CERCETARI EXPERIMENTALE SI DE LABORATOR

Raspunsul unor glande endocrine
la tratamentul acut cu polidin

I. Chiricutd, Z. Uray, Mariana Maniu, Z, Frenkel*, A. D. Abraham**

BEZUMAT Studiul experimental efectuat pe sobolani albi (Wistar),
(_?drom ti s-a administrat 0,5 ml/kilocorp Polidin si dupd o ord
i.p. 0.5 uCi/%' radiofosfor, a ardtat cd : administrareq de Poli-

dir produce,

ve lingd efectele de stimulare mespecifici a mij-

loacelor de apdrare antiinfectioasd a organismului, si o acti-
vare a sistemului hipofizosuprarenalian, o reactie de stres de

tip neurcendocrin.
Studii experimentale

Polidinum methylsulfuricum
Sistem hipofizo-suprarenal

Intr-o lucrare anterioari am aratat ci Polidinul, administrat

e vai in doze de 0.5 ml/kilocorp, produce in primele zile dupi injectare

creslere semnificativd a nivelurilor urinare de 17-hidroxi-cortico-
stercizi totali, 17-cetosteroizi totali si a 17-cetosteroizilor 11-oxigenati
21 Continuind aceste cercetdri, am studiat, cu ajutorul radiotrasorilor,
#fectul tratamentului acut cu Polidin asupra activititii unor glande
‘ndocrine. Prin studiul incorperarii radiofosforului (*?P) si a radiorubi-
2 ilui (PRb) am determinat modificirile metabolismului energetic si ale
z<ditului circulator al hipofizei. suprarenalei, tiroidei, timusului si pan-
creasului. De asemenea, cu aijutorul acetatului marcat (14C) am studiat
twsinteza colesterolului liber si a hormonilor glucocorticoizi in supra-
-vnala sobolanilor albi netratati si tratati cu o dozd unicd de Polidin.

MATERIAIL SI DISCUTII

S-a lucrat cu sobholuni albi (Wistar) masculi, de 200 + 10 g, tinuti

< un regim standard de crescétorie.
Lotuii de cite 10 <obolani au fost injectate intraperitoneal

L}

It

-

%

i

1 Ci/g radiofosfor (Na-H2P0O),).

1 3 ml ser fiziologic (lot control), respectiv cu 0,5 ml/kilocorp Polidin
© experimental). iar dupad o ord ambele loturi au fost injectate i.p. cu

Animalele au fost sacrificate prin narcozd cu eter, la 2 ore dupa
iministrarea radiotrasorului. S-a recoltat : singe din cord, hipofizai,
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sgprafrenalé, tiroid4, timus si pancreas. Organele cintérite au fost solu-
bilizate in. KOH 1 N. Probe de cite 0,1 ml din solutiile organelor au fost
puse pe tinte si dupd uscare au fost masurate cu un contor GM tip
VAZ-320 (cuplat la un numaritor electronic de particule VAKUTRONIK
VA-M-16-D. Rezultatele au fost exprimate in impulsuri/minut pe
impuls/minut/100 mg organ (10)
impuls/minut/0,1 ml plasma

Pentru a determina efectul Polidinului asupra irigatiei sanguine a
organelor endocrine, s-a utilizat metoda repartitiei rubidiului radio-
activ (¥Rb) elaborata de Sapirstein (6).

La 3 ore dupd injectarea i.p. a serului fiziologic (lot control), res-
pectiv a. Polidinului in doza de 0,5 ml/kilocorp (lot experimental), ani-
malele au fost injectate i.v. cu cite 10 pCi *RbCl. Dupa 40 sec., ani-
malele au fost sacrificate cu o injectie 1.v. de solutie saturatd de KL,

Organele prelevate au fost cintirite si solubilizate intr-o solutie de
KOH 1 N. Radioactivitatea organelor a fost masuratd cu un contor de
scintilatie previdzut cu un cristal scobit cuplat la un numdrator electronic
de particule VAKUTRONIK VA-M-16D.

