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Rezumat

Romvac Company S.A. este cel mai mare producator local de vaccinuri si medicamente pentru pasari si
animale. Compania a fost infiintata in 1974 si a ajuns acum sa detinda aproape 20% din piata locala a
medicamentelor pentru animale estimata la circa 55 - 60 milioane de euro. Este una dintre putinele fabrici din
Romania, privatizate prin metoda MEBO, care a reusit sa creasca fara probleme, intr-o piata concurentiala.

Abstractt

Romvac Company S.A. is the largest local manufacturer of vaccines and medicines for birds and animals. The
company was established in 1974 and has now come to hold nearly 20% of the local livestock market estimated
at around 55-60 million euros. It is one of the few factories in Romania privatized by the MEBO method, which
managed to grow smoothly in a competitive market.

Romvac - Scurt istoric

Romvac Company S.A a aparut initial in
1974, ca Laboratorul de Virusuri Tumorale Aviare
(LVTA), in cadrul Centralei pentru productia
avicola. LVTA producea un singur vaccin, contra
Bolii lui Marek, in premiera pe plan european,
ajungadnd la o productie anuala de 20 de
milioane de doze, in 1977.
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Mai tarziu, in 1981, LVTA se transforma in
Centrul de Cercetari si Biopreparate pentru Pasari
si Animale Mici (CCBPAM) care produce pana in
1990, peste 30 de produse biologice, asigurand
intreg necesarul de vaccinuri pentru marile
avicole romanesti, precum si unele vaccinuri

pentru vulpi, iepuri si caini.

laboratoare de

Avand doua cladiri cu

productie si cercetare, doua pavilioane pentru
experimente pe animale, doua ferme de pasari
SPF formate din opt pavilioane echipate cu
izolatoare speciale si anexe tehnologice, acest
centru medical veterinar a beneficiat de cea mai
moderna dotare, fiind considerat pana in 1985,
cea mai mare realizare in domeniu, pe plan
mondial.

in plus, la infiintarea sa, au participat efectiv,
prestigiosi specialisti si instituli de talie
internationala, precum: profesorul emerit Steve
Hitchner, profesorul emerit Julius si profesorul

emerit R. Colle; da la Hougton Poultry Research
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Station, Huntington, Anglia; Universitatea Cornell
Ithaca, New York, SUA.

in 1990, prin preluarea activului si pasivului
CCBPAM, se infiinfeaza Societatea Comerciala
ROMVAC COMPANY S.A. - Voluntari, aflata la
cateva minute de Bucuresti.

Acum, Romvac incepe sa produca
vaccinuri si pentru bovine, ovine si suine.

Dar, cea mai buna miscare din istoria
companiei, a fost decizia de a produce si

medicamente, pe langa vaccinuri, seruri si

reagenti pentru animale.

Altfel, Romvac a rezistat pe piata ajungand
cel mai mare producator din Roménia, pe acest
segment. La ora actuala, productia de
medicamente reprezinta 75 - 80% din cifra de
afaceri a companiei.

in 1995, Romvac este una dintre putinele
fabrici din tara, privatizate prin metoda MEBO,
care a reusit sa creasca fara probleme, intr-o

piata concurentiala.
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Romvac astazi

Cu o cifra de afaceri de 12.000.000 de euro,
Romvac Company S.A. realizeaza peste 60 de
produse biologice (vaccinuri, substante
revelatoare, kituri de diagnostic) si peste 200 de
medicamente de uz veterinar: tonice generale si

rehidratante, premixuri vitamino-minerale,
promotori de crestere si vitamine, antimicrobiene
si antimicotice, medicamente antiparazitare,
produse pentru dezinfectie, dezinsectie si
deratizare, antiinfectioase locale, cicatrizante si
produse desensibilizante si antitoxice.

Romvac Company S.A. este cel mai mare
producator local de vaccinuri si medicamente
pentru animale, detinand aproape 20% din piata
locala a medicamentelor pentru animale,

estimata la circa 55 - 60 milioane de euro.
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Compania este recunoscuta pentru faptul ca
asigura o gama variata de produse in toate
formele (solutii, comprimate, pulberi, ungvente
etc.) si pentru toate speciile de animale crescute
in Romania.

Produsele sunt realizate pe tehnologiile
unele nefind  necesara

proprii, unicat,

achizitionarea know-how-ului.

intelegand perfect evolutia domeniului si a

pietei, Romvac a investit mereu, atat in pregatirea

profesionala a  angajatilor, cat si in

retehnologizare, detinand, astfel, laboratoare
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moderne de control al medicamentelor si
vaccinurilor, dar si propriul Laborator Sanitar -
Veterinar si pentru Siguranta Alimentelor
(LSVSA). Acesta este autorizat sanitar - veterinar
si poseda Certificatul de Acreditare RENAR. in
cadrul acestuia, se pot efectua toate analizele
necesare, se indica schema de tratament si se
asigura produsele conforme.

Romvac a continuat activitatea de cercetare
stiintifica  si intermediul

prin nou-infiintatului

Compartiment de Biotehnologii, in cadrul
caruia au fost create doua produse noi, respectiv
Bioenterom - probiotic preparat cu
Enterococcus faecium si Rom-Agrobiofertil NP
- ingrasaméant biologic pe bazad de culturi

bacteriene.

Romvac — Divizia de Medicina Umana

Romvac a continuat sa faca cinste
domeniului cercetarii stiintifice, deoarece, in ultimii
ani, a abordat cu rezultate exceptionale,
cercetarea stiintifica fundamentala care are ca
scop completarea cu biopreparate specifice si
suplimente alimenatare, a mijloacelor utilizate in
medicina umana.

In acest fel, in structura organizatoricad a
societafi au luat fiinfa doua noi subunitatj,
respectiv. Compartimentul de Biotehnologii si
Dezvoltare in

Laborator de Cercetare -

domeniul medicinei umane.



Chiurciu C.

Tin&nd cont de contextul global care prezinta
0 realitate foarte dura pentru sanatate prin
rezistenta bacteriilor la antibiotice, Romvac a
lansat in anul 2014 si a dezvoltat considerabil,
Oul hiperimun PC2 si gama de produse
Imunoinstant pentru uz uman, pe baza de
anticorpi (lgY) specifici.

Romvac produce la ora actuala, anticorpi
naturali IgY utilizati ca adjuvant in tratarea
specifica a infectiilor date de 18 tulpini
bacteriene rezistente la antibiotice, respectiv:
Klebsiella

pneumoniae, Salmonella spp., Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus, Streptococcus grup B,
Proteus  mirabilis, Acinetobacter baumannii,
Helicobacter pylori, Clostridium difficile - corpi
bacterieni, Clostridium difficile - anatoxina,
Candida albicans, Candida glabrata, Candida

krusei.
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Romvac detine din 2016, propriul Cabinet de
Medicina Complementara si are astazi, un
numar de peste 4000 de pacienti aflati sub
tratament sau vindecati.
faciliteaza

Terapia cu Imunoinstant

vindecarea  clinica rapida, iar testarile

bacteriologice cu rezultat negativ confirma
eliminarea agentului patogen din organism.

In plus, cercetétorii de la Romvac au reusit sa
vindece infectii bacteriene vechi de ani de zile si
chiar psoriazisul (forma clinica), contribuind
considerabil, si la imbunatatirea starii de sanatate
a copiilor bolnavi de epidermoliza buloasa, fapt

unic Tn lume la ora actuala.

Romvac si propria retea de distributie

Datorita retelei proprii de distributie create
(35 de depozite judetene si 8 farmacii proprii),
compania este o societate reprezentativa a

medicinei veterinare, asigurand desfacerea atat a
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produselor sale, cét si a unei palete de 1200 de
medicamente si produse de uz zootehnic,

realizate de firme internationale.

Certificari in domeniu
De-a lungul anilor, Compania Romvac a

investit enorm in retehnologizare, obtinand

certificarea SMI (Sistemul de Management
Integrat), care cuprinde: Managementul Calitatii
ISO 9001, Sistemul de Management al Mediului
ISO 14001 si Sistemul de Sanatate si Securitate
Ocupationala OHSAS 18001:2004.

in anul 2004, compania ROMVAC a primit din
partea Autoritati Nationale Sanitare Veterinare,
in normele de buna

confirmarea incadrarii

practica de fabricatie (GMP), certificatele obtinute

fiind confirmate (reexaminate) in ani urmatori.

Romvac Company S.A. este unitate atestata
pentru efectuarea activitatii de Cercetare -
Dezvoltare in domeniul Medicinii Veterinare,
unitatea aflandu-se in coordonarea stiintifica a

Academiei de Stiinte Agricole si Silvice.

Romvac pe piata internationala

Obtinerea tuturor certificarilor a facilitat

patrunderea si dezvoltarea companiei pe piata

internationala, produsele Romvac ajungand

acum, pe trei continente, in tari precum: Lituania,
Malta, Macedonia,

Nigeria, Albania, Kosovo,
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Georgia, Kuweit, Moldova, Spania, Olanda,

Irlanda, Ungaria, Irak, Iran, ltalia si Qatar.

415 angajati

Dezvoltarea continua a Romvac Company
S.A. este asigurata si de colectiv, care n prezent
numara 415 angajati.

Dintre acestia, peste 100 sunt absolventi de
invatamant superior (medici veterinari, chimisti,
biochimisti, biologi, ingineri chimisti etc.), iar mai
mult de 100 sunt angajati de-ai societatii, de mai
bine de 35 de ani.

Romvac in proiecte si produse noi

Timpul a demostrat pana acum, ca toate
demersurile intreprinse de Romvac in medicina
veterinard si mai nou, in cea umana, au fost
extrem de inspirate, fiind rezultatul unor actiuni
initiate Tn momentul potrivit si la locul potrivit.

Acesta este si motivul pentru care Romvac
va isi va continua activitatea de cercetare care
vizeaza obtinerea de noi produse medicinale,
biopreparate, aditivi furajeri, alimentari, substante
fitoterapeutice, dar si produse bio destinate
agriculturii si zootehniei.



sanitar - veterinar

si pentru

siguranta alimentelor

Romvac

Compania Romvac detine propriul
Laborator Sanitar - Veterinar si pentru
Siguranta Alimentelor (LSVSA).

LSVSA este autorizat sanitar - veterinar si
poseda Certificatul de Acreditare RENAR.
Aici:

- se pot efectua analizele necesare:
micologice, parazitologice,
serologice, hematologice

ete.

- se indica schema de

tratament si

- se asigura la cerere,
produsele conforme prin
depozitele si farmaciile
Romvac.

Tel.: 021 350 31 09,
interior 218 sau 259

Mobil:
Dr. Catalin Tudoran — 0723 610 322
Dr. lon lacob — 0767 53 81 86 Romvac Company S.A.

sos. Centurii, nr. 7. Volu
e e o . Tel: 021 350 31 09, Fa 50 31 10
Program de lucru: 08:00 — 14:00, de luni pana vineri. r,-fmvac@rum-..-ac_ru, A othvan o

V Educatie continud | Continuous education



Cristina si col. Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019

Elemente de chimioterapie si radioterapie la animale

Elements of chemotherapy and radiotherapy in animals

Romeo T. Cristina, Eugenia Dumitrescu*, Andreia B. Chirila
Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara

cris tinab@yahoo.com
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Rezumat

Tratamentul cancerului este de obicei unul polimodal, care include: chirurgie, radioterapie, chimioterapie
sau orice combinatie a acestora. Pentru a alege o procedura terapeutica corecta, si potrivita fiecarui
pacient, trebuie cunoscute urmatoarele: rezultatul examenului histologic, stadiul de malignitate, istoricul
medical al pacientului si posibilititile financiare ale proprietarului. in acest sens, se cere o bazi de date
minima asupra stérii de sanatate/boala a pacientului, ceea ce se obtine prin examen de sénge (biochimia
si hematologia) si examen de urina. Pentru stadializarea corespunzatoare si emiterea unui prognostic
corect se vor efectua radiografii (simple sau/si cu constrast), ecografii sau examinare prin CT (computer
tomograf). O data pus diagnosticul este importanta definirea obiectivelor si asteptarilor de la tratamentul
aplicat. Cresterea tumorala prezinta o faza de dezvoltare exponentiala, iar apoi intra rapid intr-o faza de
platou. Raspunsul la chimioterapeutice depinde de punctul in care se afla pe curba de dezvoltare (daca
sunt putine celule in diviziune atunci si fractiunea distrusa de chiemioterapeutice va fi mica). in concluzie,
tumorile mici cu fractiune de crestere mare sunt mai sensibile la chimioterapeutice pentru ca au un
numar mai mare de celule in faza proliferativ. In prezentul referat bibliografic sunt prezentate principalele
elemente ale chimioterapiei si radioterapiei la animale.

Abstract

Cancer treatment is usually a polymorphic one, which includes: surgery, radiotherapy, chemotherapy or
any combination of these. In order to choose a correct and appropriate therapeutic procedure for each
patient, the following should be noted: the result of the histological examination, the malignancy status,
the patient's medical history and the financial possibilities of the owner. In this regard, a minimum
database on the health / illness of the patient is required, which is obtained by a blood test (biochemistry
and hematology) and a urine test. For proper staging and correct prognosis, X-rays (simple or / and
constrast), ultrasound or CT scan (CT) will be performed. Once the diagnosis is made, it is important to
define the goals and expectations of the treatment applied. Tumor growth presents an exponential
development phase, and then quickly enters a plateau phase. Response to chemotherapy depends on
where it is on the development curve (if there are few cells in the division then the fraction destroyed by
chemotherapeutics will be small). In conclusion, small tumors with high growth fraction are more
sensitive to chemotherapeutics because they have a larger number of cells in the proliferative phase. In
this bibliographic reference are presented the main elements of chemotherapy and radiotherapy in
animals.

obiectivul este de a ajunge la o remisie

Introducere completad. Remisia completa se poate exprima

Cel mai mare obiectiv al terapiei este prin disparitia tumorii si semnelor clinice, dar

acela de a prelungi viata pacientului, fara a 2ceasta nu inseamna ca nu exista celule

afecta / compromite calitatea acesteia. La Canceroase in organism. Cand pe langa

majoritatea pacientilor din medicina veterinara, ©*cizia  chirurgicala  se  foloseste s
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chimioterapia, aceasta se recunoaste ca

terapie adjuvanta pentru boala

micrometastazica.

1. Elemente de chimioterapie la animale

Chimioterapia este folosita si pentru a
micsora volumul tumoral pentru imbunatatirea
conditilor de viata (terapie paleativa) sau
inainte de excizia

chirurgicala (terapie

neoadjuvanta). Efectele secundare partiale
cele mai frecvent intalnite sunt:

e acute (voma si diaree);

e cumulative (supresia maduvei osoase);

e idiosincrazice, (cistita hemoragica la

ciclofosfamida).

Chimioterapia se adreseaza in principal
animalelor de companie si se administreaza
sistemic.

Ea este considerata a fi cea mai eficienta
modalitate de terapie pentru unele neoplasme
sensibile la acest tip de tratament (limfoame,
leucemii), sau ca terapie adjuvanta dupa
exciziile chirurgicale ale tumorilor cu indice
metastazic crescut

(osteosarcoame) si a

micrometastazelor, pentru prevenirea
recurentelor, pentru micsorarea tumorilor cu
volum mare in scop paleativ sau inainte de
extirparea chirurgicala si pentru sensibilizarea
tesuturilor Tnainte de radioterapie.

Unele chimioterapice actioneaza sinergic
cu radiatile si imbunatatesc distrugerea
celulelor tumorale.
face

Administrarea lor se sistemic,

intravenos, dar se pot administra si

intratumoral, intracavitar sau inhalator 1in
neoplasme unde administrarea sistemica nu ar
duce la concentratii destul de crescute pentru

a avea un efect favorabil.
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Rationamentul pentru care
chimioterapicele se administreaza intratumoral
este de a obtine o concentratie mai mare in
tesutul tumoral si de a-I proteja pe cel sanatos.

Acest procedeu se utilizeaza frecvent in
cazul

carcinom  scvamocelular si  n

melanoamelor bucale Si epulidelor
acantomatoase la animalele de companie.

Ca medicatie se utilizeaza in special:

e cisplatinul,

e carboplatinul,

e 5-fluorouracilul,

e metotrexatul si

e carmustinul.

Alegerea agentului chimioterapic se face
in functie de specie, tipul de cancer,
disponibilitate si eventual experienta medicului
avand n vedere ca

veterinar, pentru

medicamentele mai des folosite se cunosc
dozele exacte si intervalele de administrare.

Intervalele de administrare trebuie astfel
stabilite incat sa nu fie prea apropiate pentru
ca induc toxicitate, dar nici prea indepartate
pentru ca apare rezistenta si repopularea cu
celule tumorale.

Acestea au enzime reparatoare mai putin
eficiente decét cele ale celulelor normale, deci
tratamentele se programeaza astfel incét
celulele sanatoase sa aiba timp sa fisi revina,
dar cele tumorale nu, si pe langa acest aspect
trebuie urmarita si starea de sanatate a
pacientului, respectiv daca este foarte alterata
se intarzie tratamentul.

Obiectivul oncologilor veterinari care
utilizeaza chimioterapia este de a controla
cancerul si de a prelungi durata de
supravietuire si in acelasi timp de a mentine o

calitate corespunzatoare a vietii pacientului.
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in tabelul 1. sunt prezentate cateva

protocoale terapeutice pentru sarcoame si
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Asocierile medicamentoase asigura

distrugerea crescuta a celulelor tumorale,

carcinoame ale sistemului tegumentar. limitand toxicitatea individuala a
Tumorile sistemului tegumentar sunt mai usor medicamentelor.
tratabile prin chirurgie sau radioterapie.

Tabelul 1.

Protocoale terapeutice in sarcoamele si carcinoamele sistemului tegumentar

Sarcom -
caine

Sarcom -
pisica

(dupa Villalobos, 2007).

i.v., la 3 saptamani
i.v. perfuzie timp de 6-8h, repetata

Doxorubicina 30 mg/m?,
Dacarbazine 1000 mg/m°~,
la 3 saptamani
Sulfa + trimetoprim 15 mg/kg p.o., 2x1/zi
Doxorubicina 30 mg/m?, i.v., ziua 1
Vincristina 0.75 mg/m2 ,In Z|Iele 8,15
Ciclofosfamida 200-300 mg/m p.o., ziua 10
Sulfa + trimetoprim 15 mg/kg p.o., 2x1/2|
i.v., la 3-4 saptamani
Doxorubicind 1mg/kg, i.v., 2|ua 1
Ciclofosfamida 100-150 mg/m n ziua 10 si 11
Doxorubicind 1mg/kg , i.v. 3 ziua 1
Vincristina 0.5-0.75 mg/m*?, i. v ziua 8, 15, 22
Ciclofosfamida 100- 150 mg/m in ziua 10 si 11
Mitoxantron 4-6 mg/m?®, i.v. perfu2|e in4 h, ziua 1
Ciclofosfamida 200- 300 mg/m p.o., in ziua 10
Mitoxantron 4-6 mg/m?, | V. perfu2|e in 4 h, ziua 1
Vincristina 0.5-0.6 mg/m iV, |n ziua 8'si 15
) Ciclofosfamida 200-300 mg/m p.o., in ziua 10
1. Carboplatin 300 mg/m?, | v., la 3-4 saptamani
2. 5-fluorouracil 150 mg/m i.v., saptamanal

Ciclofosfamida 50 mg/m p.o., 4 zile pe saptdmana sau o data la doua zile

Metotrexat 2.5 mg/m®~, p.0., de 2 sau 3 ori pe saptamana
3. Doxorubicind 30 mg/m?, i.v., ziua 1

5-fluorouracil 150 mg/m?, iv., ziva 8 5i 15

Ciclofosfamida 200-300 mg/m p.o., ziua 10

Sulfa-trimetoprim 15 mg/kg, p.o., 2x1/2| pe toata durata tratamentului

1. Sarcomul celulelor fusiforme

2. Alte sarcoame (ciclu
terapeutic: 21 zile)

1. Carboplatin 300 mg/m?,
2. Ciclu terapeutic 21 de zile

3. Ciclu terapeutic 28 de zile
4. Ciclu terapeutic 21 de zile

5. Ciclu terapeutic 21 de zile

(o 1(h sl 4. Cisplatin 60-70 mg/m?, i.v. in perfuzie, la 3 saptamani, inainte de administrare diureza intensa
SGETLW N 5. Vineristing 0.75 mg/m' i.v., ziua 8, 15
Doxorubicing 30 mg/m2 iv., ziua 1

Carcinom
- pisica

5-fluorouracil 150 mg/m ziua1,8si15
6. Doxorubicina 30 mg/m i.v., ziua 1

Vincristina 0.75 mg/m ,in 2|Iele 8,15

Ciclofosfamida 200-300 mg/m p.o., ziua 10

Sulfa-trimetoprim 15 mg/kg p.o., 2x1/2| pe toata durata tratamentului
7. 5-fluorouracil 150 mg/m?, i.v., o data pe saptamana

Ciclofosfamidi 50 mg/m?, p.o., 4 zile pe saptamana, sau o data la dous zile
1. Carboplatin 200-240 mg/m®, i.v., la 3-4 saptamani

. . ' Doxorublcma1 mag/kg, i.v. Z|ua 1

2. Ciclu terapeutic de 28 de zile oy e tamics 100-150 mg/m?, in ziua 10 si 11
Doxorubicind 1 mg/kg, i.v., ziua 1
Vincristina 0.5-0.75 mg/m?, i. Ve ziua 8, 15 si 22
Ciclofosfamid 100-150 mg/m?, in ziua 10 si 11
4. Vincristing 0.5 mg/m?, i. Ve o datd pe saptamana

Ciclofosfamida 50 mg/m p.o., 4 zile pe saptaméana sau o data la doua zile
Mitoxantron 4-6 mg/m®, i.v., perfu2|e in 4 h, in ziua 1
Ciclofosfamida 200- 300 mg/m p.o., in ziua 10
Mitoxantron 4-6 mg/m®, i.v., perfu2|e in 4 h, in ziua 1
Ciclofosfamida 200-300 mg/m p.o., in ziua 10
Vincristina 0.5-0.6 mg/m?, i.v., in ziua 8 si 15

5-fluorouracilul este toxic pentru pisici, da semne nervoase grave, adesea fatale.
* Cisplatinul este de asemenea toxic, da toxicitate pulmonara acuta la pisici

3. Ciclu terapeutic de 28 zile

5. Ciclu terapeutic 21 de zile

6. Ciclu terapeutic de 21 zile

10
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Utilizarea combinatd a medicamentelor,
care au mecanisme diferite de actiune, ajuta la
reducerea dezvoltarii rezistentei in populatiile
heterogene de celule tumorale.

