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ADNOTARE

Gutu Ina, ,,Proprietatile antiinflamatoare ale preparatelor de origine entomologica”, teza

de doctor in stiinte medicale, 314.01- Farmacologie si farmacologie clinica, Chisinau 2023
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii, recomandari, bibliografie - 200 surse, anexe -
12, 126 pagini text, 30 tabele, 27 de figuri. Rezultatele au fost publicate in 11 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: entomologic, imuheptin, imupurin, citokine, antiinflamator, antioxidant.
Scopul studiului: evaluarea proprietatilor antiinflamatorii ale imuheptinului si imupurinului,
evidentierea posibilelor mecanisme ale actiunii antiinflamatoare si perspectivelor de studiu
clinic.
Obiectivele cercetarii: screening-ul in vitro si in vivo a proprietatilor antiinflamatorii ale
preparatelor de origine entomologicad autohtone; studiul influentei imuheptinului si imupurinului
asupra inflamatiei induse de lipopolizaharide; cercetarea actiunii imupurinului si imuheptinului
asupra proceselor exudative si proliferative ale inflamatiei; aprecierea influentei imuheptinului si
imupurinului asupra nivelului markerilor procesului inflamator si parametrilor sistemului pro- si
antioxidant; evidentierea posibilelor mecanisme ale actiunii antiinflamatoare si perspectivelor de
utilizare clinica a imuheptinului si imupurinului.
Noutatea si originalitatea stiintifici a cercetirii: s-au obtinut date noi referitor la efectul
membranostabilizator si antioxidant, influentei asupra markerilor inflamatiei si sistemului pro- si
antioxidant ale imuheptinului si imupurinului. Au fost definite posibilele mecanisme de actiune
ale efectului antiinflamator si perspectivele studiului clinic ale imuheptinului si imupurinului.
Problema stiintifici importanta solutionata in teza: s-au obtinut date referitoare la actiunea
antiinflamatoare a imupurinului si imuheptinului, ce dezvolta directia stiintifica — farmacologia
preparatelor de origine entomologica.
Semnificatia teoreticd a lucrarii: s-au obtinut date referitoare la influenta imuheptinului si
imupurinului asupra sistemului de citokine, proceselor exudative si proliferative ale inflamatiei,
corelatiei dintre procesul inflamator si sistemul pro- si antioxidant pe modele de inflamatie.
Valoarea aplicativi a cercetarii: imuheptinul si imupurinul au demonstrat proprietati
antiinflamatorii, cu unele particularitati comparativ cu AINS si (proprietdtile antioxidante,
influenta mai beneficd asupra proceselor proliferative) si AIS (modularea citochinelor pro-si
antiinflamatorii, influentarea stresului oxidativ), posibil, datoritdi componentei variate de
substante biologic active si proprietatilor imunotrope.
Implementarea in practica: date despre proprietdatile antiinflamatorii ale imuheptinului si
imupurinului au fost implementate in procesul de studiu la disciplinele farmacologie si

farmacologie clinica, iar metodele de investigatii in procesul de cercetare.
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ANNOTATION

Gutu Ina, ,,The antiinflamatory properties of the entomological preparations", PhD thesis

in medical science, pharmacology and clinical pharmacology - 314.01, Chisinau 2023.
Structure of the thesis: introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography of 200 titles, 12 annexes, illustrated by 30 tables, 27 figures and has 126 pages of
basic text. The results obtained were published in 11 scientific papers.
Key words: entomological, imuheptin, imupurin, cytokines, antiinflammatory, antioxidant.
The research aims: to evaluate the anti-inflammatory properties of imuheptin and imupurin and
determine the possible mechanisms of anti-inflammatory action and clinical study perspectives.
Research objectives: in vitro and in vivo screening of the anti-inflammatory properties of
entomological preparations; the study of the influence of imuheptin and imupurin on
inflammation induced by lipopolysaccharides, the exudative and proliferative phases of
inflammation; assessing the impact of imuheptin and imupurin on inflammatory markers and the
parameters of the pro- and antioxidant system; highlighting the possible mechanisms of their
anti-iinflammatory action and the prospects for clinical use of imuheptin and imupurin.
Scientific novelty and originality of the research: new data were obtained regarding the
membrane-stabilizing and antioxidant effect, the influence on inflammation markers and the pro-
and antioxidant system of imuheptin and imupurin. The possible mechanisms of action of the
anti-inflammatory effect and the clinical trial prospects of imuheptin and imupurin were defined.
The scientific problem important solved: data were obtained regarding the anti-inflammatory
activity of imupurin and imuheptin, which develops the scientific direction - the pharmacology
of preparations of entomological origin.
The theoretical significance of the study: data were obtained regarding the influence of
imuheptin and imupurin on the cytokine system, the exudative and proliferative processes of
inflammation and the correlation between the inflammatory process and the pro- and antioxidant
system on models of inflammation.
The applicative value of research: imuheptin and imupurin have demonstrated anti-
inflammatory properties, with some particularities compared to NSAIDs (antioxidant properties,
more beneficial influence on proliferative processes) and AIS (modulation of pro- and anti-
inflammatory cytokines, regulation of oxidative stress), possibly due to the varied composition
of biologically active substances and immunotropic properties.
Implementation of the scientific results: facts on the anti-inflammatory properties of imuheptin
and imupurin were implemented in the study process in the disciplines of pharmacology and

clinical pharmacology, and investigation methods in the research process.
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PE3IOME
AMCCEPTAIMM HA COMCKAHUE YYEHOH CTeNneHH J0KTopa Meauunckux Hayk ['yny UHHBI,
«IIpoTnBOBOCHIATUTEIbHBIE CBOMCTBA NMPENAapaTOB JHTOMOJIOTHYECKOr0 IPONCXO0KICHUS»,
314.01- ®dapmakosorus u KiInHu4eckas gpapmaxosorus, Kummues 2023
CTpyKTypa AuccepTallMu: BBeJICHHE, 4 TJIaBbl, BHIBOJIBI, peKoMeHAanuu, oubmuorpadus — 200
UCTOYHUKOB, 126 cTpanull Tekcta, npuwiokeHuit — 12, 30 Tabmuu, 27 pucyHkoB. Pe3ynbraThi
ony6nukoBanbl B 11 paborax.
KiaroueBbie cjioBa: HTOMOJIOIMYECKHH, UMYTEITHH, UMYITypHH, LUTOKUHBI,
IPOTUBOBOCHIATIMTENIbHbIN, aHTHOKCHIAHTHBIH.
Leap wuccienoBaHMsi: HUCCIEJOBAaHHE IPOTUBOBOCHAIMTEIbHBIX CBONCTB HMYIeNTUHA U
UMYIIYpUHA, BBISBICHHUE BO3MOXKHBIX MEXAaHU3MOB IPOTHUBOBOCHAINUTENBHOIO JEHCTBUS U
NEPCIEKTUB KIMHUYECKOTO IPUMEHEHUS.
3amaum WccaeI0BAaHMA: CKPUHUHT IN VILr0 u IN VIVO NpPOTHBOBOCHAIHUTEIBHBIX CBOWCTB
IpenapaToB 3SHTOMOJIOTHYECKOTO IPOUCXOXKIEHHs; H3YYCHHE BIMAHUSA UMYTENTHHA U
UMYIypUHA Ha BOCHAJ€HHE, WHAYLUPOBAaHHOE JIMIIONOJIMCAXapuJaMM; M3ydeHHUE BIUSHUS Ha
9KCCYJaTUBHblE W TNpOaU(EepaTUBHbIE IPOLECCHl; OIpPEJIeJIeHUEe BIUSHUS HMYrenTHHA WU
UMYIypUHa Ha YPOBEHb MapKEpOB BOCHAJUTENBHOIO Ipollecca M IOKa3aTelau Mpo- U
AQHTUOKCHUJIAaHTHOW CHCTEMBI; BBISBIIEHUE BO3MOXHBIX MEXAaHHU3MOB INPOTHBOBOCHAIUTEIHHOIO
s deKTa 1 NepCHeKTHBBl KIIMHUIECKOTO TPUMEHEHHS.
HoBu3Ha W HayyHash OPHIMHAJIBHOCTH MCCJIEIOBAHUSA: I[IOJIyY€Hbl HOBBIE JIaHHBIE O
MeMOPaHOCTAOMIN3UPYIOIIEM W AaHTHOKCHIAHTHOM JCWCTBUM UMYTENTHHA M HMYIypUHA, O
BIMSIHUM Ha MapkEépbl BOCHAJEHMs, Ha IPO- M aHTHOKCUIAHTHYIO cucremy. OnpezneneHbl
BO3MOXHBIE MEXaHU3Mbl JAEHUCTBUS IMPOTHUBOBOCHAIUTEIBHOIO 3(p(dexkra U NepCreKTUBbI
KIIMHUYECKUX MCCIIEJOBAaHUM UMYTEIITUHA U UMYITypHHA.
Pemennasi Hay4yHasi 3aJa4a: IOJy4YeHBl JAHHBIE O INPOTHMBOBOCHAINUTEIBHOM JEHCTBUU
UMYIypUHA U UMYTENITHHA, YTO PACUIMPAET Hay4YHOE HalpaBieHHE - (papMaKoIorus IpernapaToB
HSHTOMOJIOTHYECKOTO MPOUCXOKICHHSI.
Teopernueckass 3HAYMMOCTH: HAa MOJENSAX BOCHAJICHMS] IOJY4YEHBI JIAaHHBIE O BIUSHUU
UMYTENTHHA M MMYIypHHA Ha IIUTOKHMHOBYIO CHUCTEMY, 3KCCYAAaTUBHBbIE M IMpojudepaTuBHbIE
IIPOLIECCHI, B3AUMOCBS3b BOCIAIIMTEILHOTO IIPOLIECCa C NPO- U aHTUOKCUIAHTHON CUCTEMOM.
IIpuknagHoe 3HA4YeHWe: UMYIeNTMH W UMYINYpPUH NPOAEMOHCTPUPOBAIN  IPOTHBO-
BOCTIAJIUTENbHbIE CBOWCTBA, C HEKOTOPbIMM OCOOEHHOCTSIMM 10 cpaBHeHuto c HIIBII
(aHTHOKCUJAHTHBIE CBOICTBa, OoJiee BhIpaXKEHHOE BIIMSHUE HA MposindepaTUBHbIE MPOLIECCHI) U
CIIBII (Moxymsitiusi Tpo- ¥ MPOTHBOBOCHAMTENBHBIX [IMTOKMHOB, BIMSHUE HAa OKUCIUTEIHHBIN
cTpecc), BOBMOXKHO, Ojarogaps coctaBy OMOJIOrMYECKH aKTUBHBIX BEUIECTB U UMMYHOTPOIHBIX
CBOMCTB.
BHenpenune Hay4yHBIX Ppe3yJbTaTOB. JAaHHBIE O INPOTHMBOBOCHAIMTEIBHBIX CBOMCTBAax
UMYTENTHHA ¥ UMYIypHHa BHEJPEHbI B YUeOHBIN mporecc 1no (papMakoJIOTUU U KIMHUYECKON

(I)apMaKOJIOFI/II/I, a UCCIIOJIb3YCMBIC MCTOAbI B U3YYCHHU - B HCCIIeN0BaTEIbCKUM mpounecc.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Procesul inflamator este o reactie de
raspuns a organismului la agresiunea cauzata de factorii infectiosi si neinfectiosi, care se
manifestd prin reactii acute si/sau cronice cu implicarea majoritatii organelor. Dezvoltarea
procesului inflamator este o reactie de aparare pentru mentinerea homeostaziei, insa durata
prelungitd sau exprimarea exageratd poate induce o gama variatd de stari patologice. Tulburarile
complexe, ce insotesc procesul inflamator sunt acompaniate de stres oxidativ cauzat de
activitatea celulelor polimorfonucleare si disfunctia mitocondriala. Utilizarea in practica
medicala a antiinflamatoarelor steroidiene si nesteroidiene este argumentatd si studiata
multilateral. Elaborarea unor substante noi din aceste grupe nu este lipsita de dezavantaje
determinate nu numai de reactiile adverse, uneori periculoase, ci si de incapabilitatea de a
influenta asupra unor cai patogenetice implicate in procesele inflamatorii sau de redirectionarea
cu formarea excesiva a unor autacoizi (serotonina, bradikinina, substanta P), citokine, (TNF-alfa,
interleukine, limfokine) etc. Concomitent, tot mai elocvent se demonstreaza implicarea in
procesul inflamator si a sistemului imun, inclusiv limfocitelor T si B, neutrofilelor si
macrofagelor. Din aceste considerente, prezinta un interes deosebit preparatele de alta geneza,
inclusiv de origine biologica, vegetald, animaliera si entomologica ce manifesta concomitent
proprietdti imunotrope, antiinflamatoare si antioxidante [52, 157, 159].

Insectele sunt considerate o sursd bogata de substante biologic active (proteine, peptide,
aminoacizi esentiali si neesentiali, lipide, acizi grasi saturati si nesaturati, carbohidrati, vitamine
si minerale etc.) ce se formeazd in procesele de morfogeneza si adaptare a acestora pentru a
mentine homeostazia si supravietuirea. Substantele biologic active din insecte (fenoli, flavonoizi,
polipeptide, glicozidele, acizii grasi etc.) au demonstrat proprietati: antioxidante,
imunomodulatoare, antiinflamatoare, antibacteriene, antifungice, antivirale, antitumorale,
hepatoprotectoare, antidiabetice, antihipertensive, hipolipemiante si antitrombotice [2, 18, 38,
41, 46, 68, 86, 103, 118, 127, 130, 177, 199]. Interesul fata de insecte este determinat de
posibilitatea obtinerii din extractele si liofilizatele acestora a unui sir de compusi bioactivi,
produse naturale, si/sau derivati sintetici prin aplicarea tehnologiei moleculare si a bioingineriei.
S-a constatat, de asemenea, cd un sir de SBA pot fi comune sau specifice pentru anumite insecte,
ce prezinta un domeniu vast si de perspectivd in elaborarea preparatelor native (extracte,
liofilizate etc.) si a analogilor sintetici ca medicamente noi [17, 18, 19, 22, 36, 38, 39, 67, 69,
127, 130, 131].
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Arsenalul actual de preparate pentru tratamentul proceselor inflamatorii este constituit din
medicamentele nesteroidiene, steroidiene si antiinflamatoare cu actiune specifica cu o eficacitate
buna, insa problemele de inofensivitate face necesara cercetarea de substante noi cu proprietati
antiinflamatoare, posibil si cu mecanisme diferite ce ar permite cresterea tolerabilitatii acestora.
Actualmente exista o baza variatd si documentata de recomandari metodice de studiu in vitro si
In vivo a proprietatilor antiinflamatoare a substantelor noi ce permit determinarea influentei
asupra inflamatiei cu elucidarea mecanismelor si particularitatilor de actiune [87, 158, 195,
196].

Studiile recente au demonstrat o corelatie intre evolutia procesului inflamator si stresul
oxidativ in diferite maladii si stari patologice. Tratamentul si profilaxia inflamatiei, si a
dezechilibrului sistemului pro- si antioxidant raman mereu actuale. Studiul mecanismelor si
particularitatilor de actiune a medicamentelor de altd origine va deschide noi perspective de
control a evolutiei proceselor inflamatorii si stresului oxidativ in diferite maladii si stari
patologice. Prin urmare, se impune necesitatea cercetarii, elaborarii si implementarii unor
preparate cu actiune antiinflamatoare si antioxidanta, lipsite de dezavantajele celor existente.

Starea actuala in domeniu si identificarea problemelor de
cercetare. Studiul proprietatilor farmacologice ale produselor de origine entomologica a constituit
o noua directie de cercetari stiintifice a catedrei de farmacologie si farmacologie clinica, initiata n
anii 2002-2003, sub egida profesorului Victor Ghicavii, membru corespondent al ASM in
colaborare cu profesorul Mircea Ciuhrii. A demarat cercetarea produselor de origine entomologica
autohtone (entoheptin, imuheptin, imupurin, adenoprosin), obtinute din tesuturile de Lymantria
dispar la diferite etape de dezvoltare. Cercetarile experimentale si clinice au fost directionate in
studiul proprietatilor antibacteriene, antifungice, antivirale, hepatoprotectoare, imunomodulatoare
si mai putin antiinflamatorii.

Un aspect de perspectiva in studiul preparatelor de origine entomologica autohtone a
constituit elucidarea proprietitilor antiinflamatoare. In acest context s-a initiat screening-ul
proprietdtilor antiinflamatoare pe model de edem indus de formaldehida, care a permis sa
constataim, ca preparatele de origine entomologicd (entoheptin, imuheptin, imupurin) nu
preintampinau dezvoltarea inflamatiei, dar manifestau o activitate antiinflamatoare comparabila
cu cea a diclofenacului. Involutia edemului a avut loc timp de 24-48 ore de la inducerea
inflamatiei, iar substantele cercetate au manifestat efect antiinflamator la administrarea cu 3-5
zile 1nainte de administrarea agentului flogogen. Analiza comparativa a potentialului
antiinflamator al entoheptinului, imupurinului si imuheptinului a evidentiat o activitate

antiinflamatoare de diferita intensitate si anume, entoheptinul fiind superior diclofenacului,
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imuheptinul similar antiinflamatorului nesteroidian, iar imupurinul o actiune antiiflamatoare mai
intensa decat in lotul animalelor netratate [18, 22, 33].

Aceste rezultate au servit drept bazd pentru initierea unui studiu mai aprofundat al
proprietatilor antiinflamatoare ale preparatelor entomologice autohtone cu diversificarea
metodelor de studiu in vitro si in vivo pentru a elucida influenta acestora asupra parametrilor
procesului inflamator si antioxidant cu determinarea posibilelor mecanisme ale actiunii
antiinflamatoare a imuheptinului si imupurinului.

In proiectul dat s-a cercetat experimental influenta preparatelor de origine entomologica
(imuheptin, imupurin) pe modele de inflamatie in vitro, ex Vvivo si in vivo, cu determinarea
markerilor inflamatiei si parametrilor sistemului pro- si antioxidant cu specificarea
particularitatilor actiunii antiinflamatoare si antioxidante a imuheptinului si imupurinului.

Scopul studiului a constat in evaluarea proprietatilor antiinflamatorii ale imuheptinului si
imupurinului, evidentierea posibilelor mecanisme ale actiunii antiinflamatoare si perspectivelor
de studiu clinic.

Obiectivele cercetarii:

1. Screening-ul in vitro si in vivo a proprietatilor antiinflamatorii ale preparatelor de origine
entomologica autohtone;

2. Studiul influentei imuheptinului si imupurinului asupra inflamatiei induse de
lipopolizaharide;

3. Cercetarea actiunii imupurinului §i imuheptinului asupra proceselor exudative si
proliferative ale inflamatiei;

4. Aprecierea influentei imuheptinului si imupurinului asupra nivelului markerilor
procesului inflamator si parametrilor sistemului pro- si antioxidant;

5. Evidentierea posibilelor mecanisme ale actiunii antiinflamatoare si perspectivelor de
utilizare clinica a imuheptinului si imupurinului.

Ipoteza de cercetare. Preparatele de origine entomologica (imuheptin si imupurin) prin
continutul de substante biologic active si fiind demonstrate in studiile anterioare efectele
imunomodulatoare, hepatoprotectoare, antioxidante vor ameliora evolutia procesului inflamator
si restabili dezechilibrul sistemului pro- si antioxidant induse de agentii proinflamatori (corpi
straini, substante iritante, LPS).

Metodologia cercetirii. In baza recomandirilor existente, s-au utilizat metode de
cercetare in vitro, ex vivo si in vivo care au permis evaluarea aspectelor procesului inflamator si
posibilelelor mecanisme ale actiunii antiinflamatoare a substantelor studiate [87, 128, 134, 140
158, 178, 195, 196].

16



Studiul experimental al medicamentelor cu actiune antiinflamatoare s-a subdivizat in
investigatil screening si de cercetare specifica aprofundata. Pentru etapa de screening s-a recurs
la metode de studiu in vitro: evaluarea actiunii membranostabilizatoare in cadrul hemolizei
oxidative; studiul activitatii antioxidante (testul ABTS); determinarea activitatii
paraoxonazei/arilesterazei [62, 87, 178, 134, 140, 128]. La fel, investigatiile screening au inclus
un model de inflamatie acuta in vivo - edemul urechei la soricei prin aplicarea de xilen [29].
Ulterior, experimental s-a modelat ex vivo inflamatia prin stimularea macrofagelor peritoneale cu
lipopolizaharide [27].

Pentru evaluarea influentei imuheptinului si imupurinului asupra componentului exudativ
si proliferativ al inflamatiei s-a optat pentru modelul de inflamatie subacuta - “granulomul de
fetru” prin introducerea subcutanata a 2 discuri de fetru sterile sau a fetrului infiltrat cu
adjuvantul Freund [158, 195, 196].

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. Studiul experimental
realizat a pus in lumind aspectele actiunii antiinflamatoare a preparatelor de origine
entomologicd — imuheptin si imupurin, obtinute din tesuturile insectelor de Lepidoptere, specia
Lymantria dispar la diferite etape de evolutie (ou, pupe). Au fost determinate particularitatile
acestora asupra diferitor faze ale procesului inflamator. Testele in vitro au permis dezvaluirea
efectului membranostabilizator si antioxidant dependente de concentratie si timp. Studiul in vivo
a relevat repercusiunile administrarii preparatelor entomologice asupra fazelor exudative si
proliferative a inflamatiei, cu o pondere mai mare asupra proceselor proliferative. In premiera s-
a determinat influenta imupurinului si imuheptinului asupra raportului dintre citokinele
proinflamatoare (TNF-alfa, IL-6) si antiinflamatoare (IL-10) concomitent cu aprecierea
indicatorilor statutului redox: produsele POL (DAM), enzimele antioxidante (SOD, catalaza,
GR, GPO, GST), starea sistemului tiol-disulfidic.

Problema stiintificd solutionatid in teza. In cadrul cercetarilor s-au obtinut rezultate
referitoare la actiunea antiinflamatoare a imupurinului si imuheptinului, continuand directia
stiintifica a catedrei — farmacologia preparatelor de origine entomologica. Rezultatele obtinute au
permis de a defini aspectele actiunii antiinflamatoare si antioxidante ale preparatelor de origine
entomologica in procesele inflamatorii de diferita geneza si de a inainta ipotezele mecanismelor
de actiune.

Semnificatia teoreticd. Rezultatele obtinute au demonstrat corelatia dintre inflamatie si
sistemul pro- si antioxidant pe diferite modele ale procesului inflamator. Pentru imuheptin si
imupurin s-au obtinut date concludente despre influenta asupra sistemului de citokine, proceselor

exudative si proliferative ale inflamatiei, corelatiei dintre stresul oxidativ si procesul inflamator.
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Rezultatele relatate si analiza literaturii stiintifice au permis de a contura cateva ipoteze referitor
la mecanismele posibile de realizare a efectului antiinflamator in corelare cu activitatea
antioxidantd (modularea citokinelor pro- si antiinflamatorii, inhibarea ciclooxigenazei si
lipooxigenazei, rolul reducerii stresului oxidativ in atenuarea procesului inflamator) ale
imuheptinului si imupurinului. In baza studiului realizat s-a concluzionat, ci imuheptinul si
imupurinul pot fi recomandate in tratmentul de durata al maladiilor inflamatorii prin atenuarea
proceselor exudative si proliferative, stresului oxidativ datorita componentelor sale (proteine,
polipeptide, aminoacizi esentiali, lipide, acizi grasi polinesaturati, antioxidanti etc.).

Valoarea aplicativa a lucrarii. Studiul actual a relevat unele efecte ale AINS si AIS in
functie de doza administrata in procesele inflamatorii acute, subacute si cronice, date ce ar putea
fi luate in consideratie in tratamentul diferentiat al maladiilor inflamatorii, inclusiv cu procese
autoimune. Preparatele de origine entomologica pot fi considerate eficiente ca antiinflamatoare si
prezintd unele particularitati fata de antiinflamatoarele nesteroidiene (proprietatile antioxidante,
influenta mai benefica asupra proceselor proliferative) si steroidiene (modularea citochinelor
pro-si antiinflamatorii, influentarea stresului oxidativ), posibil, datoritd componentei variate de
substante biologic active si proprietdtilor imunotrope. Rezultatele obtinute vor permite
desfasurarea ulterioara a cercetarilor clinice.

Implementarea rezultatelor.

Studiul a permis de a sistematiza proprietatile antiinflamatorii ale imuheptinului si
imupurinului si de a inainta unele ipoteze ale mecanismelor efectului antiinflamator, date
implementate in procesul de studiu la disciplinele farmacologie si farmacologie clinica pentru
studenti, si in cadrul Laboratorul de Biochimie a [P USMF ,Nicolae Testemitanu” (act de
implementare nr. 94 din 13.06.2023). Rezultatele obtinute vor permite demararea studiilor
clinice de evaluare a proprietdtilor antiinflamatorii ale imuheptinului si imupurinului.

Aprobarea rezultatelor stiintifice.

Rezultatele cercetarilor au fost raportate si discutate in cadrul urmatoarelor foruri stiintifice:

- Zilele Universitatii si Conferintele Stiintifice Anuale ale colaboratorilor si studentilor
USMF ,,Nicolae Testemitanu’ Chisinau, 2015, 2017, 2019, 2020, 2021,

- Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”. 21-23 octombrie 2020, Chisinau.

- HayuHno-mpakTuueckoil KoH(pepeHIMH «AKTyalbHbIE BOINPOCHl (apMaKOJIOTUU U
6uoxumum, nocesmenHon 100-neturo npodeccopa A.A.Cromspuyka». 15-16 oktsa0ps

2020 roxa, ctp. 19-22, r.Bunnuna, YkpauHa.
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- The Second Eurasian Conference The Coronavirus Pandemic: Diagnosis, Treatment and
Consequences, Bacu - June 2 — 3, 2021,

- Il LenrpanpHoasuarckoro Konrpecca kiamHmueckoi apmakonoruun «CoBpeMeHHOE
COCTOSIHHE€ M NEpCIEeKTUBBl Pa3BUTHA KIMHUYECKOM (apmakomorum», 1. bumkexk,
Keipreizckas Pecryomnmka, 28-29 oktsaops 2021 r.

Publicatii la tema tezei. La subiectul tezei au fost publicate 11 lucrari, inclusiv 1 articol in
reviste din strainatate Scopus, 2 articole in reviste din strdindtate, incluse in baza de date
EBSCO, 3 articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil — categoria B+, B si C,
2 articole in culegeri stiintifice internationale, 2 teze la forurile stiintifice internationale, 1 teza la
forurile stiintifice nationale, un certificat de inovator (nr. 6060 din 29.05.2023). Din publicatiile
la tema tezei, 2 sunt ca monoautor si 7 de prim autor.

Cuvinte-cheie: entomologic, imupurin, imuheptin, substante biologic active, Lepidoptere,
Lymantria, actiune antiinflamatoare, actiune antioxidanta.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza este constituita din introducere, reviul literaturii,
material si metode, rezultatele studiului, sinteza rezultatelor, concluzii si recomandari,
bibliografie, anexe. Teza este expusa pe: 126 pagini text de baza, include 30 tabele, 27 figuri,
200 surse bibliografice, 12 anexe.

in introducere sunt expuse actualitatea temei si importanta problemei abordate, Starea
actualda in domeniu si identificarea problemelor de cercetare, scopul si obiectivele lucrarii,
ipoteza de cercetare, metodologia cercetarii, noutatea stintifica, problema stiintifica solutionata,
semnificatia teoretica, valoarea aplicativd a lucrarii, implementarea rezultatelor, aprobarea
rezultatelor stiintifice, publicatii la tema tezei, cuvintele cheie, sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1. Preparate entomologice — sinteze, sugestii si perspective este dedicat
analizei literaturii cu prezentarea insectelor ca sursa de substante biologic active cu variate efecte
benefice asupra sanatatii. Un alt compartiment reflectd aspecte referitor la actiunea antioxidanta,
antiinflamatoare, hepatoprotectoare, imunomodulatoare etc. cu evidentierea influentei asupra
parametrilor fiziologiici, biochimici, imunologici, posibilelor mecanisme de actiune si
beneficiilor in tratamentul afectiunilor si starilor patologice.

Capitolul 2. Material si metodele de cercetare - sunt expuse modelele experimentale
aplicate pentru realizarea scopului si obiectivelor cercetarii, descrierea metodelor de determinare
a parametrilor morfo-functionali si biochimici, selectarea metodelor de prelucrare statistica in
functie de indicii cercetati.

Capitolul 3. Screening-ul  proprietatilor antiinflamatorii si antioxidante ale

preparatelor de origine entomologica include rezultatele cercetarilor experimentale screening:
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metodelor in vitro si in vivo de testare a proprietatilor antiinflamatorii ale imuheptinului si
imupurinului; studiul influentei imuheptinului si imupurinului asupra procesului inflamator indus
de lipopolizaharide prin determinarea profilului citokinic, evaluarea sistemului pro- si
antioxidant.

Capitolul 4. Influenta preparatelor de origine entomologicd asupra inflamatiei
subacute — include rezultatele influentei imuheptinului si imupurinului asupra proceselor
exudative si proliferative, continutului de citokine, parametrilor sistemului pro- si antioxidant,
echilibrului tiol-disulfifdic in modele experimentale prin implantarea discurilor de fetru simplu si
infiltrat cu adjuvantul Freund.

in compartimentul Sinteza rezultatelor s-a efectuat analiza rezultatelor obtinute prin
prisma datelor din literatura in vederea: argumentdrii proprietatilor antiinflamatorii si
antioxidante ale imuheptinului si imupurinului; analizei comparative cu preparatele de referinta
(diclofenac, dexametazond) pentru determinare avantajelor si/sau dezavantajelor actiunii
antiinflamatoare; evidentierii posibilelor mecansime ale actiunii antiinflamatoare si
antioxidanta; stabilirii perspectivelor de cercetari clinice.

In compartimentul Concluzii si recomandiri s-au generalizat datele cercetirilor
experimentale pentru argumentarea realizarii scopului si obiectivelor studiului, evidentierea
momentelor-cheie ce denotd rationalitatea, semnificatia teoreticd si valoarea aplicativa a

studiului.
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1. PREPARATE ENTOMOLOGICE - SINTEZE, SUGESTII SI
PERSPECTIVE

1.1 Substante biologic active din insecte — sursi de preparate entomologice

Entomologia si entomofagia au devenit o noud directie 1n stiinta si alimentatie. Organizatia
Natiunilor Unite pentru Alimentatie si Agricultura, Tn 2013, a subliniat necesitatea examinarii
practicilor moderne in domeniul stiintei alimentare pentru a creste comertul, consumul si
acceptarea insectelor. Regulamentul Parlamentului European si al Consiliului Uniunii Europene
in 2015 a inclus insectele integre si partile lor in categoria alimentelor noi. In plus, in 2015,
Autoritatea Europeand pentru Siguranta Alimentard (EFSA) a oferit un aviz stiintific privind
consumul de insecte si a sugerat o listd de specii de insecte cu potential ridicat de utilizare drept
aliment pentru animale si oameni. In 2021 EFSA, conform regulamentului Uniunii Europene
2015/2283, a emis un aviz pozitiv cu privire la siguranta larvelor uscate de Tenebrio molitor
(TM) sau viermele galben de faina, Locusta migratoria (LM) si Acheta domesticus (AD) si
recent in ianuarie 2023 a fost emis avizul pozitiv pentru larvele de Alphitobius diaperinus pentru
consum uman. Din punct de vedere nutritional, insectele comestibile sunt propuse ca sursa
alternativa de proteine pentru oameni si animale datoritd nivelurilor ridicate de aminoacizi
esentiali (EAA), acizi grasi nesaturati, micronutrienti (de exemplu, vitamina B12, fier (Fe), zinc
si calciu) si fibre. In plus, insectele comestibile au diferiti compusi bioactivi in compozitia lor cu
potentiale efecte asupra sanatatii [93, 103, 133].

Insectele, apartinand clasei, Insecta, increngaturei Arthropoda, si regnului Animalia sunt
cel mai mare grup de nevertebrate din regnul animal. Populatia lor variaza intre 2,6 si 7,8
milioane. O evaluare recenta a aratat ca estimarea medie globala a speciilor de insecte constituie
5,5 milioane. Insectele sunt impartite in 29 de ordine, majoritatea fiind Lepidoptera, Isoptera,
Hymenoptera, Coleoptera, Orthoptera si Hemiptera. Entomofagia, practica consumului de
insecte si nevertebrate, a Insotit istoria umanitatii de-a lungul secolelor, jucand un rol
semnificativ in practicile culturale si religioase. Organizatia Natiunilor Unite pentru Alimentatie
st Agriculturd considera insectele ca parte din dieta comuna a cel putin doua miliarde de oameni
din lume. Pentru consumul uman sunt disponibile diferite specii de insecte, precum coleoptere,
lepidoptere si himenoptere care reprezinta 31, 18 si 14% din consumul total de insecte. Din
punct de vedere ecologic, insectele reprezintd un substituient extrem de durabil al carnii si
produselor de origine animala, produc mult mai putine gaze cu efect de serd si necesita mai
putind apa, pdmant si hrana pentru a-si dezvolta ciclul de viatd, in comparatie cu animalele [48,
110, 178].
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Un alt avantaj major al insectelor comestibile este posibilitatea cultivarii lor folosind
deseuri alimentare organice, cum ar fi compost, gunoi de grajd sau deseuri vegetale, ceea ce
poate reduce contaminarea daunatoare a mediului. Deseurile alimentare reprezintd amenintari
serioase la adresa sustenabilitatii mediului Tnconjurator, de aceea utilizarea lor pentru cresterea
insectelor ofera o abordare atractivd pentru “inchiderea buclei” lantului alimentar intr-0
economie circulara durabila [112].

Insectele constituie o sursa nutritiva alternativa pentru circa circa 2 mlrd de oameni care
consuma aproximativ 2000-2300 de insecte comestibile din 12 ordine, printre care cele mai
frecvent utilizate sunt gandacii (Coleoptere), omizile, fluturii si moliile (Lepidoptere), albine,
viespi si furnici (Himenoptere), lacuste, greieri (Ortoptere), cicade, caligari (Himiptere), termite
(Isoptere), muste (Diptere) etc.(fig.1.1). Lepidopterele constituie cea mai mare diversitate de
specii utilizate, incluzand circa 128 familii, dintre care 36 sunt consumate de om sub forma de

omizi si, mai rar, crisalide [89, 109, 113, 178].
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Figura 1.1 Ordinele de insecte consumate la nivel global si Africa [Numbi M.et al. 2022].
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Din punct de vedere nutritional, insectele reprezinta o sursa de proteine biodisponibile de
inaltd calitate, aminoacizi (de la 35% la 60%) dintre care aminoacizi esentiali (de la 10% la
30%), acizi grasi polinesaturati, minerale (fosfor, calciu, mangan, cupru, zinc, sodiu, potasiu si

fier), carotene, vitamine (B1, B2, B6, D, E, K, C etc.) si fibre insolubile, precum chitina (fig.1.2).
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In ciuda faptului ci insectele au fost folosite in medicina traditionala cu diferite scopuri exista

putine dovezi despre proprietatile functionale ale insectelor [47, 48, 93, 110, 133, 178].
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Figura 1.2 . Compozitia nutrientilor din insectele comestibile [Zhou Y.2022]

Actualmente, in intreaga lume, In principal in tarile tropicale, sunt consumate peste 2.000
de specii de insecte, printre care gandaci (coleoptere); omizi, fluturi, molii (lepidoptere); viespi,
albine si furnici (himenoptere); greieri si lacuste (ortoptere); cicadele, furnici de miere, afide,
plosnite, cosasi ai frunzelor, paduchi testosi si gandaci adevarati (Hemiptera). Contributiile
nutritionale ale insectelor sunt asigurate de: proteine (20-70%) cu un continut de aminoacizi
esentiali (46-96%); lipide (10-50%) ce include acizi grasi saturati si nesaturati; fibre (8,5-27%);
minerale (Ca, Cu, Zn, Mn, P etc.); vitamine (biotina, riboflavina, acidul pantotenic si acidul
folic). Concentratiile nutrientilor pot varia in functie de specie, stadiul de dezvoltare, dieta si
conditiile climaterice [1, 89, 113, 133].

Rata de extractie si caracteristicele proteinelor din insecte prin diferite metode de extractie
(apa, fractionare uscatd, sonicare, presiune ultrainaltd etc.) poate varia in functie de specie, sex,
stadiul de viatd, alimentatie, regiune geografica si pot determina functionalitatea proteinelor.

Modificarea functionalitdtii proteinelor din insecte prin procedeul de extractie este legatd de
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alterarea hidrofobicitatii de suprafatd, a Incarcdturii proteice si a compozitiei proteinelor in
functie de greutatea moleculara [80, 86].

Studiul a circa 40 specii de insecte a demonstrat, ca compozitia variaza considerabil intre
specii. Astfel, proteinele si grasimile sunt substantele cele mai abundente In substanta uscata,
continutul de proteine variind intre 6,25% si 80,26%, iar continutul de grasime a variat de la 2,2%
la 43,0%. Proteinele, ca o componenta esentiala a vietii, sunt responsabile de raspunsul imun,
sinteza anticorpilor, indeplinesc functie enzimatica, fiind implicate in reactiile biochimice, dar
constituie si o sursd de energie in anumite conditii. Majoritatea studiilor, referitor la compozitia
insectelor, au raportat o omniprezentd a proteinelor in majoritatea insectelor (fig.1.3). Astfel,
printre clasele de insecte cele mai bogate in proteine se enumara gandacii (Blattodea), fluturii,

omizile (Lepidoptera), lacustele si greierii (Orthoptera) etc. [177].
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Figura 1.3. Continutul de proteine in diferite specii de insecte [Zhou Y .et al. 2022].

Proteinele constituie componentul principal al omizilor. La analiza a 24 specii de omizi
comestibile s-a stabilit, ca proteinele constituiau 63,5%, lipidele 15,7% cu o valoare energetica
(46-96%) si non-esentiali, inclusiv leucina (Leu), lizina (Lys), valina (Val), treonind (Tre),
fenilalanina (Phe) si histidind (Hys), iar restul pot egala sau depasi cantitatile zilnice

recomandate. Aportul de aminoacizi esentiali este important, in special in cazul alimentatiei
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vegetariene [99, 113, 133]. Concomitent proteinele sunt o sursa de peptide bioactive, precum
tripeptide si polypeptide [109].

Analiza componentei de aminoacizi In Lepidoptere (omizi, fluturi, molii) a demosntrat, ca
continutul (in mg/g) a constituit: acid glutamic (Glu) — 103,4; leucina (Leu) — 62,7; lizina (Lys) —
57,7; valina (Val) — 54,1; alanina (Ala) — 48.,9; serina (Ser) — 48,4; arginina (Arg) — 46,9;
fenilalanind (Phe) — 46,3; prolind (Pro) - 44,9; glicind (Gly) — 43,8; isoleucina (Ile) — 40,4,
treonina (Yhr) — 40,0; histidina (Hys) — 23,7; metionina (Met) — 22,1 [113].

Continutul variat de lipide este determinat de etapa de dezvoltare, fiind mai consistent la
stadiul de larva. Lipidele se caracterizeaza printr-un continut de acizi grasi (80%), fosfolipide si
sterol (colesterol). Acizii grasi sunt constituiti din cei saturati (20-42%), mononesaturati (20-
35%) si polinesaturati (16-39%). Acizii polinesaturati predomind in insectele din ordinele
Lepidoptere, Isoptere, Himenoptere si Ortoptere [113, 178].

Lipidele din insecte au o valoare superioarda de acizi grasi esentiali in comparatie cu alte
surse. Metodele de extragere (apd, Folch, Soxhlet etc.) determind randamentul si tipurile de
lipide, dar practic nu influenteaza compozitia acizilor grasi. In functie de aplicatia doriti a
lipidelor din insecte e necesar de a selecta procesul de extractie [86, 99].

Lipidele din insectele de Lepidoptere (fluturi, omizi, molii) s-au caracterizat printr-un
continut de acizi grasi (19,4-39%), acizi mononesaturati (4,4-50,8%) si polinesaturati (1,7-
62,1%) [113]. Omizile sunt cele mai bogate insecte in lipide, inclusiv acizi grasi mono- si
polinesaturati (acid linolenic (omega-3), acid linoleic (omega-6), acid oleic), care nu se
sintetizeaza in organism. Compozitia a mai multor specii de omizi utilizate au continut circa 32-
57% acizi grasi, 1-27% acizi grasi mononesaturati si 37-54% acizi grasi polinesaturati. Alte larve
de Lepidoptere sunt compuse din circa 70% acizi grasi nesaturati. Diferenta in continutul acizilor
grasi al insectelor din Lepidoptere depinde de dieta omizilor [99, 109].

Insectele din ordinul Lepidoptere au un ciclu de morfogeneza specific si foarte complicat
care include 4 etape de dezvoltare: ou, larva, pupa si adult (imago). A fost realizate studii
preclinice si clinice al produselor biologic active, obtinute din tesuturile de insecte din ordinul
Lepidoptera, familia Lymantridae, genul Lymantria, specia Lymantria dispar (omida paroasa a
stejarului, omida moliei tiganesti), la etapa de ou (entoheptin), pupa (imupurin), larve
(adenoprosin) si din ou si pupd in raport 25%:75% (imuheptin). S-a efectuat un studiu
comparativ al analizei cantitative a produselor biologic active extrase la diferite etape de
dezvoltare ale insectelor (ou, larva, pupa si imago) din Lepidoptere, Diptere si Coleoptere cu
reprezentantul mamiferelor (oud de prepelitd) si lumii vegetale (Aloe vera) asupra continutului

de proteine, lipide si zahar in substanta uscata (tab.1.1). Analiza datelor expuse au demonstrat, ca
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produsele entomologice din Lepidoptere au cel mai mare continut de proteine la toate etapele de
evolutie in comparatie cu Coleopterele, Dipterele, oudle de prepelitd si aloe. Concomitent,

produsele din lepidoptere cedau celorlalte extrase dupa continutul de lipide si zahar [17, 41, 42].

Tabelul 1.1 Analize cantitative ale substantelor biologic active extrase din tesuturile
Lepidopterelor (L), Coleopterelor (C) si Dipterelor (D) in diferite stadii de dezvoltare
[17, 41, 42]

SBA extrase din insecte Sit;it;?é Proteine g/100g é‘/%gg Zahar g/100g
OuL 91,27 66,26 16,91 2,380
Larva L 90,27 73,17 11,78 0,556
Pupa L 93,19 66,36 23,50 8,870
Imago L 91,48 55,93 9,02 -
LarvaC 96,58 48,48 20,39 4,60
Imago C 90,36 65,20 6,57 4,200
Larva D 94,10 53,21 22,22 4,280
Imago D 95,00 44,67 38,62 2,060
Ou de prepelita 96,92 43,14 29,50 2,060
Aloe 94,89 12,45 8,40 5,400

Analizele spectrale ale proteinelor produselor biologic active au demonstrat ca acestea
contin intregul set de aminoacizi: esentiali (treonind, metionind, valina, izoleucina, leucina,
fenilalanind, histidind, lizina, arginind, triptofan) si non-esentiali (acid asparagic, serina, acid
glutamic, prolina, cisteina, glicina, alanina, tirozina) (tab.1.2). Astfel, entoheptinul contine 18,11
mg/100 mg de aminoacizi esentiali (48,4%), imuheptinul 25,67 mg/100mg (50,3%), iar
imupurinul 28,05 mg/100mg (50,5%). Analizele proteinelor au demonstrat predominarea
urmatorilor aminoacizi: fenilalanina, acidul glutamic, lizina, leucina, acidul asparagic si arginina.
E necesar de mentionat prezenta importanta a aminoacizilor cu catena laterala dezvoltata —
leucina, izoleucina, valina. Reiesind din datele obtinute, entoheptinul contine 4,69 mg/100mg de
astfel de aminoacizi, imuheptinul — 9,46 mg/100 mg, imupurinul 8 mg/100 mg. Importanta pot
avea si aminoacizii aromatici (esentiali - fenilalanina, triptofan si non-esentiali - tirozina) care se
contin in cantitati considerabile in preparatele entomologice cercetate (entoheptin — 7,43 mg/100
mg, imuheptin - 10,46 mg/100 mg, imupurin — 12,14 mg/100 mg) [17, 41, 42].

S-a stabilit, ca insectele sunt surse importante de agenti activi pentru medicina moderna.
Multe insecte, precum albinele, mustele, furnicile, gandacii etc. sunt utilizate pentru a obtine

remedii antibacteriene, antitumorale, imunostimulatoare, antiinflamatorii, antitrombotice etc.
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Tubiechong este un produs entomologic obtinut din femele Eupolyphaga sinensis Walker (ESW)
sau Polyphaga plancyi Bolivar (PPB) cu o gama larga de efecte, inclusiv anticoagulant,
antitumoral, antioxidant, imunomodulator, hipolipemiant si hepatoprotector. Studiile chimice au
indicat ca Tubiechong a generat multi compusi activi, inclusiv proteine, aminoacizi, peptide,
acizi grasi, alcaloizi, nucleozide, polizaharide, vitamine liposolubile si minerale. [166].

Tabelul 1.2. Continutul calitativ si cantitativ al aminoacizilor in produsele biologic
active (entoheptin, imuheptin, imupurin) (mg/100mg) [17, 41, 42]

Aminoacizii Entoheptin Imuheptin Imupurin
Acid asparagic 3.7600 4.8654 5.2339
Treonina 1.5034 24291 2.7378
Serina 1.4694 1.7656 1.8645
Acid glutamic 5.1194 6.4128 6.8441
Prolina 1.7173 2.6409 2.9489
Cisteina 1.4021 1.4242 1.4317
Glicina 1.6783 2.1179 2.2646
Alanina 1.6476 2.5638 2.9693
Valina 1.3353 2.2382 2.5392
Metionina 0.4901 0.2687 0.1949
Izoleucina 1.3679 2.0239 2.2427
Leucina 1.9852 2.9554 3.2788
Tirozina 1.5905 2.6808 3.0443
Fenilalanina 4.0960 7.363 8.4520
Histidina 0.7521 1.2554 1.4232
Lizina 2.9281 3.6859 3.9386
Acid y-aminobutiric 0.8533 0.9108 0.9300
Arginina 1.9171 24314 2.6030
Triptofan 1.7402 0.9183 0.6445
Total 37.3533 50.9525 55.4857

Tubiechong este o sursa excelenta de proteine de inalta calitate si este bogat in aminoacizi.
Aminoacizii, peptidele si proteinele sunt cunoscute in mod obisnuit ca componente majore ale
organismelor animale si au fost confirmate prin studii moderne ca componente specifice ale
biomasei de origine animald cu scopuri nutritive si medicinale unice. S-a constatat, ca
Tubiechong contine 18 tipuri de aminoacizi, dintre care Gly, Ala, Pro, Tyr, Arg, Lys Ser si Ala.

Aminoacizii hidrofobi reprezintd circa 46,7% si ar putea creste solubilitatea in lipide si
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activitatea peptidelor produsului. S-a confirmat o activitate antioxidanta puternica pentru un
produs peptidic si fractiile sale purificate [166].

Lipidele extrase din ESW contin circa 75% acizi grasi nesaturati, iar acidul linoleic
reprezentd 28,5%. Efectul tonic al preparatului Tubiechong se poate datora acizilor grasi
esentiali ca ingrediente nutritionale In combinatie cu aminoacizii esentiali si unele vitamine.
Analiza chimica a descoperit prezenta a 6 componente lipidice identificati ca acizi grasi saturati
si polinesaturati care au reprezentat 97,55%. Extractul uleios de Tubiechong a constat dintr-o
cantitate semnificativa de acizi grasi saturati si nesaturati, inclusiv acid palmitic (21,70%), acid
cis-9-oleic (40,78%), acid cis-9,12-linoleic (21,86%), cis-9-palmitoleat (9,86%), cis-9,12,15-
linolenat (1,69%) si miristat (1,67%). Extractul care contine o cantitate mare de acizi grasi oleici
si polinesaturati manifesta efecte antiinflamatorii, antitumorale si cardioprotectoare.
Fenilpropanoizii, care includ: fenilpropanoizi simpli, cumarine, lignani, lignine si flavonoide,
reprezintd un grup important de produse naturale cu efecte antimicrobiene, antioxidante,
antiinflamatorii, antidiabetice si antitumorale. S-au evidentiat un grup de alcaloizi cu proprietati
antitumorale, imunomodulatoare, antiinflamatoare si antioxidante [166].

Lacusta Oxya yezoensis are un continut bogat de proteine (68,1%) si scazut de acizi grasi
(4%) din masa uscata. Analiza componentei extractului metanolic a relevat un continut de acizi
grasi ca acid linolenic, acid linoleic, acid palmitic si acid stearic. S-a raportat, ca acizii grasi
nesaturati in pupele viermelui de matase a imbunatétit profilul lipidic si a anihilat parametrii
stresului oxidativ la sobolanii cu hipercolesterolemie [136].

Insectele, indiferent de ordine si specie, au un continut mare de calciu, cupru, mangan,
zinc, iar unele se disting printr-un aport de fier (31-77 mg/100g) si zinc (14 mg/100g). Cantitatea
de vitamine lipo- si hidrosolubile poate varia la fiecare specie de insecte cu un interval de 0,1-7,7
mg pentru tiamina, 0,11-8,9 mg — riboflavina, 0,47-5,4 mg pentru vitamina B12. Carbohidratii
constituie fibrele insectelor, in principal se gasesc in chitina exoscheletului cu un continut de 3-
50 mg/kg greutate corporala. Chitina insectelor actioneaza ca celuloza umana, compusi care sunt
asociati cu ameliorarea sistemului imun, reducerea reactiilor alergice la oameni si protectie
impotriva infectiilor parazitare [113].

Substantele biologic active din insecte (proteine, peptide, aminoacizi esentiali si non-
esentiali, lipide, acizi grasi saturati si nesaturati, carbohidrati, vitamine si minerale etc.) asigura
variate proprietati: antioxidante [2, 47, 86, 99, 103, 138, 178]; antiinflamatoare [2, 47, 86, 103,
178]; antimicrobiene [2, 47, 86, 103, 178]; antitumorale [47, 86, 99]; antidiabetice [86, 178];
antihipertensive [2, 47, 86, 99, 103, 178]; antiobezitate [86, 99, 103, 178]; hipolipemiante [86,
99, 103, 178]; antiproliferative [103]; antitrombotice [47].

28


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464620305405#!

Dezavantajele si provocdrile legate de consumul de insecte poate fi determinat de perceptia
consumatorului (neofobie, dezgust etc.), precum si de riscurile asociate cu consumul de insecte
(sensibilizare primara si reactii alergice la proteinele de insecte, contaminarea cu virusuri $i
bacterii, continutul de insecticide si pesticide, prezenta micotoxinelor si antinutrientilor (fig.1.4)

[2, 80, 112].
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Figura 1.4 Beneficiile si siguranta insectelor comestibile [Aguilar-Toala J.E.,2022].

Entomofagia, desi capatd un interes tot mai mare, implementarea pe scard largd ar putea
prezenta un sir de restrictii si dezavantaje. Siguranta asociatd cu utilizarea insectelor comestibile
ar putea fi un factor major care va determina includerea lor in dieta umana. Unele studii au
raportat pericole pentru siguranta alimentelor si factorii nutritionali asociati cu insectele
comestibile, care ar putea fi limitate prin metodele de procesare (fierberea, prdjirea, coacerea
etc.). S-a demonstrat, ca un pericol semnificativ prezintd micotoxinele produse in intestinele
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insectelor, responsabile de boli acute si cronice. La insectele comestibile s-a raportat prezenta
aflatoxinei, cea mai periculoasa micotoxina, nivelul careia poate depasi limita reglementata si s-
ar putea datora contaminarii in conditii de uscare deschise si neigienice. Mai multe studii au
raportat contaminarea insectelor comestibile cu diferite metale grele, dar nu s-au estimat pericole
suplimentare in comparatie cu sursele conventionale de hrana pentru animale. S-a determinat, ca
cantitatea de antinutrienti, care impune mai multe probleme de sdnatate, nu depaseste limita
reglementatd si, astfel, potentiala amenintare a antinutrientilor la insectele comestibile este
minora. O problema discutabild prezinta contaminarea cu paraziti $i microorganisme patogene,
prezenta reziduurilor de pesticide la insectele comestibile. S-a expus, ca acest pericol se
pastreaza in cazul recoltarii insectelor comestibile salbatice, dar care se reduce semnificativ la
cresterea industriala in conditii controlate. La insectele comestibile au fost identificati diversi
alergeni, iar reactiile alergice implica In principal tropomiozina si argininkinaza (peste 70%). Cu
toate acestea, alergenii prezenti la insectele comestibile nu pot fi controlati bine prin modificari
ale factorilor externi, deoarece sunt un factor de risc endogen pentru sanatate. De asemenea, s-a
raportat ca Incdlzirea si digestia nu pot elimina potentialele reactii alergice ale insectelor
comestibile. Alergenii nedeclarati ar putea reprezenta o amenintare, chiar si cauze de deces,
pentru persoanele sensibile la alergeni. Astfel, persoanele cu reactii alergice la crustacee
(artropode) au aritat un potential mare de reactivitate incrucisati cu insectele comestibile. In
acest context, alergenii de insecte comestibile trebuie identificati si declarati, iar aportul de
insecte comestibile ca surse de hrana trebuie luat in considerare cu atentie [2, 86].

