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REZUMAT ABSTRACT
S-a cercetat experimental actiunea antiinflamatorie, Pharmacodynamically active proline

din cadrul unui studiu farmacodinamic specific, a opt
substante derivati de prolina.

Actiunea antiinflamatorie a fost cercetata pe patru
modele experimentale, doua de inflamatie acuta - edemul
labei de sobolan indus prin carragenina si eritemul pielii
de cobai indus prin raze ultraviolete (modele care
evidentiazd faza congestiv - exudativa a inflamatiei),
unul in care predomind componenta proliferativa a
inflamatiei - granulomul prin implantarea subcutanata de
pelete de vata, la sobolan si unul de inflamatie cronica
- artrita indusa prin adjuvant Freund, la gobolan.

Doua substante, N-acetil-L-hidroxiprolina (NAHPr) si
N-acetil-L-hidroxiprolinatul de zinc (NAHPrZn) s-au
dovedit active semnificativ ca substante antiinflamatoare.

Cuvinte cheie: derivati de prolina, cercetarea actiunii
antiinflamatorii, colagen, dozarea hidroxiprolinei.

derivatives

We have studied experimentaliy the antiinflamatory action
of eight substances derivatives of proline, within a study of
specific pharmacodynamics.

The antiinflamatory action has been studied on four
experimental models, two of acute inflamation -
carragenine induced edem of the rat foot and ultraviolet
ray induced eritem of the rat skin (models that show the
exudative-congestive phase of the inflamation), one in
which the proliferative phase of inflamation is dominant
- induced granulom through subcutaneous implant of
cotton pieces to the rat and one of cronic inflamation -
rat artritis induced through Freund adjuvant

Two compounds, N-acetyl-L-hydroxiproline (NAHPr) and
N-acetyl-L-hydroxiprolinate of Zn (NAHPrZn) have proved to
be significantly active as antiinflamatory substances.

Keywords: proline derivatives, study of antiinflamatory
action, collagen, hydroxiproline dosing.

Aspecte generale

O preocupare de bazd a cercetitorilor din domeniul
medicamentului nou (chimisti, farmacisti, medici) a fost,
este si va fi de a obtine medicamente mai active cu efecte
tintite si cu reactii adverse minime.

Molecula naturald activd farmacodinamic de origine
animali si mai ales vegetald, reprezintd un model inepuizabil
pentru sinteza de noi substante.

Cu toatd cresterea exploziva a noilor compusi biologic
activi, sansa lor de a deveni medicamente scade datoritd
exigentelor crescute din ultimele decenii, a farmacologiei
preclinice si clinice.

Noii reprezentanti sunt ,cernuti” prin ,site” din ce in ce
mai dese, pentru a putea selecta intradevir compusi mai
activi si pentru a putea depista din timp reactiile adverse
periculoase, mai ales cele de naturad teratogena, mutagena,
cancerigend pe langid cele alergice, idiosincrazice, etc.

Procesele inflamatorii sunt caracteristice afectiunilor de
naturd microbiologicd, imunologicid si celor cauzate de
diferite agresiuni de naturd fizici sau chimicd; numeroase
afectiuni medicale sunt, de asemenea, insotite de procese
inflamatorii.

Inflamatia afecteazi in mod specific §i principala componenta
fibrilard a tesutului conjunctiv - colagenul. Pe tot parcusul
unui proces inflamator este modificat metabolismul normal al
colagenului, la inceput in fazele congestiv - exudative este
stimulati degradarea, iar in faza proliferativi este acceleratd
biosinteza, care poate deveni excesiva.

Un indicator fidel al modificirii ,turnover” -ului normal
al colagenului este aminoacidul specific acestei proteine -
hidroxiprolina. Determinarea cantitativd a hidroxiprolinuriei
cét si a hidroxiprolinei tisulare permite evaluarea precisi a
metabolismului colagenului, implicit a evolutiei unui proces
inflamator.

In ultimii ani, literatura de specialitate a semnalat
sintetizarea unor derivati de prolind (si lisind) capabili de
a inhiba biosinteza colagenului.

In unele situatii patologice, cum ar fi procesul inflamator,
se formeaza cantitifi mari de colagen, turnover-ul siu fiind
mult accelerat.

De asemenea, in urma unor traumatisme sau a unor
interventii chirurgicale, se formeazi un tesut cicatricial de
dimensiuni excesive, care poate diminua capacitatea
functionald a unei parti corporale; acest tesut cheloid poate
pune, in unele cazuri, serioase probleme de ordin psihologic.

Din alt punct de vedere, existd o relatie directd intre
anumite modificiri organice ale vaselor sangvine, cum ar
fi in aterosclerozi si depunerile excesive de colagen la
nivelul peretilor vasculari.

In situatiile amintite ar fi utila posibilitatea modelarii si
limitdrii producerii si eliberarii de colagen din celulele
biosintetizatoare, intr-o anumitd parte a corpului, pe o
perioadid limitatd de timp.

Hidroxiprolina, alituri de hidroxilisind, este un constituent
cu importanti particulari in ceea ce priveste stabilitatea
structurali a macromoleculei de colagen; ea se formeaza
prin hidroxilarea anumitor resturi de prolind incorporati in
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lantul polipeptidic al tropocolagenului in formare.

Un colagen sirac in hidroxiprolind (si hidroxilisini) se
caracterizeazi printr-o stabilitate structurald redusd, putind
fi usor hidrolizat chiar de colagenaze (proteaze) nespecifice.

S-a pus problema sintetizirii si utilizarii unor analogi ai
prolinei si lizinei, capabili de a intra in celulele
biosintetizatoare de colagen si si determine formarea unui
“quasi colagen”.

Termenul de “quasi colagen” se referd la o structurid
nroteicd de tip colagenic, care contine incorporati analogi
de prolind (sau de lisind); acest fals colagen se pare ci
limiteazd sinteza si secretia de colagen normal, la nivelul
celulelor biosintetizatoare.

Au fost sintetizati analogi de prolina, care pot fi incadrati
in doud tipuri de structuri generale (figura nr.1 si figura
nr.2).