Cele mai bune sanse In ftratarea
cancerului sunt reprezentate de efectuarea
unei chimioterapii combinate, prin
administrarea chimioterapicelor la dozele cele
mai apropiate de cele toxice, dar care sa nu
aiba efecte toxice care se suprapun si, ideal, ar
fi ca, in mod singular, sa aiba actiune asupra
tumorii.

Aceste combinati au ca obiective
cresterea numarului de celule distruse si
mentinerea toxicitatii la nivele acceptabile,
de
populatiilor celulare heterogene sau rezistente
din
aparitiei

largirea  spectrului actiune  asupra

tumori si prevenirea sau Iincetinirea

rezistentei.  Selectia  agentilor

chimioterapici se face pe baza eficacitatii
dovedite asupra anumitori  tumori  si
posibilitatea de a fi administrate la intervale
consecvente, intervalul fiind cel mai scurt
posibil necesar recuperarii celor mai sensibile

tesuturi din organism (maduva osoasa).

1.1. Principii farmacologice n chimioterapie

Farmacocinetica agentilor chimioterapici
este importanta deoarece arata distribuirea
medicamentului si a metabolitilor sai prin
organism si biodisponibilitatea lui de a distruge
celulele canceroase, deci efectul terapeutic.

Prin  administrare  intravenoasa se
presupune biodisponibilitate 100%, dar pentru
alte tipuri de administrari (per os, intramuscular
sau subcutanat) aceasta poate fi partiala.
factorii afecteaza

Dintre care

biodisponibilitatea se pot mentiona
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vascularizatia ~ organelor  tintd,  difuzia
substantei active din patul vascular, legarea lor
la proteine si liposolubilitatea, interactiunea cu
alte substante medicamentoase, produse din
plante, diferentele genetice intre rase si indivizi
(gena MDR la Collie).

Eficacitatea terapeutica este bazata pe
administrarea dozei maxime de medicament
care sa cauzeze toxicitate minima.

Pentru majoritatea chimioterapicelor limita
dintre terapeutic si toxic este foarte mica.

Dozele se calculeazd in mg/m? sau in
mg/kgc, dar s-a observat ca la céinii de talie
micd si la pisici calcularea dozei dupa
suprafata corporala produce adesea toxicitate,
mai ales in cazul doxorubicinei, cisplatinului si
a carboplatinului. Astfel la céinii sub 15 kg si la
pisici se recomanda utilizarea calcularii dozei

in functie de greutatea corporala (mg/kgc).
Ciclul celular
Fazele ciclului celular sunt:
F 1 (sinteza ARN
proteinelor),
F = 2 (sinteza ADN-ului),

F = 3 (0 a doua perioada de sinteza a

-ului a

si

ARN-ului si a proteinelor).

e F =4 (mitoza) si
Celulele in repaus sunt in faza G,. Ciclul
celular  prezinta  importantd  deoarece
chimioterapicele afecteaza o anumita faza a
acestuia, de exemplu alcaloizii tip vinca
(vincristina, vinblastina) afecteaza faza de
mitoza (M), sau pot actiona in orice faza a

acestuia, exemplu agentii alchilanti.

Toxicitatea
Tinta agentilor chimioterapici sunt celulele
cu diviziune rapida, cum sunt si celulele

neoplazice, dar vulnerabile sunt si celulele
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normale cu diviziune rapida, cum sunt cele din
maduva osoasa sau tractul gastrointestinal.
Majoritatea protocoalelor terapeutice
oncologice sunt bine tolerate de animalele de
Cele

secundare sunt:

companie. mai frecvente efecte

Hematologice

Celulele maduvei osoase sunt sensibile la
actiunea distructiva a chimioterapicelor,
deoarece prezinta rata mare de diviziune.

In  majoritatea  cazurilor, neutrofilele
circulante sunt afectate primele, iar mai apoi
trombocitele. La pacientii supusi terapiilor
indelungate cu aceste substante poate aparea
anemia usoara.

Neutropenia este frecventa si este un
factor limitant al dozei de chimioterapic.
Valoarea minima a neutropeniei apare dupa 7-
10 zile si revine la limitele fiziologice, de obicei,
dupa 4-5 zile de la intreruperea tratamentului.

De

hematologic, mai ales al numarului total de

aici, importanta examenului
leucocite.
La pacientii cu neutropenie grava (sub 3.0

x 10%1) se impune intarzierea urmétoarei ture

de tratament, si repetarea examenului
hematologic, pana cand wvalorile sunt
acceptabile.

Daca valorile sunt putin scazute si
pacientul nu prezinta semne clinice de boala,
nu are febra, nu este necesara intarzierea
de

tratamentul va fi facut sub monitorizare atenta.

urmatoarei  doze chimioterapic, dar
Pacientii cu numar total de leucocite
scazut, care prezinta si modificari clinice,
febra, necesita administrarea de antibiotice.
La cazurile grave, cu numar leucocitar sub

1,5 x 10%! se impune spitalizarea si aplicarea
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de
antibioticoterapie i.v., plus se poate administra

unui tratament sustinere Si
factorul de crestere a coloniilor de granulocite
1-2 doze s.c. de 2,5-10 um/kgc.

Pe langa acestea se recomada reducerea
dozei de chimioterapic cu 10-20% si, daca nici

acest lucru nu are efect, se schimba medicatia.

Digestive

Voma. Este un efect secundar comun
care se datoreaza actiunii directe al agentului
chemoterapeutic asupra centrului vomei din
bulb, sau prin actiunea iritanta asupra tractului
gastrointestinal.

Voma apare acut la maxim 8h de la
administrarea medicatiei antitumorale
(stimularea directa a centrului vomei), sau cel
mai frecvent dupa 2-5 zile.

Centrul vomei este responsabil pentru
mecanismul motor al emezei si primeste
informatii de la receptorii specifici agentilor
chemoterapeutici, vestibul Si tractul
gastrointestinal.

Receptorii sunt reprezentati de H; pentru
histamina si 5-HT3; pentru 5-hidroxitriptamina,
si se gasesc atat in centrul vomei, cét si in
tractul gastrointestinal.

De cele mai multe ori (in urma
administrarii chemoterapeuticelor) voma este
autolimitanta, iar la pacientii la care nu
cedeaza se recomanda antiemetice (Tabelul
2.) si tratament de sustinere, deorece produce
deshidratare grava, deficiente nutritionale,

eventual aménarea urmatoarei doze de

medicament.

Se mai poate administra profilactic, cu 3-5
zile Tnainte, un antiemetic, metoclopramid, sau
la reducerea dozei de

sSe va recurge

chemoterapeutic.
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Tabelul 2.

Antiemetice folosite in medicina veterinara
(dupa North si Banks, 2009)

Medicamentul Locul actiunii

Actioneaza  central  asupra

centrului vomei, la doze mari
are activitate anti-
dopaminergica si
WS e[l antiserotoninergica. Creste

tonusul sfincterului esofagian si
relaxeaza pilorul. Este
contraindicat la pacientii cu
obstructie intestinala

C|tra_t ge Blocheaza receptorii NK-1 din
maropitant :
. centrul vomei
(Cerenia) e
periferica
Fenotiazine ex. Are

. Antagonist central de dopamina
clorpromazina

Agonist/antagonist opioid, are

Indicatii

Este cel mai des utilizat in
cazul vomitarii usoare spre
moderate

O medicatie noua atat
pentru voma de natura
centrala, cat si pentru cea

efect
usoara
Se utilizeaza in principal

la pacienti cu

0.2-0.4 mg/kg, p.o. 3x1/zi sau 4x1/zi
1-2 mg/kg/zi in perfuzie cu ritm
constant

Injectabil 1mg/kg s.c. 1x1/zi

Tablete: 2 mg./ kg 1x1/zi

Se pot utiliza ambele formulari
pentru maximum 5 zile

0.5 mg/kg i.m. sau s.c. 3x1/zi sau
4x1/zi

in  noseea

terapia cu 0.2-0.6 mg/kg s.c., i.m.

0.1-0.5 mg/kg i.v., p.o., 2x1/zi

=GR efect asupra centrului vomei din - nainte  de
bulb cisplatin
Antagonisti de NlglgileE} receptorul 5- .
e . 2 . Indicat
LG I ER hidroxitriptaming  din - centrul

vomei

(ondansetron)

Diareea este un efect secundar des
intélnit, si este si ea de obicei autolimitanta.
Dar in cazul tratamentelor cu doxorubicina
diareea poate fi severa, necesitand spitalizare
si tratament de sustinere. Se recomanda dieta
pana la oprirea diareei si aménarea
de

vindecarea clinica si reducerea dozei.

urmatorului  ciclu tratament pana la

Dermatologice

a. Alopecia, in cazul medicinii veterinare, este
dependenta de rasa si apare de cele mai
multe ori la rasele la care parul creste
continuu - Caniche, Bichon, Old English
Sheepdog, terieri, Lhasa Apso, ShiTzu.
Localizarea este cu predilectie pe cap,
inclusiv pierderea mustatilor (pisici), iar la
céinii cu par mai lung, pe picioare (Golden
Retrivier, Setteri, Cockeri etc.) se pierde
parul mai lung, fara alte zone specifice.
Parul de pe zonele tunse sau rase poate
creste mai lent la loc, poate avea culoare

sau textura diferitd. Medicatia care da cel

voma severa
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Oral se poate administra pana la 1
mg/kg

mai adesea acest efect secundar este

doxorubicina si ciclofosfamida.

. Reactile alergice idiosicrazice pot aparea

la oricare agent chimioterapic, dar cel mai

frecvent la L-asparaginaza (in caz de

tratamente repetate) si doxorubicina.
Semnele clinice care apar sunt tremurul
capului, urticaria, eritemul, nelinistea,
vomitarea, edemul si, in caz de reactii
severe, hipotensiunea, care duce la colaps
si moarte, motiv pentru care se recomanda
de

tratament a clorfeniraminei. Daca apar rectii

administrarea  preventiva  inainte
alergice se sisteaza tratamentul si se
0.2-0.5

mg/kg i.v. lent, clorfeniramina - 2.5-10 mg

administreaza: difenhidramina -

i.m., dexametazona - 0.5-2 mg/kg i.v.,
fluidoterapie i.v. si adrenalina (epinefrina).

. Extravazarea. Majoritatea chimioterapicelor

se administreaza intravenos printr-un
cateter introdus in conditii aseptice. Este
necesara plasarea strict intravenoasa si

verificarea plasarii corecte prin irigarea cu
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solutie salina finainte de administrarea

medicatiei antitumorale. Majoritatea
chimioterapicelor provoaca distrugeri
semnificative daca sunt administrate

perivenos sau daca extravazeaza, cea mai

periculoasa fiind doxorubicina.

Reactiile nefrotoxice
Cel
nefrotoxicitatea este cisplatinul, dar utilizarea

mai frecvent asociat cu
lui s-a redus datorita aparitiei carboplatinului.
La pacientii tratati cu cisplatin se induce
diureza cu solutie salina inainte de inceperea
tratamentului, deoarece in medii cu
concentratii crescute de ioni de clor se reduce
toxicitatea cisplatinului.

Pe North  si

recomanda administrarea dexametazonei

langa diureza, Banks,
in
doza de 0.025 mg/kg i.v., butorfanolului 0.1
mg/kg i.v. si a clorpromazinei 0.5 mg/kg i.m.,
iar imediat dupa administrarea cisplatinului se
0.5 g/kg
continuarea diurezei cu solutie salina timp de
6-8h.

Dupa si finainte de fiecare ciclu de

administreaza manitol iv. si

tratament se recomanda examenul urinei si a

parametrilor renali.

Cisplatinul este fatal pentru pisici, iar
doxorubicina este toxica si ar trebui
administratd cu precautie la pisicile cu

disfunctii renale.

Cistita hemoragica sterila este un potential
secundar al ciclofosfamidei al
de

adminstrarea concomitenta a 2-mercapto-

efect Si

ifosfamidei, aceea se recomanda
etansulfonatului.

Majoritatea cazurilor apar dupa o utilizare
indelungata a acestor medicatii.

Ca patogeneza, cistita rezulta in urma
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iritatiei  mucoasei vezicii urinare de catre
metabolitul acroleina.
Semnele clinice se traduc prin hematurie

uneori severa, polakisurie si strangurie.

Se recomanda efectuarea uroculturii
pentru a exclude infectiile urinare.
Daca apare acest efect secundar

tratamentul va fi intrerupt si se administreaza
anti-inflamatoare.

De
tratamentului este bun, dar remiterea totala a

obicei, raspunsul la  oprirea
semnelor clinice se realizeaza in mai multe
saptamani.

Folosirea ulterioara a ciclofosfamidei este
contraindicata si se va substitui cu un alt agent
alchilant, de exemplu clorambucil.

Pentru  prevenirea  aparitiei  cistitei
hemoragice sterile se va administra furosemid
si apa la discretie pentru a favoriza eliminarea

acroleinei

Neurotoxice

Apar rar in medicina veterinara, cel mai

adesea in urma administrarii vincristinei,
cisplatinului si 5-fluorouracilului.
In cazul cisplatinului s-au semnalat

aparitia convulsilor si a unor cazuri de orbire.

Vincristina poate cauza neuropatie

periferica, greu detectabila cu slabirea
membrelor pelvine, alergarea / muscarea cozii
sau un comportament anormal care nu poate fi
altfel explicat, in acest caz se recomanda
intreruperea tratamentului si substituirea cu
vinblastina.

Pe

vincristina mai poate provoca ileus paralitic,

langa aceste efecte secundare,
care se manifesta prin anorexie, dureri
abdominale, constipatie si voma, uneori se pot
recupera in 24-48 de ore.
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Se impune fluidoterapia si managementul
durerii.

Efectul vincristinei poate fi cumulativ, se
reduce doza, iar daca semnele clinice nu se
5-

la pisici

imbunatatesc se intrerupe tratamentul.

fluorouracilul este contraindicat
deoarece da semne clinice neurologice uneori
fatale, iar la caine semnele neurologice sunt

mai putin severe.

Carcinogenezice
Medicatia citostatica pe langa beneficiile
le are, efect

pe care poate avea Si

carcinogenezic, putdnd induce cancer
secundar.

Acest aspect este mai frecvent observat la
agentii alchilanti, cum ar fi ciclofosfamida.

In medicina veterinard carcinogeneza
secundara apare mai rar, poate datorita
faptului ca majoritatea pacientilor oncologici
sunt reprezantati de animale cu varsta
inaintata.

La animalele tinere, la care se asteapta sa
aibe o duratda de viata relativ normala,
posibilitatea aparitiei unor tumori secundare,
fara legatura cu problema initiala, nu trebuie
Ca

carcinoamele celulelor de tranzitie in urma

neglijata. exemplu se pot aminti

tratamentului indelungat cu ciclofosfamide.

Hepatotoxice. Sunt cel mai frecvent
asociate cu tratamentul cu lomustin.

Pacientilor care urmeaza acest tratament le
trebuie monitorizatd frecvent functia hepatica,
iar daca apar modificari, tratamentul trebuie

intrerupt.

Cardiotoxice. Sunt asociate frecvent cu
doxorubicina, mai ales la caine. Se datoreaza

unui efect cumulativ care poate duce la

15

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug
Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019
cardiomiopatie dilatativa, rezultatul final fiind
insuficienta cardiaca congestiva.

Efectele toxicitatii acute asupra cordului
sunt aritmiile, de obicei trecatoare.
data de
radicalilor liberi asupra miocardului, deoarece

Toxicitatea este actiunea
acesta dispune de un nivel limitat de enzime

protectoare, deci este expus deteriorarii
oxidative.

Cainii par a fi mai sensibili, in aceasta
situatie doza cumulativd nu ar trebui sa
depéseascé 220-240 mg/m?.

O data aparute semnele cardiotoxicitatii
acestea sunt ireversibile.

Pacientilor cu antecedente cardiace si
raselor predispuse la cardiopatii dilatative se
recomandata efectuarea unui ECG fnainte de
inceperea tratamentului si a fiecarui ciclu de
tratament.

Pacientilor cu probleme cardiace li se va

substitui tratamentul cu mitoxantron.

1.2. Evaluarea eficacitatii chimioterapiei

Remisia completa (totald)

disparitia totald a unei tumori (remisie clinica)

reprezinta

sau a celulelor canceroase (remisie

moleculara) si a  simptomelor dupa
administrarea chimioterapiei si este obiectivul
tratarii tumorilor vizibile.

Cel mai important indicator al raspunsului
complet este rata de supravietuire fara recidiva
dupa terminarea tratamentului.

Raspunsului partial totalizeaza reducerea
de minim 50% a volumului tumoral si de peste
30% a diametrului, la unii pacienti acesta este
de ajuns pentru imbunatatirea calitatii vietii.

Se masoara cele mai lungi diametre ale

leziunii tumorale la patru saptamani dupa
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tratament si se vede diferenta. Se considera
raspuns favorabil daca diferenta depaseste
30% de la inceputul tratamentului.

In cazul in care boala devine stabila si nu
exista o reductie masurabila a volumului
tumoral, estimarea eficacitatii tratamentului
este dificila.

In acest caz dacad nu existd un raspuns
partial, dupa patru saptamani de la inceperea
tratamentului se considera ca evolutia este
rezistenta la terapie.

Nu se considera eficient tratamentul pana
cand mai mult de jumatate din pacienti au

prezentat remisie completa.

1.3. Mecanismele rezistentei

Chiar

afectiunii, realitatea poate fi foarte diferita

daca obiectivul este ftratarea
datorita rezistentelor care apar.

Celulele cu diviziune rapida au de obicei
un raspuns rapid la chimioterapice, dar
dezvolta la fel de repede rezistenta.

In cazul tumorilor cu volum mare doar 5%
din celule sunt susceptibile la actiunea
chimioterapicelor, iar cele aflate in faza Gy,
adica in repaus, care contribuie la volumul
tumoral sunt, de obicei, rezistente la actiunea
chimioterapicelor.

Dezvoltarea rezistentei tine de mai mulfi
factori, de aceea un protocol terapeutic corect
ar trebui sa fie compus din chimioterapice cu
mecanisme de actiune diferite, altfel rezistenta
va duce la esecul tratamentului.

Cauzele intrinseci sunt reprezentate de
tipul tumorii, unele avand de la inceput un
raspuns slab la agentul chimioterapic, deci nu

sunt tratabile cu acest tip de terapie.
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in  medicina veterinard, in aceastd

categorie intra melanoamele, sarcoamele
tesuturilor moi si carcinoamele gastrice.

in cazul rezistentei dobandite, raspunsul
initial la tratament este bun, dar in cele din
urma se observa o recidiva, ceea ce duce la
necesitatea schimbarii protocolului terapeutic.

Rezistenta anatomica, de exemplu bariera
hemato-encefalica, impiedica  distribuirea
medicamentului si, implicit, duce la esecul
chiar daca in mod normal
fi

chimioterapicului.

tratamentului,

tumora ar sensibila la  actiunea

Un numar de pompe de eflux legate la
membrana celulard influenteaza distributia
substantelor citotoxice.

O forma comuna de rezistentd dobandita
se datoreaza glicoproteinei P (P-170) care este
cea mai bine cunoscuta si este codificata de
gena MDR-1 (Multidrug Resistance).

Functia naturala a glicoproteinei P este de
a proteja organismul contra agentilor
xenobiotici si se gaseste distribuita Tn tractul
gastrointestinal, hepatocite, canalul biliar si
tubulii renali.

Cresterea productiei de glicoproteina P
favorizeaza efluxul citotoxicelor derivate din
produse naturale, cum ar fi alcaloizii vinca,
antraciclinele si actinomicina D.

Gena MDR-1 a fost legata de toxicitatea
crescuta a unor chimioterapice la rasa Collie.

La animalele testate pozitiv pentru gena
MDR-1 se observa toxicitate gastrointestinala
crescuta la citostaticele amintite.

Mutatiile genei p53 sunt alte mecanisme
prin care apare rezistenta. Deci se poate
spune ca mecanismul instalarii rezistentei este

multifactorial.
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Regimul metronomic foloseste agenti
chimioterapici standard la doze mai mici intr-un
program continuu, fara pauze, in loc de
administrari de doze mari la intervale mari.