In concluzie, insectele comestibile reprezinti o sursi remarcabildi de nutrienti prin
continutul de proteine, aminoacizi, lipide, chitind si vitamine in perspectiva atenuarii
problemelor deficitului de alimente la nivel mondial. Utilizarea insectelor necesita luarea in
considerare atit a beneficiilor pentru sinitate, cat si aspectele de siguranta. In acest context,
daca beneficiile insectelor sunt demonstrate prin substantele biologic active, ce manifesta variate
proprietdti (antioxidante, antihipertensive, antiinflamatorii, antimicrobiene, imunomodulatoare
etc.), atunci aspectele de siguranta, precum perceperea de consumatori (neofobie, dezgust etc.) si
riscurile asociate cu consumul de insecte (sensibilizare, reactii alergice, contaminarea cu virusuri
si bacterii, continutul de insecticide si pesticide, prezenta micotoxinelor si antinutrientelor)
necesita o abordare mai argumentata cu dovezi stiintifice.

1.2 Proprietatile farmacologice ale preparatelor de origine entomologica
Umanitatea, din timpurile stravechi a folosit natura in viata cotidiana, fie pentru rezolvarea
problemelor nutritionale, fie pentru a combate sau preintdmpina un sir de maladii. In acest

context, plantele au fost sursele cele mai larg folosite in forma nativa (infuzii, decocturi, tincturi,
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extracte), iar ulterior ca preparate neogalenice sau compusi purificati datoritd continutului de
substante biologic active (flavonoide, glicozide, alcaloizi, terpene etc.). lar in ultimele decenii,
insectele, datoritd numarului mult mai mare comparativ cu plantele (circa 3 mln), au devenit un
obiect important de studiu stiintific. Acestea prezinta interes prin numadrul lor i prin modul de
adaptare si reactionare la conditiile variate ale mediului. Insectele sunt capabile s produca o
multime de substante biologic active (peptide, hormoni, feromoni, lipide, proteine, glucide,
enzime, vitamine, antioxidanti, ioni etc.) ce pot servi ca un model de imitare sau, ce e si mai
important, ca o sursd noud pentru obtinerea preparatelor medicamentoase. Interesul fatd de
insecte a fost determinat de posibilitatea obtinerii din extractele si/sau liofilizatele acestora a unui
sir de compusi bioactivi, produse naturale si/sau derivati sintetici prin aplicarea tehnologiei
moleculare si bioingineriei. Cercetarile din ultimele decenii au demonstrat, ca substantele
biologic active din insecte manifesta variate proprietati: antioxidante [2, 46, 86, 95, 99, 102, 103,
127, 137, 138, 173, 174, 178, 193]; imunomodulatoare [2, 4, 38, 47, 86, 97, 109, 165, 167];
antiinflamatorii [2, 43, 46, 47, 51, 86, 103, 178]; antibacteriene [2, 47, 86, 100, 103, 130, 169,
174, 178, 195, 200]; antifungice [57, 195, 200]; antivirale [126, 175, 195, 200], antitumorale [23,
36, 38, 47, 86, 99, 195, 200]; hepatoprotectoare [41, 118, 127]; antidiabetice [86, 178];
antihipertensive [2, 86, 99, 103, 178]; hipolipemiante [86, 99, 103, 178]; antiproliferative [103];
antitrombotice [41, 47, 130, 165].

Actiunea antioxidanti. In organismul insectelor existi un complex de enzime
antioxidante si detoxicante, destinate eliminarii speciilor reactive ale oxigenului, ce se formeaza
in lupta cu agentii patogeni. La insecte se detrmina atat enzime antioxidante (SOD, Catalaza,
GST, peroxidaze), cat si antioxidanti neenzimatici (compusi fenolici, alfa-tocoferol, acid
ascorbic, tioli cu masa moleculard micd si mare). Enzimele antioxidante se caracterizeaza prin
actiune specifica inaltd pentru neutralizarea SRO, dar odatd cu aceasta pot bloca si
melanogeneza. S-a demonstrat cd catalaza si SOD pot reduce intensitatea oxidarii 3-4-
dihidrofenilalaninei (DOPA) si dopaminei de catre fenoloxidaza. SOD este implicata in formarea
tirozil-radicalului si altor SRO citotoxice, ce participa la eliminarea parazitilor. Astfel,
antioxidantii asigurd controlul melanogenezei si o pot bloca, iar pe de alta parte — pot fi un
atribut important al activititii SRO, destinate nimicirii agentilor patogeni. In procesele de
neutralizare a SRO in hemolimfd, antioxidantilor neenzimatici le revine rolul principal in
mentinerea echilibrului de oxido-reducere la dezvoltarea proceselor de incapsulare a agentului
patogen [193].

Aproximativ 31 specii de insecte au fost cercetate experimental in vederea potentialului

antioxidant pe modele in vitro si in vivo. Rezultatele studiilor au demonstrat, ca fractiile si
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hidrolizatele din insecte au manifestat proprietati antioxidante in vivo (in ser, ficat etc.) si in vitro
cu mecanisme de actiune variind de la cresterea capacitatii antioxidante pand la modularea
enzimelor antioxidante endogene. Astfel, s-a constatat neutralizarea radicalilor, chelarea ionilor
metalelor, modularea G-S-T si catalazei. Studiile disponibile au demonstrate clar ca toate
insectele testate, cu potenta variabile, au fost capabile sa reduca stresul oxidativ indus, moduland
starea redox a fluidelor celulare si corporale si restabilind activitatea afectatd a enzimelor
antioxidante [46].

Insectele prezinta o sursd importanta de proteine, minerale, vitamine, acizi grasi,
antioxidanti datorita taxonomiei si obiceiurilor alimentare. Studiul, realizat de Di Mattia et al., a
comparat activitatea antioxidantd a fractiuni liposolubile si hidrosolubile a 12 specii de insecte
comestibile cu sucul proaspat de portocale si uleiul de masline. Rezultatele au aratat, ca
extractele hidrosolubile din lacuste, viermi de matase si greieri prezinta cele mai mari valori
relevate in testul TEAC (capacitate antioxidanta echivalenta cu Trolox) care manifestau o
activitate de 5 ori mai mare decat cele ale sucului proaspit de portocale. In plus, extractele
hidrosolubile de lacuste, omizi africane si greieri au avut o putere de reducere a ionilor ferici
(FRAP) dubla fatd de sucul proaspat de portocale. In ceea ce priveste fractia liposolubila, viermii
de matase, cicadele de seara si omizile africane au prezentat un TEAC de doud ori mai mare
decat uleiul de masline. In cadrul aceluiasi studiu s-a costatat, ci dupa continutul fenolic probele
din insecte nu prezentau valori mai mari in comparatie cu sucul proaspat de portocale, ceea ce
sugereaza, cd capacitatea lor antioxidanta se datoreaza nu doar acestei clase de compusi. Mai
multi autori au estimat, cd proteinele pot sa contribuie si ele la efectul antioxidant. Analiza
comparativa a demonstrat, ca principalii compusi antioxidanti din sucul de portocale sunt acidul
ascorbic si substantele fenolice solubile in apd, iar pentru uleiul de masline, tocoferoli si
substantele fenolice amfifilice. Aceste date sugereaza, ca insectele sunt inzestrate cu un model
deosebit de componente redox, variind de la compusi fenolici, proteine pana la compusi
neidentificati, capabili sa contracareze stresul oxidativ in mediul apos si lipofil [48].

Extractele proteice si peptidele insectelor au atras atentia cercetdtorilor. Produsele de
hidroliza a proteinelor larvelor de muste domestice au determinat o activitate de captare a
radicalilor superoxid si hidroxil, iar un hidrolizat de proteine din larve de viermi de matase a
prezentat o activitate mare de reducere a radicalilor DPPH si chelare a ionilor ferosi. Peptidele
bioactive, obtinute din hidroliza greierilor intregi au demonstrat activitate antioxidanta relevata
prin reducerea radicalului DPPH. O peptidd purificata din furnica tesatoare (Oecophylla
smaragdina) a prezentat o puternica reducerea a radicalilor DPPH si ABTS. Concomitent cu

produsele proteice, chitosanul de insecte, la fel, prezenta o sursa de substante active antioxidante.
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Chitosanul izolat din larvele Musca domestica a demonstrat o capacitate antioxidantd marcata la
testul DPPH, mai intensa chiar decat acidul ascorbic, si o capacitate de reducere si de chelare a
ionilor ferosi [178].

La analiza componentei hidrolizatelor au fost identificati aminoacizii, care au contribuit la
activitatea antioxidanta, asa ca: glutamatul (Glu), aspartatul (Asp), arginina (Arg) si lizina (Lys).
S-a estimat, ca aminoacizii aromatici si hidrofobi, prezenti in extractele de Musca domestica, au
contribuit la reducerea radicalilor DPPH. Un sir de autori au confirmat activitatea antioxidanta a
extractelor si hidrolizatelor din T.molitor si A.domesticus care era direct proportionala cu gradul
de hidroliza si nivelul de peptide cu masa moleculara mica, ceea ce a determinat o capacitate mai
mare de captare a radicalilor DPPH. Totodata, activitatea de reducere a radicalilor DPPH a
extractelor hidrice, alcoolice si hidro-alcoolice din T.molitor si A.domesticus a fost in
concordanta cu continutul de compusi fenolici [4, 86].

Analiza prin cromatografie gazoasa a extractului din T.molitor a identificat 42 compusi,
subdivizati in functie de familia chimica in lipide, compusi de azot, acizi organici, carbohidrati,
steroli, hidrocarburi si. O pondere mai mare au constituit-o lipidele, inclusiv acidul linoleic si
acidul oleic, urmate de monogliceride. Acidul oleic a demonstrat influente benefice
incontestabile asupra sanatatii, in timp ce acidul linoleic poate creste nivelul mediatorilor
proinflamatori prin majorarea raportului n-6/n-3 a acizilor grasi nesaturati peste 5. O revizuire
recentd a determinat efectele pozitive ale acidului linoleic asupra sanatitii cardiovasculare si
cardiometabolice [103].

Aminoacizii liberi au constituit al 11-lea grup de compusi a extractului de T.molitor, prolina
constituind fractia majora, urmata de tirozina si acid piroglutamic. Prolina - aminoacid esential,
poate modula mediul redox intracellular si proteja fatd de stresul oxidativ. Concomitent, prolina
anihileaza efectele LPS asupra parametrilor stresului oxidativ si complexelor moleculare ale
lantului respirator mitochondrial. Printre alti compusi cu proprietdti antioxidante au fost
identificati acidul azelaic si acidul izocitric [103].

Activitatea antioxidantd la diferite insecte a fost asociata cu continutul ridicat de proteine
sau de prezenta biopeptidelor. Biopeptidele, molecule proteice mici (6 kDa) compuse din mai
putin de 20 de resturi de aminoacizi, pot manifesta diverse proprietdti biologice, inclusiv
antioxidante. S-a raportat, ca biopeptidele din viermele bumbacului (Spodoptera littoralis)
prezinta o capacitate evidenta de reducere a ionilor ferici (FRAP) si a radicalului DPPH. [138].

Neutralizarea radicalilor hidroxilici si peroxidului de hidrogen a fost cercetata, utilizand 29
de peptide antioxidante izolate din hidrolizatul din laptisorul de matca (LM), dintre care 12

peptide mici cu 2-4 reziduuri de aminoacizi (Ala-Lys, Phe-Arg, lle-Arg, Lys-Phe, Lys-Leu, Lys-
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Tyr, Arg-Tyr, Tyr-Asp, Tyr-Tyr, Leu-Asn-Arg si Lys-Asn-Tyr-Pro) au prezentat cea mai
puternica activitate. Trei dipeptide (Lys-Tyr, Arg-Tyr si Tyr-Tyr) din LM au indicat o activitate
puternica de cicatrizare datoritd cedarii atomului de hidrogen din grupa lor hidroxil fenolica [3].

Peptidele derivate din hidroliza enzimatica a Eupolyphaga sinensis Walker pot elimina
radicalii liberi hidroxil, anionii superoxid si DPPH, reduce continutul dialdehidei malonice
(DAM) si majorarea activitatii catalazei, glutation peroxidazei (GPx), superoxid dismutazei
(SOD) in ficat [166].

Derivatii fenolici reprezintd o alta clasd importanta responsabila de potentialul antioxidant
al insectelor. Compusii bioactivi fenolici actioneaza ca antioxidanti prin cresterea activitatii
superoxid dismutazei (SOD), GPx, continutului glutationului (GSH) si micsorarea nivelului
monoxidului de azot (NO) si DAM [4].

Compusii fenolici poseda si alte activitati biologice, precum antiinflamatorii, antioxidante,
anticancerigene, antimicrobiene, antihipertensive si antihiperglicemiante. S-a raportat prezenta
acidului clorogenic, epicatechinei, acidului cumaric, acidului cafeic, acidului galic,
kaempferolului si galatului de epicatechind in Ascra cordifera, Brachygastra mellifica si
Hermetia illucens. La determinarea activitatii antioxidante prin metodele ABTS, DPPH si FRAP
s-au constatat diferente in functie de alimentatia insectelor si anume, S-a modificat continutul de
3-tocoferol, y-tocoferol si a-tocoferol. In acest context, s-a estimat ca si metabolitii insectelor
reprezintd o sursa de compusi bioactivi, unii dintre care nu se gasesc in plante [138].

Este bine cunoscut ca polifenolii manifesta proprietati antioxidante in functie de structura
grupdrilor functionale. Gruparile hidroxil determind actiunea antioxidantd prin captarea
radicalilor si capacitatea de chelare a ionilor metalelor. La fel, polifenolii pot determina
suprimarea formarii SRO prin inhibarea enzimelor implicate in producrea lor si/sau reglarea
protectiei antioxidante. Polifenolii pot interactiona cu compusii nepolari din membrana
plasmaticd cu reducerea oxidarii lipidelor sau proteinelor. Unele flavonoide pot diminua
disponibilitatea oxidantilor si proteja, astfel, structura si functia membranei. Polifenolii pot
modula producerea de NO prin interactiunea cu sintazele NO. Astfel, s-a relatat, ca unele
flavonoide (cvercetina, silibinina, luteolina) pot inhiba activitatea xantinooxidazei responsabile
de producerea radicalilor liberi. S-a confirmat, de asemenea, ca flavonidele pot reduce activitatea
peroxidazei si inhiba eliberarea de radicali liberi de catre neutrofile si activarea acestora de alfa;-
antritripsina [74].

Extractul metanolic din lacusta Oxya yezoensis a determinat o activitate antioxidanta prin
cresterea activitatii SOD si reducerea radicalului DPPH, care a fost in corelatie cu continutul de

compusi fenolici. In aceleasi conditii extractul hexanolic nu a prezentat activitate antioxidanta,
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dar a manifestat inhibarea beta-hexozaminidazei prin continutul bogat de acizi grasi, precum acid
linolenic, acid linoleic si acid oleic cu posibile efecte antialergice [136]. Compusii fenolici, la
fel, par sa joace un rol important in efectul antioxidant al extractelor de insecte, acestea derivand
din metabolizarea de catre insecte a fenolilor din plantele ingerate, cat si capacitatii insectelor de
a sintetiza compusi fenolici de novo [107].

Investigatiile metabolomice pentru flavonoide din insectele comestibile sunt foarte
limitate. Pana in prezent, aproximativ 85 de compusi flavonoizi au fost identificati din 22 de
specii de insecte din 3 familii pentru Hymenoptera, Acrididae si Lepidoptera. Insectele nu pot
sintetiza flavonoide, dar le pot acumula din plantele ingerate. Xin Fu et al. a incercat o abordare
metabolomicd pentru a identifica flavonoidele la viermele de matase de stejar chinezesc,
Antheraea pernyi Guérin-Méneville (Lepidoptera: Saturniidae). S-au identificat peste 200 de
metaboliti flavonoizi din intestinul mediu al larvelor de A. pernyi, care apartin la opt subclase,
inclusiv flavone, flavonoli, flavonoide, flavanone, polifenoli, izoflavone, antociane si
proantocianidine [167].

Extractele din Acheta domesticus si Tenebrio molitor obtinute prin procedee noi de
extragere asistata cu ultrasunete si extractie lichidd sub presiune au relevat activitate antioxidanta
marcata. Prin metoda cromatografiei de gaze cuplata cu spectrometrie de masa (GC-MS), s-a
determinat ca substantele ce prezintau activitate antioxidanta, au constituit in principal compusii
fenolici totali [102].

Catechina, 0 substanta de natura polifenolica identificatd in extractul etanolic de
Holotrichia parallela Motschulsky, poate deriva din cuticula insectelor sau din plantele pe care
insectele le consuma [1].

Componenta diferitd a insectelor determinatd de stadiul de dezvoltare a acestora la
momentul prepararii extractelor asigurd potential antioxidant diferit. Studiul derivatelor din
gandacul Serrognathus platymelus castanicolor Motschulsky, la diferite etape de dezvoltare, a
demonstrat, ca extractele metanolice din stadiul de pupa au manifestat o activitate antioxidanta
mai mare decat adultii sau larvele, relevant in testele ABTS si ORAC [147].

S-a demonstrat, cd afectiunile inflamatorii sunt insotite de stres oxidativ care agraveaza si
mai mult evolutia procesului patologic. In cadrul procesului inflamator celulele sunt expuse la o
varietate de oxizi cu formarea ulterioara a complexelor cu ADN-ul, lipidele si structurile proteice
ce determind modificari organizationale majore. Speciile reactive de oxigen (SRO), oxidanti
binecunoscuti, induc diverse enzime protectoare, precum SOD, CAT, GR etc. pentru a reduce

stresul oxidativ. Mecanismul enzimatic de aparare fatd de SRO stimulat prin utilizarea diverselor
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alimente/biomateriale poate induce efecte antioxidante suplimentare si prin urmare ameliorarea
procesului inflamator [143].

Studiile  experimentale in vitro au demonstrat activitate antioxidantd marcatd a
supernatantului din gindacii integri de Periplaneta americana prin captarea radicalilor ABTS si
DPPH intr-o manerd dozo-dependenta. Cercetdrile pe model de inflamatie, indusd prin
caragenan, au relatat, ca extractul din gindacii americani a redus nivelul de DAM si a restabilit
continutul de GSH si SOD. S-a constatat o corelatie intre stresul oxidativ si inflamatie datorita
SRO, care induc activarea NF-kB, ce regleaza expresia IL-1-beta, IL-6 si TNF-alfa. Extractul din
Periplaneta americana a inhibat expresia ARNm si producrea de citokine proinflamatorii in
celulule stimulate prin LPS [105].

Extractele de Lepidoptera au potentialul de a atenua stresul oxidativ, precum si proprietati
imunostimulatoare. Son H-U. et al. a evaluat cinci specii de fluturi (Papilio maackii, Papilio
xuthus, Pieris rapae, Eurema hecabe si Sasakia charonda), s-a cercetat supernatantul obtinut
dupa centrifugarea extractelor obtinute cu diferiti solventi (apa distilatad, dimetil sulfoxid
(DMSO0), etanol si metanol). Extractul hidric si etanolic de Papilio maackii a demonstrat o
activitate de reducere a radicalului DPPH de 80%, cel metanolic - 70% si extractul cu DMSO de
47%. Pentru extractele de Pieris rapae si Eurema hecabe s-a relevant o activitate antioxidanta cu
20% mai micd dect cea a altor tipuri de extracte. In testul FRAP, activitatea crestea intr-0
maniera dependentd de timp, cu exceptia extractelor Pieris rapae si Eurema hecabe. S-a
determinat, ca extractul apos a prezentat o activitate antioxidanta mai mare decat orice alt sistem
de solventi. In general, cea mai activa probi a constituit extractul de Papilio maackii, indiferent
de sistemul de solvent utilizat [143].

Lepidopterele contin o multime de alcaloizi, inclusiv isoxantopteri, ce manifesta activitati
antibacteriene, antitumorale si antiinflamatorii, iar prin continutul de compusi fenolici, larvele
lor au demonstrat activitate antioxidanta [143].

Sistemul de aparare antioxidanta intracelulara, format din enzime antioxidante (SOD,
CAT, GST etc.), substante neenzimatice (vitamina C, vitamina E etc.) si compusi cu grupari tiol
(GSH) este capabil sa reduca SRO sau sa previna formarea acestora. Incubarea extractului apos
din Vespa affinis (EAVA) cu enzimele recombinate rGST si rCAT a crescut semnificativ
activitatea lor in comparatie cu cele observate in probele doar cu enzima recombinatd sau extract.
Aceasta poate explica rolul inhibitor al acestuia in producerea de radicali liberi in sistemul liber
celular, la incubarea EAVA cu plasma umana a demonstrat cresterea activitatii GST. Studiul pe
model de culturd celulara de monocite a demonstrat, ca tratamentul cu un pro-oxidant, H,O, a

provocat o scddere semnificativa a activitatiit GST si CAT, iar suplimentarea cu EAVA poate
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preveni, de asemenea, productia intracelulara de SRO indusa de H,O, in monocite. Potentialul
antioxidant al extractului apos din Vespa affinis a fost comparabil cu cel al N-acetilcisteinei,
antioxidant standard impotriva expunerii la H,O,. S-a observat, de asemenea, 0 majorare
semnificativa a continutului total de tiol in EAVA. Astfel, extractul hidric din Vespa affinis a
demonstrat un rol benefic in stresul oxidativ prin inhibarea producerii de radicali liberi si
stimularea activitatii enzimelor antioxidante [52, 110].

Hidrolizatele din larvele de Tenebrio molitor au prezentat activitate de captare a radicalilor
liberi, iar pe liniile celulare mioblastice, s-a demonstrat ca greierul Brachytrupes orientalis scade
producerea de SRO intracelulare, peroxidarea lipidelor si reglarea expresiei proteinei Nrf2 si
glutation S-transferazei, implicate in raspunsul la stres [48].

Laptisorul de matca (LM) suplimentat in dieta sobolanilor Sprague — Dawley alimentati cu
fumonisind contaminatd (FB) (200 mg/kg) a atenuat efectul nociv al FB prin imbunatatirea
formarii GPx si reducerea efectelor peroxidarii lipidelor si generarii radicalilor liberi. LM poate
preveni genotoxicitatea indusa de cadmiu si stresul oxidativ la soareci, prin cresterea nivelului de
GSH si reducerea nivelului de MDA. La sobolanii expusi la cisplatina si tetraclorura de carbon,
administrarea LM poate creste rezistenta impotriva stresului oxidativ a tesuturilor hepatice si
renale, ceea ce se manifesta prin scdderea productiei de MDA si cresterea concentratiei
enzimelor antioxidante celulare (SOD, CAT, GR si GPx). in mod similar, MRJP-2 (proteine
majore din LM) manifesta actiune antioxidanta prin scaderea activitatii caspazei-3 si a apoptozei
celulare induse de stresul oxidativ, urmata de cresterea viabilitatii celulare [3].

Studiile pe modelele de animale au fost in concordanta cu rezultatele in vitro si au
demonstrat efecte antioxidante ale insectelor cu un mecanism de actiune variind de la cresterea
capacitatii antioxidante pand la modularea enzimelor antioxidante endogene. S-a estimat, ca
efectul antioxidant a fost mai evident In cazul prezentei factorilor de stres specifici, precum dieta
bogata in grasimi, stresul oxidativ, obezitatea, boala hepatica alcoolica sau iradierea UV [46].

Inflamatia este un raspuns normal la infectii si alti factori nocivi si este mediata de sistemul
imunitar Tnndscut si adaptativ al organismului, dar care fiind stimulat excesiv duce la dezvoltarea
afectiunilor inflamatorii cronice si boli autoimune. Totodata, afectiunile inflamatorii sunt insotite
de stresul oxidativ, care agraveaza si mai mult evolutia procesului patologic. Medicamentele
antiinflamatoare nesteroidiene si steroidiene sunt eficiente in diferite faze ale inflamatiei, dar pot
produce concomitent diferite efecte secundare asupra gazdei. Prin urmare, atentia stiintifica se
concentreaza intens asupra entomoterapiei, deoarece compusii de origine entomologica pot
inhiba secretia de citokine si pot regla expresia genelor, precum si a proteinelor pentru

moleculele de semnalizare implicate in patofiziologia inflamatiei [53]. Concomitent preparatele
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de origine entomologicd prezintd o gamad de compusi bioactivi cu efecte benefice cum ar fi
activitatea antioxidantd, imunomodulatoare, detoxifiantd, ce poate ameliora suplimentar evolutia
procesului inflamator [4, 86, 103, 109, 166, 178].

Studiile experimentale pe Drosophilla melanogaster au demonstrat ca rezistenta la stresul
oxidativ este influentatd de peptidele antimicrobiene (diptericina etc.), care contribuie la
mentinerea si/sau restabilirea echilibrului redox prin cresterea activitatii enzimelor antioxidante
si prevenirea majorarii SRO si a depletiei GSH [173].

Studiile statutului antioxidant (SOD, catalaza, GR, GPx, DT-diaforaza, G-6-PDH ) la
pupele a 4 specii de Plecoptera, cu particularitatile ecologice si biologice, au demonstrat ca
fiecare din ele au un potential enzimatic antioxidant important, care este conditionat de durata
perioadei de pupa si mai pufin de conditiile permanente sau temporare ale mediului ambiant.
Acestea releva, ca insectele respective au o suficienta variabilitate a mecanismelor si adaptarea
ecologica 1i permit sa infrunte conditiile nefavorabile [137].

S-a estimat, cd compusii activi, precum aminoacizii esentiali arginina, histidina, lizina,
metionina, cisteina si proteinele poseda si o capacitate antioxidantd, relevata prin testul de
reducere a ionilor ferici, capacitatea de absorbtie a radicalilor de oxigen si radicalului hidroxil,
proprietdti de captare a peroxidului de hidrogen. S-a concluzionat ca aminoacizii si proteinele
inhiba oxidarea lipidelor prin mecanisme proiectate biologic (enzime antioxidante si proteine de
legare a fierului) sau prin mecanisme nespecifice [26, 154].

Extractul etanolic din pupa de vierme de matase (Bombyx mori) in studii experimentale a
determinat o reducere a nivelului de glucoza din sange si la o imbunatatire a greutatii corporale
prin inhibarea expresiei factorului de necroza tumorala renala TNF-a, proteinei chemoatractante
monocitare-1, fibronectinei si protein kinazei activate mitogenice P38, precum si a majorat
nivelul SOD si GPO. Extractul etanolic a redus nivelul TNF-o, FN si MCP-1 in rinichi,
ingrosarea membranei glomerulare, a impiedicat cresterea matricei glomerulare mesangiale,
marirea glomerulara si scleroza locald in nefropatia diabetica experimentald. Concomitent la
nivelul rinichilor s-a restabilit nivelul enzimelor antioxidante si s-a diminuat continutul DAM. S-
a concluzionat, cd extractul etanolic din pupa de vierme de mdtase poate anihila stresul oxidativ
si dezactiva fosforilarea proteinkinazei activate de mitogeni p38 la soarecii cu diabet zaharat tip
2 s1, astfel, reduce secretia de citokine inflamatoare si dezvoltarea fibrozei in nefropatia diabetica
[162, 172].

Actiunea antiinflamatoare. S-a constatat, ca insectele constituie o sursd bunad de peptide

cu proprietati antiinflamatoare. Activitatea antiinflamatoare prin inhibarea lipoxigenazei (LOX)
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si ciclooxigenazei (COX)] a fost mai mare in peptidele si hidrolizatele obtinute dupa digestia
proteinelor insectelor, decat in insectele crude [1].

Chitina si chitosanul, produs de deacetilare a chitinei, manifestd proprietati
imunostimulatoare, antimicrobiene, antifungice, antiinflamatoare, antitumorale si antioxidante.
Astfel, fragmentele de chitind de <40 um au proprietati antiinflamatoare prin cresterea eliberarii
de interleukina (IL)-10 si reglarea intensitatii inflamatiei locale [1].

Persoanele, care timp de 2 sdptamani au consumat un mic dejun Tmbogatit cu 25 g de
pulbere din greieri, au manifestat o reduce a nivelului TNF-a in plasma. Fractia de peptide din
lacusta Schistocerca Gregaria a prezintat activitate inhibitoare a LOX si COX-2 [48]

Sistemele antioxidante ale insectelor sunt de o importantd cruciald in mecanismele de
aparare impotriva xenobioticelor care produc specii reactive de oxigen (SRO) endogene la
insecte. Nivelurile crescute de radicali din xenobiotice, precum metabolitii secundari din plante,
sunt asociate cu stresul oxidativ in tesuturile intestinului mediu ale larvelor de lepidoptere.
Xenobioticele (alelochimicele prooxidante, metalele grele, pesticidele) si metabolismul lor sunt
asociate cu producerea de radicali liberi, care reactioneaza cu diverse biomolecule si afecteaza
functiile celulare. Acesti radicali sunt eliminati de sistemele de aparare antioxidante inndscute,
inclusiv enzimele antioxidante si diversi compusi antioxidanti. Deficienta sistemului de aparare
antioxidanta duce la cresterea SRO, care interactioneazd cu multe biomolecule celulare, inclusiv
proteine, lipide, enzime, carbohidrati si AND cu afectarea lor. Insectele, pentru a depasi efectele
toxice ale SRO, au dezvoltat un mecanism antioxidant complex constituit In principal din
actiunea enzimaticd a glutation peroxidazei (GPX), catalazei (CAT), superoxid dismutazei
(SOD), ascorbat peroxidazei si glutation transferazelor (GST). La insecte, GST-urile sunt
implicate in transformarea multor insecticide, iar supraexpresia lor este responsabilda pentru
dezvoltarea rezistentei impotriva acelor insecticide. Glutation-S-transferazele prezinta activitate
glutation peroxidazica independenta de seleniu si pot indeparta componentele electrofile foarte
reactive, precum hidroperoxizi lipidici (DAM, trans 4-hidroxi-2-nonenal), generate de
peroxidarea lipidelor initiatd de SRO. Dupa expunerea la xenobotice, nivelurile crescute de
DAM au fost corelate cu o varietate de leziuni ale tesuturilor si membranei celulare la animale
[31].

Numeroase molecule purtdtoare de informatii si sistemele lor de transductie a semnalului
sunt responsabile de integrarea si homeostazia insectelor. Eicosanoidele, produse bioactive
sintetizate din acizi grasi polinesaturati (acidul arahidonic etc.), sunt bine cunoscute pentru
actiunile lor importante in fiziologia si bolile mamiferelor. Unele studii au demonstrat ca

eicosanoizii mediaza raspunsurile oxidative si antioxidante prin deteriorarea mediatda de SRO in
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tesuturile mamiferelor. Eicosanoizii actioneaza in multe domenii ale biologiei insectelor, inclusiv
transportul de ioni, traficul de proteine, reproducere si apararea imund, in care exercitd variate
influente stimulatoare si inhibitoare. Pe baza acestor informatii, Biiyiikgiizel si colab. au lansat
pentru prima datd ipoteza ca eicosanoizii actioneaza in apararea antioxidantd Tn hemolimfa
insectelor si in mentinerea fiziologiei homeostatice. Aceste rezultate au condus la investigarea
rolului eicosanoizilor in sistemele de aparare antioxidante ale altor tesuturi de insecte. S-a relevat
modificarea raspunsului oxidativ si antioxidant de catre inhibitorii de biosinteza a eicosanoidelor
(EBI), evidentiat prin continutul crescut de MDA si activitatea GST in intestinul mediu al
larvelor Galleria mellonella (L.) [31].

La larvele de molia Galleria mellonella (Lepidoptere), crescute pe diete artificiale cu
inhibitori ai biosintezei eicosanoidelor (dexametazond, esculetind si fenidona) s-a studiat
influenta asupra indicatorului stresului oxidativ (DAM) si a enzimei de detoxifiere - GST.
Esculetina, inhibitor de lipoxigenaza, a crescut semnificativ continutul de DAM la concentratii
de 0,01, 0,1 si 1,0%., iar activitatea GST a fost semnificativ crescutd doar la cea mai mare
concentratie testatd. Dexametazona, inhibitor al fosfolipazei A2, a crescut semnificativ
continutul de DAM si activitatea GST la concentratii de 0,01, 0,1 si 1,0%. Fenidona, inhibitor
dublu al COX si LOX, a crescut continutul de DAM, iar in concentratii de 0,01 si 0,1% fenidona
au crescut semnificativ activitatea GST. Aceste rezultate sustin postularea ca eicosanoidele sunt
operative in raspunsurile oxidative si antioxidante la insecte. Aceste date extind actiunile
eicosanoidelor cunoscute asupra sistemelor de aparare antioxidanta ale insectelor si indica faptul
ca eicosanoidele, cel putin prostaglandinele sau produsele lipooxigenazei, actioneaza in reactiile
antioxidante enzimatice ale insectelor [31].

Activitatea si nivelul enzimelor antioxidante sunt strans legate de raspunsul celular la
stresul oxidativ. Caile COX si LOX sunt responsabile pentru metabolismul acidului arahidonic la
insecte ca si la vertebrate. Inhibarea biosintezei eicosanoidelor, care joacd roluri fiziologice
importante la insecte, poate duce la producerea de SRO care faciliteaza peroxidarea lipidelor.
Prostaglandinele (PG) au fost biosintetizate in intestinele medii ale diferitor insecte lepidoptere.
Eicosanoidele au fost implicate in functia sistemelor oxidative si antioxidante in timpul
procesului fiziologic si fiziopatologic al mamiferelor. Studiile pe nevertebrat marin au
demonstrat scaderea activitatilor GR, CAT si SOD in urma tratamentului cu concentratii mici de
prostaglandind E2 (PGE2), in timp ce concentratiile mai mari de PGE2, invers, au crescut toate
cele 3 enzime antioxidante si au inhibat apoptoza. Aceste date sunt in concordanta cu rezultatele,
ca tratamentul cu inhibitorii biosintezei eicosanoidelor a condus la modificdri mari ale

raspunsului oxidativ si antioxidant, remarcate prin continutul crescut de DAM si activitatile
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GST. Cresterea nivelului de peroxidare a lipidelor ca raspuns la esculetind nu a fost corelata
semnificativ cu activitatea GST modificata, dar GST pare sa fie semnificativ legata de
modificarile continutului de DAM Ia larvele cu diete artificiale care contin fenidona si
dexametazond. Concentratiile alimentare mari de dexametazona au crescut continutul de DAM si
activitatile GST. Cresterea continutului de DAM si a activitatii GST, asociate cu stresul oxidativ,
ar putea fi rezultatul unui raspuns metabolic adaptiv la provocarea prooxidativd cauzatd de
inhibarea biosintezei eicosanoidelor la larvele de G. mellonella. Raspunsul oxidativ si
antioxidant modificat poate reflecta o incercare a larvelor de a contracara productia crescutd de
SRO pentru a mentine homeostazia [31].

Unele studii au demonstrat inducerea GST la afidele si mustele de casd expuse la
xenobiotice si agenti oxidativi. Glutation-S-transferazele insectelor pot contribui la apararea
antioxidantd prin activitatea directd a GPx, prevenind si reparand daunele generate de SRO.
Acestea catalizeaza etapele esentiale ale oxigendrii acidului arahidonic in biosinteza PGF2a si a
prostaglandinei E2 (PGE2) si a unor produse LOX la mamifere. GST este asociatd cu
prostaglandin sintazele dependente de GSH (sintazele E si D2), ambele fiind membri ai
proteinelor asociate membranei in metabolismul eicosanoidelor si glutationului la mamifere.
Unele produse de prostaglandine (PG) au indus, de asemenea, expresia GST-azelor. Produsele
COX si LOX mediaza raspunsurile imune celulare si umorale la G. mellonella, in care
indometacina si esculetina au afectat fagocitoza hemocitara si cascada fenoloxidazei. Astfel, s-a
concluzionat cd inhibarea biosintezei eicosanoidului poate duce la o perturbare serioasd a
apdrarii antioxidante, asa cum este evidentiata de activitdtile GST modificate la larvele moliei de
ceard. Studiile cu indometacina si dexametazona indicd faptul cd deteriorarea viabilitdtii celulare
este insotitd de un dezechilibru al enzimelor antioxidante dependente de glutation, GST si GPx
asociate cu modificari in biosinteza eicosanoidului la unele vertebrate si nevertebrate. [31].

Activitdtile enzimatice modificate pot fi atribuite sintezei proteinelor aberante sau legate de
stres ca raspuns la provocarile oxidative determinate de inhibarea biosintezei eicosanoidului. S-a
raportat, ca prostaglandina A1 (PGAI1) si prostaglandina E1 (PGE1) mediaza expresia genica a
unor proteine de protectie celulard, inclusiv proteina asemanatoare GST, subunitatea 2 GST,
catalaza si superoxid dismutazd implicate In functia de detoxifiere si protectie impotriva SRO.
Inhibitorii biosintezei eicosanoidelor pot provoca stres oxidativ prin SRO, precum si prin
actiunea lor inhibitoare asupra biosintezei eicosanoidelor, semnificativd pentru deteriorarea
apararii antioxidante. Astfel, s-a demonstrat cd raspunsurile antioxidante din intestinul mediu
sunt modificate de un sistem fiziologic, care include biosinteza eicosanoidelor. Continutul

modificat de DAM din intestinul mediu si activitatea GST la larvele hranite cu inhibitorii
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biosintezei eicosanoidelor se pot dovedi de mare importantd pentru o mai buna intelegere a
rolului eicosanoizilor in raspunsul oxidativ si antioxidant in diferite tesuturi de G. mellonella.
Functiile de reglare ale eicosanoidelor care sunt prezente la niveluri scazute in tesuturile
insectelor, sunt directionate spre mentinerea unei homeostazii a starii oxidative si antioxidante,
ca si in mentinerea fiziologiei homeostatice la evenimente cruciale din ciclurile de viata.
Continutul crescut de DAM si activitatile GST in tesutul intestinului mediu poate fi rezultatul
inhibarii biosintezei eicosanoidelor care impiedicd functia de mentinere a homeostaziei
oxidative. Aceasta sugestie a fost demonstrata la suplimentarea mai multor produse PG in dieta
artificiala, cand s-au inversat efectele de deteriorare ale inhibitorilor biosintezei eicosanoidelor
asupra diferitelor sisteme fiziologice in unele tesuturi ale larvelor de insecte lepidoptere,
sugerand ca produsele COX si LOX pot fi implicate in homeostazia fiziologica in majoritatea
tesuturilor insectelor [31].

Ciclooxigenaza-2 (COX-2), un biomarker molecular specific procesului inflamator ce
determind formarea eicosanoizilor (PG), poate fi studiatd ca un indicator al activitatii
antiinflamatoare a preparatelor cercetate la inducerea prin diferiti agenti biologici. Expresia
promotorului genei COX-2 a fost studiata pentru cinci specii de fluturi (Papilio maackii, Papilio
xuthus, Pieris rapae, Eurema hecabe si Sasakia charonda) sub forma de extrase prin apa
distilata, dimetil sulfoxid (DMSO), etanol si metanol, care a determinat ca fiecare proba nu a
prezentat diferente semnificative, dar extractul DMSO de Papilio xuthus a demonstrat cea mai
puternicd activitate in testul de expresie a promotorului [143].

Raspunsul inflamator constd intr-o varietate mare de procese fiziologice si patologice.
Mediatorii inflamatiei (TNF, IL-1, IL-6), produsi local, activeaza endoteliul vascular, cu expresia
moleculelor de adeziune, urmate de legarea, rularea si aderenta celulard. Celulele
polimorfonucleare si macrofagele ajung in tesuturi, migreaza catre stimulii inflamatori datorita
gradientului de chemokine pentru fagocite si elimind tinta. Un raspuns inflamator excesiv poate
provoca leziuni tisulare, In timp ce unul bine reglat poate proteja gazda si remodela structura
tesuturilor, restabilind astfel functia tesuturilor dupd leziune. Raspunsul inflamator acut poate
duce la moartea pacientului, iar inflamatiile cronice pot provoca leziuni tisulare ireversibile sau
induce insuficienta de organ [Bitencourt MA. 2011].

Activarea macrofagelor, celuld importanta in raspunsul imun si inflamator, poate incepe
dupa ce LPS interactioneaza cu receptorii de recunoastere a modelului (PRR) prezenti in
membranele macrofagelor si poate induce producerea de citokine proinflamatorii, precum IL-6,
IL-1 si TNF, si citokine imunostimulatoare, precum IL-12. Studiul diferitor doze ale extractelor

apoase si metanolice de alga marind Caulerpa mexicana asupra macrofagelor, cu si fara
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stimulare LPS, a demonstrat, ca acestea nu au generat producerea de citokine proinflamatorii si
au fost capabile sa inhibe producerea acestor citokine induse de LPS, prezentand activitate
antiinflamatoare in vitro. Mecanismele de actiune ale acestor extracte, posibil, pot fi determinate
de continutul de substante care inhiba sau concureaza cu ligandul LPS, receptorul Toll-like 4
(TLR4) sau molecula CD14, care este co-receptor pentru LPS sau se leagad cu unele molecule de
pe suprafata macrofagelor, inhiband semnalele biochimice induse de LPS pentru producerea de
citokine proinflamatorii [29].

Proprietatile antiinflamatoare ale insectelor comestibile au fost evaluate atat in vivo, cat si
pe modele celulare. in studiile in vivo s-a constatat o reducere a nivelelor de citokine circulante,
induse de diferiti factori de stres, la administrarea produselor entomologice. O crestere a
nivelurilor de citokine a fost constatatd numai la doze mari de Hermetia illucens, administrate
pestilor sandtosi, fara a fi confirmate prin modificari inflamatorii la analiza histologica. In studii
pe subiecti sandtosi s-a demonstrat reducerea nivelelor circulante de TNF-o, date care necesita
investigari suplimentare deoarece acestea, posibil, aveau un nivel redus de inflamatie. Nivelul
NF-kB - factor de transcriptie implicat in raspunsurile inflamatorii, a fost scazut in modelele
celulare si la animale. Concomitent, nivelele TLR4, a caror stimulare duce la activarea NF-kB,
nu au fost afectate. In unele studii s-a aritat activitate in reducerea productiei de NO in
macrofage, un radical implicat in modularea inflamatiei si a imunitatii. In concluzie, dovezile din
modelele celulare si animale sustin un efect asupra reducerii citokinelor inflamatorii prin
modularea nivelurilor de NF-kB, fara a afecta imunoglobulinele [46].

Insectele, furnicile (ordinul Hymenoptera, familia Formicidae), albinele si viespele
(Hymenoptera, subordinul Apocrita) poseda o multitudine de toxine neexplorate cu activitati
biologice marcate. Furnicile exprimd mai multe tipuri de peptide in veninurile lor, devenind
astfel o sursd esentialda de peptide bioactive. Cele mai studiate sunt furnicile din genurile
Solenopsis, Pachycondyla spp si Myrmecia. In forme brute si izolate, caracterizarea si verificarea
mai multor peptide bioactive din veninul speciilor Pseudomyrmex, cum ar fi peptida mirmexin,
s-a dovedit a avea o activitate antiexudativi marcati. In studiile in vivo s-a observat, ca
poneratoxina, o peptida cu 25 de reziduuri din Paraponera clavate, si unele peptide Formicidae,
pot reduce edemul si manifesta 0 activitate antinociceptiva. Utilizarea topica a furnicilor
gigantice macerate Dinopera quadriceps pentru tratamentul durerilor reumatice si colonalgiilor,
iar extractele brute au redus edemul labei, migrarea leucocitelor, continutul DAM si de nitriti cu
ameliorarea peritonitei acute. Extractul continea molecule modulatoare ale mecanismelor
celulare oxidante/antioxidante implicate n inflamatia acutd provocata de zimosan. Veninul brut

are potentialul de a reduce nociceptia si IL-1B, PGE,, ce sugereaza suprimarea formarii
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mediatorilor inflamatori prin COX-2. Toxinele derivate din furnicile Brachyponera
sennaarensisare moduleaza nu numai durerea, ci si raspunsul imunitar prin reglarea expresiei
MHC-II, CD80 si CD-86, precum si interferonului-y (IFN-y) si interleukinei-17 (IL-17),
mediatori care sunt implicati in diferite patologii cronice si cancer, asa cum au fost demonstrat
studiile in vivo. Peptidele din toxine pot stimula factorul nuclear kappa B (NF-kB), kinaza IkB si
suprima factorul de transcriptie nuclear-o. (TNF-a) si receptorul de moarte la suprafata celulei
(Fas) [49].

Administrarea LPS la animale s-a dovedit a fi un model experimental adecvat si
reproductibil pentru studierea proceselor inflamatoare. LPS la patrunderea in sange pot provoca
reactii inflamatorii cu cresterea nivelului mediatorilor proinflamatori celulari (PGE2, NO,
leucotriene) si citokinelor proinflamatorii (IL-1B, IL-6 si TNF-a etc.) prin calea de semnalizare
NF-xB. In acest caz LPS s-ar putea atasa de proteinele de legare a LPS (LBP) din plasma, iar
acest complex LBP-LPS poseda afinitate pentru MD2 si CD14 care se conecteazd impreuna la
TLRA4. Cuplarea LPS la TLR4 duce la activarea NF-kB prin recrutarea si activarea MyD88,
IRAK, TRAF-6, precum si NOX, si in cele din urmad, declanseaza eliberarea de mediatori
proinflamatori si citokine. LPS au crescut nivelul de expresie a ARNm al NF-kB, au stimulat
fosforilarea si degradarea rapida a inhibitorului kappa B (IkB), permitdnd NF-kB sa se transloce
in nucleu, unde se leagd de promotori si activeaza transcrierea genelor de raspuns inflamator.
Activarea NF-«B, prin expresia citokinelor proinflamatorii si mediatorilor, declanseaza dilatarea
vaselor, cresterea fluxului sanguin, infiltrarea leucocitelor, eliberarea de proteaze si formarea de
SRO si SRA. Astfel, semnalizarea NF-kB actioneaza ca o veriga cheie a raspunsului inflamator
si joacd un rol esential in reglarea cailor de semnalizare inflamatorie, iar elucidarea unui preparat
cu diverse functii fiziologice si farmacologice sau a unei formuldri sinergice cu activitate
policomponenta asupra tintelor patogenetice ale inflamatiei ar fi binevenita [75].

Lipopolizaharidele cresc expresia ARNm a iNOS si COX-2 cu producerea de NO si PGE2.
Leziunile induse de LPS au determinat o crestere a nivelulului de NO, care poate reactiona cu
anionul superoxid (O2.—) pentru a forma peroxinitrit (ONOO-) un puternic anion citotoxic, care
poate stimula productia de IL-1B, IL-6 si TNF-a prin activarea NF-kB sensibil la oxidant.
Expresia COX-2 indusa de LPS are ca rezultat o eliberare a PGE2, care provoaca durere, febra,
edem si sensibilitate. Prin urmare, inhibarea iNOS si NO impreuna cu COX-2 si PGE2 ar putea

avea efecte terapeutice potentiale pentru prevenirea inflamatiei si a durerii asociate [75].
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Figura 1.5. Mecanismele patogentice de actiune ale LPS [ljinu T.P.,2022].

Inflamatia sistemicd declansatd de LPS se caracterizeaza prin perturbarea echilibrului
redox intracelular si acumularea excesiva de SRO. Dezechilibrul pro-oxidant/antioxidant,
precum si caile celulare implicate in activarea NF-kB, se considerd mecanismele cheie ale
stresului oxidativ. Productia crescuta de SRO activeaza NF-kB, care controleaza producerea de
citokine proinflamatorii (IL-1, IL-6 si TNF-a) si cauzeaza epuizarea antioxidantilor celulari, cat
si cresterea continutul DAM. Expunerea la LPS a crescut semnificativ nivelul DAM, ce indica
leziuni tisulare cu reactii in lant, si scaderea activitatii sistemului antioxidant celular. LPS au
produs stres oxidativ cu diminuarea nivelului enzimelor antioxidante (SOD, CAT etc.) si a
antioxidantilor neenzimatici (GSH), epuizati pentru neutralizarea anionului superoxid (O; ),
radicalilor hidroxil (OH) si peroxidului de hidrogen (H20,) [75].

Activitatea antiinflamatoare a fost demonstrata pentru insectele Polyrhachis dives, Licorma
delicatula, G.sigilatus, T.molitor si S.gregaria. La extragerea cu etanol au fost separati 13
compusi nepeptidici cu actiune antiinflamatoare. Unii compusi au inhibat proliferarea
limfocitelor T stimulate, precum si au redus productia de TNF-alfa in macrofagele stimulate de
LPS, au inhibat COX-1 si JAK 3 kinaza, responsabile de raspunsul inflamator. Extractul apos de
L.delicatula a prezentat actiune antiinflamatoare in macrofagele stimulate de LPS prin inhibarea
dozo-dependenta a secretiei de citokine proinflamatorii, IL-13 si reducerea activitatii
metaloproteinazelor, responsabile de inducerea mediatorilor inflamatori (citokine, factori de
crestere, molecule de adeziune). Zielinska etc. au raportat, cd hidrolizatele de G.sigilatus,
T.molitor si S.gregaria au determinat inhibarea lipooxigenazei (LOX) si COX-2 si, respectiv,
reducerea productiei de leucotriene si prostaglandine [4, 86].

La pretratarea macrofagelor din SNC timp de 2 ore cu extract hidro-alcoolic din T.molitor
in doze de 10, 25 si 50 pg/ml la suplimentarea LPS (200 pg/ml) si incubarea timp de 16 ore a

demonstrat reducerea nivelului NOS inductibile (NOSI). Studiile cu extractele proteice de
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T.molitor au demonstrat, ca acestea inhibau semnificativ producerea de NO fara citotoxicitate in
macrofagele stimulate cu LPS si reduceau nivelul de expresie a COX-2 si proteinei NOSi prin
reglarea protein kinazelor activate de mitogeni (MAPK) si a factorului nuclear kappa B (NF-kB).
Extractul hidric de T.molitor a redus producerea de NO intr-o manera dozodependents, la fel si
expresia NOSi cu o diminuare a nivelului proteinelor PGE2, NOSi, COX-2, MAPK [103].

S-a stabilit ca insectele sunt surse de agenti activi pentru medicina moderna. Multe insecte,
cum ar fi albinele, mustele, furnicile, gandacii si insectele hematofage sunt utilizate pentru a
obtine preparate cu actiune antibacteriand, antitumorala sau antitrombotica. Studiile chimice au
indicat ca Tubiechong a generat multi compusi activi, inclusiv proteine, aminoacizi, peptide,
acizi grasi, alcaloizi, nucleozide, polizaharide, vitamine liposolubile si elemente minerale, iar
unii componenti au fost purificati si identificati. Tubiechong, produs entomologic obtinut din
Eupolyphaga sinensis Walker sau Polyphaga plancyi Bolivar, familia Corydiidae (Blattodea),
este utilizat pe larg in medicina traditionald chinezd pentru tratamentul multor maladii si
afectiuni patologice datoritd proprietatilor anticoagulate, antitrombotice, antitumorale,
antioxidante, imunomodulatoare, hepatoprotectoare si hipolipemiante [166].

Studiul actiunii antiinflamatoare a nectarului de albine a demonstrat ca extractul etanolic,
in comparatie cu cel hidric, a manifestat o actiune mai marcatd relevatd prin diminuarea
edemului, indus de carrageenan, inhibarea COX-2, fard a o influenta pe cea a COX-1, si a
diminuat nivelul NO prin inhibarea NOS inductibile in concentratii dozo-dependente. Analiza
componentelor extractului etanolic a demonstrat un continut de flavonoide si glicozide
flavonoide: quercetind-7-rannozida, kaempferol-3-glucozida, izorhamnetin, kaempferol si
cvercetind sub forma de aglicone. S-a raportat cd actiunea antiinflamatoare poate fi determinata
de flavonoizi, inclusiv cvercetina, care inhibd activitatea enzimelor implicate in metabolizarea
acidului arahidonic (fosfolipaza A2, ciclooxigenaza si lipoxigenaza) si in modularea expresiei
genice a COX-2, NOS inductibile si a mai multor citokine [96].

Actiunea hepatoprotectoare. Produsele de apicultura se cunosc si se utilizeaza ca remedii
curative si profilactice in diferite maladii. La studierea componentei homogenatului si
liofilizatului din larvele de albine s-a constatat o asemdnare a componentei, care contine 20
aminoacizi (inclusiv 10 esentiali), 30 acizi grasi superiori (inclusiv 3 nesaturati), acizi
dicarbonici si mono-, di- si trioxiacizi, eteri compusi ai acizilor grasi, gliceride, fosfogliceride,
sterine, vitamine hidro- si liposolubile, microelemente [184].

Homogenatul din larvele de albine (50 si 200 mg/kg), la sobolanii cu afectiune hepatica,
indusd prin CCly si izoniazidd, a normalizat parametrii rezistentei imune nespecifice (lizocim,

betalizine, activitatea bactericidd a plasmei, activitatea fagocitozei) si biochimici ai functiei
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ficatului (AIAT, AsAT, glicogen, colesterol, trigliceride, proteine totale si acizi nucleici in ficat.
Liofilizatul din larvele de albine, la sobolanii cu leziunea hepatica indusa prin CCly, a normalizat
parametrii fagocitozei si nivelul lizocimului si bilirubinei totale, a micsorat activitatea AIAT si
FAL, iar in ficat a diminuat continutul colesterolului si trigliceridelor, dar a majorat cantitatea
glicogenului. Aceste efecte a homogenatului s-au dovedit a fi superioare celor obtinute la
utilizarea apilacul-ui si Liv 52 [185].

Proteina purificatd din Bombyx mori a manifestat efect hepatoprotector fata de afectiunea
hepatica indusa de CCly prin micsorarea activitatii transaminazelor datorita efectului antioxidant,
demonstrat in vitro prin capacitatea de captare a radicalilor liberi si anionului superoxid [127].

