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ACTIUNEA IMUNOMODULATOARE A IMUPURINULUI IN VITRO
PRIN REACTIA DE FORMARE A ROZETELOR
Ina Pogonea
Catedra Farmacologie si Farmacologie clinica USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Summary
Immunomodulating action of imupurin in vitro
through rosettes formation reaction

Imupurin exerted significant influence on the humoral and cellular immunity. In that way,
entomologic drug contributed to the normalization of lymphocytes B and T. Simultaneously,
considerable changes in the population of T lymphocytes take place, with the increase of Th,
responsible for the formation of interleukines, with subsequent activation of B-lymphocytes,
their blasttransformation and production of immunoglobulins.

Rezumat

Imupurinul exercita o influenta semnificativa asupra imunitatii umorale si celulare. Astfel,
preparatul entomologic a contribuit la normalizarea limfocitelor B si T. Concomitent au loc
modificari importante ale populatiilor limfocitelor T, cu majorarea Th, responsabile de formarea
interleukinelor cu activarea in continuare a limfocitelor B, cu blasttransformarea lor si
producerea de imunoglobuline.

Actualitate

Actualmente, specialistii Tn domeniul biologiei au constatat cd insectele pot produce o
multime de substante biologic active (peptide, hormoni, feromoni etc.), ce servesc drept modele
de imitare sau, ceea ce este §i mai important, 0 nouad sursd pentru obfinerea preparatelor
medicamentoase. De mentionat cd eforturile lor s-au soldat deja cu rezultate importante: in
practica medicald au fost introduse unele suplimente alimentare sau medicamente entomologice
cu proprietdti antivirale, imunomodulatoare, antibacteriene, hepatoprotectoare, antitumorale etc.
[1,2].

O atentie deosebita se acordad preparatelor imunotrope de origine naturald, care se apropie
tot mai mult de cele mai puternice imunomodulatoare, datoritd cdrora organismul poate obtine
protectie si echilibru imunitar. Cele mai bogate in proteine si peptide sunt sursele naturale [3].

O directie noua in imunofarmacologie este studiul si elaborarea preparatelor entomologice:
preparate bazate pe sistema imuna a insectelor, formula carora este dictatd de insusi natura.

Imupurinul reprezinta o biomasa de origine entomologica, care include un set de
aminoacizi (19 aminoacizi esentiali si semiesentiali) si aminoacizi considerati ,,imunogeni” —
acidul asparagic, arginina, treonina, serina, acidul glutamic, fenilalanina, alanina, acidul y-
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aminobutiric, valina, cisteina, glicina, triptofanul, tirozina. Datorita lor, imupurinul obtine
proprietati bioactive imunogene.

Scopul studiului a constituit determinarea proprietatilor imunotrope ale imupurinului prin
cercetarea influentei preparatului asupra imunitatii celulare (limfocitelor T si subpopulatiilor lor)
si umorale (limfocitelor B) utilizand reactia de formare a rozetelor cu eritrocite de berbec.

Materiale si metode

Pentru determinarea actiunii imunomodulatoare a imupurinului, s-a cercetat in vitro
sangele a 24 persoane cu predispunere alergica. Pentru estimarea cantitativa a concentratiei de
limfocite T si B s-a folosit reactia de formare a rozetelor.

e Pentru limfocitele T (T-CFR) s-au utilizat eritrocite de berbec, cu termenul de pastrare
de cel putin trei zile, care s-au spalat de trei ori cu solutie fiziologica (pH=7,2) si s-au diluat pana
la concentratia de 0,5%.

e Pentru limfocitele B (B-CFR) s-au luat eritrocite de berbec in concentratie de 2,5% si s-
au amestecat cu ser hemolitic de iepure (doza subhemoliticd) in raport de 10:1.

Amestecul obtinut se agita periodic, apoi s-a incubat timp de 30 minute la 37°C. Dupa o
dubla spalare cu solutie fiziologica (pH=7,2), s-a adaugat mediul 199, apoi s-a spilat dublu in
solutie fiziologicd (pH=7,2), iar la precipitat s-a addugat acelasi volum de mediu 199 si ser
murin proaspat in dilutie de 1:10 si s-a incubat timp de 30 min. la 37°C, dupa care s-a spalat de
trei ori cu solutie fiziologica (pH=7,2). Amestecul s-a diluat pana la concentratia de 0,5%.

