, conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.

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

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm,

Abs. 540 k si Abs. 630 k —absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm,

totodata activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este apreciata in raport cu
proba de referinta si cu cat este mai mare activitatea de inhibitie a producerii oxidului nitric, cu
atat activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este mai mare.

La realizarea metodei de apreciere a activitatii antiinflamatoare a substantelor biologic active in
baza determinarii inhibitiei producerii de oxid nitric de catre macrofagele peritoneale se mareste
sensibilitatea, precizia si reproductibilitatea determindrilor, se micsoreaza chieltuielile de reagenti,
creste productivitatea muncii. Metoda propusd permite de a depista mai precis modificarile
activitatii de inhibitie a producerii de oxid nitric la testarea compusilor biologic activi. Un alt
avantaj al metodei constd in aceea cd asigura determinarea NO si a tuturor derivatilor oxidului
nitric care se formeaza la realizarea metodei (NO,, NOs, nitrozotioli), ceea ce permite depistarea
mai precisa a activitatii de inhibitie a producerii de oxid nitric.

Metoda se efectueaza in modul urmaétor si constd in obtinerea exudatului peritonial ce contine
macrofage peritoneale de la animalele de laborator, atasarea macrofagelor peritoneale la godeurile
placii pentru culturi celulare, activarea macrofagelor peritoneale si incubarea lor cu compusii
biologici activi cercetati, dupa care se determind activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric.
Pentru obtinerea exudatului peritonial ce contine macrofage peritoneale de la animalele de
laborator - sobolanii albi, carora li se injecteazd intraperitoneal cate 0,6...1,2 pg/g masa corporald
lectina din Phytolacta americana, dizolvata in 2 ml solutie sterild de tampon fosfat salin (PBS) cu
pH-ul 7,2...7,4, peste 72 ore cavitatea abdominald se spald cu o solutie sterila de tampon fosfat
salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4, incalzitd in prealabil pana la 37°C, se colecteaza celulele exudatului
peritoneal intr-un tub steril, dupa care continutul tubului se centrifugheaza la 450...500, timp de
7...10 min, supernatantul se arunca, iar sedimentul obtinut se suspenda in mediul pentru culturi
celulare (RPMI - 1640, DMEM) ce contine suplimentar 5..10% ser fetal bovin, 8ug/ml
gentamicina si 2,5 pg/ml fluconazol, se numard macrofagele si se aduce concentratia lor pana la
5,0...10,0x10° macrofage/ml de suspensie; apoi, pentru atasarea macrofagelor in godeurile plicii
sterile pentru culturi celulare cu 96 de godeuri se toarnd suspensia de macrofage peritoneale ce
contine 5,0...10,0x10° macrofage/ml pand la concentratia finald de 5,0... 10,0x10* macrofag/per
godeu si se incubeaza in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 2...4 ore intr-o atmosfera de 2,5%
CO, dupa care celulele non-aderente se inlatura prin spalari repetate cu PBS cu pH-ul 7,2...7,4.
Pentru activarea macrofagelor peritoneale si incubarea lor cu compusii biologici activi cercetati, in
fiecare godeu ce contine celule aderente in probele de cercetat se adauga cate 0,1 ml de mediu
pentru culturi celulare (RPMI - 1640, DMEM) ce contine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8
pg/ml gentamicind, 2,5 pg/ml fluconazol, 10...15 pg/ml lipopolizaharida (LPS), 4,0...16,0 pmol/ml
metavanadat de amoniu si dilutiile compusilor cercetati cu o anumitd concentratie; probele de
control se monteaza la fel, dar in loc de dilutii ale compusilor cercetati se toarna o cantitate
echivalenta de diluant (solutie fiziologicd, etanol, DMSO etc.), se amesteca si se incubeaza in
incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 24...48 ore intr-o atmosferd de 2,5 % CO2; dupa incubare,
pentru determinarea activitatii de inhibitie a producerii de oxid nitric se transfera in godeurile
placii fotometrice cu 96 de godeuri cite 75 ul de supernatant, se adaugd cate 20 ul de solutie
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2,5...5,0 mmol/l de HgCl, (concentratia finala de 0,53...1,05 mmol/l), apoi cate 75 ul solutie
45...65 mmol/l de clorura de vanadiu in 1 M HCI (concentratia finala 19,85...28,50 mmol/1) si
cate 75 pl reactiv Griess (1% sulfanil-amida, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamina in 2,5% H3POs),
se amestecd, se lasa la intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se masoara absorbanta la
lungimea de unda de 540 nm si 630 nm (filtrul de referintd), apoi se determind activitatea de
inhibitie a producerii de oxid nitric, in %, conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.
540pr — Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k — Abs. 630 k)] x 100 , unde:

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm.