Larvele de Musca domestica sunt folosite in mod traditional ca agenti terapeutici iar recent
au fost raportate efectele antioxidante, antibacteriene, antitumorale si imunomodulatoare.
Concomitent, s-a raportat ca extractele imbogatite cu proteine ale larvelor de musca de casa
posedda un potential efect hepatoprotector si activitate antivirald. O gama de preparate
traditionale chinezesti au fost folosite pentru tratamentul hepatitei B in baza strategiilor
terapeutice: reducerea incarcaturii virale; imbunatatirea functiei hepatice; reducerea inflamatiei,
ameliorarea functiei imune; reglarea metabolismul lipidelor; diminuarea fibrozei hepatice. In
cadrul studiului s-a demonstrat, ca extractele imbogatite cu proteine ale larvelor de musca de
casd inhiba replicarea virusului hepatitic B in vitro prin scaderea producerii de HBsAg si
HBeAg. In concordanti cu efectele inhibitoare asupra producerii de HBsAg si HBeAg, a fost
observata o diminuare semnificativa a nivelului intracelular si extracelular de ADN viral si a
scazut nivelul proteinei citoplasmatice a virusului hepatic B. Aceste rezultate au sugerat, ca
extractele imbogatite cu proteine ale larvelor de muscd de casa au inhibat replicarea VHB,
producerea si secretia de proteine virale [92].

Laptisorul de matca a demonstrat un efect hepatoprotector in leziunile hepatice toxice
induse de paracetamol, CCI4, cisplatind, azatioprina etc.  S-a constatat, ca actiunea
hepatoprotectoare a laptisorului de matca a fost determinata de activitatea antioxidanta (inhibarea
peroxidarii lipidelor, cresterea capacitdtii antioxidante totale, neutralizarea si eliminarea
radicalilor liberi, micsorarea nivelului dialdehidei malonice), antiinflamatoare (diminuarea
nivelului TNF-a) si antiapoptotica [3].

Actiunea hepatoprotectoare a preparatelor de origine entomologicd a fost cercetata
experimental, pe modele de inducere a afectiunilor hepatice toxice cu paracetamol, tetraclorura
de carbon si ischemice cu fenilefrina, si in studiile clinice la pacientii cu hepatite de origine
toxica si virald. Pretratamentul cu preparatele entomologice a diminuat eficient hepatotoxicitatea

paracetamolului si tetraclorurii de carbon prin preintdmpinarea dezvoltdrii dereglarilor
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morfologice in ficat, micsorarea sindromului de citoliza, colestaza si de intoxicatie endogena,
corectia stresului oxidativ, mentinerea adecvatd a proceselor energetice si sintetice.
Administrarea preparatelor de origine entomologica, in hepatica toxica indusa prin paracetamol,
a contribuit la ameliorarea sindromului de citoliza si colestaza, dar cu o diferitd intensitate:
imuheptinul a influentat mai eficient sindromul de citolizd si moderat cel de colestaza,
entoheptinul a diminuat mai marcat sindromul de colestazd si moderat cel de citoliza, iar
imupurinul a manifestat eficacitate moderata fatd de ambele sindroame, care devenea mai intensa
odata cu cresterea duratei tratamentului. Preparatele entomologice exercitau actiune modulatoare
asupra proceselor metabolice (corectarea hiper- sau hipoglicemiei, hipercolesterolemiei si
hiperproteinemiei relative) in ficat, in functie de evolutia si de durata afectiunii toxice induse de
paracetamol. Tratamentul cu preparatele de origine entomologicd a determinat o anihilare a
afectiunii ischemice a ficatului, relevata prin reducerea activitatii in ser si restabilirea nivelului in
ficat a enzimelor citolitice, micsorarea moderata a sindromului de colestaza si de insuficientd
hepato-celulara [10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 65, 68, 123, 182, 188, 190].

Studiile clinice au demonstrat ca includerea preparatelor de origine entomologica in
tratamentul complex al hepatitelor virale cronice a contribuit la 0 ameliorare mai rapida si mai
marcatd a tabloului clinic, o anihilare semnificativa a activitatii transaminazelor, fosfatazei
alcaline, gama-glutamiltranspeptidazei, o normalizare a sindromului de colestaza, o micsorarea a
proceselor de peroxidare a lipidelor, o amplificare a functiei sintetice a ficatului, o modulare a
parametrilor sistemului imun. Tratamentul complex cu preparatele entomologice al pacientilor cu
hepatite cronice de diferita geneza a contribuit la o ameliorare mai rapida a sindromului asteno-
vegetativ, algic si dispeptic, o diminuare semnificativd a sindromului moderat de citoliza si de
colestaza, a proceselor de peroxidare a lipidelor, modularea parametrilor sistemului imun cu
restabilirea imunitatii celulare [18, 19, 20, 21, 65, 67, 119, 125].

Sistemele enzimatice ale insectelor ce participa la detoxicarea diferitor xenobiotice sunt
monooxigenazele, esterazele si glutation-S-transferaza (GST). Esterazele nespecifice exercita
functii importante la insecte: catabolismul eterilor acizilor grasi superiori; mobilizarea lipidelor,
inclusiv din corpul adipos; degradarea eterilor inerti metabolic, inclusiv xenobioticelor.
Specificitatea largd a esterazelor reflectd rolul indispensabil in inactivarea toxinelor de diferita
geneza. GST participa la degradarea insecticidelor, eliminarea produselor metabolismului si
protectia tesuturilor de radicali liberi. S-a constatat ca GST si esterazele nespecifice participa in
procesele metabolice ale insectelor si scindarea compusilor organofosforici, piretroizilor,
carbamatelor, invenoizilor. S-a demonstrat expresia genelor enzimelor detoxicante, responsabile

de mecanismele rezistentei la diferite xenobiotice la insectele din Lepidoptere, Hemiptere,
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Himenoptere etc. Datele literaturii aratd ca in procesul infectios (bacterian, fungic) la larvele
Galleria mellanella L. si Bombyx mori are loc inductia unor noi izoforme de esteraze nespecifice
si modificarea activitatii esterazelor in diferite organe [194].

Actiunea imunomodulatoare. Sistemul imun al insectelor, desi inca pe deplin neelucidat,
prin anumite mecanismele celulare si umorale, prezente pe toatd scara evolutiva, asigura
supravetuirea si combaterea efectivd a agentilor infectiosi. Prezenta complexelor lipoproteice
variate la diferite etape de dezvoltare ale insectelor (ou, larva, pupa, imago) sustin ipoteza ca
acestea pot manifesta importante proprietdfi imunotrope. Astfel, extrasele din insecte si/sau
derivatii sintetici, in functie de peptide, polipeptide si substante biologic active, pot manifesta
variate efecte asupra proceselor imunologice [36, 37, 38].

Insectele se deosebesc prin prezenta unui sistem de aparare innascut destul de dezvoltat.
Una din particularitdtile sistemului celular si umoral al insectelor este participarea activa a
componentilor lor la modificarile morfogenetice. Larvele se hranesc permanent si cresc, adultul
duce un mod activ de viata, se inmulteste si se raspandeste, iar pupa combina faza de repaus fizic
cu perturbdri morfofunctionale interne compuse. Strategia formarii raspunsului de aparare in
cazul stadiilor scurte de ontogeneza se poate deosebi de cele de durata. In afard de aceasta,
particularitatile functionale ale reactiilor de aparare ale insectelor se pot forma atat in rezultatul
adaptarii la conditiile de viata, cat si in functie de stadiile ontogenetice de dezvoltare [198].

La insecte s-a descoperit peptida ce blocheaza cresterea, membra a familiei citokinelor, cu
diverse functii, inclusiv si controlul multiplicarii §i imunitatii. Aceasta peptida a fost raportata la
15 specii de Lepidoptera, iar recent si la Diptera (Lucilia cuprina si Drosophilla melanogaster),
ce indica cd aceasta nu este specifici numai la Lepidoptere. Peptida ce blocheaza cresterea
constd din 19-30 reziduuri de aminoacizi, ancorata la lantul C-terminal a unui precursor de 73-
152 aminoacizi si se detectd la 5 ordine de insecte [97].

Peptidele antimicrobiene ale insectelor (PAM) pot manifesta activitate imunomodulatoare
prin urmadtoarele mecanisme: activarea celulelor imune; majorarea activitdtii celulelor NK' si
limfocitelor T citotoxice; inducerea productiei de citokine; inhibarea activitatii citokinelor
inflamatorii si mediatorilor inflamatori; modularea céilor Toll receptorilor, caii de semnalizare a
NF-kB si MAPK. In acest context, efectele imunomodulatoare ale unor clase de PAM de insecte
(Iepidoptere, diptere, coleoptere, himenoptere) si mecanismele determinate de calea lor de
semnalizare pot oferi dovezi pentru domeniile de utilizare in medicina [168].

Analiza rezultatelor obtinute referitoare la proprietatile imunotrope ne releva ca preparatele
de origine entomologica studiate au majorat rezistenta nespecificd a organismului i intensificat

fagocitoza neutrofilelor si macrofagelor intr-o maniera independenta de doza, fapt ce ne vorbeste
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ca efectul imunotrop este determinat nu atat de cantitatea substantelor active, cat de calitatea lor,
prezenta peptidelor, complexelor lipoproteice, polizaharidelor si altor lizate proteice sunt
responsabile de stimularea sistemului imun si inactivarea agentilor microbieni. Studiile in vitro
cu anticorpi monoclonali au demonstrat ca imupurinul si imuheptinul cresc nesemnificativ
nivelul limfocitelor T (CD3+) si il micsoreaza neesential pe cel al limfocitelor B (CD20+) cu
majorarea procentului T-helperilor (CD4+). Analiza indicelui de imunomodulare a demonstrat ca
imuheptinul si imupurinul posedda actiune imunomodulatoare in cazul activitatii functionale
majorate a neutrofilelor si de stimulare in cazul celei cu grad redus. Entoheptinul a determinat
proprietati stimulatoare asupra activitatii functionale a neutrofilelor indiferent de gradul initial al
acestuia. Imupurinul si imuheptinul exercitd o actiune imunomodulatoare asupra imunitaii
celulare relevatd prin majorarea limfocitelor T-helperi (CD4), o crestere nesemnificativd a
limfocitelor citotoxice (CDS) si a indicelui de imunomodulare [13, 68, 70, 122].

Includerea imupurinului in tratamentul complex al pacientilor cu infectia cu virusul
imunodeficientei umane a contribuit la o dinamica pozitiva a numarului limfocitelor T-helperi si
a incarcaturii virale, precum si la normalizarea activitatii AIAT si reducerea indicilor probei cu
timol. Preparatul entomologic a influentat benefic asupra imunitatii celulare, posibil, prin
restabilirea echilibrului Th1/Th2, cu manifestarea unui efect antiviral indirect prin normalizarea
profilului citokinelor eliberate de limfocitele T [18, 19, 66, 69, 126].

Actiunea antitumorala. Studiile experimentale au demonstrat ca analogul peptidic al N-
peptidei myristoilate (produse naturale obtinute din hemolimfa Heliothis virescens) a manifestat
activitate fata de 34 din cele 56 linii de celulele tumorale cu o inhibare a cresterii a peste 50%
din celulele tumorale [114].

Peptida Polybia-MPI, izolata din Polybia paulista, a fost sintetizata si studiata actiunea ei
antitumorald. Rezultatele au relevat ca peptida inhiba selectiv proliferarea celulelor canceroase
ale prostatei §i vezicii urinare cu o citotoxicitate inferioard fatd de fibroblastele normale. S-a
constatat ca efectul citotoxic si antiproliferativ este determinat de formarea porilor. Ulterior s-a
studiat corelatia dintre structurd si activitatea antitumorald a 3 analogi prin substituirea Leu7,
Ala8 si Asp9 cu L-prolina. Astfel, substituirea cu L-Pro a Leu7 sau Asp9 a redus conformatia
alfa-helix, iar cu L-Pro a Ala8 — a rupt conformatia alfa-helix urmata de diminuarea
semnificativa a activitatii antitumorale. Datele obtinute au pernmis autorilor sa confirme
importanta structurii alfa-helix in realizarea actiunii antitumorale ce deschid noi perspective
terapeutice 1n tratamentul cancerului prostatei si vezicii urinare [161].

Studiul activitdtii antitumorale a remarcat proprietatea alloferonului de a potenta

capacitatea limfocitelor din sdngele periferic a persoanelor sandtoase de a liza celulele tumorale,
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similar interferonului alfa. Concomitent preparatul a stimulat liza celulelor tumorale de catre
limfocitele citotoxice al bolnavilor oncologici. Efectul a fost mai manifest asupra NK-celulelor si
mai marcat la bolnavii cu leucoza acuta si cronica, dar mai mic la cei cu limfoame. Alloferon 1 si
analogii lui 3 si 4, similar cu interferonul alfa, au stimulat activitatea citotoxica a limfocitelor
persoanelor sandtoase si pacientilor cu maladii oncologice [36]. Studiului preclinic al
alloferonilor, inclusiv alloferon-1, fata de celulele leucemiei in cadrul monoterapiei si
tratamentului combinat cu ciclofosfamida, doxorubicind si vincristind a demonstrat un efect
citostatic comparabil cu dozele mici de chimioterapice, iar la asocierea lor la puls terapie a
obtinut un efect antitumoral mai superior in comparatie cu utilizarea separata a acestora [38].

Un sir de studii au raportat activitate antitumorala a diverselor componente ale insectelor.
Extractul etanolic de B.mori a demonstrat activitate de inhibare a cresterii carcinomului
hepatocellular. Cernysh S. etc au demonstrat capacitatea peptidei aloferon 1 de a inhiba
cancerogeneza prin stimularea activitatii celulelor NK si a limfocitelor, iar in studiile
experimentale au indus sinteza interferonului [38]. Chitosanul, izolat din larvele de M.domestica,
a manifestat, la fel activitate antitumorala [4, 86].

Actiunea antitumorald a produselor din insecte a fost documentata fata de cancerul de sén,
de col uterin, ovarian, cancerul hepatic, colorectal, pulmonar, pancreatic, esofagian, al limbii,
vezicii urinare, leucemie, melanom etc. Substantele biologic active derivate din insecte pot
inhiba aderenta celulelor tumorale, pot limita migrarea si invazia celulelor, pot inhiba
proliferarea celulara si induce apoptoza prin reglarea diferitelor cdi, precum Akt, Mapk si PKC.
Concomitent, proprietatile antioxidante, antiinflamatorii si imunomodulatoare ale componentelor
din insecte contribuie la efectele antitumorale. Au fost descrise efectele antitumorale la
cantaridind si noncantaridina din gandacii blister (Meloidae), cordicepina si cecropina din viermi
de matase (Bombycidae), polizaharida si proteina din Eupolyphaga sinensis (Walker)
(Blattodea: Corydiidae), derivatii de chitosan din gandacii scarab (Scarabaeidae) si muste
(Calliphoridae) [141].

Activitatea antimicrobiana. Datele studiilor in vitro si in vivo au demonstrat rezultate
contradictorii referitor la influenta peptidelor antimicrobiene (PAM) din diverse insecte asupra
florei gram-pozitive (Gr+) si gram-negative (Gr-) si ciupercilor. S-a constatat, ca activitatea
antimicrobiand, indeosebi la asocierea PAM, a fost determinata de deteriorarea invelisului
bacterian cu cresterea accesului altor peptide la tinta intracelulara. Concomitent, s-a determinat si
o actiune benefica asupra microbiomului intestinal cu cresterea producerii de acizi organici, acizi

grasi cu lant scurt, reducerea efectelor secundare ale antibioticelor [4, 86].
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Studiul proprietatilor antimicrobiene in vitro a demonstrat, ca substantele cercetate
(entoheptin, imuheptin §i imupurin) nu au manifestat activitate antibacteriand fata de
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli i
Proteus vulgaris si antivirala pe tulpinile de virusuri ARN-dependente (poliomielitic vaccinal tip
1, tip 2, tip 3, virusul stomatitei veziculare) si ADN-dependente (virusul herpex simplex tip 1).
Testarea activitatii antifungice in vitro a demonstrat o activitate slaba la o concentratie de peste
600 png/ml fata de tulpinile de Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus si
Penicillium [18].

Peptidele antimicrobiene constituie o componentd esentiald a imunitatii innascute la
nevertebrate, vertebrate si plante. Aceste peptide sunt, de obicei, molecule mici, cationice si
amfipatice capabile sd interactioneze cu membranele lipidice. Caracterul cationic, format dintr-
un numdr mare de aminoacizi cationici (arginina, histidina, lizina) si reziduuri hidrofobe, se
considerda un factor important responsabil pentru atractia electrostaticd a peptidei de suprafata
celulara incarcata negativ, tipica pentru microorganisme. Peptidele antimicrobiene cationice se
leagd de reziduurile anionice ale invelisului bacterian extern, care includ lipopolizaharidele
bacteriilor gram-negative si acizii lipoteichoici din formele gram-pozitive. Atasarea de
membrana celulelor bacteriene externe, spre deosebire de antibiotice, nu implicd receptori
specifici pentru PAM, astfel incat este mai dificil pentru bacterii sd dezvolte mutatii si rezistenta.
Aceastd legare are ca rezultat dereglarea integritdtii si permeabilitdtii membranei celulare
bacteriene externe si moartea microbiand. Partea amfipatica, cu regiuni hidrofile si hidrofobe
care mediaza infiltrarea lor in membranele celulare fosfolipide, este o caracteristica cheie care
determind legarea peptidelor de membrana celulard tintd. Interactiunea electrostaticd intre
componentele de suprafatd incarcate negativ si moleculele de peptide Incarcate pozitiv este o
etapa initiald esentiala de legare peptidicd. Sarcina negativd a celulelor bacteriene este
determinata de prezenta LPS si acizilor lipoteichoici, in timp ce suprafata celulelor fungice este
adesea acoperitd de fosfomanoproteine anionice. Mai mult decat atat, diferentele In compozitia
fosfolipidelor membranelor celulare procariote si eucariote, cu predominarea sarcinilor anionice,
fata de cele fara sarcind sunt importante pentru toxicitatea selectiva a PAM pentru celulele
microbiene. Interactiunile PAM cu membranele celulare tintd pot duce la o serie de efecte,
precum depolarizarea membranei, cresterea permeabilitatii membranei, liza si pierderea
componentelor intracelulare, provocand in cele din urmd moartea celulelor. Unele PAM
cationice pot traversa membrana celulard si interactiona cu constituentii anionici intracelulari,

precum ADN si ARN [131, 145].
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Majoritatea (65%) cercetarilor produselor din insecte s-au axat pe actiunea antimicrobiana.
S-a determinat, ca produsele de origine entomologica inhiba circa 30 de specii de bacterii
asociate cu infectiile plagilor (Bacillus sp., Staphylococcus sp. si Proteus sp.), infectiile
sistemului digestiv (Helicobacter pylori, Bacillus cereus, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Salmonella enterica), infectiile tractului urinar (Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens) si alte infectii (Listeria monocytogenes,
Haemophilus influenzae). Concomitent, s-a demonstrat capacitate de a inhiba fungi (Aspergillus
sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Candida sp.etc.), virusuri (virusul febrei Rift Valley,
virusul Coxsackie B4, virusul hepatitic B, virusul herpetic etc.) si paraziti (Trypanosoma cruzi,
Leishmania sp., Plasmodium sp., Haemonchus contortus etc.). Mecanismele actiunii
antimicrobiene includ reducerea aderentei bacteriene la keratinocitele umane, diminuarea
formarii biofilmului, alterarea si perturbarea permeabilitatii membranei, deformarea peptidelor,
productia de SRO, inhibarea si deteriorarea formarii ADN. Responsabile de actiune
antimicrobiand sunt in principal peptidele antimicrobiene: coprisina, lebocina, drosocina,
pronectina, cecropind etc., precum $i anumiti acizi grasi nesaturati, proteine (lectina, lizozima,

cantaridina [Siddiqui SA et al., 2023].

1.3 Concluzii
1. Insectele reprezintd o sursa valoroasa de nutrienti, capabili sa rezolve deficitul de alimente, si

substante biologic active CU Vvariate proprietati farmacologice (antioxidante, antimicrobiene,
imunomodulatoare, antiinflamatoare, antitumorale etc.) cu beneficii sigure pentru sanatate si

2. Produsele si peptidele de origine entomologicd prin componentele sale biologic active
(proteine, aminoacizi, lipide, acizi polinesaturati, antioxidanti, compusi fenolici etc.)
manifestd proprietati antioxidante prin: cresterea capacitatii antioxidante; captarea si
neutralizarea speciilor reactive de oxigen si azot; chelarea ionilor metalelor; reducerea
nivelului produselor de peroxidare a lipidelor; modularea activitdtii enzimelor antioxidante
endogene (superoxiddismutaza, catalaza, glutation peroxidaza, glutation-S-transferaza).

3. Polifenolii din compusii fenolici (acidul clorogenic, acidul cumarinic, acidul galic,
epicatechina, kaempferolul etc.), flavonoide (cvercetina, luteolina etc.) prin prezenta in
structura a grupelor functionale manifesta actiune antioxidanta prin: captarea radicalilor si

.....

lipidelor si proteinelor membranare de oxidare; inhibarea activitatii enzimelor
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(xantinoxidazei, peroxidazei etc.) responsabile de producerea speciilor reactive de oxigen si
azot.

Produsele de origine entomologicd au manifestat actiune antiinflamatoare prin: inhibarea
ciclooxigenazei si lipooxigenazei cu reducerea producerii de prostaglandine si leucotriene;
diminuarea activitatii nitric oxid sintetazei inductibile si a nivelului monoxidului de azot,
mediator al inflamatiei; reglarea caii MAPK si NF-kB.

S-a constatat o corelatie intre procesul inflamator si stresul oxidativ determinatd de
producerea speciilor reactive de oxigen cu alterarea metabolismului acidului arahidonic cu
formarea eicosanoidelor prin cresterea activitdtii ciclooxigenazei si lipooxigenazei si a
mediatorilor inflamatiei (TNF-alfa, IL-1beta, I1L-6).

Actiunea imunomodulatoare a produselor de origine entomologicd se realizeazd prin
urmatoarele mecanisme: activarea celulelor imune; majorarea activitatii celulelor NK si
limfocitelor T citotoxice; inducerea productiei de citokine; inhibarea activitatii citokinelor
inflamatorii $i mediatorilor inflamatori; modularea cailor Toll receptorilor, cdii de
semnalizare a factorului nuclear kB (NF-kB) si a protein kinazei activate de mitogen
(MAPK).

Peptidele antimicrobiene, datoritd caracterului cationic si amfipatic, prin interactiunea cu
membranele celulare manifesta actiune antibacteriana prin: depolarizarea membranei;
cresterea permeabilitatii membranare; liza si pierderea componentelor intracelulare;

penetrarea in celuld si interactiunea cu constituentii anionici intracelulari (AND, ARN).
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2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a studiului
Obiectele de studiu in cercetare au servit preparatele de origine entomologica

IMUHEPTIN si IMUPURIN, preparatele obtinute din insecte din ordinul Lepidoptera, genul
Lymantria in stadiul de pupa (imupurin) si in stadiul de ou si pupa (imuheptin) produse de Arena
Group SA, Romania. Prezenta complexelor lipoproteice variate, in functie de setul de peptide,
polipeptide si preparate biologic active, la diferite etape de dezvoltare ale insectelor (ou, larva,
pupd, imago) sustin ipoteza ca acestea pot manifesta importante proprietdti farmacologice
(imunotrope, antiinflamatoare, antimicrobiene, antioxidante etc.).

S-au analizat rezultatele studiilor 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 permit de a evalua intensitatea efectului antiinflamator si a inainta
ipotezele mecanismelor de realizare a acestuia (fig.2.1).

Cercetarea este un studiu analitic experimental preclinic, efectuat pe animale de laborator,
respectand rigorile stiintifice si principiile etice de cercetare institutionale, nationale si
internationale. Totodata au fost realizate metode ex vivo (pe macrofagi) si in vitro de cercetare.

Studiul a fost realizat in cadrul Catedrei de farmacologie si farmacologie clinicd si in
Laboratorul de biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
Protocolul experimental a fost aprobat prin avizul favorabil al Comitetului de Etica a Cercetarii
al USMF ,Nicolae Testemitanu” nr. 78 din data de 22.06.2015.

Studiile experimentale in vivo s-au axat pe screening-ul proprietatilor antiinflamatoare
prin modelarea edemului urechei la soricei prin aplicarea xilenei, precum si realiazarea unui
studiu aprofundat prin modelarea inflamatiei subacute si cronice cu elucidarea influentei asupra
proceselor de exudatie si proliferare prin utilizarea metodelor in baza recomandarilor

contemporane [62, 87, 127, 134, 140, 179, 196, 197].

Respectand conditiile eticii stiintifice si conform “conceptului celor trei R” (introdus in
1959 de Russel si Burch), experientele au fost realizate utilizand un numar minim de animale ce

ar asigura veridicitatea rezultatelor.
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Studiul a inclus 29 soricei albi, femele si masculi, cu masa corporald de la 25 pana la 49
grame; 96 de sobolani albi de laborator (Rattus albicans) femele si masculi, cu masa corporala
de la 180 pana la 310 grame. Animalele au fost preluate de la vivariul USMF ,Nicolae
Testemitanu” si divizate aleator 1n loturi in corespundere cu protocolul cercetdrii. Animalele au
fost tinute in conditii standard de vivariu, cu acces liber la hrana si apa. Manipularile dureroase
pe animalele de laborator (recoltarile de probe, sacrificare) s-au efectuat in mod obligatoriu sub

anestezie cu thiopental in scopul diminuarii suferintelor inevitabile din cadrul studiului.

Screening-ul proprietatilor antiinflamatoare ale POE

Studiul iz vifro a proprietitilor antiinflamatoare
si antioxidante ale POE

Modelarea inflamatiei acute exudative
(edemul urechii la soricei)

Studiul ex vive pe macrofagi

Modelarea inflamatiei subacute proliferative si imune (eranulomul de
fetru
[-a replici experimentald —modelarea inflamatiei subacute prin implantarea
subcutanati a doua discuri de fetru

A Tl-areplicd experimentald —modelarea inflamatiei subacute prin
implantarea subcutanati a doud discuri de fetru (discul drept impregnat cu
adjuvant Freund)

| . 2

Prelucrarea statistica a datelor, analiza rezulatelor.
Elaborarea concluziilor si recomandarilor practice.

Figura 2.1. Design-ul cercetarii

2.2. Screening-ul proprietitilor antiinflamatoare a imuheptinului si imupurinului

Pentru identificarea potentialului antiinflamator a imuheptinului si imupurinului s-a initiat
un studiu screening care a inclus metode in vitro de testare si un model de inflamatie acuta —

edemul urechii la soareci indus de xilen.
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2.2.1. Studiul in vitro a proprietatilor antiinflamatoare si antioxidante ale
preparatelor de origine entomologica.

Pentru studiul in vitro al proprietatilor antiinflamatoare a preparatelor cercetate sunt
recomandate un sir de metode: inhibarea denaturdrii albuminei; determinarea activitatii
antiproteazice; aprecierea actiunii membranostabilizatoare (hemoliza termica si hemoliza
oxidativa); determinarea activitatii de inhibare a COX si LOX; determinarea nivelului
prostaglandinelor, factorului de necroza tumorala; de producere a oxidului nitric; a capacitatii de
captare a radicalilor liberi si de chelare; de inhibare a inflamatiei induse prin lipopolizaharide etc.
[62, 87, 128, 134, 140, 179, 196].

Actiunea membranostabilizatoare. Testul de inhibare a hemolizei oxidative
(OXHLIA). Activitatea de stabilizare a membranelor eritrocitelor reprezinta o metoda in vitro de
cercetare a actiunii antiinflamatoare, deoarece membrana eritrocitara 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. Antiinflamatoarele nesteroidiene
actioneaza fie prin inhibitia acestor enzime, fie prin stabilizarea membranelor lizozomale [87].

La fel, testul de inhibare a hemolizei oxidative (OXHLIA) este utilizat pentru studierea
actiuni antioxidante a substantelor biologic active. Metoda se bazeaza pe inhibarea deteriorarii
membranei induse de radicalii liberi in eritrocite de catre antioxidanti. Avantajul acestei metode
este ca foloseste radicali peroxil ca pro-oxidanti si eritrocitele ca tinte oxidabile, astfel incat
rezultatele obtinute sa reflecte activitatea de captare a radicalilor relevante din punct de vedere
biologic si microlocalizarea antioxidantilor [153]. Metoda OxHLIA originala a fost realizata
pentru spectrofotometru cu cuve, unde gradul de hemoliza era determinat de absorbanta
supernatantului dupa centrifugare. Insa, acest lucru face dificild evaluarea unui numar mare de
mostre in acelasi timp. Conform metodei propuse de Takebayashi, 2012 gradul de hemoliza
poate fi determinat de turbiditatea suspensiei de eritrocite fara centrifugare, cu dezvoltarea
ulterioara a metodei OXHLIA intr-un format de placa cu 96 de godeuri prin adaptarea metodei
turbiditatii. Aceastd metoda in format de placa permite evaluarea unui numar mare de probe,
utilizand cantitati mici de reagenti, in acelasi timp, cu precizie si reproductibilitate satisfacatoare
[153].

Din sangele prelevat de la sobolani, s-a pregitit suspensie de eritrocite de 3%. In
microplacile fotometrice cu 96 de godeuri s-a pipetat consecutiv 20 pl substante biologic active

cercetate (imupurin, imuheptin) sau substante de referintd (vitamina C si trolox in calitate de
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antioxidanti de referintd, diclofenac — antiinflamator nesteroidian); 50 pl suspensie de eritrocite
3%; 80 ul PBS (tampon fosfat salin). Probele de control s-au montat cu 50 ul suspensie de
eritrocite 3% si 100 pl PBS (tampon fosfat salin). Hemoliza completd a fost obtinuta prin
adaugarea de apa distilata 100 pl la suspensia eritrocitara (50 ul).

Microplacile au fost preincubate la 37°C timp de 3 minute intr-un incubator-termostat cu
agitare (850-900 tur/min). S-a adaugat in fiecare godeu cu ajutorul dispenserului cate 50 pl sol.
AAPH (2,2’-azobis-(amidinopropan) diclorhidrat) in PBS pentru a initia reactia. AAPH este un
produs hidrosolubil ce genereaza radicali liberi. Zou, C. G. et al a investigat consecintele insultei
oxidative asupra eritrocitelor umane indusa de AAPH si a determinat cateva mecanisme posibile
de deteriorare a membranei eritrocitare. In procesul de oxidare initiat de radicalul peroxil, in
primele 60 de minute a avut loc o pierdere rapida a glutationului redus. Formarea de substante
reactive la acid tiobarbituric care indica peroxidarea lipidelor a crescut ulterior si aproape a atins
niveluri maxime la 180 de minute inainte de a fi detectatd degradarea aparenta semnificativa a
proteinelor membranare. in acest moment, a avut loc o hemoliza semnificativi. Aceastd secventi
de evenimente este in concordanta cu ideea ca hemoliza este o consecinta a peroxidarii lipidelor
si a degradarii proteinelor membranei [181].

Placa a fost sigilata rapid cu folie de etansare si incubata la 37°C in incubator-termostat cu
agitare la 1200 rpm. Densitatea optica la 660 nm a fost masurata la fiecare 15 minute, timpul
total de monitorizare fiind 180 minute.

Procentul de eritrocite care au ramas intacte a fost calculat dupa formula [153]:
P(%) = [(Abs;— AbSmax)/(Abso— Absmax)] * 100,
unde: Absy— absorbanta initiala a probei (la initierea reactiei);

AbSpax — absorbanta maximala la hemoliza totala;

Abs; — absorbanta la momentul de timp cercetat
Procentul de eritrocite care au ramas intacte a fost calculat pentru fiecare proba in parte, la
fiecare moment de timp cercetat (la fiecare 15 minute, total 180 minute). Rezultatele sunt
prezentate ca Medie, DS, Mediana, 1IQ (25 si 75), n = 6.

Pentru a evalua ponderea diferitor componente ale preparatelor entomologice in realizarea
efectelor farmacologice s-au pregatit doua tipuri de extracte (hidro-alcoolic si hidric). Pentru
pregatirea extractului hidro-alcoolic la 1g de produs entomologic s-a adaugat 10 ml de alcool
etilic cu concentratia 50%, iar pentru pregatirea extractului hidric s-a adaugat 10 ml de apa rece
distilata la 1g de produs entomologic. Homogenatele sus-numite au fost tinute la frigider timp de
24 h, apoi s-au centrifugat la 3000 rpm timp de 10 minute. Supernatantul obtinut, initial filtrat, a

fost utilizat pentru cercetarile ulterioare in vitro si ex vivo pe macrofagi. Pentru determinarea
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corelatiei dintre concentratia extractului si intensitatea efectului farmacologic s-au cercetat
diferite dilutii ale extractelor sus-numite.

In testul OxHLIA au fost evaluate urmitoarele extracte si concentratii:

1. Extract hidro-alcoolic imuheptin (333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml, 37 ug/ml, 12,3 pg/ml);

2. Extract hidric imuheptin (333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml);

3. Extract hidro-alcoolic imupurin (333,3 ug/ml, 111,1 ug/ml, 37 pg/ml, 12,3 ug/ml);

4. Extract hidric imupurin (333,3 ug/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml);
Substantele de referinta si concentratiile evaluate:

Vitamina C (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml);

Trolox (33,3 ug/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml);

Diclofenac (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml).

Determinarea activitiatii PON1/arilesterazei. Paraoxonaza 1 (PON1) este o enzima
hidroliticd cu o gama largad de substraturi si capacitatea de a proteja impotriva oxidarii lipidelor.
In ciuda numirului mare de compusi care pot fi hidrolizati de paraoxonazi, substraturile
relevante din punct de vedere biologic nu sunt inca determinate clar. Existd date obtinute din
teste in vitro si in vivo ce demonstreaza efectele benefice ale PON1 in procesele aterosclerotice.
Enzima este exprimata in primul rand in ficat; dar e localizata si in alte tesuturi. PON1 a atras un
interes semnificativ ca proteina responsabild pentru proprietatile antioxidante ale lipoproteinei de
inalta densitate (HDL). Se stie cd mai multe molecule bioactive, cum ar fi polifenolii dietetici,
acidul acetilsalicilic si produsul sau de hidroliza salicilat, stimuleaza activarea transcriptiei
PONI1 1in ficatul de soarece si linia celularda HepG2 [Litvinov, D., 2012]. S-a demonstrat ca
PON1 manifestd efecte benefice in numeroase maladii ca, cum ar fi ateroscleroza, BCV, diabetul
zaharat si bolile neurodegenerative prin modularea cailor de semnalizare relevante, implicate in
inflamatie si stresul oxidativ. Aceste cdi includ receptorul gamma activat de proliferatorul
peroxizomului (PPAR-y) si caile de semnalizare dependente de protein Kinaza B/factor nuclear
kappa-amplificator al lanturilor usoare a celulelor B activate (AKT/NF-kB). Cresterea PONT1 ar
putea avea efecte de protectie si ar putea reduce incidenta diferitelor boli prin modularea acestor
cai de semnalizare [9].

Activitatea PON1/arilesterazei a fost determinatd dupa metodologia propusa de Svet I.,
Pantea V, 2019 “Metoda de apreciere a activitatii ateroprotective a substantelor biologic active”
[149].

Substantele biologic active in diferite concentratii se amestecd cu o solutie ce contine
20,8...41,6 U/l de PONl/arilesteraza in 0,05 M solutie tampon fosfat, apoi se incubeaza la

temperatura de 37°C, timp de 10 min, dupa care se adaugd un mediu de reactie ce confine p-
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nitrofenil acetat (concentratia finala 1,37...2,28 mM/l), CaCl2 (concentratia finald 0,91...1,82
mM/1) si cloramind T (concentratia finalda 9,1...18,3 uM/l) in 0,05 M solutie tampon fosfat cu
pH-ul 7,4. Proba de control se pregateste identic ca proba de cercetat, dar substanta de testat se
inlocuieste cu o cantitate echivalenta de solutie de 0,05 M tampon fosfat cu pH-ul 7,4, iar proba
blanc se pregiteste identic ca proba de control, dar mediul de reactie nu confine enzima
PON 1 /arilesteraza. In calitate de substanti de referintd s-au folosit vitamina C, trolox in calitate
de antioxidanti de referinta si diclofenac — antiinflamator nesteroidian de referinta. Se determina
absorbanta initiala A1 la 405 nm dupa care probele se incubeaza la temperatura de 37°C, timp de
30 min si se masoara repetat absorbanta A2 la 405 nm, apoi se calculeaza procentul de activare a
PON1/arilesterazei substantelor cercetate. Cu cat este mai mare procentul de activare a
concentratiei corespunzatoare a substantelor cercetate, cu atat activitatea ateroprotectiva este mai
mare .
Procentul de activare (%) PON1/arilesterazei = 100 - [1-(Aex — Au)/(Ax — Ap)] * 100, unde
Ay — absorbanta probei de cercetat;
Ay — absorbanta probei control
Ay, — absorbanta probei blank
Procentul de activare a PONl/arilesterazei a fost calculat pentru fiecare proba in parte.
Rezultatele sunt prezentate ca Medie, DS, Mediana, 11Q (25 si 75), n = 4.

Au fost evaluate urmatoarele extracte si concentratii:
1. Extract hidro-alcoolic imuheptin (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,62 pg/ml);
2. Extract hidric imuheptin (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25
ug/ml, 15,62 pg/ml);
3. Extract hidro-alcoolic imupurin (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,62 pg/ml);
4. Extract hidric imupurin (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25
ug/ml, 15,62 ng/ml);

Substantele de referintd si concentratiile evaluate:
Vitamina C (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml);
Trolox (33,3 ug/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml);
Diclofenac (33,3 ug/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 ug/ml).
Determinarea activititii antioxidante totale (AAT) prin metoda ABTS. Metoda
respectivd de screening a activitatii antioxidante este aplicabild atat antioxidantilor lipofili, cat si

hidrofili, monocationul radical preformat al acidului 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
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sulfonic) (ABTS*+) este generat prin oxidarea ABTS cu persulfat de potasiu si este redus in
prezenta antioxidantilor donatori de hidrogen. Se vor lua in consideratie influentele concentratiei
de antioxidant, cat si ale duratei de reactie la determinarea activitatii antioxidante [132].
Activitatea antioxidanta totala (AAT) a fost determinata dupa metoda descrise de Re R. si coaut.,
modificatd de Gudumac V. si coaut. Principiul metodei constd in degradarea radicalului 2,2-
azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-acid sulfonic (ABTS) la interactiunea cu substantele antioxidante
[73, 132]. Solutia de lucru s-a obtinut din solutia stoc (obtinutd la dizolvarea ABTS in apa
distilata, cu adaugarea ulterioara a persulfatului de potasiu 2,45 mM 1in raport de 1:1, amestecul
fiind plasat la intuneric, la temperatura camerei timp de 16 ore pentru formarea radicalului
ABTYS) prin dizolvarea in etanol pana la echilibrarea valorii absorbantei la 0,700 £ 0,020 unitati
la lungimea de unda de 734 nm. Reactia de reducere a decurs la temperatura camerei timp de 30
min. Procentul de inhibitie a radicalului ABTS s-a calculat dupa formula:
% inhibitie = (Abs control g min — AbS testsg min)/Abs controlgy min * 100,
unde:
Abs control o min — absorbanta probelor control pana la incubare
ADbs testsp min— absorbanta probei testate dupa incubare (la 30 minute)
Analizele au fost efectuate in 6 repetari. Rezultatele sunt prezentate ca Medie, DS, Mediana, 11Q
(2551 75),n = 6.

In testul ABTS au fost evaluate urmitoarele extracte si concentratii:
1. Extract hidro-alcoolic imuheptin (333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml);
2. Extract hidric imuheptin (333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 ug/ml);
3. Extract hidro-alcoolic imupurin (333,3 ug/ml, 111,1 ug/ml, 37 pg/ml, 12,3 ug/ml);
4. Extract hidric imupurin (333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml);
Substantele de referintd si concentratiile evaluate:
Vitamina C (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml);
Trolox (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml);
Diclofenac (33,3 pg/ml, 11,1 pg/ml, 3,7 pg/ml, 1,23 pg/ml).

2.2.2. Modelarea inflamatiei acute exudative

Edemul urechii indus de xilen este un model de inflamatie acuta indusa prin aplicarea
xilen-ului pe suprafata anterioara a urechii drepte. Expunerea la Xilen creste expresia COX-2 si
activitatea mieloperoxidazei, creste nivelurile de NF-kB p65, TNF-a, IL-IB si MDA. in plus,
Xilen-ul induce stresul oxidativ, relevat prin scaderea nivelurilor de GSH 1in tesutul urechii si

capacitatii antioxidante totale a plasmei [142].
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29 soricei albi, femele si masculi, cu masa corporala de la 25 pana la 49 grame au fost
repartizati in 3 loturi:
Lotul 1 (n=10) — lotul control, s-a administrat solutie fiziologica 1 ml/100 g, i/peritoneal, 5 zile;
Lotul 2 (n=9) - imupurin (500 mg/kg, intern timp de 5 zile);
Lotul 3 (n=10) - imuheptin (500 mg/kg, intern timp de 5 zile).

Preparatele entomologice au fost administrate pe cale orala soarecilor o datd in zi timp de 5
zile consecutive. In a 5-a zi la 1 ora de la ultima administrare, s-a modelat inflamatia acuta prin
administrarea a 20 pl xilen pe suprafata anterioara a urechii drepte. Urechea stanga a fost folosita

ca control. Toate animalele au fost sacrificate la 3 ore dupa aplicarea agentului flogogen, urechea

dreapta si stanga fiind sectionate de-a lungul auriculului.

Expresivitatea reactiei inflamatoare a fost evaluatd comparand diferenta intre greutatea
piesei auriculare cu diametru de 8 mm sectionate din urechea dreapta si respectiv urechea stanga
ce a servit in calitate de control, peste 3 ore de la aplicarea agentului flogogen. Procentul de
inhibitie a fost calculat dupa formula [78]:

% de inhibitie = (Dc — Dt)/Dc * 100, unde

Dc - diferenta greutatii discurilor in lotul control,

Dt - diferenta greutatii discurilor in lotul testat

2.3. Studiul actiunii antiinflamatoare a preparatelor de origine entomologica in inflamatia
indusa prin lipopolizaharide

Cavitatea peritoneala oferd un loc usor accesibil pentru recoltarea unui numar moderat de
macrofage rezidente. In general, macrofagele izolate din cavitatea peritoneali a
soarecelui/sobolanului vor fi macrofage mature in repaus. Cu toate acestea, randamentul este de
obicei de numai ~ 0,5-1 x 10° macrofage per soarece. Randamentul de macrofage poate fi
crescut prin injectarea de bulion de tioglicolat intraperitoneal cu cateva zile inainte de recoltarea
celulelor, acesta recruteaza numeroase macrofage, dar nu le activeaza [171].

Macrofagele reprezintd o populatie larg distribuitda si diversd din punct de vedere
functional, fiind implicate in raspunsul inflamator la diferiti agenti patogeni, in homeostazia
tesuturilor si repararea acestora. Macrofagele pot fi grupate in doud subpopulatii cu activitati
opuse: macrofage M1 sau pro-inflamatorii, care promoveaza celulelor T-helper de tip 1 (Th1) cu
deteriorarea tesuturilor si M2 sau macrofagele activate alternativ cu functii antiinflamatorii, ce
influenteaza limfocitele Th2 si rezolutia inflamatiei [27].

In studiu au fost folositi 6 sobolani cu masa de 160-250 g, achizitionati de la Vivariul

Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu. Animalelor li s-a permis
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accesul standard la hrand si apa. Sobolanii au fost adapostiti la temperatura camerei in conditiile
ciclului natural de 24 de ore lumina-intuneric.

Macrofagele peritoneale au fost recoltate folosind protocolul descris de Zhang, X. et al.
2008 cu unele modificari [116]. Macrofagele au fost recoltate de la sobolani la care s-a
administrat intraperitoneal 10 ml de tioglicolat steril 3% cu 72 de ore inainte de colectare. Dupa
72 de ore, sobolanii injectati cu tioglicolat au fost anesteziati cu tiopental sodiu 50 mg/kg.
Exudatul peritoneal a fost izolat aseptic prin lavaj peritoneal cu mediu de culturd rece Eagle
modificat dupa Dulbecco (DMEM), care continea suplimentar 10% ser fetal bovin, 8§ mcg/ml
gentamicina si 2,5 mcg/ml fluconazol. Exudatul peritoneal s-a centrifugat la 450-500 rot./min,
timp de 7 min. Dupa centrifugare, celulele au fost resuspendate si numarate, concentratia lor
fiind adusi la 10x10° macrofage/ml suspensie, apoi cultura celulard de macrofage s-a transferat
pe o0 placd cu 24 godeuri cu concentratia finala de (5,0-10,0)x10* macrofage/per godeu si s-a
incubat in incubatorul cu CO; la 37°C, timp de 2-4 ore, dupa care celulele non-aderente s-au
inlaturat prin spalari repetate cu solutie de tampon fosfat salin cu pH-ul 7,2-7,4, ulterior in
fiecare godeu al probelor de cercetat s-a adaugat cate 900 ul de mediu pentru culturi
celulare ce continea suplimentar 10% ser fetal bovin, 8 pg/ml gentamicina, 2,5 pg/ml
fluconazol, 10-15 pg/ml lipopolizaharida (probele LPS) si dilutiile compusilor cercetati.
Probele de control si de referinta s-au montat la fel, avand in loc de compusii testati o
cantitate echivalenta de un diluant sau respectiv, compus de referinta. Placile s-au agitat si s-au
incubat in incubatorul cu CO; la 37°C. Dupa 24 ore, mediul conditionat de macrofage s-a
recoltat cu evaluarea ulterioara a indicilor biochimici si profilului de citokine din mediu [116,
171]. Valorile indicilor biochimici si citokinelor obtinute la evaluarea probele cu LPS au fost
comparate cu probele nestimulate (fara LPS). Experimentele au fost efectuate in triplicate, iar
rezultatele sunt prezentate ca Medie, DS, Mediana, AlQ , n = 3.

Pentru a evalua ponderea diferitor componente ale preparatelor entomologice in realizarea
efectelor farmacologice s-au pregatit doua tipuri de extracte (hidro-alcoolic si hidric). Pentru
pregatirea extractului hidro-alcoolic la 1g de produs entomologic s-a adaugat 10 ml de alcool
etilic cu concentratia 50%, iar pentru pregatirea extractului hidric s-a adaugat 10 ml de apa rece
distilata la 1g de produs entomologic. Homogenatele sus-numite au fost tinute la frigider timp de
24 h, apoi s-au centrifugat la 3000 rpm timp de 10 minute. Supernatantul obtinut, initial filtrat, a
fost utilizat pentru cercetarile ulterioare ex vivo pe macrofagi. Pentru determinarea corelatiei
dintre concentratia extractului si intensitatea efectului farmacologic s-au cercetat diferite dilutii

ale extractelor sus-numite.
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Macrofagii au fost incubati cu urmatoarele dilutii ale substantelor cercetate:

1. Extract hidro-alcoolic imuheptin (dilutiile 1:10; 1:100; 1:200);

2. Extract hidric imuheptin (dilutiile 1:10; 1:100; 1:200);

3. Extract hidro-alcoolic imupurin (dilutiile 1:10; 1:100; 1:200);

4. Extract hidric imupurin (dilutiile 1:10; 1:100; 1:200);

Substantele de referinta si concentratii:

Dexametazona (10 mcg/ml , 1 mcg/ml);

Diclofenac (500 mcg/ml; 250 mcg/ml);

2.4. Determinarea actiunii antiinflamatoare a imuheptinului si imupurinului in inflamatia
subacuta

Modelarea inflamatiei cronice proliferative si imune (granulomul de fetru). Pentru
evaluarea influentei preparatelor entomologice asupra fazei proliferative a inflamatiei (formarea
granulomului) a fost modelata inflamatia cronica proliferativa si imuna. Metoda a fost descrisa
mai intdi de Meier si colab. (1950), care au modelat granuloamele cu corp striin la sobolani prin
implantarea subcutanatd de pelete de bumbac comprimat. Dupa céteva zile, pe langd infiltrarea
fluidului, pot fi observate celule gigantice histologic si tesut conjunctiv nediferentiat. Cantitatea
de tesut conjunctiv nou format poate fi masuratd prin cantarirea granuloamelor uscate dupa
indepartare. [159, 196].

Inflamatia cronica proliferativa a fost indusa prin implantarea discurilor de fetru (pasla)
sterilizate cu o greutate de aproximativ 26 mg sub pielea regiunii dorsale de pe corpul
animalelor. Interventia a fost efectuatd sub anestezie usoara cu tiopental de sodiu (50 mg/kg
intraperitoneal) in conditii aseptice. In a 8-a zi dupi interventie, discurile de fetru cu tesutul de
granulatie format in jurul lor sunt indepartate, cantdrite si uscate pand la o greutate constanta la
60 °C. Raspunsul proliferativ este evaluat prin diferenta dintre greutatea granulomului uscat si
greutatea initiald a discului de fetru. Reactia exudativa se apreciaza prin diferenta dintre masa
granulomului umed (extras initial) si uscat. Substantele testate se administreaza zilnic timp de 7
zile. Actiunea antiinflamatoare (efectul asupra componentelor proliferative si exudative ale
inflamatiei cronice) este exprimata in procente fata de control [196].

Pentru aprecierea procesului inflamator a fost evaluat gradul de manifestare a reactiei
exudative (diferenta dintre masa granulomului umed si masa granulomului uscat, procentul de
inhibitie a fazei exudative) si a celei proliferative (diferenta dintre masa granulomului uscat
format si masa initiald a discului, procentul de inhibitie a fazei proliferative).

Pentru calcularea procentului de inhibitie a fazelor exudativa si proliferativa s-a utilizat formula:

Pi= (L - MtMm) * 100,
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unde:

fetru
1.

Pi — procentul de inhibitie;
Mt — masa discului de fetru in lotul tratat;
Mm — masa discului de fetru in lotul-martor [159, 196].

Au fost realizate 2 serii experimentale cu unele modificari:

modelarea inflamatiei subacute (granulomul de fetru) - prin implantarea subcutanata a
doua discuri de fetru;

modelarea inflamatiei subacute (granulomul de fetru) - prin implantarea subcutanata a
unui disc de fetru impregnat cu adjuvant Freund, iar al 2-lea disc fiind aplicat ca atare.

2.4.1. Modelarea inflamatiei subacute prin implantarea subcutanata a doua discuri de

Lotul 1 (n=8) — intact, s-a administrat doar solutie fiziologica 1 ml/100 g, i/peritoneal si
vehicolul utilizat pentru administrarea interna a substantelor testate (aluat pentru biscuiti
[44].)

Lotul 2 (n=6) - control negativ, s-a administrat solutie fiziologica 1 ml/100 g, i/peritoneal
si vehicolul utilizat pentru administrarea interna a substantelor testate (aluat pentru
biscuiti) .

Lotul 3 (n=9) - control-pozitiv, s-a administrat antiinflamatorul steroidian dexametazona
2,5 mg/kg corp intraperitoneal [54] si vehicolul utilizat pentru administrarea interna a
substantelor testate (aluat pentru biscuiti).

Lotul 4 (n=7) - test imuheptin, s-a administrat imuheptin 500 mg/kg incorporat in aluat
pentru biscuitl.

Lotul 5 (n=9) — test imupurin, s-a administrat imupurin 500 mg/kg incorporat in aluat
pentru biscuiti.

La animalele din loturile 2-5 s-a modelat inflamatia cronica prin implantarea subcutanata a

doua discuri de fetru cu greutatea 261 mg sub pielea regiunii dorsale de pe corpul animalelor pe

partea dreapta si stangd (l-a zi) . Interventia a fost efectuata in conditii aseptice, sub anestezie

generala cu tiopental de sodiu (50 mg/kg intraperitoneal). Substantele de origine entomologica

(imuheptin, imupurin) se administrau intern zilnic timp de sapte zile, in doze de 500 mg/kg, si

dexametazona (preparatul de referintd) — in doza de 2,5 mg/kg intraperitoneal. Sobolanilor din

lotul-martor li s-a injectat intraperitoneal solutie fiziologica. La a 8-a zi, sub anestezie generala,

au fost extrase discurile impreuna cu tesutul de granulare format, fiind cantdrite in stare umeda,

apoi au fost uscate la temperatura 60°C pana la o masa constanta.
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2.4.2. Modelarea inflamatiei cronice proliferative si imune (granulomul de fetru) cu
impregnarea suplimentara a discului sting cu adjuvant Freund.

S-a observat formarea mai intensa de tesut granulos dacd peletele de bumbac au fost
impregnate cu carrageenan [159]. Carrageenan-ul injectat subcutanat la sobolani induce o
tumefiere acutd care devine maxima la 3-5 ore dupa injectare si dispare in 24 de ore, pe cand
injectarea subcutanatd adjuvantul Freund induce o tumefiere prelungita care devine maxima la
24 de ore si persista cel putin 7 zile [58]. Administrarea adjuvantul Freund provoaca o serie de
reactii inflamatorii care debuteaza la 2 ore dupa administrare, manifestate prin eritem si edem,
atinge varfuri in 6 - 8 ore, durata manifestarilor acute este de 3-4 zile; pe masura ce macrofagele
elibereaza citokine proinflamatorii  (TNF-a, IL-1PB), procesul inflamator se amplificd cu
stimularea migrarii celulare, producerea proteinelor de fazd acuta, enzime proteolitice si
angiogeneza [108].

In studiu au fost folositi 49 de sobolani cu masa de 160-250 g care au fost repartizati in
urmatoarle loturi:

1. Lotul 1 (n=11) — intact, s-a administrat doar solutie fiziologica 1 ml/100 g, i/peritoneal si
vehicolul utilizat pentru administrarea interna a substantelor testate (aluat pentru biscuiti).

2. Lotul 2 (n=9) - control negativ, s-a administrat solutie fiziologica 1 ml/100 g, i/peritoneal
si vehicolul utilizat pentru administrarea internd a substantelor testate (aluat pentru
biscuiti) .