Scopul acestui mod de administrare este
de a afecta pe langa celulele tumorale si
vasele sanguine tumorale, care sunt intr-o
continua dezvoltare, deci sunt sensibile la
actiunea citotoxicelor, iar celulele endoteliale
vasculare normale sunt stabile genetic, nu
prezinta defecte caracteristice celor tumorale.

Efectul acestui tip de tratament este mai
mult stabilizator decét curativ.

in timp s-au dezvoltat anti-
inhibitori

matriceald, agenti care au ca tinta factorii pro-

agenti
angiogeneza: de metalproteinaza
angiogenetici (factorii de crestere vasculara
de
fibroblastelor bazale) si agenti care inhiba

endotelialda si  factorul crestere a
celulele endoteliale (angiostatin).

Acest tip de tratament este considerat
unul citostatic, deci reducerea completa s-ar
putea sa nu fie obiectivul acestuia, iar terapia
se mentine pe un timp indelungat.

Tirozinkinazele sunt enzime importante in
comunicarea celulara, iar atunci cand
actioneaza sub influenta mutatilor oncogenice
duc la cresterea celulara anormala, deci la
formarea unui neoplasm.

Ele inhiba reactia dintre ATP si proteinele

din substrat prevenind fosforilarea substratului

si rezultd de aici inhibarea transmiterii
semnalelor n aval.
Imatinib mezilatul este un ihibitor de

tirozinkinaza care actioneaza asupra unor

gene responsabile de producerea unor

neoplasme, cum ar fi leucemia mieologena

cronica.
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Acest inhibitor a avut un raspuns favorabil
si in tumorile de la locul de injectare al
vaccinului la pisici si in tumorile mastocitare la
céine.

Lipozomii sunt particule coloidale care se
auto-asambleaza, si sunt formate dintr-un strat
lipidic dublu care incapsuleaza o fractiune din
mediul lichid inconjurator.

Se gasesc sub forma de lipozomi
conventionali, lipozomi polimorfici sau cationici
si lipozomi non-reactivi sau pegilati.

Lipozomii non-reactivi sunt formati dintr-un
strat bilipidic care contine glicolipide sau
polietilen glicol.

Agentii chimioterapici incapsulati au timp
de Tnjumatatire crescut si traverseaza mai usor
vasele sanguine tumorale.

Doxorubicina pegilata in
(Doxil)
plasmatic mai mare, clearance plasmatic mai

incapsulata
liposomi are timp de Tnjumatatire
mic si volum de distribuire mai mic fata de
doxorubicina clasica.

Prin folosirea formei incapsulate se va
imbunatati acumularea lui in tesuturi si se
reduce toxicitatea cardiaca, dar poate produce
hipotensiune.

A fost utilizat cu succes in tumori la céine,
incluzadnd hemangiosarcomul, limfomul cutanat
prin administrari intravenoase Si
intraperitoneale. Se administreaza in doza de
1 mg/kg intravenos, la trei saptamani.

in tabelul 3. sunt prezentati cativa agenti
chimioterapici, mecanismul lor de actiune,

precautiile, indicatile, precum si dozele

acestora.



Principalii agenti chimioterapici utlizati in medicina veterinara
(sinteza dupa Chun, Gustafson, North si Banks si V|||a|obos

Agentul LBEEIET Metabolizare Toxicitate
chimioterapic de actiune

Ciclofosfamida

Clorambucil

Lomustin (CCNU)

Carmustin (BCNU)

Busulphan

Procarbazin

Dacarbazin

Alchilarea ADN-ului

Alchilarea ADN-ului

Alchilarea ADN-ului

Alchilarea ADN-ului,
izomer al ciclofosfamidei

Nitrozoureea alchileaza
ADN-ul si ARN-ul, nu
produce rezistenta
incrucisata cu alti agenti
alchilanti

Nitreozoureea, alchileaza
ADN-ul ca Lomustinul

Agent alchilant

Alchilarea ADN-ului,
inhibarea ADN si ARN-
ului si a sintezei de
proteine

Mecanismul exact este

Hidrolizare microzomala
in ficat la forma activa,
hidroliza la acroleina,
excretie ca produs
inactiv prin urina
Descompunerea chimica
n produsi activi si
eliminarea sub forma
inactiva prin urina si
fecale

Se hidrolizeaza rapid in
plasma si se elimina prin
urina si fecale

Excretat prin tractul
urinar

Metabolizat in ficat,
metabolitii sunt excretati
prin urina

Liposolubilitate crescuta,
dupa administrarea i.v. se
obtin concentratii bune in
LCR, excretia se
realizeaza prin urina
Metabolizat in mai multe
produse excretate prin
urina

Metabolizat de ficat,
excretat de rinichi

Metabolizat in ficat, si

Mielosupresie, cistita
hemoragica sterila,
alopecie

Mielosupresie cu
afectarea trombocitelor
nosee, voma

Mielosupresie cu nadir
intarziat 4-6 saptamani

Mielosupresie, cistita
hemoragica severa,
uroprotectie cu 2-
mercapto-etansulfonat
(MESNA)

Mielosupresie severa la
doze mari, toxic renal si
hepatic

Mielosupresie severa,
nosee, voma, pneumonie
interstitiala

Mielosupresie si
trombocitopenie
prelungita

Leucopenie si
trombocitopenie instalata
tarziu, semne gastro-
intestinale anorexie,
voma, diaree
Mielosupresie,
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Tabletele nu se
divizeaza, manevrarea
corespunzatoare a
pudrei liofilizate

Tabletele nu se
divizeaza

Tabletele nu se
divizeaza

La fel ca ceilalti agenti
alchilanti

Se recomanda
reducerea dozelor la
pacientii cu probleme
hepatice si renale

La oameni se asociaza
cu fibroza pulmonara

Tabletele nu se divid

Capsulele orale nu se

divizeaza

Efect vezicant si

Caini: 200-250 (300)
mg/m?
Pisici: 10 mg/kg

Caini: 0.1-0.2 mg/kg
1x1/ zi
Pisici: 2 mg, 1x2/zi

Caini: 0,1 mg/kg zilnic
pentru 10 zile, apoi 0,05
mg/kg zillnic 1x2/zi

Caini: 350-375 mg/m®,
i.v. la 3 saptamani

Caine: 60-90 mg/m?
p.o.,odatala 3
saptamani

Pisica: 50-60 mg/kg,
p.o., la 3 saptamani

Caini: 50 mg/m®i.v. o
data la 6 saptamani

Caine: 2mg/m® p.o.
Caine: 50mg/m? zilnic,
timp de 14 zile

Caine: 200 mg/m? iv. in

Tabelul 3.

Limfom, leucemie,
mielom multiplu,
plasmocitom,
carcinoame si sarcoame

Leucemie limfocitara
cronica, limfom, mielom
multiplu

Mielom multiplu, limfom

Sarcom,
hemangiosarcom
cutanat si leiomiosarcom

Limfom, mastocitom,
sarcoame histiocitare in
combinatie cu
radioterapia si in gliom

Se utilizeaza rar in MV,
traverseaza bariera
hemato-encefalica

Leucemie mieloida
cronica

Protocol de rezerva
pentru limfom

Protocol de rezerva



Vincristina

Vinblastina

Doxorubicina

Epirubicina

Actinomicina D
Sau
Dactinomicin

necunoscut, dar in parte
actioneaza ca agent de
alchilare

Inhiba polimerizarea
tubulinei in faza mitotica

Inhiba polimerizarea
tubulinei, specifica pe
faza celulara (metafaza)

Derivat semisintetic al
vinblastinei (actioneaza
in metafaza)

Are efecte multiple:
Inhibitia topoizomerazei
II'a ADN-ului
Actioneaza ca radical
liber

Produce apoptoza

Are efecte multiple
similare doxorubicinei,
fiind un stereoizomer
semisintetic al acesteia

Antibiotic antitumoral
sintetic, inhiba
topoizomeraza Il

Antibiotic antitumoral
produs de miceti din
specie Streptomyces

Contine platina, se leaga
covalent la ADN, inhiba
sinteza proteinelor

excretat prin tubulii renali

Metabolizare hepatica,
cu excretie biliara,
eliminare prin fecale

Metabolizare hepatica,
cu excretie biliara,
eliminare prin fecale

Metabolizat hepatic,
eliminat prin fecale

Metabolizat in ficat,
metabolitul principal
doxorubicinolul,
substanta activa se
elimina in principal calea
biliara, prin fecale. Se
poate lega de ADN si
cardiolipina in tesuturi,
de unde disociaza lent
Substanta activa se
elimina pe caile
cunoscute de eliminare,
n principal calea biliara

Este metabolizat in ficat
si eliminat prin urina si
fecale

Este foarte putin
metabolizat, excretie
prin urina si fecale

Este inactivat
intracelular.
Eliminare: in proportie
marre prin excretie
renala

hepatotoxicitate,
anorexie, nosee, voma,
alopecie, anafilaxie

Poate produce ileus,
constipatie, neuropatie
periferica

Neutropenie,
trombocitopenie, semne
gastrointestinale
Neutropenie, neuropatie
periferica mai
accentuata decat la
vincristina, constipatie

Mielosupresie, toxicitate
gastrointestinala si
cardiaca, alopecie. Daca
extravazeaza — necroze.
Reactii de
hipersensibilizare (prurit,
urticarie, voma,
neliniste, dispenee)

Ca la doxorubicina, dar
mai toxic gastro-
intestinal si mai putin
toxic cardiac
Mielosupresie, voma si
diaree si da mai putine
reactii alergice si
cardiotoxice

Mielosupresie, efecte
gastrointestinale (nosee
si voma, diaree)

Nefrotoxic, ototoxic,
nosee si voma,
mielosupresie,
neuropatie periferica,
hipersensibilizare.
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necrozant daca ajunge
extravascular,
incompatibil cu
hidrocortizonul
hemisuccinat
Administrat perivascular
este vezicant, necrozant
Nu se administreaza la
animalele cu disfunctii
hepatice

Daca se administreaza
perivascular este
vezicant

Nu la animalele cu
disfunctii hepatice,
administrat perivascular
este vezicant

Leaga heparina si
formeaza agregate.
Cardiomiopatie legata
de doza, nefrotoxicitate,
necesitatea de a reduce
doza in cazul pacientilor
cu afectiuni hepatice

Incompatibil cu
heparina. Vezicant daca
extravazeaza

Incompatibil cu
heparina.
Efect vezicant mediu

Daca extravazeaza
provoaca durere, edem
si necroze, este vezicant

Sunt necesare diureza
agresiva si terapia
antiemetica.
Monitorizarea creatininei
si examenul urinii. Nu se

bolus lent,1x1/zi timp de
5 zile sau 1000 mg/m? la
3 sapt. i.v. (in 8-10 h) sau
combinat cu doxorubicina
sau lomustin

Caine: 0,5-0,75 mg/m®
i.v.

Pisici: 0,25 mg/m? - 0,75
mg/mPi.v.

Caini si pisici: 2mg/m?
i.v. la 1-2 saptamani

Caine: 15-18 mg/m” i.v.
la 1-2 saptamani

Caine: 30 mg/m®i.v. la
interval de 2-3
saptamani

La cainii sub 10 kg 1
mg/kg

Pisici: 20-25 mg/m® sau
1 mg/kg la interval de 3
saptamani

Caini: 30 mg/m®i.v. la 3
saptamani

Céini: 5.0-5.5mg/m* la 3
saptamani

Pisici: 5.0-6.5 mg/m® la
3-4 saptamani

Caine: 0.5-0.7 (0,9)
mg/m® o data la 2-3
saptamani

Caine: 50-70 mg/m®

I Nu se administreaza la
pisici

pentru limfom

Leucemii, limfom,
carcinoame si
sarcoame, tumori
mastocitare

Limfom, leucemie,
tumori mastocitare

Carcinoame

Leucemie, limfom,
carcinoame, sarcoame
(hemangiosarcoame)

Substitut pentru
doxorubicina.

Carcinom
scvamocelular, limfom,
carcinoame.

Adjuvant n radioterapie
Medicatie de rezerva
pentru pacientii cu
limfom. Poate fi de
ajutor pentru pacientii cu
leucemie limfoblastica
acuta

Osteosarcoame,
mezoteliom intracavitar,
carciomatoza, carcinom
scvamocelular



Carboplatin

Citarabin/
citozinarabinozida

Metotrexat

L-asparaginaza

Hidroxiurea

5-fluorouracil
5-FU

Compus ce contine
platina, se leaga la ADN,
inhiba sinteza
proteinelor

Inhiba ADN polimeraza.
Este incorporat in ADN
si termina elongarea
lantului ADN. Este un
analog al pirimidinei si
actiunea ei depinde de
ciclul celular (faza 2)

Inhiba reductaza
acidului dihidrofolic, deci
interfereaza cu sinteza
ADN-ului, reparatia si
replicatia celulara.

Analog al deoxicitidinei,
se activeaza intracelular
este incorporat in ADN.,
specific pe faza celulara
Enzima de origine
bacteriana degradeaza
aminoacidul asparagina,
inhiba sinteza de
proteine

Inhiba conversia
ribonucleotidelor in
deoxiribonucleotide prin
distrugerea
ribonucleozid difosfat
reductazei

Interfereaza cu sinteza
de ADN, actioneaza
specific inhiband faza S

Este excretat in
proportie de 90% prin
urina

Este bine metabolizat si
se elimina prin urina.
Ajunge la nivel
terapeutic in LCR

Administrat oral se
metabolizeaza partial in
intestin, dar
metabolizarea se face
predominant in ficat, iar
eliminarea prin rinichi

75% din substanta este
excretat prin urina in
24h

Se elimina prin urina si
fecale

Este metabolizat in ficat
si eliminat prin rinichi

Metabolizat intracelular,
eliminat prin plamani si
rinichi

| Edem pulmonar fatal la
pisica

Mielosupresise, nosee,
voma.

La pacientii cu probleme
renale, posibil nefrotoxic

Leucopenie,
trombocitopenie,
anemie, vomitare, diaree

Mielosupresie,
denudarea mucoasei
intestinale, diaree,
nosee, voma, anorexie,
hepatotoxicitate,
nefrotoxicitate, alopecie

Toxic gastrointestinal,
provoaca mielosupresie

Scade sinteza de
proteine, poate produce
pancreatita, soc
anafilactic, creste nivelul
enzimelor hepatice

Mielosupresie,
paronichie, semne
gastrointestinale - voma,
diaree

Toxic gastrointestinal
slab, neurotoxic puternic
la depasirea dozei sau
ingerat in doza mai
mare de 20 mg/kg
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administra cu alte
substante nefrotoxice
La pacientii cu
antecedente renale se
recomanda diureza
nainte de tratament.
Monitorizarea
parametrilot renali

Incompatibil cu
heparina.

Actioneaza sinergic cu
L-asparaginaza

Poate fi antagonist al
metotrexatului

Nu se administreaza
impreuna cu AINS,
sulfamide si tetracicline
cresc toxicitatea
L-asparaginaza reduce
toxicitatea si activitatea
antitumorala

Se administreaza cu
precautie la pacientii cu
disfunctii hepatice sau
pancreatice. Produce
rapid rezistenta.

Contraindicat pacientilor
cu tulburari renale

in cazul administrarii
topice a nu se ingera de
catre animale

La pisica produce
neurotoxicitate fatala

Caini: 300mg/m?i.v.
Pisici: 180-210 (260)
mg/mPi.v.

La 3-4 saptamani

Caine si pisica: 100-150
mg/m? s.c., divizat n
doua doze la 24h
distanta, sau 600 mg/m?
i.v. sau s.c. O data pe
saptamana

Caini si pisici: 0.5-0.8
mg/kg i.v., p.o.

Caine: 100-400 mg/m®
i.v., perfuzie saptamanal
timp de 3 sapt. Sau 650
mg/m? i.v. la doua sapt.

Caine: 400 Ul/kg i.m.
sau 1000 Ul/m®i.m.
Pisica: 400 Ul/kg

Caine: 50 mg/kg p.o.
2x1/zi sau 1x1/zi apoi
1x2/zi

Pisica: 10 mg/kg, 1x1/zi

Caine: 150 mg/m?i.v. 1
pe saptamana

Osteosarcom, carcinom
scvamocelular, sarcom

Limfom,
meningoencefalita
granulomatoasa

Limfom, tumori venerice
transmisibile, tulburari
mieloproliferative

Carcinom gastric,
limfom, melanom
malign, carcinom
scvamocelular perianal

Limfom

Leucemie mielogena
cronica, policitemie,
actioneaza sinergic cu
radioterapia

Carcinoame, sarcoame
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2. Elemente de radioterapie oncologica

Managementul pacientilor cu cancer este
complex si alegerea celei mai bune metode de
tratament este adesea dificila.

In cazul tumorilor solide se pune problema
controlului tumoral loco-regional si controlul
posibilelor metastaze.
tratamentul local

Pentru optiunile de

tratare includ de obicei chirurgia = si

radioterapia, iar daca se pune problema
metastazarii acestea se pot combina cu
chimioterapia.

Alegerea unei alternative dintre
tratamentul chirurgical sau radioterapie sau
chimioterapiei se face in functie de dorintele
proprietarului, probabilitatea de a controla local
sau locoregional neoplasmul, rezultatele
posibile ale tratamentului si, eventual, alte boli
concurente pe care le are pacientul.

Medicul

prezenta toate alternativele,

veterinar are obligatia de a
beneficiile si
riscurile tratamentelor propuse.

Daca o masa tumorala poate fi excizata cu
un prognostic bun, fara afectarea functionala a
organelor si tesuturilor remanente, cu un
rezultat cosmetic (afrontarea plagii operatorii)
bun, atunci tratamentul chirurgical ar trebui sa
fie cel electiv.

Acest tip de tratament se poate aplica la
majoritatea tumorilor orale, la sarcoamele
tesuturilor moi de pe trunchi si extremitati si
unele tumori mastocitare. In cazul sarcoamelor
de dimensiuni mari cu localizare pe membre,
care ar necesita amputarea membrului pentru
a elimina in totalitate neoplasmul se poate
combina chirurgia oncologica cu radioterapia

post excizionala, fara amputarea membrului.
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Radioterapia se poate aplica si inainte de
excizie pentru reducerea masei tumorale. Deci,
radioterapia ca tratament unic este rara in
medicina veterinara si, de obicei, va fi folosita
ca tratament adjuvant, mai ales pentru tumorile
celulelor mastocitare si a sarcoamelor.

Urmatoarele tumori ale pielii sunt
susceptibile la actiunea radiatiilor: tumorile
celulelor mastocitare, sarcoamele, sarcoamele
induse de vaccin la pisici, fibrosarcoamele,
carcinoamele scvoamocelulare,
adenocarcinoamele glandelor sudoripare i
sebacee, melanoamele, plasmocitoamele.

Tumorile cu localizare orala raspund bine
la radioterapie. Radioterapia se preteaza
pentru aceasta regiune deoarece regiunea are
o structura anatomica complexa si adesea o
interventie chirurgicald ar fi foarte dificila si ar
ldsa disfunctii functionale. Se trateaza astfel
sarcoamele, fibrosarcoamele si carcinoamele
cu localizare mai rostrala.

Melanomul malign cu localizare orala
metastazeaza frecvent atat local, cat si la
distantd, deci necesitd pe langa radioterpie si
chimioterapie. Melanoamele raspund bine la

radioterapia fractionata.

Figura 1. Aplicarea radioterapiei la caine
Sursa: http://www.csuanimalcancercenter.org/varian-

radiation-machine
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Tumorile cu localizare truncala si pe

extremitati sunt  tratabile prin  excizie
chirurgicala (cele mici) si / sau radioterapie.

Combinarea celor doua metode de
tratament imbunatateste rezultatul terapeutic si
pe cel functional.

Pentru tumorile care nu pot fi excizate
chirurgical, radioterapia, ca metoda terapeutica
unica, are de obicei un rezultat bun.

Cele

hemangiopericitoamele,

mai  frecvente tumori  sunt
sarcoamele,
fibrosarcoamele, care de obicei sunt invazive
local.

Daca exista posibilitatea unei excizii
complete si ,curate” se rezolva chirurgical, dar
daca exista dubii Tn aceastda privinta se
intervine prin radioterapie.

Radioterapia este folosita cel mai des ca
terapie adjuvanta, mai ales in cazul exciziei
unor tumori fara posibilitatea garantarii unor
margini ,curate” si imposibilitatea de a mai
interveni chirurgical.

in cazul tumorilor cu volum mare se

apeleaza la radioterapie pentru reducerea
volumului  tumoral in vederea excizarii
acesteia.

Mastocitoamele cutanate se trateaza cu
succes prin radioterapie. Sarcoamele asociate
Cu vaccinarea prezintd o problema la pisici, si
tind sa nu raspunda la tratamentele doar prin
radiatie sau doar prin chirurgie.

Prin combinarea celor doud metode,
totusi, s-au obtinut rezultate, cu un timp mediu
de supravietuire de aproximativ 1 an.

Volumul tumoral se va reduce in urma
tratamentului si  astfel durerea  sau
incompatibilitatea functionala pe care o da va fi

diminuata sau abolita.

22

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug
Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019

Radioterapia paleativa se aplica mai ales

la pacientii care din cauza bolii avansate si a

eventualelor metastastaze ar avea un deces
timpuriu.

Majoritatea pacientilor vor fi tratati cu

megavoltaj, prin doze fractionate in decurs de

cateva saptamani in functie, de beneficiile si

riscurile tratamentului.

2.1. Principii de baza ale radioterapiei

Radiatiile ionizante distrug celulele prin
afectarea directd a ADN-ului, care va duce la
moartea celulara.