Abs. 540 k si Abs. 630 k —absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm.

Totodata activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este apreciatd in raport cu
proba de referintd, cu cat este mai mare activitatea de inhibitie a producerii oxidului nitric, cu atat
si activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este mai mare.

determindrii activitatii lor de inhibitie a producerii de oxid nitric. Rezultatul tehnic se obtine
datorita crearii conditiilor ce asigurd suplimentar stimularea activitatii de producere a oxidului
nitric de catre celulele macrofage si a faptului cd metoda propusa asigura determinarea NO si a
tuturor derivatilor oxidului nitric care se formeaza la realizarea metodei (NO2, NOs, nitrozotioli).

Exemplul 1

Pentru obtinerea macrofagilor peritoneali se injecteazd intraperitoneal per sobolan cate 0,6
ug/g masa corporald de lectind din Phytolacta americana, dizolvata in 2 ml de solutie de 10
mmol/l tampon fosfat salin, pH 7,2...7,4. Peste 72 ore duid o anestezie cu izofuran cavitatea
abdominald a sobolanului se spald de 2 ori cu 10...15 ml solutie sterild incalzitd pana la 37°C de 10
mmol/l tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4 se colecteaza celulele exudatului peritoneal
intr-un tub steril de 50 ml. Continutul tubului se centrifugheaza la 450...500 rot/min, timp de 7
min. Supematantul se arunca, iar sedimentul obtinut se suspenda in mediul de cultura RPMI - 1640
ce contine 5% ser fetal bovin, 8 pg/ml gentamicina si 2,5 pg/ml fluconazol, se numara
macrofagele si se aduce concentratia lor pand la 5,0x10° macrofage/ml de suspensie; apoi pentru
atagsarea macrofagelor pe suprafata godeurilor placii sterile pentru culturi celulare cu 96 de godeuri
se toarnd cate 100 pl de suspenzie de macrofage peritoneale ce contine 5,0x10° macrofage/ml
(concentratia finald fiind de 5,0x10* macrofage/per godeu) si se incubeazi in incubatorul cu CO;
la 37°C, timp de 2..4 ore intr-o atmosfera de 2,5% CO», dupad care celulele non-aderente se
inlatura prin spalaturi repetate (cel putin de 2 ori) cu solutie PBS cu pH-ul 7,2...7,4 incalzitd pana
la 37°C. Apoi pentru activarea macrofagelor peritoneale in fiecare godeu ce contine celule
aderente se adauga cate 90 ul de mediu pentru culturi celulare RPMI-1640, ce contine suplimentar
5% ser fetal bovin, 8 pg/ml gentamicina si 2,5 pg/ml fluconazol, 10 pg/ml lipopolizaharida (LPS)
si 4,0 umol/ml de metavanadat de amoniu. Dupa aceasta in probele de cercetat se toarna cate 10 pl
dilutii ale compusului VPM1 cu concentratia de 1000, 100, 10 mM/1 (concentratia finalad - 100, 10
si 1,0 mM/1), iar probele de control se monteaza la fel, dar in loc de solutii ale compusului VPM1
se toarna o cantitate echivalenta de diluant - 10 pl solutie fiziologicd, se amesteca si se incubeaza
in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 24 ore intr-o atmosfera de 2,5% CO,. Dupa incubare,
pentru determinarea activitatii de inhibitie a producerii de oxid nitric, se transferd in godeurile
placii fotometrice cu 96 de godeuri cate 75 ul de supernatant, se adauga cate 20 ul solutie 2,5
mmol/l de HgCl; (concentratia finala de 0,53 nunol/l), se agita 15...20 s, apoi in toate godeurile se
toarna cate 75 pl solutie 45 mmol/l de clorurda de vanadiu in 1 M HCI (concentratia finala 19,85
mmol/l) si cate 75 ul reactiv Griess (1% sulfanil-amida, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamind in
2,5% H3POs), se amesteca 15...20 s se lasa la intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se
masoara absorbanta la lungimea de unda de 540 nm si 630 nm (filtrul de referintd), apoi se
determina activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in %, conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.
540pr — Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k — Abs. 630 k)] x 100 , unde:

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm.