3. Lotul 3 (n=9) - control-pozitiv, s-a administrat antiinflamatorul steroidian dexametazona
2,5 mg/kg corp intraperitoneal [54] si vehicolul utilizat pentru administrarea internd a
substantelor testate (aluat pentru biscuiti).

4. Lotul 4 (n=10) - test imuheptin, s-a administrat imuheptin 500 mg/kg incorporat in aluat
pentru biscuiti.

5. Lotul 5 (n=10) — test imupurin, s-a administrat imupurin 500 mg/kg incorporat in aluat
pentru biscuitl.

La animalele din loturile 2-5 s-a modelat inflamatia cronica prin implantarea subcutanata a
doua discuri de fetru cu greutatea 26+1 mg. Discul stang a fost implantat ca atare, iar cel drept a
fost infiltrat cu adjuvant Freund. Interventia a fost efectuatd in conditii aseptice, sub anestezie
generald cu tiopental de sodiu (50 mg/kg intraperitoneal). Substantele de origine entomologica
(imuheptin, imupurin) se administrau intern zilnic timp de sapte zile, in doze de 500 mg/kg, si
dexametazona (preparatul de referintd) — in doza de 2,5 mg/kg intraperitoneal. Sobolanilor din

lotul-martor li s-a injectat intraperitoneal solutie fiziologica. La a 8-a zi, sub anestezie generala,
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au fost extrase discurile impreuna cu tesutul de granulare format, fiind cantérite in stare umeda,
apoi au fost uscate la 60°C pana la o masa constanta.

Pregatirea materialului biologic si investigatii hematologice, biochimice (sange, ser)

Sdngele periferic pentru evaluarea indicilor hematologici a fost prelevat si colectat in
eprubete ce contineau anticoagulant. Indicii sanguini au fost determinati la analizatorul
hematologic automat XT-2000i-5, producator SISMEX. S-a determinat numarului eritrocitelor,
leucocitelor, trombocitelor, continutul hemoglobinei, hematocritului si procentului neutrofilelor,
limfocitelor, monocitelor, bazofilelor, eozinofilelor si granulocitelor imature.

Serul sanguin a fost obtinut prin centrifugarea sangelui periferic prelevat fara adaos de
anticoagulant la 3000 tur/min timp de 10 min. Serul colectat a fost transferat in eprubrete
Eppendorf si pastrat la temperatura de — 40°C pana la momentul determinarii indicilor
imunologici si biochimici.

2.5. Metode de cercetare a indicilor imunolegici si biochimici

Aplicarea metodelor biochimice i imunoenzimatice a permis evaluarea in ser/supernatant
a unor molecule de semnalizare celulara (IL-18, TNF o, IL-6, IL-10); indicilor stresului oxidativ
(DAM, PPOA, AGEs, MROt; statului antioxidant (AAT prin metoda ABTS, Cuprac, SOD
catalaza, ceruloplasmina, balanta pro-antioxidanta); aprecierea sistemului tiol-disulfidic (GR,
GPO, GST, tiolilor serici total si nativ).

Citokinele pro- si antiinflamatoare (IL-1p, TNF o, IL-6 si IL-10) au fost determinate,
utilizdnd kiturile ELISA sandwich, produse de firma Vector Best (Rusia) - respectand
instructiunile producatorului (pentru serul prelevat in a 2-a replicd experimentala - Modelarea
inflamatiei subacute cu adjuvant Freund). Pentru determinarea TNF a, IL-6 si IL-10 in serul
prelevat de la sobolanii din prima replica experimentala si in supernatantul prelevat din cultura
de macrofagi s-au utilizat kiturile Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc, USA. La baza
metodei sta utilizarea anticorpilor de captare (antiTNF-o, antilL-6, antilL-10, anti- IL-1p)
purificati, adsorbiti pe suprafata microplacilor capabili sa fixeze specific antigenul (TNF-a, IL-6)
prezent in ser sau supernatant. Dupa fixarea anticorpilor de detectie s-a addugat substratul
cromogenic. Intensitatea coloratiei obtinute a fost direct proportionald cu concentratia citokinelor
determinate, densitatea optica s-a determinat spectrofotometric la 450 nm utilizand
spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek, SUA). Rezultatele s-au calculat dupa curba de
calibrare si au fost exprimate in pg/mL (ser/supernatant).

Determinarea activitatii glutation reductazei (GR) in ser s-a efectuat conform metodei
descrise de Vlasova S. si coaut. (Vlasova S., 1990) modificatd de Gudumac V. si coaut. [73,

186], bazata pe determinarea vitezei de crestere a nivelului de glutation redus (GSH) format in
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urma reactiei enzimatice, folosindu-se 5,5'-ditiobis-2- nitrobenzoatul care reactioneaza cu GSH.
Produsul reactiei (2-nitro-5-benzoatul) s-a determinat fotometric la 405 nm. Cantitatea de
glutation redus (GSH) s-a exprimat in umol/s/L ser/supernatant. [71, 73]

Dozarea activitatii glutation peroxidazei (GPO ) in ser s-a efectuat conform procedeului
descris de Paswirpace A.B. si Apytionsa A.B. modificat de Gudumac V. si coaut. [150], bazat
pe determinarea vitezei de descrestere a nivelului de glutation redus (GSH) in mediul de reactie
pentru ce se foloseste 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoatul) care reactioneaza cu GSH. Produsul reactiei
(2-nitro-5-tiobenzoatul) se determina fotometric la 405 nm. Activitatea GPO se masoara in nmol
de glutation redus pe secunda la un g de proteina sau un litru lichid biologic — nmol GSH/s.g
proteina sau pmol GSH/s.l. ser sanguin [71, 73].

Determinarea activitasii glutation-S-transferazei (GST) in ser s-a efectuat conform
procedeului descris de Habig W. H. si coaut. modificat de Tagadiuc O. si coaut. [152], bazat pe
capacitatea glutation-S-transferazei de a cataliza reactia de condensare a glutationului redus cu 1-
Cl-2,4-dinitroclorbenzol (1-ClI-2,4-DNCB), cu formarea (1-S-glutationil-2,4-
dinitroclorbenzolul), a carui continut este proportional cu activitatea GST si se determina
spectrototometric la 340 nm. Activitatea GST se exprima in nmol de conjugat formatpeslal g
proteina. [71, 73]

Determinarea tiolilor serici totali si nativi s-a efectuat conform metodei descrise de Ozcan
E. si Neselioglu cu modificari [55, 71, 73]. Metoda se bazeazid pe masurarea mai Intai a
concentratiilor de tioli nativi dupd addugarea formalinei (blocantul legaturilor disulfidice). Pentru
dozarea tiolilor totali, legdturile disulfidice au fost reduse cu NaBH4 la grupe tiolice libere, iar
resturile de reductant liber au fost neutralizate cu formaldehida. Solutiile de mercaptoetanol au
fost utilizate ca calibratoare. Rezultatul este exprimat in uM/L ser/supernatant. Valoarea la
jumatate a diferentei dintre tiolii totali si tiolii nativi revine cantitatii de legaturi disulfidice.

Determinarea continutului dialdehidei malonice (DAM) s-a efectuat in conformitate cu
procedeul descris de Galactionova L. si coaut. [187] cu modificari [71, 72, 73], bazat pe
determinarea spectrofotometrica a complexului trimetinic format in urma interactiunii DAM cu
acidul tiobarbituric. Continutul de DAM s-a calculat in baza coeficientului molar de absorbtie
2=1,56 . 105 mol-cm-1 si s-a exprimat in pumol/g tesut.

Determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (PPOA) s-a efectuat in conformitate
cu procedeul descris de Capeillere-Blandin C., si coaut. modificat de Gudumac V.si coaut. [71,
73], bazat pe proprietatea PPOA de a manifesta o absorbanta specificd, care poate fi inregistrata

spectrofotometric la 340 nm. Calculul s-a efectuat dupa curba de calibrare construita in baza
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dilutiilor succesive a sol. standard de cloramina-T (0-100 pumol/l). Continutul de PPOA s-a
exprimat in umol echivalente de cloramina-T/g tesut.

Determinarea produselor finale de glicare avansata (AGE) s-a apreciat in conformitate cu
procedeul descris de Makita Z. et al. modificat de Gudumac V. si coaut., bazat pe masurarea
intensitatii fluorescentei la exitarea 370/emisia 440 nm. Intensitatea fluorescentei a fost
exprimata in uM/L [71].

Determinarea activitatii antioxidante totale (AAT) prin metoda cu ABTS s-a efectuat
conform metodei descrise de Re R., et al. [132] cu modificari [71, 73]. Metoda se bazeaza pe
degradarea radicalului 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina 6 sulfonat) (ABTS) la interactiunea
acestuia cu compusii testafi cu proprietdfi antioxidante. Degradarea radicalului ABTS este
monitorizatd prin masurarea descresterii absorbantei la 734 nm si se exprimd in pumol/l ser
sangvin sau supernatant.

Activitatea superoxiddismutazei (SOD) a fost estimata conform metodei descrise de
Galactionova, L. et al.[187] cu modificari [71, 73, 151]. Metoda se bazeaza pe inhibitia reducerii
sarii de tetrazoliu nitroblue (NBT) in sistemul ce contine fenazinmetosulfat si NADH sub
actiunea SOD. Gradul de inhibitie a acestui proces depinde de activitatea enzimei, care se
exprimi in unititi conventionale. In calitate de unitate a activititii SOD se ia cantitatea de
enzimd necesard pentru inhibitia cu 50% a reactiei de reducere a NBT. Activitatea enzimei se
raporteaza la 1L ser sanguin.

Determinarea activitatii catalazei (CAT) s-a efectuat conform procedeului descris de
Coroliuc M. A. si coaut. cu modificari [71, 73], bazat pe proprietatea enzimei de a cataliza
reactia de scindare a H202 cu formarea H20 si O2. Peroxidul de hidrogen formeazd cu
molibdatul de amoniu un compus complex de culoare galbena. In procesul reactiei se micsoreazi
cantitatea de H202 ce determina decolorarea solutiei. Gradul de decolorare intr-0 unitate de timp
coreleaza cu activitatea enzimei si se determind spectrophotometric, activitatea enzimatica a
careia se exprima in uM/s.L

Determinarea ceruloplasminei s-a efectuat dupa procedeului descris de Colb V.G.,
modificat de Gudumac V. si coaut. [71], bazat pe reactia de oxidare a unor poliamine, inclusiv a
p-fenilendiaminei la un compus colorat in albastru-violet, cantitatea caruia coreleaza cu
cantitatea ceruloplasminei si a carei densitate opticd a fost masurata la 530 nm. Calculele se
efectueaza in baza curbei de calibrare si se exprima in miligrame la un litru de ser (mg/L).

Determinarea metabolitilor reactivi ai oxigenului(MRO) s-a efectuat conform testului d-
ROM [76] cu modificari [71, 73]. Esenta procedeului propus consta in aceea ca la determinarea

MROL, proba de cercetat se incubeaza intr-o solutie tampon ce contine clorura de fier (I11), apoi
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se adaugd o solutie ce contine N,N-dimethyl-p-phenylene-diamine (DMPD). Radicalii liberi
peroxizi, ce se contin in proba de cercetat, oxideazi moleculele d¢ DMPD in radicali DMPD"
cu formarea unui produs colorat intr-un grad proportional cu concentratiile lor. Nivelul de MROt
se exprima in mM/L tert-butyl hydroperoxide, folosita ca substanta de referinta.

Determinarea balantei pro-oxidante-antioxidante (PAB) a fost estimata conform metodei
descrise de Alamdari DH. Et al., 2007, cu modificari [5, 71]. Esenta metodei date consta in
aceea, ca la determinarea  balantei pro-oxidante-antioxidante (BPA), proba de cercetat se
incubeaza intr-un mediu de lucru, ce contine o solutie de tetramethybenzidina (TMB) si cation
TMB, iar radicalii liberi, peroxizii si antioxidantii, ce se contin in proba de cercetat influenteaza
asupra colordrii mediului de lucru intr-un grad proportional cu concentratiile lor. PAB se
exprimd in unitati arbitrare calculate in baza curbei standard si in unitati Hamidi-Koliakos
(un.HK) bazate pe procentul de peroxid de hidrogen evaluat in solutia standard.

2.6. Prelucrarea statistica a datelor

Prelucrarea statisticdi a rezultatelor s-a efectuat utilizand pachetul software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 25.0. Pentru crearea tabelelor cu
rezultatele cercetarii, cu scopul procesarii statistice ulterioare, s-a utilizat programul Microsoft
Excel 2013. Datele obtinute au fost procesate statistic cu ajutorul functiilor si modulelor
programei computerizate SPSS si determinati indicatorii de baza ai statisticii descriptive —
media, abaterea standard, mediana si abaterea intercuartila. In urma analizei rezultatelor
obtinute la testele de mai sus, s-a decis ca diferentele intre loturi, pentru diferite variabile
cercetate, sd fie studiate utilizand One-Way Anova (atunci cand p>0,05 dupd aplicarea testelor
de verificare a normalitatii si abaterii standard) si testul pentru datele non-parametrice Kruscall —
Wallis in cazul distributiei neuniforme (in situatia cand p<0,05 dupd utilizarea testului lui
Levene) sau numarului redus de probe. Pentru a releva diferenta intre loturi, s-au aplicat testele
post-hoc pentru comparatii multiple: corectia Bonferroni pentru One-Way Anova si testul
Kruscall ~Wallis. Pragul de semnificatie stabilit a fost pentru intervalul de incredere (IT) de 95%
[146].

2.7. Concluzii

1. Design-ul cercetarii este proiectat conform cerintelor metodologiei stiintifice aplicate in
cercetarile din domeniul sanatatii si este alcatuit din trei tipuri de studii pentru asigurarea
realizarii cu succes a scopului si a obiectivelor propuse.

2. Cercetarile au fost efectuate in mai multe etape, precedate de studierea situatiei la moment la
subiectul tezei de doctorat in literatura stiintifica internationala, accesand bazele de date cu profil

medical: HINARI, ARDI, OARE, cat si Google scholar.
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3. Analiza bibliograficd a fost urmata de cercetari screening pentru care au fost aplicate metode
in vitro, ex vivo pe macrofagi, initiind ulterior studiul de baza — modelarea inflamatiei cronice
proliferative. Conform scopului si obiectivelor cercetarii formulate, a fost efectuat un studiu
preclinic experimental care a inclus 55 soareci albi pentru testul screening initial (edemul urechii
cu xylene) si 96 sobolani repartizati aleatoriu in 5 loturi: intact; loturile experimentale
(modelarea inflamatiei): control; loturile la care s-a administrat substantele cercetate IMUPURIN
sau IMUHEPTIN; lotul de referinta (substanta de referinta fiind dexametazona).

4. Metodele, descrise in acest capitol, au permis determinarea si evaluarea influentei preparatelor
entomologice asupra diferitor faze ale inflamatiei la un nivel stiintific aprofundat.

5. Rezultatele cercetarii au fost supuse analizei statistice cu prezentarea rezultatelor ca medie,
DS, mediana, AlQ, si aplicarea testelor statistice One-Way Anova si testului Kruscall ~Wallis

pentru date non-parametrice.
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3. SCREENING-ul PROPRIETATILOR ANTIINFLAMATORII SI
ANTIOXIDANTE ALE PREPARATELOR DE ORIGINE
ENTOMOLOGICA

3.1. Cercetarea in vitro si in vivo a actiunii antiinflamatoare a imuheptinului si
imupurinului.

Pentru etapa de screening s-a recurs la metode de studiu in vitro: evaluarea actiunii
membranostabilizatoare in cadrul hemolizei oxidative; studiul activitdtii antioxidante (testul
ABTS); determinarea activitatii paraoxonazei/arilesterazei [62, 87, 128, 134, 140, 179].

In cercetirile in vitro s-au studiat proprietitile antihemolitice si antioxidante fatd de
deteriorarea oxidativa a proteinelor/lipidelor membranei eritrocitelor indusa prin reagentul 2,2'-
azobis(2-amidinopropan) diclorhidrat (AAPH) timp de 3 ore. S-a raportat, ca AAPH produce
hemoliza prin cresterea excesiva a radicalilor liberi intracelulari (alchil, peroxil), care lezeaza
lipidele si proteinele membranei eritrocitelor. Radicalii peroxil provoaca leziuni oxidative ale
lipidelor membranei eritrocitare/acizilor grasi polinesaturati cu pierderea integritatii membranei,
eliberarea hemoglobinei (hemoliza) si a ionilor intracelulari K [170].

Stabilitatea eritrocitelor in solutia tampon fosfat (lotul control) s-a mentinut stabil pe
parcursul a 60 minute cu o tendinta usoara de diminuare la 90 minute, dar cu crestere a hemolizei
hematiilor la 120 minute (tab.3.1.1). Acidul ascorbic a manifestat o capacitate de a preintampina
hemoliza eritrocitelor pe parcursul a 90 minute cu o reducere a procentului de hematii
nehemolizate, indeosebi spre 150-180 minute, dar care era mai superioara fata de lotul de
control. Troloxul a manifestat o capacitate mai superioara de a preintdimpina hemoliza
eritrocitelor fatd de lotul de control si acidul ascorbic pand la 150 minute. Diclofenacul in
concentratia 33,3 pg/ml deja la 60 minute a cedat solutiei tampon fosfat, acidului ascorbic si
troloxului referitor la protectia eritrocitelor de hemoliza, insa in concentratia de 11,1 pg/ml a
demonstrat o capacitate de a preveni hemoliza eritrocitelor relativ stabila pe parcursul a 180
minute. Prin urmare, diclofenacul in concentratia de 11,1 pg/ml a cedat antioxidantilor standard,
dar a fost superior fata de concentratia sa de 33,3 pg/ml si control (tab.3.1.1).

Extractul alcoolic al imuheptinului in concentratia 333,3 pg/ml a manifestat capacitatea
cea mai mare de preintdimpinare a hemolizei eritrocitelor pe parcursul a 180 minute.
Concentratiile 111,1 pg/ml, 37 pg/ml si 12,3 pg/ml ale extractului etanolic al imuheptinului au

demonstrat un efect marcat de stabilitate a eritrocitelor pand la 120 minute, dar cu o diminuare a
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Tabelul 3.1.1 Influenta imuheptinului (extract etanolic) asupra hemolizei oxidative a

eritrocitelor

Loturile
experimentale

Procentul de eritrocite nehemolizate (%)
X+DS (Mediana; AlQ)

15min 60min 90min 120min 150min 180min
1. control 99,1£3,5 98,2+3,4 91,3+2.3 46,8+7,5 9,9+£2,7 5,1£0,7
(solutie tampon (98,2,2,6)| (97,5;2,5) | (91,2;3,1) | (47,2;13,3) | (8,9;4,6) (5,2; 1,4)
fosfat)
2. acid ascorbic | 100,8+3,4 101,9+4,3 98,0+1,2 82,2432 37,7+2,5 11,1+0,8
33 ugml | (99,8;6,3) | (100.7;80) | (97.7:2,2) | (81.7:5,2) | (36.9:5,0) | (10,9; 1,01)
p2-1=1,000 P,.4=1,000 p2.1=0,490 p2.1=1,000 P,..=1,000 p2.1=1,000
3 trolox 33.3 103,2+4,7 99,9+2.3 99,2+3,4 98,5+4,2 90,0+1,3 48,6+3,0
o ST (102,08, | (1004;46) | (1008 6,9) | (1003;84) | (89.7;24) | (46.7;5,8)
He 5,9) P,,=1,000 | P;,=0,049 | P;,=0,000 | Ps,=0,000 | Ps,=0,001
P;.1=0,316
100,4+3,1 61,9+2,1 11,9+1,3 7,7+2,3 7,0+0,7 9,5+0,8
4 Dicloferac | 00747 | (BL8;27) | (116:26) | (74:47) | (6813) | (26 12)
33,3 ug/ml P41=1,000 | P44=0,275 | P4;=1,000 | P,;,=1,000 | P,,=1,000 | P4,=1,000
5. Diclofenac 96,2+4.8 93,3+2,4 88,4+3,2 77,1£2,8 65,6+1,6 57,7+7,0
11,1 ug/ml | (98.9:9,5) | (94.7:4.8) | (88,3:6.,7) | (75.7:5.6) | (64.8:3.1) | (59,94:
P5_1=1,000 P5_1=1,000 P5_1=1,000 P5_1:1,000 P5_1:0,146 14,9)
P5.1=0,000
6. Extract 99,7+0,2 97,6+2,3 96,0+3,3 94,94+4,0 92,0+4,5 85,9+5,6
etanolic (99.8;05) | (97,9:3.9) | (95.8:6,5) | (95.3;7.9) | (92.5:8.8) | (86.9:9,9)
imuheptin Ps-1,23.45 Ps-1,2,35 Ps-1,2,3= P6-1=0,005 | P6.14=0,000 | pe.4=0,000
333,3 pg/ml =1,000 =1,000 1,000 Ps23=1,000 | pPe2=0,003 | ps..=0,013
640,271 | P64=0,055 | Pea=0,001 | Poss=1,000 | pe.=0.001
p6—5=o,826 p5_5:0,370 p6—3,5:11000
7. Extract 100,3+0,7 99,5+1,6 98,5+2,8 95,1+2,6 72,44+6,3 28,7+6,6
etanolic (100,1;0,7) | (99.7:1.6) | (98,9;2.8) | (94.9;4,6) | (71.0:9.6) | (26,3; 12.8)
imUheptin p7_1=0,737 P7- P7- p7_1=0,003 p7_1:0,017 p7_1=0,017
1111 ug/ml P7- 1’2’3:1,000 1’2’3:1,000 p7.2’3:1,000 p7_2:0,807 p7-
2'3'4=1,000 p7.4:0,004 p7.4:0,001 p7.4:0,000 p7.3’5:1,000 2’3’5:1,000
p7-5=0,176 p7_5=0,1 p7_5=0,042 p7_5=0,286 p7_4:0,003 p7_4=0,770
8. Extract 99,9+0,5 96,84+2,9 95,643, 90,8+3,6 56,5+6,9 18,3+3,9
etanolic (99,8;0,5) | (97.9:6,0) | (96,8:6,6) | (90,3;4,6) | (57.6:4.6) | (19.6;5.8)
Imuheptln 37 P8-l,2, P8-1,2, P8-1,2, Pg'l 20,128 Pg'l =0,972 Pg'l :0,219
pg/ml 35=1,000 35=1,000 35=1,000 Pg23s Pg23s Pg.2345
Pg4=0,735 | Pg4=0,196 =1,000 =1,000 =1,000
P8_4:0,019 P8_4=0,225
9. Extract 100,5+1,2 99,7+1,3 98,3+1,5 83,0+10,2 39,9+11,0 11,1£3,3
etanolic (100,0;0,9) | (99,2: 1,5) | (98.2:2,3) | (87.6;16.8) | (43,8;16,9) | (1L6: 4,8)
imUheptin Py.4=0,585 Po. Py.4=0,240 Po. Po. Po.
12,3 ug/ml Pg_ 1’2’3:1,000 P9_2’3:1,000 11215:1,000 1121415=1,000 1'2'4=1,000
2'3'4=1,000 Pg_4:0,002 Pg_4:0,003 P9_3:O,770 P9_3:O,100 Pg_3=0,637
Pg_5=0,137 Pg_5:0,089 Pg_5:0,092 P9_4:O,317 Pg_3=0,149

p — semnificatia ajustatd din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1=95%)
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Tabelul 3.1.2 Influenta imuheptinului (extract hidric) asupra hemolizei oxidative a

eritrocitelor

Loturile
experimentale

Procentul de eritrocite nehemolizate (%)
X+DS (Mediana; AlQ)

15min 60min 90min 120min 150min 180min
1. control (solutie | 99,1+3,5 98,24+3.4 91,3+2,3 46,8+7,5 | 9,9+2.7 5,1+0,7
tampon fosfat) (98,2,2,6) |(97,5;25) |(91,2;31) | (47,2 (8,9; 4,6) (5,2; 1,4)
13,3)
2. acid ascorbic | 100,8+3,4 101,9+4,3 98,0+1,2 82,2432 | 37,7£2,5 11,1+0,8
33,3 pg/ml (99,8;6,3) | (100,7;8,0) | (97,7;2,2) | (8L,7; (36,9;5,0) | (10,9; 1,01)
p2-1=1,000 P,.4=1,000 p2.1=0,122 5,2) P,.4=1,000 p2.1=0,325
p21=0,271
3. trolox 333 103,2+4,7 99,9+2,3 99,2434 98,5+4,2 90,0+1,3 48,6+3,0
" Lol | (102,03; (100,4; 4,6) | (100,8; 6,9) | (100,3; (89,7;2,4) | (46,7;5,8)
He 5,9) P,,=1,000 | P;,=0,084 |84) P,,=0,000 | P5,=0,000
P3,=0,316 P5,=0,001
. 100,4+3,1 61,9121 11,9+1,3 7,7+2,3 7,0+0,7 9,5+0,8
4. Diclofenac (100,7; 4,7) | (61,8;2,7) | (11,6;2,6) | (7,4;4,7) | (68;13) | (9,6; 1,2)
33,3 pg/ml P.1=1,000 | P41=0,746 | P,,=1,000 | P4:=1,000 | P,4=1,000 | P,,=1,000
5. Diclofenac 96,2+4,8 93,3+2.4 88,4132 77,1£2,8 65,6+1,6 57,7£7,0
11,1 pg/ml (98,9:9,5) | (94,7;4,8) |(88,3;6,7) | (757; (64,8;3,1) | (59,94;
Ps,=1,000 | P5;=1,000 |Ps,=1,000 |5,6) Ps,=0,007 | 14,9)
Ps.1=1,000 Ps.,=0,000
6. Extract hidric | 99,9+1,8 99,3+1,9 98,1+3,0 92,942 .4 66,9+5,5 21,948,3
imuheptin  333,3 | (99,3; 2,1) | (98,6;2,1) |(97,3;3,6) | (93,7; (66,36; 8,8) | (23,5; 16,0)
ug/ml P6_1’2’3’4’5 PG_ P6_1=0,277 2,7) P5_1=0,007 P5_1:0,004
=1,000 1’2’3:1,000 P6_2’3=1,000 Ps.1=0,003 PG— P5_
P6.4:0,059 P6.4:0,003 P6—2,3,5 2’3’5:1,000 2’3’4’5=1,000
Pe5=0,430 | Ps5=0,086 | =1,000 Pe.4=0,01
P.4=0,000
7. Extract hidric | 100,0+1,7 99,0+1,8 97,5+2,5 83,0+4,7 54,5+7,6 16,3+4,5
imuheptin - 111,1 | (100,0; 2,1) | (98,5;2,2) | (97,5;2,5) | (82,5; (53,5; 13,2) | (16,2; 9,5)
ug/ml P7_1yzygy415 P7_ P7_1:O,365 9,2) P7_1:O,131 P7_1:0,017
=1,000 1'2'3:1,000 P7_213:1,000 P7.14=0,216 P7_ P7_2'3'4'5=
P,.,=0,126 P,.,=0,004 Py 235=1,000 1,000
P.5=0,807 | P75=0,115 |235s=1000 | p. =0 018
P,.,=0,008
8. Extract hidric | 100,5+1,1 99,8+2,6 94 ,8+2, 59,249,7 21,944.8 9,0+2,4
imuheptin 37 | (100,1; 0,8) | (99,0; 1,8) | (95,4;2,8) | (62,3; (22,2;8,4) | (8,3;3,97)
pg/ml Pg1,234 Ps. Pg. 17.,3) Pe. Pg.
=1,000 1'2'3:1,000 1'2'3’5:1,000 I:)8-1,2,4,5: 1'2'4:1,000 11214=1,000
P8.5 20,487 P8.4:0,014 P8.4:0,476 1,000 P8_3:0,038 P3.3:0,112
Ps.5=0,133 Pg3=0,036 | py.=0,845 | Pg5=0,02
9. Extract hidric | 101,5+£2,6 101,54£3,3 95,6+3,0 48,2455 15,044,1 7,0£2,1
imuheptin 12,3 | (100,1; 5,1) | (99,8;5,5) | (96,8;5,3) | (47.7; (16,8;7,5) | (6,0;3,9)
ug/ml Pg_l :0,793 P9_1:O,746 Pg_ 11,2) P9-1,2,4: P9—1,2,4=11000
Pg_zygy4 P9_213:1,000 1’2’3:1,000 Po. 1,000 Py.5=0,005
=1,000 Pe4=0,01 | Pg,=0,059 |145=1,000 | P93=0,004 | Pg5=0,001
Pe5=0,351 | Pg5=0,008 | Pg5=0,905 |Pe2=0579 | P9s=0,167
Ps.3=0,003

p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (11=95%)
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procentului de hematii nehemolizate catre 180 minute, insa care ramanea superior controlului,
diclofenacului si chiar acidului ascorbic (tab.3.1.1). Extractul hidric al imuheptinului in
concentratiile cercetate a determinat o stabilitate a hematiilor la hemoliza pana la 90 minute cu o
diminuare spre 180 minute. in aceste conditii un efect mai superior a demonstrat extractul hidric
al imuheptinului in concetratia de 333,3 ug/ml (tab 3.1.2). Analiza datelor obtinute a relevat, ca
extractele alcoolice si hidrice in concentratiile cercetate manifestau un efect stabil de protectie a
hematiilor de hemoliza pana la 90 minute, similar cu acidul ascorbic si troloxul, dar mai superior
solutiei tampon fosfat si, Tndeosebi, diclofenacului in concentratia 33,3 pg/ml. Concomitent
extractul alcoolic al imuheptinului a demonstrat o capacitate mai mare de a preintampina
hemoliza eritrocitelor fati de extractul hidric. In functie de timp ambele tipuri de extracte ale
imuheptinului au manifestat efect asemanator de a stabiliza membrana eritrocitelor pana la 90
minute, iar spre 180 minute extractul alcoholic s-a dovedit mai efectiv. In acelasi timp, in functie
de concentratie, nu s-a determinat o diferenta semnificativdi pana la 90 minute, dar cu o
diminuare proportionald a efectului protector al hematiilor spre 180 minute.

Extractul alcoolic si hidric al imupurinului In concentratiile studiate a manifestat o actiune
de stabilizare a membrane eritrocitelor pana la 120 minute. In intervalul 150-180 minute
extractul etanolic in concentratia 333,3 pg/ml a mentinut un procent mai mare de eritrocite
nehemolizate in comparatie cu solutia tampon fosfat, acidul ascorbic, diclofenac si trolox
(tab.3.1.3). Analiza comparativd a relevat, ca extractul etanolic si hidric al imupurinului in
concentratia 333,3 pg/ml si 111,1 pg/ml a demonstrat un efect protector al hematiilor de
hemoliza mai intens fatd de aceleasi extracte ale imuheptinului.

Analiza influentei asupra hemolizei oxidative a eritrocitelor a demonstrat, ca antioxidantii
acidul ascorbic si troloxul au manifestat un efect protector superior solutiei tampon fosfat,
indeosebi intre 120-180 minute. Troloxul a fost mai efectiv ca acidul ascorbic in intervalul 120-
180 minute.

Diclofenacul a manifestat o capacitate mai mare de preintampinare a hemolizei hematiilor
in concentratia 11,1 pg/ml fatd de 33,3 pg/ml, dar a cedat troloxului. Extractul alcoholic si hidric
al imuheptinului si imupurinului in concentratia 333,3 pg/ml a avut un efect superior troloxului
si diclofenacului de a proteja eritrocitele de hemoliza oxidativa, indeosebi in intervalul 120-180
minute. Extractul alcoholic si hidric al imupurinului in concentratiile 333,3 pg/ml si 111,1 pg/ml
a demonstrat o capacitate mai mare de a stabiliza membranele hematiilor de hemoliza oxidativa
(tab.3.1.3, tab 3.1.4).
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Tabelul 3.1.3

Influenta imupurinului (extract etanolic) asupra hemolizei oxidative a

eritrocitelor

Loturile
experimentale

Procentul de eritrocite nehemolizate (%)
X+DS (Mediana; AlIQ)

15min 60min 90min 120min 150min 180min
1. control (solutie | 99,1£3,5 98,24+3.4 91,3+2,3 46,8+7,5 9,9+2.7 5,1+0,7
tampon fosfat) (98,2;2,6) |(97,5;2,5) |(91,2;3,1) | (47,2;13,3) (8,9; 4,5) (5,2; 1,4)
2. acid ascorbic | 100,8+3,4 101,9+4,3 98,0£1,2 82,2+3,2 37,7£2,5 11,1+£0,8
B33ugml | (99,8:6,3) | (100,7:80) | (97.7:2,2) | (8L7:52) | (36,9:49) |(10,9;1,0)
p2-1=1,000 p2.1=1,000 p2.1=1,000 p2.1=1,000 p2.1:1,000 p2.1:1,000
3. trolox 33,3 | 103,2+4,7 99,9+2,3 99,2+3.4 98,5+4,2 90,0+1,3 48,6+3,0
ug/ml (102,0;5,9) | (100,4; 4,6) | (100,8; 6,9) | (100,3;8,4) | (89,7:2,4) | (46,7:5.8)
P3.1=0,520 P3.1=1,000 P3.1=0,250 P3.1=0,001 P3.1=0,001 P3.1=0,012
4 Di 100,4+3,1 61,9+2,1 11,9+1,3 7,7+2,3 7,0+0,7 9,5+0,8
. Diclofenac . i i i . i
133 gl | 100.7:46) | (618:27) | (1L6;26) | (7.44.7) 6,8:13) | (9,6:12)
’ P4.1:1,000 P4.1:0,865 P4.1:1,000 P4.1:1,000 P4.1=1,000 P4.1=1,000
5. Diclofenac 96,2+4,8 93,3£2.4 88,4+3,2 77,1£2,8 65,6£1,6 57,7£7,0
11,1 pgml | (98,9:47) | (94,7;4.8) | (88.3:6,7) | (75.6:56) | (64,8;3,1) | (59,9;14,9)
P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1=0,208 P5.1=0,000
6. Extract 99,1+1,2 98,6+1,1 97,7+1,1 95,843,3 94,6+4,5 88,3+8,0
etanolic (99.5:1,1) | (99.2:2,1) | (97,5:1,8) |(96,2;3,6) | (952:4,9) | (89,7:9.6)
imupurin P6_1’2’3’4’5 P6_1’2,3,5 P6_1,2,3 P5_1 =0,006 Pe_]_ =0,000 Pe_]_ =0,000
333,3 pg/ml =1,000 =1,000 =1,000 Pe.235=1,000 | Ps,=0,084 | Ps.,=0,028
P6.4 :0,334 P6.4 :0,070 P5.4 :0,001 P6.3’5 P6.3’5
Pe.4=0,947 =1,000 =1,000
P6.4 :0,000 P6.4 :0,001
7. Extract 100,6+1,0 100,4+1,4 99,8+1,5 97,9+3,5 85,7+6,6 61,7+6,3
etanolic (100,4;1,3) | (99,8:2,1) | (99,5:2,5) |(984;35) | (83.1:12,4) | (61,2, 13,2)
imupurin P7_1yzygy4y5 P7_11213 P7_1 =0,097 P7_1 20,001 P7_1 :0,005 P7_1 :0,001
111,1 ug/ml =1,000 :1,000 P7.213 P7.2’3 :1,000 P7_2’3’5 P7_2 :0,430
P;4=0,007 | =1,000 P7.4=0,000 =1,000 Y
P7_5 :0,075 P7_4 :0,001 P7_5 20,409 P7_4 :0,001 =1,000
P7.5 :0,039 P7_4 :0,034
8. Extract 103,5+5,0 102,0+4,8 100,8+4,5 93,8+0,5 60,3+5,4 26,3+3,8
etanolic (2102,7;9,7) | (102,1; 8,9) | (100,9;8,5) | (93,9; 1,1) (60,5; 7,9) | (25,2;3,5
imupurin 37 Ps1 =0,887 P8_11213 Pg.s =0,188 Ps1 =0,041 Pg.1 =0,760 Ps1 =0,163
pg/ml Ps-234 =1,000 P23 Ps-235=1,000 | Pg.235 Ps-2345
=1,000 Ps4=0,014 | =1,000 Pg.4 =0,005 =1,000 =1,000
P8_5 =O,420 P8_5 :0,133 P8_4 =0,003 Pg_4 =O,171
P8.5 :0,077
9. Extract 105,2+7,0 103,9+4,6 99,0+5,1 70,6+5,6 28,6+3,4 9,9+1,2
etanolic (103,1; 8,8) | (103,7;8,2) | (99,5;5,7) | (68,6;10,0) | (27,6;6,4) | (9,5;2,1)
imupurin 12,3 Pg_l =0,093 Pg_l =0,348 P4_9 <0,05 P9_1'2'4'5 Pg_1121415 Pg_1121314
ug/l’l’ll Pg_2’3’4 Pg_213 Pg_l 20,296 :1,000 :1,000 =1,000
=1,000 =1,000 P23 Pgy.3=0,060 P93=0,075 | Pg5=0,176
Pe5=0,043 | Py4=0,005 | =1,000
Pg_5 :0,122 Pg_4 :0,000
Pg_5 :0,004

p — semnificatia ajustati din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1=95%)
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Tabelul 3.1.4 Influenta imupurinului (extract hidric) asupra hemolizei oxidative a

eritrocitelor

Loturile
experimentale

Procentul de eritrocite nehemolizate (%)
X+DS (Mediana; AlIQ)

15min 60min 90min 120min 150min 180min
l.control (solutie | 99,1+3,5 98,2+£3.4 91,3£2.3 46,8+7,5 9,9+2,7 5,1£0,7
tampon fosfat) (98,2;2,6) | (97,5;2,5) (91,2;3,1) | (47,2;13,3) | (8,9;4,5) (5,2; 1,4)
2. acid ascorbic | 100,8+3.,4 101,9+4,3 98,0+1,2 82,2+3,2 37,7£2,5 11,1+£0,8
33,3 pg/ml (99,8:6,3) |(100,7:80) |(97.7:22) |(8L7:52) |(36.9;4,9) |(10,9;1,0)
p2-1=1,000 p2.1=1,000 p2.1=1,000 p2.1=0,649 p2.1:1,000 p2.1:1,000
3. trolox 33,3 | 103,2+4,7 99,9+2,3 99,2+3,4 98,5+4,2 90,0+1,3 48,6+3,0
ug/ml (102,0:5,9) | (100,4; 4,6) | (100,8;6,9) | (100,3;8,4) | (89,7;:2,4) | (46,7;5.8)
P3.1=0,520 P3.1=1,000 P3.1=0,091 P3.1=0,001 P3.1=0,001 P3.1=0,018
100,4+3,1 61,9+2,1 11,9+1,3 7,7£2,3 7,0+0,7 9,5+0,8
4. Diclofenac | (100,7;4,6) | (61,8;2,7) | (11,6;2,6) | (7.4:47) | (68 13) |(9,6;12)
33,3 pg/ml P41=1,000 | P4,=0,485 P41=1,000 | P43=1,000 | P4;=1,000 | P4,=1,000
5. Diclofenac 96,2+4,8 93,3£2.4 88,4+3,2 77,1£2,8 65,6£1,6 57,7£7,0
11,1 pg/ml | (98,9:4,7) | (94,7;4,8) | (88,3;6,7) | (756:56) | (64,8;31) |(59,9;14,9)
P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1:1,000 P5.1=0,155 P5.1=0,000
6. Extract hidric | 100,0+0,2 100,0+0,2 99,7+0,5 99,7+0,7 98,1+0,8 87,1+3,5
imupurin -~ 333,3 | (100,1; 0,4) | (99,9;0,3) | (99,7:0,9) | (99,6,1,3) | (97.9;1,3) | (87.8;7.5)
ug/ml P6.1’2’3’4’5 P6.11213 :1,000 P@.l :0,000 P6.1 :0,043 PG-l :0,000 PG-l :0,000
=1,000 P6.4 :0,002 P5.2’3 Pe.gyg P6.2 :0,052 P6.2 :0,046
Pe.s =0,046 =1,000 =1,000 Pe-35 Ps-35
Pe.4=0,000 | Pe4=0,000 | =1,000 =1,000
P6.5 :0,0l5 P6.5 :0,257 P6.4 :0,000 P6.4 :0,004
7. Extract hidric | 100,1+0,6 100,0+1,1 100,6=+1,7 96,9+2,0 85,1+3,2 57,2+3.9
imupurin~ 111,1 | (99,8;0,8) | (99.9;1,5) | (99.9;2,6) | (97,5:6,0) | (84,1:6,8) | (55,1;7.8)
ug/ml P7.1’2’3’4’5 P7.11213 :1,000 P7.1 :0,014 P7.1 :0,008 P7.1 :0,010 P7.1 :0,000
=1,000 P7.4 :0,005 P7.2’3 P7.21315 P7_2’3’5 P7_2 :0,926
P+.5=0,088 =1,000 =1,000 =1,000 P35
P;4=0,000 | P;4=0,001 | P;4=0,002 | =1,000
P7.5 :0,005 P7_4 :0,133
8. Extract hidric | 98,7+1,7 98,9+1,4 96,9+1,8 81,5+2,9 63,5+0,5 29,6+3,7
imupurin 37 1(998;34) |(99,7;2,9) (97,9;3,4) | (82,6;6,0) |(63,3;1,01) | (28,4;7,8)
pg/ml Pg.12345 Pg1235 Pg1235 Pg1=0,616 | Ps.1=0,972 | Pg,=0,237
=1,000 :1,000 :1,000 P8_21315 P8_2’3’5 P8_2’3’4’5
Pg.4=0,136 Ps4=0,176 | =1,000 =1,000 =1,000
P8_4 :0,089 P8_4 :0,225
9. Extract hidric | 98,9+5,7 97,9+4,8 95,0+4,0 58,1+2,5 18,1+1,8 7,6£2,0
imupurin -~ 12,3 | (99,4;9,5) | (98,1:8,8) | (96,9;8,3) | (59.4:5,1) | (17,5:3,7) | (8,37;3.9)
pg/ml Po12345 Po1235 Po1235 Po1245 Pg1245 Po.124
=1,000 =1,000 =1,000 =1,000 =1,000 =1,000
Pg_4 :0,299 Pg_4 :0,525 Pg_3 20,023 Pg_3 :0,066 Pg_3 :0,278
Pg_5 :0,016

p — semnificatia ajustatd din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1=95%)
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Studiul activitatii antioxidante prin metoda de reducere a radicalului ABTS a
demonstrat, cd acidul ascorbic si troloxul au manifestat o capacitate net mai mare decat solutia
tampon fosfat (anexa 1). Diclofenacul in concentratia 33,3 pg/ml si 11,1 pg/ml a cedat
semnificativ antioxidantilor, dar a fost mai superior fatd de substanta de control. Extractul
alcoolic al imuheptinului dupa capacitatea de reducere a radicalului ABTS a cedat acidului
ascorbic si troloxului, dar a fost mai marcata ca la diclofenac, indeosebi in concentratia 333,3
ng/ml. Extractul hidric al imuheptinului in concentratia 333,3 pg/ml a demonstrat o capacitate de
reducere a radicalului ABTS superioara diclofenacului si chiar acidului ascorbic (fig.3.1.1).
Concomitent, extractul hidric In concentratiile 333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml si 37 pg/ml a manifestat

o activitate antioxidanta de reducere a radicalului ABTS mai mare fata de cel etanolic.
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Figura 3.1.1. Influenta imuheptinului asupra reducerii radicalului ABTS

Extractul alcoolic al imupurinului a manifestat activitate antioxidanta prin reducerea
radicalului ABTS practic similar acidului ascorbic, a cedat troloxului, dar a fost mai marcata ca
la diclofenac, indeosebi in concentratia 333,3 pg/ml. Extractul hidric al imupurinului in
concentratia 333,3 pg/ml a demonstrat o capacitate de reducere a radicalului ABTS superioara
diclofenacului si acidului ascorbic (anexa 1). Concomitent, extractul hidric in concentratiile
333,3 pg/ml, 111,1 pg/ml si 37 pg/ml a redus radicalul ABTS mai pronuntat comparativ cu cel
etanolic (fig.3.1.2). Analiza rezultatelor obtinute au permis de a estima, ca extractele
imupurinului au manifestat un efect antioxidant prin captarea radicalului ABTS ceva mai mare
fatd de extractele imuheptinului. Astfel, se poate concluziona, ca preparatele de origine
entomologicd au determinat o capacitate mai mare de reducere a radicalului ABTS in comparatie

cu antiinflamatorul nesteroidian, iar In concentratiile 333,3 pg/ml chiar ceva mai superioara fata
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de acidul ascorbic. Acest efect s-ar putea datora continutului de antioxidanti hidrosolubili din

extractele imupurinului si imuheptinului.
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Figura 3.1.2. Influenta imupurinului asupra reducerii radicalului ABTS
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Figura 3.1.3. Influenta extractului etanolic al imuheptinului asupra activitatii
paraoxonazei/arilesterazei
Studiul influentei asupra activitatii paraoxonazei/arilesterazei a demonstrat o crestere a
acesteia sub actiunea acidului ascorbic si troloxului. Diclofenacul in concentratia 33,3 pg/ml a
determinat o micsorare nesemnificativd a activitatii parooxonazei/arilesterazei, iar 1In
concentratia 11,1 pg/ml o majorare neesentiala a acesteia, dar care ceda antioxidantilor. Extractul
etanolic al imuheptinului in concentratiile de la 1000 pg/ml pana la 15,62 pg/ml a manifestat o
capacitate de majorare a paraoxonazei/arilesterazei Intr-o manera proportionald concentratiei
(anexa 2. fig.3.1.3). Aceastd capacitate a fost superioara diclofenacului si antioxidantilor.

Extractul hidric al imuheptinului a determinat o crestere semnificativa fata de lotul de control si
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diclofenac a activitatii paraoxonazei/arilesterazei intr-o manera dependentd de concentratie

(anexa 2, fig.3.1.4).
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Figura 3.1.4. Influenta extractului hidric al imuheptinului asupra activitatii
paraoxonazei/arilesterazei
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Figura 3.1.5. Influenta extractului alcoolic al imupurinului asupra activititii
paraoxonazei/arilesterazei

Extractul alcoolic al imupurinului a demonstrat un efect similar antioxidantilor de
majorare a activitatii paraoxonazei/arilesterazei in functie de concentratie (anexa 3, fig.3.1.5).
Extractul hidric al imupurinului a manifestat o actiune de crestere a activitatii
paraoxonazei/arilesterazei intr-o manera invers proprortionald cu concentratia (anexa 3,

fig.3.1.6). Aceasta actiune a fost mai intensa in comparatie cu acidul ascorbic, troloxul si
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diclofenacul. Analiza comparativa a extractelor preparatelor entomologice a demonstrat, ca, atat
extractul alcoolic, cat si cel hidric al imuheptinului a contribuit la 0 majorare mai accentuata a

activitatii paraoxonazei/arilesterazei fata de extractele similare ale imupurinului.

160,00
© N 140,00 é
oo
=g H
=0
=1
[ — 120,00
= &
S ] 2 8
het= = g =
o
E""E 100,00
@ 102
o
80,00
=
= b= = = ) 2
=) =3 =3 =3 =
£2 = =3 =3 =3 =
(=] L fas] 1] @ j1s]
o s g s 3 =
j:») [ ] o ] El
= (5] —_ (] oo
= = L — —
= = = — =
= = =
= = =

(lwBriponL) 1) oZH +uundnul
(wyrigos) 71 ogH +uundnuw
(Bripsz) 1) OgH +uundnuw
(lw/Bricz ) g 0zH +uundnul

(wirig'za) a1} ogH +uundnuw

(Wwiriza'sh) p9:L 0z uundnuw

(IyBrisg’ Le) 2571 0zZH +uundrw

Figura 3.1.6. Influenta extractului hidric al imupurinului asupra activitatii
paraoxonazei/arilesterazei

Influenta preparatelor de origine entomologici asupra inflamatiei acute. Edemul
urechii indus de xilen a fost adoptat ca model inflamator acut, folosit frecvent pentru a evalua
efectele antiinflamatorii ale substantelor cercetate si are o buna valoare predictiva in screening-ul
agentilor antiinflamatori. Edemul urechii indus de xilen a determinat acumularea de lichid si
edem, caracteristic raspunsului inflamator acut. Inflamatia indusa de xilen a provocat eliberarea
de mediatori proinflamatori, care actioneaza asupra celulelor tinta periferice, precum mastocite si
alte celule imunitare, producand inflamatie acuta caracterizata prin tumor, rubor, calor si dolor.
Suprimarea acestui raspuns este un indiciu probabil al efectului antiflogistic (antiexudativ) al
preparatelor cercetate [29].

La modelarea edemului urechei prin xilend peste 3 ore s-a constatat o majorare a greutatii
piesei auriculare drepte cu manifestdri caracteristice procesului inflamator (hiperemie, edem).
Aplicarea locala a xilenei a provocat un edem al urechei manifestat prin majorarea diferentei
dintre masa piesei auriculare drepte si stangi (tab. 3.1.5). Administrarea preventiva, timp de 5
zile, interna a preparatelor de origine entomologica a determinat o reducere mai vadita a
edemului cu un procent de inhibitia a inflamatiei de 45,85% pentru imupurin si 49,78% pentru
imuheptin (tab.3.1.5). Astfel, screening-ul ne-a demonstrat, ca preparatele cercetate manifesta

proprietati antiinflamatoare si necesita un studiu detaliat al acestora.
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Tabelul 3.1.5. Influenta imupurinului si imuheptinului asupra edemului urechei la
soricei indus prin xilena (3 ore)

Loturile de animale Greutate piesa | Greutate  piesa | Diferenta DR | %
auriculard ST, | auriculara DR, ST, mg (gradul | inhibitiei
mg mg edemului)

X£DS
(Mediana; AIQ)

1. Control sol. fiziologica, 17,2425 23,1443 5,8+3,3

intraperitoneal (n=10) (16,9; 3,4) (22,6; 7,6) (7,4,6,8)

2.Imupurin 500 mg/kg, per os, 16,0+1,4 19,1+2,6 3,2+2,1 45,85%

timp de 5 zile inainte de xilena (15,9, 2,5) (18,7; 4,6) (3.1;3,9)

(n=9) P,,= 0,557 P,,= 0,038 P,,=0,115

3.Imuheptin 500 mg/kg, per os, 16,0+1,9 19,0+1,7 2,9+2.2 49,78%

timp de 5 zile inainte de xilena (15,2; 3,5) (19,5; 2,4) (2,4; 4,3)

(n=10) P,.3= 0,666 P,3= 0,035 P;.3= 0,090

p — semnificatia ajustata din testul Anova pentru comparatii multiple cu corectia Bonferroni (11=95%)

3.2 Influenta imupurinului si imuheptinului asupra inflamatiei indusa prin

lipopolizaharide

In macrofagele stimulate de LPS (lot control LPS) s-a constatat o crestere brusci a
continutului de citokine proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) si a citokinei antiinflamatorii (IL-10)
(fig. 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3, anexa 5). Dexametazona la o concentratie de 1 pg/ml a relevat o scadere
semnificativd a citokinelor proinflamatorii TNF-alfa (fig.3.2.1, fig.3.2.4, anexa 5) si IL-6
(fig.3.2.2, fig.3.2.5, anexa 5) cu o crestere si mai pronuntatd a nivelului de IL-10 (fig.3.2.3,
fig.3.2.6, anexa 5). Extractul etanolic de imuheptin a scazut semnificativ nivelurile de TNF-alfa
(fig.3.2.1) si IL-6 (3.2.2) la macrofagele stimulate de LPS (anexa 5).
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Figura 3.2.1 Influenta imuheptinului asupra nivelului de TNF-alfa in macrofagele

stimulate prin LPS
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Nivelul de IL-10 a crescut la dilutia de 1:10 si practic a ramas la nivelul de control pozitiv la o
dilutie de 1:100 si 1:200 (fig.3.2.3, anexa 5). Extractul hidric de imuheptin la o dilutie de 1:10 a
redus nivelul de TNF-alfa (fig.3.2.1, anexa 5) similar dexametazonei si a mentinut nuvelul IL-6
proinflamatoare asemanator lotului macrofagelor nestimulate (fig.3.2.2, anexa 5). Extractul
etanolic de imuheptin in dilutia 1:10 a influentat considerabil continutul IL-10 in comparatie cu
dexametazona si lotul control (macrofagele stimulate de LPS). Pentru imuheptin continutul IL-
10 a constituit 626,2+15,8 pg/ml, pe cand pentru dexametazona a prezentat 440,7+47,5 pg/ml.

