VIATA MEDICALA Vol. XXXVI, nr. 6, anul 1989 277

CERCETARI EXPERIMENTALE

Actiunea antiinflamatorie a unor hidrolizate de proteine

M R SIMIONOVICI. NICULINA BOESTEANU. CARMEN GIIEORGHE. FLORICA DAN, A. MARILENA

THEODORESCU, C. NICULESCU (Institutul deCercetari Chimice-Farmaceutice, Bucuresti.), A. G. SAVULESCU
(Spitalul Balotesti, S. A. lIfov.).

Tncur ajati derezultatele clinice favorabile obtinute cu polipeptidein unele forme de afectiuni reumatismale, am
experimentat efectul antiinflamator al unor hidrolizate proteice” (PL) prin doua teste far macodinamice, inflamatia
cu caragenina s inflamatia cu adjuvanl Freund la sobolanul alb Wistar s lacobai. S-au folosit PL obtinutedin ser de

cal (PL|. Indi -tutul Cantacuzino Bucuresti), din cazeina pura (PLa, cazeina pura Fluka dupa Hammer stein, fara

vitamine) s unul obtinut din cazeinatehnica pentru uzindustrial (Intreprinder ea Biofarm Bucuresti, PLc).

MATERIAL S| METODA

Hidrolizateleﬂroteiceau fost preparte prin hidroliza acida intr-un timp optim, pentru a obtine un produs cu
constantefizico-chimice stabilite, cu proprietati antiinflamatorii, neantigenic s lipsit de substante pirogene. Solutiile
obtinuteau fost filtrates aduselaun pH 6 — 7 prin adaugarede NaOH 1 N, apoi au fost sterilizates infiolate. Aceste
solutii injectabile nu contin proteine (reactivi, triclor acetic, actd sulfosalicilic, acid percloric), dar contin polipeptide
demicagreutate moleculara (reactiv fosfotungstic in rnediu acid, continutul Tn azot aminic prin metodele M oor esi
Stein, continutul Tn azot total prin metoda biuretului, greutatea moleculara prin filtrarea comparata a unor peptide
cunoscute pe Sefadex G 75).

Inflamatia cu cargenina s-arealizat pe sobolani (Wistar, mascul, in greutate de 200 g_-+10g, loturi de 10 animale)
prin administrarea intra-plantara a unui volum de 0,1 ml dintr -o solutie de caragenina 1%. Hidrolizatele s-au admi-
nistrat in voulm de 5 ml/kg corp, intraperitoneal, cu 30 minute ihaintea agentului flogistic. S-au efectuat determinari

pletismografice alelabelor posterioareinitial sila2, 4, 24 oredela provocar eainflamatiei. Dozelede PL adrninistrate
sint exprimatein mg. substanta continutein solutiilede PL peml (inaintede neutralizar €). Acestea este de fapt
substanta efeciva. Rezultatele sint exprimate in procente de reducer e ainflamatiei dupa formulalui Newbold caretine
seamadevaloareainitialaaanimalelor martore.

Inflamatia cu adjuvant Freund afost realizata la sobolan Wistar, mascul, saseaninialepeun lot, lacares-a
administrat Bacto-adjuvani com-plet Diefco (Mycobacterium bntiricum inactivat pusin suspensie in adjuvant Freund)
intrader mic, labaza cozii, in volum de 0,1 ml in doua etape; initial s lajumatatea experimentului careadurat 56 zile.

PL afost adiumistrat intraperitoneal in volum de 5 mi/kg ccrp (1 mg polipeptide/kg corp) zilnic timp de 43 dezile
(exceptind duminicile). S-a urmarlt evolutia curbel ponderale, volumul label posterioare drepte prin determinari
pletismometrie, modificari anato-mopatolgicel a30 zile si [a 56 ziledela provocar eainflamatiei.