Rezultatele au fost exprimate in impulsuri/minut/100 mg organ.

Pentru determinarea biosintezel colesterolului liber si a hormonilor
glucocorticoizi, animalele au fost injectate i.p. cu ser fiziologic (lot con-
trol), respectiv. cu 0.5 ml/kilocorp Polidin (lot experimental). La 2 ore
dupé administrarea Polidinuiui (lot A) si la 24 ore (lot B), animalele au
fost injectate i.p. cu 2 vCi de acetat de sodiu (2-14C), iar dupa o ord de
lui au fost sacrificate prin decapitare.

100 mg tesut si in coeficient :

la injectarea radiotrasoru

CGlandele suprarenale au fost reccltate imediat, cintarite la balanta
de torsiune si omogenizate in metanol. Omogenatul a fost centrifugatl
la 3000 RPM, supernatantul fiind introdus intr-un vas de sticld. Rezi-
duul & fost fratat cu un amestec de metanol si acetat de etil (3:1), ex-
tractia fiind repetatd cu acetat de otil de doud ori, folosind metoda Ber-
nauver si Schmidt de extractie a hormonilor glucocorticoizi (1). Super-
natantele au fost reunite si evaporate la sec, la 37°C. Reziduul obtinut
dupa evaporare a fost reluat in 0,2 ml acetat de etil si aplicat pe placi
de cromatografie in strat subtire de silicagel cu fluorescentda Fay;
(0,25 mm Merck). Cromatogramele au fost developate cu un amestec de
henzen si acetond (4:1). Pozitia colesterolului liber si a hormonilor
glucocorticoizi (corticosteron si hidrocortizon) a fost determinatda cu
ajutorul luminii ultraviolete si cu reactivi specifici (4). Sporturile au
fost decupate si extrase cu metanol. Radioactivitatea probelor  a fost
determinati cu ajutorul metodei de scintilatie in lichid, utilizind solutia
T-fluor si un spectrofotometru de scintilatie in lichid tip Betaszint
BF-5 003. Rezultatele au fost exprimate in impulsuri/minut/100 mg
organ. Datele obiinute au fost evaluate statistic dupa testul ,,t“ al lul

Student.
REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele privind actiunea Polidinului asupra incorporarii radio-
fosforului in glandele endocrine sint prezentate in tabelul I

Din datele tabelului reiese cd Polidinul administrat in dozd unicé
(0,5 ml/kg) produce o activare moderatd a metabolismului energetic in
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mipofiza si suprarenale. In schimb, la nivelul tiroidei, timusului si pan-
creasului se poate constata o tendintd de diminuare a radiofosfocaptarii.

Modificdrile debitului circulator al acestor glande sint prezentate
> tabelul II. |

Tabelul 1

Incorporarea radiofosforulut in glandele endocrine, exprimatdi in eoeficient
imp/min/100myg organ

imp/min/0,1 ml plasma

| | | |
ol !; Hipofiza . Suprarenala Tireida _Timus Pancreas
. X4 ES j[ X + ES X + ES X + ES | X + ES
seitrol 4,24+0,5 6.5+1,1 8,6+0.4 9,941,1 6,44-2,1
sldin 5,5+0,1 8,1+1,8 7,4+1,0 9,140,1 4,140,1
0,1 >p>0,05| 0,2>p>0,1 0,5>p>0.2 p >0,5 0,56>p>0,2
Tabelul 11
Repartitia radiorubidiului (**Rb) in glandele endocrine, exprimati fn imp/min/100 mgy organ
oroaspitt
| I { {
Foah Hipofiza | Suprarenale  Tiroida Timus | Pancreas
X + ES X + ES ’ X+ ES | X+ ES X + ES
Cantrol 8634143 996476 ’ 1507+224 { 14204300 6874+130
®ahdin 3 ore 950+ 92 1022472 1383+193 | 13704280 603109
p 0,5 p 0,5 p 0,5 p 0.5 p 0.5

Debitul circulator nu se modifici semnificativ la nici unul dintre
:rganele studiate. Totusi, in cazul hipofizei si al suprarenalelor este
—oderat crescut, iar in cel al tiroidei, timusului si pancreasului este
=.derat diminuat, rezultate ce par a fi in concordanta cu cele obtinute
grin radiofosfocaptare.