I
N COOH

H

Figura. nr.1 Structuri de omologi de prolind,
de tipul I

if i i
N ~OOH N OOH L N CGOOH
A S

Figura nr. 2. Structuri de analogi de prolind
de tipul I, in care X = N, S sau O

Pornind de la aceste date, ne-am propus sintetizarea unor
compusi cu structuri de tipul I care in plus si posede un
substituent la atomul de azot al ciclului pirolidinic si /sau
modificatd gruparea carboxil, sub forma de ester sau amida.

Formula generald a compusilor sintetizati este data in
figura nr.3:

Figura nr. 3 Formula generald §i structurile
compusilor sintetizati, in care :

Codul substantelor sintetizate:

1. N-acetil-I-hidroxiprolina = NAHPr

2. N-acetil-L-prolina = NAPr

3. N,O-diacetil-L-hidroxiprolina = NODiAHPr
4. O-acetil-L-hidroxiprolina = OAHPr

5. Lhidroxiprolinatul de etil = HPrEt

6. L-hidroxiprolinamida = HPrAM

7. N-acetil-L-hidroxiprolinamida = NAHPrAM
8. N-acetil-L-hdroxiprolinatul de zinc = NAHPrZn

Cele 8 substante sintetizate, derivati de prolind, au fost
supuse unui studiu farmacologic general si specific
preliminar, pentru a identifica eventualele substante active.

In etapa a doua, substantele selectionate au fost supuse
unui screening aminuntit, pe modele experimentale
specifice, in comparatie cu loturi martor netratate si loturi
martor tratate cu substante de referin{a.

in aceastd lucrare redim principalele aspecte ale
cercetirii actiunii antiinflamatorii din cadrul studiului
farmacodinamic specific.

Cercetarea actiunii antiinflamatoare a substantelor
chimice la care se presupune existenta acestei actiuni si
evaluarea potentei lor se face pe modele experimentale ,,in
vitro” si ,in vivo”.

Modelele ,in vitro” se bazeazd pe interactiunea
nespecifici dintre antiinflamatoarele nesteroidice (AINS)
acide si anumite proteine neenzimatice (plasmatice,
membranare) sau enzimatice (ciclooxigenaze, sistemul
peroxidaze-hidroperoxid). Desi numeroase, aceste modele
nu sunt satisficitoare, in multe cazuri obtinindu-se rezultate
fals - pozitive.

Modelele ,in vive” au dejavantajul unui consum mare
de substante, animale de laborator, timp si uneori necesita
aparaturi sofisticati. Conditiile si rezultatele sunt, insi, mult
mai apropiate de cele clinice, cu toate cd existd multe
diferente anatomice, fiziologice si imunologice intre om si
animalele de experient.

Fiecare dintre cele patru semne cardinale ale inflamatiei
(rubor, calor, tumor, dolor) mentionate de Celsus, sunt
utilizate de farmacologi pentru imaginarea §i realizarea
modelelor experimentale necesare investigarii actiunilor:
analgetica, antipireticd, antiinflamatorie.

Pentru cercetarea actiunii antiinflamatoare, in mod obisnuit,
cercetarea incepe cu edemul labei posterioare de sobolan,
indus prin carragenini, urmati (pentru confirmare) de un
model secundar cum ar fi eritemul pielii de cobai, indus prin
raze ultraviolete. Evaluarea ulterioard se face pe un model
proliferativ, cum este testul granulomului indus prin pelete de
vatd §i apoi pe un model cronic - artrita prin adjuvant.

A. Edemul labei posterioare de
sobolan indus prin carragenina.

Injectarea i.m. in regiunea plantard a labei posterioare
de sobolan, de carragenind sau nistatind, drojdie de bere,
dextran, bentonitd, acid acetic, serotonind, histamina,
bradikinin, cristale de urat de sodiu sau chiar api fierbinte,
determind aparifia unui edem local.

Edemul si permeabilitatea vasculard crescutd sunt
caracteristice inflamatiei acute; substantele active in modele
de edem pot fi eficace in criza acuti de guti, dar au eficacitate
redusd intr-un sindrom cronic cum este artrita reumatoida.

Material si metoda. S-alucrat pe sobolani albi (Wistar)
in greutate de 130 + 5g impartiti in loturi omogene ca sex;
animalele au fost tinute la post peste noapte. Am utilizat
metoda modificatd a lui Winter si colab. (1962). Substantele
de cercetat si acidul acetilsalicilic (antiinflamator de
referintd) s-au administrat pe cale orald sub formi de
suspensie in mucilag de guma tragacanta 10%; animalelor
din lotul martor i s-a administrat numai mucilag. Dupa 30
de minute de la administrarea substantelor s-a determinat
pletismometric volumul labei posterioare drepte (in unititi
arbitrare) a fiecdrui sobolan si apoi s-a injectat i.m. in
regiunea plantard a labei respective 0,1 ml mucilag de
carragerind 1% in ser fiziologic. Volumul labei inflamate

62 m TERAPEUTICA §I TOXICOLOGIE CLINICA w 1999 martie, volumul Il w nr. |




s-a determinat, din nou, la 3 ore dela injectarea
carrageninei, diferenta dintre volumul final i cel initial
reprezintd volumul edemului.

Semnificatia statisticd (testul ,t” Student) si procentul
reducerii edemului s-a calculat fatd de lotul martor.

Pentru a asigura scufundarea labei, in lichidul
pletismometrului, la acelasi nivel pe fiecare laba determinata
a fost marcatid o linie care reprezintd conexiunea oaselor
calcaneus si talus cu cuboid §i navicular.

Rezultate si discutii. Dintre substantele sintetizate si
cercetate in acest test (NAHPr, NODIAHPr si NAHPrZn),
NAHPr in doza de 200mg / Kgc scade media edemului de
la 2,1 0,24, (unitati arbitrare), a lotului martor la 1,5
0,19, scidere semnificativd statistic, ceea ce reprezintd o
inhibitie de 28,5% (tabel nr. 1).

A fost confirmatd si observatia a numerosi cercetatori
care sustin faptul ci acidul acetilsalicilic, in acest model
experimental de inflamatie acuti, este antiinflamatorul cel
mai activ, el determinind reduceri ale volumului edemului
(inhibitie) in jur de 70% in timp ce restul antiinflamatoarelor
nesteroidice de pani la 50%.