Miozita experimentala cu adjuvant Freund complet s-a executat pe cobai masculi in greutate de 350 g. +50 g, care au
primit intramuscular adjuvant 0,5 ml in doua etape (in primazisi in a7-azi), experientatinind 14 zile. Lalotul 1 PL
afost administrat zilnic subcutan, in doza de 15 mg/kg corp timp de 14 zile. Lotul 111 nu a primit nici adjuvant nici PL
dar s-aadminstrat zilnic ser fiziologic 2 ml subcutan. Fiecaregrup afost reprezentat de5 animale. La sfirsitul
experimentarii s-au facut examene anatomopatol ogice.

Din tabelul 1 sepoate constata catoate ccletrei hidrolizate au actiune antiinflamatoriein diferite grade. Solutia
fiziologicanu estein stare saimpiediceinflamatia cu car agenina. Dozele eficiente, exprimate in substanta activa. sint
foartereduseiar efectelesementin si la24 deoredeladeclansar eainflamatiei. Rezultatele prezentateintabelul |1 sint
referitoarelaactiunea PL, cu diver se doze administrate. Se poate vedea de pendenta efectului antimflamalor de doza s
permit calcularea unei DE50 (doza eficienta) de1,8 mgla2 oresi de2,5mgla24 ore.

Determinari aletoxicitath acute pe soar‘icelaadministraroaintraperitonealaau aratat un
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Tabelul 1
Actiunea antiinflamatorie a PL. Efecte procentuale de reducerc a
inflamatiei
Doza; mglkg 2 ore 4 ore 24 ore
PL ¢ 8 12 43
PLa I 36 50 34
PLc 1 19 24 4
Serfiz.5m 0 0 0
Tabeltil 11
Aetlunea anliiidainnlorie a PLg. Efecte procentiiale de reghe a
inflaniiitici .
DOI& mglkg 2 ore 24 ore
0,1 27 22
1,0 36 34
3,5 71 55
35,5 92 13
Lo Fabare dopumy @ vinainG S Ay TR N

L

N

i

RTCHAR S

Aalerrag jemin .
ol TR O S ST R s A

AL caw a primy’ acfere’
iy

Nr. 6, anul 1989
Tabelul lllEvolutia curbei pnnderale (medli pe 10 animale)

Zile de experimentare

Ini- (8 15 20 |27 |56 Cresteri
tial %

Martori 152 |160 165 168 |170 |180 |+18
Adj. Freunc |159 |148 155 156 (159 |177 |+11
Adj. + Trat. 150 |142 146 160 |156 (185 (+23

DL50 (doza letala) de 576 mg/kg (intre 384 769)
pentru PL. De aici se poate calcuJa un indice terapeutic
(DL50/DE50) extrem de favorabil (360).

Se poate constata ca PL3, provenit dinttaseina
tehnica pentru uz industrial, are o aate mult redusa.
Aceasta ridca problema unor aspecte legate de alegerea
substantei de hidrolizat.

Fig. 1. — Artrita experimcntala la sobolani. Modificari
anatomopatologice dupa 56 de zile de la inocularea cu
adjuvant Freund si protectia oferita de amaent cu PL.
Medii pe 6 animale. Notatie conventionala intre 0,3 si
0,7, la ficat, plamini glande suprarenale :
A-ficat, Bsplina, Crinichi, D-glande suprarenalds-
Idba anterioara, Haba pogterioara, Glamin.
1. Infiltrat limfomonocitar.
2. Hiperplazé limforeticulara.
3. Distrofie granulara.
4. Necroza fibrinoida.
5. Megakariocite.
6. lliperplazie limforeticulara.
7. Hiperemie, edem.
8. Edem glomerular.
9. Distrofie glomerulara.,
10. Tromboza glomerulara.
11. Hiperemie, edem al medularei.
12. Hiperene, edem al corlicalei.
13. Edem, infiltrat hematic.
14. Infiltrat limfomonocitar.
15. Necroza fibrinoidanuschi striat.
16. Edem, infiltrat hematic.
17. Infiltrat limfomonocitar.
18. Necroza fibrinoida.
19. Edem articular si al capsulei articulare.
20. Infltrat hematic.
21. Infiltrat limfomonocitar.
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Tabel V Tabelul VI