Insd aceastd superioritate nu a fost caracteristica altor concentratii a extractelor etanolice si

hidrice ale imuheptinului (fig.3.2.3, anexa 5).
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Figura 3.2.3 Influenta imuheptinului asupra nivelului de IL-10 in macrofagele stimulate

prin LPS
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La tratarea macrofagelor cu extract etanolic de imupurin, s-a observat o diminuare
neesentila a TNF-alfa (fig.3.2.4 anexa 6) si 1L-10 (fig.3.2.6, anexa 6) si o scadere a nivelului IL-
6 (fig.3.2.5, anexa 6) (tab. 3.2.2, anexa 6). Extractul hidric de impurin in dilutie 1:10 a crescut
semnificativ nivelul de IL-10, fata de lotul control, dar similar dexametazonei (fig.3.2.6, anexa 6)
si l-a scazut pe cel al TNF-alfa (fig.3.2.4, anexa 6) in comparatie cu macrofagele stimulate de
LPS. Preparatul entomologic in dilutia 1:10 nu a influentat semnificativ nivelul IL- 6 (fig.3.2.5,
anexa 6). Extractul hidric de imupurin in dilutiile 1:100 si 1:200 a redus nivelul IL-6 respectiv
pana la 49,0+0,9 si 36,1£2,1 pg /ml (P <0,05) in comparatic cu indicii corespunzatori la

macrofagele stimulate cu LPS.
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Figura 3.2.6 Influenta imupurinului asupra nivelului de 1L-10 in macrofagele stimulate
prin LPS

Influenta preparatelor studiate asupra sistemului prooxidant s-a efectuat prin studierea
nivelului DAM in macrofagele peritoneale. Dexametazona a determinat o majorare
nesemnificativi a nivelului DAM in macrofagele peritoneale. Preparatele de origine
entomologicd in dilutiile cercetate nu au modificat esential continutul DAM in macrofagele
peritoneale. La stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS s-a constatat o crestere a nivelului
DAM de la 11,8+1,0 uM/L péana la 17,0+1,7 puM/L (P<0,05). Antiinflamatorul steroidian in
concentratiile 1 pg/ml si 10 ug/ml a determinat o reducere a continutului DAM im macrofagele
stimulate prin LPS de la 17,0£1,7 uM/L pana la 12,5+0,6 si 12,8+0,7 uM/L (P>0,05) respectiv.
La incubarea macrofagelor peritoneale stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic de
imuheptin s-a constatat o micsorarea a nivelului DAM, indeosebi in dilutiile 1:100 si 1:200
(anexa 6, fig.3.2.7). Extractul hidric de imuheptin a manifestat un efect de reducere a
continutului DAM similar dexametazonei (anexa 6). Extractul hidro-alcoolic si, indeosebi cel
hidric, de imupurin a determinat o reducere a nivelului DAM in macrofagele stimulate prin LPS,

efectul fiind mai pronuntat pentru dilutia 1:10 (anexa 6, fig.3.2.8).
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Figura 3.2.7. Influenta imuheptinului asupra nivelului DAM in macrofagele peritoneale

stimulate prin LPS
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Figura 3.2.8. Influenta imupurinului asupra nivelului DAM in macrofagele peritoneale
stimulate prin LPS

Incubarea macrofagelor peritoneale cu dexametazond in concentratiile 1 pg/ml a
determinat 0 majorare neesentiala a activitatii catalazei, iar cea de 10 pg/ml nu a modificat acest
parametru. Extractul hidro-alcoolic al imuheptinului a cauzat in macrofagele peritoneale o
crestere nesemnificativa a activitatii catalazei invers proportionala dilutiei, iar extractul hidric a
manifestat actiune similara in dilutiile 1:10 si 1:100 (tab.3.2.1.).

Stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS a determinat o majorare nesemnificativa a
activitatii catalazei. Dexametazona in concetratia de 1 pg/ml a micsorat activitatea catalazei, iar
in cea de 10 pg/ml a majorat activitatea enzimei In comparatie cu macrofagele stimulate prin
LPS. Extractul hidro-alcoolic de imuheptin, indeosebi in dilutia 1:100 la incubarea cu
macrofagele stimulate prin LPS a crescut nesemnificativ activitatea catalazei. In conditii similare
extractul hidric de imuheptin a diminuat activitatea catalazei in dilutille 1:100 s1 1:200
(tab.3.2.1.).

Incubarea macrofagelor stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic de imupurin in
dilutiile 1:10 si 1:100 a determinat micsorarea activitatii catalazei, in timp ce, extractul hidric de
imupurin nu a modificat esential activitatea enzimei (tab.3.2.2).

Dexametazona in concentratiile 1 pg/ml si 10 pg/ml a determinat o crestere
nesemnificativa a activitatii SOD la incubarea cu macrofagele peritoneale. Activitatea SOD a
fost nesemnificativ stimulata in macrofagele peritoneale la incubarea cu extractul hidro-alcoolic
de imuheptin in dilutiile 1:10 si 1:200 si cel hidric in dilutia 1:10 (tab.3.2.1). La incubarea
macrofagelor peritoneale cu extractul hidro-alcoolic de imupurin s-a constatat o majorare
neesentiala a activitatii SOD, proportional concentratiei. Extractul hidric de imupurin a

manifestat o tendinta de majorarea a activitatii SOD doar in dilutia de 1:10 (tab.3.2.2).
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Tabelul 3.2.1. Influenta imuheptinului asupra activitatii superoxiddismutazei (SOD) si
catalazei in macrofagele peritoneale in inflamatia indusa prin LPS

Parametri Catalaza, Catalaza, SOD, SOD,
uM/s.L uM/s.L u/c u/c
X£DS
Grupele testate - LPS +LPS -LPS +LPS”
1. Control 16,4+1,5 17,1+1,5 854,4+48,5 1237,1£121,5
P Lps-1ps+=1,000 P Lpsps+=0,001
2. Dexametazona 1pg/ml 19,7+1,2 15,9+0,4 910,1+18,9 1124,6+63,8
P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1_2:1,000
3. Dexametazona 10pg/ml 16,6+0,7 21,4+1,1 913,0+43,4 1165,2+11,6
P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1_3:1,000
4. Imuheptin hidro- 22.8+1,0 19,6+0,8 953,6+43 .4 1150,74+2,9
alcoolic 1:10 P1.4=0,023 P1.4=1,000 P1.,=1,000 P1.4=1,000
P,.,=1,000 P,.4=0,996 P,.,=1,000 P,.,=1,000
P3.4:0,198 P3.4=1,000 P3.4=1,000 P3_4:1,000
5. Imuheptin hidro- 20,9+1,1 26,3+0.9 829,0+5.8 1055,07+5,8
alcoolic 1:100 P1.5=0,242 P1.5=0,402 P15=1,000 P15=1,000
P,s=1,000 P,5=0,107 P,.s=1,000 P,.s=1,000
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000
6. Imuheptin hidro- 19,840,9 18,8+1,8 965,2+26,1 1043,545,8
alcoolic 1:200 P15=1,000 P15=1,000 P16=1,000 P16=0,427
P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2.6:1,000 P2.5:1,000
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.6:1,000 P3.5:1,000
7. Imuheptin hidric 1:10 21,6=0,7 17,5+0,9 947,8+31,9 1229,0+34,8
P1_7:0,087 P1_7:1,000 P1_7=1,000 P1_7:1,000
P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000
P3.7:0,508 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000
8. Imuheptin hidric 1:100 18,9+1,7 16,8+0,6 860,9+37,7 1153,6+11,6
P15=1,000 P1.s=1,000 P1.5=1,000 P1.s=1,0005
P2.3:1,000 P2.3:1,000 P2.8=1,000 P2.3:1,000
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 P3_8:1,000
9. Imuheptin hidric 1:200 16,3+0,5 11,4+0,6 817,4+17,4 1084,1+17,4
P1_9=1,000 P1_9=1,000 P1_9:1,000 P1_9:1,000
P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000 P2_9:1,000
P3.g:1,000 P3.9:0,021 Pg.g:1,000 P3.9:1,000

Stimularea macrofagelor peritoneale cu LPS a determinat o majorare a activitatii SOD de
la 854,4+48,5 u/c pana la 1237,1+121,5 u/c (P<0,05). Dexametazona in concetratia de 1 pg/ml
st 10 pg/ml a micsorat nesemnificativ activitatea SOD in macrofagele stimulate prin LPS.
Extractul hidro-alcoolic de imuheptin la incubarea cu macrofagele stimulate prin LPS a diminuat
nesemnificativ activitatea SOD in comparatie cu lotul de control. In conditii similare extractul
hidric de imuheptin a diminuat neesential activitatea SOD in dilutiile 1:100 si 1:200 (tab.3.2.1).
Incubarea mcarofagelor peritoneale, stimulate prin LPS, cu extractul hidro-alcoolic si hidric de
imupurin in dilutiile cercetate a determinat o tendintd de micsorare a activitatii SOD (anexa,

tab.3.2.2.).
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Tabelul 3.2.2. Influenta imupurinului asupra activititii superoxiddismutazei (SOD) si

catalazei in macrofagele peritoneale in inflamatia indusa prin LPS

Parametri Catalaza, Catalaza, SOD, SOD,
uM/s.L uM/s.L u/c u/c
X£DS
Grupele testate - LPS +LPS -LPS +LPS”
1. Control 16,4+1,5 17,1+1,5 854,4+48,5 1237,1+121,5
P_Lps- P_Lps-
1rs+=1,000 1ps+=0,001
2. Dexametazonal pg/ml 19,7+1,2 15,9+0,4 910,1+18,9 1124,6+63,8
P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000 P;.,=1,000
3. Dexametazond 10pg/ml 16,6+0,7 21,4+1,1 913,0+43,5 1165,2+11,6
P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=l,000
4.  Imupurin hidro-alcoolic 1:10 15,6+0,5 13,7+0,4 1078,3+5,8 1139,14+20,3
P1_4:1,000 P1_4:1,000 P1_4:0,296 P1_4=1,000
P2.4=1,000 P2.4=1,000 P2.4=1,000 P2.4=1,000
P3.4:1,000 P3.4:0,026 P3.4:1,000 P3.4=1,000
5. Imupurin hidro-alcoolic 14,7+1,2 11,24+0,4 959,4+55,1 1031,9+17,4
1:100 P1_5=1,000 P1_5:0,430 P1_5=1,000 P1_5=1,000
P2.5:0,274 P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2.5=1,000
P35=1,000 P3.5=0,008 P35=1,000 P5.5=1,000
6. Imupurin hidro-alcoolic 11,3+0,6 16,5+1,1 915,9+23,2 994,2+8,7
1:200 P16=0,303 P16=1,000 P16=1,000 P1.6=0,326
P2.6=0,006 P2.5:1,000 P2.6=1,OOO Pz.ezl,OOO
P35=0,484 P35=1,000 P35=1,000 P3.6=1,000
7. Imupurin hidric 1:10 15,7£0,8 17,9+0,9 901,4+8,7 1191,3£37,7
P1.7:1,000 P1.7:1,000 P1.7:1,000 P1.7=1,000
P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7=1,000
P3,=1,000 P;-,=1,000 P3,=1,000 P5.7=1,000
8.  Imupurin hidric 1:100 13,3+0,8 16,6+0,3 863,7+40,6 1104,4+37,7
P1.8:0,995 P1.3:1,000 Pl.gzl,OOO P1.8=1,000
P2_8=0,023 P2_8=1,000 P2_8:1,000 Pg_g=1,000
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 Pg.ng,OOO
9. Imupurin hidric 1:200 14,9+0,5 20,9+1,1 669,6+20,3 1020,3+63,8
P1.g:1,000 P1.9:1,000 P1_g:1,000 P1_9=1,000
P2_9=O,305 P2_9:0,683 P2_9:1,000 P2_9=1,000
P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9:1,000 P3_9=1,000

La incubarea macrofagelor peritoneale cu dexametazona in concentratia de 1pg/ml s-a

constatat o crestere nesemnificativa a activitatii GR, iar la concentratia de 10 pg/ml o reducere a

activitatii enzimei. Extractul hidro-alcoolic de imuheptin in dilutia 1:10 a determinat o majorare

a activitdtii GR 1n macrofagele peritoneale de la 34,2+2,6 nM/s.L pana la 45,7+3,0 nM/s.L (P>

0,05), dar nu a influentat-o 1n dilutiile 1:100 s1 1:200. Extractul hidric de imuheptin a manifestat

o tendintd de micsorare a activitatii GR in dilutiile 1:10 si 1:100 si de majorare in dilutia 1:200

(tab.3.2.3). Activitatea GR in macrofagele peritoneale incubate cu extractul hidro-alcoolic de

imupurin s-a majorat neesential la dilutia de 1:10 si s-a redus nesemnificativ la dilutiile de 1:100

si 1:200. Extractul hidric de imupurin a manifestat o tendinta de crestere a activitatii GR in
diltiile 1:10 si 1:100 si de micsorare in cea de 1:200 (tab.3.2.4).
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Tabelul 3.2.3. Influenta imuheptinului asupra nivelului glutationreductazei (GR),
glutationperoxidazei (GPO) si glutation transferazei (GST) in macrofagele peritoneale in
inflamatia indusa prin LPS

Parametri GR, GR, GPO, GPO, GST, GST,
nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L
X£DS

Grupele testate - LPS +LPS” -LPS +LPS” - LPS +LPS*
1. Control 342+2,6 | 21,9+3,1 | 448,6+27,9 | 206,0+21,6 8,5+1,1 12,2+1,1
P Lps-iLps+ P Lps-iLps+ P Lps-Lps+

=0,026 =0,002 =0,168

2. Dexametazona 36,2+1,5 26,8+1,1 | 341,0+12,5 | 182,6£17,2 7,4+0,9 7,6+0,9
1ug/ml P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=l,000 P1.2=0,394

3. Dexametazona 29,314 44,24+4.5 453,7+6,5 247,4+12,5 5,7£0,9 10,2+1,1
10pg/ml P15=0,003 | P,3=1,000 | P;3=1,000 | P,;3=1,000 P13=1,000 | P;.5=1,000

4. Imuheptin 45,743,0 | 28,6+1,3 | 316,7+12,8 | 480,9+6,2 11,5+1,9 14,0+1,6
hidro-alcoolic P1.4=0,086 P1.4=1,000 P1.4=1,000 P1.4=0,009 P1.4=1,000 P1.4=1,000
1:10 P,4=1,000 | P,4=1,000 | P,4=1,000 | P,,=0,014 P,4=1,000 | P,,=0,198
P34=0,460 | P3,4,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000 P34=0,949 | P;,=1,000

5. Imuheptin 34,842,6 27,9+1,1 201,5+8,5 424,624 8,1£1,5 10,6+0,9
hidro-alcoolic P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:0,042 P1.5:O,313 P1.5=1,000 P1.5=1,000
1:100 P,5=1,000 | P,s=1,000 | P,5=1,000 | P,5=0,260 P,5=1,000 | P,.5=1,000
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:0,275 P3.5:1,000 P3.5=1,000 P3.5=1,000

6. Imuheptin 35,7£1,0 | 42,7+2,8 154,3+8,1 2943+8.3 8,8+1,0 9,1+0,8
hidro-alcoolic P16=0,005 | P;4=1,000 | P14=0,001 | P;¢=1,000 P16=1,000 | P1=1,000
1:200 P,6=1,000 | P,s=0,715 | P,s=1,000 | P,¢=1,000 P,6=1,000 | P,4=1,000
P3.6:1,000 P3.6:1,000 P3.5:0,025 P3.6:1,000 P3.6=1,000 P3.6=1,000

7. Imuheptin 30,1+4,9 37,7£1,0 | 374,0+13,0 | 313,6+11,3 63,5+3,6 54,6+4,2
hidric 1:10 P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P;,=1,000 P.7=0,046 | P;,=1,000
P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 P,;=0,041 | P,,=0,013
P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7=0,006 P3.7=0,825

8. Imuheptin 28,2424 26,8+1,1 365,4+8,1 229,2+1,9 20,0+2,3 15,3+2,3
hidric 1:100 P1_8=1,000 P1_8=1,000 P1_8=1,000 Pl_g=1,000 P1_3=0,164 Pl_g=1,000
P2.8:1,000 P2.8:1,000 P2.3:1,000 P2_8:1,000 P2_8=0,119 P2_8=0,084
P3.8:1,000 P3.8:O,589 P3.3:1,000 P3_8:1,000 P3.3:0,02 P3_8=1,000

9. Imuheptin 412418 | 44,7+29 | 2761487 | 2099175 | 14,813 | 13,2407
hidric 1:200 P1_9=O,002 P1_9=1,000 P1_9:0,736 P1_9:1,000 P1_9=0,547 Pl_g=1,000
P2.9=1,000 P2.920,483 Pz.g:].,OOO P2_921,000 P2_g=0,338 P2_9=0,304
P3.920,906 P3.9=1,000 P3.g:1,000 Pg.g:1,000 P3_g=0,066 P3_g=1,000

La stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS s-a constatat o micsorare a activitatii
GR de la la 34,242,6 nM/s.L pana la 21,9+£3,1 nM/s.L (P< 0,05). Dexametazona a determinat o
anihilare a efectului LPS cu majorarea activitatii GR mai semnificativa la concentratia de 10
ug/ml (tab.3.2.3). Efect similar antiinflamatorului nesteroidian s-a determinat la incubarea
macrofagelor peritoneale cu extractul hidro-alcoolic si hidric de imuheptin, indeosebi in dilutia
1:200. Extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin a demonstrat ca mai mare capacitate de
intensificare a activitatii GR la stimularea macrofagelor cu LPS (tab.3.2.4). Analiza rezultatelor
relatate sugereaza, ca antiinflamatorul steroidian si preparatele de origine entomologica

restabilesc activitatea GR 1n macrofagele stimulate prin LPS, actiune intreptata spre mentinerea
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nivelului adecvat de GSH. Actiunea dexametazonei in acest caz se datoreazd cel mai probabil

actiunii antiinflamatoare cu reducerea formdrii SRO si epuizarea GSH. Imuheptinul si,

indeosebi, imupurinul posibil pot contribui atat la reducerea procesului inflamator, cat si sinteza

GSH de novo prin aportul lor de aminoacizi.

Tabelul 3.2.4. Influenta imupurinului asupra nivelului glutationreductazei (GR),
glutationperoxidazei (GPO) si glutation transferazei (GST) in macrofagele peritoneale in
inflamatia indusa prin LPS

Parametri GR, GR, GPO, GPO, GST, GST,

nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L nM/s.L
X£DS

Grupele testate - LPS +LPS* -LPS +LPS* -LPS +LPS*
1. Control 342+2.6 21,9+3,1 448,6£27,9 | 206,0+£21,6 8,5+1,1 12,2+1,1
P Lps-Lps+ P Lps-Lps+ P Lps-Lps+

=0,013 =0,001 =0,130

2. Dexametazona 36,2+1,5 26,8+1,1 341,0£12,5 | 182,6+17,2 7,4+0,9 7,6+£0,9
1pug/ml P,,=1,000 | P,,=1,000 P1.,=1,000 P.,=1,000 | P,,=1,000 P,.,=0,293

3. Dexametazona 29,3+1,4 44,2445 453,7+6,5 247,4+12,5 5,7£0,9 10,2+1,1
10pg/ml P15=1,000 | P,3=0,389 P15=1,000 | P;3=1,000 | P;.3=1,000 P15=1,000

4. Imupurin hidro- | 46,7+3,0 47.7+£2.0 609,0+9.3 302,2+8.7 9,8+1,0 16,3+1,7
alcoolic 1:10 P.4=1,000 | P,,=0,059 P1,=1,000 P.,=1,000 | P,,4,=1,000 P1,=1,000
P,4=1,000 | P,,4=1,000 P,,=1,000 | P,,=0,951 | P,,=1,000 P,4=0,021
P34=0,752 | P3,4=1,000 P;4=1,000 | P3,=1,000 | P3,=0,352 P5.,=0,993

5. Imupurin hidro- | 30,242,5 53,3+1,7 358,1+32,5 | 222,54+4.3 8.2+1.3 14,0+1,2
alcoolic 1:100 P15=1,000 | P;5=0,003 P1.5=1,000 P15=1,000 | P;5=1,000 P15s=1,000
P,5=1,000 | P,5=0,260 P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 P,5=0,126
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000
6. Imupurin hidro- | 26,3+0,6 53,6+7,0 270,74£25,6 | 196,849,2 8,3+0,8 10,5+0,6
alcoolic 1:200 P16=1,000 | P,4=0,004 P16=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 P15=1,000
P2_6=1,000 P2_5:0,305 P2_5=1,000 P2_5=1,000 P2_5:1,000 P2_5:1,000
P3.6:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000

7. Imupurin hidric | 37,5£1,5 51,742,0 419,5+16,8 | 312,3+£20,0 9,4+1,1 15,7+1,9
1:10 P1_7=1,000 P1_7:0,006 P1_7=1,000 P1_7=1,000 P1_7:1,000 P1_7:1,000
P2_7=1,000 P2_7:0,396 P2_7=1,000 P2_7:0,651 P2_7:1,000 P2_7:0,031
P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:0,780 P3.7:1,000
8. Imupurin hidric | 36,7+1,0 43,8+1,0 293,0£15,9 | 203,2+6,4 7.4£1.3 12,4+0,6
1:100 P1_8=1,000 P1_8:0,669 P1_8=1,000 P1_8=1,000 P1_8=1,OOO P1_8=1,OOO
P2.8:1,000 P2.3:1,000 P2.8:1,000 P2.8:1,000 P2.3:1,000 P2.3:0,750
P3.8:1,000 P3.3:1,000 P3.8:1,000 P3.8:1,000 P3.3:1,000 P3.3:1,000

9. Imupurin hidric | 29,3204 | 43,6:2,1 | 1886+63 | 161,150 | 7,8£03 10211
1:200 P1_9=1,000 P1_9:0,595 P1_9:0,023 P1_9=1,000 P1_9:1,000 P1_9:1,000
P2.9=1,000 Pz_g=1,000 P2.9:1,000 P2.9:1,000 P2.9:1,000 P2.9:1,000
P3.g=1,000 P3.g:1,000 P3.9:0,143 P3.9:0,867 P3.9:1,000 P3.9:1,000

Dexametazona in macrofagele peritoneale a determinat o tendintd de micsorare a

activitatii GPO in concentratia de 1pg/ml fard a o influenta in cea de 10 pg/ml. Extractul hidro-

alcoolic de imuheptin a determinat un nivel scazut a activitatii GPO in macrofagele peritoneale,

comparativ cu lotul control fara stimulare (448,6+27,9 nM/s.L) cu valori de
201,548,5 nM/s.L. (P<0,05) si 154,3+8,1 nM/s.L (P<0,05) pentru dilutiile

nM/s.L (P>0,05),
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1:10 si respectiv1:100 si 1:200. O tendintd de reducere a activitatii GPO a manifestat si extractul
hidric de imuheptin (tab.3.2.3). Extractul hidro-alcoolic de imupurin in dilutia 1:10 a crescut
nesemnificativ activitatea GPO 1n macrofagele peritoneale, iar in dilutiie 1:100 si 1:200 o
tendintd de micsorare a activitdtii enzimei. La incubarea macrofagelor peritoneale cu extractul
hidric de imupurin s-a determinat o diminuare a activitatii GPO, mai semnificativa in dilutia
1:200 (tab.3.2.4).

Stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS a determinat o reducere a activitatii GPO
de la 448,6+27,9 nM/s.L pana la 206,0+21,6 nM/s.L (P<0,05). Dexametazona in concentratia
de lug/ml a accentuat diminuarea activititiit GPO indusa de LPS, iar in cea de 10 pg/ml a
anihilat nesemnificativ efectul LPS. Extractul hidro-alcoolic de imuheptin in dilutiile 1:10 si
1:100 a restabilit activitatea GPO la nivelul —macrofagelor intacte, iar extractul hidric a
manifestat o tendintad de crestere a activitatii enzimei in dilutia de 1:10 (tab.3.2.3). Extractul
hidro-alcoolic si hidric de imupurin a anihilat efectul LPS de reducere a activitatii GPO in
macrogafele peritoneale (tab.3.2.4).

Dexametazona a determinat o reducere nesemnificativa a activitatii GST in macrofagele
peritoneale mai accentuata in concentratia de 10ug/ml. La incubarea macrofagelor peritoneale
cu extractul hidro-alcoolic si hidric de imuheptin in dilutia de 1:10 s-a constatat o tedintd de
majorare a activitatii GST. Extractul hidric de imuheptin in dilutiile 1:10 si 1:100 a determinat o
majorarea semnificativa a activitatii GST(tab.3.2.3). Efect similar s-a constatat si la incubarea
macrofagelor peritoneale cu extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin in dilutiile 1:10
(tab.3.2.4).

La stimularea macrofagelor peritoneale cu LPS s-a determinat 0 majorarea a activitatii
GST de la 8,5+1,1 nM/s.L pana la 12,2+1,1 nM/s.L (P>0,05). Dexametazona a manifestat o
tendintd de micsorare a activitatii GST indusd de LPS, indeosebi in concentratia de 1ug/ml
(tab.3.2.). La incubarea macrofagelor peritoneale stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic
de imuheptin s-a constatat o tendintd de majorare a activitatii GST in dilutia de 1:10 si de
micsorarea in dilutiile 1:100 si 1:200. Extractul hidric de imuheptin a determinat o crestere a
activitatiic GST mai acentuata in dilutia de 1:10 (tab.3.2.3). La incubarea macrofagelor
peritoneale stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin o majorare
nesemnificativa a activitatii GST s-a constatat la dilutiile de 1:10, iar in dilutiile de 1:200 o
tendinta de reducere a activitatii enzimei (tab.3.2.4).

Analiza activitatii enzimelor sistemului glutationic a demonstrat, cd inflamatia indusa
prin LPS a micsorat activitatea GPO si GR cu o crestere nesemnificativd a GST, ce denota

despre diminuarea capacitatii de a mentine nivelul de GSH si neutralizare a peroxizilor cu
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intensificarea utilizarii a GSH pentru procesele de detoxifiere. Antiinflamatorul steroidian,
indeosebi in concentratia de 10pg/ml, a restabilit capacitatea de a normaliza nivelul GSH prin
cresterea activitatii GR, de a intensifica neutralizarea peroxizilor prin majorare moderatd a
activitatii GPO si cu o diminuare a proceselor de utilizare a GSH pentru conjugarea compusilor
organici electrofili. Aceste efecte, cel mai probabil, sunt determinate de actiunea
antiinflamatoare a dexametazonei prin inhibarea cascadei acidului arachidonic cu reducerea
formarii mediatorilor inflamatiei si generarea SRO. Preparatele de origine entomologica au
manifestat efecte similar dexametazonei sau chiar mai intense, posibil, datoritd diminuarii
formarii citokinelor proinflamatorii si gratie aportului de substrate (aminoacizi, polipeptide etc.)
ce contribuie la restabilirea activitatii enzimelor sistemului glutationic.

La administrarea dexametazonei s-a constatat 0 tendintd de micsorarea a nivelului AGE
pentosidine, in deosebi la concentratia de 1pg/ml. La suplimentarea in vitro cu extract hidro-
alcoolic si hidric de imuheptin s-a determinat o majorare nesemnificativd a nivelului AGE
pentosidine in dilutia 1:10 si o micsorare de 2-3 ori in dilutiile 1:100 si 1:200 (tab.3.2.5.) La
incubarea macrofagelor peritoneale cu LPS s-a depistat o diminuarea a AGE pentosidine de la
478,7+80,0 uM/s.L pana la 449,5+32,2 uM/s.L. (P1>0,05). Dexametazona in concentratia de
lug/ml a determinat o reducere a AGE pentosidine de la 449,5+32,2 uM/s.L pana la 352,342,5
uM/s.L (P1.2>0,05), in timp ce in concentratia de 10 pg/ml nivelul AGE a fost similar cu cel in
lotul de control fara LPS. Extractul hidro-alcoolic si hidric de imuheptin in dilutiile cercetate a
determint o tendintd de micsorare a nivelului AGE pentosidine direct proportional dilutiei
(tab.3.2.5).

La determinarea nivelului PPOA fara stimularea cu LPS s-a constatat, cd dexametazona
si extractele hidro-alcoolic si hidric de imuheptin manifestau o tendintd de crestere a
parametrului (tab.3.2.5.). La tratatrea macrofagelor peritoneale cu LPS s-a determinat o0 majorare
a nivelului PPOA de la 7,8+1,1 uM/L péana la 23,1+2,4 uM/L (P;<0,05). Suplimentarea
dexametazonei in mediul macrofagelor stimulate cu LPS a determinat o micsorare neesentiald a
nivelului PPOA. Extractul hidro-alcoolic si hidric de imuheptin in dilutiile cercetate, suplimentat
la macrofagele stimulate prin LPS, a contribuit la reducerea de circa 2 ori a nivelului PPOA
(tab.3.2.5.).
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Tabelul 3.2.5 Influenta imuheptinului asupra AGEs si PPOA in macrofagele peritoneale
in inflamatia indusa prin LPS

Parametri AGE, uM/s.L AGE, uM/s.L PPOA, PPOA,
Pentosidine Pentosidine uM/L uM/L
X£DS

Grupele testate - LPS +LPS” - LPS +LPS”
1. Control 478,7+80,0 449,5+32,2 7,8+1,1 23,1£2,4
P_Lps-Lps+ P_Lps-iLps+

=1,000 =0,000

2.Dexameta-zona 263,4+2,1 352,3+£2,5 8,5+1,4 19,9+0,2
1pug/ml P1,=0,736 P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000
3. Dexametazona 434,7+8,6 481,6+41,8 9,7+0,6 20,8+0,6
10 ug/ml P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1_3=1,000

4. Imuheptin 529,8+27,6 409,6+14,4 12,0+0,2 13,0+0,7
hidro-alcoolic P1_4:1,000 P1_4:1,000 P1_4:0,220 P1_4:1,000
1:10 P2.4=O,322 P2.4=1,000 P2.4=1,000 P2_4=1,000
P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000

5. Imuheptin 371,5+£32,5 304,0+13,6 11,0+0,1 12,8+0,1
hidro-alcoolic P1_5=1,000 P1_5=1,000 P1_5:1,000 P1_5:1,000
1:100 P,s=1,000 P,s=1,000 P,.s=1,000 P,s=1,000
P35=1,000 P35=0,868 P35=1,000 P35=1,000

6. Imuheptin 175,2+£29,5 213,8+0,5 10,2+1,0 12,3+0,4
hidro-alcoolic P1.6:0,095 P1.620,035 P1.5:1,000 P,6=0,631
1:200 P,6=1,000 P,6=1,000 P,.s=1,000 P,.s=1,000
P3_6=1,000 P3_5=0,052 P3_5=1,000 P3_5=1,000

7. Imuheptin hidric 748,3+12,0 375,1+40,9 11,8+0,5 12,8+0,6
1:10 P17=1,000 P17=1,000 P1.7=0,250 P17=1,000
P2.7:0,052 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000
P3,=1,000 P3,=1,000 P;-,=1,000 P;-,=1,000

8. Imuheptin hidric 394,4+6,7 281,3+£14,9 10,7+1,5 10,7+0,5
1:100 P1s=1,000 P16=0,438 P1.s=1,000 P1s=0,073
P2_8=1,000 P2_8:1,000 P2_8=1,000 P2_8:1,000
P3_8=1,000 P3_8:0,417 P3_8=1,000 P3_8:1,000

9. Imuheptin 195,3+11,9 247,6+18,9 8,4+0,6 11,2+1,2
hidric 1:200 P19=0,188 P19=0,137 P1.9=1,000 P1.9=0,192
P2_9=1,000 P2_9:1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000
P3_9=1,000 P3_9:0,160 P3_9=1,000 P3_9:1,000

La incubarea macrofagelor peritoneale cu extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin in
dilutia 1:10 s-a constatat o tendintd de majorare a nivelului AGE pentosidine, in timp ce dilutiile
1:100 si 1:200 o micsorare neesentiald a acestuia (tab.3.2.6.). La incubarea macrofagelor
stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic de imupurin s-a determinat o diminuare a nivelului
AGE pentosidine, statictic veridic la dilutia de 1:200. Extractul hidric de imupurin a manifestat
aceiasi tendintd de micsorare a nivelului AGE pentosidine in dilutiile cercetate.

Extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin in dilutiile cercetate la incubarea cu
macrofagele peritoneale a determinat o tendintd de crestere a nivelului PPOA (tab.3.2.6.).

Nivelul PPOA in macrofagele stimulate prin LPS nu a fost practic influentat de extractul hidro-
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alcoolic de imupurin, in timp ce extractul hidric in dilutia 1:10 a determinat o majorare
neesentiald a acestuia.

Tabelul 3.2.6. Influenta imupurinului asupra nivelului AGEs si PPOA in macrofagele

peritoneale in inflamatia indusa prin LPS

Parametri AGE, uM/s.L AGE, uM/s.L PPOA, PPOA,
Pentosidine Pentosidine uM/L uM/L
X£DS

Grupele testate - LPS +LPS” - LPS +LPS
1. Control 478,7+80,0 449,5+32.2 7,8+1,1 23,1+2.4
P_Lps-Lps+ P_Lps-/Lps+

=1,000 =0,000

2. Dexametazona 263,4+2,1 352,3+£2,5 8,5+1,3 19,9+0,2
1 ug/ml P1.2=O,445 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=l,000

3. Dexametazona 434,7+8,6 481,6+41,8 9,7£0,6 20,8+0,6
10 pg/ml P,5,=1,000 P,3=1,000 P,5,=1,000 P.13=1,000

4. Imupurin hidro- 836,6+20,8 310,8+12,3 12,6+0,3 24,0+1,0
alcoolic 1:10 P,4=1,000 P,4=1,000 P.4=0,393 P.4=1,000
P,4=0,019 P,.4=1,000 P,4=1,000 P,4=1,000
P54=1,000 Ps4=1,000 P54=1,000 P24=1,000

5. Imupurin hidro- 360,8+82,9 174,149,8 11,6+0,5 22.4+0.3
alcoolic 1:100 P,5=1,000 P,5=0,134 P,5=1,000 P.s=1,000
P,.5=1,000 P,s=1,000 P,.5=1,000 P,s=1,000
P3.5:1,000 P3.5:0,169 P3.5:1,000 P3.5=1,000

6. Imupurin hidro- 281,433 4 129,1+1,7 9,8+0,7 19,5+0,3
alcoolic 1:200 P,6=0,898 P,6=0,037 P16=1,000 P16=1,000
P2.6=1,000 P2.5:1,000 P2.6:1,000 P2_6=1,OOO
P3_6=1,000 P3_5=0,059 P3_5=1,000 P3_5=1,000

7. Imupurin hidric 758,2+5,9 413,5+35,5 13,4+1,4 32,6+3,4
1:10 P,7=1,000 P,7,=1,000 P,7=0,303 P.7=1,000
P2.7:0,059 P2.7:1,000 P2_7:1,000 P2_7=0,536
P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7:1,000 P3_7=1,000

8. Imupurin hidric 413,942,1 319,7£15.5 10,5+0,9 26,9+2.8
1:100 P.1=1,000 P,5=1,000 P1=1,000 P.15=1,000
P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8:1,000 Pg.ng,OOO
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 Pg.ng,OOO

9. Imupurin hidric 222,0+42.9 282,1+14.9 6,0£1,0 19,4424
1:200 P,4=0,182 P,19=0,432 P14=1,000 P19=1,000
P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000 Pg_g=1,000
P3_9=1,000 P3_9:0,439 P3_9:1,000 Pg.ng,OOO

Dexametazona in concentratia de 1 pg/ml a determinat o micsorare a continutului
ceruloplasminei de la de la 87,0+12,5 mg/L pana la 76,4+1,9 mg/L (P>0,05), iar de 10 pg/ml o
majorare a nivelului ceruloplasminei de la 87,0+12,5 mg/L pana la 157,3+5,3 mg/L (P>0,05).
La incubarea macrofagelor peritoneale cu extractul hidro-alcoolic de imuheptin s-a constatat o
majorare nesemnificativa a nivelului ceruloplasminei, iar extractul hidric de imuheptin in

dilutiile a manifestat efect similar in dilutiile 1:10 si 1:100 (anexa 7, tab.3.2.9.).
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Fig. 3.2.9. Influenta imuheptinului asupra nivelului CP in macrofagele peritoneale in macrofagele
peritoneale stimulate prin LPS

Inducerea inflamatiei prin LPS in macrofagele peritoneale a determinat o majorare a
nivelului ceruloplasminei de la 87,0£12,5 mg/L  pana la 155,5+21,3 mg/L (P>0,05).
Dexametazona 1in concentratia de 1 pg/ml practic nu a influentat cresterea ceruloplsminei,
indusd de LPS, iar In concentratia de 10 ng/ml a determinat o majorarea de la 155,5+21,3 mg/L
pana la 241,2+13,2 mg/L (P>0,05). Extractul hidro-alcoolic de imuheptin a determinat o
majorare neesentiald a nivelului ceruloplasminei in macrofagele peritoneale proportionald
dilutiei, iar extractul hidric a manifestat acelasi efect in dilutia de 1:10 (anexa 7, fig. 3.2.9.).

La incubarea macrofagelor peritoneale stimulate prin LPS cu extractul hidro-alcoolic de
imupurin, dilutia 1:10 a cauzat o majorare a ceruloplasminei de la 155,5421,3 mg/L pana la
233,3+2,3 mg/L (P>0,05), iar dilutia 1:200 o micsorare a parametrului de la 155,5+21,3 mg/L
pand la 77,9+1,9 mg/L (P>0,05). Efect similar s-a constatat si la incubarea macrofagelor

peritoneale cu extractul hidric de imupurin (anexa 7, tab.3.2.10).
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Fig. 3.2.10. Influenta imupurinului asupra nivelului CP in macrofagele peritoneale in macrofagele
peritoneale stimulate prin LPS
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Pentru aprecierea intensitatii stresului oxidativ, cat si pentru a determina influenta
preparatelor cercetate asupra homeostaziei tiol-disulfurice s-a determinat nivelul tiolului liber si
total, raportul tiol liber/tiol total, nivelul disulfurilor si raportului disulfuri/tiol liber si disulfuri
tiol/total.

Tabelul 3.2.7. Influenta imuheptinului asupra tiolilor si raportului SH-liber/SH-total in
macrofagele peritoneale stimulate prin LPS

Grupele de SH-liber, SH-liber, SH-total, SH-total, SH-liber/ SH-liber/
animale uM/L uM/L uM/L uM/L SH-total, SH-total,
% %
X£DS
-LPS +LPS” -LPS +LPS" - LPS +LPS"
1. 50,7+2,6 52,9488 58,4+3,7 65,8+4,8 87,0+5,6 80,3+11,8
Control P_Lps-iLps+ P_Lps-iLps+ P_Lps-iLPs+
=1,000 =0,321 =1,000
2. 50,7+0,8 50,3+1,9 61,6+2,6 59,7+0,8 82,4+4,7 84,2+2,1
Dexametazona P1,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000
1pg/ml
3. 52,6+1,9 54,4+1,6 58,6+0,4 63,843,4 89,7+3,8 85,4+2,2
Dexametazona P1.3=1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000
10pg/ml
4.Imuheptin 67,2+12,1 52,2+1,5 77,4+7,9 60,1+1,0 86,4+6,8 86,9+4,0
hidro-alcoolic P,.4=0,562 P,.,=1,000 P,.,.=0,097 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,..=1,000
1:10 P,,=1,000 | P,4,=1,000 | P,4,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000
P;4,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=0,246 | P3,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000
5.Imuheptin 72,1449 48,1+1,2 78,1+2,7 56,0+6,1 92,2+3,2 86,4+7,3
hidro-alcoolic P1.5=0,147 P1.5:1,000 P1.5:0,045 P1.5:0,762 P1.5:1,000 P1.5:1,000
1:100 P,5=0,507 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000
P3_5=1,OOO P3_5=1,OOO P3_5=O,141 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:1,000
6.Imuheptin 72,14£2,7 51,4423 74,4+1,9 59,3+1,2 97,0+1,1 86,7+2,2
hidro-alcoolic P1.6=0,097 P1.5:1,000 P1.6:O,243 P1.5:1,000 P1_6:1,000 P1.5:1,000
1:200 P2_6=0,374 P2_5=1,OOO P2_6=1,000 P2_5=1,000 P2_5:O,322 P2_5:1,000
P3.6=1,000 P3.5:1,000 P3.620,508 P3.5:1,000 P3_6:1,000 P3.5:1,000
7.Imuheptin 68,1+1,8 53,3442 71,743,8 78,94+5,7 95,0+2,7 67,6+0,5
hidric 1:10 P1_7=0,469 P1_7=1,OOO P1_7=O,691 P1_7=1,000 P1_7:1,000 P1_7:1,000
P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7:1,000 P2_7:1,000
P3.7=1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3_7:1,000 P3.7:1,000
8.Imuheptin 54,9+1,3 51,4+1,5 58,6+2,6 69,1+4.9 93,8+3,8 74,8+75
hidric 1:100 P1_8=1,OOO P1_8=1,OOO P1_8=1,000 P1_8=1,000 Pl_g=1,000 P1_8=1,OOO
P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8:0,533 P2_8:1,000 P2_8:1,000
P3.8=1,000 P3.3:1,000 P3.8:1,000 P3.8:1,000 P3_8:1,000 P3.3:1,000
9.Imuheptin 49,9438 53,2+1,9 57,1+4,9 62,5+4,8 87,6+0,9 85,6+8,6
hidric 1:200 Pl_g=1,000 P1_9=1,OOO P1_9=1,000 P1_9=1,000 P1_9:1,000 P1_9:1,000
P2_9=1,000 Pz_g=1,000 Pz_g:l,OOO P2_9:1,000 Pz_g:l,OOO P2_9:1,000
P3_g=1,000 P3_g:1,000 P3_g:l,000 P3_9:1,000 P3_g:l,000 P3_9:1,000

La expunerea macrofagelor peritoneale la dexametazona in concentratia de 1pg/ml nu s-a
modificat esential nivelul SH-liber cu o tendinti de majorare a SH-total. In aceste conditii

raportul SH-liber/SH-total s-a redus de la 87,0+5,6% la 82,4+4,7% (P>0,05). La concentratia de
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10 pg/ml dexametazona a majorat nesemnificativ nivelul SH-liber fara a modifica cel al SH-
total cu o crestere a raportului SH-liber/SH-total de la 87,0+5,6% la 89,7+3,8% (P>0,05). Astfel,
dexametazona a majorat neesential potentialul antioxidant al macrofagelor peritoneale.

Extractul hidro-alcoolic de imuheptin in dilutiile studiate a determinat o tendintd de
majorarea a nivelului SH-total si SH-liber si raportului SH-liber/SH-total, iar extractul hidric de
imuheptin a demonstart acest efect in dilutia 1:10 (tab. 3.2.7). Extractul hidro-alcoolic de
imupurin in dilutiile 1:10 si 1:100 in macrofagele nestimulate prin LPS a manifestat o tendinta de
majorarea a continutul SH-total si SH-liber si raportului SH-liber/SH-total, iar cel hidric a
manifestat o tendintd de micsorare a nivelului tiolilor, iar in dilutia 1:10 si a raportului SH-
liber/SH-total (tab.3.2.8). in baza celor relatate putem presupune, ci preparatele entomologice au
crescut neesential potentialul antioxidant prin continutul de proteine si aminoacizi, inclusiv
cistena, metionina etc.

Stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS a determinat o crestere nesemnificativa a
continutului SH-total si SH-liber cu o diminuare a raportului SH-liber/SH-total de la 87,0+5,6%
la 80,3£11,8% (P>0,05). Posibil, aceste date releva despre dezvoltarea stresului oxidativ cu
reducerea nesemnificativa a utilizarii tiolilor. Dexametazona in concentratia lpg/ml in
macrofagele peritoneale stimulate prin LPS a diminuat neesential nivelul SH-total si SH-liber
similar cu macrofagele fara stimuare prin LPS cu o majorarea a raportului SH-liber/SH-total de
la 80,3+11,8% la 84,2+2,1% (P>0,05). Antiinflamatorul steroidian in concentratia de 10 pg/ml
nu a influentat semnificativ continutul tiolului total si liber in comparatie cu lotul de control, dar
a crescut raportul SH-liber/SH-total de la 80,3+11,8% la 85,4+2,2% (P>0,05). In aceste conditii
dexametazona, prin actiunea antiinflamatoare a diminuat stresul oxidativ relevat prin
intensificarea utilizarii tiolilor. Dilutiile cercetate ale extractului hidro-alcoolic de imuheptin la
stimularea macrofagelor prin LPS a redus continutul SH-total si SH-liber practic la nivelul
macrofagelor nestimulate prin LPS cu o majorare a raportului SH-liber/SH-total de la
80,3+11,8% la 86,9+4,0%, 86,4+7,3% si 86,7+2,2% (P>0,05).

Extractul hidric de imuheptin in macrofagele stimulat prin LPS nu a modificat esential
nivelul SH-liber si la majorat nesemnificativ pe cel al SH-total la dilutile 1:10 si 1:100
(tab.3.2.7). Dilutiile extractului hidro-alcoolic al preparatului entomologic au determinat o
tendintd de reducere a nivelului tiolilor in macrofagele stimulate prin LPS cu o crestere
nesemnificativd a raportului SH-liber/SH-total. Extractul hidric de imupurin nu a influentat
continutul SH-liber, cu exceptia dilutiei 1:200, si a manifestat o tendintd de al micsora pe cel al

SH-total, ce a determinat o majorare cu circa 4,5-12,4 % a raportului SH-liber/SH-total
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(tab.3.2.8). Astfel, putem conchide, cad preparatele entomologice au activat utilizarea tiolilor 1in

macrofagele stimulate prin LPS cu neutralizarea stresului oxidativ.

Tabelul 3.2.8. Influenta imupurinului asupra tiolilor si raportului SH-liber/SH-total in
macrofagele peritoneale stimulate prin LPS

Grupele de SH-liber, SH-liber, SH-total, SH-total, SH-liber/ SH-liber/
animale uM/L uM/L uM/L uM/L SH-total, SH-total,
% %
X£DS
-LPS +LPs” -LPS +LPs” - LPS +LPs”
1. Control 50,7+2,6 52,9+8.8 58,4+3,7 65,814,8 87,0+£5,6 80,3+11,8
P_Lps-/Lps+ P_Lps-/Lps+ P_Lps-Lps+
=1,000 =0,019 =1,000
2. 50,7+0,8 50,3+1,9 61,6+2,6 59,7+0,8 82,4+4,7 84,2+2,1
Dexametazona P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=0,257 P1.2=1,000 P1_2=1,000
1pug/ml
3. 52,6+1,9 54,4+1,6 58,6+0,4 63,8+3.4 89,7+3,8 85,4+2,2
Dexametazona P15=1,000 | P,;3=1,000 | P;3=1,000 | P,;3=1,000 | P;3=1,000 | P;3=1,000
10pg/ml
4. Imupurin 53,2+1,7 49,9+0,8 60,4+1,4 60,1+0,4 88,2+3,0 83,1+0,7
hidro-alcoolic P1_4=1,000 P1_4=1,000 P1_4=1,000 P1_4:1,000 P1_4=0,576 P1_4:1,000
1:10 P,4=1,000 | P,,=1,000 | P,4=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000
P3.4=1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000
5. Imupurin 52,6+0,4 50,7£1,0 59,7+0,8 61,2+1,5 88,0+1,8 82,9+0,5
hidro-alcoolic P1_5=1,000 P1_5=1,000 P1_5=1,000 P1_5:1,000 P1_5=1,000 P1_5:1,000
1:100 P,s=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000
P3.5=1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000
6. Imupurin 49,6+4,2 51,8+2,6 61,2+1,5 63,5£1,5 80,9+4,8 81,6+2,2
hidro-alcoolic P16=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000
1:200 P,s=1,000 | P,=1,000 | P,4=1,000 | P,¢=1,000 | P,,=1,000 | P,4=1,000
P3_6=1,000 P3_5=1,000 P3_5=1,000 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:1,000
7. Imupurin 49,2+0,8 53,3+0,4 60,1+1,1 63,1+0,4 81,9+0,3 84,5+1,1
hidric 1:10 P.,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P;,=1,000
P2.7=1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2_7:1,000 P2.7:1,000
P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7:1,000 P3_7:1,000
8. Imupurin 46,6£6,4 | 52,1+1,5 | 51,.8+72 | 62,023 | 89,8+0,1 | 84,2+0,7
hidric 1:100 P1s=1,000 | P1=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;5=1,000 | P;5=1,000
P2.8=1,000 P2.3:1,000 P2.8:1,000 P2.8:1,000 P2_821,000 P2.3:1,000
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 P3_8:1,000
9. Imupurin 492423 57,9+1,7 55,6+2,7 62,7+1,5 88,5+0,1 92,4+4,9
hidric 1:200 P19=1,000 | P1.9=1,000 | P19=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;=1,000

P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000 P2_9:1,000
P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9:1,000 P3_9:1,000

Dexametazona in concentratia lpg/ml a manifestat o tentintd de a majora nivelul
disulfurilor (SS) de la 3,9+1,8 uM/L pana la 5,5+1,7 uM/L (P>0,05) si raportului SS/SH-liber de
la 7,743,7% péana la 10,8+3,5% (P>0,05) si SS/SH-total de la 6,5£2,8% pana la 8,842,4%
(P>0,05). Antiinflamatorul steroidian in concentratia 10pg/ml a manifestat efect opus relevat

prin tendinta de a micsora indicii respectivi (tab.3.2.7). Aceste date ne sugereaza, ca
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dexametazona in concentratia de 1pg/ml a activat neesential sistemul prooxidant, iar in cea de
10pg/ml a diminuat activitatea sistemului prooxidant. Extractul hidro-alcoolic de imuheptin in
dilutia 1:10 a determinat o crestere nesemnificativa a nivelului disulfurilor si raportului SS/SH-
liber si SS/SH-total, iar in dilutiile 1:100 si 1:200 o micsorare neesentiald a indicilor cercetati.
Extractul hidric de imuheptin, Indeosebi in dilutiile 1:10 si 1:100 a redus continutul disulfudrilor
si raportul SS/SH-liber si SS/SH-total (tab.3.2.7). Extractul hidro-alcoolic de imupurin in dilutia
1:10 si 1:100 a determinat o dimunuare a nivelului disulfudrilor si raportul SS/SH-liber si
SS/SH-total, iar in dilutia 1:200 o tendinta de majorarea a indicilor respectivi. Extractul hidric de
imupurin in dilutia 1:10 a mnifestat o tendintd de majorare, iar in dilutiile 1:100 si 1:200 de
micsorare a continutul disulfurilor si raportul SS/SH-liber si SS/SH-total (tab.3.2.8). In baza
datelor relatate putem conchide, ca preparatele entomologice in dilutiile 1:100 si1:200 a redus
nesemnificativ activitatea sistemului prooxidant.

Stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS a determinat o crestere a nivelului
disulfurilor de la 3,9+1,8 uM/L pana la 6,5+3,8 uM/L (P>0,05), procentul raportului SS/SH-
liber de la 7,7+3,7% pana la 13,5+9,6% (P>0,05) si SS/SH-total de la 6,5+2.8% péna la
9,845,9% (P>0,05). Aceste date denota despre cresterea activitdtii sistemului prooxidant.
Dexametazona in concentratia 1pg/ml in macrofagele peritoneale stimulate prin LPS a diminuat
neesential nivelul disulfurilor de la 6,5+3,8 uM/L pana la 4,7+0,5 uM/L (P>0,05), procentul
raportului SS/SH-liber de la 13,5+9,6% pana la 9,4+1,5% (P>0,05) si SS/SH-total de la
9,845,9% pana la 7,9+1,1% (P>0,05). Efect similar a fost constatat si la administrarea
antiinflamatorului steroidian in concentratia de 10 pg/ml (tab.3.2.7). Aceste date ne sugereaza,
ca dexametazona poate diminua activitatea sistemului prooxidant. Dilutiile cercetate ale
extractului hidro-alcoolic de imuheptin la stimularea macrofagelor prin LPS a redus continutul
disulfurilor si procentul raportului SS/SH-liber si SS/SH-total practic la nivelul macrofagelor
nestimulate prin LPS. Extractul hidric de imuheptin in dilutiile 1:10 si 1:100 in macrofagele
stimulat prin LPS a crescut nesemnificativ nivelul disulfurilor si procentul raportului SS/SH-
liber si SS/SH-total, iar in dilutia 1:200 a manifestat o tendintd de reducere a indicilor studiati
(tab.3.2.7). Extractul hidro-alcoolic si hidric in dilutiile cercetate a demonstrat o tendinta de
micsorare a continutul disulfurilor si procentul raportului SS/SH-liber si SS/SH-total in
macrofagle stimulate prin LPS (tab.3.2.8). Datele relatate ne releva, ca imupurinul, extractele
hidro-alcoolic si hidric, si imuheptinul, extractul hidro-alcoolic, au determinat reducerea
activitatii sistemului prooxidant. Acest efect, posibil, poate fi determinat de componenta proteica

si aminoacidica a preparatelor, precum si de extragentul folosit.
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Tabelul 3.2.9. Influenta imuheptinului asupra homeostaziei tiol-disulfurice in macrofagele
peritoneale stimulate prin LPS

Grupele de Disulfuri, Disulfuri, Raport Raport Raport Raport
animale uM/L uM/L disulfuri/ disulfuri/ disulfuri/ disulfuri/
SH-liber, SH-liber, | SH-total, % | SH-total, %

% %
X£DS

- LPS +LPS - _LPS +LPS - _LPS +LPS*

1. Control 3,9+1,8 6,5+3,8 7,7+£3,7 13,5+9,6 6,5+2,8 9,8+5,9
P_Lps-Lps+ P_Lps-Lps+ P_Lps-/Lps+

=1,000 =1,000 =1,000

2. Dexametazona 5,5+1,7 4,7+0,6 10,8+3,5 9,4+1,5 8,8+2,4 7,9+1,1
1 ug/ml P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2:1,000 P1.2=l,000

3. Dexametazona 3,0+1,1 4,7+0,9 5,8+2,4 8,6+£1,5 51+1,9 7,3+1,1
10pg/ml P15=1,000 | P,3=1,000 | P;3=1,000 | P;3=1,000 | P;.3=1,000 | P;5=1,000

4. Imuheptin 51+2,1 3,9+1,3 8,1+4,6 7,6+2,6 6,8+3,4 6,5+2,0
hidro-alcoolic P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.4=1,000
1:10 P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000
P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P5,=1,000

5. Imuheptin 3,0+1,1 3,9+2,5 4,3+1,9 8,1+4,9 3,9+1,6 6,8+3,7
hidro-alcoolic P1_5=1,000 P1_5=1,000 P1_5:1,000 P1_5=1,000 P1_5:1,000 P1_5=1,000
1:100 P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5=1,000

6. Imuheptin 1,1+0,4 3,9+0,6 1,6+0,6 7,715 1,5+0,6 6,7+1,1
hidro-alcoolic P16=1,000 | P15=1,000 | P1s=1,000 | P15=1,000 | P1=1,000 | P;,=1,000
1:200 P2_5=0,474 P2_6=1,000 P2_5=0,339 P2_5=1,000 P2_5:O,322 P2_6=1,OOO
P3.5:1,000 P3.6:1,000 P3.5:1,000 P3.6:1,000 P3.5:1,000 P3.6=1,000

7. Imuheptin 1,8+1,0 12,8+0,8 2,7£1,5 24,0+0,5 2,5+1,3 16,2+0,2
hidric 1:10 P,-=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,-,=1,000 | P;-,=1,000 | P;,=1,000
P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7:0,954 P2.7:1,000 P2.7:1,000 P2.7=1,000

P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7=1,000

8. Imuheptin 1,8+1,3 8,8+3,2 3,3+2,2 17,3+6,7 3,1+19 12,6+3,8
hidric 1:100 P1_8=1,OOO P1_8=1,000 P1_8=1,000 Pl_g=1,000 P1_8:1,000 Pl_g=1,000
P2.3:1,000 P2.8:1,000 P2.3:1,000 P2_8:1,000 P2.8:1,000 P2_8=1,000

P3.3:1,000 P3.8:1,000 P3.3:1,000 P3_8:1,000 P3.8:1,000 P3_8=1,000

9. Imuheptin 3,6+0,6 4,6+3,2 7,1+£0,6 8,9+6,3 6,3+0,5 7,243
hidric 1:200 P1_9=1,OOO P1_9=1,000 P1_9=1,000 P1_9:1,000 P1_9:1,000 P1_9=1,000
Pz_g=1,000 P2.9=1,000 Pz.g:].,OOO P2_921,000 P2.9:1,000 P2_9=1,000

P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9=1,000 P3_9:1,000 P3_9:1,000 Pg.ng,OOO

Analiza homeostazei

tiol-disulfurice a permis de a concluziona: dexametazona

a

manifestat tendinta de a creste potentialul antioxidant si reducerea celui prooxidant; preparatele

entomologice au crescut neesential potentialul antioxidant prin continutul lor de proteine si

aminoacizi, inclusiv cistena, metionind etc.; inflamatia indusa prin LPS a determinat dezvoltarea

stresului oxidativ cu reducerea nesemnificativa a utilizarii

tiolilor si cresterea activitatii

sistemului prooxidant; dexametazona, prin actiunea antiinflamatoare, a diminuat stresul oxidativ

in macrofagele peritoneale, indus prin LPS, relevat prin intensificarea utilizarii

tiolilor si

diminuarea activitatii sistemului prooxidant; preparatele entomologice in macrofagele stimulate
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prin LPS au activat utilizarea tiolilor cu neutralizarea stresului oxidativ; extractele hidro-alcoolic
si hidric, si imuheptinul, extractul hidro-alcoolic, au determinat reducerea activitatii sistemului

prooxidant.