Tabel I Inhibitia edemului carrageninic
al labei de sobolan.
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B. Eritemul pielii de cobai indus prin
radiatii ultraviolete.

Metoda a fost imaginatd si descrisd de Wilhelmi
(1949,1950) si comentatd critic de Winder si colab. (1958),
Adams si Cobb (1958). Eritemul si hipertermia locald sunt
consecinte ale cresterii fluxului sangvin in zona inflamata;
aceste doud manifestiri ale raspunsului inflamator acut par
a fi independente de permeabilitatea crescutd a
microvascularizatiei (Gupta si Levy, 1973).

Eritemul poate fi indus prin radiatii ultraviolete, nicotinat
de tetrahidrofurfuril (THFN), alcool tetrahidrofurfurilic, acid
retinoic, reactia tuberculinica, ulei de mustar, stimuli termici
(50-60°C), etc.

Ca modalititi de evaluare a eritemului se folosesc:
observarea subiectiva, fotografia si reflectometria. Evaluarea
subiectivd este cea mai utilizatd, dar pentru o caracterizare
foarte precisd a raspunsului pielii la agresiunea de natura
fizicd sau chimici, aprecierea ochiului este aproximativa.

Material si_metoda. S-a lucrat pe cobai femele in
greutate de 500 * 50g; animalele au fost {inute la post,
peste noapte. In dimineata experimentului, cobaii sunt
depilati in regiunea ventro-laterald iar dupa 6 ore se
administreazi substantele, pe cale orald, sub formd de
suspensie in mucilag de gumi tragacanta 10%; animalele
martor au primit mucilag simplu. Substanta de referintd a

Substanta Doza orala N, Media Reducerea|  fost acidul acetilsalicilic.
(mg/Kge)  sobolani  edemuluilabei  edemului La 30 de minute de la administrarea substantelor animalele
+ DS (unitdi  labei (%) se contentioneazd, apoi trei zone circulare (cu diametrul de
arbitrare) 10 mm), din regiunea depilati, se expun timp de 20 de
: secunde la sursa ultravioletd, de la o distantdi de 5 cm. Am
NODIAHPr 200 9 1.8+0.21 143 utilizat, ca sursd de radiatii ultraviolete o lampa de cuart
NAHPr 100 9 1.9+0.18 95 (special adaptati pentru acest scop) echipatd cu un filiru
F pentru reducerea complicatiilor datorate agresiunii termice
i sl L L Ll - concomitente. Dupd doud ore de la expunere a fost estimat
NAHPrZn 200 10 1.7+£022 19 vizual gradul eritemului pe baza unei scale de la 0 la 4.
Acid acetil salicilic 200 10 07:005* 667 Rezultate Numdrul mic de cobai disponibil
nu a permis interpretarea statisticd a rezultatelor obfinute.
MARTOR 0 10 21x024 0 Compusii cercetati au o actiune de reducere a eritemului
* Diferentd seminificativa faa de lotul martor (p < 0,05). indus de radiafiile ultraviolete; mai activa pare a fi NAHPr
in doza de 200 mg/kgc, care reduce la aproximativ jumatate
media scorului rdspunsului eritematos, comparativ cu lotul
martor (tabel II).
Tabel II Inhibitia eritemului pielii de cobai
Substanta Doza orala | Nr. Cobai Scorul raspunsului Media raspunsului
mg/Kgc eritematos* eritematos
NAHPr 200 4 2 3 2 2 2.25
NODiAHPr 200 4 3 4 2 4 325
NAHPrZn 200 4 2 74 3 3 2.5
Acid acetilsalicilic 160 4 | 0 0 2 0.75
MARTOR 0 4 4 4 4 4 4

*fiecare cifrd reprezintd gradul eritemului pentru un singur animal

Acidul acetilsalicilic are o actiune, la doza utilizatd de
160mg / Kgc, relativ intensi de inhibare a eritemului indus
de radiatiile ultraviolete pe pielea de cobai.

C. Granulomul indus prin implantare
subcutanata de pelete de vata, la
sobolan.

in mod obisnuit, cu ajutorul acestui test, se evalueazi
actiunea antiinflamatoare prin scdderea greutatii
granuloamelor recoltate de la animalele tratate cu substantele

cercetate, comparativ cu a celor de la animalele martor.

In aceastd lucrare, in plus, am dozat hidroxiprolina
urinard (inainte si la sfirsitul experimentului) si cea tisulara
din granuloamele formate si recoltate. Concomitent s-a
urmdrit gradul si timpul de cicatrizare a ranilor produse
prin inplantarea peletelor de vata.

In acest model experimental predominid componenta
proliferativd a inflamatiei, in cadrul cdreia colagenul ocupa
un loc important,

Unele stiri fiziologice si patologice precum si anumite
medicamente exercitd influente, uneori majore, asupra
metabolismului colagenului. Pentru a intelege mai bine
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utilitatea determinarii cantitative a hidroxiprolinei in procese
fiziologice sau patologice insotite de perturbarea
metabolismului colagenului se impune o analizd atentd a
unor aspecte biochimice ale proteinei. O serie de date fac
posibila aceasti analiza:

1. colagenul contine 11-14% hidroxiprolina, aminoacid
aproape specific acestei proteine;

2. hidroxiprolina din structura colagenului este
sintetizatd ,in vivo” prin oxidarea enzimaticid a
unor molecule de prolind (resturi prolil-) din
constitutia macromoleculei de colagen in formare;

3. hidroxiprolina de provenienta alimentard nu poate
fi incorporatd in colagenul tisular;

4. prin degradarea colagenului hidroxiprolina este
eliberatd, apoi partial metabolizatd si partial
excretatd prin urind (sub forma liberd 3-5% si sub
forma legati peptidic 95-97%);

5. prin intensificarea catabolizirii colagenului, in
conditii fiziologice sau patologice (de exemplu, in
primele faze ale procesului inflamator) creste
cantitatea de hidroxiprolind excretati urinar;

6. prin stimularea biosintezei colagenului (de
exemplu, in faza proliferativi a procesului
inflamator) este accelerat turnover-ul normal al
proteinei cu cresterea consecutiva a cantitaii de
hidroxiprolind excretati urinar.