Evolutiavolnnulul labci posterioare drepte (mm? medie pe 10 animale) Miozlta experlmentala pe cobai. Modificarile anatomopatologice la 14

Zlle de la prinia adniinistrare de adjuvant Freund s protec’ja oferilade

Zile de experimentare tratamentul cu PL. Medii pe 5 animle. Notatie conveutionala.
Inifial |[S |10 (15 |20 (30 |56, |Cresteri
%
Martori 38 38 |38 (38 |39 (39 |40 [+5 o
Modificarea AF [AF+ |Alar- |Organul
Adj. Freunc |35 40 |40 |40 |40 [41 |43 [+23 i i
Ad). + Trat. 39 38 |38 |38 [39]42 42 |+7 anatomopal ologic& PL tori cercetat
Hiperemie, edem 1 05 0 Ficat
Tabelul vV Edem al hepatocitelor 15 07 0
Artrita experimenlala lasobolani. M odificari anatomopatologice  Intumescentaclara a
dupa 56 zile de la primainoculaire cu adjuvant Freund sl protectaoferita  zonei centrolobulare 05 0
detratamentiil cu PL . Notatie couventionala Mediepe 6 animale " peremie glomerulara 2 05 05 Rinichi
ir : ; Intuinescentatulbure a
Modi[icareaanatomopatologica |Adj.| A,F+ | Mar | Organul epiteliului tubilor renal 05
Fre.|PL, |- cercetat Ilipereniie 05 Splina
Hiperemie, edem, Infiltrat 1 1 0 |Fica Infiltrat Imfocitar.sub-
limfoinonocitar, Hiperplazie 6, mucos 05 0
liniforeticulara Digtrofie granulara| 2 | O 5 Bronsitahemoragica 0,7 0 Plamnan »
Necroza fibrinoida 21 1 0, Hperemle medulara 1 0,5 0 Glandele
7
1 Edem cortlcal 0,5 0 suprarenale
. - g 0, - Acantoza 05 0 Labe
Megakariocite, Hlperplazie 2111 |00 |[Splina . . )
limforeticulara Egﬁ:iril:ermlc si hipo- 2 1 0 anterioara
Infiltrat linifoc.itar 2 05 0
— Neerozafibirinoida—
Hiperemie, edem. 2 1 |00 [Rinichi “fibraatrlala 1 0 0
. . . Edern fibrinold inter-
Glomerulonefrita, Distrofie 07 0300 fascicular — fibrastr.i -
glomerulara 111 05 ata 05
.Trombozaa.glomerulara 0 Edem interfascicular 1 Muschi pec-
Infiltrat hematic. Infiltral 2 (03 |05 [Pamin toral
limfoinonocitar 13 o6 |03 Edcni interfascicular 2 1 0 Muselii ab-
dominal
HIperemie, edem medular 1 |05 |03 [Glande Acantoza 2 05 0 Laba
Hiperemie, edem cortica 15 (02 |0 suprarenae Edem dermic si hipo- posterioara
derniic 15 0,5 0
Infiltrat limfomonoci-
- tar 2 0,7 0
Inflamatie cronlca 1 |1 0 [Coada Necroza fibrinoida —
- - flbrastriata 2 1 0
Bdem, Infiltrat hematic Inflitrat |11 |0,21 (00 |Labaanterloara Distrofic mucofibrino-
limfomonocl' tar 1 |02 |o ida—fibrastrida 2 1 0
L Edein limfotrombocitar
Necroxa fibrinoida—tebra 2 05 0
striata lidem al cartilajulul ar-
tlcular 2 0,5 0
Edem al capsulel articu -
Edem, infiltrat hematic hifiltrat 1,| 05| O [Laba lare 2 02 0
IImfomonoci-tar Necroza 5| 15 posterloara Limfadenitasinusala 2 0,2 0 Gangllin
fibrinoida— fibra striata Edem 21 05| O inghinal
articular s a capsuld articulare 2| 02| 0
1 Zile, apare un efect de protectie. Acelasi efect
0 de protectie se constata si fata de inflamatia articulatiei |abei
posterioare.