Datele privind biosinteza colesterolului liber si al hormonilor gluco-
sorticoizi sint prezentate in tabelul IIL

Rezultatele sint exprimate in impulsuri/minut/100 mg organ
sroaspat.

Din acest tabel se noate constata cd la 3 ore dupd administrarea
= ‘idinului, incorporarea acetatului marcat in colesterolul liber creste
-1 26,69, La 3 ore incorporarea radiotrasorului in hormonii gluco-
- ~ticoizi nu este semnificativ modificatd. La 24 ore dupa administrarea
T-lidinului, incorporarea acetatului marcat in colesterolul liber creste
~. 18,19, iar in hormonii glucocorticoizi creste semnificativ cu 24,8%,
el < O,OL‘))

Efectele stimulatoare ale Polidinului asupra suprarenalei de sobo-
2n descrise mai sus sint in deplind concordantd cu constatirile noastre
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Tabelul I

Efectul administrarii Polidinului asupra ratei incorporirii in vivo a acetatului de

sodiu (2—14C) in colesterolul liber si hormonii glucocorticoizi din glandele suprarenale ale

sobolanilor albi

Lol Colesterol libe: Hormoni glucocorticotz
Control B 1616+ 129 150489
A) Polidin 3 ore 2046 + 154 1229 --101
0.1>p>0,05 R 0.1>p>0,05
B) Polidin 24 ore 1909 + 201 1887+ 126
0.1>p>0,05 p<0,05
(semnif.)

anterioare ficute la cobai, unde Polidinul provoacd in primele zile dupa
injectare dublarea nivelurilor urinare de 17-hidroxicorticoizi, 17-cetoste-
roizi totali si 17-cetosteroizi 11l-oxigenati, toti metaboliti ai glucocorti-
coizilor sintetizati in exces de suprarenali. Stimularea suprarenalelor
s-ar datora, intre altele, si unor bacterii gramnegative, componente ale
produsului polibacterian (5).

DISCUTII SI CONCLUZII

Pe lingd reactiile specifice de mentinere o homeostaziei, organis-
mul dispune si de o reactie nespecificd generald de adaplare si apédrare
(8, 9). In dirijarea acestor procese de adaptare sistemul hipotalamo-
hipafizo-corticosuprarenal are un rol deosebit de important prin pro-
ducerea crescutd de ACTH si de hormoni corticosuprarenali. Hormonii
glucocorticeizi eliberati contribuie in mod esential la cresterea poten-
tialului energetic si a rezistentei organismului (3, 7).

Din constatirile noastre reiese cd administrarea de Polidin produce,
pe linga efectele de stimulare nespecificd a mijloacelor de apérare anti-
infectioasd ale organismului (formarea de anticorpi, cresterea titrului
aglutininelor si a indicelui opsonocitofagic, cresterea nivelului proper-
dinei). si o activare a sistemului hipofizosuprarenalian, o reactie de
stres de tip neuroendocrin (ncurosecretie crescutd in centrele hipotala-
mice, secretie de ACTH si biosintezad si secretie crescutd de gluco-
corticoizi).

Utilizarea Polidinului ca factor stimulator al rezistentei nespecifice
si ca adjuvant al terapiei complexe antitumorale, pe baza rezultatelor
experimentale si clinice, pare pe deplin justificata.
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SUMMARY

1. Chiricutd, Z. Uray, Mariana Maniu, Z. Frenkel, A. D. Abraham — THE RES-
PONSE OF SOME ENDOCRINE GLANDS TO ACUTE POLYDIN THERAPY

An experimental ciudv carried out in white Wistar rats to which 05 ml
Polydin/kg b. w was administered followed on2 hour later by i.p. injection of
0.5uCi radiophosphorus/d’g(, showed that the administration of Polydin produces
not onlv unspecific stimulation of the means of antiinfectious defence of the
body but also activation of the hypophysoadrenal system, a stress reaction of
neuroendocrine type.