Toate acestea aspecte duc la concluzia cd valoarea
hidroxiprolinuriei reprezintd un indicator fidel al
metabolismului normal si patologic al colagenului.

Hidroxiprolina are o structrd chimici tipici, care o
deosebeste de restul aminoacizilor (cu exceptia prolinei),
ceea ce face posibild determinarea ei cantitativi de o maniera
specificd, atit in urind cat si in tesuturi.

Material si_metode. S-a lucrat pe sobolani (Wistar) in
greutate de 125 + 10g, impartiti in loturi omogene ca sex.

Modelul experimental parcurge mai multe etape:

1. in ziua 0, animalele, hidratate in prealabil, au fost
introduse, pe timp de 24 ore, in dispozitive speciale pentru
recoltarea individuald a urinilor;

2. 1n ziua 1, animalele sunt scoase din dispozitivele pentru
recoltarea urinilor si hranite. Dupd 4 ore, sub o usoard
anestezie cu eter, li se implanteazi subcutanat (in conditii
aseptice), in regiunea dorso-laterald dreapta-stinga, céite o
peleti sterila de vati, in greutate de 15 + 0,5mg, cu ajutorul
unor trocare din sticld. In aceasti zi incepe si administrarea
substantelor, zilnic timp de 7 zile. Substantele s-au
administrat pe cale orala sub forma de suspensie in mucilag
de guma tragacanta 10%. Ca substante de referin{a sau
utilizat: fenilbutazona-un antiinflamator nesteroidic si
hidrocortizonul hemisuccinat de sodiu - un antiinflamator
steroidic. Animalelor din lotul martor li s-a administrat numai
mucilag. Urinile recoltate sunt prelucrate in vederea dozairii
hidroxiprolinei;

3.in ziua a 7-a, dupd administrarea substantelor, sobolanii
sunt din nou introdusi in dispozitivele pentru recoltarea
urinilor;

4. in ziua a &a, animalele sunt sacrificate in vederea
recoltdrii granuloamelor formate. Urinile si granuloamele
sunt supuse operatiunilor de prelucrare in vederea dozarii
hidroxiprolinei urinare si respectiv tisulare.

Prelucrarea urinilor. Se noteaza volumul urinii fiecarui
sobolan, se filtreazd cantitativ si se iau 2 ml care inpreuni
cu 2 ml acid clorhidric 6N se hidrolizeaza, timp de 12 ore
la 110°C, in tuburi de sticld inchise la flacird. Hidrolizatul

se decoloreazi cu cirbune ,Norit”, se filtreaza si din filtrat
se iau 2 ml care se evapori la sicitate. Rezidiul se reia cu
2 ml apa bidist., din care 1 ml se dilueazi corespunzitor
dozarii hidrxiprolinei urinare. Hidrolizatele diluate se supun
operatiilor de dozare conform metodei lui Stegemann,
modificatd si adaptatd pentru urin.

Prelucrarea granuloamelor. Granuloamele recoltate
se usucd la 60°C timp de 24 de ore, apoi se degreseaza
succesiv, cu acetond si eter etilic, timp de cate 12 ore.

Granuloamele uscate si degresate se cantaresc individual
la balanta analiticd si se supun operatiei de hidrolizd, cu 5ml
acid clorhidric 6N, conform procedeului descris la
prelucrarea urinilor. Hidrolizatele diluate corespunzitor se
dozeaza conform metodei lui Stegemann.

Determinarea cantitativa a
hidroxiprolinei.

Reactivi necesari:

1. solutie cloramind T 0,05M (705 mg cloramind T se
dizolva in 10 ml apa bidist. rece, se adauga 15 ml metilglicol,
se amestecd bine si apoi se adaugd 25 ml solutie tampon B);

2. solutie tampon B (acetat - citrat) de pH=6 ( in
aproximativ 125 ml apa bidist. se dizolvd 12,5 g acid citric-1
H20, apoi se adaugi, in ordine, 6 ml acid acetic glacial, 30
g acetat de sodiu-3 H20 si 8,5 g hidroxid de sodiu, se
amestecd §i se aduce cu apa bidist. la 250 ml);

3. solutie acid percloric 4M;

4. solutie p-dimetilaminobenzaldehida 10% - reactiv Erlich
(se dizolva 5g p-dimetilaminobenzaldehida in aproximativ
40 ml metilglicol si apoi se aduce la 50 ml cu metilglicol;
metilglicolul trebuie sa fie proaspit distilat, p.f.=124-125°C);

5. solutie standard de hidroxiprolind 384,62 mg % in HCI
N/1000; solutia este necesard pentru realizarea curbei etalon.

Toate substantele utilizate pentru prepararea solutiilor
au fost p.a.

Etapele dozarii:

- 2ml probd (solutie diluatd hidrolizat de urind sau
granulom) se trateaza cu 1 ml solutie cloramini
T, se agita timp de 20 minute la un agitator
electric;

- se adaugd 1 ml solutie acid percloric si se agita
timp de 10 minute;

- se adaugd 1 ml solutie reactiv Erlich, se agita si
se incilzeste intr-o baie de apa termostatati la
60°C, timp de 15 minute; timp in care apare o
coloratie violetd (de o intensitate proportionald
cu concentratia hidroxiprolinei din proba);

- se ricesc probele cu apd de robinet si se citeste
imediat extinc{ia la spectrofotometru, in cuva de
1 cm,, la 560 nm; ¢

- paralel cu probele de lucru se executd si o probd
martor, la care in loc de 2 ml hidrolizat diluat se
iau 2 ml apa bidist. si apoi to{i reactivii in ordinea
mentionati mai sus; apare o coloratie galbena
(proba martor este necesara etalonirii aparatului).

Calcularea cantititii de hidroxiprolina din fiecare proba
se face pe baza extincfiei (respectiv a cantititii de
hidroxiprolinad corespunzatoare din curba etalon), a dilutiilor
probelor luate in lucru si a volumului de urini, respectiv
greutatii granulomului.