Rezultatele prezentate pe inflamatia cronica cu adjuvant

Modificarile anatomopatologice determinate de adjuvantul

Freund la sobolani si lacobai sint aratate in graficele din fig. 1 si
2. Cravitatea leziunilor este exprimata printr-o notatie
conventionala de la O la 2. Protectia oferita de tratament este
reprezentata de valori medii.

Freund la sobolan sint prezentate in tabelele Il si V. Din
evolutia curbel ponderale se constata ca, dupa un tratament de

43
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Flg. 2.—Miozita experimentala pe cobai. Modificari anatomopatologice la 14 zile de la administrarea de adjuvant
Freund s protectia oferitade tratamentul cu PL;, Medii pe 5 animalc. Notatiaconventionalaintre Oi;;i 2. Animalele
martore au avut leziuni minime (0,5) de hiperemie glomerulard. Ficat, rinichi, splina, plamini, glande suprarendle,

muschi, ganglioni, Iabamtenoa'a, laba postenoara,
1. .Hipercmie, edem. .
2. Edem a hepatocitelor.
3. Intumescenta tulbure azonei centrolobulare.

4. Intumoscentatulburea epitéiului si atubilor renali.

5. Hiperemie glomerulara.

6. Hipercmie.

7. Infiltrat limfocitar submucos.

8. Hiperemie medulara

9. Edem cortical.

10. Edem interfascirular -dreptii abdominali.

11. Edem interfascicul ar-pectorali.

12. Adenitasinusaa

13. Acantoza.

14. Edem dermic s hipodermic.

15. Infiltrat limfomonocitar.

16. Nccroza fibrinoidafibra striaté.

17. Edem interfascicular fibrinoid-fibra striata.

18. Acantoza. Edein dermic sihipoder mic.

19. Edem dermic 9 hipodermic.

20. Infiltr;it limfomonoritar.

21. Necroza librinoider!'ibra .stridta.

22. Digtrofie mucofibrinoida-fibra striata.

23. Edem interfascicular fibrinoid.

24. Edem-cartilgj articular.

25. Edem-capsula articulara.

26. Bronsitahemoragica
Se poate constata cd administrarea de adjuvant Freund
determin& leziuni importnnte la nivelul ficatului, splinei, rinichilor,
plaminuk'i, musculaturii s articulatiilor, caracterizte prin
infiltrat limfomonocitar, distrofie, necroze. Aceste fenomene
sint mult atenuate la animalele care au primit concomitent
tratament.

CONCLUZII

1. A putut fi confirmata ipoteza emisa initial, ca o
anumita categorie de polipeptide de mica greutate
moleculara poseda proprietati antiinflamatorii  pe
modelele experimnetale ale inflamatiei cu caragenina la
sobolani si cu adjuvant Freund la sobolani si la cobai. 2.
Actiunea este prezentata la o doza foarte mica, ceea ce
sugereaza o interventie lanivel celular prin

corectarea dereglarilor chimice. Se poate lua Tn discutie o
posibila actiune Tn stimularea reumplerii macrofagelor prezente
in tesuturile inflamate cu macrocortin (proteina inhibitorie

lipomodulin) si inhibitia consecutiva a fosfolipazei A. Astfel se
va reduce hipereicosanoidia citolitica din musculatura,
articulatii si din diverse organe, dupa cum s-avazut pe prepara-
tele histologice. 3. Greutatea moleculara mica polipeptidelor si
rezistenta lor la sterilizarea prin caldura asigura administrarea
parenterala a produsului care este lipsit de antigenicitate si de
substante pirogene. 4. Credem ca rezultatele obtinute justifica
interesul  pentru aceast[ noua cale terapeuticA ce poate fi

folositd in afectiunile inflamatorii, Tn special Tn afectiunile
cronice inflamatorii reumatisi-nale.
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