Efectul poate fi si unul indirect deorece se
actioneaza si asupra apei din celula si a
oxigenului, rezultdnd radicali liberi de hidroxil
care afecteaza ADN-ul.

Efectul acestor fenomene este de a face
incapabila diviziunea sau moartea celulara
datorita aberatiilor cromozomale care apar.

Sunt sensibile la radiatii celulele cu rata
mare de diviziune (atat cele tumorale, céat si
cele normale), deci efectele nu sunt specifice
doar pentru celulele tumorale.

Efectele radiatilor asupra tesuturilor
normale cu proliferare rapida apar in cursul
sau imediat dupa sedinta de radioterapie,
acestea fiind tesuturi cu raspuns acut sau
timpuriu.

Sunt afectate si celulele cu diviziune lenta
sau cele care nu se divid (celulele osoase si
nevoase), dar schimbarile produse de radiatii
apar lent, aceste tesuturi fiind cu raspuns
intarziat.

Dozele de radiatii se calculeaza in unitati
(Gy),
energie absorbita de tesuturi.

Gray care reprezinta cantitatea de
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1

Joule/kg de tesut sau 100 rad (unitate de

O unitate Gy este echivalentd cu

masura folosita).

Doza totald administratad trebuie sa aiba
posibilitate scazuta de a afecta tesuturile cu
raspuns intarziat, in regiunea iradiata.

Dar raspunsul acestor tesuturi depinde de
marimea fractiunii.

O fractiune de marime mai mica permite
administrarea unei doze totale mai mari fara a
creste posibilitatea afectarii tesuturilor cu
raspuns intarziat.

In medicina veterinard o fractiune se va
incadra intre 2,7-4 Gy, timp de 3-5 ori pe
saptamana, timp de 3-6 saptamani.

Doza totala mai mare permite un efect mai
bun asupra tumorii, dar daca se intinde pe o
perioada de timp destul de lunga incat sa
permita repopularea tumorala, rezultatele nu
vor fi satisfacatoare.

Doza totala se stabileste in functie de
tesuturile adiacente zonei iradiate (creierul si
maduva spinarii sunt mai sensibile, iar muschii
si oasele sunt mai rezistente), volumele mari
de tesuturi sunt mai sensibile la iradiatii decét
volumele mici.

Doza totala de radiati depinde de
probabilitatea afectarii tesuturilor cu raspuns
intarziat, obiectivul radioterapiei fiind acela de
a distruge capacitatea de multiplicare a
celulelor tumorale, fara a afecta grav tesuturile
normale adiacente.

Doza totala se calculeaza in asa fel incéat
sa nu fie nici doza minima, care ar actiona
asupra tumorii, dar nici doza maxima, care ar
putea afecta iremediabil tesuturile cu reactie
intarziatd. Deci, daca tumoarea ar fi sensibila

la o terapie cu 50-55 Gy si s-ar administra doar

23

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug
Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019

40 de Gy, animalul s-ar afla la limita minima a

toxicitatii, iar daca ar primi 60 de Gy s-ar afla la

limita maxima si animalul ar fi dispus la o
toxicitate maxima.

Dozele de radiatii sunt in general intre 30-

60 Gy. Acest

fractionarea dozei totale de radiatii intr-o

lucru este realizabil prin
anumita perioada de timp.

Pentru a avea succes trebuie sa se tina
cont de relatia dintre timp, doza si fractiune.

Fractionarea se refera la impartirea dozei
totale de radiatii in fractiuni mai mici.

S-a observat ca aceastda administrare
permite o doza totalda mai crescuta, iar
rezultatele obtinute sunt mai bune, atéat in ceea
ce priveste raspunsul tumorii cat si cel al
tesuturilor sdnatoase.

Fractionarea permite regenerarea
tesuturilor normale intre administrari, dar nu si
a celor tumorale.

S-a observat ca celulele sunt capabile de
regenerare in 24 de ore de la expunerea la
radiatii, daca s-au produs deteriorari subletale.

Regenerarea depinde de celulele stem
disponibile, de aceea in cazul neoplasmelor
este mai lenta.

Dozele fractionate permit regenerarea si
repopularea tesuturilor cu raspuns imediat, dar
daca se prelungeste timpul dintre iradiatii se
vor regenera si cele neoplazice.

Celulele se vor redistribui prin ciclul
celular in asa fel incat cele care au rezistat la
un ciclu de iradiere se sincronizeaza in faza S.

Cea mai sensibila faza a ciclului celular la
radiatii este mitoza, de aceea dozele standard
de radiatii afecteaza doar celulele Tn diviziune.

Cea mai rezistenta este faza S, prin

fractionare radiatile actioneaza asupra mai
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multor celule in faza de mitoza pentru ca
acestea au timp sa se redistribuie si sa intre in
faza de diviziune.

Pentru a actiona asupra celulelor din faza
S se administreaza doze mari de radiatii.

Datorita cresterii rapide si vascularizatiei
anormale, tumorile sunt adesea hipoxice.

Hipoxia protejeaza celulele tumorale de
actiunea iradierii, aceasta putand fi o problema
deoarece rezultd deteriorarea mai slaba a
ADN-ului.

Prin fractionare, tumorile se reoxigeneaza,
deoarece sunt distruse celulele oxigenate, iar
la actiunea urmatoarei doze de radiatii vor fi
mai sensibile.

Timpul dintre administrari este important,
datoritda repopularii celulare. Iradierile se
efectueaza in doze mici pe mai multe fractiuni
pe zi, dar la o distanta de minim 6 ore intre ele
pentru a permite repararea ADN-ului celulelor
normale.

Radiatiile ionizante se pot aplica din surse
externe sursei

(teleterapia),  aplicarea

interstitial  (brahiterapia) sau administrare

sistemica de izotopi radioactivi (lod-131).
Radioterapie externa

Cobalt-60

(Linac) - megavoltaj. Brahiterapie cu Iridiu-192,

prin  Ortovoltaj,

megavoltaj, Accelerator linear
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Strontiu-90, se utilizeaza rar Tn medicina

veterinara deoarece necesita introducerea
unor implante.

Efectele secundare ale radiatiilor se pot
clasifica in efecte secundare acute si
intarziate. Cele acute se observa in timpul
tratamentului si trebuie tratate simptomatic, iar
daca sunt severe se amana tratamentul cu
radiatii.

Cele mai frecvente manifestari (fig. 2.)
sunt inflamatia locala, descuamarea uscata
sau umeda si alopecia (dureaza mai multe
luni), hiper sau hipopigmentarea (afectarea
melanocitelor) in cazul pielii.

Mai pot apare:

¢ inflamatia mucoasei orale,

* Jjetaj,
e conjunctivita,
e keratoconjunctivita sicca,
e caderea unghiilor,
e colita.

Efectele acute ale iradieii sunt observate
cel mai frecvent pe tesuturile cu diviziune
rapida, mai ales pe epitelii, de aceea daca
leziunile au aparut pe o suprafata foarte
motrica (pielea de pe articulatia cotului,

jaretului etc.), vindecarea va fi dificila.

Figura 2. Caine cu (A) alopecie si hiperemie, (B) descuamare umeda si (C) descuamare uscata
Sursa: http://www.vetoncology.org/2011/06/22/radiation-therapy-skin-side-effects/
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Efectele secundare intarziate pot fi
declansate acut, dar semnele clinice pot
intarzia sa apara luni sau ani dupa terminarea
tratamentului. Unul dintre efectele secundare
la nivelul pielii este leucotrichia sau
melanotrichia (fig. 3), care are importanta mai
mult estetica decat medicala, altele ar fi fibroza
sau ulcerele fara tendinta de vindecare.

Efectele secundare mai grave depind de
regiunea tratata si tipul tumorii; pentru tumorile
mastocitare si sarcoame aflate pe extremitati
existd posibilitatea necrozei osoase, care se
poate manifesta prin fracturi dupa cétiva ani,
sau aparitia unor tumori secundare. La ochi pot
(A (fig. 4),

conjunctivita sicca (B) sau afectari ale retinei.

aparea cataracta cherato-
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Se

neuropatii, mielopatii, pneumonii.

mai pot constata encefalopatii,
Nu sunt de negllijat nici aparitia tumorilor

secundare datorate iradierii, deoarece se
cunoaste ca radiatiile sunt carcinogenezice.
Acestea apar mai frecvent la animalele
tinere care au fost ftratate prin radiatii
(deoarece acestea au o duratd de viatda mai
lungd). Pentru a fi clasificat ca efect secundar
intarziat al radioterapiei, neoplasmul trebuie sa
apara Tn zona iradiata dar, din tesut normal, la
un timp suficient de lung, de obicei peste un an

de la tratament, iar histologic trebuie sa fie

diferit fatd de tumora veche.

Figura 3. (A) leucotrichie la un Labrador si (B) melanotrichie la un Pudel dupa radioterapie

Sursa: htt,

//www.veterinarycancer.com/nasal tumors.html

Figura 4. (A) cataracta si (B) cheratoconjunctivtia sicca

Surse: http://www.dog-health-handbook.com/dog-eye-cataracts.html
http://www.merckmanuals.com/vet/multimedia/v4733690.htmI?Ref=n&ltemld=v4733690&Refld=x& Speed=256&Plugin=WMP& E

rror=?qt=&sc=_&alt
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Excizia chirurgicald completda a tumorilor
localizate trateaza mai multi pacienti cu cancer
decat orice altd forma de tratament. Prin
aceasta metoda se trateaza pacientii care au
tumori singulare localizate, sau cu potential
metastazic scazut.

Chirurgia oncologica va avea un rol sau
altul la majoritatea pacientilor oncologici:
diagnostic prin biopsie, rezectia tumorii pentru
terapie, paleativ sau reducerea unor simptome
sau reducerea volumului tumoral.

Majoritatea pacientilor oncologici sunt
batrani, dar termenul batran este unul relativ,
deoarece ar trebui stiutd varsta fiziologica a
pacientului si functionalitatea organelor.

In concluzie, unui pacient caruia functile
organelor sunt in limite fiziologice nu ar trebui
sa i se refuze tratamentul doar pentru ca,
cronologic vorbind, este batran.

In cazul in care se doreste realizarea
tratamentului prin chirurgie trebuie avute in
vedere urmatoarele: tipul, stadiul si gradul
cancerului, daca vor aparea efecte sistemice
sau locale, dacéa exista alte optiuni alternative
de tratament.

Se

chirurgicala are cele mai bune sanse de

considera ca prima interventie

reusitd Tn tratament, deoarece tumorile

netratate au avut timp mai putin pentru
metastazare decét cele recurente si vor avea
structuri anatomice aproape normale, pe cand
cele recurente la locul de excizie vor afecta si
alte planuri anatomice.

Pacientii cu tumori recurente vor avea mai
putin tesut sanatos necesar inchiderii plagii.

Tehnica chirurgicala va fi adaptata in
functie de locatia, dimesiunea si stadiul de

dezvoltare al tumorii. Orice locatie pentru
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biopsie trebuie pozitionata in asa fel incéat sa
poate fi ulterior excizata in cadrul operatiei de
eliminare a tumorii.

Tumorile nu sunt plate deci rezectia intr-
un singur plan nu asigura eliminarea completa.
Tumorile ar trebui manipulate cu grija deorece
majoritatea sunt foarte friabile.

Daca se elimina mai multe mase tumorale
din regiuni corporale diferite se va folosi
instrumental chirurgical steril pentru fiecare
tumora in parte.

in medicina veterinara, chirurgia
oncologica se utilizeazd in combinatie cu
chimioterapia, cel mai des, chiar daca unele
chimioterapice incetinesc vindecarea plagii. Se

recomanda o pauza de 7-10 zile dupéa operatie

pana la Tnceperea tratamentului cu
chimioterapice.
in  cazul folosiri radioterapiei se

recomanda sistarea acesteia cu 3-4 saptamani
inaintea operatiei deoarece aceasta afecteaza
celule sanatoase intr-un mod mai distructiv
decét chimioterapia.

Reluarea radioterapiei se poate face dupa
10-14 plagii

chirurgicale si a planurilor anatomice ramase

zile. Pentru ,sterilizarea”
dupa excizia tumorii se poate face lavaj cu
chimioterapice (administrare intracavitara) sau
radioterapie.

Chirurgia oncologica in scop paleativ
incearca Tmbunatatirea vietii pacientului si nu
vindecarea acestuia sau prelungirea duratei de
viata. Tratamentele aplicate au rolul de a
reduce durerea, discomfortul sau de a reda pe
cat posibil functionalitatea.

Chirurgia citoreductiva (pentru reducerea
volumului refera la excizia

tumoral) se

incompleta a neoplasmului, fiind rar indicata si
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niciodata folosita ca metoda unica si se
efectueaza pentru a creste efectivitatea altor
tratamente

oncologice: radioterapie,

chimioterapie, criochirurgie.

3. Alte metode de terapie in oncologie
3.1. Terapia fotodinamica

Terapia fotodinamica este o terapie fara
efecte termice. Distructia tisulara intervine in
urma administrarii unui agent fotosensibilizant
si activarea luminoasa a acestuia.

Agentul fotosensibilizant este mai bine
retinut Tn neoplasme decét in tesuturile
sanatoase. Acest proces initiaza necroza si
apoptoza celulelor tinta prin formarea
oxigenului molecular si a radicalilor liberi.
Stresul oxidativ actioneazd de asemenea si
asupra microvasculaturii tumorale, producand
ischemie.

In ultimii ani, ca agent fotosensibilizant s-a
utilizat acidul 5-aminolevulinic, care este un
IX,

verteporfinul, care este un fotosensibilizant de

precursor al  protoporfirinei sau

generatia a doua.
5-

genereaza

Dupa administrarea acidului

aminolevulinic celulele

protoporfirina IX pe calea sintezei hemului.
Efectul este de scurtad durata, nu mai mult

de 48 de ore, ceea ce reprezinta un avantaj.

Eficacitatea este totusi limitatd de caracterul

hidrofil al moleculei, ceea ce duce la
penetrarea mai slaba a unor tesuturi.
3.2. Crioterapia
Este numitda si criochirurgie sau

crioablatie. Este un tratament minimal invaziv,
care ingheata leziunile,utilizand temperaturi de
-40°C.
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Se utilizeaza n cazul leziunilor localizate,
de dimensiuni mici si farda metastaze. Are
aplicabilitate buna in tumorile pielii, leziunile
precanceroase, noduli, efelide etc, dar si
pentru tumori localizate in corp (pe rinichi,
ficat, plamani, prostata etc.).

Pentru inghetarea tesuturilor dorite se
utilizeaza azotul sau argonul lichid aplicat prin
tamponare, spray-ere sau cu ajutorul unor
criosonde pe piele (fig. 5).
de

terapeutic se recomanda administrarea de

Tnainte inceperea  procedeului

analgezice, pentru a reduce eventualele

discomforturi, si antibioticoterapie pentru
prevenirea infectiilor.

Distrugerea tesuturilor se realizeaza prin
inghetarea apei intracelulare (spargerea celulei
datorita formarii cristalelor de gheata) si a celei
extracelulare (deshidratarea celulei).

In urma inghetérii la temperaturi de -40°C
vascularizatia tumorala este intrerupta, vasele
tumorale de dimensiuni mici ingheata si se

formeaza trombi intravasculari.

Figura 5. Sonde de crioterapie
Sursa:

http://www.radiologyinfo.org/en/photocat/gallery3.cfm?pid=1&i
mage=cryo-ir-probes.jpg&pg=cryo

Atingerea temperaturii de inghet se va
face brusc, iar dezghetarea tesuturilor lent.
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In urma ciclului inghet-dezghet rezultd
necroza tisulara, care va fi resorbitd mai apoi
de organism prin celulele sanguine din linia
alba. Cele mai bune rezultate se obtin atunci
cand manopera este repetata de doua ori la o

saptamana.

3.3. Electrochimioterapia

Este o metoda terapeutica care combina
administrarea unui chimioterapic si favorizarea
patrunderii acestuia in celula canceroasa prin
impulsuri electrice (electroporare) cu ajutorul
unei sonde speciale.

Impulsurile electrice modifica
permeabilitatea celulelor canceroase.

Metoda este utilizata in tumorile pielii, cum
ar fi tumorile celulelor bazale sau scuamoase,
melanomul, sarcomul Kaposi, alte cancere cu
localizare pe piele.

Administrarea chimioterapicului (cisplatin
sau bleomicin) se realizeaza topic, intratumoral
sau intravenos intr-o doza mai mica decéat in
mod normal, deoarece prin electroporare se
favorizeaza difuzia medicamentului in celule.

in  cazul  administrarii

topice  si

intratumorale, injectia va fi precedata de
administrarea locala a unui anestezic, iar apoi
a impulsurilor electrice.

La

asteapta circa 20-30 de minute dupa care se

administrarea  intravenoasa se
administreaza anestezia localé si impulsurile
electrice.

In cazul animalelor cu caracter dificil, sau
zonelor mai sensibile (planul nazal, pleoape)
se recomanda anestezia generala.

Sonda are dimensiunea unui pix si contine
un electrod care va lua contact cu pielea.

In functie de numérul de tumori, durata

tratamentului poate fi intre 10 si 60 de minute.

28

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019

Ca efecte secundare poate aparea
senzatia de disconfort sau durere la locul de

actiune, sau contractii musculare slabe.

3.4. Agentii de intrerupere vasculara
(Vascular disrupting agents)

Angiogeneza tumorala este foarte activa

find necesara dezvoltarii si metastazarii
tumorale.
Angiogeneza se afla sub influenta

factorilor de crestere endoteliala vasculara,
factorilor de crestere derivati din trombocite,
factorilor de crestere a fibroblastelor si a
metaloproteinazelor matriceale si este inhibata
de factori de necroza tumorala, serotoning,
oxidul nitric, angiostatin sau endostatin.

Toti acesti factori sunt eliberati de celulele
tumorale si de celulele gazda.
de
blocheaza selectiv sau distrug vasele sanguine

Agentii intrerupere  vasculara
preexistente din tumori, ceea ce duce la
moartea celulelor tumorale prin hipoxie si lipsa
nutrientilor.

Tintesc preferential vasele sanguine
tumorale de neoformatie deoarece acestea
difera structural fata de cele deja existente in
organismul sanatos.

Exista agenti de intrerupere vasculara la
care se ataseaza un antigen sau un factor de
crestere specific pentru a se lega la endoteliul
vaselor tumorale.

Acidul acetic-DMXAA

produce colabarea vaselor tumorale dupa 30

dimetilxantenon

de minute (tumori la rozatoare).

Combretastatin A, actioneazd asupra

tubulinei din vasele sanguine, producand

retractie celulara gonflarea membranei si

reorganizarea citoscheletului, ceea ce duce la

cresterea permeabilitati  vasculare si la
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cresterea presiunii lichidului interstitial, care va
duce la colabarea vaselor intratumorale.

Alti derivati sintetici din combrestatin cu o
actiune asemanatoare sunt:
ZD6126,
AVE8062A sau
OXi4503.

3.5. Materialele magnetice

Familia larga a materialelor controlabile
prin cdmp magnetic, includ atat nano-, cét si
microparticule, structuri (nanotuburi, nanofire),
pelicule subtiri.

Pot servi ca exemple:

o ferofluidele (fluidele magnetice),
o fluidele magnetoreologice,
e polimerii magnetici,
.

materiale anorganice magnetice,

° modificate

structurile biologice
magnetic,
e particule magnetice cu biomolecule

legate.

in multe cazuri materialele composite
sensibile magnetic, constau din particule
magnetice mici (cel mai adesea formate din
magnetitd, maghemita sau diversi feriti), de la
scard nanometricd la cea micrometrica,
dispersati in polimeri, biopolimeri sau matrice
anorganica; ca metoda alternativa particulele
magnetice pot fi adsorbite pe suprafata externa
a unei particule diamagnetice (nu contine
electroni desperecheati si deci nu este atras de
campul magnetic).

In majoritatea cazurilor s-au dezvoltat
nano- / microparticule sintetice sensibile
magnetic, dar s-au produs cu succes Si

particule magnetice biologice (magnetozomi
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produsi de o bacterie magnetotactica) care au
fost utilizati cu succes in bioaplicatii.

Sinteza nanoparticulelor magnetice

Multe procedeuri chimice s-au utilizat

pentru a sintetiza  nano-/microparticule
magnetice pentru bioaplicatii, de exemplu:
e co-precipitarea clasica,

e reactii in medii constranse
(microemulsii),

e sintezele sol-gel,
e reactiile sono-chimice,
microunde,
rectii hidrotermale,
hidroliza si

termoliza precursorilor.
Cea mai simpla si eficienta cale chimica

de a obtine particule magnetice este tehnica
coprecipitarii.

Oxizii de fier, sub forma magnetitei
(FesO4) sau maghemitei (Fe»Os), sunt
preparati  prin  ,imbatranirea”  mixturilor

stoichiometrice de saruri feroase si ferice in
mediu apos alcalin (stoichiometria = ramura a
chimiei care studiaza raporturile cantitative

dintre elemente, in combinatii sau in reactii

Fe?** + 2Fe® + 80H — Fe;0, + 4H,0

Magnetita (FesO4) nu este foarte stabila si

este sensibila la oxidare ceea ce duce la
formarea maghemitei (FeoO3).

de
coprecipitare este ca se pot sintetiza o
de

controlul distributiei dimensiunilor particulelor

Principalul avantaj al procesului

cantitate mare nanoparticule;  totusi

este limitat.
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Adaugarea de anioni organici chelatanti
(carboxilati, ioni de -hidroxicarboxilati, acid
citric, a.gluconic sau oleic) sau agenti de
suprafata

complexanti (dextran,

carboxidextran, amidon, polivinilalcool), in
timpul formarii magnetitei, poate ajuta controlul
dimensiunii nanoparticulelor.