PE3IOME

1. Kupukyys, 3. ¥pau, Mapuana Manuy, 3. @panke, A. d. Abpaxam — OTBET
HEKOTOPBIX KEJE3 ITPIL OCTP M JEUYEHUN DOJINIUHOM.

DKCIIepUMEHTAIbHOE UCCHE10BAHNE ocymecTsigeMoe Ha 0eJblX KpRIC (Bucrap),
KOTOPHIM QIMHHUCTPUPOBAILCH Momuma 0,5 MJI/KHIOTEI0 ¥ IOCIe Yac H.H. 0,5/y Cu/neHs
paanodocdop, MOKABHBAIH 1TO: agMuuucrpuposadue lloguguna BHLIBBIBAET KpOMe HecIe-
wauueckux osddexrron CTUMYJMPOBAHUA CPENCTB AHTH32PA3HON BAMMTH OpraHusMa 1
AKTUBALKIO mnodmsocynpapeﬂamxaﬂoﬁ cHUCTeMBI, peaKmma CTpecca HEBp 03HEeJIe3UCTOTO
THOA.

RECENZIE

THE RIOLOGY OF TUMOUR MALIGNANCY
(RIOLOGIA MALIGNITATII TUMORALE)

G. V. Sherbet,
Academic Press, Londra. 19382, 255 pag.

Principalele atribute ale maiignitatii, tumorale sint capacitatea de invazie
si metastazarea, fenomene pe rare autorul le abordeazi tn lumina cunostintelor
actuale, urmdrind identificarea unor criterii biologice pentru cuantificarea lor.

Prima parie a monografiei prezinta istoria naturala a cancerului, de la
aparitia tumorii primare pina la formarea si dezvoltarea metastazelor. Indife-
rent de factorul etiologic implicat, transformarea neoplazica a celulelor esle
ereditara, aceasti prima etapa de initiere flind un preludiu l1a procesul de lunga
durata al proliferdrii tumorale, Dezvoltarea neoplazici este de fapt o progresiune
prin diferite stadii cantitative de modificari ireversibile ale caracteristicilor tu-
morale. Progresia se realizeaza independent pentru diferitele proprietati, rezul-
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tatul fiind aparitia hetercgenitatii tumorale, fapt pe deplin recunoscut astaz
care explicA marea variabilitate de comportament a tumorilor In ceea ce pm-
veste evolufia sau réaspunsul lor la tratament, Proliferarea tumorald este fave
rizatda de insasi celulele transformate, care cistigd capacitatea de a secreta «
serie de factori care faciliteazd cresterea locald sau diferitele etape ale disem:
narii, Printre cei mai importanti este factorul de angiogenezi tumorali, sud
influenta caruia este stimulati proliferarea endoteliului vascular, cu inducerss
legaturilor vasculare Intre tumoare si organismul gazdi, rezultatul fiind accele
rareag rapidd a creslerii tumorale. Dupd ce tumoarea a ajuns in aceasti faz
vasculara, existd loale condiiiile pentru metastazare, proces care, la rindul lu
se desfascard in mai multe etape : detasarea celulelor tumorale si invazia vase
lor limfatice si sanguine, transportul lor in sistemul vascular, atasarea lor o
endoteliul vascular, extravazarea in tesuturi si initierea cresterii secundare, res-
pectiv a metastazelor. Organismul nu ramine pasiv la acest proces de diseminare
si existd o multime de interactiuni intre gazdi si celulele tumorale, care sirt
prezentate pe larg, cu date recente asupra diferitelor lor ipostaze cum sint rolus
prostaglandinelor, mecanismele de evaziune a supravegherii imunologice, rolu
proteinelor imunosupresive, al celulelor ucigase naturale etc.