Abs. 540 k si Abs. 630 k —absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm.
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La masurarea absorbantei S-a obtinut:

Absorbanta (A) la 540 nm* Concentratiile substantei testate
VPM1 (uM/1)
1,0 10,0 100,0
Abs. probei de cercetat (Absyr) 0,197 0,166 0,134
Abs. probei de control (Absy) 0,254 0,265 0,273
Abs. probei de referinta - - - 0,128
indometacina
Absorbanta (A) la 630 nm*
Abs. probei de cercetat (Absyr) 0,038 0,044 0,059
Abs. probei de control (Absy) 0,042 0,061 0,077
Abs. probei de referinta - - - 0,036
indometacina

Nota: *- sunt prezentate valorile medii a 2 determinari paralele ale absorbantei.

Calculul se efectueaza conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.
540pr — Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k — Abs. 630 k)] x 100, unde:

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm.

Abs. 540 k si Abs. 630 k — absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm.

Astfel,

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 1,0 uM/l) = [(0,254-
0,042) - (0,197-0,038)] / [(0,254 - 0,042] x 100 = 25,0%.

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 10,0 uM/l) = [(0,265 —
0,061) - (0,166 - 0,044)] / [(0,265 - 0,061)] x 100 = 40,2%.

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 100,0 uM/I) = 1(0,273 -
0,077) - (0,134 - 0,059)] / [(0,273 - 0,077)] x 100 = 61,7%.

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru indometacind concentratia 100,0
uM/I) = [(0,273 - 0,077) - (0,128 - 0,036)] / [(0,273 - 0,077) ] x 100 = 53,1%.

La testarea compusului VPM1 s-a stabilit cad aceasta posedd o activitate antiinflamatorie
moderata, manifestatd prin inhibitia moderata a producerii de oxid nitric la diferite concentratii.

Procentul de inhibitie maxima la concentratia de 100,0 uM/I pentru compusul VPM1 constituie
61,7%, pe cand indometacina la concentratia de 100 uM/l a prezentat o inhibitie maxima de
53,1%.

Exemplul 2

Pentru obtinerea macrofagelor peritoneale se injecteaza intraperitoneal per sobolan cate 1,2
ug/g masa corporald de lectina din Phytolacta americana, dizolvata in 2 ml solutie de 10 mmol/1
tampon fosfat salin, pH 7,2...7,4. Peste 72 ore dupa o anestezie cu izofuran cavitatea abdominala a
sobolanului se spald de 2 ori cu 10...15 ml solutie sterila incalzitd pana la 37°C de 10 mmol/l
tampon fosfat salin (PBS) cu pH-ul 7,2...7,4 si se colecteaza celulele exudatului peritoneal intr-un
tub steril de 50 ml. Continutul tubului se centrifugheaza la 450...500 rot./min, timp de 10 min.
Supernatantul se aruncd, iar sedimentul obtinut se suspendd in mediul de cultura DMEM ce
contine 10% ser fetal bovin, 8 pug/ml gentamicina si 2,5 pg/ml fluconazol, se numara macrofagele,
se aduce concentratia lor pand la 10,0x10° macrofage/ml de suspensie; dupd care pentru atasarea
macrofagelor in godeurile placii sterile pentru culturi celulare se toarna cate 100 pl suspenzie de
macrofage peritoneale ce contine 10,0x10° macrofage/ml (concentratia finali de 10,0x10*
macrofage/per godeu) si se incubeazd in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 4 ore intr-o
atmosferd de 2,5% COy, dupa care celulele non-aderente se inldtura prin spélari repetate (cel putin
de 2 ori) cu solutie PBS cu pH-ul 7,2...7,4 incalzita pana la 37°C. Apoi pentru activarea
macrofagelor peritoneale in fiecare godeu ce contine celule aderente se adauga cate 90 ul de mediu
pentru culturi celulare DMEM, ce contine suplimentar 10% ser fetal bovin, 8 pg/ml gentamicina si
2,5 pg/ml fluconazol, 15 pg/ml lipopolizaharida (LPS) si 16,0 pmol/ml metavanadat de amoniu.
Dupa aceasta in probele de cercetat se toarna cate 10 ul dilutii in DMSO ale compusului testat
VPM?2 cu concentratia de 1000,0; 100,0 si 10,0 mM/l (concentratia finala — 100,0; 10,0 si 1,0
mM/1), probele de control se monteaza la fel, dar in loc de dilutii ale compusului VPM2 se toarna
o cantitate echivalentd de diluant - 10 ul DMSO, se amesteca si se incubeaza in incubatorul cu
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CO; la 37°C, timp de 48 ore intr-o atmosfera de 2,5% CO,. Dupa incubare pentru determinarea
activitatii de inhibitie a producerii de oxid nitric se transfera in godeurile placii fotometrice cu 96
de godeuri cate 75 ul de supernatant, se adaugda cate 20 ul solutie 5,0 mmol/l de HgCl,
(concentratia finala 1,05 mmol/l), se agita 15...20 s, apoi in toate godeurile se toarnd cate 75 pl
solutie de 65 mmol/l de clorura de vanadiu in 1 M HCI (concentratia finala 28,50 mmol/l), cate
75 wl reactiv Griess (1% sulfanil-amida, 0,1% de N-(1-naftil)etilenediamind in 2,5% HsPOs), se
amestecd 15...20 s se lasa la intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se masoara absorbanta la
lungimea de unda de 540 nm si 630 nm (filtrul de referintd), apoi se determind activitatea de
inhibitie a producerii de oxid nitric, in %, conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.
540pr — Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k — Abs. 630 k)] x 100 , unde:

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm.

Abs. 540 k si Abs. 630 k — absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm.

La masurarea absorbantei s-a obtinut:

Absorbanta (A) la 540 nm* Concentratiile substantei testate
VPM2 (uM/1)

1,0 10,0 100,0
Abs. probei de cercetat (Absyr) 0,173 0,108 0,099
Abs. probei de control (Absy) 0,242 0,262 0,284
Abs. probei de referinta - indometacina - - 0,123
Absorbanta (A) la 630 nm*
Abs. probei de cercetat (Absyr) 0,048 0,055 0,068
Abs. probei de control (Absy) 0,052 0,064 0,081
Abs. probei de referinta - indometacina - - 0,032

Nota: *- sunt prezentate valorile medii a 2 determinari paralele ale absorbantei.

Calculul se efectueaza conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.
540pr — Abs. 630pr)] / [(Abs. 540 k — Abs. 630 k)] x 100 , unde:

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm.

Abs. 540 k si Abs. 630 k — absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm.

Astfel,

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 1,0 pM/I) =

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

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 10,0 uM/l) = [(0,262 -
0,064) - (0,108 - 0,055)] / [(0,262 - 0,064)] x 100=73,2%.

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru concentratia 100,0 uM/l) = [(0,284 -
0,081) - (0,099 - 0,068)] / [(0,284 - 0,081)] x 100 = 84,7%.

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric (pentru indometacind concentratia 100,0
puM/1) =1(0,284 - 0,081) - (0,123 - 0,032)] / [(0,284 - 0,081)] x 100= 55,2%.

La testarea compusului VPM2 s-a stabilit cd acesta posedd o activitate antiinflamatorie
puternica manifestata prin inhibitia considerabila a producerii de oxid nitric la diferite concentratii.
Procentul de inhibitie maxima la concentratia de 100,0 uM/l pentru compusul VPM2 constituie
84,7%, pe cand substanta de referinta - indometacina a prezentat o inhibitie maxima de 55,2% la
concentratia de 100,0 uM/1. Astfel, cu cat procentul de inhibitie a oxidului nitric este mai mare, cu
atat activitatea antiinflamatorie a substantelor testate este mai Inaltd. Analogic exemplelor de mai
sus au fost cercetate si alte concentratii ale solutiei de lectina din Phytolacta americana (0,4...4,0
ng/g masa corporald), ale solutiei de lipopolizaharida (2,0...20 pg/ml), ale solutiei de metavanadat
de amoniu (2,0...32,0 umol/ml); ale solutiilor de HgClz, MnCl,, NiCl,, CuCl, CoCl; (1,25...20,0
mmol/l) (concentratia finald - 0,26...4,2 mM/l), a solutiei de clorurd de vanadiu in 1 M HCI
(15...100,0 mmol/l) (concentratia finald - 1,76...11,8 mMY/I). Pentru obtinerea suspensiei de
macrofage peritoneale si activarea lor au fost testate mediile de cultura — RPMI - 1640, Eagle,
DMEM, suspensia celulara de macrofage peritoneale a fost colectata dupa 12..120 ore.
Experientele au permis de a stabili limitele concentratiei optime a solutiei de lectina din Phytolacta
americana (0,6...1,2 pg/g masa corporald); timpul optim de colectare a suspensiei celulare
peritoneale de macrofage - 72 ore; mediile de cultura optimale (RPMI - 1640 si DMEM - Eagle
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modificat dupa Dulbecco); ale concentratiilor de lipopolizaharida (LPS) - 10..15 pg/ml, de
metavanadat de amoniu - 4,0...16,0 umol/ml; a solutiei de HgCl, - 2,5...5,0 mmol/l (concentratia
finald 0,53...1,05 mmol/l), a solutiei de clorurd de vanadiu in 1 M HCI - 45,0...65,0 mmo1l/I
(concentratia finala 19,85...28,50 mmol/l) pentru obtinerea efectului pozitiv. Analizele au fost
efectuate in laboratorul biochimie al Universitatii (in volum de 200 analize), iar rezultatele
obtinute au permis de a argumenta efectul pozitiv si avantajul metodei propuse fatd de solutia cea
mai apropiatd. Metoda propusa permite obtinerea macrofagelor peritoneale functionale cu un grad
mai inalt de producere a oxidului nitric si cu eficientd mare de aderare la placd. La folosirea
metodei descrise se micsoreaza timpul de efectuare a analizei de 1,5 ori, se mareste sensibilitatea,
precizia si reproductibilitatea, in comparatie cu solutia cea mai apropiatd. Aceasta permite de a
determina mai precis activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric de cdtre macrofagele
peritoneale, care reflecta efectele antiinflamatoare ale substantelor testate, creste productivitatea
muncii si efectul economic. Astfel, metoda propusd asigura stabilirea mai exactd a activitaii
antiinflamatorii a substantelor biologic active testate, metoda find cost-eficienta.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Jorge Carlos Ruiz-Ruiz, Angel Jesus Matus-Basto, Pablo Acereto-Escoffie, Maira Rubi Segura-
Campos. Antioxidant and anti-inflammatory activities of phenolic compounds isolated from
Melipona beecheii honey. Food and Agricultural Immunology, 2017, 28 (6), p. 1424-1437