Potrivit

organici si sarurile de fier, chelatia acestor ioni

raportului  molar dintre ionii
organici pe suprafata ionilor de oxid de fier,
poate previne nucleatia si duce la formarea
nanoparticulelor mai mari, sau inhiba cresterea
nucleilor de cristal si duce la formarea
nanoparticulelor mici.
Metoda de

genereaza o distributie largéd a dimensiunilor.

coprecipitare clasica

Sinteza unor nanoparticule de oxid de fier cu

dimensiuni uniforme se poate face in

nanoreactori sintetici si biologici, ca structuri
de

dendrimere,

micelare Tn solventi
de

ciclodextrine si lipozomi.

non-polari, custi

proteine apoferitina,

Sinteza hidrotermala a nanoparticulelor de
magnetita este efectuatd in medii apoase in
reactoare sau autoclave, unde presiunea poate
fi mai mare de 2,000 psi (cca 13,8 Mpa), iar
temperatura mai mare de 200 °C.

In acest proces, conditile de reactie, cum
ar fi solventul, temperatura si timpul de obicei
au efect asupra produsului.

Dimensiunea, particulelor din pudrele de
magnetita, a crescut odatda cu prelungirea
timpului de reactie si o cantitate mai mare de
apa a rezultat in urma reactiei de precipitare a
particulelor mari de magnetita.
este o cale umeda

Procesul sol-gel

adecvata pentru sinteza oxizilor metalici

nanostructurati.

30

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug
Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019
Acest proces se bazeaza pe hidroxilarea
si condensarea precursorilor moleculari fin

solutii rezultind o solutie de particule

nanometrice mai departe condensarea Si
polimerizarea anorganica duce la o retea
tridimensionala de oxizi metalici de gel umed.

Pentru ca aceste reactii se efectueaza la
temperatura camerei, sunt necesare viitoare
tratamente termice pentru a dobandi forma
finala cristalina.

Principalii parametri care afecteaza
cinetica, reactia de crestere, hidroliza, reactiile
de condensare si prin urmare, structura si
proprietatile gelului sunt: solventul,
temperatura, natura si concentratia sarurilor
precursoare folosite, pH-ul si agitatia.

Procesul poliol este o abordare chimica
versatila pentru sinteza nanoparticulelor si
microparticulelor cu forme bine determinate si
dimensiuni controlate.

Poliolii selectati (polietilenglicolii) folositi
ca solventi prezinta constante dielectrice mari
si pot dizolva compusi anorganici.

Datorita punctului de fierbere relativ inalt,
ofera o gama larga de temperaturi de operare
pentru prepararea compusilor anorganici.

Poliolii pot servi ca agenti reducatori si
deasemenea ca stabilizatori pentru controlul
cresterii particulelor si preveneriea agregarii
interparticulare.

Nanoparticulele de magnetita neagregate
(7 nm diametru) au fost sintetizate in timpul
reactiei trietilenglicolului cu Fe, la o
temperatura ridicata.

Recent a fost dezvoltatd o noua metoda

de sinteza a nanoparticulelor de magnetita —

sinteza prin injectare in flux (FIS flux

injection syntesis).
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Tehnica consta in amestecarea continua
sau segmentara a reagentilor in regim de flux
laminar intr-un reactor capilar.

Prezinta urmatoarele avantaje:
reproductibilitate mare si cauza curgerii in bloc
si conditiilor laminare, omogenitate mare si
oportunitate pentru un control extern precis al
procesului.

Nanoparticulele de magnetita obtinute au
dimensiuni cuprinse intre 2-7 nm.

Pirolizele (pyrolisis) cu spray si laser sunt
reprezentanti tipici ai tehnologiei cu aerosoli,
sunt procese chimice continue care permit rata
mare de productie a nanopaarticulelor.

Prin piroliza cu spray, o solutie de saruri
ferice si un agent reducator in solvent organic
este spray-at intr-o serie de reactori, unde
solutia de aerosoli condenseaza si solventul se
evapora reziduul uscat rezultat este format din
particule ale caror dimensiuni depinde de
marimea initiala a picaturilor originale.

Particulele de magnetita cu dimensiuni
intre 5-60 nm cu diferite forme au fost obtinute
utilizand diferiti precursori de saruri de fier n
solutii alcoolice. S-au studiat o gama larga de
reactii chimice accelerate prin iradieri cu
microunde a reactantilor.

Recent s-a dezvoltat o metoda cu
microunde, simpla, rapida si eficientd pentru
prepararea nanoparticulelor de magnetita
relativ uniforme (80+5nm) direct din saruri de
Fe®*, formarea acestora necesitd de la cateva
secunde la cateva minute.

Deasemenea utilizdnd aceasta procedura
se pot obtine nanoparticule de magnetita
L=umplute” cu nanoparticule de argint.

Pulberi de nanoparticule de magnetita se

mai pot sintetiza pe cale mecano-chimica.
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Macinarea cu ajutorul morii cu bile a
cloridului feros si feric cu hidroxid de sodiu a
dus la o mixturéa de magnetitd si clorura de
sodiu.

Pentru a evita aglomerarea excesul de
NaCl este adaugat precursorului inainte de
moarda. Pentru obtinerea particulelor de diferite
dimensiuni, pulberile macinate au fost
reincalzite la temperaturi de la 100 la 800°C

timp de o ora.

Stabilizarea particulelor magnetice

Pentru a obtine materiale sensibile

magnetic biocompatibile de obicei este
necesar sa se stabilizeze nanoparticulele de
oxid de fier prin modificarea suprafetei lor sau
prin incorporarea in matrici biocompatibile
corespunzatoare.

Nanoparticulele magnetice modificate ar
trebui sa fie stabile contra agregarii In mediul
biologic si Tn cdmpul magentic.

Mai multi compusi cu grupari functionale
de carboxil, fosfat si sulfat sunt cunoscute ca
se leagd de particulele de magnetita si le
stabilizeaza.

Acidul citric poate fi utilizat cu succes
pentru stabilizarea fluidele magnetice pe baza
de apa prin coordonarea prin una sau doua
grupari reziduuri de carboxil; acesta lasa cel
pudin o grupare de acid carboxilic sa fie expus
solventului, care ar trebui sa fie responibil
pentru a face suparafata cu Iincarcarea

negativa si hidrofilica.alte ferifluide pot

stabilizate prin interactiuni ionice, utilzdnd de
hidroxid de

majoritatea

exemplu acid percloric sau

tetrametilamoniu. In cazurilor

biopolimeri biocompatibili sunt utilizati pentru
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stabilizarea  si modificarea  particulelor
magnetice.

Materialele polimerice naturale sau
sintetice utilizate pentru stabilizarea

particulelor ar trebui sa aibe proprietatile: sa fie

biocompatibile,  biodegradabile,  netoxice,
netrombogenice, non-imunogenice si ieftine.

Nanoparticulele ideale, compozite polimer
biocompatibile sensibile mmagnetic trebuie sa
aibe urméatoarele proprietati:

e diametrul particulelor sub 100 nm,

e stabilitate Tn sange,

e sa nu activeze neutrofilele,

¢ sa nu agregheze trombocitele,

e sa evite sistemul reticuloendotelial,

e comportament neinflamator,

e timp de circulatie prelungit,

eposibila  imobilizare a  compusilor
biologici corespunzatori (anticorpi) si

e productie ieftina.

Dextranul este un polimer de polizaharid
compus exclusiv din unitati de D-glucopironil
cu diverse lungimi de lant si ramificatii; a fost
utilizat ca Tnvelis de polimer mai ales pentru
biocompatibilitatea excelenta.

Formarea  magnetitei in  prezenta
dextranului 40.000 a fost raportatd pentru
prima data in 1982.

Aceasta procedura s-a utilizat pentru
prepararea agentului de contrast pentru MRI
Ferumoxtran-10; acest material are un
diametru hidrodinamic de dimensiuni mici, 15-
30 nm si prezinta rezistenta in sdnge, ceea ce
permite acestor particule foarte mici sa
acceseze macrofagele localizate adanc in

tesuturile patologice.
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Alti biopolimeri care servesc ca Tinvelis
din

carboxidextran, amidon, arabinogalactan sau

sunt formati dextran carboximetilat,
glicozaminogalactan, iar ca polimeri sintetici
biocompatibili avem polietilen glicolul (PEG) si
polivinil alcoolul (PVA).
Nanoparticulele magnetice adesea
formeaza o parte magnetica dintr-un compozit
de microparticule sensibile magnetic format din
diferiti polimeri sintetici, biopolimeri, materiale
anorganice, celule microbiale sau materiale
vegetale.
Microparticulele superparamagnetice
monodisperse compuse dintr-o matrice de
polistiren cu nanoparticule de maghemita (cca.
8 nm diametru), cunoscute ca Dynabeads
(Invitrogen), au fost utilizate la un numar mare
de bioaplicatii, mai ales in biologia moleculara,
izolarea

biologia celulara, microbiologie si

proteinelor.

Progresele recente

Particulele sensibile magnetic au deja
multe aplicatii stabilite sau potentiale in variate
din
tehnologiile mediului inconjurator.

domenii biostiinte, biotehnologie si

Aplicatiile referitoare la biomedicina sunt
bazate in special pe utilizarea unor proprietati
selectate, cum ar fi separarea magnetica,
tintirea magnetica, producerea de caldura,
cresterea contrastului MRI.

Proprietatile magnetice a asemenea
materiale au permis utilizarea lor in numeroase
domenii:

e nano-/microparticulele pot fi separate
din probele complexe utilizdnd un
camp magnetic extern (un separator

magnetic, magnet permanent sau un
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electromagnet). Aceasta proprietate
este importanta pentru ca majoritatea
materialelor biologice au proprietati
diamagnetice care permit separarea
selectiva eficienta a materialelor
magnetice.
particulele magnetice pot fi conduse si
mentinute la un loc anume utilizadnd un
camp magnetic extern.
supuse unui camp magnetic alternativ
cu frecventa nalta, particulele
magentice, sunt capabile sa genereze
caldura. Acest fenomen este utilizat in
special in timpul hipertermiei pe baza
de fluide magentice in tratamentul
cancerului (de exemplu).
de

magnetic genereaza un contrast T,

nanoparticulele oxid de fier
negativ in timpul RMN-ului, au rol de
agent de contrast

fi

diamagnetica a materialelor biologice

pot utilizate pentru modificarea
(materiale derivate din celule sau
plante), polimeri organici si materiale
organice, pentru etichetarea magnetica
a compusilor biologici activi (anticorpi,
enzime, aptameri).

Diagnoza medicala si transportul adecvat
si eficient al medicatiei sunt domeniile
medicale unde particulele nanometrice si-au
gasit aplicatia practica.

Sunt multe alte propuneri interesante
pentru utilizarea instrumentelor nanomecanice
in domeniul cercetarilor medicale si practica
clinica. Nanodispozitivele din stiintele medicale
ar putea finlocui celule, care functioneaza
defectiv sau necorespunzator, de exemplu

respirocitele propuse de Freitas.
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Aceste eritrocite artificiale teoretic sunt
capabile sa furnizeze (asigure) oxigen mai
eficient decat un eritrocit natural. Ar putea
inlocui celulele rosii defecte din circulatia
sanguina.

Aplicatiile respirocitelor ar putea include
inlocuitori de transfuzii de sange, tratamentul
partial al anemiei, probleme
neonatale/prenatale si tulburari pulmonare.

Nanodispozitivele ar putea administra
medicamente direct in corpul pacientului.

Asemenea  nanostructuri

ar  putea

N

transporta medicamente in locuri bine
determinate, realizand un tratament mai precis.

Mecanisme similare cu ,arme” specifice ar
fi

obstacolelor din sistemul

putea utilizate  pentru  Tndepartarea

circulator sau in
identificarea si distrugerea celulelor tumorale.
Nanorobotii care functioneaza in corp, ar
putea monitoriza nivelul diferitilor compusi si
inregistra informatia intr-o memorie interna.
Pot fi utilizati rapid in examinarea unui
anumit tesut, prin controlarea caracteristicilor
biochimice, biomecanice si histometrice ale
acestuia.
Biotehnologia extinde sfera

isi Si

eficacitatea privind optiunile tratamentelor
disponibile din nanomateriale.

Nanotehnologia moleculara va dezvolta
confortul viteza Vviitoarelor

eficacitatea, Si

tratamente medicale si in acelas timp le va

scadea  semnificativ.  riscul, costul  si
invazivitatea.

Biotehnologia permite fabricarea
personalizata, biofarmaceutica Si

biotehnologica a medicamentelor pentru a
fi
solubilitatea slaba, stabilitate chimica slaba

invinge problemele asociate cum ar
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dupa administrate in vivo si in vitro (perioada
de Tnjumatatire scurtd), biodisponibilitate slaba
si potentiale efecte secundare.

Nanoparticulele transportoare au fost
dezvoltate ca o solutie pentru a depasi
problemele de transport — nanocristale de
substante medicamentoase, nanoparticule
solide de lipide (SLN), transportoare lipidice
(NLC), din

conjugate medicament-lipid (LDC).

nanostructurate nanoparticule

Transportorii (carausii), dupa cum a aratat
Muller si col. (cit.de Herbert Ernest si Shetty
Rahul),

problemele de livrare a medicamentelor cu

sunt adecvati pentru a rezolva
solubilitate diferita.

Quantum Dot (punctul cuantic) cu
nanoparticule de o culoare specifica, poate
oferii o verificare ieftind si usoara, a unei probe
de sange, pentru prezenta in acelas timp a
diferte virusuri. In ceea ce priveste cercetarea,
de

biomolecule, atat in exteriorul cét si in interiorul

capacitatea a eticheta mai multe
celulei, ar putea permite cercetatorilor sa vada
schimbari celulare complexe si evenimente
asociate cu boala, furnizand indicii valoroase
pentru  dezvoltarea  viitoarelor  produse
farmaceutice si terapeutice.

Prima nanosita artificiala cu porti voltaice
a fost fabricata de Charles R. Martin si col. la
Colorado State University in 1995.

Membrana lui Martin contine o matrice din
nanotubi cilindrici de aur cu diametrul de 1,6
nm. Cand tubii sunt incarcati pozitiv, sunt
exclusi ionii pozitivi si pot trece cei negativi, iar
cand membrana primeste voltaj negativ, pot
trece doar cei pozitivi.

Pentru a obtine un nanodispozitiv similar,

dar cu specificitate moleculara semnificativa,
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ar putea combina portile voltaice cu
dimensiunile si forma porilor pentru a obtine
control asupra ionilor transportati.

Domeniul multidisciplinar al aplicatiilor
nanotehnologice pentru descoperirea de noi
molecule si manipularea celor disponibile n
mod natural, ar putea fi orbitoare in potentialul
sau de a imbunatatii ingrijirea sanatatii.

Pe viitor, ne putem imagina o lume in care
nanodispozitivele medicale sunt implantate in
mod curent sau chiar injecta in circulatia
sanguina pentru a monitoriza sanatatea si a
participa automat in repararea sistemelor care
deviat de la normala.

au functionarea

Avansarea continua in domeniul
nanobiotehnologiei biomedicale este stabilirea
si colaborarea grupurilor de cercetare din
domeniile complementare.

Asemenea colaborari trebuie mentinute nu
doar la nivelul domeniilor de specialitatea ci si
la nivel international.

Ar

nanotehnologia insasi nu este o disciplina

trebui  mentionat faptul ca
unica in curs de dezvoltare ci mai degraba un
punct de intalnire a stiintelor traditionale cum
ar fi chimia, fizica, biologia pentru a aduce
impreuna cunostinte colective si expertiza
necesara dezvoltarii acestei noi tehnologii.

in tabelul 5. se regasesc cateva domenii
de aplicare ale nanotehnologiei.

Abilitatea de a structura materiale si
dispozitive la nivel molecular aduce beneficii
imediate si va revolutiona cercetarea si
practica medicala. S-au inceput experimente
teoretice si practice asupra biocompatibilitatii
nanomaterialelor si nanodispozitivelor.

Tabelul 6. ofera o privire de ansamblu

asupra acestui domeniu in plina evolutie.
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Tabelul 5.

Aplicabilitatea nanotehnologiei
(dupa: Ernest H, Shetty R., 2005)

Nanomateriale brute Simulare si diagnostic celular Cercetare biologica
Invelisul nanoparticulelor Chip-uri celulare Nanobiologie

Materiale nanocristaline Simulatoare celulare Nanostiita in stiintele vietii
Manipulare ADN, secventializare,
diagnostic

Peptide ciclice Testari genetice Descoperirea de medicamente
Dendrimere Micro-matrice ADN Biofarmaceutice

Agenti detoxifianti Secventiere ADN ultra-rapida Incapsularea de medicamente
Fulerene Manipulare si control ADN Medicamente "inteligente”

Transportori de medicamente
Nanoparticule pt. Scanare MRl Sisteme de detectare bacteriana Terapie genetica

Nano-coduri de bare Bio-chip-uri Farmacogenomice

Nano-emulsii Imagistica biomoleculara
Nano-fibre Biosenzori si biodetectare Manipularea si controlul enzimelor
Nano-particule Aplicatii de diagnostic si aparare

Materiale nanostructurate Transportul medicamentelor

Nanoshell Roboti de endoscopie si microscopie Nanoparticule antibacteriene si

Nano-tub! de carbon Senzori bazati pe fulerene antivirale ’

Nano-tubi noncarbon Imagistica Farmaceutice bazate pe fulerene

puncte cuantice (quantum dots)  Laborator pe un chip Terapie fotodinamica
Locuri ELOICECYCRIVCIEI Monitorizare Radiofarmaceutice

Anticorpi artificiali Nanosenzori

Enzime artificiale Micro-matricea proteinelor Biologie sintetica si nano-

Receptori artificiali Scanare microscopica prin sondare dispozitive primitive

Polimeri imprimati molecular Tecto-dendrimere

Nanoplatforme dinamice "nanozomi”

Controlul suprafetelor Dispozitive intracelulare Celule si lipozomi artificiali

Adezivi de suprafata artificiali  Analize (teste) intracelulare Micelii polimerice
Suprafete biocompatibile Biocomputere intracelulare Biotehnologie si biorobotica
Suprimarea biofilmului Senzori/reporteri intracelulari Terapie virala biologica

Suprafete prelucrate Implante in celule Hibrizi bazati pe virusi

Suprafete model BioMEMS (micro-electro-mechanical Celule stem si clonarea
Materiale si instrumente implantabile Organe artificiale
BioMEMS, chip-uri, si electrozi implantati Nanobiotehnologia

[ Nanopori | Protetica bazata pe MEMS /nanomateriale Biorobotica si bioboti
Ajutoare senzoriale (retina artificiala)
Imunoizolare Micromatrice T (o)

Nanoroboti si dispozitive ADN

Site si canale moleculare Senzori bazati pe micro-structuri / - /
Membrane nanofiltrante Microfluide Nanoroboti bazati pe diamante
Nanopori Micro-ace Dispozitive de reparare a celulei
Separare MEMS medical

Instrumente chirurgicale MEMS

Tabelul 6.

Lista aplicabilitatea nanotehnologiei in stiintele biomedicale
(dupa Freitas Jr., 2004)

Biodetectarea patogenilor

Detectarea proteinelor

Cercetarea structurii ADN-ului

Ingineria tesuturilor

Distrugerea prin caldura a tumorilor (hipertermia)
Studii fagocinetice

Intensificarea contrastului MRI

Separarea si purificarea biomoleculelor si celulelor
Markeri biologici fluorescenti

Transportul de medicamentente si gene

Celule artificiale

Constructia de proteine pentru transportul eficient de
electroni, sau cu proprietati mecanice

Biosenzori

Nanobiomotori

Biomineralizare

Nanorobotica

Nanocomputere
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3.5.1. Aplicatii principale — Terapia in
cancer

Dimensiunile mici ale nanoparticulelor fi
inzestreaza cu proprietati care pot fi foarte
folositoare in oncologie, mai ales in imagistica.

Punctele quantice

(nanoparticule cu

proprietati de confinare cuantica, ca de
exemplu emisia luminoasa ajustabila dupa
dimensiune), utilizate in legatura cu MRI-ul, pot
produce imaginici exceptionale ale localizarii
tumorale.

Aceste nanoparticule sunt mult mai
luminoase decét colorantii organici si necesita
doar o sursa luminoasa pentru excitare.

Acest lucru finseamnd ca particulele
cuantice fluorescente pot produce o imagine
de contrast mai buna.

O alta proprietate a acestora este
suprafata mare raportata la volum, care
permite atasarea multor grupari functionale la
nanoparticule, care apoi cauta si se
conecteaza la anumite celule tumorale.

Dimensiunea mica a nanoparticulelor (10
la 100nm) le permite acumularea preferentiala
la localizarea tumorala (pentru ca tumorile nu

au un sistem limfatic efectiv).

Terapia anticancerosa fotodinamica se
bazeaza pe distructia celulelor canceroase cu
ajutorul oxigenului atomic generat de laser,
care este citotoxic.

Celula cancerosa preia o cantitate mai
din

colorantul special care se foloseste pentru

mare, fatd de celulele sanatoase,
obtinerea oxigenului atomic, deci doar celulele
canceroase vor fi distruse (fig. 6).