Hidroxiprolina urinard (hidroxiprolinuria) se exprimi in
mg/urind de 24 de ore, iar cea tisulari in mg/g tesut uscat.
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Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic prin testul
LE' (Student).

Pentru efectuarea curbei etalon se utilizeazi solutia
standard de hidroxiprolini (384,62 mg%), mentionatd la
reactivi, din care se fac concentratii succesive de la 0,5 mg/
2ml probai la 7,3789 mg/2ml probd, ratia progresiei fiind de
14.

Rezultate si discutii.

i lin iproli
Substantele cercetate, in doza de 200 mg/kgce, scad
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semnificativ hidroxiprolinuria la sfarsitul experimentului (ziua
a 8a) fatd de hidroxiprolinuria normald, fird inflamatie
(ziua 0), a lotului respectiv. Astfel, NAHPr scade
hidroxiprolinuria cu 21,1%,jar NAHPrZn cu 26,5%.

Antiinflamatoarele de referinti - fenilbutazona (30 mg/
kge) si - hidrocortizonul (25mg/kgc) sunt mai active
(scideri de 32,1% respectiv 39,0%) (tabel III)

Dacid scidderea procentuali a hidroxiprolinuriei se
calculeazi fatd de lotul martor (la care hidroxiprolinuria, pe
fondul inflamatiei, creste de la ziua 0 la ziua a 8-a cu 29,3%),
se inregistreazi scidderi intre 36,7% si 40,9% pentru
substantele cercetate si de 48,0% respectiv 51,6% pentru
cele 2 substante de referinta.

Tabel III Testul granulomului - hidroxiprolinuria / 24 ore
Substanta Doza orali Nr. sobolani Media hidroxiprolinei Modificari (%)
(mg/Kgc) urinare + DS (ug / 24 ore)
Ziua 0 Ziua 8
NAHPr 200 10 398.4+31.9 314.1+25.6* -21.1
NAHPrZn 100 10 388.3+35.6 324.3+29.8 -16.5
NAHOPrZn 200 10 411.8+33.8 302.6+27.4* -26.5
Fenilbutazona 30 10 391.8+30.7 266.1+24.0* -32.1
Hidrocortizon 25 10 408.7+35.6 249.1+20.9* -39.0
MARTOR 0 10 396.0+29.7 512.1423.6* + 29.3

* Diferentd seminificativd fatd de lotul martor (P < 0.05)

Hidroxiprolina tisulard. Substantele de referintd cit
si substantele cercetate reduc semnificativ statistic, fatd de
lotul martor, continutul in hidroxiprolind a tesutului

granulomatos. De remarcat faptul cd NAHPrZn in doza de
200 mg/kge are un efect inhibitor superior fenilbutazonei
(31,8% fatd de 30,6%) (tabel IV).

Tabel IV Testul granulomului - hidroxiprolina tisulara
Substanta Doza orala Nr. sobolani Media hidroxiprolinei Modificéri (%)
(mg/Kgc) urinare + DS
(ug / g tesut uscat)

NAHPr 200 10 1326 + 0.98* -25.50
NAHPrZn 100 10 13.80 + 1.26* -22.50
NAHPrZn 200 10 1215 % 0.93* -31.80
Fenilbutazona 30 10 1235 % 1.18"* -30.60
Hidrocortizon 25 10 1031 + 0.89* -42.10

| MARTOR 0 10 1781 + 147 0

* Diferente semnificative fatd de lotul martor (P < 0.05)

ibiti zvoltirii lui. Substantele
investigate reduc semnificativ, fatd de lotul martor, media
greutitii granuloamelor. Gradul inhibitiei este comparabil cu
cel asupra hidroxiprolinei tisulare. Astfel, efectul cel mai intens

il are NAHPrZn in dozi de 200mg/kge  (34,6% ), efect
superior fenilbutazonei (28,8%). Hidrocortizonul, ca si in cazul
determinarilor hidroxiprolinuriei si a hidroxiprolinei tisulare,
are efectul inhibitor cel mai intens (44,7%) (tabel V).

Tabel V Testul granulomului - inhibitia dezvoltirii tesutului granulomatos
Substanta Doza orala Nr. sobolani Media hidroxiprolinei Modificari (%)
(mg/Kgc) urinare + DS
(ug / g tesut uscat)

NAHPr 200 10 1924 + 1.7 * -23.60
NAHPrZn 100 10 1982 + 20 * -21.30
NAHPrZn 200 10 1646 + 1.9 * -34.60
Fenilbutazona 30 10 1790 £ 18~ -28.80
Hidrocortizon 25 10 1392 £+ 1.7 * -44.70
MARTOR 0 10 2517 + 2.8 0

* Diferentd seminificativd fatd de martor (P< 0.05)
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Datele de literaturd subliniazid faptul ci
antiinflamatoarele steroidice sunt in general mai active in
acest model experimental, comparativ cu antiinflamatoarele
nesteroidice, ceea ce am constatat si noi. In plus, am
confirmat aceasti observatie pe lingd scdderea greutitii
granuloamelor si prin dozarea hidroxiprolinei urinare si
tisulare, efectuate in aceasti cercetare.

De remarcat faptul cd substantele cercetate, derivati de
prolind, sunt mai active in cazul unui test in care predomini
componenta proliferativa a inflamatiei (de stimulare a sintezei
colagenului), fatd de modelele de inflamatie acuti in care
predomind componentele exudative si congestive (edemul
labei de sobolan si eritemul prin UV a pielii de cobai).

Prin urmarirea procesului de cicatrizare a rinilor produse
prin implantarea peletelor de vati, am notat urmitoarea
observatie: NAHPr si, mai ales, NAHPrZn par a gribi
vindecarea ranilor comparativ cu rinile sobolanilor lotului
martor, in imp ce hidrocortizonul pare a prelungi acest timp.

D. Artrita indusa prin adjuvand
Freund.

Modele experimentale care induc artritd sunt destinate
investigarii unei eventuale actiuni antiinflamatorii in conditii
cronice, actiune care nu se manifesti in cazul modelelor de
inflamatie acuta.