Partea 2 doua, mai ampld, abordeazd epigenetica malignititii tumora:s
Epigenetica este studiul cauzelor dezvoltarii si diferentierii celulare ca rezullst
al reglarilor prin actiuni genetice, existind multe similitudini intre proliferares
tumorala si dezvoltarea embrionari sau a ftesuturilor regenerative. Malignitates
este interpretald ca o proprietate biologicd intrinseca a celulelor, definiti pris
comportamentul lor biologic, gradul de diferentiere si expresia fenotipica a dife-
rentierii sub forma markerilor paraneoplazici. Dezvoltarea neoplazici este privité
ca o extensie a procesului de diferentiere in sensul cd procesul de progresie tu-
morala reprezintd o resirictie progresivi a diferitelor optiuni de diferentiers
existente. In contextul acestei conceptii, autorul prezinti sindroamele paraneo-
plazice, subiectul unui capitsl extrem de interesant. Producerea de hormon
peptide biologic active sau antigeni embrionari de catre tesuturi care in moé
normal nu le sinteiizeazd, denotd existenta unor mecanisme de activare a anu-
mitor pertiuni ale genomului, care in mod normal nu sint operative, respectiv
tumori care cistigd functii noi de diferentiere, proces inrudit astfel cu diferen-
tierea normali. Corelarea sindroamelor paraneoplazice cu tesutul de origine
relevd cd majoritatea sint asociate cu neoplasme ale unor organe de origine
endodermald, Produsii sintetizati ectopic corespund cu activitatea de sintezi nor-
malsi a organelor histogenetic inrudite, cum este sindromul ACTH ectopic, ma:
frecvenl ascciat cu tumeorile timice sau cancerele pulmonare, ACTH-ul fiind ir
mod normal produs de lobul anterior al hipofizei, care derivi — ca si timusu!
sau plaminul — dir aceeasi formatiune embriologica.

Caracteristicile biologice tuinorale care reflectd cel mai fidel malignitates
sint gradul de diferentiere, ritmul de crestere, gradul de deviatie al cariotipulu:
fatd de normal si potentialul de invazie. Tesutul tumoral, cu exceptia deviatie:
cariotipului, are aceste caracteristici in comun cu tesuturile embrionare sau
cele regenerative, Conform modelului epigenetic propus de autor, modificirile
neoplazice constituie o de-determinare, cu cistigarea unui stadiu inferior de com-
petentd, aceasta fiind capacitatea tesuturilor de a raspunde la anumiti stimul
inductori de diferentiere. Un astfel de tesut devine susceptibil la alte activar:
genetice decit cele corespunzitoare etapei respective de diferentiere, cu modifi-
carea in consecintd a procesului de crestere si manifestarea lui, sinteza unor
produsi anormali sau a unor antigeni embrionari.

In incheiere, autorul propune un test epigenetic de grading al malignitili
(Epigenetic Grading (EGG), care consti din punerea in contact de celule embrio-
“nare si tumorale in vitro. Prezenta celulelor neoplazice determinid un raspuns
celular si histogenetic specific la nivelul blastodermului embrionar a cirui inten-
sitate reflects potentialul evolutiv al tumorii respective. Rezultatele experimen-
tale si clinice sugereazd o mai mare sensibilitate a testului EGG decit g grading-
ului histologic pentru aprecierea malignitdtii tumorale si a gradului in care gazda
este capabild sa controleze extinderea bolii, cu reale implicatii pentru prog-
nostic si tratament.

Monografia lui G, V. Sherbet este o lecturd extrem de interesanti in egsla
masurd peniru clinicieni si experimentatori, care incitd la o meditatie serioasi
asupra mecanismelor intime ale proliferarii si malignitatii tumorale.

Dr. N. Ghilezan