Din nefericire moleculele de colorant

ramase migreaza in piele si ochi si produc
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reactii de sensibilizare la expunerea solara,
timp de aproape 6 saptamani.

Pentru evitarea acestui efect secundar,
varianta hidrofobicd a acestui colorant este
inchisa intr-o nanoparticula poroasa.

Colorantul raméane in nanoparticuld, nu se
imprastie in tot organismul, dar nici nu fsi
pierde capacitatea de a produce oxigen

atomic, care va fi eliberta prin pori de 1 nm.

N

3 A

s

A

Figura 6. Utilizarea nanoparticulelor in terapia si
diagnosticul imagistic al cancerului
Sursa: http://en.wikipedia.org/wiki/Nanomedicine

Halas si West de la Rice University din

Houston, au dezvoltat un sistem de
transportare a substantelor medicamentoase

denumite nanoshell nanosfere din metal

dielectric (siliciu acoperit cu aur).

Aceste nanosfere incorporate in polimeri
hidrogel care contin substante
medicamentoase anti-tumorale, sunt injectate
in organism si se acumuleaza langa celulele
tumorale (fig. 7).

Cand sunt incalzite cu un laser infrarosu,
nanosferele (putin mai mari decat virusul
poliomielitei) absorb selectiv o frecventa
specificd de infrarosii, topesc polimerul si

elibereaza substanta activa intr-un loc specific.
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NIR Laser Light

Gold Nanoshell

- Silica Nanorattle Spheres
s Drug

" PEG Layer on GSN

Figura 7. Nanosfere de aur
Sursahttp://english.cas.cn/Ne/CASE/201101/t20110121 646
93.shtml

Dendrimerele sunt molecule sintetice de
forma stelatd cu diametrul de 5-20 nanometri,
formate din structuri ramificate (fig. 8).

Baker si Tomalia (cit. de Freitas, 2004)
sintetizeaza nanodispozitive multicomponente
numite tectodendirmere. Au n mijloc un
dendrimer de care se ataseaza alte tipuri de
module dendrimerice, fiecare tip fiind proiectat
pentru a indeplinii functii necesare pentru a
forma un nanodispozotiv terapeutic inteligent.

Un numér mare de combinati se pot
realiza pentru a  fabrica  (produce)
de

componente dendrimerice, care indeplinesc

nanodispozitivul dintr-o Hlibrarie”
urmatoarele functii: recunoasterea celulelor
bolnave, diagnosticul bolilor, transportul de
substante medicamentoase, determinarea
locatiei si determinarea rezultatului terapiei.

De exemplu, odata ce dendrimerele
raportoare de apoptoza, intensificatoare de
contrast si eliberatoarele de chemoterapeutice
sunt atasate la dendrimerul central, exista
posibilitatea de a produce cantitati mari din
acest tectodendrimer.

Acest schelet poate fi modificat pentru a fi
utilizat impotriva unui tip anume de cancer prin

substituirea dendrimerelor pentru recunoastere
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tumorala, creand un nanodispozitiv

Jpersonalizat” pentru a distruge doar un anumit
tip de cancer, evitand celulele sanatoase.

Figura 8. Dendrimere de la generatia 0 la 4
Sursa: http://www.chemheritage.org/discover/online-
resources/chemistry-in history/themes/microelectronics-and-
nanotechnology/tomalia.aspx

La nanodispozitive sintetizate utilizand
generatia 5 de dendrimere din poliamidoamida
cu centrul din etilendiaminad, cu acid folic,
fluoresceind si metotrexat atasat covalent la
suprafata, acestia tintesc celula tumorala, ajuta
in imagistica si au capacitatea de a livra
intracelular substanta medicamentoasa
(livrarea tintita a imbunatatit raspunsul citotoxic
al celulelor la metotrexat de 100 de ori fata de
cel liber).

Cateva tipuri de celule canceroase au fost
asociate cu cel putin o proteind unica pe care
dendrimerele de localizare ar putea sa le
foloseasca pentru identificarea celulelor
canceroase, si datoritd progresiei genomice
este foarte probabil sa se identifice proteine
unice pentru fiecare tip de tumora.

Acelasi tip de recunostere a proteineloar
de suprafatd ar putea fi utilizat Tmpotriva
celulelor infectate cu virusuri sau paraziti.

Hipertermia produsa de fluide magnetice,
este bazata pe faptul ca particulele magnetice
biocompatibile produc caldura prin diverse
tipuri de pierdere energetica in timpul aplicarii
unui cdmp magnetic sau unei surse de lumina
laser.

Este o metoda promitdtoare in terapia

cancerului, datoritda faptului ca tesuturile se



Cristina si col.
incalzesc la 42-46°C, ceea ce reduce, in
general, viabilitatea celulelor canceroase si le
creste sensibilitatea la chimioterapice si
radiati. Spre deosebire de chimioterapie si
radioterapie, hipertermia are mai putine efecte
secundare.

Pentru tratamentul prin hipertermie au fost
utilizate diferite ri

tipu de nanoparticule

magnetice biocompatibile, cum ar fluidele
magnetice stabilizate cu dextran, alte tipuri de
fluide magnetice biocompatibile, nanoparticule
modificate cu aminosilan, magnetolipozomi
cationici sau magnetolipozomi cu afinitate.

Se folosesc:

e nanosfere (nanoshells),

e nano dispozitive din aur in forma de
custi (nano-cages),

e nanoparticule de aur sau

e nanoparticule magnetice (particule
din oxid de fier) acoperite cu polimeri
naturali sau sintetici pentru a preveni
aglomerarea particulelor.

Bolile hiperproliferative ale pielii nu se
limiteaza doar la tumori, ci si la leziunile
precanceroase.

Mai multe medicatii anticanceroase si
antiproliferative au fost transportate cu ajutorul
dendrimerelor si a nanoparticulelor printre care
5-fluorouracilul, podofilotoxina, paclitaxelul sau

acidul 5 aminolevulinic.

Acidul 5 aminolevulinic Si
metilaminolevulinatul  induc  productia de
protoporfirinda in celulele pielii. Terapia
fotodinamica este utilizata in cheratoza

actinica si cancere nemelanomice ale pielii.
Battah si col.2001 citat de Prow a utilizat
5

atenua

dendrimere  conjugate la acidul

aminolevulinic  (ALA) pentru a
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caracterul hidrofil al acestuia si a Imbunatatii
de de
fotosensibilizare. Acest conjugat nu a fost

sinteza porfirind si  efectul
utilizat topic deoarece nu penetreaza pielea
suficient, dar a fost utilizat sistemic, ceea ce a
dus la fotosensibilizare generalizata.

Di Venosa si col., au administrat topic
5

aminolevulinic, trei molecule de ALA la un

dendrimere conjugate la acidul
dendron (3m-ALA) in solutie salind si dimetil
sulfoxid. Cele in solutie salina au avut niveluri
intracelulare mai ridicate si productie mai buna
de protoporfirind. S-a observat ca fsi fac
efectul maxim cu o ora mai tarziu, probabil
datorita faptului ca fiind lipofile sunt retinute in
stratul cornos.

Podofilotoxina este o} substanta
antiproliferativa cu administrare topica extrasa
din rizomii de Podophyllum species.

Aceasta substanta s-a utilizat la fabricarea
gelului Condylox 0,5% pentru papiloamele
produse de HPV (Human Papiloma Virus) prin
inhibarea  dezvoltarii  celulelor  epiteliale
infectate, dar prezinta efecte toxice grave dupa
absorbtie.

Chen si col, au reusit incapsularea
podofilotoxinei in nanoparticule lipidice solide
(SLN - solid lipid nanoparticle, fig. 9) pentru
reducerea toxicitatii si urmarirea gradului de
penetrare al pielii.

Nanoparticulele  lipidice  solide  pot
incapsula o cantitate relativ mare de substanta
activa fatd de alte nanostructuri. Se pot
SLN

a

administra oral, topic si intravenos.

asigura eliminarea controlata

medicamentului mai multe zile, adera la

suprafata mucoaselor si pot traversa bariera
hemato-encefalica.
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Ca modele experimentale Chen si col. au
utilizat pielea porcina de pe abdomenul unui
singur individ. Pielea a fost curatata de par,
tesut adipos si a fost sectionata.

Toate experimentele de permeabilitate au
fost repetate de trei ori. Ca etalon s-a luat
permeabilitatea tincturii  de
0,15%.

Cantitatea de SLN cu podofilotoxina si cea

podofilotoxina

de tinctura de podofilotoxina s-a masurat dupa
8 ore. Din studiu a reiesit ca permeabilitatea
SLN-podofilotoxina este de 3,84 de ori mai
buna decéat cea a tincturii (SLN-podofilotoxina
23,38 g, tinctura 6,08 pg), iar ca localizare in
piele: SLN-podofilotoxina se localizeaza in
epiderma si in foliculii pilosi, ceea ce i
limiteaza absorbtia sistemica si toxicitatea, iar

tinctura se gaseste in toate straturile pielii.

Figura 9. Nanoparticule lipidice solide
Sursa: http//www.jhunewsletter.com/wp-

content/uploads/2012/09/b7nanopatrticles.jpg

Venuganti si col., (2008) citat de Prow a
folosit de
(PAMAM, cu 5-fluorouracil (5-FU) pentru a
observa permeabilitatea acestora in piele.

dendrimere poliamidoamina

Studiul a utilizat modele experimentale pe
piele porcind, pe mai multe loturi. Lotul martor
a fost tratat cu 5-FU in urmatoarele solutii:

solutie tampon fosfat, ulei mineral si miristat de
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izopropil, pentru lotul martor. S-au mai utilizat
un lot care a fost tratat cu 5-FU conjugat pe
dendrimere in aceiasi solventi si un lot la care
s-a facut pre-tratare cu dendrimere, iar apoi s-
a aplicat 5-FU.

Lotul tratat simultan cu dendrimere si 5-
FU in ulei mineral si miristat de izopropil a
prezentat un flux crescut, iar cel In solutie
tampon fosfat nu a prezentat modificari fata de
lotul martor. Cele in vehicule lipofile au avut
coeficient de partitie mai ridicat si au crescut
solubilitatea 5-FU in piele.

La
observat cresterea permeabilitatii 5-FU de 4 ori

lotul pretratat cu dendrimere s-a

la cel in ulei mineral, de 2,5 ori la cel in miristat
de izopropil si la cel in solutie tampon fosfat s-
a observat scaderea la jumatate a
permeabilitatii fata de lotul martor.

Studiul

crescut permeabilitatea pieli pentru 5-FU din

a aratat cad dendrimerele au

solventii lipofili prin alterarea bariei hidrolipidice
a pielii.

Zhao si col. 2009 citat de Prow a utilizat
nanoparticule de Realgar. Realgarul este un
medicament utilizat in medicina traditionald
chinezeasca, dar fiind foarte putin hidrosolubil
si foarte toxic, utilizarea lui in medicina a fost
dificila. Are ca substanta activa tetrasulfid
tetrarsenicul (As4Sy).

Particulele au dimensiunea de 150 nm si
au fost obtinute prin ,crio-méacinare” si
fncorporate intr-un unguent, si au fost capabile
sa inhibe proliferarea celulelor canceroase in
melanom la soareci.

S-au utilizat doua loturi experimentale
unul  pentru  aplicare  topica (livrare
transdermala a medicamentului), iar celalalt lot
pentru administrarea

prin injectare
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intraperitoneala a 25 mg nanoparticule realgar
pentru fiecare, plus un lot de control tratat doar
cu unguent. Celulele tumorale au fost injectate
in soareci intradermic Tn zona dorsala si s-au
lasat sa se dezvolte pana la un volum de 40-60
mm?. Tratamentele s-au facut timp de 14 zile,
0 data la doua zile.

Lotul de control a dezvoltat tumori cu un
volum de aproximativ 500 mm?®, lotul tratat
intraperitoneal a dezvoltat tumori cu un volum
de aproximativ 300 mm?, iar la cei tratati cu

unguent cu nanoparticule de realgar s-a

observat reducerea dezvoltarii tumorale,

volumul tumoral fiind de aproximativ 100 mm?.
Moartea celulelor tumorale s-a produs prin
apoptoza si necroza, iar la doze de péana la
5uM a indus reducerea viabilitatii celulare la
aproximativ 45%.
Rezultatele obtinute pentru unguentul cu

nanoparticule de realgar sugereaza ca

administrarea topica are efecte mult mai
benefice decat administrarea intraperitoneala.
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Rezumat

in domeniul imunoterapiei oncologice, in ultimii ani s-au facut descoperiri remarcabile. Scopul acestei
lucrari este sa prezinte descoperirile recente in imunoterapia tumorald, inclusiv utilizarea celulelor T
inhibitoare, celulelor T modificate, vaccinurilor anticanceroase si anticorpilor anti B si T. Imunoterapia in
oncologie veterinara este din ce in ce mai utilizata datorita rezultatelor impresionate. Terapia cu celule T
modificate a demonstrat un control tumoral remarcabil si regresie la subiectii umani, iar vaccinurile
anticanceroase au demonstrat recent perioade lungi lipsite de boala si timp de supravietuire crescut la
cainii cu limfom. Astfel, datorita efectelor clinice obtinute, imunomodulatorii sunt utilizati cu succes in
terapia oncologica veterinara.

Abstract

In the field of oncology immunotherapy, remarkable discoveries have been made in recent years. The aim
of this paper is to cover recent findings in oncology immunotherapy, including the use of inhibitory T
cells, modified T cells, anti-cancer vaccines and anti-B and T antibodies. In veterinary oncology,
immunotherapy is increasingly used due to impressive results. Modified T-cell therapy has demonstrated
remarkable tumour control and regression in human subjects, and anticancer vaccines have recently
demonstrated long disease-free periods and increased survival time in dogs with lymphoma. Thus, due to
the clinical effects obtained, immunomodulators are successfully used in veterinary oncology therapy.

Introducere organismul avand manifestari clinice variate si

A . A diferite de la individ la individ chiar si Tn cadrul
Atat in medicina veterinara céat si in cea o .
o . L ) R aceluiasi tip histologic tumoral.
umana imunitatea joaca un rol important in

, , . Tumora maligna ca si manifestare clinica
tratarea si salvarea organismului afectat.

este cunoscuta pentru capacitatea de a
Exista un numar variat de boli ce {in de P P

. . . L disemina loco-regional, metastaza, recidiva
imunitate, cea mai crunta find neoplasmul

. . . post operator, ducand in final la exitus.
malign, mai generic cancerul, un fenomen

. L. Cancerul este de fapt un complex de
patologic complex care afecteaza intreg

sindroame avand drept caracteristica comuna
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proliferarea celulara necontrolata de tip malign.

Dezideratul major urmarit in terapia

acestei cumplite entitati patologice este
prelungirea duratei si calitatii vietii.

Vindecarea pacientului care dezvolta
aceasta maladie este posibila doar in stadiile
incipiente, dar avand 1in vedere lipsa
simptomelor clinice, sunt rar intalnite cazurile
depistate din timp.

Datorita faptului ca boala canceroasa este
de

organism, reiese obligativitatea efectuarii unui

natura sistemica, afectand intregul
diagnostic de certitudine cat mai din timp,
astfel incat sa se permita instituirea terapiei in
fazele initiale.

Strategiile terapeutice fiind obligatoriu
bazate pe asocierea simultand a cat mai
multor tehnici terapeutice, polichimioterapia
citostatica atat ante cat si post operator,
protocoale de chirurgie oncologica, imuno si
hormonoterapia, terapii adjuvante (4, 6).
cea cu

Terapia adjuvanta,

imunostimulatoare reprezinta un principiu
terapeutic modern, oprirea totala a raspunsului
imun patologic in numeroase boli autoimune
sau in chirurgia grefelor si transplantelor, este
un deziderat dorit dar destul de greu de
realizat in conditile neselectivitati efectului

agentilor medicamentosi (5).

Terapia cu modificatori ai raspunsului
biologic (MRB)

Imunoterapia este o} modalitate
biotehnologicd moderna, neconventionala care
reprezinta si o posibilitate terapeutica care s-a
adaugat trialului clasic Tn oncologie (chirurgie,
chimioterapie citostatica si radioterapie) (1).

este  stimularea

Scopul activitatii

mecanismelor imune ale organismului atat in
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caz de oncopatii cat si in afectiuni sistemice
nemaligne pentru a sista, respinge sau a
obtine regresia pe cale imunologica a
respectivului proces patogen.

in anul 1908, Paul Ehrlich a aritat ca
imunitatea naturala reprezinta cheia privind
cancerul, ca imunitatea nu depinde de
substantele antimicrobiene, ci de activitati pur
celulare.

Dupa previziunile lui, in viata fetala si
celulele anormale devin
de

mecanismelor de aparare ale organismului ele

post-fetala,

extraordinar comune, 1nsad datorita

raman latente timp de 20, 30 sau chiar 40 de
ani mai Tnainte de a genera o tumoare si numai
cand are loc o diminuare a activitatii celulare
vitale poate sa@ urmeze dezvoltarea rapida

“parazitara

a acestor celule (1, 9).

S-a descoperit ca, datorita activitaii unor
populatii
(Perry), de mai multe ori reactiile imune nu

de celule cu funciii supresoare
inhiba, ci stimuleaza procesul neoplazic.

Toate aceste constatari justifica studiile
intreprinse in vederea folosirii rezistentei
imune a organismului in limitarea proliferarii
tumorale si constituirea ca ramura distincta a
imunoterapiei.

Un

respectiv faptul ca dincolo de multitudinea de

lucru poate fi destul de evident,

verigi, unele cat se poate de prompte, ale
apararii antitumorale, lantul in ansamblul lui
poate fi depasit de proliferarea de tip invadant
a celulelor maligne, instalandu-se o stare de
imunodeficienta secundara profunda.
Imunoterapia reprezinta o  optiune
terapeutica ce are ca scop stimularea
(SCI), care

de

sistemului celular al imunitatji

functioneaza ca un mecanism
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supraveghere continua, depistand celulele
canceroase si impiedicand, in stadiile tardive
ale bolii, extinderea procesului, deoarece
aceste celule pot scapa supravegherii imune.

Astfel, subieciii cu stare generala buna si
care prezintd un sistem imunitar functional
normal tind sa prezinte un prognostic favorabil
(9, 18).
In conditii normale, orice celula cu tendinta de
malignizare este recunoscuta si eliminata de
catre limfocite sau alte celule efectoare ale
imunitatii.

In consecinta, activitatea mecanismelor
umorale si celulare ale sistemului imun ar
putea inhiba dezvoltarea tumorii si eliminarea

celulelor neoplazice.

Imunoterapia, Tn multiplele ei forme
practicate astdazi in oncologia clinica
veterinara, urmareste prevenirea instituirii

malignizarii, dar si oprirea evolutiei si regresia
procesului neoplazic, prin citoreductia selectiva
(2).

abordare
putin
canceros

Imunoterapia reprezinta o

terapeutica mai apropiata si mai

daunatoare pentru organismul

comparativ cu radioterapia si chimioterapia,

permitand reactivarea sistemului celular al

imunitatii supresat de agresiunea neoplazica

prin:

e stimularea imuna specifica sau nespecifica
sau limitrea prin mijloace specifice a

progresiunii neoplazice si sindroamelor
paraneoplazice, astfel incat sa prevaleze
mecanismele imunoreactive asupra celor
imuno-facilitatoare.

refacerea in parametri normali a functiei
Si

organelor hematopoetice

imunocompetente.
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sa reduca pe cat posibil starea de
imunodeficienta secundara determinata de
evolutia clinica a tumorii prin antagonizarea

efectelor limfocitelor t supresoare.

e cresterea rezistentei naturale imune a
organismului  cu inhibarea  proliferarii
tumorale.

determinarea regresiei maligne, reducerea
in volum a masei tumorale prin realizarea la

nivel celular a citoreductiei (11).

Se utilizeazd ca imunomodulatori diverse
produse biologice:
e naturale, celule eucariote fintregi dar

modificate prin factori fizici sau chimici

(temperatura, diverse substante

potentializatoare ale imunogenitatii),
fragmente celulare eucariote sau procariote
imunogenice (membrana, perete celular,
ribozomi, citoschelet, etc) dar mai ales
moleculele constitutive naturale;

sintetizate prin recombinarea genetica sau
induc atat

alte cai artificiale. Acestea

raspunsul imun dar pot actiona si ca
adjuvante in stimularea sintezei anticorpilor
specifici (9).

Actualitatea imunoterapiei cancerului este
determinatd de faptul ca cele trei modalitati
clasice de tratament, chirurgie, radioterapie si
chimioterapie au ajuns la o limita la care cel
putin in momentul de fata nu se intrevad
Si
rezultatelor vis-a-vis de durata supravietuirii

progrese majore in privinta eficientei
sau a mairirii intervalului liber de boala.
Pentru ca imunoterapia sa fie eficienta,
este necesar ca numarul celulelor tumorale din
tumora primara sa nu depaseasca valoarea de
10° corespunzand la stadiul T, (tumora primara

in situ), nedepistabila clinic (5, 17).
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Imunoterapia preventiva oncologica

bolii
neoplazice este obligatoriu a fi respectate o

Pentru evitarea declansgarii
serie de reguli generale si specifice.
Din acest punct de vedere, efectele
imunoterapeutice maxime se obiin in cazul
leziunilor premaligne de tip epitelio-displazii,
nefiind recomandata hiperstimularea
antigenica, in special cea specifica dar si
nespecifica, mai ales in mielo sau limfo-
displazii.
de

nespecifica vizeaza:

Masurile profilaxie specifica si

e evitarea contactului organismului sanatos

cu agentii etiotropi cancerigeni;

e indepartarea surselor sau factorilor

susceptibili de a determina oncopatii (fizici,

chimici, biologici);

cresterea reactivitatii imunologice
nespecifice a animalelor susceptibile sa
dezvolte cancer (antecedente ereditare),
expuse unor factori de risc onco-inductori,
purtatoare ale unor leziuni precanceroase
sau tumori benigne cu potential mare de
malignizare (14).