Dezavantajul metodelor constd in costul lor ridicat prin
consum mare de substante de cercetat, animale si timp. Cu
toate acestea, deoarece modelele actualmente disponibile
induc o artritd experimentald la animale cu cele mai
apropiate caracteristici de artrita reumatoidd umani, ele
sunt frecvent utilizate.

Dintre modelele care produc artriti experimentald cea
mai utilizatd este afectiunea produsid la sobolani prin
injectarea in tesutul dermic sau subdermic (coadd sau
regiunea plantard a labei posterioarsd) de adjuvant Freund
complet, aceasta deoarece, cu conditia respectirii unor
reguli, metoda este suficent de reproductibila.

Prima utilizare a artritei induse prin adjuvant, ca test de
screening, apartine lui Newbould (1963), care injecteazi
i.d. in regiunea plantard a labei posterioare drepte, 0,05 ml
dintr-o suspensie find in ulei de parafini de bacili tuberculosi
morti (5mg/ml), specii umane PN, DT si C. Existid opinii
diferite intre cercetitori in ceea ce priveste manifestirile
caracteristice, intensitatea lor si mai ales momentul debutului
afectiunii. Dar existd, in general, un consens referitor la
momentul intensititii maxime a afectiunii, el fiind intre ziua
a 18-a si a 21-a de la injectarea adjuvantului. Factorii care
influenteazi timpul de debut al afectiunii sunt: metoda de

preparare a adjuvantului, locului injectirii si rasa de sobolani.

Artrita indusd prin adjuvant este o afectiune care practic
se limiteazd la sobolani, cu toate ci existd reusite partiale la
soareci si hamsteri, dar incidenta este redusi si variabilitatea
mare. Chiar la sobolani afectiunea poate prezenta un fenomen
de variabilitate in functie de rasd, iar in ceea ce priveste
incidenta si severitatea fenomenul pare a fi de naturd genetici.

In acest sens si noi am intdmpinat dificultdti, fiind
necesare mai multe serii de incerciri pind la obtinerea
unor rezultate interpretabile.

Material si metodd. Sa lucrat pe sobolani masculi in
greutate de 125 + 10g. Substantele de cercetat si
fenilbutazona (substanta de referinti) se administreazi pe
cale orald sub formi de suspensie in mucilag de gumi
tragacanta 10%, zilnic la orele 9,00 si 16,00 pe toatd durata
experimentului. Loturile martor primesc numai mucilag.
Evaluarea severititii leziunilor secundare se face subiectiv,
la fiecare labd posterioard, in unititi de 0,5 de la 0 la 4
(scorul maxim pentru un gobolan fiind de 8). Animalele din
toate loturile sunt lipsite de hrani intre orele 9,00 si 16,00.
Sobolanii sunt céntiriti sdptimanal.

Modelul experimental are 2 variante:

1. Test profilactic (artrita evolutiva). In ziua 0 sobolanii
au fost injectafi intradermic, in coadi, cu 0,1 ml adjuvant
complet (,,D'Efco"), zi din care incepe si administrarea
substantelor. In ziua a 21-a este evaluati severitatea artrtei,

2. Test terapeutic (artrita stabilizatd). In ziua 0 sobolanii
au fost injectati cu adjuvant identic ca in testul profilaxic.
In ziua a 21-a este evaluati severitatea artritei apoi animalele
sunt repartizate pe loturi in asa fel incit scorul total al
fiecarui lot sa fie aproximativ egal. Administrarea
substantelor incepe in ziua a 22-a si continui timp de 3
sdptimani. La sfirsitul acestei perioade (ziua a 42-a) se
evalueazi din nou severitatea artritei membrelor posterioare.

Semnificatia statistici a fost calculati cu ajutorul testului
Wilcoxon Rank-Sum.

Rezultate si discutii.

In cazul testului profilactic, NAHPrZn, atit in doza de
200 cét si in doza de 100 mg/kge, scade semnificativ media
severitatii ar tritei comparativ cu lotul martor. In cazul testului
terapeutic sarea de zinc are efect semnificativ numai la
doza de 200 mg/kgc. NAHPr scade media severititii
artritei in ambele teste dar sciderea nu este semnificativi
statistic. Fenilbutazona, conform asteptiirilor, este semnificativ
activd in ambele variante ale testului, sciderea procentuald
a mediei severitd(ii artritei fiind superioari sirii de zinc a
N-acetil-L-hidroxiprolinei (tabel VI).

Tabel VIArtrita evolutivd si artrita stabilizati indusd prin adjuvant Freund la sobolan

| Substanta Dozi orali mg/Kgc | Nr. animale Modificirile mediei severitiitii artritei (%)

Test profilactic Test terapeutic
Comparat cu lotul Comparat cu propriul

martor artritic lot inaintea tratamentului

NAHPr 200 10 -18.5 -16.2

NAHPrZn 100 10 216 * -18.5

NAHOPrZn 200 10 -35.4 * -28.8 *

Fenilbutazona 30 10 -48.5 * -394 *

MARTOR 0 10 0 10.7

* Diferentd semnificativa fatd de lotul martor, respectiv fati de propriul lot (P<0.05)
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Cresterile greutitii corporale din timpul experimentelor
(test profilactic si test terapeutic) se incadreazad in limite
normale. Substantele par mai bine tolerate comparativ cu
fenilbutazona.

Discutii generale

Actiunea antiinflamatorie a fost cercetati pe 4 modele
experimentale, doud de inflamatie acutd - edemul labei de
sobolan indus prin carragenind si eritrmul pielii de cobai
prin raze ultraviolete (aceste modele evidentiazi faza
congestiv - exudativa a inflamatiei); unul in care predomina
componenta proliferativdi a inflamatiei - granulomul prin
implantare subcutanati de palete de vata, la sobolan.

- NAHPr in dozi de 300 mg/kgc inhibd semnificativ
statistic dezvoltarea edemului carrageninic; efectul
antiinflamator este inferior acidului acetilsalicilic (inhibitie
de 28,5% fatdi de 66,7%).

- Actiunea antieritematoasd, pe testul eritemului pielii
de cobai indus prin raze ultraviolete, este prezentd la
NAHPrZn si in special la NAHPr. Intensitatea actiunii este
deasemenea inferioard acidului acefilsalicilic.