In vitro, pentru separarea limfocitelor, s-a injectat cu un ac special sub stratul de sange
solutie de 15,2% verografina, 1n raport de 1:2, centrifugatd timp de 40 min. Inelul obtinut de
limfocite s-a separat, s-a spalat de trei ori cu solutie fiziologica (pH=7,2), s-a resuspendat si s-a
calculat numarul de celule in camera Goreaev. Pentru obtinerea reactiei s-au utilizat limfocite si
eritrocite in raport de 1:50 la volumul de 0,2 mL.

Preparatul studiat s-a folosit in doze predestinate adultului, tindndu-se cont de doza
nictemerala a preparatului. La 10 mg de preparat s-a adaugat 1 ml solutie fiziologica, cu
formarea unei suspensii. S-a luat 0,1 mL din suspensia obtinuta si s-a adaugat 0, 9 mL solutie
fiziologica (dilutie 1:10). Din ultima dilutie s-au luat 40 mkl de preparat, adaugandu-se la 200
mkl de celule, adica la o proba se lua 0,02 mg preparat. Controlul se facea fara preparat. Indicele
de modulare (IM) s-a determinat prin raportul probei cu preparat la proba fard preparat: la
valorile mai mici de 0,8, actiunea preparatului s-a estimat ca supresoare, iar la valorile mai mari
de 1,2, actiunea preparatului s-a apreciat ca stimulatoare. Valorile cuprinse intre 0,8 si 1,2 s-au
apreciat ca neschimbate.

Eprubeta cu limfocite T s-a lasat in termostat pe 5 min., iar eprubeta cu limfocite B s-a
expus 5 min. la temperatura camerei, cu centrifugarea in continuare timp de 3 min. la 175g.
Limfocitele B s-au lasat la temperatura camerei, iar eprubeta cu limfocite T s-a introdus Intr-un
pahar cu gheatd topita (4°C). In ambele eprubete s-a adaugat ulterior cate 0,4 ml sol. de
glutaraldehida de 0,6%. Dupa o agitare usoara, continutul s-a turnat pe lame, s-a difuzat pe toata
suprafata, cu uscarea lamelor in continuare. Frotiul s-a fixat cu metanol, timp de 5 minute, s-a
colorat timp de 10 minute cu sol. (0,1%) de rosu neutral. La microscop, sub imersie, s-au
numarat cate 200 limfocite pe fiecare lama; s-a calculat procentul de limfocite care au conjugat 3
si mai multe eritrocite, considerandu-se celule care au format rozete.

De asemenea, S-au determinat limfocitele T rezistente si sensibile la teofilina: limfocitele
cu un volum echivalent de teofilind, in concentratie de 0,6 mg/mL, s-au incubat la 37°C timp de
30 min., dupa care s-au spalat de trei ori cu solutie fiziologici (pH=7.2). In continuare s-a
efectuat aceeasi reactie ca si pentru limfocitele T. Rozetele sensibile la teofilina (T-TFS) s-au
determinat dupa formula:

(T-TES=T-T-TFR) (3),

unde: T — rozetele cu eritrocite de berbec;

T-TFR — teofilinrezistente, adica rozetele cu eritrocite de berbec preincubate cu teofilina.
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Preparatul entomologic s-a utilizat in doze (0,02 mg) ce corespund celor nictemerale
recomandate pentru pacienti.

Indicele de modulare s-a calculat prin raportul dintre proba cu preparat si proba martor.
Valorile indicelui de modulare sub 0,8 relateaza o actiune imunodepresiva a preparatului,
valorile peste 1,2 — o actiune imunostimulatoare, iar valorile cuprinse intre 0,8 si 1,2 — fara
modificari.

Rezultate si discutii

Cercetarile efectuate ne-au relatat cad imupurinul are actiune si asupra verigii celulare si
asupra celei umorale, fapt demonstrat in cercetarile populatiilor si subpopulatiilor limfocitare.
Astfel, prin reactia de formare a rozetelor, s-a demonstrat cd imupurinul a stimulat numarul
limfocitelor T/TFS, comparativ cu lotul martor, indicele de modulare fiind mai mare de 1,2
(actiune imunostimulatoare). In acelasi timp s-a micsorat procentul limfocitelor T de la 56,0 +
0,86% in grupul martor pana la 34,1 = 2,89% in grupul cu preparatul studiat, al limfocitelor
T/TFR de la 40,9 + 1,25% pana la 31,6 + 2,11% (p<0,05) si al limfocitelor B de 1a 31,9 + 1,29%
la 26,4 + 1,73% cu indicele modulator mai mic de 0,8 (actiune imunosupresoare).

Procentul limfocitelor T sensibile la teofilind (T-supresori) a crescut de la 15,2 £3,04 %
pana la 24,4 + 2,09 % (p<0,05). In acest caz, indicele de modulare a constituit 1,66 + 0,14, ceea
ce ne denota o actiune imunostimulatoare a imupurinului (tab. 1.).