Tabelul 3.2.10. Influenta imupurinului asupra homeostaziei tiol-disulfurice in macrofagele
peritoneale stimulate prin LPS

Grupele de Disulfuri, Disulfuri, Raport Raport Raport Raport
animale uM/L uM/L disulfuri/ disulfuri/ disulfuri/ disulfuri/
SH-liber, SH-liber, | SH-total, % | SH-total, %
% %
X£DS
- _LPS +LPS" - _LPS +LPS" - LPS +LPS"
1. Control 3,9+1,8 6,5+3,8 7,7+£3,7 13,5+9,6 6,5+2,8 9,8+5,9
P_Lps-Lps+ P_Lps-Lps+ P_Lps-Lps+
=1,000 =1,000 =1,000
2. 5,5+1,7 4,7+0,6 10,8+3,5 9,4+1,5 8,8+2,4 7,9+1,1
Dexametazona P1_2=1,000 P1.2:1,000 P1.2:1,000 P1.2:1,000 P1.2:1,000 P1.2:1,000
1pg/ml
3. 3,0+1,1 4,7+0,9 5,8+2,4 8,6+1,5 51+1,9 7,3+1,1
Dexametazona P1.3=1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000
10pg/ml
4. Imupurin 3,6£1,0 5,1+0,2 6,7+2,0 10,2+0,6 59+1,5 8,4+0,4
hidro-alcoolic P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,.,=1,000 P,..=1,000
1:10 P,4=1,000 | P,,=1,000 | P,4=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000
P;,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000 | P3,=1,000
5. Imupurin 3,6+0,6 5,3+0,3 6,8+1,1 10,4+0,4 6,0+0,9 8,6+0,3
hidro-alcoolic P1.5=1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000
1:100 P,s=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000 | P,5=1,000
P3_5=1,000 P3_5=1,000 P3_5=1,000 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:1,000
6. Imupurin 5,8+1,3 5,8+0,6 12,0+3,7 11,3+1,7 9,624 9,2+1,1
hidro-alcoolic P1.6=1,000 P1.5:1,000 P1.6:1,000 P1.5:1,000 P1_6:1,000 P1.5:1,000
1:200 P2_6=1,OOO P2_5=1,000 P2_6=1,000 P2_5=1,000 P2_5:1,000 P2_5:1,000
P3_6=1,000 P3_5=1,000 P3_6=1,000 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:1,000
7. Imupurin 5,5+0,2 4,9+0,4 11,1+0,2 9,2+0,8 9,1+0,2 7,7+0,6
hidric 1:10 P.,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P;,=1,000
P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7=1,000 P2_7:1,000 P2_7:1,000
P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7:1,000 P3_7:1,000
8. Imupurin 2,6+0,4 4,9+0,4 5,7+0,1 9,4+0,5 5,1+£0,0 7,9+0,4
hidric 1:100 P1s=1,000 | P1=1,000 | P;4=1,000 | P;4=1,000 | P;5=1,000 | P;5=1,000
P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8:1,000 P2_8:1,000
P3.8=1,000 P3.3:1,000 P3.8:1,000 P3.8:1,000 P3_8:1,000 P3.3:1,000
9. Imupurin 3,2+0,2 2,4+1,6 6,5+0,1 4,2+2 .9 5,8+0,1 3,8+2,4
hidric 1:200 Pl_g=1,000 P1_9=1,OOO P1_9=1,000 P1_9=1,000 P1_9:1,000 P1_9:1,000
Pz_g=1,000 P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000 P2_9=1,000
P3_g=1,000 P3_g:1,000 P3_g:l,000 P3_9:1,000 P3_g:l,000 P3_9:1,000

Analiza rezultatelor respective au permis de a concluziona, cd antiinflamatoaul steroidian
si, indeosebi, preparatele entomologice pot majora capacitatea verigii neenzimatice a activitatii

antioxidante si a rezistentei nespecifice.
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Dexametazona 1n concentratia de 1pug/ml a determinat o micsorarea nesemnificativd a
capacitatii antioxidante totale (CPAT) prin metoda ABTS 1n macrofagele peritoneale, iar in cea
de 10pg/ml nu a influentat-o essential (tab. 3.2.11.). Glucocorticoidul in ambele concentratii a
redus neesential CPAT prin metoda CUPRAC. Extractul hidro-alcoolic de imuheptin in dilutiile
examinate a micsorat nesemnificativ CPAT dupa ABTS si CUPRAC invers proportional

dilutiilor. Efect similar a fost constatat si in macrofagele peritoneale expuse actiunii extractului

hidric de imuheptin in dilutiile 1:100 si 1:200.

Tabelul 3.2.11. Influenta imuheptinului asupra activitatea antioxidante totale (dupa
ABTS si CUPRAC) in macrofagele peritoneale stimulate prin LPS

Parametri AAT (dupa AAT (dupa AAT (dupa AAT (dupa
ABTS), ABTS), CUPRAC), CUPRAQC),
uM/L uM/L mM/L mM/L
X£DS
Grupele testate - LPS +LPS" -LPS +LPS”
1. Control 628,7+30,6 633,8+21,9 0,5+0,09 0,64+0,2
P_Lps-Lps+ P_Lps-Lps+
=1,000 =1,000
2. Dexametazona 1ug/ml 587,5+1,9 569,9+0,4 0,43+0,04 0,7+0,07
P1.,=1,000 P1.,=0,263 P1,=1,000 P1.,=1,000
3. Dexametazona 10pg/ml 630,4+0,8 624,2+10,9 0,42+0,03 0,94+0,02
P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000 P1.3:1,000
4. Imuheptin hidro- 578,0+18,4 648,7+5,1 0,47+0,05 3,17+0,13
alcoolic 1:10 P14=1,000 P1.4=1,000 P14=1,000 P1.4=0,460
P2.4:1,000 P2.4:O,306 P2.4:1,000 P2.4:1,000
P;,=1,000 P;.,=1,000 P34=1,000 P;.,=1,000
5. Imuheptin hidro- 508,6+33,5 577,5+£3,5 0,37+0,2 0,74+0,02
alcoolic 1:100 P1s=0,121 P15=1,000 P15=1,000 P15=1,000
P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2_5:1,000 P2.5:1,000
P3_5:0,537 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:1,000
6. Imuheptin hidro- 499,2+28.5 572,6£1,6 0,36+0,03 0,45+0,08
alcoolic 1:200 P1.6=0,079 P16=1,000 P16=1,000 P16=1,000
P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2_6:1,000 P2.5:1,000
P3_5:0,397 P3_5=1,000 P3_5:1,000 P3_5:0,394
7. Imuheptin hidric 1:10 635,1+7,8 671,1£16,5 1,12+0,2 2,38+0,6
P1.7:1,000 P1.7:1,000 P1_7:1,000 P1.7:1,000
P2_7=1,000 P2_7=0,025 P2_7:0,899 P2_7:1,000
P3_7=1,000 P3_7=1,000 P3_7:0,710 P3_7:1,000
8. Imuheptin hidric 1:100 609,5+7.0 572,2+1.2 0,4+0,07 0,8+0,1
P1.3:1,000 P1.8:1,000 P1.g:1,000 P1.3:1,000
P2_8=1,000 P2_8=1,000 P2_8:1,000 P2_8:1,000
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 P3_8=1,000
9. Imuheptin hidric 1:200 545,5+1,9 532,6+0.4 0,36+0,03 0,43+0,04
Pl_g:0,566 P1_9:0,077 P1_9=O,,998 P1_9:1,000
P2_9=1,000 P2_9=1,000 P2_9:1,000 P2_9=1,000
P3_g:1,000 P3_9:1,000 P3_g:l,000 P3_9:0,304
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Expunerea macrofagelor peritoneale la actiunea LPS s-a constatat o majorare a CPAT de
la 628,7+30,6 uM/L pana la 633,8421,9 uM/L (P1>0,05) prin metoda ABTS si de la 0,5+0,09
uM/L péna la 0,64+0,2 uM/L (P1>0,05). Dexametazona in concentratia de 1pg/ml a determinat
o micsorare nesemnificativd a CPAT prin metoda ABTS in macrofagele peritoneale, iar in cea
de 10pg/ml nu a influentat-o0 esential (tab. 3.2.11.). Antiinflamatorul steroidian in ambele dilutii
a determinat o majorare neesentiald, dar proportionald concentratiei, a CPAT dupd metoda
CUPRAC (tab.3.2.11.). Extractul hidro-alcoolic si hidric de imuheptin in dilutiile 1:10 a
contribuit la 0 majorarea nesemnificativd a CPAT dupa metoda ABTS, iar in dilutiile de 1:100 si
1:200 o diminuare a CPAT (tab.3.2.11.). La examinarea CPAT dupa metoda CUPRAC s-a
constatat o majorare de la 0,64+0,2 mM/L in lotul de control cu LPS pana la 3,17+0,13 mM/L
(P1-4>0,05) in lotul cu extract hidro-alcoolic de imuheptin si 2,38+0,6 mM/L (P1-7>0,05) in lotul
cu extract hidric de imuheptin in dilutia 1:10.

Extractul hidro-alcoolic de imupurin in dilutia 1:10 a majorat nesemnificativ AAT dupa
ABTS, dar a micsorat-o nesential invers proportional dilutiilor 1:100 si 1:200. Efect similar a
fost constatat si in macrofagele peritoneale expuse actiunii extractului hidric de imupurin in
dilutiile 1:100 si 1:200. Extractul hidro-alcoolic si hidric de imupurin 1n dilutiile 1:10 a contribuit
la o majorarea nesemnificativi a AAT dupad metoda CUPRAC fard modificari esentiale in
dilutiile de 1:100 si 1:200 (tab.3.2.12.).

La expunerea macrofagelor peritoneale la LPS extractul hidro-alcoolic de imupurin in
dilutia 1:10 nu a influentat AAT dupa metoda ABTS in comparatie cu macrofagele expuse doar
LPS, in timp ce in celelalte dilutii prerapatul entomologic a determinat o reducere a CPAT. La
examinarea CPAT dupa metoda CUPRAC s-a constatat 0 majorare de la 0,64+0,2 mM/L in lotul
de control cu LPS pana la 2,07+0,35 mM/L (P1.,~0,05) in lotul cu extract hidro-alcoolic de
imupurin si 1,12+0,13 mM/L (P1-7>0,05) in lotul cu extract hidric de imupurin in duilutia 1:10.
Extractul hidric de imupurin in dilutiile 1:100 si 1:200 a determinat o reducere mai mare a CPAT
dupa metoda CUPRAC comparativ cu extractul hidro-alcoolic de imupurin fata de lutl de control

cu LPS (tab.3.2.12.).
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Tabelul 3.2.12. Influenta imupurinului asupra capacitatii antioxidante totale (dupa ABTS

si CUPRAC) in macrofagele peritoneale stimulate prin LPS

Parametri AAT (dupa AAT (dupa AAT (dupa AAT (dupa
ABTS), ABTS), CUPRAC), CUPRAQC),
uM/L WML mM/L mM/L
X£DS
Grupele testate - LPS +LPS* -LPS +LPS”
1. Control 628,6+£30,6 633,8+21,9 0,5+0,09 0,64+0,2
P_Lps-Lps+ P_Lps-/Lps+
=1,000 =1,000
2. Dexametazonal pg/ml 587,5+1,9 569,9+0,4 0,43+0,04 0,7+0,07
P1,=1,000 P.,=0,071 P1,=1,000 P,.,=1,000
3. Dexametazona 630,4+0,8 624,2+10,9 0,42+0,03 0,9+0,02
10ug/ml P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=1,000 P1.3=l,000
4. Imupurin hidro- 638,6+2,0 632,4+9.8 1,01+0,1 2,07+0,35
alcoolic 1:10 P1.4=1,000 P1.4=1,000 P1.,=0,554 P,4=1,000
P,4=0,718 P,.4=0,652 P,.4=0,158 P,4=1,000
P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:O,100 P3.4=1,000
5. Imupurin hidro- 624,2+7.0 584.4+3.5 0,51+0,03 0,73+0,13
alcoolic 1:100 P15=1,000 P1.5=1,000 P1.5=1,000 P;.5=1,000
P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2.5:1,000 P2.5=1,000
P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5:1,000 P3.5=1,000
6. Imupurin hidro- 601,0+3,9 569,5+0,8 0,48+0,01 0,52+0,04
alcoolic 1:200 P16=1,000 P15=0,046 P1.6=1,000 P1.6=1,000
P2.6=1,000 P2.5:1,000 P2.6:1,000 P2_6=1,OOO
P3.6:1,000 P3.5:1,000 P3.6:1,000 P3.6=1,000
7. Imupurin hidric 1:10 662,8+0,4 634,7+2,7 0,68+0,1 1,12+0,13
P1_7=1,000 P1_7:1,000 P1_7=1,000 P1_7=1,000
P2.7:0,032 P2.7:0,417 P2.7:O,904 P2.7=1,000
P;,=1,000 P;-,=1,000 P;,=0,617 P5.,=1,000
8. Imupurin hidric 1:100 616,4+5.5 593,7+18,1 0,42+0,02 0,44+0,01
P1.8:1,000 P1.8:1,000 P1_8:1,000 P1_8=1,000
P2.8:1,000 P2.8:1,000 P2_8:1,000 P2_8=1,000
P3_8=1,000 P3_8=1,000 P3_8:1,000 P3_3=0,509
9. Imupurin hidric 1:200 584,8+1,6 577,2+6,2 0,37+0,01 0,34+0,01
P1_9=O,680 P1_9:0,583 P1_9:1,000 P1_9=0,718
P2.9=1,000 P2.9:1,000 P2_921,000 P2_9=0,509
P3.9=1,000 P3.9:1,000 Pg.g:1,000 P3_g=0,075

3.3. Concluzii la capitolul 3.

1. Screening-ul in vitro a relevat, ca extractele alcoolice si hidrice ale imuheptinului si
imupurinului au demonstrat o capacitate superioard unor antioxidanti si diclofenacului de a
proteja eritrocitele de hemoliza oxidativa in functie de dilutie si timp, argument pentru initierea
studiului mai aprofundat a proprietatilor antiinflamatoare.

2. Preparatele de origine entomologicd au demonstrat o capacitate mai mare de reducere a

radicalului ABTS in comparatie cu antiinflamatorul nesteroidian, iar in concentratiile 333,3
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ug/ml chiar ceva mai superioara fatd de acidul ascorbic. Acest efect s-ar putea datora
continutului de antioxidanti hidrosolubili din extractele imupurinului si imuheptinului.

3. Extractul etanolic al imuheptinului a determinat o majorare mai semnificativd a activitatii
paraoxonazei/arilesterazei fatd de acidul ascorbic, diclofenac si trolox, iar cel hidric fata de
diclofenac. Extractul etanolic al imupurinului a manifestat un efect similar antioxidantilor de
majorare a activitatii paraoxinazei/arilesterazei, in timp ce cel hidric a fost superior oxidantilor si
diclofenacului.

4. Extractul hidric al imupurinului fatd de cel etanolic a manifestat capacitate mai mare de
protectie a hematiilor de hemoliza oxidativd si de reducere a radicalului ABTS, in timp ce
extractul alcoolic si hidric al imuheptinului a indus cresterea mai semnificativa a activitatii
paraoxonazei/arilesterazei fata de cele ale imupurinului.

5. Imuheptinul si imupurinul au demonstrat o capacitate mai mare de reduce a edemului urechii
la soricei in comparatie cu lotul control, exprimata printr-o valoare mai mare a procentului de
inhibitie.

6. Studiul screening a demonstrat, ca imupurinul si imuheptinul prin cresterea rezistentei
hematiilor la hemoliza oxidativd, majorarea capacitdtii de reducere a radicalului ABTS si
intensificarea activitatii paraoxonazei/arilesterazei pot fi considerate ca preparate cu proprietati
antiinflamatoare si necesita un studiu mai aprofundat.

7. Imuheptinul, in comparatie cu imupurinul, in inflamatia indusa prin LPS, a diminuat mai
pronuntat nivelul citokinelor proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) cu majorarea sau mentinerea
continutului de citokine antiinflamatorii (IL-10). Capacitatea de reducere a nivelului IL-6 a fost
similard cu cea a dexametazonei.

8. Preparatele de origine entomologicd nu au modificat activitatea catalazei si SOD, continutul
DAM in macrofagele nestimulate cu LPS, dar au diminuat nivelul DAM si activitatea SOD in
macrofagele stimulate prin LPS, ce denota despre modularea produselor de peroxidare a lipidelor
in conditii de inflamatie.

9. Imupurinul si imuheptinul, similar dexametazonei, au restabilit capacitatea macrofagelor de a
normaliza nivelul glutationului prin cresterea activitatii glutation reductazei, de a intensifica
neutralizarea peroxizilor prin majorarea activitatii glutation peroxidazei si de a diminua
procesele de utilizare a glutationului prin conjugarea compusilor organici electrofili, posibil, prin
reducerea formarii citokinelor proinflamatorii si prin aportul de substrate (aminoacizi,
polipeptide etc.), ce contribuie la restabilirea activitatii enzimelor sistemului glutationic.

10. Preparatele de origine entomologica, ca si dexametazona, au diminuat stresul oxidativ, indus
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de lipopolizaharide, prin intensificarea utilizarii tiolilor (reducerea nivelului SH-total si SH- liber
cu majorarea raportului SH-liber/SH-total) si diminuarea activitatii sistemului prooxidant
(micsorarea continutului disulfurilor, raportului procentual al SS/SH-liber si SS/SH-total). Prin
urmare, preparatele de origine entomologica si dexametazona pot majora capacitatea verigii
neenzimatice a activitatii antioxidante si rezistentei nespecifice prin ameliorarea indicilor

homeostaziei tiol-disulfurice.
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4. INFLUENTA PREPARATELOR DE ORIGINE ENTOMOLOGICA
ASUPRA INFLAMATIEI SUBACUTE

4.1. Actiunea imuheptinului si imupurinului asupra inflamatiei subacute indusa de corp
strain

La sobolani, dupa implantarea a 2 discuri de fetru, s-a constatat dezvoltarea unei
inflamatii subacute cu procese exudative si proliferative relevate prin majorarea masei discurilor.
Dupa extragerea discurilor cu granulomul format in jurul lor s-a constatat, cd masa acestora a
crescut semnificativ in toate loturile, ceea ce ne demonstreazd despre dezvoltarea procesului
inflamator. Astfel, masa granulomului umed in lotul control a constituit 315,1+32,0 mg (s-a
majorat de 11,2 ori), in lotul cu dexametazona 196,1£10,0 mg (de 7 ori), in lotul cu imuheptin
273,1+24,2 mg (de 9,7 ori ), iar in cel cu imupurin 267,5+34,4 mg (de 9,5 ori). Astfel, s-a
concluzionat, ca implantarea discurilor de fetru a determinat o reactie inflamatoare exudativa
marcatd. Pentru aprecierea influentei preparatelor cercetate asupra fazei exudative s-a calculat
procentul de inhibitie (tab.4.1.1). Dexametazona a determinat o inhibitie a procesului exudativ
cu 38%, imuheptinul cu 13%, iar imupurinul cu 15%. Analiza masei granulomului uscat a
demonstrat, ca in lotul de control aceasta a constituit 90,4+12,0 mg sau de 3,2 ori mai mare ca
masa initiald, ce indici despre prezenta unui proces proliferativ marcat. In lotul tratat cu
dexamentazona masa discului uscat a constituit 49,9+6,1mg sau de 1,8 ori mai mare fata de masa
initiala, dar redus semnificativ fata de lotul de control. In lotul tratat cu imuheptin si imupurin
masa granulomului uscat a constituit 73,4+10,7 mg si 73,0+£16,7 mg, respectiv, sau de 2,6 ori
mai mare decat cea initiala. Intensitatea procesul proliferativ a fost analizatd prin procentul de
inhibitie, care la dexametazona a constituit 45%, la imuheptin - 19% si imupurin - 20%.

Aceste date confirma faptul, ca dexametazona a redus esential inflamatia proliferativa, iar
preparatele de origine entomologici au manfestat un efect similar, dar moderat. In baza
rezultatelor obtinute putem concluziona, cad dexametazona a inhibat efectiv faza exudativa si
proliferativa in inflamatia subacuta, iar preparatele entomologice au diminuat preponderent faza
proliferativa, ce se datoreaza, probabil, compozitiei si proprietatilor imunomodulatoare.

Modelarea inflamatiei subacute a demonstrat o majorare esentiald a nivelului TNF-alpha
de la 48,68+10,77 pg/ml in lotul martor pana la 72,67+20,19 pg/ml (P1.,>0,05) in lotul de
control, o tendinta de crestere a nivelului IL-6 de la 33,75+0,57 pg/ml in lotul martor pana la
37,57£1,69 pg/ml (P12>0,05) in lotul de control, precum si o micsorare a continutului IL-10 de
la 32,35+13,39 pg/ml in lotul martor pana la 15,28+2,36 pg/ml (P1.,<0,05) in lotul de control
(anexa 8, fig. 4.1.1.,4.1.2.,4.1.3.).
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Tabelul 4.1.1 Influenta imuheptinului si imupurinului asupra inflamatiei subacute

Loturile de animale Masa medie (greutatea) a 2 discuri/granulome
Discurile Granulom Procentul Granulom Procentul
initiale umed de inhibitie uscat de inhibitie
(faza (faza
exudativa) proliferativ
a)
X£DS (Mediana; AIQ)
1. Lotul control, solutie 28,1+0,4 315,1+£32,0 90,4+12,0
fiziologica (28,1; 0,8) (306,4; 48,1) (88,6; 20,1)
2. Dexametazona 2,5 28,1+0,9 196,1£10,0 38% 49,9+6,4 45%
mg/kg (27,8; 0,9) (194,5; 12,9) (49,2;
P1,=1,000 P1,=0,000 13,01)
P1.2=0,000
3. Imuheptin 500 mg/kg 28,1+1,0 273,1+24 .2 13% 73,4+10,7 19%
(28,0; 0,6) (270,6; 48,6) (69,3; 18,2)
P.5=1,000 P..5=1,000 P.5=0,106
4. Imupurin 500 mg/kg 28.2+0,9 267,5+34.4 15% 73,0+£16,7 20%
(28,0; 0,7) (261,3; 56,3) (69,3; 28,9)
P..,=1,000 P,.4=0,106 P..,=0,066

Dexametazona a determinat o diminuare marcata a nivelului TNF-alfa si nesemnificativa
a IL-6 cu o majorare neesentiald a IL-10. Preparatele de origine entomologica au normalizat
nivelul TNF-alfa si au micsorat neesential pe cel al IL-6. Imuheptinul, si indeosebi imupurinul,
au majorat continutul 1L-10, citokind cu proprietati antiinflamatorii, in comparatie cu lotul de
control (anexa 8). Astfel, antiinflamatorul steroidian a diminuat preponderent nivelul
citokinelor proinflamatorii (TNF-alfa, 1L-6), iar preparatele de origine entomologica au
determinat restabilirea raportului dintre citokinele proinflamatoare (TNF-alfa, IL-6) si

antiinflamatoare (1L-10).
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Figura 4.1.1. Influenta preparatelor de origine entomologici asupra nivelului de TNF-alfa
in inflamatia subacuta

108



40,00

38,00

IL_6, pgiml
*

36,00

o ! i i

Intact

_ Dexa 2,5 S0
1 zile mog_alust_2g PO_Tzile mag_alust_Zg_11zile makg_aluat_3g

Lotul

Sol_fiz_IP_aluat_Zg_FPO_ Imuheptin_500 Imupurin 500
T =il 11 zile

Figura 4.1.2. Influenta preparatelor de origine entomologica asupra nivelului de 1L-6 in
inflamatia subacuta
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Figura 4.1.3. Influenta preparatelor de origine entomologica asupra nivelului de 1L-10 in
inflamatia subacuta

Nivelul plasmatic al ceruloplasminei (CS), considerata o proteina plasmatica in faza acuta
a inflamatiei, produsd preponderent de hepatocite si monocite si macrofage activate, creste ca
raspuns la inflamatie, trauma sau infectie. Producerea CS de celulele mieloide este indusa de
IFN-y si TNFo. Activitatea feroxidazica a CS inhiba producerea mediata de ioni ferosi ai SRO cu
manifestarea activitatii antioxidante. CS prezinta, de asemenea, activitate bactericida dependenta
de feroxidaza. Cresterea nivelului plasmatic al CS in timpul reactiei de faza acuta sugereaza o
posibila functie antiinflamatoare datoritd activitatii feroxidazice si, prin urmare,a efectelor
antioxidante si bactericide. CS, datoritd activitatii antioxidante, preintdmpina carbonilarea
proteinelor de catre SRO in maladiile inflamatorii. Actiunea antiinflamatoare a CS, cel mai
posibil, este cauzatd de sinteza acesteia de macrofagele infiltrate in locul inflamatiei si, mai

putin, de modularea raspunsului celulelor T. Astfel, prevenirea oxidarii si a leziunilor tisulare
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poate fi considerat mecanismul de baza al CS, generata de macrofagele recrutate la locul
inflamatiei [24].

La modelarea inflamatiei subacute s-a constatat o diminuare a nivelului CS de la
470,41+87,0 in lotul intact pana la 390,68+78,96 mg/L (P<0,05) in lotul de control.
Dexametazona a determinat o reducere mai importanta a nivelului CS. Preparatele de origine

entomologica au majorat semnificativ continutul CS in inflamatia subacuta (fig. 4.1.4.).
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Fig. 4.1.4. Influenta preparatelor de origine entomologici asupra nivelului de CP in
inflamatia subacuta

La modelarea inflamatiei subacute s-a constatat o tendintd de majorare a produselor finale
de glicare avansata (AGE) si a produselor proteice de oxidare avansata (PPOA).

Tabelul 4.1.2. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra nivelului AGE si PPOA in
inflamatia subacuta

Parametrii AGE pentos_like, uM/s.L | PPOA, uM/L
X£DS (Mediana; AIQ)
1. Lotul martor (intact) 370,8+72,9 24.1+£3.4
(388,8; 104,6) (24,3; 4,2)
2. Lotul control cu inflamatie 399,9+133,1 26,1+4,8
(436,9; 257,8) (26,6; 4,3)
P1.2:1,000 P1.2=1,000
3. Dexametazona 2,5 mg/kg 256,4+81,9 28,2+7,2
(296,8;152,6) (30,0; 12,5)
P1.3:0,15; P2_3:0,014 P1_3:1,000; P2_3=1,000
4. Imuheptin 500 mg/kg 399,0+64,1 32,4+3 4
(404,9; 34,7) (31,5; 6,2)
P1_4=1,000 P1_4=0,079
P2_4:1,000 P2_4:0,558
5. Imupurin 500 mg/kg 358,5+42,9 33,2+7,3
(365,7; 70,2) (32,5; 14,4)
P1_5:1,000 P1_5:0,023
P2_5:1,000 P2_5:0,240
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Dexametazona a determinat o reducere a nivelului AGE de la 399+133,08 uM/s.L in lotul
cu inflamatie pana la 256,54+81,9 uM/s.L (P>0,05) cu o tendintd de majorarea a PPOA de la
26,10+4,82 uM/L pana la 28,19+7,19 uM/L (P>0,05). Imuheptinul nu a influentat nivelul AGE
cu o majorarea nesemnificativd a continutului PPOA. Imupurinul a determinat o reducere
neesentiala a nivelului AGE si o tendinta de majorare a PPOA (tab. 4.1.2.).

La modelarea inflamatiei subacute s-a constatat majorarea nesemnificativd a nivelului
grupelor SH totale si libere fara modificdri semnificative ale grupelor SH ale proteinelor.
Concomitent, s-a depistat 0 majorare a continutului disulfurilor (SS), raportului procentual
SS/SH libere si SS/SH totale cu o diminuare celui al SH libere/SH totale (tab.4.1.3.). Analiza
acestor date a sugerat, ca inflamatia subacuta a intensificat neesential statusul antioxidant, posibil
datorita diminudrii utilizarii grupelor SH libere si totale, cu augmentarea mai accentuata a celui
prooxidant (SS, SS/SH libere, SS/SH totale). La randul sdu, majorarea grupelor SH libere si SH
totale pot indica despre initierea proceselor proliferative, iar cresterea disulfurilor — despre
procesele degeneratrive [106]. Astfel, disbalanta tiol-disulfidica in inflamatia subacutd atesta
despre dezvoltarea stresului oxidativ si prezenta proceselor degenerative-proliferative.
Dexametazona practic a restabilit la nivelul animalelor intacte continutul grupelor SH totale si
SH libere cu o tendintd de majorare a grupelor SH ale proteinelor. Antiinflamatorul steroidian a
majorat nivelul disulfurilor si raportul procentual al SS/SH libere si SS/SH totale cu diminuarea
celui al SH/libere/SH totale. Analiza acestor date indica, ca dexametazona a intensificat
consumarea compusilor tiolici pentru anihilarea stresului oxidativ, dar nu a influentat statusul
prooxidant, ce si s-a manifestat prin scaderea potentialului antioxidant confirmat prin reducerea
raportului procentual SH libere/SH totale.

Administrarea imuheptinului la animalele cu inflamatie subacutd a determinat o
micsorare a continutului grupelor SH totale si SH libere fata de lotul martor si cu inflamatie cu o
majorare neesentiald a SH grupelor proteinelor. Concomitent preparatul a diminuat fatd de lotul
de control disulfurile, raportul procentual SS/SH libere, SS/SH totale cu majorarea celui a SH
libere/SH totale (tab.4.1.3.). Analiza datelor relatate denotd, ca imuheptinul a intensificat
utilizarea compusilor tiolici pentru anihilarea stresului oxidativ, fapt confirmat si prin cresterea
potentialului antioxidant datoriti raportului procentual SH libere/SH totale. In acelasi timp,
preparatul de origine entomologica a redus semnificativ statusul prooxidant relevant prin
micsorarea SS, SS/SH libere si SS/SH totale. Astfel, imuheptinul a determinat o echilibare a

statusului oxidant si prooxidant n inflamatia subacuta.

111



Tabelul 4.1.3. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra parametrilor sistemului
tiol-disulfidic in inflamatia subacuta

Parametrii Grupe SH | Grupe SH | SH grupe | Disulfuri | SS/SH SS/SH | SH libere/
totale libere tiolice a (SS) libere x | totalex | SH totale
uM/L uM/L proteinelo uM/L 100% 100% X 100%
r uM/L
X+DS (Mediana; AIQ)
1. Lotul 78,2+9.8 | 72,6+9.8 4,240,7 2,8£1.8 3,9+2,6 | 3,6+2,2 | 92,8+4,4
martor (78,5; (72,5; (3.9;12) | (2,4;3,6) (3,8; (3,6; (92,8;
20,5) 14,2) 4,3) 3,8) 7,5)
2. Lotul 82,0+8,8 | 74,7483 | 4,1+0,6 | 3,6+0,9 | 4,912 | 4,4+1,0 | 91,1+2.1
control, (82,6; (75,5; (4,2;1,0) | (3,8;15) (4,8; (4,4, (91,1;
inflamatie 17,4) 16,5) P;,=1,000 | P,,=1,000 1,9) 1,5) 3,05)
P1_2:1,000 P1.2:1,000 P1,=1,000 | P, ,=1,000 P1.2:1,000
3. Dexameta- | 79,684 | 72,2+7.,9 4,8+0,7 3,7£1,6 51+2,5 | 4,6+£2,0 | 90,844,1
zona 2,5 (83,0; (70,2; 4,7;1,4) | (3,4;2,6) 4,3; (4,0; (92,0;
mg/kg, 7 15,4) 10,5) P13=0,577 | P15=1,000 4,4) 3,5) 7,2)
Z||e P1_3:1,000 P1_3:l’000 P2_3:0,790 P2_3:1,000 P,5=1,000 | P;.3=1,000 P1_3:l,000
P2_3:1,000 P2.3:l,000 PZ-3:17000 I32-3:]-1000 P2_3:1,000
4. Imuheptin | 64,6£5,6 | 60,1+4,8 4,3+0,7 2,314 3,7£2,4 | 3,4+£2,1 | 93,0+4,2
500 mg/kag, (64,2; (61,2; 4,3;1,3) | (2,2;2,6) (3,6; (3.4, (93,2;
7 zile 5,3) 7,5) 5,3) 4,6) 9,2)
P,,=0,047 | P,,=0,079 P1234= P..,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000 | P,,=1,000
P,,=0,01 | P,,=0,041 1,000 P,.,=0,593 | P»4,=1,000 | P,,=1,000 | p,,=1000
P,,=0,016 | P3,=0,08 P3,=0,08 | P34=1,000 | P3,=1,000 | p, =1 000
5. Imupurin 78,8£9,6 | 71,4+10,1 3,8+0,7 3,7+0,9 51+1,8 | 4,7+1,5 90,5+3,0
500 mg/kag, (80,0; (74,8; (3,5;0,7) | (3,4;18) 4,7, 4,3; (91,4,
7 zile 16,1) 15,4) P12.4= 2,7) 2,2) 4,5)
P,s=1,000 | P,5=1,000 1,000 Pi23s P15=1,000 | P;5=1,000 | P;:=1,000
P25=1,000 | P,5=1,000 | P34=0,049 | =7 000 | P2s=1.000 | P>5=1,000 | p,.=1,000
P35=1,000 | P3.5=1,000 P35=1,000 | P35=1,000 | p_ =1 000

Imupurinul in inflamatia subacuta a manifestat actiune similara cu dexametazona relevata
prin reducerea nivelului grupelor SH totale si SH libere si majorarea disulfurilor si raportul
procentual al SS/SH libere si SS/SH totale cu diminuarea celui al SH/libere/SH totale. Astfel,
imupurinul, cd si dexametazona, a intensificat consumarea compusilor tiolici pentru anihilarea
stresului oxidativ, dar nu a influentat statusul prooxidant, ce si s-a manifestat prin scaderea
potentialului antioxidant confirmat prin reducerea raportului procentual SH libere/SH totale
(tab. 4.1.3)

La inducerea inflamatiei prin implantarea discurilor de fetru s-a constatat tendinta de
micsorare a activitatii catalazei, SOD s1 GPO si de majorare a GR, fard modificdri esentiale ale
GST. Dexametazona practic a restabilit activitatea catalazei si SOD la nivelul animalelor intacte
si a majorat activitatea enzimelor sistemului glutationic (GR, GPO, GST). Imuheptinul,
administrat la animalele cu inflamatie, a redus activitatea SOD si a restabilit activitatea catalazei

fata de lotul control cu cresterea activitatii GR, GPO si GST. Imupurinul, fatd de lotul control, a
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crescut activitatea catalazei, a micsorat-o pe cea a SOD si GST cu majorarea activititii GR si
GPO (tab.4.1.4.).

Tabelul 4.1.4. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra enzimelor sistemului
antioxidant in inflamatia subacuta

Parametrii Catalaza SOD GR, GPO, GST,
uM/s.L u/c nM/s.L nM/s.L nM/s.L
X£DS (Mediana; AIQ)
1.Lotul martor 19,7+1,7 918,1+45,7 64,8+18.9 430,8+90,3 24,5129
n=8 (19,9; 2,2) (62,5:31,2) | (406,0; 105,1)
2.Lotul control cu 15,9+£3,2 905,34+49,2 80,4+21,9 380,3+42,3 24,8+10,3
inflamatie (16,1:45) | (910,1:97,0) | (89,3:40,1) | (389,7:54,7) | (27.5:20.6)
P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000 P1.,=1,000
3.Dexametazona 18,3+2.4 944,9+79,3 99,2+33,5 531,7+116,8 50,2+13,4
2,5 mg/kg, 7 zile (18,5; 4,9) (962,3; 139,1) (107,2; 62,4) | (568,4; 215,4) | (52,4; 19,3)
P15=1,000 P15=1,000 P13=1,000 P15=0,373 P1.5=0,000
P2.3:1,000 P2.3:1,000 P2.3:O,765 P2.3:0,051 P2.3=0,001
4.Imuheptin 500 20,4+2.9 865,0+96,6 127,6+£21,7 551,8+96,8 34,3+8,2
mglkg, 7 zile (21,3:5,0)P.. | (834,8;2087) | (142,9;35,7) | (519,7;127,4) | (33,1;11,0)
+=1,000 P14=1,000 P1.4=0,036 P1.4=0,200 P14=1,000
P2.4:1,000 P2.4:1,000 P2.4:O,359 P2.4:0,029 P2.4=1,000
P3.4:1,000 P3.4:0,901 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4=0,078
5.Imupurin 500 31,849,5 888,9+135,9 150,8+65,7 535,5+£100,6 21,1+£9.6
mglkg,7 zile (36,6:19,2) | (881,2:118,8) | (142,9; 107,2) | (492,3; 162,4) | (19,3; 13,8)
P1.5:0,000 P1.5:1,000 P1.5:0,001 P1.5:0,311 P1.5=1,000
P,.s=0,000 P,s=1,000 P,s=0,015 P,.5=0,042 P,.s=1,000
P3.5=0,000 P35=1,000 P35=0,08 P35=1,000 P3.5=0,000

La inducerea inflamatiei prin implantarea discurilor de fetru s-a constatat diminuarea
nesemnificativd a AAT (metoda ABTS), PAB si MRO cu majorarea neesentiala a AAT (metoda
CUPRAC) si DAM. Dexametazona a restabilit AAT (ABTS) si a majorat AAT (CUPRAC), a
micsorat PAB si practic nu a influentat nivelul DAM si MRO fata de lotul de control.
Imuheptinul a micsorat AAT (metoda ABTS) si PAB, a restabilit DAM si MRO la nivelul
animalelor din lotul martor cu majorarea AAT (metoda CUPRAC). Imupurinul a determinat
continutul PAB si MRO la nivelul animalelor din lotul martor, iar cel al AAT (ABTS) si DAM
la nivelul sobolanilor cu inflamatie (tab.4.1.5.).

In baza rezultatelor relatate s-a concluzionat, ci imuheptinul si imupurinul au contribuit
la reducerea intensitatii procesului inflamator (diminuarea procentului de inhibitie a proceselor
exudative si proliferative, nivelului TNF-alfa, IL-6 si majorarea IL-10), precum si la modularea
stresului oxidativ (micsorarea nivelului DAM, cresterea activitatii SOD, GR, GPO, GST,

reglarea sistemului tiol-disulfidic).
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Tabelul 4.1.5. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra activitatii antioxidante
totale si parametrilor sistemului oxidant in ser in inflamatia subacuta

Parametrii AAT ABTS AAT DAM, PAB, MRO,
uM/1 CUPRAC, uM/1 unit arbitrare mM/I
mM/I
X+DS (Mediana; AIQ)
1.Lotul martor 534,1+£20,6 49435 14,55+1,7 341,7+75,7 795,3+£59,8
(532,6:36,5) | (4,8:7.0) | (141;2,7) | (348,5147,7) | (792,1;99,2)
2.Lotul control 515,3£19,8 6,6+4,6 15,4+2.6 317,2+39,1 766,3+£52,3
(511,8:28,4) | (6,0;9,8) | (14,7:34) | (318,9;67,6) | (766,2;103,7)
P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000 P1,=1,000
3.Dexametazo 532,5+£23,6 15,4+7,2 16,3£1,0 154,6+50,6 754,0+£99,6
na2,5mgke, | (541,3;242) | (143;130) | (165 17) | (137,1;961) | (771,7;204,8)
7 zile P15=1,000 P1,=0,001 P15=0,230 P15=0,000 P15=1,000
P2_3:1,000 P2_3:0,023 P2_3:1,000 P2_3:0,000 P2_3:1,000
4.Imuheptin 487,7+44.,0 8,2+5,2 14,6+0,8 277,8+39,7 796,3+68,9
500 mg/kg, 7 | (502,1:36,7) | (8,3;10,4) | (14,5;0,6) | (289,2:46,9) | (771,7;128,9)
zile P1.4=0,035 P14=1,000 P1.4=1,000 P1.4=0,380 P1,24=1,000
P2.4:0,929 P2.4:0,08 P2.4:0,286 P2.4:1,000
P3.4:0,039 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:0,001
5.Imupurin 518,9+29,3 8,0+£3.4 15,8+1,2 344,1+64,5 801,0+60,3
500 mg/kg7 | (510,3:543) | (84:4,7) | (165:1,8) | (3555;103,3) | (795.4;117,7)
zile P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:0,969 P1.5:1,000 P1’2’3.5=1,000
P2.5:1,000 P2.5:0,036 P2.5:1,000 P2.5:1,000
P35=1,000 P35=1,000 P35=1,000 P35=0,000

4.2. Influenta preparatelor de origine entomologica asupra inflamatiei subacute indusa de

adjuvant Freund.

Dupa extragerea discurilor cu granulomul format in jurul lor s-a constatat cad masa
acestora a crescut semnificativ ce ne demonstreaza despre dezvoltarea procesului inflamator.
Astfel, masa granulomului stang umed in lotul martor a constituit 274,8+69,8 mg (masa initiald a
discului 26,3+1,3), iar cea a granulomului drept umed 495,0+138,0 mg (masa initiald a discului
26,0+1,0). Date similare au fost raportate de Kuum M.G.M. si coaut. [84], Nair V. si coaut.,
[101]. Analiza masei granulomului stang uscat a relevat, cd dexametazona a determinat o reactie
inflamatorie semnificativ redusa fata de lotul martor, in timp ce imuheptinul si imupurinul nu au
influentat semnificativ masa granulomului. Date similare au fost constatate si in cazul
granuloamelor formate in jurul discurilor de fetru imbibate cu adjuvant Freund. Analiza
dinamicii masei granulomului uscat a demonstrat, ca in lotul martor aceasta a constituit

73,2+23,6 mg (masa initiald a discului 26,3+1,3), iar granulomului drept (cu adjuvant Freund)
154,3+41,9 mg, masa initiald a discului fiind - 26,0+1,0 (tab.4.2.1.).
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Tabelul 4.2.1. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra inflamatiei subacute prin

adjuvantul Freund

Loturile de Masa (greutatea) discului/granulomului
animale
Disc stang | Disc drept Granulom Granulom Granulom Granulom
initial (cu umed stang | umed drept | uscat stang | uscat drept
adjuvant) (cu adjuvant) (cu
initial adjuvant)
X£DS (Mediana; AIQ)
1.Lotul control, 26,3+1,3 26,0+1,0 274,8+69,8 | 495,0+138,0 | 73,2+23,6 | 154,3+41,9
solutie fiziologica | (36,2;1,7) | (25,9; 1,5) (265,0; (454,0; (84,0; 45,0) (136,0;
133,5) 182,0) 80,0)
2.Dexametazona 26,8+0,6 26,9+1,1 203,7+£24,6 | 240,7+31,5 54,748,1 89,7+12,8
2,5 mg/kg (26,6; 0,6) | (27,2;1,8) (199,0; (256,0; 42,0) | (52,0; 15,0) | (92,0; 14,0)
P1.2=1,000 P1.2>0,05 27,0) P1.2=0,000 P1.2=0,036 P1_2=0,004
P, ,=0,298 P,,=0,028
3.Imuheptin 500 26,9+0,7 26,4+1,1 294,3+£53,6 | 566,6£114,5 84,0+26,1 179,1+39,1
mg/kg (26,9;0,7) | (26,3;1,9) (277,5; (568,0; (82,0; 44,0) (171,5;
P;3=1,000 | P;3=1,000 103,0) 145,0) P;5=1,000 36,2)
P,3=1,000 | P,3=1,000 P;3=1,000 P;.3>0,05 P,3=0,014 | P;5=0,872
P2.3:0,002 P2.3<0,05 P2.3:0,000
4. Imupurin 500 26,2+1,0 26,4+1,2 273,6+40,3 | 472,0+£103,6 | 68,0+14,0 150,4+41,3
mg/kg (26,1;2,2) | (26,7;1,5) (257,0; (488,5; (64,0; 17,2) (151,5;
P;4=1,000 | P;,4=1,000 66,7) 208,0) P,4=1,000 71,2)
P2.4:1,000 P2.4:1,000 P1.4:1,000 P1.4>0,05 P2.4=0,871 P1.4:1,000
P, 4=0,026 P,4<0,05 P,4=0,005

Pentru aprecierea gradului de inflamatie exudativa si proliferativa s-au determinat

diferentele dintre masa granulomului umed si uscat (tab.4.2.1.). In lotul de control s-a constatat

un grad mai exprimat al inflamatiei exudative in jurul discurilor infiltrate cu adjuvantul Freund.

Astfel, diferenta dintre granulomul stdng umed si uscat a constituit 201,6+51,4 mg, iar diferenta

dintre granulomul drept (cu adjuvant Freund) umed si uscat - 384,2+138,4 mg. Dexametazona a

determinat o reactie exudativa semnificativ redusa, atat in jurul discurilor fara adjuvant, cat si in

jurul celor cu adjuvant Freund. Astfel, pentru granulomul stang diferenta dintre masa in stare

umeda si uscata a constituit 149,0+20,9 mg (P<0,05), iar pentru cel drept (cu adjuvant Freund) -

151,0£22,29 mg (P<0,05). Preparatele entomologice, practic n-au influentat faza exudativa a

inflamatiei in jurul discului stang (fara adjuvant), iar in cazul inflamatiei exudative, indusa de

adjuvantul Freud, imupurinul a manifestat o tendintd de micsorare a diferentei dintre masa

granulomului umed si masa initiala a discului (360,6+103,3), comparativ cu lotul martor -

384,2+138,4 mg (P>0,05),
455,2+114,1mg fata de lotul martor (P>0,05) (tab.4.2.2.).

iar imuheptinul o tendintd de crestere a acestei diferente -
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Tabelul 4.2.2. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra proceselor exudative si
roliferative ale inflamatiei subacute prin adjuvantul Freund

Diferenta dintre masa (greutatea) discurilor/granulomului

Granulom Granulom Granulom Granulom Granulom Granulom
Loturile de umed sting | umed sting | uscat sting - umed drept umed drept uscat drept
animale — masa - masa initiald | (cu adjuvant)- | (cuadjuvant)- | (cu adjuvant)
initiald a Granulom a discului masa initiald a - granulom - masa initiald
discului uscat sting (FPr) discului uscat drept a discului
(FEx) (FEX) (FPr)

X£DS (Mediana; AIQ)

1. Lotul martor 248,3+69,6 | 201,6+51, | 46,8423,7 | 384,2+138,4 | 340,67+104, | 128,48+42,1

solutie fiziologica | (239,0; | 4(195,0; | (58,1;44,9) |  (344,7; 9(339,0; | (110,5; 79,9)
133,5) 98,0) 183,4) 111,0)

2 Dexametazond | 177,0+24,6 | 149,0+20, | 28,0+8,1 | 128,7431,7 | 151,060223 | 62,7+13,0

2,5 g/kg (172,8; | 9(147,0; | (25,4;14,6) | (144,3; 43,6) | (154,0;39,0) | (64,3; 14,8)
26,3) 19,0) | P.,=0,046 | P,,=0,000 | P,,=0,000 | P.,=0,003

P1.2=0,027 P,,=0,024

3.Imuheptin 500 | 267,4+53,4 | 210,3+33, | 57,1425,9 | 455,2+114,1 | 387,5+80,4 152,7+38,9

mg/kg (250,5; | 6(2005: | (55.1;41,9) | (4556, | (396,0;84.2) | (144,8; 36.4)
103,6) 44,7) P1.5=1,000 147,3) P15=1,000 P1.5=0,931
P15=1,000 | P1.5=1,000 | P,;=0,015 P13=0,903 P,3=0,000 P,.5=0,000
P2_3=0,002 P».5=0,005 P2_3=0,000
4.Imupurin 500 247,4+40,4 | 205,6+32, | 41,8€13,5 | 360,6+103,3 | 321,6+70,1 124,0+41,0
mg/kg (230,2; | 6(1945: | (38,6:16.8) | (3758: (325,5; | (124,9; 69,5)
68,0) 63,5) P14=1,000 207,3) 126,0) P,.4=1,000
P.,=1,000 | P1,=1,000 | P,,=0,178 P14=1,000 P14=1,000 P,.,=0,005
P,,=0,024 | P.4=0,010 P,.4=0,000 P,4=0,000

Analiza diferentelor dintre masa granulomului uscat si masa initiala a discurilor a permis
de a aprecia intensitatea proceselor proliferative. Astfel, in lotul martor diferenta dintre masa
granulomului uscat stang si masa initiala a discului a constituit 46,8+23,7 mg, iar a celui drept cu
adjuvant Freund - 128,48+42,1 mg, fapt ce a demonstrat despre un grad mai marcat al
inflamatiei, inclusiv a proceselor proliferative induse de adjuvant. Antiinflamatorul steroidian a
inhibat marcat dezvoltarea proceselor proliferative cu valori de 2 ori mai mici a diferentei dintre
masa granulomului stdng si masa initiald a discurilor (28,0+8,1mg fatd de 46,8+23,7 mg in lotul
martor; (P<0,05) si a diferentei dintre masa granulomului drept si masa initiala a discurilor
(62,7£13,0 fata de 128,48+42,1 mg; P<0,05). Imuheptinul a influentat nesemnificativ evolutia
proceselor proliferative cu tendinta de majorare a diferentei dintre masa granulomului uscat
stang si drept cu adjuvantul Freund si masa initiala a discurilor (tab.4.2.2). Imupurinul a
determinat tendinta de micsorare a diferentei dintre masa granulomului uscat stdng si masa
initiala a discurilor respective (41,8+£13,5mg fata de 46,8+23,7mg in loult martor; (P>0,05),
precum si in cazul discului cu adjuvant Freund (124,0+41,0 fata de 128,48+42,1mg; P>0,05).
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Intensitatea proceselor proliferative s-a evaluat si prin determinarea procentului de inhibitie fata
de lotul martor.
Analiza tabloului sangelui periferic nu a relevat modificari esentiale a numarului de

eritrocite 1n lotul martor, cel cu dexametazona si imuheptin.

Tabelul 4.2.3 Influenta imuheptinului si imupurinului asupra tabloului singelui periferic

in inflamatia subacuta prin adjuvantul Freund

Loturile de animale | Eritrocite Hb, Hemato- Leucocite, Trombo- Reticu-
10M2/L g/L crit, % 107M9/L cite, 10M9/L | locite, %
X+DS (Mediana; AlQ)
1.Lotul martor, 8,6+0,4 147,0+8,4 45,9423 6,7+1,8 1016,8+294, | 4,841,7
solutie fiziologi-ca | (8,6;0,8) | (146,5;17,2) | (45,7;3,4) | (6,3;2,4) (9265 0 (4,3;2,4)
380,2)
2.Dexametazona 8,6+0,7 146,5+8,7 44,9427 3,9+1,8 770,5+132,9 | 2,4+1,0
2,5 mg/kg (Me-9,1) | (Me-157,5) | (Me-48,8) | (Me-3,2) | (Me-756,0) | (Me-1,8)
P:,=1,000 | P;,=1,000 | P;,=1,000 | P,.,=0,709 | P1,=0,495 | P;,=0,051
3.Imuheptin 500 8,6+1,0 136,8+10,9 43,1+2,7 7,845,3 897,7+325,2 4,442 0
mg/kg (8,7;1,0) | (1425;9,7) | (41,9;4,2) | (8,4;7,2) (1079,5; (3,7, 0,6)
P15=1,000 | P,5=0,307 | P.3=0,316 | P;3=1,000 390,2) P,.5=1,000
P25=1,000 | P,,=0,264 | P,5=1,000 | P,3=0,104 | P13=1,000 | P»5=0,074
P2.3:1,000
4.Imupurin 500 8,2+0,5 134,2+9,9 41,36+2,7 6,2+1,7 938,5+217,2 | 4,5+1,3
mg/kg (8,3;0,7) | (136,0;13,7) | (41,9;4,2) | (58;3,4) (939,9; (4,0; 1,5)
P.,=1,000 | P,,=0,097 | P,,=0,015 | P,,=1,000 229,2) P1.,=1,000
P».4=1,000 P2.4:0,073 P2.4:0,051 P2.4:O,903 Pl-4:11000 P,.4=0,061
P,.,=1,000

La animalele, carora 1i s-a administrat imupurin, s-a constatat o tendintd de micsorarea a
numarului de eritrocite. Nivelul hemoglobinei si hematoritului practic nu a fost modificat de
dexamatazond, in timp ce imuheptinul si imupurinul au manifestat o tendintd de micsorare
(tab.4.2.3.).