2. Ruch, R.J., Cheng, S.J., Klaunig, J.E. Prevention of cytotoxicity and inhibition of intracellular
communication by antioxidant catechins isolated from Chinese green tea. Carcinogenesis, 1989,
10, p. 1003-1008

(57) Revendicari:

Metoda de apreciere a activitatii antiinflamatoare a substantelor biologic active, care consta in
aceea cd se obtine exudat peritoneal cu continut de macrofage peritoneale prin injectarea
intraperitoneald unui animal de laborator a solutiei de lectind din Phytolacta americana, peste 72
ore cavitatea abdominald se spala cu o solutie calda sterilda de tampon fosfat salin cu pH-ul 7,2...7,4
si se colecteaza celulele exudatului peritoneal, care se centrifugheaza la 450...500 rot./min, timp de
7...10 min, sedimentul obtinut se suspenda intr-un mediu pentru culturi celulare ce contine
suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8ug/ml gentamicina si 2,5 ug/ml fluconazol, se aduce
concentratia macrofagelor pand la (5,0...10,0)x10° macrofage/ml, apoi cultura celulard de
macrofage se transferi pe o placd cu godeuri cu concentratia finali de (5,0... 10,0)x10*
macrofage/per godeu si se incubeaza in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 2...4 ore, dupa care
celulele non-aderente se inlatura prin spalari repetate cu solutie de tampon fosfat salin cu pH-ul
7,2...7,4, apoi in fiecare godeu al probelor de cercetat se adauga cate 90 pl de mediu pentru culturi
celulare ce contine suplimentar 5...10% ser fetal bovin, 8 pg/ml gentamicing, 2,5 pg/ml
fluconazol, 10...15 pg/ml lipopolizaharida, 4,0...16,0 pmol/ml metavanadat de amoniu si dilutiile
compusilor cercetati, probele de control si de referinta se monteaza la fel, avand in loc de dilutii
ale compusilor cercetati o cantitate echivalentd de un diluant si, respectiv, un compus de referinta,
probele se amesteca si se incubeaza in incubatorul cu CO- la 37°C, timp de 24...48 ore, dupa care
se transfera in godeurile placii fotometrice cate 75 ul de supernatant, 20 ul de solutie 2,5...5,0
mmol/l de HgCl,, 75 pl solutie 45...65 mmol/l de clorurda de vanadiu in 1 M HCI si cate 75 pl
reactivul Griess, se amesteca, se lasa la intuneric la 25°C, timp de 30 min, dupa care se masoara
absorbanta la lungimile de unda de 540 nm si 630 nm, apoi se determina activitatea de inhibitie a
producerii de oxid nitric, conform formulei:

Activitatea de inhibitie a producerii de oxid nitric, in % = [(Abs. 540 k — Abs. 630 k) - (Abs.

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

Abs. 540 pr si Abs. 630 pr — absorbanta probelor de cercetat la 540 si, respectiv, 630 nm,

Abs. 540 k si Abs. 630 k — absorbanta probelor de control la 540 si, respectiv, 630 nm,

totodata activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este apreciata in raport cu
proba de referinta si cu cat este mai mare activitatea de inhibitie a producerii oxidului nitric, cu
atat activitatea antiinflamatoare a substantelor biologic active este mai mare.
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