- Demonstrarea actiunii antiinflamatorie, a unor compusi
sintetizati, pe testul granulomului indus prin implantare s.c.
de pelete de vatd (la sobolan) a fost cea mai complexa.
Aceasta, datoritd faptului ci pe langa determinarea
modificarilor ponderale ale granuloamelor formate, am
determinat cantitativ hidroxiprolina urinara si cea tisulard
(din tesutul granulomatos format). Prin faptul ci
hidroxiprolina este aminoacidul practic specific colagenului
determinarea ei cantitativi reprezinti un indicator fidel al
metabolismului colagenului. Orice modificare fiziologica sau
patologica a turnover-ului normal al colagenului este insotita
de modificarea hidroxiprolinuriei.

Subliniem importanta determindrii hidroxiprolinuriei
pentru stabilirea unui diagnostic sau confirmarea lui. Astfel
o serie de afectiuni se caracterizeaza prin cresterea sau
scaderea excretiei urinare de hidroxiprolina.

Afectiuni in care este crescuti hidroxiprolinuria.

Afectiuni osoase si ale tesutului conjunctiv: TBC osos,
wumori osoase primare §i secundare, boala Paget,
osteogeneza imperfecti, osteomalacie, osteoporoza, poliar tritd
cronica evolutivd, sindrom Marfan.

Afectiuni endocrine: hipertiroidie, hiperparatiroidie,
gigantism, acromegalie.

Dermatoze: psoriasis, sclerodermie, dermatomiosite.

Alte afectiuni si stiri patologice: lupus eritematos sistemic,
poliarteritd nodoasd, cirozd hepaticd (faza activd), lepra,
hidroxiprolinemie familiala.

Afectiuni in care este scizuti hidroxiprolinuria.

Intarzieri primare de crestere (hipofunctie hipofizari),
intirzieri secundare de crestere (kwashiorkor,
subalimentatie, afectiuni renale cronice, malabsorbtie,
hipoxie consecutivi defectelor cardiace), hipotiroidie,
hipoparatiroidie.

Stéri fiziologice in care este crescuti hidroxiprolinuria.

Perioada de crestere, perioada de sarcind, aport
alimentar crescut de colagen.

Testul hidroxiprolinei castiga teren in cadrul cercetarilor
preclinice si mai ales in laboratorul de analize clinice.

Hidroxiprolina urinarid este unul din indicatorii de bazi
a resorbtiei osoase din diferite stiri fiziologice sau patologice:
femei la menopauzi, Paget osos, osteoporozi, etc. Astizi se
fac determindri complexe, cum ar fi raportul urinar
hidroxiprolind/creatinind, corelatia osteocalcind sericd cu
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raportul hidroxiprolini creatinind urinard, corelatia intre
piridinolind si deoxi- piridinolind (indicatori ai legiturilor
transversale colagenice) cu hidroxiprolina urinar, corelatii,
in general, intre indicatori ai formarii osoase si indicatori ai
resrobtiei osoase.

Hidroxiprolinuria poate fi unul din indicatorii eficacititii
tratamentului in diferite afectiuni colagen-vasculare, osoase,
endocrine, etc. In acest sens unele dintre numeroasele
exemple ar fi: urmirirea eficacititii tratamentului cu
bisfosfonati din generata a Il-a in boala Paget, aprecierea
gradului remodelarii patologice a miocardului ventricular
in perioada post infarct, urmarirea eficacititii tratamentului
pentru limitarea resorbtiei osoase in perioada peri- si post-
menopauza sau in metastazele osoase, aprecierea gradului
de sclerozi si fibroza din diferite afectiuni cum ar fi - fibroza
pulmonard, ciroza hepaticd, ateroscleroza.

Pentru a sublinia importanta determinarii cantitative a
hidroxiprolinei in laboratoarele clinice, firma Organon a pus
la punct 0 metoda automati - testul “HYPRONOSTICON”,
care faciliteaza precizarea diagnosticului a numeroase
afectiuni, evalueazi intensitatea unor procese patologice si
reprezintd un criteriu de apreciere a eficacititii unor
tratamente specifice.

In acest test, al granulomului, substantele cercetate au
fost comparate cu fenilbutazona si hidrocortizonul. NAHPr
si mai ales NAHPrZn in doza de 200 mg/kgc scad
semnificativ hidroxiprolinuria, hidroxiprolina tisulard din
granulom si greutitile granuloamelor, comparativ cu loturile
martor.

Astfel, NAHPr scade hidroxiprolinuria cu 21,1%,
NAHPrZn cu 26,5%, fenilbutazona cu 32,1% iar hidrocortizonul
cu 39,0%. In cazul dozirii hidroxiprolinei tisulare si al
inhibitiei desvoltirii granulomului NAHPrZn are efect
superior fenilbutazonei (31,8% si 34,6% fata de 30,6% si 28,8%).
Hidrocortizonul ca si in testul hidroxiprolinuriei are actiunea
cea mai intensd (42,1% si 44,7%).

- In modelul artritei prin adjuvant, NAHPrZn este
semnificativ activ, atét in testul profilactic (artrita evolutiva),
cat si in testul terapeutic (artrita stabilizati). Fenilbutazona
are acfiune superioard sirii de zinc in ambele variante de
artrita.

In ceea ce priveste posibilul mecanism , la nivel
molecular, al actiunii antiinflamatorii a analogilor prolinei
sintetizati si cercetati, el trebuie ciutat la nivelul etapei
celei mai caracteristice a biosintezei colagenului -
hidroxilarea prolinei la hidroxiprolina. Probabil aceasti etapa
este si cea mai importantd in ceea ce priveste posibilitatea
modelidrii medicamentoase a biosintezei colagenului.

Analogii prolinei patrund in celula tinta biosintetizatoare
de colagen, sunt “activati” ca oricare aminoacid si la nivelul
ribozomilor sunt incorporati in lanturile peptidice in locul
moleculelor de prolind. Astfel, structura primarid a
precursorului macromoleculei de protocolagen nu mai
contine secventa specificd - X-pro-gli-X-Y- , in care X si Y
obignuit sunt prolina si alanina.