Antiinflamatorul steroidian a determinat o reducere a numarului leucocitelor fatd de lotul martor
(3,9+1,8 fata de 6,7+1,8; P>0,05), iar imupurinul mai putin semnificativa (6,2+1,7 fata de
6,7£1,8; P>0,05). Imuheptinul in conditiile modeldrii inflamatiei subacute a determinat o
majorare a numarului de leucocite fatd de lotul martor (7,8+5,3 fata de 6,7+1,8; P>0,05).
Dexametazona, imuheptinul si imupurinul au redus nesemnificativ numarul trombocitelor.
Antiinflamatorul steroidian a micsorat de 2 ori (P>0,05) nivelul, reticulocitelor, iar imuheptinul

si imupurinul practic nu l-au influentat (tab.4.2.3.).
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Tabelul 4.2.4. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra formulei leucocitare

in sangelui periferic in inflamatia subacuti prin adjuvantul Freund

Loturile de animale | Neutrofile, Limfocite Monocite, | Eozinofile Bazofile, Granulocite
% % % % % immature,
%
X=DS (Mediana; AIQ)

1.Lotul martor, 33,4+10,1 51,9+9,1 7,1+0,4 7,5+7.,8 0,08+0,12 0,97+2,03
solutie fiziologi-ca | (30,7; 18,6) | (51,3;17,1) | (7,3;0,8) | (4,7;15,5) (0,05; 0,1) (0,1; 1,65)

2.Dexametazona 84,7+4,8 12,2429 2,1+1,3 1,9+29 0 0,4+0,57

2,5 mg/kg (Me-84,7) | (Me-12,2;) | (Me-2,9) (Me-1,8) (Me-0,4)
P.,=0,000 | P,,=0,000 | P;,=0,000 | P,,=0,838 P.,=0,000

3.Imuheptin 500 28,4+10,7 59,8+8,7 4,6+2,2 8,0+8,1 0,13+0,1 0,63+0,61
mg/kg (23,6; 12,3) | (58,6; 15,6) | (4,8;3,1) | (2,9;14,7) (0,1;0,18) (0,4; 1,08)
P.13=1,000 | P,3=0,821 | P;3=0,119 | P,5=1,000 P13=1,000 P.3=1,000

P2.3=0,000 P2.3=0,000 P2.3=0,090 P2.3=0,543 P2_3:0,028 P2_3:1,000

4.Imupurin 500 32,2+£10,5 54,5+11,3 5,542,5 7,7+6,6 0,15+0,1 0,75+1,2
mg/kg (29,8; 17,1) | (57,7;19,3) | (5,5;4,7) | (4,5;11,9 (0,2; 0,13) (0,35; 0,58)
P1.4:1,000 P1.4:1,000 P1.4:0,685 P1.4:1,000 P1.4:0,965 P1.4:1,000

P,,=0,000 | P,,=0,000 | P,,=0,008 | P,,=0,535 P,.,=0,009 P,.,=1,000

In conditii de inflamatie subacuti dexametazona a majorat procentul neutrofilelor cu
micsorarea celui al limfocitelor, monocitelor, eozinofilelor si granulocitelor imature. Imuheptinul
si imupurinul au determinat o tendinta de reducere a procentului neutrofilelor, monocitelor,
granulocitelor imature cu o crestere neesentiald a procentului limfocitelor, bazofilelor si
eozinofilelor (tab.4.2.4).

La sobolanii cu inflamatie subacuta prin implantarea adjuvantului Freund s-a constatat o
majorare nesemnificativa a nivelului citokinelor proinflamatorii TNF-alfa si IL-1-beta cu o
diminuare marcata a continutului citokinei antiinflamatorii 1L-10 de la 165,254+42,98 pg/ml pana
la 92,924+33,54 pg/ml (P<0,05). Dexametazona a determinat micsorarea nesemnificativa a
nivelului citokinelor proinflamatorii TNF-alfa, IL-1beta si IL-6 si antiinflamatorii IL-10.
Imuheptinul a manifestat efect similar cu antiinflamatorul steroidian fata de nivelul TNF-alfa,
IL-1beta si IL-10, dar a redus continutul IL-6 de la 25,24+3,81 pg/ml (lotul control) pana la
19,02+1,56 pg/ml (P<0,05). Imupurinul a micsorat semnificativ nivelul IL-6 (19,2146,38 pg/ml)
comparativ cu 25,24+3,81 pg/ml in lotul cu inflamatie (P<0,05) si I-a majorat pe cel al 1L-10 -
157,05+41,27 pg/ml (P<0,05), comparativ cu 92,924+33,54 pg/ml lotul martor (tab.4.2.5.).
Astfel, dacd antiinflamatorul steroidian a micsorat nivelul citokinelor pro- si antiinflamatorii,
imuheptinul de rand cu efecul similar dexametazonei a redus suplimentar nivelul IL-6, iar

imupurinul, concomitant cu micsorarea continutului IL-6 a restabilit nivelul 1L-10.

118



Tabelul 4.2.5. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra nivelului citokinelor in
inflamatia subacuta prin adjuvantul Freund

Loturile de animale TNF-alpha, IL-1beta, pg/ml IL-6, IL-10,
pg/ml pg/ml pg/ml
X£DS (Mediana; AIQ)

1. Lotul intact, solutie 70,5+8,2 48,7+20,8 26,334 165,2+43,0
fiziologica (71,9; 11,9) (38,8; 21,1) (27,0; 6,6) (179,8; 57,5)

2. Lotul control cu inflamatie 72,8+19,8 59,2+16,9 25,2+3.8 92,9+33,5
(82,6; 34,3) (52,5; 30,9) (24,5; 4,6) (79,9; 61,4)

P1.2=1,000 P1.2=1,000 P1.2=1,000 Pl—Z:OyOOO

3. Dexametazona 2,5 mg/kg 68,6+15,1 50,4+12,7 19,9+4,6 84,7+15,9
(66,5; 19,3) (48,3; 15,5) (21,5; 7,6) (79,4; 26,8)

P1.3=1,000 P1,2.3=1,000 P1.3=0,015 P1_3:0,000

P,.5=1,000 P,5=0,101 P,35=1,000

4. Imuheptin 500 mg/kg 66,6+£12.6 53,4+11,4 19,0+1,6 85,3+15,7
(66,3; 28,0) (51,4; 20,2) (19,2; 2,5) (86,2, 29,1)

P1’2’3.4:1,000 P11213.4:1,000 P1.4:0,003 P1.4:0,000

P,4=0,034 P,.4=1,000

P54=1,000 P34=1,000

5. Imupurin 500 mg/kg 84,1+12.7 63,1+15.,6 19,2+6,4 157,0+41,3
(86,9; 27,9) (63,8; 19,9) (19,3; 7,7) (168,0; 38,7)

P1_5=0,313 P1_5=0,462 P1_5:0,004 P1_5:1,000

P2.5:0,853 P2.5:1,000 P2.5:0,034 P2.5:0,001

P3.5>0,05 P3.5:O,930 P3.5:1,000 P3.5:0,000

Tabelul 4.2.6. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra parametrilor sistemului
prooxidant si antioxidant in ser in inflamatia subacuta prin adjuvantul Freund

Parametrii SOD AAT MRO tert, DAM PAB,
u/c ABTS, mM/L uM/I unitati HK
mM/L
X£DS (Mediana; AIQ)

1. Lotul intact, sol. 1064,93+170,1 0,39+0,01 2,15+0,61 15,3+2,2 303.4+49.57
fiziologica (1058,8; 151,3) | (0,39:0,01) | (2,11;0,64) | (155: 2,6) (285,2: 60,9)

2. Lotul control cu 999,1+£115,9 0,4+0,02 2,36+0,43 16,8+1,3 348,6+43,8
inflamatie (1025,2,176,2) | (0,4:0,03) | (2.42:052) | (165, 123) (364,8; 53,0)
P1.2:1,000 P1.2:1,000 P1.2:1,000 P1_2:0,858 P1_2=0,298

3. Dexametazona 1120,4+123,5 0,4+0,01 2,06+0,28 16,1+1,0 216,94+28,5
2,5mg/kg (1126,0; 210,1) | (0,39:0,02) | (2,11;0,35) | (16,5: 1,9) (211,8, 41,0)
P1.3:1,000 P112.3:1,000 P112_3:1,000 P1’2.3:1,000 P1_3=0,001

P2.3:0,755 P2_3=0,000

4. Imuheptin 500 1033,6+171,4 0,39+0,01 2,25+0,53 15,9+2,4 325,8+57,2
mg/kg (1016,8; 205,9) | (0,38:0,01) | (2:39;0,85) | (15.8: 2,4) (327,2; 67.7)
P1’2’3_4:1,000 P1’2’3_ P1’2’3_4:1,000 P1’2’3_4:1,000 P1’2_4=1,000

4:1,000 P3_4=0,000

5. Imupurin 500 1117,6+£103,7 0,41+0,02 2,38+0,52 14,6+2,0 340,1+37,1
g/kg (1134,4: 126,0) | (0,4;0,02) | (2,33;0,66) | (14,4, 1,8) (344,1: 56,8)
P1’3_5:1,000 P1_5:0,004 P1’2’3_5:1,000 P1’3_5:1,000 P1_5=0,672

P2_5=0,748 P2_5=0,O45 P2_5:0,184 P2_5=1,000

P3_5:0,082 P3_5=0,000
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La animalele cu inflamatie subacuta, indusd prin adjuvantul Freund, s-a constatat o
reducere nesemnificativa a activitatii SOD si o tendintd de majorare a nivelului DAM, fara
modificari a capacitatii de captare a radicalului ABTS (tab.4.2.6.). Dexametazona a manifestat
un efect opus agentului inflamator cu o restabilire a activitatii SOD si micsorarea a continutului
DAM. Preparatele de origine entomologicd au manifestat actiune similara cu antiinflamatorul
steroidian.

La modelarea inflamatiei subacute prin implantarea discurilor cu adjuvantul Freund s-a
depistat o majorare a nivelului grupelor SH totale si SH libere, disulfurilor (SS), raportului
procentual SS/SH liber si SS/SH total cu o diminuare a celui de SH libere/SH totale (tab.4.2.7.).
Analiza acestor date ne sugereazd ca inflamatia subacutd a crescut neesential statusul
antioxidant, posibil datorita diminuarii utilizdrii grupelor SH libere si totale, cu o majorare a
celui prooxidant (SS, SS/SH libere, SS/SH totale). La randul sau, majorarea grupelor SH libere si
SH totale pot indica despre initierea proceselor proliferative, iar cresterea disulfurilor — despre
procesele degenerative. Astfel, disbalanta homeostaziei tiol-disulfidice (HTD) in inflamatia
subacutd denotd despre dezvoltarea stresului oxidativ si prezenta proceselor degenerative-
proliferative. Dexametazona a diminuat nesemnificativ continutul grupelor SH totale si SH libere
si a majorat nivelul disulfurilor si raportul procentual al SS/SH libere si SS/SH totale cu
diminuarea celui al SH/liber/SH total. Analiza acestor date indica, ca dexametazona a intensificat
neesentail consumarea compusilor tiolici pentru anihilarea stresului oxidativ, dar nu a influentat
statusul prooxidant, ce si s-a manifestat prin scaderea potentialului antioxidant confirmat prin
reducerea raportului procentual SH libere/SH totale.

Imuheptinul in inflamatia subacutd prin implantarea discurilor cu adjuvantul Freund a
manifestat actiune similard cu dexametazona relevata prin reducerea nivelului grupelor SH totale
si SH libere si majorarea disulfurilor si raportului procentual al SS/SH libere si SS/SH totale cu
diminuarea celui al SH/liber/SH total. Astfel, imuheptinul, ca si dexametazona, a intensificat
consumarea compusilor tiolici pentru anihilarea stresului oxidativ, dar nu a influentat statutul
prooxidant, ce si s-a manifestat prin scaderea potentialului antioxidant confirmat prin reducerea
raportului procentual SH libere/SH totale (tab. 4.2.7.)

Imupurinul la animalele cu inflamatie subacuta prin implantarea discurilor cu adjuvantul
Freund a determinat o micsorare a continutului grupelor SH totale si SH libere fata de lotul cu
inflamatie. Concomitent preparatul a diminuat neesential nivelul disulfurilor si raportul
procentual SH libere/SH totale fata de lotul de control, dar a majorat raportul procentual SS/SH
libere, SS/SH totale (tab.4.2.7.). Analiza datelor relatate a demonstrat, ca imupurinul a

intensificat utilizarea compusilor tiolici pentru anthilarea stresului oxidativ, fard a influenta
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semnificativ statusul prooxidant, dar in comparatie cu dexametazona nu a intensificat statusul

prooxidant relevat prin valori mult mai mici a SS, SS/SH libere si SS/SH totale. Astfel,

imupurinul in inflamatia subacuta a determinat o homeostazie tiol-disulfidica mai avantajoasa ca

dexametazona.

Tabelul 4.2.7. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra parametrilor sistemului tiol-
disulfidic in inflamatia subacuti prin adjuvantul Freund

Parametrii Grupe SH Grupe SH Disulfuri SS/SH SS/SH SH lib/SH
totale libere (SS) liber x tot X tot x100%
uM/L uM/L uM/L 100% 100%
X£DS (Mediana; AIQ)

1. Lotul intact, solutie 84,249 4 72,59+9.8 4,0+£2,4 3,9 3,6 92,8
fiziologica (82,3; 12,8) (3,8;1,9)
2.Lotul martor  cu 93,9+12,7 90,1+14,1 1,9+1,2 41 3,8 92,3
inflamatie (87,5;20,7) | (83,8;237) | (1,1;2,2)

P1.2:1,000 P1.2:0,192 P1.2:O,588
3.Dexametazona 96,5+8,1 82,5+8.0 6,9+3,5 7,8 6,8 86,4
2,5mg/kg (95,8; 12,0) | (83,8;10,5) | (6,4;5,6)

P.,=0,483 | P1,3=1,000 | P;,=0,097

P2.3:1,000 P2.3:0,001
4.Imuheptin 500 mg/kg 94,3+19,2 84,1+18,0 5,14+2.3 6,1 55 89,1

(88,7;30,4) | (80,0,26,1) | (53;2,7)

P1_4=0,925 P1’2’3_ P1_4=1,000

P213.4:1,000 4:1,000 P2.4:0,069

P3.,=0,948

5.Imupurin 500 g/kg 85,9+14,7 78,4+12,4 3,8+2,0 4,8 4,4 91,2

(82,3; 8,3) (75,1; 4,5) (3.4;3,7)

P112.5:1,000 P1.5:1,000 P112.5:1,000

P,s=0,938 P,s=0,520 P;5=0,06

P35=1,000

4.3. Concluzii la capitolul 4

1. Imuheptinul si imupurinul au manifestat un efect moderat de inhibare preponderentd a

proceselor proliferative in comparatie cu dexametazona, care a diminuat esential faza

exudativa si proliferativa a inflamatiei.

2. Imuheptinul si imupurinul au redus nivelul citokinelor proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) si 1-

au majorat pe cel a citokinelor antiinflamatorii (IL-10) si ceruloplasminei in inflamatia

subacuta.

3. Imuheptinul in inflamatia subacuta, modelata prin infiltrarea discurilor, a determinat o

echilibrare a statutului antioxidant relevata prin cresterea activitatii catalazei, SOD, GR, GPO

si GST, intensificarea utilizarii compusilor tiolici (raportului procentual SH-liber/SH-total) si

micsorarea disulfurilor (SS) si raportului SS/SH-liber si SS/SH-total. Imupurinul, similar

dexametazonei, a intensificat utilizarea compusilor tiolici fara a influenta statutul prooxidant.
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4. Dexametazona in inflamatia subacuta a diminuat nivelul citokinelor proinflamatorii (TNF-
alfa, IL-6) si antiinflamatorii (IL-10), in timp ce imuheptinul a redus esential continutul I1L-6
si TNF-alfa, iar imupurinul a restabilit balanta citokinelor prin micsorarea nivelului
citokinelor  proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) si majorarea semnificativd a citokinei
antiinflamatorii IL-10 comparativ cu lotul control cu inflamatie.

5. Inflamatia subacutd, indusd prin adjuvantul Freund, a determinat dezvoltarea stresului
oxidativ cu majorarea statutului prooxidant (DAM, MRO, SS, SS/SH-libere, SS/SH-totale) si
diminuarea celui antioxidant (SOD), initierea proceselor proliferative (majorarea SH-libere,
SH-totale) si degenerative (cresterea SS). Imuheptinul si imupurinul, similar dexametazonei
in aceste conditii au anihilat moderat stresul oxidativ prin micsorarea DAM SI MRO,
cresterea SOD, intensificarea utilizarii grupelor tiolice (micsorarea SH-libere si SH-totale),
dar nu au influentat statutul prooxidant (reducerea raportului procentual SH-libere/SH-

totale).
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SINTEZA REZULTATELOR

Proprietatile antiinflamatorii ale imuheptinului si imupurinului au fost testate in vitro prin
determinarea actiunii membranostabilizatoare (testul de hemolizd oxidativd), capacitatii
antioxidante (testul ABTS) si activitatii paraoxonazei/arilesterazei (PON1). Extractul etanolic
imuheptin 333,3 pg/ml, extractul etanolic si hidric imupurin in concentratiile 333,3 pg/ml au
determinat cea mai marcatd actiune de stabilizare a membranei eritrocitelor pe parcursul a 180
minute, fiind superioard antioxidantilor trolox si acidul ascorbic, cat si antiinflamatorului
nesteroidian - diclofenac. Extractul etanolic si hidric de imupurin in concentratiile 111,1 pg/ml
au demonstrat o capacitate de stabilizare a membranei hematiilor similar cu diclofenacul in
concentratia 11,1 pg/ml, dar superiaora antioxidantilor. Extractul hidric imuheptin 333,3 si 111,1
ng/ml, extractul etanolic si hidric imupurin in concentratiile 37 pg/ml au determinat o actiune
membranostabilizatoare a eritrocitelor superioara acidului ascorbic. Concomitent, diclofenacul in
concentratia de 33,3 pg/ml a diminuat stabilitatea hematiilor deja dupa 60 minute (anexa 9).
Astfel, imupurinul a demonstrat cea mai marcatd actiune membranostabilizatoare a hematiilor in
comparatie cu imuheptinul, troloxul, acidul ascorbic si diclofenacul.

In cadrul testului de hemoliza oxidativa in vitro, indus prin reagentul 2,2-azobis(2-
amidinopropan) (AAPH) diclorhidrat, s-a demonstrat cresterea marcata a radicalilor liberi
intracelulari (alchil, peroxil) cu deteriorarea lipidelor si proteinelor membranei eritrocitelor si
hemoliza hematiilor. S-a relatat, ca cresterea hemolizei oxidative a fost minima la 2 ore si
maxima la 4 ore si 6 ore dupa tratamentul cu AAPH. Stabilitatea eritrocitelor pana la 2 ore se
explica prin faptul, ca in hematii exista antioxidanti endogeni care capteaza radicalii liberi indusi
de AAPH, iar expunerea continua a eritrocitelor la AAPH a determinat utilizareca maxima a
antioxidantilor endogeni cu cresterea marcata a hemolizei. S-a constatat, ca hemoliza oxidativa a
eritrocitelor s-a manifestat prin cresterea nivelului DAM si diminuarea activitatii SOD si
continutuui GSH, parametri ce sugereaza despre vulnerabilitatea eritrocitelor la stresul oxidativ
indus de AAPH. Depletia nivelului celular de GSH a corelat cu cresterea peroxidarii lipidelor si
a oxidarii proteinelor, iar deteriorare oxidativa a lipidelor si proteinelor a destabilizat scheletul
membranei cu hemoliza eritrocitelor. Scaderea activitatii SOD s-a datorat utilizarii acesteia
pentru neutralizarea radicalilor liberi [170].

Pulberea de perle, la incubarea eritrocitelor cu AAPH, a inhibat remarcabil formarea
DAM, a suprimat formarea de proteine cu greutate moleculara mare indusa de AAPH si a crescut
concomitent proteinele cu greutate moleculara mica din eritrocite. S-a demonstrat, ca pulberea de
perle a inhibat hemoliza indusd de AAPH, peroxidarea lipidelor si deteriorarea arhitecturala a
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proteinelor membranei eritrocitelor. S-a constatat, ca pretratarea eritrocitelor cu pulberea de perle
a crescut activitatea SOD si nivelul GSH intr-o maniera dependentd de concentratie si timp.
Aceste date au demonstrat, ca pulberea de perle a atenuat hemoliza indusa de radicalii liberi si
deteriorarea oxidativa a lipidelor/proteinelor membranei eritrocitelor. S-a relatat, ca perlele sunt
bogate in aminoacizi, oligoelemente, calciu si proteine, componente care pot contribui la
inhibarea productiei de radicali liberi si la prevenirea hemolizei oxidative. S-a raportat, de
asemenea, ca flavonolii si glicozidele, antioxidanti eficienti, au protejat eritrocitele umane de
hemoliza oxidativa, indusa de radicalii liberi. S-a demonstrat, ca pulberea de perle a fost
eficienta 1n eliminarea radicalilor liberi indusi de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), a diminuat
peroxidarea lipidelor si a crescut statusul antioxidant in celule. S-a concluzionat, ca datorita
proprietatilor antioxidante, pulberea de perle a crescut continutul GSH si activitatea SOD si a
scazut nivelul de DAM in eritrocite, iar prin continutul de calciu, aminoacizi, proteine si
oligoelemente are loc incetarea reactiei in lant de peroxidare a lipidelor si majorarea potentialului
antioxidant endogen. Tratamentul cu pulberea de perle a preintampinat epuizarea GSH si a
suprimat peroxidarea lipidelor, ce indica faptul ca, produsul molustelor a prevenit hemoliza
eritrocitelor si modificarea oxidativa a proteinelor si lipidelor membrane, partial, datorita
ameliorarii starii antioxidante. Reziduurile de cisteind, prin gruparea tiol, sunt capabile sa
doneaze un echivalent reducitor sau un electron radicalilor instabili, diminuandu-le reactivitatea;
a fost raportat ca acest mechanism este important pentru activitatea antioxidanta a unei proteine.
Astfel, aminoacizii prezenti in pulberea de perle pot participa la biosinteza si majorarea nivelului
GSH in eritrocite. in cadrul studiului s-a raportat, ca diverse proteine din perle contineau
aminoacizi similari, inclusiv, glicina, acid glutamic, arginina, cisteina si lizina, care contribuiau
la stimularea activitatii antioxidante in conditii de stres oxidativ. Cresterea activitatii SOD
dezviluie cd pulberea de perle poseda o activitate antioxidantd puternica, care contribuie la
eradicarea radicalilor anioni superoxid indusi de AAPH. Nivelul crescut de GSH si scaderea
DAM sustin si mai mult efectele protectoare ale pulberii de perle impotriva stresului oxidativ
indus de AAPH. S-a documentat, ca pulberea de perle contine proteine solubile in apa, acid si
conchiolin, cu profil aproape similar de aminoacizi, care constituie molecule vitale pentru a
creste potentialul antioxidant al celulelor expuse la radicali foarte reactivi. S-a demonstrat, ca
concentratiile mai mari de oligoelemente, Cu si Se, in eritrocite au contribuit la cresterea
activitatii SOD (dependente de Cu) si a glutation peroxidazei (dependente de Se) si la o scadere a
nivelului DAM in plasma. Astfel, aminoacizii si oligoelementele prezente in pulberea de perle
sunt de asteptat sa promoveze activitatea SOD a eritrocitelor pentru a stinge radicalii liberi toxici

[170].
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Extractele etanolic si hidric de imuheptin si imupurin in concentratiile 125-1000 pg/ml au
demonstrat capacitatea de a creste activitatea paraoxonazei/arilesterazei, superioarad
diclofenacului si antioxidantilor (trolox, acid ascorbic). In acest conditii extractele imuheptinului
s-au dovedit mai activi fata de cele ale imupurinului, iar extractele hidrice ale preparatelor au
fost mai active ca cele etanolice (anexa 2, anexa 3).

Familia paraoxonazei (PON) este compusa din PON1, PON2 si PON3, dintre care PON1
si PON3 sunt enzime plasmatice, iar PON2 intracelulard. PON1 actualmente este clasificatd ca
arildialchilfosfataza. Functiile PON1 se reduc la detoxificarea substratelor organofosforice si
metalelor grele, constituie un component al sistemului antioxidant si prezintd proprietati
antiinflamatorii si antiaterogene. PON1 se considera o hidrolaza legata de HDL, dependenta de
Ca, activa pentru o mare varietate de substraturi. Enzima prezintd activitti de lactonaza,
paraoxonaza, arilesteraza si fosfotriesterazd. Concentratia si activitatea PON1 este foarte variata,
care poate fi determinata de factorii genetici si de reglarea epigenetica fata de numerosi factori
de mediu prin mecanisme directe si indirecte. PON1 este capabila sa inactiveze un numar mare
de compusi care apar In mod anormal. Toate PON sunt capabile sd inactiveze factorul de
detectare a bacilului piocianic, un derivat al lactonei N-acil homocisteinei. Cercetarile recente au
demonstrat, ca PONI1 este activdi fatd de wunele ecicosanoide-6-lactone naturale
(cicloepoxiciclopentona, lactona acidului 5,6-dihidro-eicosatrienoic), derivati din acidul
arahidonic. Studiile referitor la activitatea antioxidantd au relevat, cd PONI poate hidroliza
peroxidul de hidrogen, o formd activd a oxigenului produsd in aterogeneza. Activitatea
antioxidantd se considera a fi determinatd de faptul, ca PONI1 este o componentd a HDL,
responsabila pentru actiunea antioxidanta. Studiile experimentale au aratat, cdi PONI reduce
aterogenitatea lipoproteinelor datorita capacitatii de a hidroliza lipolactona. PONI joacd un rol
important in hidroliza specifici a peroxizilor lipidici cu reducerea ratei de absorbtie de
macrofage a LDL oxidate. Concomitent, PON inhiba eliberarea de anioni superoxid de
macrofage si creste continutul de GSH celular. S-a estimat, ca capacitatea PON1 de a creste
legarea HDL de macrofage si activitatea de protectie de oxidare a LDL este determinatd de
cuplarea PON1 de membrana plasmatica, probabil fosfolipidele celulare, a macrofagelor cu
cumularea in citosolul acestora sub forma biologic activa [83, 90].

PONI se considera proteind responsabild pentru majoritatea proprietatilor antioxidante
ale HDL. PONI purificat protejeaza HDL si LDL de oxidarea catalizatd de ionii de cupru prin
inhibarea oxidérii HDL indusa de cupru prin prelungirea fazei de intarziere a oxidarii si reduce
continutul de peroxid si aldehida in HDL oxidat. La incubarea PON1 purificata cu peroxid de

hidrogen sau peroxizi lipidici are loc descompunerea partial a acestora. PONL1 este eficienta in
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special in descompunerea hidroperoxizilor de linoleat. Mecanismul antioxidant exact al PONI1
nu este pe deplin elucidat, desi se stie ca protectia nu este cauzata de chelarea ionilor de cupru
sau din cauza potentialului transfer de lipide de la LDL la HDL. Existenta unui mecanism
enzimatic este sustinutd de observatia ca inactivarea termicda a PONI1 purificat elimind efectul sau
antioxidant [83, 90].

Activitatea antiinflamatoare a PONI poate fi determinatd de: atenuarea secretiei
endoteliale a proteinei chemoatractante-1 (MCP-1), responsabila de recrutarea monocitelor in
spatiul subendotelial si migrarea cétre locul inflamatiei unde se transforma in macrofage si
initiaza formarea celulelor spumoase; inhibarea moleculei de adeziune intracelulara-1 (ICAM-1),
un factor inflamator, care determina oxidarea LDL; hidroliza factorului de activare a
trombocitelor (PAF), un mediator proinflamator, care stimuleazd monocitele sa migreze si sa se
transforme im macrofage; inhibarea secretiei de citokine proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) in
macrofagele stimulate [83].

Studiile clinice realizate la persoanele din populatia generald au examinat relatia dintre
activitatea paraoxonazei si arilesterazei si nivelul markerilor proinflamatori (IL-6, proteina C
reactivd de inaltd sensibilitate (PCR), TNF-alfa, leptina). S-a constatat, ca cresterea nivelului
leptinei, PCR si IL-6 a fost asociatd cu majorarea activitatii arilesterazei, iar a leptinei cu
cresterea activitatii paraoxonazei si arilesterazei. In acelasi timp, nu s-a determinat nici o
corelatie intre nivelul TNF-alfa si activitatea paraoxonazei si arilesterazei. Citokina IL-6, cu
proprietati pro- si antiinflamatoare, este un determinant primar al producerii hepatice de PCR.
Nivelul IL-6 este foarte mic in conditii normale, dar creste semnificativ in inflamatie. Studiile
experimentale au aratat, ca IL-6 s1i TNF-alfa regleaza in sens pozitiv si negativ expresia genei
PONI, ce sugereaza, ca markerii inflamatori ar putea influenta activitatea PON1. Activitatea
antioxidantd a PON1 este determinata de cuplarea cu HDL in sange si transportarea In tesuturi,
unde se leagd de membranele celulare cu protectia lipidelor de peroxidare si oxidare a LDL,
cauza inflamatiei si este responsabild de initierea maladiilor inflamatorii (ateroscleroza, DZ,
cancerul). In aceste stiri HDL isi pierde proprietitile antioxidante si antiinflamatorii datorita
diminuarii activitatii PON1 [98].

Edemul urechii indus de xilen a fost adoptat ca model de inflamatie acuta folosit frecvent
pentru a evalua efectele antiinflamatorii ale produselor naturale, indeosebi pentru screening-ul
preparatelor cu presupusa activitate antiinflamatoare. Administrarea de xilen a indus un raspuns
inflamator acut cu dezvoltarea procesului exudativ (acumularea de lichid si edem), caracterizat
prin tumor, rubor, calor, dolor datorita eliberdrii de mediatori proinflamatori din neuronii, care

actioneaza asupra celulelor tintd periferice (mastocite, celule imunitare). Suprimarea edemului
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produs de xilen este un indiciu probabil al efectului antiflogistic (antiexudativ) si argumenteaza
necesitatea cercetarilor mai aprofundate ale efectului antiinflamator al acestor preparate [29].

Un model important de studiu al proprietatilor inflamatorii ale preparatelor cercetate
constituie stimularea macrofagelor peritoneale prin LPS. La stimularea macrofagelor prin LPS s-
a constatat cresterea nivelului citokinelor proinflamatorii (TNF-0, IL-6), dar si celei
antiinflamatoare (IL-10) si declansarea stresului oxidativ, relevat prin majorarea nivelului DAM
si PPOA si micsorarea activitatii GR si GPO. Concomitent, S-a determinat o crestere
compensatorie a nivelului CP si activitatii SOD, GST. Imuheptinul si imupurinul au contribuit la
atenuarea procesului inflamator prin modularea nivelului markerilor inflamatiei relevat prin
reducerea nivelului citokinelor proinflamatorii si majorarea celei antiinflamatorii. Preparatele
cercetate au determinat anihilarea stresului oxidativ prin micgorarea nivelului DAM, PPOA,
AGE si modularea activitatii catalazei, SOD, GR, GPO si GST (anexa 9).

Activarea macrofagelor este importantd in raspunsul imun si inflamator, care se
declanseazd dupd ce produsele microbiene interactioneazd cu receptorii de recunoastere a
paternelor (PRR) prezenti in membranele macrofagelor. LPS din peretele celular al bacteriilor
gram negative sunt un exemplu clasic de produs microbian, care poate activa macrofagele prin
PRR si poate induce productia de citokine proinflamatorii (IL-6, IL-1,TNF) si citokine
imunostimulatoare (IL-12). In acest context, studiul activitatii antiinflamatoare in vitro a
produselor de diferita geneza (vegetala, marina etc.) prin capacitatea de a reduce producerea de
citokine proinflamatorii indusa de LPS poate explica mecanismele de actiune ale acestora,
precum prezenta unor substante care inhiba sau concureaza cu ligandul LPS, receptorul TLR4
sau molecula CD14, care este co-receptor pentru LPS sau se leaga cu unele molecule de pe
suprafata macrofagelor, inhiband semnalele biochimice induse de LPS pentru producerea de
citokine proinflamatorii [29].

Macrofagele sunt folosite pentru studiul proceselor inflamatorii si cercetarea potentialelor
substante cu efect antiinflamator. Macrofagele sunt prezente in toate tesuturile si sunt dedicate
mentinerii integritatii tesuturilor, homeostaziei si echilibrului. Adaptarea si eterogenitatea
macrofagelor se reflectd asupra modelelor de expresie a genelor si producerii de citokine,
orchestrate pentru a regla fin raspunsurile inflamatorii. Macrofagele activate, in functie de stare,
sunt clasificate in macrofage activate clasic (proinflamatorii, M1) si activate alternativ
(antiinflamatorii, M2). Macrofagele M1 proinflamatorii initiazd faza acutd a inflamatiei prin
producerea de citokine proinflamatorii (TNF-a, IL-6, IL-12, IL -1pB), prezentand o explozie
oxidativa, producere de oxid nitric (NO) si activitate antibacteriand. Macrofagele M2 mediaza

raspunsurile imune antiparazitare si rezolutia inflamatiei prin producerea unei game de molecule
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antiinflamatorii (TGF-B, 1L-10). Activarea macrofagelor este un proces complex, care implica
diferite cai de semnalizare intracelulara , studiile relevand existenta mai multor populatii de
macrofage care exprima profiluri distincte ale genelor pro- si antiinflamatorii [82].

Lipopolizaharidele stimuleazd macrofagele peritoneale de sobolan prin cresterea
transcriptiei INOS si a citokinelor proinflamatorii, inclusiv. TNF-a, IL-1 B si IL-6.
Lipopolizaharidele au activat semnificativ transcriptia si producerea de TNF-a, IL-1p si IL-6,
prin activarea cdilor de semnalizare MAPK si NF- «B [160] .

Glucocorticoizii (GC) joacd un rol important in reglarea raspunsului inflamator si imun,
actionand asupra majoritatii tipurilor de celule imune. Glucocorticoizii pot: regla fenotipul,
supravetuirea si functiile monocitelor si macrofagelor; prezenta efecte antiapoptotice, care
promoveazd supravietuirea macrofagelor antiinflamatorii; Tmbunatati activitatea fagocitara a
macrofagelor; stimula clearance-ul neutrofilelor; inhiba eliberarea mediatorilor proinflamatorii
(citokine, chemokine etc.) si specii reactive de oxigen; regla maturarea, supravetuirea si migrarea
catre ganglionii limfatici si functionalitatea celulelor dendritice. Glucocorticoizii inhiba factorii
de transcriptie, care controleaza sinteza mediatorilor proinflamatori, inclusiv macrofagele,
eozinofilele, limfocitele, mastocitele si celulele dendritice. Un alt efect important este inhibarea
fosfolipazei A2, responsabild pentru producerea de mediatori proinflamatori. Glucocorticoizii
inhiba genele responsabile de expresia ciclooxigenazei-2, iNOS si citokinelor proinflamatorii.
Concomitent, GC induc cresterea lipocortinei si anexinei Al, cu reducerea ulterioara a sintezei
prostaglandinelor si leucotrienelor [88, 163].

Studiile in vitro au demonstrat, ca LPS stimuleaza activitatea macrofagelor prin cresterea
eliberdrii de citokine proinflamatorii. Extractul din larvele de Musca domestica, care contine
proteine cu greutate moleculard mica, a redus producerea de TNF-alfa si IL-6. Se considera, ca
efectul antiinflamator poate fi cauzat de scaderea expresiei factorului nuclear de transcriptie NF-
k B [40].

Extractul din hemocitele speciei Bombyx mori (vierme de matase) a diminuat inflamatia
indusa de LPS bacteriilor gram-negative prin inhibarea expresiei iNOS si COX-2, precum si a
citokinelor proinflamatorii IL-1p, IL-6, IL-8 si TNF -alfa. S-a sugerat cad aceste efecte pot fi
cauzate de influenta asupra caii NF- kB, care mediaza numeroase gene, responsabile de expresia
mediatorilor proinflamatori [81].

Extractele apoase si hidrolizatele unor insecte contin peptide bioactive cu activitate
antiinflamatoare si antioxidantd. Extractul apos si alcoolic din larve contine flavonoide
(catechina, rutina, quercetina, naringenina etc.) si compusi fenolici (resveratrol, acid cafeic, acid

ferulic, acid rosmarinic etc.), care a inhibat migrarea MCF7. Extractul apos, in special cel
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alcoolic din larve, a demonstrat actiunea antiinflamatoare prin reducerea expresiei genelor NFxB
si IL-8. Extractele din larve ar putea inhiba proliferarea MCF7 prin inducerea apoptozei,
activarea sistemului antioxidant si inhibarea migrarii celulelor si inflamatiei [176].

Incubarea macrofagelor cu dexametazona timp de 24 ore a provocat o reducere a
nivelului IL-1beta, ce demonstreaza despre diminuarea activitatii macrofagelor implicate in
procesul inflamator [192].

La modelarea inflamatiei subacute prin implantarea discurilor de fetru s-a constatat
dezvoltarea unui process inflamator manifestat prin majorarea nivelului citokinelor
proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) si micsorarea continutului celei antiinflamatoare (IL-10).
Concomitent, s-a determinat dezvoltarea stresului oxidative relevat prin majorarea nivelului
markerilor prooxidanti (DAM, AGE, PPOA) si diminuarea celor antioXidanti (CP, SOD,
catalazei, GPO). Imuheptinul si imupurinul au contribuit la diminuarea intensitatii procesului
inflamator prin reducerea nivelului citokinelor proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) si majorarea
celei antiinflamatorii (IL-10). Preparatele cercetate au contribuit la modularea stresului oxidativ
prin micsorarea nivelului DAM si cresterea nivelului CP, activitdtii catalazei, GR si GPO (anexa
12).

La patrunderea corpilor strdini, precum implantarea discurilor de fetru, se initiaza
producerea oxidului nitric sub actiunea nitric oxid sintazei. Ulterior, se activeazd cascada de
mediatori proinflamatori si citokine, care include COX-2, interleukinele IL-18 si IL-6, si TNF-
alfa. Acesti mediatori proinflamatori si citokinele determina activarea caii inflamatorii clasice,
factorului nuclear NF-xB si protein kinazei activate de mitogeni (MAPK) cu declansarea unui
raspuns inflamator necontrolat. Utilizarea veninului de viespe a suprimat producerea de oxid
nitric si a redus expresia ARNm ale IL-1p, IL-6 si TNF-a [135].

Majoritatea organismelor folosesc respiratia celulard aeroba cu producerea de energie
pentru functionarea lor, dar provoaca si efecte secundare din metabolism sub forma de radicali
liberi. Organismele vii folosesc antioxidanti exogeni si endogeni pentru a se eschiva de efectele
daunatoare ale prezentei radicalilor, iar studiile privind activitatea antioxidantd a substantelor
origine vegetald, animaliera, entomologicd sau din materialul biologic reprezintd obiectul
interesului cercetdtorilor de multi ani. Activitatea antioxidantilor poate fi testatd folosind diferite
tehnici analitice referitoare la proprietatile compusilor cercetati, etapele procesului oxidativ si la
intelegerea rolului antioxidantilor [164].

Antioxidantii sunt compusi capabili sd contracareze efectele proceselor oxidative in
celule sau sisteme exogene, reactionand In special cu specii reactive de oxigen sau azot sau cu

alti radicali liberi sau molecule instabile, generate in timpul reactiilor oxidative metabolice
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normale. Sistemele antioxidante includ enzime (SOD, catalaza, GP, GR, GST) si substraturi
neenzimatice (glutationul, coenzima Q, acidul ascorbic, retinolii, tocoferolii, flavonoidele,
carotenoidele etc.). Antioxidantii sunt prezenti in produsele de origine vegetala, animalierd sau
entomologica, In suplimentele alimentare. Capacitatea antioxidanta este o capacitatea generala a
organismelor sau compusilor de a interactiona cu radicalii liberi si de a preveni efectul nociv al
acestora. Efectul antioxidant include protectia celulelor si a structurilor celulare de afectarea
radicalilor liberi, in special oxigenul si azotul [7, 8, 35, 157, 164].

Enzimele metabolismului glutationic: GR, GPO si GST constituie un grup de
antioxidanti, ce asigura protectia celulelor de actiunea SRO si SRN si produsele peroxidarii
lipidelor. Rolul principal in degradarea hidroperoxizilor revine sistemului enzimatic GPO/GR.
Glutationreductaza are o repartizare variabild In organe si organitele intracelulare, ce asigurd
mentinerea nivelului optim de GSH prin reducerea GSH oxidat (GSSG). Enzima permite de a
reduce considerabil necesitate in sinteza de novo a GSH din aminoacizii corespunzatori.
Functionarea GR este in corelatie permanentd cu GPO si GST, enzime, care oxideazd GSH 1n
procesele de reducere a peroxizilor, glutaredoxina si protein disulfidizomeraza, ce asigura
reducere disulfidelor, precum si cu ribonucleotidreductaza, ce asigura reducerea
ribonucleotidelor [6, 156].

Glutation peroxidaza catalizeaza scindarea peroxidului de hidrogen si peroxizilor organici
prin utilizarea GSH si trecerea lui in GSSG. Aceastd enzima este in relatii de competitie, datoritd
localizarii diferite intracelulare, cu catalaza si SOD in neutralizarea excesului de peroxid de
hidrogen si peroxizi organici, ce asigurda o functionare eficientd a acestor enzime.
Glutationperoxidaza in mitocondrii si peroxizomi lucreaza in tandem cu catalaza, iar in
citoplasma cu SOD, ceea ce asigurd, de rand cu antioxidantii neenzimatici, protectia structurilor
subcelulare si modularea procesului de activare a oxigenului cu dereglarea formarii radicalului
hidroxil (OHe) [6, 156].

Glutation-S-transferaza catalizeaza conjugarea GSH cu compusi organici electrofili, o
reactie importantd de detoxifiere a produselor exogene si neutralizarea substantelor endogene in
cadrul proceselor fiziologice de eliminare a deseurilor metabolice [6, 156].

Produse finale de glicare avansatd (AGE) sunt un grup eterogen de produse ireversibile,
care rezultd din glicarea neenzimaticd si oxidarea proteinelor, acizilor nucleici si lipidelor.
Glicarea produce compusi AGE cu proprietdti toxice asociate cu inflamatia si stresul oxidativ.
Produsele AGE se cumuleaza in matricea extracelulard a diferitelor tesuturi si contribuie n mod
critic la bolile cronice, devin antigenice si induc rdspunsuri imune, au efecte adverse asupra

functiilor celulare prin reticularea proteinelor intracelulare si extracelulare, care declanseaza
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diverse maladii. Glicarea proteinelor are loc atat in stare normald, cat si in stari patologice
(hiperglicemie, dezechilibre redox, imbatranire, boli de rinichi sau boli autoimune) cu formarea
AGE ireversibile prin conversia aductilor de bazd Schiff reversibili in produse de rearanjare
Amadori mai stabile, legati covalent si, In final, reactia Maillard. S-a constatat, ca nivele
majorate de AGE sustin formarea de SRO si SRA care, la randul lor, induc formarea ulterioara
de AGE. Produsele AGE, inclusiv cele eliberate de macrofagele activate, induc stresul oxidativ
prin activarea receptorilor AGE (RAGE) cu disfunctia mitocondriald, cumularea de Ca2" si
moartea celulara [30].

Produsii finali de glicare avansatd (AGE) sunt molecule eterogene, reactive si cu
reticulare ireversibild formate prin glicarea neenzimaticd a proteinelor, lipidelor si acizilor
nucleici si sunt unul dintre semnalele endogene a proceselor patologice inflamatorii. AGE
interactioneaza cu receptorul AGE (RAGE) si/sau receptorul TLR4 pentru a induce raspunsuri
inflamatorii (producerea de citokine). S-a demonstrat, ca tratamentul cu AGE a crescut secretia
de IL-6, expresia ARNm a IL-6 in macrofage. Concomitent administrarea de AGE nu a
influentat secretia de IL-1B cu reglarea expresiei ARNm de IL-1f. S-a confirmat, ca receptorii
RAGE si TLR4 au fost exprimati in macrofage. Administrarea antagonistilor RAGE sau TLR4,
urmat de adaugarea AGE la 1 ord dupa tratamentul cu blocantul, a aratat ca secretia IL-6 indusa
de AGE a fost inhibatd prin pretratament cu antagonistul RAGE si TLR4. Tratamentul cu AGE a
indus o suprareglare a continutului de proteina NF-kB p65 in macrofage, iar administrarea
inhibitorului NF-kB a redus secretia de IL-6 indusa de AGE, sugerand cd AGE stimuleaza
secretia de IL-6 intr-o maniera dependentd de NF-KB. S-a demonstrat, ca AGE stimuleaza
producerea de SRO, iar secretia de IL-6 indusa de tratamentul cu AGE sugereaza ca producerea
de SRO implica inflamatie indusa de AGE. Aceasta ipoteza a fost sustinutd de investigatiile care
au demonstrat, ca pretratamentul cu antioxidantul N-acetilcisteind (NAC) a inhibat secretia de
IL-6 din macrofagele tratate cu AGE, ce indica faptul ca producerea de SRO este un factor cheie
in secretia IL-6 in macrofagele murine [111].

Produsele proteice de oxidare avansata (PPOA), considerate ca un marker nou al leziunii
proteice mediate de oxidanti, contin ditirozina si produse proteice formate in timpul stresului
oxidativ prin reactia albuminei plasmatice cu oxidantii clorurati. Nivele crescute de PPOA au
fost determinate in plasma pacientilor aflati in dializa, la subiectii cu diabet zaharat, sindrom
metabolic, boli inflamatorii cronice intestinale si obezitate, ceea ce poate sugera ca cumularea de
PPOA ar putea fi cauzatd de unele afectiuni patofiziologice. Stresul oxidativ genereazd specii
reactive de oxigen (SRO), ca urmare a dezechilibrului dintre peroxidare si sistemele de aparare

antioxidanta. Concentratia plasmaticda de PPOA este strans corelatd cu nivelul de ditirozina,
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semnul distinctiv al proteinei oxidate, si pentozidina, markerul glioxidarii proteinelor, induse de
stresul oxidativ. Daunele oxidative ale proteinelor sunt reflectate de niveluri crescute de PPOA.
Produsele proteice de oxidare avansata s-au dovedit a fi o0 molecula efectoare, care participa la
multe procese biologice. S-a raportat, ca PPOA pot induce disfunctie endoteliala vasculara si
accelera ateroscleroza prin cresterea nivelului de stres oxidativ si supraexprimarea factorului
inflamator, pot declansa explozia respiratorie si inflamatia prin activarea celulelor imune,
precum monocitele [61, 177].

In infectia SARS-COV-2 s-a raportat relatia dintre inflamatie si deteriorarea stirii
pacientului, iar ,,furtuna de citokine” este considerata a fi un factor major pentru deteriorarea
starii pacientului si a disfunctiei poliorganice. Concomitent s-a estimat, cd existd o corelatie
puternicd intre inflamatie si stresul oxidativ (SO). Studii recente au postulat, ca SO ar putea fi la
intersectia dintre inflamatie si disfunctia microvasculara. Pe langd infiltrarea neutrofilelor si
eliberarea excesiva de SRO, infectiile virale s-au dovedit a scddea apararea antioxidantd. Infectia
cu SARS-CoV-2 poate duce, de asemenea, la leziuni celulare care pot initia raspunsuri la stres
toxic si inflamator. SO provoacd modificdri moleculare precum carbonilarea albuminei si
formarea de PPOA, acestea din urma fiind buni indicatori ai gradului de deteriorare oxidativa.
Mai mult, leziunea SRO pot induce modificari structurale in regiunea N-terminald a albuminei
cu formarea albuminei modificate de ischemie (IMA). S-a estimat, ca explozia oxidativa,
reflectatd de dezechilibrul dintre biomarkerii antioxidanti (tiol) si pro-oxidanti (PPOA, IMA), ar
putea corela cu severitatea COVID-19, iar biomarkerii SO, inflamatiei si de activare celulara ar
putea servi ca prognostic la acesti pacienti [50].

S-a constatat o corelatie semnificativa dintre nivelele crescute de biomarkeri pro-
oxidativi (IMA, PPOA), nivelele scazute de biomarkeri antioxidanti (tiolul total) si biomarkerii
inflamatori (IL-6, PCR si procalcitonina (PCT), calprotectina). Concentratia de tiol in plasma
este constituitd din tiolul albuminei serice, cel mai abundent, predominant in formd redusa
(75%), si tiolul cu masa moleculara mica. Scaderea tiolului total din plasma reflecta in principal
scaderea albuminei reduse, la care aminoacizii metionina si cisteina reprezenta 40-80% din
activitatea antioxidanta totala a albuminei si determind captarea preferatd a SRO. Albumina
poate suferi o oxidare ireversibild, ceea ce 1i afecteaza proprietatea antioxidantd, cu diminuarea
nivelului ei in plasma. Hipoalbuminemia se considera o caracteristica a inflamatiei, inclusive la
pacientii cu COVID-19 aflati in furtuna citokinica, prin relatia inversa dintre albumina si PCR
sau IL-6, dar ar putea fi si consecinta clearance-lui ridicat al formei oxidate a albuminei. Stresul
oxidativ provoaca alte modificari moleculare, precum carbonilarea albuminei serice si formarea

PPOA, iar aceste produse finale stabile sunt considerate a fi indicatori ai gradului de deteriorare
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oxidativa. S-a demonstrat cd leziunea radicalilor liberi induce modificari structurale in regiunea
N-terminala a albuminei [50].

Celulele imune induc secretia de IL-1p, una dintre citokinele proinflamatorii majore, sub
forma de precursorul IL-1B (pro-IL-1P) reglatd de caspaza-1 (enzima de conversie a IL-1P)
datorita activarii inflamazomilor, inclusiv a inflamazomilor NLRP3. AGE si LPS au reglat
semnificativ expresia ARNm a IL-1B, dar nu au influentat asupra secretiei de IL-1p in
macrofage, ce sugereaza cd AGE si LPS joacad rol in productia de pro-IL-1B, dar nu si in
activarea inflamazomului.

AGE si/sau LPS se leagd si semnaleaza prin receptori multivalenti, cum ar fi RAGE
si/sau TLR (TLR2 si TLR4), expresia carora a fost confirmata In macrofage. Blocarea RAGE
sau TLR4 a abolit inflamatia indusd de AGE, iar inhibitorul TLR-4 a redus secretia IL-6 indusa
de LPS in macrofage. La utilizarea anticorpilor de neutralizare s-a demonstrat ca AGE a stimulat
secretia de IL-6 prin RAGE si/sau TLR4, in timp ce LPS a imbunatatit-o prin TLR4. Factorul
nuclear-kB este o componenta cheie in producerea de citokine inflamatorii. Studiile in vitro au
demonstrat ca AGE si LPS au crescut eliberarea IL-6, in functie de activarea NF-kB 1in diferite
tipuri de cellule, prin translocarea nucleara a NF-kB si induc direct raspunsuri la inflamatie prin
calea de activare RAGE si/sau TLR4-NF-kB [111].

AGE si LPS au stimulat productia de SRO, mediatori ai inflamatiei acute, esentiale
pentru inducerea secretiei IL-6, prin calea RAGE/NF-kB si TLR4. Compusii cu actiune
antioxidanta (resveratrol) inhiba translocarea NF-kB indusa de LPS si secretia de citokine
inflamatorii in linia celulard de macrofage murine, precum si secretia IL-6 indusa de LPS si AGE
in macrofage. Resveratrolul a suprimat in mod semnificativ productia intracelulard de IL-6 si
expresia ARNm a IL-6 prin controlul inhibitor la nivel transcriptional, datorat activarii caii
sirtuinei 1 (SIRT1) si adenozin monofosfat-activat protein kinazei (AMPK) [111].

Numeroase studii au indicat ca AGE si LPS promoveazd productia de mediatori
proinflamatori (IL-6, IL-1p si TNFa) in diferite tipuri de cellule (macrofage, condrocite, celule
endoteliale). S-a demonstrat ca AGE si LPS au crescut secretia de IL-6 in urma inducerii
exprimarii ARNm a IL-6 in liniile celulare de macrofage murine. S-a constatat cd LPS regleaza
diferentierea macrofagelor in fenotipul M1 proinflamator. S-a raportat ca AGE promoveaza
diferentierea macrofagelor in fenotipul M1 proinflamator [111].