Tabelul 1

Actiunea imupurinului asupra procentului de limfocite (M +m)

Indicii Proba martor | [YOD2 Experimentali cu
imupurin (n - 24)

Limfocitele T (%) 34,1 £2,89 *

IM 56,0 + 0,86 0,62 + 0,05

Limfocite T/TFR (%) 316 +2,11*

IM 40,9 + 1,25 0,78 £ 0,05

Limfocite T/TFS(%) 24,4 +£2,09*

IM 15,2 +3,04 1,66 +0,14

Limfocite B (%) 26,4+ 1,73 *

IM 31,9+ 1,29 0,84 + 0,05

* Statistica veridica intre proba de control si cea cu preparat; p<0,05.

Procentul limfocitelor B la pacientii examinati a crescut dublu, norma fiind de 5 -15%.

Imupurinul a contribuit la micsorarea limfocitelor B de la 31,9 = 1,29 % in proba martor
pani la 26,4 + 1,73 % in cea experimentald (tab. 1.). In acest caz, IM a constituit 0,84 = 0,05,
ceea ce remarca o actiune modulatoare asupra limfocitelor B.

Din rezultatele experientei reiese ca imupurinul a provocat o depresie usoard a imunitafii
celulare, relevata prin micsorarea limfocitelor T, cu modularea limfocitelor T teofilinrezistente
(helperi) si stimularea limfocitelor T teofilinsensibile (supresori). In acelasi timp, preparatul
entomologic a manifestat o actiune modulatoare asupra imunitdfii umorale, remarcata prin
reducerea nivelului majorat al limfocitelor B. Deci, imupurinul a exercitat preponderent o
actiune imunomodulatoare asupra imunitatii celulare si umorale.

Cercetarile experimentale in vitro au demonstrat ca preparatul entomologic manifesta o
actiune imunomodulatoare asupra imunitatii celulare (majorarea T-helperilor, indicelui
imunoreglator si imunomodulator) si umorale (diminuarea sau corectia limfocitelor B).

Comparand datele obtinute prin doud metode de cercetare (reactia de formare a rozetelor si
metoda imunofluorescentei cu anticorpi monoclonali), s-au obtinut date convingatoare referitor
la actiunea imunomodulatoare a preparatului. In cazul cantitatii limfocitelor in limite normale,
preparatul manifesta o actiune slaba sau in general nu modifica procentul celulelor. In caz de
imunodepresie inifald, imupurinul majora procentul limfocitelor corespunzétoare si, paralel,
micgora cantitatea limfocitelor in grupul cu un procent initial crescut. Date asemanatoare
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referitor la diverse imunomodulatoare cu spectru larg de actiune, ca polioxidoniul, imunofanul,
mielopidul s. a., au obtinut mai mul{i autori [4, 5]. Actiunea stimulatoare a imupurinului se
aseamana cu actiunea polioxidoniului asupra activitatii celulelor sistemului fagocitar. Petrov R.
V. si coaut. [6] explica activarea macrofagelor drept cauza a unei sinteze sporite a tuturor
claselor de citokine, cu stimularea activitatii functionale a factorilor imunitatii celulare si
umorale.

Aceasta asemanare presupune normalizarea raportului tuturor claselor de imunoglobuline,
activarea sintezei IL-2 si receptionarca ei de catre celulele sensibile cu actiune de
imunostimulare si imunomodulare asupra TNF-alfa [7]. Actiunea diversa a imupurinului asupra
factorilor imuni ne permite sa-1 clasam la preparatele cu actiune imunotropa centripetd si
centrifugd, adica cu actiune atat asupra sistemului macrofagal, cat si asupra imunitatii celulare si
umorale. Astfel conchidem, imupurinul este un preparat imunotrop cu spectru larg de actiune,
care poseda proprietati imunomodulatoare, exprimate prin normalizarea imunitatii celulare si
umorale (normalizarea numarului absolut de limfocite, a indicelui de imunoreglare, normalizarea
numarului de limfocite TFS si TFR si a subpopulatiilor de limfocite).
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Summary
Evolution of HIV/AIDS infection on the basis of treatment
with the new entomologic drug - imupurin
It was studied a new drug of entomologic origin — imupurin, obtained from Lepidoptera
pupae, as a monotherapy for AIDS infected patient. The usage of this drug during 9 months leads
to descrease of viral load (from 35400 to < 400 ) — aspects that shows a direct and indirect
antiretroviral action of the drug. CD, level did not decline that estimate the good immunotrop
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