Profilaxia in oncologie urmareste prevenirea
instalarii malignizarii, conform principiului
“este mai usor sa previ decét sa tratezi” si
este imparita in specifica si nespecifica
(11).

Profilaxia are ca

nespecifica scop

cresterea reactivitatji antitumorale a
organismului (stimularea ridicata a celulelor
NK), intrucat ele sunt elemente nespecifice ce
se opun cresterii elementelor tumorale si
urmareste trei deziderate:

e ecologizarea arealului;

e eliminarea pe cét posibil a factorilor cauzali
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determinanti si favorizantj;

stimularea Sistemului Celular al Imunitatji

(SCI);

imunoterapie profilactica, in populatiile sau

aceasta se realizeaza printr-o

la indivizii purtatori ai unor afectiuni
premaligne incadrabile in grupa celor cu
risc crescut de aparitie a cancerului.

Profilaxia specifica se poate face prin

vaccinare pentru agentul etiologic bine
precizat ce poate determina cancerul la
animale.

Vaccinul anti Marek este primul vaccin
antitumoral, a doua reusita a fost vaccinul
impotriva leucemiei pisicii (primul vaccin contra
unui retrooncovirus) cu un procent de protectie

foarte ridicat asupra acestei boli (3, 8).

Imunoterapia curativa oncologica

Vizeaza citoreductia selectiva a celulelor
neoplazice fara afectarea celor normale, prin
inducerea simultana a catorva efecte.

O prima posibilitate o reprezinta reducerea
imunodepresiei organismului canceros, indusa

malign sau consecutiv terapiei citostatice, un

alt efect putdnd fi citoliza imunologica
specifica, respectiv. numai a celulelor
neoplazice (13).

Etiologia  plurifactoriala,  screening-ul
complex, prin mijloace de supraveghere

imunologice si paraclinice, este indicat sa fie
efectuat periodic pentru a se evita instituirea
starii de malignitate celulara.

Malignizarea este un proces etapizat, de

lunga durata, care presupune numeroase

modificari  citogenetice exprimate  morfo-
functional, inclusiv prin  “ascunderea”
antigenitatii sau a starii de self alterat,

conceptul de NON SELF nefiind in totalitate
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corect, celula neoplazica provenind dintr-o
celula normala a organismului.

Eficacitatea imunoterapiei este
conditionata de prezenta unor molecule marker
specifice pe suprafata celulelor maligne.

Exista antigeni tumorali unici, care se
gasesc numai pe celulele tumorale ale unui
individ anume si antigene tumorale comune
intalnite la toti indivizii cu acelasi tip de tumora,
dar lipsesc pe suprafata celulelor normale.

Antigenele tumorale de tip M sunt comune

celulelor tumorale si celulelor normale (11, 20).

Imunoterapia activa

Urmareste activarea sistemului celular al
imunitatii al organismului canceros, dar pentru
aceasta, trebuie sa fie indeplinite doua condifji:
tumora maligna sa aiba caractere antigenice
Si
imunocompetent.

distincte organismul gazda sa fie

Este important sa nu se confunde cu
situatia in care tumora prezinta un suport
microbian (suprainfectare); in aceasta situatie
exista antigenitate nespecifica bacteriana, deci
stimularea S.C.l. este realizatda predominant
umoral.

Imunoterapia specifica poate fi specifica
sau nespecifica, iar cea nespecifica poate fi la
randul ei de zona sau de sistem (sistemica).

Stimularea S.C.I. se realizeaza cu ajutorul
fi
(microbieni), celule tumorale inactivate prin

unor imunomodulatori care pot biotici
mijloace fizice sau chimice precum adjuvant.
Acesti imunomodulatori nu interactioneaza
cu tumora sau cu agentiii tumorali, ei avand
doar actiune generala:
[ ]

nespecifica: consta in administrarea de

imunomodulatori care se poate realiza: in
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situ, prin grataj, administrare intradermica
sau intratumorald; sau de zona (loco-
regionald).

specifica — situatie In care se folosesc
celule tumorale sau extracte de antigene
tumorale (6, 15, 16).

Imunoterapia pasiva (seroterapia)

Reprezintd operatiunea prin care se
preiau anticorpi sau factori umorali de la
donator si se inoculeaza la acceptor; se
transferd partea lichida. In acest mod se
efectueaza:

e administrarea de anticorpi monoclonali;
indepartarea factorilor blocanti si a
complexelor imune circulante;
imunochimioterapia tintita
e administrarea de interleukine
In esents, seroterapia consta in transferarea
(transfuzia) de anticorpi antitumorali specifici
de la un organism donator imunizat specific
contra aceluiasi tip tumoral malign, la un
organism acceptor.

Aceasta presupune terapia cu ser sau
anticorpi izolati din ser, dar rezultatele sunt
inconstante, deci discutabile.

Biotehnologiile si utilizarea proteinelor de
tip imunoglobuline (Ac) modificate genetic,
precum si doar a fragmentelor structurale
caracterizate printr-o mare specificitate si
afinitate, responsabile de efecte antitumorale,
reprezintd un domeniu de avangarda al

imunoterapiei specifice (10, 12).

Imunoterapia adoptiva

Tehnica e la fel ca imunoterapia pasiva,

dar se transfera celule imune (limfocite,

monocite) sau produsi ai acestor celule
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(mesageri sau molecule informationale
reprezentate de IL-2, interferon, citokine).

Prin transferul lor la organismul primitor,
are loc si transferarea informatiei antigenice.

Consta in transferarea catre organismele
bolnave a celulelor imunocompetente
alogenice prelevate de un organism.

Celulele grefate se imunizeaza impotriva
tumorii, dar aceasta metoda risca sa provoace
0 reactie imunitara a grefonului impotriva

tumorii (19).

Imunoterapia restaurativa

Urmareste restabilirea functiilor
imunogene, restabilirea populatiilor celulare
imune deficitare (celule STEM, limfocite T) -
pentru aceasta se intervine prin inhibarea sau
din

imunosupresoare.

scoaterea competitie a  celulelor

SCl, inhiba celulele
supresoare (limfocite, monocite, macrofage) si
Se

realizeaza prin factori timici, chiar hormoni sau

Revigoreaza

elimina factorii solubili de supresie.

prin folosirea unor factori sintetici (levamisolul).

Cele mai bune rezultate au fost obfinute
prin asocierea hormonilor timici cu interleukine-
IL-2.

Polipeptidele  imunomodulatoare  sunt
activatoare ale macrofagelor, celulelor NK,
avand o mare rezistenfa la proteaze,
specificitate Tnalta fata de receptorii liganzi, si
biodisponibilitate (21, 22).

Acemanan este un complex
mucopolizaharidic, care a fost izolat si purificat
in anul 1983 din planta Aloe vera. Efectele
imunomodulatoare sunt complexe, interactiune
sistemul imun realizadndu-se

cu prin

urmatoarele mecanisme:
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e interactioneaza cu sistemul imun, Tin
sensul stimularii  macrofagelor si a
limfocitelor T si NK. Favorizeaza

eliberarea locala de TNF (tumor necrosis
factor), secretat de macrofage, cu rol de
distrugere a celulelor tumorale;

scade producerea de oxid nitric sintetizat
de macrofage cu rol inflamator si actiune
foarte toxica celulara;

stimuleaza sinteza si eliberarea de
(IL-1 si IL-6)

raspunsul imun mediat celular (sporeste

interleukine amplificand

eficacitatea limfocitelor T si NK);

efect antiviral prin diminuarea sintezei

ARN-ului, la  virusuri anvelopate:
lentivirusuri (HIV, FIV, PIV),
ortomyxovirusuri (influenta),

paramyxovirusuri (New Castle), Herpes
virus;

diminueaza proliferarea fibroblastelor.
Eliberarea complexului de citokine asociat
Si de
fibroblastelor recomanda acest

cu efectul antiviral cel inhibare a
proliferarii
medicament in terapia fibrosarcoamelor cu
etiologie virala la céine (inclusiv epulis) si
feline.

Leucomax este un stimulator si inductor al
cresterii numarului de celule dendritice si NK.

Ethyol

supresoare

al

Si

este un modulator
WT-p53,

antimutagena si reversoare.

genei
avand actiune

Bonephos are efect inhibitor al enzimelor
metaloproteinazice, de tip matrix, avand efect

inductor al apoptozei (10).

Concluzii
Imunoterapia  constituie o  metoda
complementara destinata atdt prevenirii
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aparifiei  cancerului cat si  eliminarii
(citoreductiei) celulelor maligne care persista in
organism dupa aplicarea metodelor terapeutice
clasice: chirurgie, radioterapie, chimioterapie,
aplicate dupa scheme terapeutice consacrate.

Astfel se urmareste  imbunatatirea
prognosticului, fiind consideratda de optimisti
“piatra unghiulard” in cresterea eficacitafji
terapiei conventionale.

Imunoterapia oncologica este utilizata n
tratamentul cancerului, obtinandu-se rezultate
remarcabila atat in medicina umana, cat si in

medicina veterinara.
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Rezumat

Analiza riscului de mediu pentru produsele medicinale veterinare este o evaluare a posibilei lor evolutii, a
modului de actiune , a efectelor produse si este structurata in doua faze, in conformitate cu ghidurile
VICH GL6 (faza I) si GL38 (faza Il). Evaluarea riscurilor de mediu, parte integranta a autorizatiilor pentru
produsele medicinale veterinare, interpretata conform ghidurilor VICH, asigura predictibilitatea si
transparenta rezultatelor obtinute. Calea de distributie si evolutia in mediu a substantei active din
produsul medicinal veterinar sunt factori importanti pentru evaluarea efectului expunerii finale.
Concentratia predictibila fara efect (PNEC) este concentratia unei substante in orice mediu sub care
efectele adverse nu se vor produce, cel mai probabil pe durata expunerii pe termen lung sau pe termen
scurt. in evaluarea riscului pentru mediu, valorile PNEC vor fi comparate cu concentratia predictibila de
mediu (PEC) pentru a determina daca riscul unei substante este acceptabil sau nu. Daca PEC / PNEC <1,
riscul este acceptabil. PNEC-urile sunt de obicei calculate prin raportarea descriptorilor de doza
toxicologica la un factor de evaluare. Punctele finale utilizate cel mai frecvent pentru determinarea PNEC-
urilor sunt mortalitatea (concentratia medie letala, LC50), cresterea / dezvoltarea somatica (concentratia
efectiva, ECx sau concentratia fara efecte observate, NOEC) si reproducerea (concentratia efectiva, ECx
sau concentratia fara efecte observate, NOEC). Se determina PNEC-urile pentru factorii de mediu: apa,
sediment si sol. in lucrare se prezinta un algoritm de calcul al concentratiilor predictibile fara efect
(PNEC) pentru factorii de mediu: sol, apa, sediment. Aceste calcule sunt necesare pentru evaluarea
riscului de mediu pentru produselor medicinale veterinare. Pe baza acestui algoritm de calcul, a fost
elaborat un software original, interactiv specializat , care sa permita determinarea rapida si convenabila a
concentratiilor predictibile fara efect, PNEC, pentru factorii de mediu: sol, apa, sedimente pentru
produsele medicinale veterinare. Softul este un instrument foarte util pentru specialistii in evaluarea
riscurilor de mediu.

Abstract

The environmental risk analysis for veterinary medicinal products is an assessment of their possible
evolution, exposures and effects and is structured according to the VICH GL6 (Phase I) and GL38 (Phase
) guides. The environmental risk assessment, an integral part of the veterinary medicinal product
authorizations, interpreted and harmonized under the VICH guidelines, ensures the predictability and
transparency of the results obtained. The route of distribution and the evolution in the environment are
important factors for the concentration of the final exposure. Predicted No-Effect Concentration (PNEC) is
the concentration of a substance in any environment below which adverse effects will most likely not
occur during long term or short term exposure. In environmental risk assessment, PNECs will be
compared to predicted environmental concentration (PEC) to determine if the risk of a substance is
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acceptable or not. If PEC/PNECs<1, the risk is acceptable. The PNECs are usually calculated by dividing
toxicological dose descriptors by an assessment factor. The endpoints most frequently used for deriving
PNECs are mortality (LC50), growth (ECx or NOEC) and reproduction (ECx or NOEC). PNECs need to be
derived for various environmental compartments (water, sediment, soil, air, etc.). The paper presents an
algorithm for calculating predictable no-effect concentrations (PNEC) for environmental factors: soil,
water, sediment required for environmental risk assessment of veterinary medicinal products. Based on
this calculation algorithm, specialized interactive software has been developed to allow rapid and
convenient determination of predictable no-effect concentrations, PNEC, for environmental factors: soil,
water, sediment for veterinary medicinal products. It is a very useful tool for environmental risk
assessment specialists.

Introducere (concentratia efectiva, ECx sau concentratia
fara efecte observate, NOEC).

Evaluarea riscului este o evaluare a

I . . . . Factorii de evaluare (AF) sunt utilizati in
posibilei evolutii, a modului de actiune si a (AF) ’

. - : determinarea  PNEC-urilor  si  exprima
efectelor produsului medicinal veterinar.

. . . diferentele interspecifice. si intraspecifice
In ansamblu, evaluarea riscului este

N . - . dintre datele obtinute in laborator si in mediul
structurata in jurul abordarii coeficientului de ’ ’

risc, asa cum este descris in ghidurile VICH natural.
GL6 (faza l) si GL38 (faza Il).

Coeficientul de risc (RQ) este definit ca
raportul dintre concentratia predictibild din
mediu a substantei active din podusul
medicinal veterinar (PEC) si concentratia
predictibila fara efect a substantei active din
podusul medicinal veterinar (PNEC).

Coeficientul de risc calculat indica
probabilitatea aparitiei efectelor negative
asupra mediului.

Evaluarea de faza Il incepe la nivelul A,
pe baza unui set de date referitoare la
caracteristicile substantei active,
comportamentul si efectele acesteia, care
permit caracterizarea riscului de mediu.

PNEC-urile sunt de obicei calculate prin

raportarea descriptorilor de doza toxicologica

la un factor de evaluare. Factorii de evaluare aplicati pentru testele
Punctele finale utilizate cel mai frecvent pe termen lung sunt mai mici, deoarece

pentru  determinarea  PNEC-urilor  sunt incertitudinea extrapolarii datelor obtinute in

mortalitatea (concentratia medie letala, LC50), |aborator la mediul natural este redusa.

cresterea / dezvoltarea somatica (concentratia Mai multe date privind mai multe specii din

efectivd, ECx sau concentratia fara efecte acelasi factor de mediu pot de asemenea,

observate, ~ NOEC)  si  reproducerea reduce incertitudinile, micsorand astfel in
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continuare valoarea factorilor de evaluare.
De obicei, PNEC-urile sunt derivate numai
pentru 4 compartimente (Tabelul 1):
e apa dulce,
sol,
microorganisme si
sedimente.
absenta oricaror date ecotoxicologice
pentru organismele  solului

sau pentru

organismele care traiesc in sedimente, PNEC-
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S0l si PNECgediment POt fi calculate din PNEC-

apa utilizand metoda echilibrului
(EPM).

Acesta metoda, EPM nu este, de obicei,

partitiilor

recomandata pentru substantele care pot

prezenta un potential pericol pentru
organismele din sol. De exemplu: logKow /
Koc> 5 si LC50 / EC50 la <1 mg / L (pentru

speciile acvatice) [2, 3, 4].

Tabelul 1

PNEC-urile / Factorii de evaluare folositi pentru calculul PNEC (extras din orientarile ECHA
privind evaluarea riscurilor) [2].

Tip PNEC Date disponibile AFs

Cel putin un L(E) C50 pe termen scurt de la fiecare dintre cele trei nivele trofice | 1000
PNEC apa Un EC10 sau NOEC pe termen lung de la un nivel trofic 100

Doua rezultate pe termen lung (EC10 sau NOEC) provenite de la specii 50
sau reprezentand doua nivele trofice

Rezultate pe termen lung (EC10 sau NOEC) provenite de la cel putin trei specii 10
PNECsol care reprezinta trei nivele trofice

Metoda distributiei sensibilitatii la specie (SSD) 1-5

Date din teren sau ecosisteme - model dupa caz

EC50 pe termen scurt de la inhibarea namolului activ 100
PNEC NOEC pe termen lung de la inhibarea namolului activ sau teste de 10
Microorganisme | biodegradabilitate

NOEC pe termen lung de la inhibarea bacteriilor de nitrificare 1

Un test pe termen lung (NOEC sau EC10) pentru un organism viu din sediment | 100
PNEC Df)ué} teste pe termen lung (NOEC sau EC10) pentru doua specii de organisme 50
Sediment vii Q|n sediment . _ . _

Trei teste pe termen lung (NOEC sau EC10) pentru trei specii de organisme vii 10

din sediment

2. Algoritmul de calcul pentru
concentratia predictibila fara efect
asupra mediului (PNEC)

In lucrare se prezintd un algoritm pentru
calculul concentratiilor predictibile fara efect
(PNEC) pentru factorii de mediu: sol, apa,
sedimente, necesar pentru evaluarea riscului
de mediu al produselor medicinale veterinare.

Pe baza acestui algoritm de calcul, a fost
elaborat interactiv,

un software original,

specializat, care sa permita determinarea

rapida si convenabild a concentratiilor
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predictibile fara efect, PNEC, pentru factorii de

mediu: sol, apa, sedimente, necesar in
evaluarea efectului asupra mediului a
produselor medicinale veterinare.

Este un instrument foarte util pentru

specialisti in evaluarea riscurilor de mediu
pentru toate produsele medicinale veterinare,
conform ghidurilor VICH GL6 (Faza I) si GL38
(Faza Il).
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Evaluarea riscului pentru mediu este
obligatorie pentru toate produsele noi in
vederea obtinerii autorizatiei de comercializare
si vizeaza protectia mediului.

Evaluarea riscului pentru mediu, parte
integrantd a autorizatiilor pentru produsele
medicinale veterinare, interpretatd conform
ghidurilor VICH, prin intermediul softului creat,

asigura  predictibilitatea si  transparenta

rezultatelor obtinute.

Introducerea valorilor minime dintre Concentratia medie letala LC50 si Concentratia medie efectiva
EC50 din ape a ingredientului activ de la administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau

inhibarea cresterii a 3 specii specifice si anume: alge, crustacee planctonice (Daphnia) si pesti
determinate pe baza unor studii eco-toxicologice de scurta durata

\

v

itroducerea valorilor Concentratiei efective EC10 din ape a ingredientului activ de la administraree
orodusului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii specifice si anume: alge,

rustacee planctonice (Daphnia) si pesti determinate pe baza unor studii eco-toxicologice de lunga
durata

'

Introducerea valorilor Concentratiei fara efecte observate NOEC din ape a ingredientului activ de la
administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii specifice si
anume: alge, crustacee planctonice (Daphnia) si pesti determinate pe baza unor studii eco-
toxicologice de lunga durata

v

Introducerea valorilor Concentratiei minime LOEC din ape a ingredientului activ de la
administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii specifice si

anume: alge, crustacee planctonice (Daphnia) si pesti determinate pe baza unor studii eco-
toxicologice de lunga durata

N N

Alegerea modului de determinare a valorilor Concentratiei NOEC pentru cele
specii specifice si anume: alge, crustacee planctonice (Daphnia) si pesti pe
baza datelor disponibile

Alegerea valorilor minime semnificative dintre Concentratiile NOEC si
Concentratiile EC10 pentru cele 3 specii specifice si anume: alge, crustacee
planctonice (Daphnia) si pesti pe baza datelor disponibile

Stabilirea Factorului de evaluare FAapa pentru determinarea Concentratiei
PNECapa pe baza datelor disponibile
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Stabilirea Concentratiei PNECapa pe baza datelor disponibile

EC50 din sol a ingredientului activ de la administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau
inhibarea cresterii a 3 specii specifice si anume: viermi telurici, plante si microorganisme telurice p
baza unor studii eco-toxicologice de scurta durata

v

Introducerea valorilor Concentratiei efective EC10 din sol a ingredientului activ de la administrarea

produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii specifice si anume: viermi

telurici, plante si microorganisme telurice determinate pe baza unor studii eco-toxicologice de lungg
durata

v

Introducerea valorilor minime dintre Concentratia medie letala LC50 si Concentratia medie efectvy

specifice si anume: viermi telurici, plante si microorganisme telurice determinate pe baza unor
studii eco-toxicologice de lunga durata

v

Introducerea valorilor Concentratiei minime LOEC din sol a ingredientului activ de la administrarea
produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii specifice si anume: viermi

Introducerea valorilor Concentratiei fara efecte observate NOEC din sol a ingredientului activ de
la administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii

telurici, plante si microorganisme telurice determinate pe baza unor studii eco-toxicologice de
lunga durata

Alegerea modului de determinare a valorilor Concentratiei NOEC pentru

cele 3 specii specifice si anume: viermi telurici, plante si microorganisme
telurice pe baza datelor disponibile

Alegerea valorilor minime semnificative dintre Concentratiile NOEC si

Concentratiile EC10 pentru cele 3 specii specifice si anume: viermi telurici,
plante si microorganisme telurice pe baza datelor disponibile

Stabilirea Factorului de evaluare FAsol pentru determinarea Concentratiei
PNECsolFA pe baza datelor disponibile

Stabilirea Concentratiei PNECsolFA pe baza datelor disponibile cu metoda
factorului de evaluare

Determinarea Concentratiei PNECsolEP cu metoda echilibrului partitiilor

!