Organismul uman are capacitatea de a elimina radicalii liberi sau de a repara prejudiciile
produse de acestea prin sisteme de aparare prompte si eficiente, inclusiv sistemul redox tiol-
disulfuri. Tiolii plasmatici sunt constituiti din tioli proteici (proteine, in special, albumina) si tioli

nonproteici (cisteina, homocisteina, glutationul, gama-glutamilcisteina, cisteinil-glicina). Tiolii
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reprezintd 52,9% din capacitatea totald antioxidantd a serului si sunt primii antioxidanti
consumati in caz de stres oxidativ. Dovezile din ultimii ani au confirmat, ca sistemul tiol-
disulfuri poate fi evaluat ca raspuns adaptativ in conditii de inflamatie cronica si stres oxidativ.
Tiolii, compusi nucleofili si susceptibili la atacuri electrofile, functioneazd ca un sistem de
captare a radicalilor liberi si speciilor reactiv oxidante. In acest context compusii tiolici pot
interactiona cu: speciile reactive de oxigen (SRO) cu formarea puntilor disulfurice intra- si
intermoleculare; speciile reactive de azot (SRN) cu declansarea reactiilor de nitrare si nitrozilare
a tiolului; speciile carbonil reactive (SCR) cu stimularea formarii aductelor [106].

Tiolii plasmatici sunt constituiti din tioli proteici (preponderent albumina) si nonproteici
(cisteina, homocisteina, glutationul, gama-glutamil-cisteina, cistenil-glicina) si reprezinta circa
53% din capacitatea antioxidantd a serului si sunt primii antioxidanti consumati in caz de stres
oxidativ. Tiolii, ca compusi nucleofili si susceptibili la atacurile electrofile, functioneaza ca un
sistem de captare a radicalilor liberi si speciilor reactive oxidante. Compusii electrofili, precum
speciile reactive ale oxigenului, azotului si carbonilice, polarizeaza legatura —SH, scad constanta
de disociere si cresc vulnerabilitatea la modificarile oxidative. Sistemul tiol-disulfuri poate fi
evaluat ca raspuns adaptiv in conditiile de inflamatie cronica si stres oxidativ. Tiolul liber si
total, raportul SH-liber/SH-total caracterizeaza potentialul antioxidant al serului, iar disulfurile,
raportul SS/SH-liber si SS/SH-total statusul prooxidant. Reducerea nivelului grupelor SH libere
s1 SH totale indicd, ca acesti compusi au fost consumati datorita stresului oxidativ prezent intr-un
anumit context patologic. Reducerea raportului SS/SH totale poate sugera cd mecanismele
antioxidante au fost eficiente, adica activitatea antioxidanta protectiva a fost crescuta in acea faza
a bolii. Cresterea nivelul grupelor SH libere si SH totale si scaderea nivelului disulfurilor sunt
asociate cu boli proliferative, In timp ce nivelul mai scazut de SH si nivelul SS mai mare sunt
asociate cu boli degenerative [106].

Echilibrul tiol-disulfuri si sistemul redox extracelular este strict reglat printr-o varietate
de mecanisme si de o multitudine de procese moleculare. Homeostazia tiol-disulfidica (HTD)
joacd un rol cheie in patogeneza multor boli, inclusiv cancer, infectii, inflamatie. Modificarea
HTD spre statusul oxidant afecteaza apararea antioxidantd, apoptoza, proliferarea, detoxifiere,
transcriptie, reglarea activitatilor enzimatice, semnalizarea. Mentinerea unor nivele adecvate de
tioli oxidabili, turnover-ul si starea de oxidare sunt importante pentru desfasurarea normala a
functiilor celulare, iar modificari in aceste procese determind aparitia diverselor patologii.
Alterarea HTD se manifesta printr-o susceptibilitate crescutd la stres oxidativ, iar prejudiciul

rezultat este considerat a fi un pas cheie in debutul si progresia mai multor boli. Concomitent,
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nivele majorate de tioli, cresterea capacitatii antioxidante si rezistenta la stresul oxidativ se
observa in multe tipuri de celule tumorale [106].

Grupele SH libere, grupele SH totale, raportul SH libere/SH totale definesc potentialul
antioxidant al serului, iar disulfurile, raportul SS/SH libere si raportul SS/SH totale definesc
statusul prooxidant. Reducerea nivelului grupelor SH libere si SH totale indica ca acesti compusi
au fost consumati datorita stresului oxidativ prezent intr-un anumit context patologic. Reducerea
raportului SS/SH totale poate sugera cd mecanismele antioxidante au fost eficiente, adica
activitatea antioxidantd protectiva a fost crescutad in acea faza a bolii. Cresterea nivelul grupelor
SH libere si SH totale si scaderea nivelului disulfurilor sunt asociate cu boli proliferative, in timp
ce nivelul mai scazut de SH si nivelul SS mai mare sunt asociate cu boli degenerative [106].

Inflamatia subacutd si cronica este un raspuns la stimularea prelungitd a factorilor
proinflamatori asupra tesuturilor si se caracterizeazd prin infiltrarea leucocitelor in locul
inflamatiei, fibroza si formarea de granulom. Mecanismul inflamatiei cronice este atribuit, in
parte, eliberarii SRO din neutrofilele si macrofagele activate, producerea excesiva de citokine,
dereglarea semnalizarii celulare si pierderea functiei de bariera. Aceastd supraproductie provoaca
peroxidarea lipidelor membranare, ceea ce duce la lezarea tesuturilor prin deteriorarea
macromoleculelor. Speciile reactive ale oxigenului provoacad sau extinde inflamatia, stimuland
eliberarea de citokine (IL-1beta, TNF-alfa, INF-alfa), care stimuleaza recrutarea de neutrofile si
macrofage suplimentare [84].

Implantarea subcutanatd a discurilor de fetru provoacd formarea de tesut granulomatos.
Acest tesut granulomatos se datoreaza concentrarii macrofagelor, neutrofilelor si limfocitelor in
jurul particulelor straine, urmata de proliferarea celulelor fibroblaste. Discul de fetru implantat
stimuleaza sistemul imunitar pentru a produce interleukine si anticorpi care stimuleaza
proliferarea limfocitelor si cumularea de celule in jurul acestora. Initial se dezvoltd procesele
exudative prin transudarea lichidului si cresterea marcata a greutatii discurilor fetru umede. S-a
demonstrat, ca antiinflamatoarele steroidiene si nesteroidiene reduc dimensiunea granulomului si
cantitatea de transudat prin inhibarea producerii de mediatori proinflamatori (citokine
inflamatorii, leucotrienele si prostaglandine), inhibarea infiltrarii cu celule (leucocite) si
prevenirea proliferarii fibroblastelor si a producerii fibrelor de colagen si sintezei
mucopolizaharidelor. Efect similar a demonstrat dexametazona si in studiul nostru. Imupurinul a
manifestat o capacitate mai redusa fatd de dexametazona, de a micsora procesle exudative si
proliferative. Posibil, spre deosebire de antiinflamatorul steroidian, preparatul de origine
entomologicd dezvoltd un efect mai lent datoritd proprietatilor imunotrope asupra imunitatii

celulare (modularea T-limfocitelor) [84].
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La modelarea inflamatiei subacute prin implantarea discului cu adjuvant Freund s-a
constatat dezvoltarea unui proces inflamator determinat de majorarea nivelului citokinelor
proinflamatorii (TNF-alfa, IL-1beta) si micsorarea celei antiinflamatorii (IL-10). Concomitent s-
a demonstrat dezvoltarea stresului oxidativ relevat prin majorarea nivelului DAM, MRO, PAB si
diminuarea activitatii SOD. Imuheptinul, similar dexametazonei, a determinat diminuarea
intensitatii procesului inflamator (tendinta de micsorare a nivelului TNF-alfa, IL-1beta, IL-6), iar
imupurinul a contribuit la restabilirea raportului dintre citokinelor proinflamatorii (micsorarea
marcatd a IL-6 si majorarea semnificativd a IL-10). Dexametazona si preparatele de origine
entomologicd autohtone au determinat o reducere a stresului oxidativ prin micsorarea nivelului
DAM, MRO, PAB si cresterea activitatii SOD (anexa 10).

Adjuvantul Freund poate determina o actiune modulatoare asupra hemopoiezei, Astfel, in
studii experimentale si clinice vaccinul BCG a demonstrat cresterea capacitatii de aparare a
organismului-gazda in leucemie si alte tumori prin sporirea repopuldrii maduvei osoase si
leucopoiezei dupa chimioterapia mieloablativa. Pretratarea soarecilor cu BCG sau adjuvant
Freund a contribuit la recuperarea functiilor leucopoietice in urma unei injectii mielosupresoare
ulterioare cu ciclofosfamida. Tratamentul cu BCG sau adjuvant a determinat intensificarea
unitatilor formatoare de colonii in maduva osoasa. In mod similar, s-a constatat ca
imunoadjuvantii cu micobacterii, de naturd chimica definitd, exercitd efecte hemopoietice,
precum si o crestere a nivelului activitatii de stimulare a coloniilor monocitelor-macrofage in ser
si proliferarea celulelor stem multipotentiale in maduva osoasa [28].

In studiile experimentale s-a constatat ci adjuvantul Freund complet produce o majorare
a nivelului citokinelor proinflamatorii (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, INF-gama) cu declansarea
proceselor imunitatii celulare preponderent pe calea Thl, iar in lipsa micobacteriilor (adjuvant
incomplet) diferentierea limfocitelor-T tinde spre profilul Th2 cu producerea intensa a
anticorpilor [28].

Implantarea discurilor de fetru determind o reactie exudativa si proliferativa si cresterea
nivelului citochinelor proinflamatorii TNF-alfa, IL-1beta si IL-6, produsi ce caracterizeaza
functia macrofagelor (activare, infiltrare, agregare). Administrarea indometacinei, antiinflamator
nesteroidian, provoacd o diminuarea masei granulomului si a nivelului de IL-6, cu o crestere a
TNF-alfa, fara a modifica pe cel al IL-1beta [101].

Inflamatia constituie un raspuns la diversi factori nocivi si este mediata de sistemul imun
inndscut si adaptativ al organismului, care are consecinte benefice la un grad adecvat de raspuns
si care devine nedorit la o stimulare excesivd cu dezvoltarea afectiunilor inflamatorii acute si

cronice. S-a demonstrat, ca afectiunile inflamatorii sunt insotite de stres oxidativ care agraveaza
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si mai mult evolutia procesului patologic. In cadrul procesului inflamator celulele sunt expuse la
o varietate de oxizi cu formarea ulterioard a complexelor cu ADN-ul, lipidele si structurile
proteice ce determind modificari organizationale majore. Speciile reactive de oxigen induc
diverse enzime protectoare (catalaza, SOD, GR etc.) pentru a reduce stresul oxidativ.
Mecanismul enzimatic de aparare fatd de SRO stimulat prin diverse substante biologic active
poate induce efecte antioxidante suplimentare cu ameliorarea procesului inflamator.

In baza analizei literaturii stiintifice s-a concluzionat, ci actiunea antioxidanti a
produselor de origine entomologica poate fi determinatd de: continutul de enzime antioxidante
(catalaza, SOD, GRx, GPO, GST etc.) si antioxidanti neenzimatici (polifenoli, flavonoide,
tocoferoli, acid ascorbic, tioli etc.); continutul de proteine si peptide bioactive (cu umai putin de
20 rezuduri de aminoacizi); prezenta aminoacizilor (glutamat, aspartat, arginind, lizina, prolina,
tirozind etc.); trigliceride si lipide (acizu grasi mono si polinesaturati); compusi fenolici (acid
clorogenic, epicatechina, acid cumaric, acid cafeic, acid galic, kaempferol, galat de epicatechina
etc.); chitina si chitozan. Substantele biologic active din insecte pot manifesta actiune
antioxidantd prin: capacitatea de neutralizare a SRO; chelarea ionilor metalelor; modularea
activitatii enzimelor antioxidante endogene; reducere a radicalilor DPPH, ABTS, FRAP;
reducerea produselor de peroxidare a lipidelor; inhibarea enzimelor responsabile de producerea
radicalilor liberi (NOSI, peroxidaza, xantinoxidaza, hexozaminidaza etc.); protectia lipidelor si
proteinelor de oxidare.

Datele din literatura stiitifici au demonstrat, cd produsele de origine entomologica pot
manifesta actiune antiinflmatoare prin urmatoarele mecanisme: inhibarea enzimelor implicate in
metabolismul acidului arahidonic (fosfolipaza A2, COX, LOX) cu reducerea producerii de
prostaglandine si leucotriene; inhibarea secretiei de citokine cu micsorarea nivelului citokinelor
proinflamatorii; reglarea expresiei genelor si a proteinelor moleculelor de semnalizare implicate
in patofiziologia inflamatiei; majorarea nivelului ciitokinelor antiinflamatorii; inhibarea cailor
de semnalizare a procesului inflamator (NF-kB etc.) responsabile de expresia citokinelor
proinflamatorii si mediatorilor, infiltrarea leucocitelor, eliberarea de proteaze si formarea de SRP
si SRN; modularea sistemului imun inndscut.

Studiului preclinic al produselor biologic active, obtinute din tesuturile de insecte din
ordinul Lepidoptera, familia Lymantridae, genul Lymantria, specia Lymantria dispar (omida
paroasa a stejarului, omida moliei tiganesti), la diferite etape de dezvoltare (ou si pupd). S-a
efectuat analiza cantitativa a preparatelor de origine entomologica imuheptin (25%/75% oua si
pupe) si imupurin (pupe) a demonstrat un continut de proteine, inclusiv hidrosolubile, lipide,

trigliceride si antioxidanti hidrosolubili. Concomitent s-a demonstrat, ca produsele entomologice
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din Lepidoptere au cel mai mare continut de proteine la toate etapele de evolutie In comparatie
cu Coleopterele, Dipterele, oudle de prepelita si aloe. Analizele spectrale ale proteinelor
produselor biologic active au demonstrat ca acestea contin intregul set de aminoacizi: esentiali
(treonina, metionind, valind, izoleucina, leucind, fenilalanina, histidina, lizind, arginina,
triptofan) si non-esentiali (acid asparagic, serind, acid glutamic, prolind, cisteind, glicin, alanina,
tirozind). Astfel, in imuheptin si imupurin aminoacizii esentiali au constituit 50%. S-a
demonstrat predominarea urmatorilor aminoacizi: fenilalanina, acidul glutamic, lizina, leucina,
acidul asparagic si arginina, precum si a aminoacizilor cu catena laterala dezvoltata (leucina,
izoleucina, valina) si aminoacizii aromatici (fenilalanina, triptofan, tirozina).

Rezultatele cercetarilor au demonstrat o corelatie Intre evolutia procesului inflamator si
statusul pro- si antioXidant relevata prin: dezvoltarea proceselor exudative si proliferative;
majorarea nivelului citokinelor proinflamatoare (TNFalfa, IL-1beta, IL-6) si micsorarea celor
antiinflamatorii (IL-10; activarea celulelor sistemului imun innascut (macrofage, neutrofile etc.)
si dezvoltarea stresului oxidativ (cresterea DAM, produselor de glicare avansatd, produselor
intermediare ale oxigenului si diminuarea activitatii enzimelor antioxidante — catalaza, SOD,
GRx,GPO, GST, compusilor tiolici). Analiza rezultatelor obtinute au permis sd estimidm, ca
imuheptinul si imupurinul, prin componenta sa (proeine, aminoacizi, lipide, antioxidanti
hidrosolubili), au dovedit proprietéti antiinflamatoare si antioxidante concomitente, responsabile
de ameliorarea evolutiei procesului inflamator, posibil prin urmatoarele posibile mecanisme:
modularea profilului citokinic prin diminuarea nivelului citokinelor proinflamatorii si majorarea
celor antiinflamatorii; reducerea proceselor exudative si proliferative; influentarea activitatii
macrofagelor; diminuarea activitatii sistemului prooxidant si modularea celui antioxidant;

actiunea imunomodulatoare (modularea sistemului imun indscut, imunitatii celulare).
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CONCLUZII SIRECOMANDARI

CONCLUZII

1.

Studiul comparativ a imuheptinului si imupurinului cu diclofenacul, acidul ascorbic si
troloxul a demonstrat, ca preparatele cercetate au manifestat un potential antiinflamator
datorita efectului mai marcat de protejare a hematiilor in testul hemolizei oxidative, cresterii
activitatii antioxidante totale prin reducerea radicalului ABTS, intensificarii semnificative a
activitatii paraoxonazei/arilesterazei si capacitatii de reducere a edemului la administrarea
preventiva a preparatelor de origine entomologica.

La stimularea macrofagelor peritoneale cu lipopolizaharide s-a constatat, ca imuheptinul si,
indeosebi, imupurinul au diminuat mai accentuat nivelul citokinelor proinflamatorii (TNF-
alfa, 1L-6) cu mentinerea sau majorarea citokinelor antiinflamatorii (IL-10). Imupurinul si
imuheptinul, similar dexametazonei, au crescut activitatea glutation reductazei (normalizarea
utilizarii glutationului), glutation peroxidazei (neutralizarea peroxizilor) si au diminuat
procesele de epuizare a glutationului, posibil, prin conjugarea compusilor electrofili.
Preparatele cercetate si dexametazona au redus stresul oxidativ prin intensificarea utilizarii
tiolilor si diminuarea statusului prooxidant.

Imuheptinul si imupurinul, in inflamatia subacutd prin implantarea discurilor de fetru, au
determinat inhibarea moderatd a proceselor exudative si proliferative in comparatie cu
dexametazona, au redus nivelul TNF-alfa si IL-6 si 1-au majorat pe cel al IL-10 si au
contribuit la echilibrarea statusului pro- si antioxidant cu cresterea utilizarii compusilor
tiolici, micsorarea disulfurilor si raportului SS/SH-libere si SS/SH-totale.

In inflamatia subacuti, indusid prin adjuvantul Freund, imuheptinul si imupurinul, in
comparatie cu dexametazona au determinat o diminuare mai marcatd a nivelului citokinelor,
indeosebi IL-6, iar imupurinul o majorare semnificativa a IL-10. Imupurinul, spre deosebire
de dexametazond, a determinat un echilibru intre nivelul citokinelor pro- si antiinflamatorii
prin majorarea marcatd a nivelului citokinei antiinflamatorii IL-10. Imuheptinul, imupurinul
si dexametazona au anihilat moderat stresul oxidativ prin intensificarea utilizrii grupelor
tiolice.

In baza rezultatelor obtinute s-au evidentiat posibilele mecanisme ale actiunii
antiinflamatoare ale imuheptinului si imupurinului, care pot consta in: diminuarea nivelului
citokinelor pro-inflamatorii si majorarea celor antiinflamatorii; anihilarea stresului oxidativ
in inflamatie prin restabilirea raportului dintre sistemul pro- si antioxidant; actiunea
imunomodulatoare prin reglarea activitatii celulelor implicate in inflamatie (macrofage etc.).
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RECOMANDARI

1. Pentru dezvoltarea directiei de studiu a actiunii antiinflamatoare a preparatelor de origine
entomologica a recomanda diversificarea metodelor si modelelor de cercetare a
procesului inflamator cronic.

2. De a initia studiile clinice cu imuheptin si imupurin la pacientii cu procese inflamatorii de
diferita geneza.

3. Implementarea in cercetare a recomandarilor metodice de studiu a preparatelor cu

presupuse proprietati antiinflamatoare.
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ANEXE

Anexa 1. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra reducerii radicalului ABTS

Loturile Procentul de inhibtie a | Loturile Procentul de inhibtie a
experimentale ABTS,% experimentale ABTS, %
X£DS X£DS
(Mediana; AlQ) (Mediana; AlQ)

1. control (solutie 1,82+1,1 1. control (solutie 1,82+1,1

tampon fosfat) (1,4; 2,2) tampon fosfat) (1,4; 2,2)

2. acid ascorbic 33,3 | 32,34+2,9 (31,9; 4,5) | 2. acid ascorbic 32,344+2,9 (31,9; 4,5)
ug/ml P»,=0,000 33,3 pg/ml P,,=0,000

3. trolox 33,3 ug/ml 59,84+3,9 (59,0; 8,3) | 3. trolox 33,3 59,84+3,9 (59,0; 8,3)

P3.,=0,000 ug/ml P3,=0,000

4. Diclofenac 33,3 8,48+1,95 (8,5; 2,9) | 4. Diclofenac 33,3 8,48+1,95 (8,5; 2,9)
ng/ml P,.1=1,000; P, 3=0,001 ng/ml P4.1=1,000;P, 5=0,006

5. Diclofenac 11,1 9,94+2,74 (10,5; 4,1) | 5. Diclofenac 11,1 | 9,94+2,74 (10,5; 4,1)
ug/ml P5.1=1,000; P53=0,009 ng/ml Ps.,=1,000; P5.5=0,008

6. Extract etanolic 25,72+3,8 6. Extract etanolic 30,64+5,72
imuheptin 333,3 (25,4; 6,8) imupurin 333,3 (30,3; 11,7)
Mg/ml Ps.1=0,000; Ps.,3=1,000 “g/ml Ps.1=0,000; Ps_,3=1,000

P6_4:O,191; P6-5:01771

P6.4:O,145; P5.5:O,584

7. Extract etanolic
imuheptin 111,1
pg/ml

16,28+2.,4

(15,6; 4,4)
P7.1:0,047;
P7'2,3,4,5:1’000

Extract etanolic
imupurin 111,1
pg/ml

16,01£2,17
(15,8; 3,3)
P7.1:0,077

P7_2’3y4y5:1,000

8. Extract etanolic

13,42+1,7 (13,0; 3,3)

Extract etanolic

12,1143,15 (12,0; 5,4)

imuheptin 37 Pg1=0,489 imupurin 37 Pg.1,25=1,000
Mg/ml P8—2,4,5:11000; P3,3=0,241 “g/ml P8_3=0,049
9. Extract etanolic 10,21£1,6 9. Extract etanolic 10,04+1,95
imuheptin 12,3 (10,3, 2,8) imupurin 12,3 (9,5; 3,8)
pg/ml Po.1,45=1,000 pg/ml Po.1,45=1,000
Py.,=0,215; P4.5=0,008 P4.,=0,260; P4.5=0,006
10. Extract hidric 39,97+3.3 10. Extract hidric 47,14+4,44
imuheptin 333,3 (39,2; 6,6) imupurin 333,3 (46,1; 6,9)

pg/ml

P10-1=0,000; P10.23=1,000
P10,4=0,008; P10,5=0,049

pg/ml

P10-1=0,000; P10.23=1,000
p10_4=0,008; P10_5=0,043

11. Extract hidric 19,77+2,71 11. Extract hidric 24,89+2 47
imuheptin 111,1 (19,7; 4,9) imupurin 111,1 (24,4; 3,9)
ug/ml P11.4=0,004 ug/ml P11.4=0,001
P11.2.35=1,000; P,.,=0,977 P11.2.35=1,000; P1,.,=0,525
12. Extract hidric 15,97+3,45 12. Extract hidric 16,45+2,94
imuheptin 37 ug/ml (16,2, 6,3) imupurin 37 pg/ml (15,9; 5,1)
P15.4=0,070; P1;.345=1,000 P15.1=0,083; P12..45=1,000
P1,.5=0,977
13. Extract hidric 9,91+£3,18 13. Extract hidric 12,41+£2,63
imuheptin 12,3 pg/ml (9,8; 6,2) imupurin 12,3 (11,8; 5,3)
P13.145=1,000;P15.5=0,206 ug/ml P131245=1,000
P13.3=0,008 P133=0,072

Noti: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1I=95%)
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Anexa 2. Influenta imuheptinului asupra activititii paraoxonazei/arilesterazei

Loturile

experimentale

Procentul de activare a
paraoxonazei/
arilesterazei, %

Loturile

experimentale

Procentul de activare
a paraoxonazei/
arilesterazei, %

X£DS X£DS
(Mediana; AlQ) (Mediana; AlQ)
1. control (solutie 100,0+5,0 1. control (solutie 100,0+5,0
tampon fosfat) (100,7; 6,9) tampon fosfat) (100,7; 6,9)
2. acid ascorbic 113,4+3,3 2. acid ascorbic 113,4+3,3
33,3 pg/ml (114,3; 6,0) 33,3 pg/ml (114,3; 6,0)
P,,=1,000 P,,=0,861
3. trolox 33,3 115,5+3,4 3. trolox 33,3 115,543,4
Jml (116,2; 6,4) Jml (116,2; 6,4)
HE P54=0,537 HE P,4=0,444
4. Diclofenac 33,3 (gggiig) 4. Diclofenac 33,3 (gggjﬁg)
pg/ml P1=1,000 hg/ml P,1=1,000
5. Diclofenac 11,1 103,4+3,8 5. Diclofenac 11,1 103,4+3,8
pg/ml (102,2; 6,9) ng/ml (102,2; 6,9)
Ps.,=1,000 Ps.,=1,000
6. Extract etanolic 135,5+7,5 6. Extract hidric 156,2+8.4
imuheptin 1000 (136,9; 13,6) imuheptin 1000 (157,3; 16,1)
Mg/ml Pe.4=0,001 ug/m] P¢.4=0,004
P6_213:1,000 P6_2'3:1,000
Ps.,=0,001 P6.,=0,001; P¢5=0,277
7. Extract etanolic 130,49+6,2 7. Extract hidric 146,5+7,3
imuheptin 500 (130,6; 11,9) imuheptin 500 (146,3; 13,5)
ug/ml P,.,=0,004 ng/ml P,,=0,012
P7_213:1,000 P7.2y3:1,000
P,.,=0,004 P,.,=0,003
P,.5=0,268 P,.5=0,588
8. Extract etanolic 124,9+9,46 8. Extract hidric 126,9+7.9
imuheptin 250 (125,3; 18,3) imuheptin 250 (128,6; 14,7)
Hg/ml P8—l:01034; P3,2'3=1,000 ug/ml p8.1:0,079; P8_213’5=1,000
Ps.,4=0,023; P3.5=0,996 Ps.,=0,016
9. Extract etanolic 120,6+8,5 9. Extract hidric 111,9+2.4
imuheptin 125 (121,3; 16,3) imuheptin 125 (111,8; 4,6)
pg/ml Po.1=0,108 ug/ml Po.1,235=1,000
Pg.2.35=1,000; P,.,=0,061 Po.,=0,243
10. Extract etanolic 116,2+6,3 10. Extract hidric 106,1+1,8
imuheptin 62,5 (116,1; 11,9) imuheptin 62,5 (106,8; 3,1)
pg/ml P10.4=0,498 ug/ml P101,2345=1,000
P10,2'3Y5=0,498; p10,4=0,228
11. Extract etanolic 109,8+5,2 11. Extract hidric 103,5+1,3
imuheptin 31,25 (109,6; 10,0) imuheptin 31,25 (103,7; 2,4)
},Lg/ml P11-12345=1,000 ug/ml P11.1,2345=1,000
12. Extract etanolic 106,9+4,1 12. Extract hidric 96,3+2.6
imuheptin 15,62 (105,9; 7,4) imuheptin 15,62 (96,7;4,7)

pg/ml

P12:12345=1,000

ng/ml

P12:145=1,000
P12_2=0,406; P12_3=0,228

Notii: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1=95%)
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Anexa 3. Influenta imupurinului asupra activitatii paraoxonazei (PON)/arilesterazei

Loturile Procentul de activare a | Loturile Procentul de activare a
experimentale PON/ experimentale PON/
arilesterazei,% arilesterazei, %
X+DS X+DS
(Mediana; AlQ) (Mediana; AlQ)
1. control (solutie 100,0+5,0 1. control (solutie 100,0+5,0
tampon fosfat) (100,7; 6,9) tampon fosfat) (100,7; 6,9)
2. acid ascorbic 113,43+3,3 2. acid ascorbic 113,4343,3
33,3 pg/ml (114,3; 6,0) 33,3 pg/ml (114,3; 6,0)
P»,=0,114 P,.4=1,000
115,5+3,4 3. trolox 115,543 4
3. trolox 33,3 pg/ml (116,2; 6,4) 33,3 pg/ml (116,2; 6,4)
P5.,=0,033 ’ P5,=0,396
93,4425 93,442 5
4. Diclofenac (93,8: 4,8) 4. Diclofenac (93,8: 4,8)
33,3 ug/ml P4.4=1,000 33,3 ug/ml P4.1=1,000
P,.,=0,015; P, 5=0,005
5. Diclofenac 103,4+3,8 5. Diclofenac 103,4+3,8
11,1 pg/ml (102,2; 6,8) 11,1 pg/ml (102,2; 6,8)
Ps.,=1,000 Ps.,=1,000
6. Extract etanolic 117,2+1,1 6. Extract hidric 148,5+4,1
imupurin (117,2; 2,2) imupurin (147,4,7,3)
1000 pg/ml P6.1=0,010; Ps2,3=1,000 1000 pg/ml P61=0,000; Pg.,3=1,000
Ps.4=0,002; P¢.5=0,791 P6.4=0,001; P¢.5s=0,081
7. Extract etanolic 111,7+1,8 7. Extract hidric 136,0+3,5
imupurin (111,4; 3,4) imupurin (135,4; 6,6)
500 pg/ml P74=0,241 500 pg/ml P7.4=0,003; P7.,3=1,000
P+.345=1,000; P7.,=0,031 P+.,=0,003; P7.5=0,260
8. Extract etanolic 109,6+1,3 8. Extract hidric 125,6+7,7
imupurin (109,2, 2,3) imupurin (125,5; 13,4)
250 pg/ml Pg1.235=1,000 250 pg/ml Ps1=0,017
P8—4:0|124 P8_2’3=1,000
Ps.4=0,012; Pg5=0,703
9. Extract etanolic 106,16+0,99 9. Extract hidric 116,7+3,2
imupurin (106,2; 1,9) imupurin (117,3;5,9)
125 pg/ml Po.1,235=1,000 125 pg/ml Pq.1=0,194
P,.,=0,888 Pg.2.35=1,000; P,.,=0,093
10. Extract etanolic 103,5+2.4 10. Extract hidric 112,8+3.4
imupurin 62,5 pg/ml (103,6, 4,4) imupurin 62,5 (112,9; 6,5)
P10-1,2,345=1,000 pg/ml P101,235=1,000
P1,.4=0,587
11. Extract etanolic 102,0+1,0 11. Extract hidric 109,0+4,3
imupurin (102,4; 1,7) imupurin 31,25 (107,8; 7,8)
31,25 ug/ml P11-1,245=1,000 ug/ml P111,2345=1,000
P11.5=0,703
12. Extract etanolic 96,8+3,4 12. Extract hidric 105,3+4.4
imupurin 15,62 (98,1; 5,8) imupurin 15,62 (104,5, 8,3)
},Lg/ml P12.145=1,000 ug/ml P12.1,235=1,000
P1,.,=0,056; P1,.,=0,019 P;,.4=0,587

Noti: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (11=95%)
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Anexa 4. Efectul imuheptinului asupra nivelurilor de citokine macrofage la stimularea cu

lipopolizaharide (LPS)

Parametrii TNF-alfa, IL-6, IL-10,
pg /mi pg /mi pg /ml
X+DS
1. Macrofage nestimulate, 36,7+0,6 35,23+0,25 8,67+3,75
control negativ
2. Macrofage stimulate de 1388,4+39,1 55,6+0,8 313,9+24 4
LPS,control pozitiv p 1-2=0,008 p 1-2=1,000 p 12=1,000
3. Macrofage stimulate cu 417,1+61,8 34,34+0,7 440,7+47,5
LPS + dexametazona 1 pg/ml p1-3=1,000 p1-3=1,000 p1-3=0,038
p ».3=0,045 p ».3=0,105 p »_3=1,000
4. Macrofage stimulate cu 661,4+75,8 34,5+0,5 626,2+15,8
LPS + imuheptin extract P 1.4=1,000 p 1.4=1,000 p 1.4=0,008
etanolic (dilutie 1:10) p 2-4=1,000 P 2.4=0,179 p 2-4=1,000
P3a =1,000 P3a =1,000 P3a =1,000
5. Macrofage stimulate cu 1021,4+115,7 35,5+0,2 334,5+23,9
LPS + imuheptin extract p 1.5=0,099 p1_5=1,000 p1.5=0,715
etanolic (dilutie 1: 100) p 2-5=1,000 p2-5=1,000 p2-5=1,000
P3s =0,423 p 3.5=1,000 p 3.5=1,000
6. Macrofage stimulate cu 865,0+4,2 35,3+0.4 281,63+4,85
LPS + imuheptin extract p 1.6=1,000 p 1-6=1,000 p 1-6=1,000
etanolic (dilutie 1: 200) p2-6=1,000 p2-6=1,000 p2-6=1,000
p 3-6=1,000 p 3.6=1,000 p 3.6=0,715
7. Macrofage stimulate cu 481,6+22.4 38,5+5,3 294,4+31,8
LPS + imuheptin extract p 1-7=1,000 p 1-7=1,000 p 1-7=1,000
hidric (dilutie 1:10) p,.7=0,135 p 2.7=1,000 p 2.7=1,000
p 3.7:1,000 p 3.7:1,000 p 3-7:1,000
8. Macrofage stimulate cu 991,5+38,7 34,5+0,4 301,8+20,5
LPS + extract hidric de p1.8=0,135 p1-3=1,000 p1-8=1,000
imuheptin (dilu‘gie 1: 100) P2-s =1,000 P2-s =0,207 P2-s =1,000
p 3.8=0,552 p 3.8=1,000 p 3-8=1,000
9. Macrofage stimulate cu 900,6+155,0 34,4+1,1 312,5£57.4
LPS + extract hidric de P 1.9=0,423 P 1-9=1,000 P 1-9=1,000
imuheptin (dilu‘gie 1: 200) P2-9 =1,000 P2-9 =0,275 P2-9 =1,000
p 3-9=1,000 p 3.9=1,000 p 3-9=1,000

Noti: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (11=95%)
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Anexa 5. Efectul imupurinului asupra nivelurilor citokinelor in macrofagele stimulate cu

lipopolizaharide (LPS)

Parametrii TNF-alfa, pg/ml | IL-6,pg/ml | IL-10, pg/ml
X+DS
1. Macrofage nestimulate , 36,7+0,6 35,240,2 8,7+3,7
control negativ
2. Macrofage stimulate de 1388,4+39,1 55,6+0,8 313,9+24.4
LPS,control pozitiv p 1-2=0,008 p 1-2=1,000 p 12=1,000
3. Macrofage stimulate cu 417,1+61,8 34,3+0,7 440,7+47.5
LPS + dexametazona 1 pg/ml p1-3=1,000 p1-3=1,000 p1-3=0,019
p ».3=0,038 p ».3=0,156 p »_3=1,000
4. Macrofage stimulate cu 1016,6+37,9 34,94+0,9 232,7+6,6
LPS + impurin extract p1-4=1,000 p1-4=1,000 p1-4=1,000
etanolic (dilutie 1:10) p2-4=1,000 p2.4=0,514 p2-4=1,000
p3-4=1,000 p3-4=1,000 p3-4=0,116
5. Macrofage stimulate cu 1204,9+48,9 34,3+0,6 311,0+£24,2
LPS + impurin extract p1-5=0,243 p1-5=1,000 p1-5=1,000
etanolic (dilutie 1: 100) p2-5=1,000 p2.5=0,134 p2-5=1,000
ps3.5=0,811 p3-5=1,000 p3-5=1,000
6. Macrofage stimulate cu 1151,4+96,9 33,5+0,4 358,1+£12,5
LPS + impurin extract p1-6=0,863 p1-6=1,000 p16=0,157
etanolic (dilutie 1: 200) p2-6=1,000 p2.6=0,013 p2-6=1,000
p3.6:1,000 p3-5:1,000 P3-6 =1,000
7. Macrofage stimulate cu 942,2+137,6 52,1+0,7 444.3+109,1
LPS + extract hidric de p 1-7=1,000 p 1-7=1,000 p 1-7=0,053
impurin (dilutie 1:10) p2.7=0,918 p2-7=1,000 p2-7=1,000
p3-7=1,000 p3.7=0,549 p3-7=1,000
8. Macrofage stimulate cu 1238,1+46,6 49,0+0,9 283,7+15,7
LPS + extract hidric de p1-5=0,135 p1-s=1,000 p1-s=1,000
impurin (dilutie 1: 100) p2-5=1,000 p2-5=1,000 p2-3=1,000
p3_3:0,484 p3_3:1,000 P3-s =0,811
9. Macrofage stimulate cu 1198,8+82,5 36,1+£2,1 333,7+35,4
LPS + extract hidric de P 1-9=0,322 P 1-9=1,000 P 1-9=1,000
impurin (dilutie 1: 200) p2-9=1,000 p2-9=1,000 p2-.9=1,000
p 3-.9=1,000 p 3.9=1,000 Ps3-9 =1,000

Noti: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (11=95%)
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Anexa 6. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra nivelului dialdehidei malonice
(DAM) in macrofagele peritoneale in inflamatia indusa prin LPS in vitro

Parametri DAM, DAM, Parametri DAM, uM/L | DAM, uM/L
uM/L uM/L
X£DS
Loturi testate - LPS +LPS Grupele testate - LPS +LPS
1. Control 11,8+1,0 17,0£1,7 | 1. Control 11,8+1,0 17,0+1,7
P Lps- P Lps-
1rs+=0,007 1ps+=0,008
2. Dexametazon 13,5+0,6 12,5+0,6 | 2. Dexametaz 13,5+0,6 12,5+0,7
al ug/ml P1.2:1,000 P1.2:0,970 onal ug/ml P1.2:1,000 P1.2:0,774
3. Dexametazon 12,3+0,7 12,8+0,7 | 3. Dexametaz 12,3+0,7 12,8+0,7
a 10 pg/ml P13=1,000 | P;.3=1,000 | ona 10 ug/ml P,.3=1,000 P,.3=1,000
4. Imuheptin 12,5+0,8 13,9+0,6 | 4. Imupurin 11,2+1,3 11,3+1,2
hidro- P14=1,000 | P;4=1,000 | hidro-alc 1:10 P1.4=1,000 P,.4=0,025
alcoolic 1:10 P,.4=1,000 | P,4=1,000 P,.4=1,000 P,.4=1,000
P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000
5. Imuheptin 11,3+0,4 11,2+1,1 | 5. Imupurin 11,1+0,5 13,8+0,3
hidro- P15=1,000 | P,5=0,017 | hidro-alc 1:100 | P;5=1,000 P,1.5=1,000
alcoolic P,5=1,000 | P,5=1,000 P,.5s=1,000 P,.5=1,000
1:100 P35=1,000 | P35=1,000 P3.5=1,000 P35=1,000
6. Imuheptin 12,0+1,7 10,3£1,2 | 6. Imupurin 12,8+0,5 13,4+1,1
hidro- P16=1,000 | P,6=0,002 | hidro-alc 1:200 | P;16=1,000 P16=1,000
alcoolic P,.6=1,000 P,6=1,000 P,6=1,000 P,.6=1,000
1:200 P35=1,000 | P36>0,05 P36=1,000 P3=1,000
7. Imuheptin 11,4+0,5 12,3+0,6 | 7. Imupurin 13,0+0,8 11,7+0,2
hidric 1:10 P.7=1,000 | P,.7=0,428 | hidric 1:10 P,.7=1,000 P,.7=0,027
P,.7=1,000 | P,7=1,000 P,.7=1,000 P,.7=1,000
P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000 P3.7:1,000
8. Imuheptin 12,4+0.4 13,2+0,3 | 8. Imupurin 11,9+1,0 12,9+0,8
hidric 1:100 P1=1,000 | P;.4=1,000 | hidric 1:100 P.1.5=1,000 P,1.5=1,000
P2_3:1,000 P2_3:1,000 P2_3:l,000 Pz_szl,OOO
P3.8:1,000 P3.8:1,000 P3.8:1,000 P3.8:1,000
9. Imuheptin 11,5+0,4 12,4+0,7 | 9. Imupurin 10,1+1,0 11,0£1,9
hidric 1:200 P19=1,000 | P;1.4=0,651 | hidric 1:200 P1.9=1,000 P1.9=0,029
P2_9:1,000 Pz_g:].,OOO P2_9:0,506 Pz_gzl,OOO
P3.9:1,000 P3.9:1,000 P3.9:1,000 Pg-g:1,000

Noti: p — semnificatia ajustati din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (11=95%)
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Anexa 7. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra nivelului ceruloplasminei (CP) in
macrofagele peritoneale in inflamatia indusa prin LPS in vitro

Parametri CP,mg/L | CP,mg/L | Parametri | CP,mg/L | CP, mg/L
X+£DS

Grupele testate - LPS +LPS" | Grupele testate - LPS| +LPS”
1. Control 87,0+12,5 155,5+21,3 | 1. Control 87,0+12,5 | 155,5+21,3

P Lps- P Lps-
1rs+=0,002 1rs+=0,033
2. Dexametazo 76,4+1,9 165,2+0,4 | 2. Dexametazona | 76,4+1,9 165,2+0,4
na 1 ug/ml P1,=1,000 P1,=1,000 1 pg/ml P1,=1,000 | P;,=1,000
3. Dexametazo 157,3+5,3 241,2+13,2 | 3. Dexametazona | 157,3+5,3 | 241,2+13,2
na 10 ug/ml P1-3:0,190 P1-3:0,790 10 ug/ml P1-3:1,OOO P1-3:1,000
4. Imuheptin 142,6+0,4 215,6+£22,2 | 4. Imupurin 171,9+16,2 | 233,3+2.3
hidro- P1.4=1,000 P14=1,000 hidro-alc 1:10 | P14=1,000 | P;4=1,000
alcoolic 1:10 P,.4=0,997 P,.4=1,000 P,4=0,142 | P,4=1,000
P3.4=1,000 P34=1,000 P34=1,000 | P34=1,000
5. Imuheptin 106,1+3,8 196,4+22.6 | 5. Imupurin 118,5+1,1 | 146,4+2,7
hidro- P,5=1,000 P15=1,000 hidro-alc P,5=0,094 P,5=1,000
alcoolic P,s=1,000 P,5=1,000 1:100 P,5=1,000 | P,5=1,000
1:100 P35=1,000 P35=1,000 P35=1,000 | P35=1,000
6. Imuheptin 120,0+7,9 165,2+12.4 | 6. Imupurin 101,6+2,3 77,9+1,9
hidro- P16=1,000 P16=1,000 hidro-alc P16=1,000 | P1=1,000
alcoolic P,6=1,000 P,6=1,000 1:200 P,6=1,000 | P,¢=1,000
1:200 P3-6:1,000 P3-6:1,000 P3-6:l,000 P3-6:0,052
7. Imuheptin 161,8+6,0 235,9+12,4 | 7. Imupurin 168,9+10,2 | 245,7+2.,6
hidric 1:10 P17=0,067 P17=1,000 hidric 1:10 P17=0,094 | P;7=1,000
P2.7:0,071 P2.7:1,000 P2.7:0,142 P2.7:1,000
P37=1,000 Ps7,=1,000 P37=1,000 | P37=1,000
8. Imuheptin 92,6+8,3 158,0+4,5 | 8. Imupurin 162,5+15,8 | 166,7+1,1
hidric 1:100 P1=1,000 P1.=1,000 hidric 1:100 P.1.8=0,334 | P15=1,000
P2.8:1,000 P2.8:1,000 P2.8:0,396 P2.8:1,000
P3_3:1,000 P3_3:1,000 P3_8:1,000 P3_8:1,000
9. Imuheptin 88,0+6,1 127,9+6,8 | 9. Imupurin 76,8+0,8 118,9+6,0
hidric 1:200 P19=1,000 P19=1,000 hidric 1:200 P19=1,000 | P;9=1,000
P2.9:1,000 P2.9:1,000 Pz-g:1,000 Pz-g:1,000
P3_9:1,000 P3_g:0,234 P3_9:1,000 P3_9:0,952

Noti: p — semnificatia ajustata din testul Kruskal-Wallis cu corectia Bonferroni (I1=95%)

161




Anexa 8. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra nivelului citokinelor in inflamatia

subacuta

Loturile de animale TNF-alfa, IL-6, pg/ml | IL-10, pg/ml | Ceruloplasmina
pg/ml mg/L
X£DS
1. Lotul martor, solutie 48,7+10,8 33,6+0,6 32,3t13,4 470,41+87,0
fiziologica (46,7; 17,7) (33,7;0,95) | (29,5;19,7) (478,2; 145,9)
2. Lotul control cu inflamatie 72,7+£20,2 37,6+1,7 15,3£2,4 390,7+78,9
(74,9; 42,1) (37,8; 0,05) (14,7, 2,4) (419,9; 76,1)
P1.2:0,011 P1.2:0,000 P1.2:0,000 P1.2:0,398
3. Dexametazona 2,5 mg/kg 43,3+6,5 34,2+1,4 21,2+5,6 323,7+42,5
(44,2; 11,1) (33,5; 2,0) (19,8; 11,7) (322,8; 65,2)
P1.3:l,000 P1.3:1,000 P1.3:0,045 P1.2:0,001
P2.3:0,001 P2.3<0,000 P2.3:1,000 P2.3:O,746
4. Imuheptin 500 mg/kg 46,1+10,9 35,1+1,5 23,3+6,6 539,7+68.,5
(45,2; 16,5) (35,0; 2,2) (23,5; 7,4) (548,6; 134,7)
P1.4:l,000 P1.4:O,449 P1.4:O,266 P1.4:O,610
P2.4:0,005 P2.4:0,012 P2.4:O,647 P2.4:0,005
P3.4:l,000 P3.4:1,000 P3.4:1,000 P3.4:0,000
5. Imupurin 500 mg/kg 46,2+12,9 34,1+1,04 27,4442 501,5+66.4
(42,5; 13,9) (33,6; 2,1) (26,4; 6,1) (520,7; 29,7)
P1,3.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000 P1.5:1,000
P2.5:0,003 P2.5:0,000 P2.5:0,045 P2.5:0,045
P,.5=1,000 P,.5=0,904 P,.5<0,000

Noti: p — semnificatia testului ANOVA cu corectia Bonferroni (11=95%)
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Anexa 9. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra profilului citokinic si stresului

oxidativ in macrofagele stimulate prin lipopolizahatide

Loturi TN [ IL- [ IL- [ DA CP [Cat | SOD [ GR | GPO | GST | AG | PP
F-a 6 10 M E OA

Macrofage > | =2 | =2 =2 2| = = = = = = | =

nestimulate

Macrofage L O O B B 1) ) ) 7 Z |1

stimulate prin LPS

Macrofage LPS + U V| 2| ¢ | 2| v 74 2 74 74 v | ¢
dexametazona 1

ug/ml

Macrofage LPS + U /) () Z | 7 | 7 74 7 L} 2 v | ¢
imuheptin extract
etanolic (1:10)

Macrofage LPS + 1} b | 2140 | 2| 2 74 2 2 74 v | ¢
imuheptin extract
etanolic (1: 100)

Macrofage LPS + 014 |le | V]| 2|2 4 2 2 74 U | v
imuheptin extract
etanolic (1: 200)

Macrofage LPS + [} (] = | ¢ 72| = = 7 7 2 74 174
imuheptin extract
hidric (1:10)

Macrofage LPS + [} U 4 v | = | ¢ 74 7 7 2 174 74
extract hidric de
imuheptin (1: 100)

Macrofage LPS + U V| => v | v | v 74 L} 2 2 v | ¢
extract hidric de

imuheptin (1: 200)

MacrofageLPS+ | U | U | ¢ |V | = | ¢ | ¢ | 72| 7 7?2 | ¢ | =
impurin extract
etanolic ( 1:10)

Macrofage LPS + (] [} ¢ | ¢ | ¢ | ¢ 74 ) 2 2 v | =
impurin extract
etanolic (1: 100)

Macrofage LPS + s UM | v | v | v 4 (i 4 2 U | v
impurin extract
etanolic (1: 200)

Macrofage LPS + [} 4 i) [} 72| = 74 () 2 2 v | 2
extract hidric de
impurin (1:10)

Macrofage LPS + v | U ¢ | ¢ | 7| ¢ 74 2 = = v | 2
extract hidric de

impurin (1: 100)

Macrofage LPS + v | U | 2 U Z | 7 74 27 74 74 v | ¢
extract hidric de
impurin (1: 200)

Nota: Tsau/: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu macrofagele nestimulate prin LPS;
! sau l: micgorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu macrofagele nestimulate prin LPS;

ff sau 2: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu macrofagele stimulate prin LPS;

U sau ¢: micsorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu macrofagele stimulate prin LPS;

=: nu se modificd in comparatie cu macrofagele stimulate prin LPS;
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Anexa 10.
Anexa 10.1. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra profilului citokinic si stresului
oxidativ in inflamatia subacuta (discuri de fetru)

Loturi TNF- | IL- | IL- | DAM | CP | Cat | SO | GR | GP | GST | AGE | PPOA
a 6 | 10 D 0

Lotul martor (intact) = = | = = Y E N E N ENEEEE = =

Lotul control T 7 l 7 l V4 V4 7 /Z | - 7 7

(inflamatie, 2 discuri

de fetru)

Dexametazond 2,5 4 ¢ | 2 2 V| 2|\ 2|2 | 2|0 74 2

mg/kg

Imuheptin 500 74 U L} 74 ) 2 |\ ¢ | 2 L} 7 = 7

mg/kg

Imupurin 500 mg/kg, | ¢ U 0 = (0 (0 74 () () 74 74 7

Nota:

Tsau/: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu lotul martor;
! sau !: micsorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu lotul martor;
7t sau 7: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu lotul martor;
U sau ¢: micsorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu lotul martor;
=: nu se modifica in comparatie cu lotul control;

Anexa 10.2. Influenta imuheptinului si imupurinului asupra profilului citokinic si stresului
oxidativ in inflamatia subacuta (disc cu adjuvant Freund)

TNF- | IL-6 | IL-18 | IL-10 | DAM | MRO | PAB | AAT | SOD
a

Lotul martor (intact) = = = = = = = = =
Lotul control 7 V4 T l 7 7 7 7 V4
(inflamatie, disc
fetru impregnat cu
adjuvant Freund)
Dexametazona 2,5 74 4 4 74 74 74 U = Y
mg/kg
Imuheptin 500 4 74 74 74 74 74 74 74 Ve
mg/kg
Imupurin 500 mg/kg 2 U % i 74 = 74 2 %
Nota:

Tsau/: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu lotul martor;
! sau !: micsorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu lotul martor;
7 sau Z: majorarea sau tendinta de majorare in comparatie cu lotul martor;
U sau ¢: micsorare sau tendinta de micsorare in comparatie cu lotul martor;
=: nu se modifica in comparatie cu lotul control,
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Anexa 11. Inovatii

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

= | CERTIFICAT o INOVATOR

 Nr 6064
DETERMINAREAAC I T ATH

PARAOXONAZEI/ARILESTERAZEI CA
METODA DE SCREENING A
PROPRIETATILOR ANTIINFLAMATOARE A

, PREPARATELOR BIOACTIVE

Inovatia a fost inregistrata pe data de

la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

N
/i

SRV y

AXILIX]

LANENN
VAAAARKEERN
IS
} .:‘.“"’:«. ‘:: ‘:,”,
A2

DppypsTEEvs,

Y XXy

REEEED,
L

e,

S,
BN
o " Q0 T4 T4 0N
X
(LAY

%ﬁ§§é§.'%".t. KR

ree SRRy SV ey

00
Kl

ISy g A,
J .w
WA
Vi

92
a5,

Se recunoaste calitatea de autor(i)
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ACINSCHI Nicolae, PANTEA Valeriana,
ATCOV Carolina
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Anexa 12. Acte de implementare

INSTITUTIA PUBLICA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $| FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU DIN REPUBLICA MOLDOVA

Institutul National de Cercetare in Medicind si Sanatate Pag.7/7

2023

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico—didactic) 5

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,DETERMINAREA ACTIVITATI
PARAOXONAZEI/ARILESTERAZEI CA METODA DE SCREENING A
PROPRIETATILOR ANTIINFLAMATOARE A PREPARATELOR BIOACTIVE”

2. Autori: GUTU Ina, catedra de farmacologie si farmacologie clinicd, asist. univ.,
ANDRONACHE Lilia dr.st.med., cercet. st. superior, BACINSCHI Nicolae, catedra de
farmacologie si farmacologie clinica, dr. hab. st. med., profuniv., PANTEA Valeriana,
doctorand, cercet st. CATCOYV Carolina, catedra de farmacologie si farmacologie clinica, asist.
univ., doctorand an.V.

3. Numairul inovatiei: Nr.6064 din 29 Mai 2023

4. Unde si cind a fost implementata: [P USMF “Nicolae Testemitanu”, Laboratorul de
Biochimie si 7, catedra de farmacologie si farmacologie clinica.

5. Eficacitatea implementirii: Identificarea precoce a unor efecte farmacologice ce ar
permite planificarea argumentata a studiilor in vivo ulterioare, respectand conditiile eticii
stiintifice si conform “conceptului celor trei R” (introdus in 1959 de Russel si Burch).

6. Rezultatul implementirii: Imuheptinul si imupurinul au demonstrat o capacitate de
activare a PON/arilesterazei, ceea ce sugereazd potential antiinflamator, atenuarea secretiei
endoteliale a proteinei chemoatractante-1 (MCP-1), inhibarea moleculei de adeziune
intracelulara-1 (ICAM-1), hidroliza factorului de activare a trombocitelor (PAF), inhibarea
secretiei de citokine proinflamatorii (TNF-alfa, IL-6) in macrofagele stimulate.

Sef Departament Cercetare, #

Prezenta inovatie este implementatd conform c%erii in cerere
conf. univ., dr. hab. st. med. / 7 Elena RAEVSCHI

./// /
Departamentul didactic % W '
conf. univ., dr. st. med. [7/ £ Silvia STRATULAT
Sef laborator de biochimie
dr.hab.st. med., prof. univ. #; .%044/”7 «<— Valentin GUDUMAC

Kl s
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia In vigoare.
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