Aparitia unor lanturi polipeptidice sau fragmente de
lanturi care nu mai contin secventa specifica face ca ele si
nu mai fie “recunoscute” de citre colagen-prolin-hidroxilazi,
enzima din grupa oxidazelor care catalizeazd hidroxilarea
anumitor resturi de prolind incorporati.

Prezenta moleculelor de analog de prolind in lanturile
polipeptidice in formare ar determina modificarea structurii
spatiale respective ceea ce ar impiedica enzima s recunoasca
restul prolil- care trebuie hidroxilat. Pe de altd parte, este
cunoscut faptul ¢a numai atomul de hidrogen din poztia
“trans” fata de gruparea carbonil se pierde in cursul
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hidroxilarii (studii cu prolind cis- si trans- 4-monotritiate);
cum toti derivatii de prolina sintetizati au substituientul in
pozitia 4 (- OH, OCOCH3) ar fi un alt factor care contribuie
ca enzima si nu poatd cataliza hidroxilarea caracteristici.

Considerdm cii aceste doud aspecte ar duce la formarea
unui colagen “atipic” (cvasi-colagen, fals-colagen), bogat in
prolind si sdrac in hidroxiprolinid care contine i resturi de
analog de prolinid incorporate. Un astfel de colagen cu
absenta resturilor de hidroxiprolind (sau cu numar redus)
are o stabilitate structurald redusa deoarece este diminuata
posibilitatea formirii legiturilor de hidrogen de tip
OH-----0OC, legituri care au un rol deosebit in formarea
triplului helix, respectiv in stabilitatea macromoleculei
colagenice. Acest colagen atipic este degradat mult mai
rapid de citre colagenazd si probabil este sensibil si la
degreadarea prin proteazele nespecificc. Pe de altd parte,
unii cercetitori sustin faptul ci un precursor atipic nu poate
fi secretat de citre celulele biosintetizatoare, se acumuleaza
in celule si ar inhiba biosinteza colagenului normal.

In concluzie, analogii de prolina inhibid procesul inflamator,
caracterizat printr-o productie crescuta de colagen, prin
inhibarea biosintezei si/sau acceleririi degradarii sale.

Eficacitatea crescutd a sidrii de zinc a N-acetil-L-
hidroxiprolinei fatd de N-acetil-L-hidroxiprolina in modelele
de inflamatie proliferativd si cronicd, o interpretim prin
contributia ionului de zinc. In acest sens vin in sprijin si
unele date din literaturd: sdrurile de zinc au actiune
stringenti si determind contractia tesuturilor edematoase,
zincul face parte integrantd din structura unor enzime
implicate in metabolismul proteic si glucidic, se pare ci
zincul stimuleazd capacitatea de regenerare a tesuturilor
iar sulfatul de zinc ar favoriza vindecarea rénilor.

Concluzii

NAHPr si partial NAHPrZn sunt active ca
antiinflamatoare pe modele de inflamatie acutd (edemul
carrageninic la sobolan si eritemul prin radiatii ultraviolete
la cobai), ceea ce demonstreaza eficacitatea lor in faza
congestiv - exudativd a inflamatiei.

NAHPrZn si NAHPr au actiune antiinflamatoare si in
faza proliferativdi a inflamatiei (testul granulomului indus
prin pelete de vatd la sobolan) prin inhibarea biosintezei
colagenului (scad hidroxiprolinuria, hidroxiprolina tisulara
din granulom si inhibd formarea granulomului).

NAHPrZn este activ si in inflamatia cronica (artrita
experimentalid indusid prin adjuvant Freud la sobolan),
substanta are o actiune semnificativa atat in testul terapeutic
(artrita stabilizatd) cat si, mai ales, in cel profilactic (artrita
evolutiva).

Mecanismul actiunii antiinflamatorii este considerat a fi
de tip biologic. Analogii de prolind patrund in celulele
biosintetizatoare de colagen, sunt incorporati in lanful
polipeptidic al tropocolagenului in formare obtinindu-se un
“fals colagen”, care inhibd biosinteza si secretia celulari de
colagen normal. Acest mecanism ar explica si actiunile
analgezicd si antipiretici, mai ales in durerea si febra pe
fond de inflamatie.
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BOLI INFECTIOASE

de reactualizare.

gama largd de vaccinuri si imunoglobuline specifice.

compromise.

tratate.
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Colaboratori: Victoria Aramda, Sorin Stefan Aramd, Doina Ranga, Ana Maria Tudor.
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Dupi cum se afirmil in prefata de citre autorul-coordonator Prof. Madelena Drigan, bolile infectioase
reprezinti o preocupare permanenti pentru OMS, prin emergenta unor infectii noi si prin reemergenta altora
considerate “disparute” - fapt constatat la sfirsit de mileniu.

Progresele remarcabile inregistrate in virusologie, bacteriologie, parazitologie, imunologie, biologie celulard, inginerie
genetici etc. restructureazii studiul bolilor infectioase, prin aprofundare si diversificare cu obligatia permanenti

Terapia bolilor infectioase s-a imbogitit considerabil printr-o reald explozie de noi antibiotice, iar profilaxia oferd o

Volumul, cu adresabilitate tuturor medicilor si studentilor, este orientat pentru invitiméntul stomatologic. in acest
scop, autoarea si colaboratorii sii dezvoltd in mod preferential patologia cavititii orale.

Cartea este structurati in 12 capitole mari (cu numeroase subcapitole): aspecte generale ale bolilor infectioase; boli
infectioase eruptive; infectii cu virusuri herpetice; infectii respiratorii; infectii ale cavitatii orale; infectii digestive; infectii
ale sistemului nervos; antropozoonoze; infectii cu anaerobi; infectji intraspitalicesti; infectii ale plagilor; infectii la gazele

Lucrarea este ilustrati cu numeroase tabele si figuri; bibliografia indica titluri in majoritate din ultimul deceniu.
O aparitie editoriald remarcabild, de utilitate majord nu numai stomatologilor, ci si medicilor de familie, rezidenti
si specialisti din toate ramurile patologiei medicochirurgicale in care infectiile trebuiesc prevenite, diagnosticate gi
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