Stabilirea Concentratiei PNECsol ca minima a valorile semnificative ale
Concentratiilor PNECsolFA si PNECsolEP
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Introducerea valorilor minime dintre Concentratia medie letala LC50 si Concentratia medie efectiva EC50
din sediment a ingredientului activ de la administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea
cresterii a 3 specii de microorganisme specifice pe baza unor studii eco-toxicologice de scurta durata

l

Introducerea valorilor Concentratiei efective EC10 din sediment a ingredientului activ de la
administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii de
microorganisme specifice pe baza unor studii eco-toxicologice de lunga durata

’ *

v

Introducerea valorilor Concentratiei fara efecte observate NOEC din sediment a ingredientului
activ de la administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii
de microorganisme specifice pe baza unor studii eco-toxicologice de lunga durata

7
Introducerea valorilor Concentratiei minime LOEC din sediment a ingredientului activ de la
administrarea produsului analizat pentru mortalitatea sau inhibarea cresterii a 3 specii de
microorganisme specifice pe baza unor studii eco-toxicologice de lunga durata
7

Alegerea modului de determinare a valorilor Concentratiei NOEC pentru
cele 3 specii de microorganisme specifice pe baza datelor disponibi

Alegerea valorilor minime semnificative dintre Concentratiile NOEC si
Concentratiile EC10 pentru cele 3 specii de microorganisme specifice pe
baza datelor disponibile

tabilirea Factorului de evaluare FAsediment pentru determinarea
Concentratiei PNECsedimentFA pe baza datelor disponibile

Stabilirea Concentratiei PNECsedimentFA pe baza datelor disponibile cu
etoda factorului de evaluare

Determinarea Concentratiei PNECsedimentEP cu metoda echilibrului partitiilor

Stabilirea Concentratiei PNECsediment ca minima a valorlle semnificative
e Concentratiilor PNECsolFA si PNECso

Figura 1. Aspect din soft-ul pentru PNECgpa [mg/dmc], concentratia predictibila fara efect in apa a ingredientului
activ la administrarea produsului analizat
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in(LEC50alge LECS0crustacee LEC50pest) )
PNECapa = | = £ — stacee LECI0pest) ¢ (LECS0alge = 0 A LECSOcrustacee = 0 A LECSOpesti = 0) A (NOECal = 0 » NOECer = 0 A NOECpe = 0)
pa

NOECal
FAapa
NOECer
FAapa
NOECpe
FAapa
min(NOECal ,NOECcr)
FAapa
min{NOECal . NOECpe)
FAapa
min(NOECer ,NOECpe)
FAapa
min{NOECal ,NOECcr NOECpe)
FAapa

if NOECal # 0 A NOECcr =0 » NOECpe =10

if NOECal = 0 » NOECer = 0 » NOECpe =10

if NOECal = 0 » NOECer = 0 » NOECpe = 0

if NOECal = 0 ~ NOECer # 0 » NOECpe =0

if NOECal # 0 » NOECcr = 0 » NOECpe = 0

if NOECal = 0 » NOECer = 0 » NOECpe = 0

if NOECal # 0 » NOECcr = 0 »n NOECpe = 0

0 otherwise

PNECapa = 0.1

De retinut ca: pe coloane) utilizate pentru a exprima
e algoritmul permite luarea n considerare a calculul matricial in soft.

tuturor speciilor si categoriilor de animale, .
Concluzii

crescute si exploatate in sistem intensiv

. . Softul este un instrument foarte util
sau pe pasuni care sunt tratate

. . pentru specialisti, in evaluarea riscurilor de
concomitent cu un anumit produs a.u.v.;

) , R ) mediu. Pe baza acestui algoritm de calcul, a
e algoritmul permite luarea in considerare a

. ) . , , fost dezvoltat un software original,
unui anumit produs medicinal veterinar si a

L . specializat, interactiv care permite
caracteristicilor de tratament (dozele zilnice

. : : , determinarea rapida si convenabila a
ale ingredientului activ, durata

_ concentratiilor predictibile fara efect, PNEC,
tratamentului);

) . o pentru factorii de mediu: sol, apa,
e algoritmul  necesitd  calcul  matricial,

o ) sedimente,necesar in evaluarea efectului
deoarece un produs medicinal veterinar

) o ) _asupra mediului al produselor a.u.v.
poate fi administrat concomitent la mai
multe specii si categorii de animale, Bibliografie
crescute si exploatate in sistem intensiv 1. Guide EMEA /CVMP/ERA/418282/2005-Rev1.
sau pe pasuni; 2. https://www.chemsafetypro.com/Topics/CRA/H

ow to Calculate Predicted No-
Effect Concentration (PNEC).html

epentru cresterea animalelor in mod

intensiv.si pe pasuni sunt luate in . . . .
3. ECHA - Guidance on information requirements

considerare speciile si categorile de .
P ’ 9 and chemical safety assessment - Chapter

animale mentionate in ghid. R10. Characterisation of dose [concentration] —
e speciile si categorile de animale sunt response for environment.
elementele matriciale (speciile de animale 4. ECHA - Guidance on information requirements

se gasesc pe rand si categoriile de animale and chemical safety assessment - Chapter
R16. Environmental Exposure Estimation.
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produs natural, pe baza de extract din plante

RomEnteroprotect

e pastd orala de uz veterinar
e adjuvant in eteropatiile tineretului
e pentru toate speciile de animale

Ajutor esential in mentinerea sanatatii intestinale!

\-_"}
Sy “ yr-

.

ROMENTEROPROTECT IMPOTRIVA STARILOR DIAREICE

RomEnteroprotect, pastd orald de uz veterinar pe bazé de extract de plante, recomandatpentrua
fi administrat in cazul starilor diareice ale tineretului mamifer, fara a exista limitare de specie.
Podusul este usor de administrat, acesta fiind ambalat in seringi dozimetrice, fapt ce permite
introducerea pastei, direct pe la comisura buzelor.

Produsul este bine tolerat de animale, nu da reactii secundare si nu trebuie administrat des sau
multezile.

EFECTELE BENEFICE ALEPLANTELOR DIN COMPOZITIE

Afinele intervin in procesul de neutralizare a infectiilor intestinale. Sunt bogate fn vitamine usor
asimilabile (A, E,F, PP, B1, B2). Contribuie la regenerarea vaselor de singe.

Salvia are rol in atenuarea proceselor fermentative din intestin. Are actiune antispastica,
astringenta, antiseptica si bacteriostatica.

Ghimbirul este puternic antiinflamator, antioxidant si eupeptic.

Caolinul formeaza un strat protector pentru mucoasa. Este bun absorbant al toxinelor.

Drojdia de bere este un supliment proteic, bogat in complexul vitaminic B. Are aport energetic si
rolin cresterea imunitatii.

sos. Centuril, nr. 7, Veluntari, jud, fov R(./—‘
Tel.: 021 350 31 09; www.romvac.ro m va c
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STUDIU DE CAZ: TERAPIA CU IMUNOGLOBULINE Y (IGY) POLISPECIFICE LA
UN PACIENT DIAGNOSTICAT CU CARCINOM SCUAMOS PELVILINGUAL,
INFECTAT CU STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO-REZISTENT (MRSA)

CASE STUDY: POLYSPECIFIC IMMUNOGLOBULINE Y (IGY) THERAPY IN A
PELVILINGUAL CARCINOMA DIAGNOSED PATIENT INFECTED WITH
STAPHYLOCOCCUS AUREUS METICILINO-RESISTANT

Teodora Supeanu’, Alef Ibram', Camelia Apostol’, Mariana Oporanu’, Lucica Sima’,
Viorica Chiurciu', C. Chiurciu’
'Romvac Company S.A., 7 Centurii Road, Voluntari, RO 77190 llfov, Romania

constantinchiurciu@gmail.com

Cuvinte cheie: Imunoglobulina Y, Ou hiperiumun, Staphylococcus aureus, MRSA
Key-words: Immunoglobulin Y, Hyperimmune egg, Staphylococcus aureus, MRSA

Rezumat

Infectiile cauzate de agenti microbieni multidrog-rezistenti complica deseori abordarea terapeutica a
pacientilor cu afectiuni primare grave, precum neoplasme, insuficiente de organ sau boli cronice.
Stafilococul auriu meticilino-rezistent (MRSA) reprezinta una dintre principalele bacterii nosocomiale cu
raspandire globala pentru care in momentul de fata se fac eforturi importante in elaborarea de noi optiuni
terapeutice. Imunoglobulina aviara (IgY) este utilizata in diverse domenii ale medicinei umane si
veterinare, avand actiune dovedita impotriva unei game largi de infectii microbiene (bacteriene, micotice,
respectiv virale). in studiul de fati, IgY a fost administratd cu succes la un pacient cu neoplasm
supraienfectat cu MRSA, fiind incorporata in produse terapeutice pentru administrare pe cale generala si
pentru aplicatii locale.

Abstract

Infections caused by multidrug-resistant microbial agents often complicate the treatment of patients with
severe primary conditions such as neoplasms, organ failure or chronic diseases. The methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the main global-spread nosocomial bacteria for which
significant efforts are currently being made to develop new therapeutic options. Avian immunoglobulin
(lgY) is used in various fields of human and veterinary medicine, with proven action against a wide range
of microbial infections (bacterial, fungal and viral). In this study, IgY was successfully administered to a
patient with MRSA-overloaded neoplasm, being incorporated into therapeutic products for general
administration and local applications.

scazuta, laborioasa si costisitoare, stres
Introducere crescut pentru animalele implicate), aceasta a
Imunoglobulinele Y (IgY) reprezintd o fost tot mai mult inlocuita cu tehnologia bazata
alternativd la imunoglobulinele mamifere; pe IgY.
acestea sunt aplicate cu succes in scop Un avantaj major al utilizarii pasarilor este
stiintific, de diagnostic, profilactic si terapeutic. ~ faptul ca imunoglobulinele aviare se recolteaza
Intrucat tehnologia bazatd pe anticorpi direct din galbenusul de ou in loc de ser,
mamiferi prezintd o serie de dezavantaje evitand astfel recoltarea de sange.
(purificarea anticorpilor din serul mamifer este Astazi, gainile sunt recunoscute ca sursa
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convenabila si ieftina de anticorpi. S-a raportat
ca dintr-un ou hiperimun se obtine o cantitate
de imunoglobulina similara cu cea care poate fi
obtinutda din 300 ml de sange de iepure
(Michael si col., 2010).
Utilizatda ca alternativa
IgY

antimicrobiana si nu prezinta remanentd la

la terapia cu

antibiotice, nu induce rezistenta
nivelul organismului tratat (Chiurciu si col.,
2017). Pe mapamond, carcinomul scuamos
localizat la nivelul capului si gatului reprezinta
a 8-a cea mai frecventd malignitate, fiind
raportate aproximativ 500.000 de cazuri noi in
fiecare an. Aceste tumori prezintda aspecte
clinice variate, managementul lor implicand
interventie  chirurgicald, radioterapie sau
chimioterapie, individuale sau in combinatie (Li
si col., 2003).

Staphylococcus aureus se localizeaza in
mod frecvent la nivel cutanat si intranazal
(Guimaraes si col., 2009).

Si
rezervor natural pentru stafilococi,

Oamenii animalele reprezinta un
inclusiv
Staphylococcus aureus.

Astfel,

mult mai frecventa decat infectia. Transmiterea

colonizarea asimptomatica este

stafilococilor are loc prin contact direct cu
purtatorul, iar colonizarea poate fi tranzitorie
sau persistenta (Chambers, 2001).
Staphylococcus aureus cuprinde o paleta
larga de tulpini
(Tobias si col., 2012).
Stafilococii sunt in mod firesc sensibili la

cu patogenitate variabila

majoritatea antibioticelor (Guimaraes si col.,
2009),
antimicrobienelor a dus

insa, utilizarea excesiva a
la dezvoltarea de
tulpini multi-drog rezistente.

Atunci cand se raporteaza infectii cu
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Staphylococcus aureus meticilino-rezistent
(MRSA), o investigatie aprofundata dezvaluie
de cele mai multe ori o spitalizare recenta,
contactul cu o persoana care a fost spitalizata
sau o terapie recentd cu antimicrobiene
(Chambers, 2001).

Astfel,
intreaga lume, devenind unul dintre principalii

de

MRSA s-a raspandit masiv in

agenti  patogeni  cauzatori infectii
nosocomiale.

Intrucat creeaza probleme importante in
domeniul medical, dar si Tn cadrul comunitatilor
fara legatura aparentda cu spitalizarea,
diagnosticul sau cat mai rapid si aplicarea unei
terapii eficiente au devenit obiective prioritare
pentru combaterea sa (Yamada si col., 2013;
Klevens si col, 2007).

Intrucat antibioticele au un spectru de
actiune tot mai redus, se studiaza abordarea
unor variante alternative.

Imunizarea pasiva a pacientilor suferinzi
de infecti cu MRSA utilizdnd imunoglobuline
aviare (IgY) cu specificitate fata de acest
patogen pare a fi o optiune tot mai abordabila
in viitorul apropiat.

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei
Romvac S.A. se obtin imunoglobuline aviare
cu specificitate pentru numerosi agenti
infectiosi, respectiv bacterieni, micotici si virali,
cu patogenitate atat pentru om, cat si pentru
diverse specii animale (Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).

in studiul de fat4, utilizand oul hiperimun si
produse derivate din acesta, s-a elaborat un
protocol pentru terapia complementara a unui
pacient cu carcinom scuamos infectat cu

MRSA.
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1. Materiale si metode

Oul hiperimun si produsele derivate
din acesta

Toate procedurile aplicate Tn cadrul
Departamentului sunt conforme cu Directiva
UE 2010/63 privind manipularea animalelor
utilizate Tn scopuri stiintifice.

Toate studiile efectuate sunt aprobate in
prealabil de catre Comitetul de Etica al
Companiei Romvac S.A.

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei Romvac
S.A., se obtin oua hiperimune si produse
derivate din acesta, utilizate la pacienti umani,
cat si din spectrul medicinei veterinare.

Produsele adresate pacientilor umani sunt
atat pentru administrare pe cale generala
(notificate ca suplimente alimentare), cat si
pentru aplicatii topice (notificate ca produse
dermato-cosmetice).

Pentru obtinerea oului hiperimun sunt
utilizate gaini oautoare (Gallus domesticus),
clinic sanatoase, din rasa Rhode Island, in
varsta de 18-19 saptamani si greutate
corporala de aproximativ 2,6 kg.

Pasarile sunt cazate in sistem de crestere
in baterii, in hale cu factori de microclimat
controlati. Pasarile sunt hranite cu o dieta
standardizata, ad

ecologica, pe principiul

libitum.
Antigenele utilizate

Pentru imunizarea gainilor ouatoare se

utilizeaza un inocul preparat din 18 tulpini

patogene, bacteriene Si micotice:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Salmonella spp., Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium, Streptococcus

mutans, Streptococcus grup B, Proteus
mirabilis, Acinetobacter baumannii, Clostridium
Clostridium difficile-

pylori,  Candida

albicans, Candida glabrata, Candida krusei.

difficile-corpi bacterieni,

anatoxina,  Helicobacter

Imunizarea gainilor si colectarea oualor

Dupa prepararea inoculului, acesta se
administreaza intramuscular gainilor ouatoare
conform unei scheme de imunizare: ftrei
inoculari cu cate 0.5 ml antigen in doua puncte
separate in musculatura pieptului.

Colectarea oualor se efectueaza incepéand
cu a 14-a zi de la cea de-a treia imunizare,
cand titrul anticorpilor din galbenus atinge un
nivel maxim, iar concentrafia acestora se
incadreaza intre 100-250 mg IgY / ou.

Ouale colectate se pastreaza la 2-8 °C.

Elaborarea de produse pe baza de
imunoglobuline Y polispecifice

Din ouale hiperimune se prepara o gama
larga de produse de uz uman, care cuprinde
solutii buvabile poli- si monovalente, pulberi
liofilizate, pentru aerosoli,

spray-uri, solutii

comprimate,  geluri, creme, suspensii,
sampoane. Alte categorii de produse sunt in

curs de cercetare.

Testarea calitativa si cantitativa
a imunoglobulinelor Y din oua
si produsele derivate

Quale hiperimune recoltate se testeaza

pentru specificitatea imunoglobulinelor
continute fata de antigenele inoculate, prin

testul ELISA in house, metoda indirecta.
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Pentru produsele derivate, se testeaza
concentratia totald de imunoglobuline Y prin
testul ELISA in house, metoda directa.

Controlul microbiologic urmareste
sterilitatea pentru solutia buvabila cu IgY,
respectiv contaminarea microbiologica pentru
pulberea liofilizata, spray si crema, conform

normelor Farmacopeei Romane, editia a X-a.

Pacientul inclus in studiu

Pacientul M.B., in varsta de 39 ani, sex

masculin, sufera de carcinom scuamos
pelvilingual drept, primele semne clinice fiind
observate in ianuarie 2018.

Anterior consultului in cadrul Cabinetului
de Medicina Complementara Imunoinstant,
acesta a fost internat de doua ori.

In cadrul primei internéri, survenits la scurt
timp dupa observarea neoplasmului de catre
pacient, acesta a suferit o interventie
chirurgicala la nivelul respectiv, radioterapie si
chimioterapie.

In mai 2018, pacientul a fost reinternat
la solide,

acuzand disfagie aparitia unei

formatiuni tumorale retroauriculare drepte
ulcerate, supurate si a unei formatiuni tumorale
cervicale anterioare, ambele vechi de
aproximativ 1 luna si cu agravare progresiva.
Consultul clinic a relevat cicatrici latero-
cervicale bilaterale postoperatorii, o formatiune
tumorala retroauriculara dreapta supurata,
ulcerata, extinsa latero-cervical si parotidian

1),

cervicala anterioara cu zone de supuratie, de

drept (Figura o formatiune tumorala

consistenta semidura, fixata la planurile
profunde, dureroasa spontan si la palpare, cu
fenomene inflamatorii supraadaugate, status
post pelviglosectomie dreapta, vestibul nazal

liber, fose nazale libere, cavum liber, coroana
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laringiand de aspect normal, corzi vocale

mobile si spatiu glotic suficient.
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Fig. 1. Formatiune tumorala retroauriculara dreapta
supurata, ulcerata, extinsa latero-cervical si parotidian
drept

Ce-a de-a doua internare s-a desfasurat
pe parcursul a 5 luni.

In septembrie 2018, a fost efectuat un
examen la nivel

radiologic pulmonar,

concluziile acestuia fiind: fara imagini nodulare

sugestive pentru  determinari  secundare
pulmonare vizibile radiografic, cord cu
dimensiuni in limite normale.

Analizele de laborator efectuate in

aceeasi luna au relevat urmatoarele modificari

patologice:
e HCT N (34.1%);

HGB N (11.2 g/dl);

RBC N (3.97 x 10°%/l);

Neutrofile 7 (8.31 x 10%/l);

Limfocite N (1.14x10%/ul);

PLT 2 (446 x 10%/ul);

VSH 2 (111 mm/ora);

Fibrinogen 2 (750 mg/dl);

Sodiu 2 (146.4 mmol/l).

In septembrie 2018, pacientul a suferit
urmatoarele proceduri medicale:

e Incizie si drenaj formatiune tumorala
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cervicala anterioara;
e Traheotomie;
e Ancorare trahee la piele;

¢ Montare canula cu balonas.

S-a efectuat un examen bacteriologic din
tumora ulcerata, in urma caruia s-a identificat
infectia cu Staphylococcus aureus.

Evolutia postoperatorie este favorabila
se decide externarea

sub tratament si

pacientului in luna septembrie 2018, cu
urmatoarele recomandari:
e Regim

igieno-dietetic, respectiv

schimbarea  canulei o data/z,
schimbarea si spalarea mandrenului de
5x/zi;

e Continuarea tratamentului oncologic.

Terapia cu imunoglobuline aviare

in  octombrie 2018, este

consultat in cadrul Cabinetului de Medicina

pacientul

Complementara Imunoinstant.

La momentul respectiv, tumora

retroauriculara dreapta ulcerata supura si nu

prezenta tendintda de vindecare, in ciuda
terapiei cu antibiotice prescrisa la data
externarii.

Se recolteaza probe din secretia

purulentd, in vederea identificarii agentilor

patogeni care impiedica vindecarea leziunii.
Este

meticilino-rezistent (MRSA).

identificat Staphylococcus aureus

in continuare, se efectueaza testari ELISA

in vederea stabilirii specificitatji

imunoglobulinelor continute de produsele
derivate din oul hiperimun fata de tulpina

bacteriana identificata (Figura 2).
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Fig. 2. Testarea specificitatii imunoglobulinei Y
continute de catre pulberea liofilizata (stripurile 1-3) si
solutia buvabila sterila (stripurile 4-6) administrate la

pacient, fata de stafilococul identificat in plaga

Medicul terapeut stabileste urmatorul
protocol terapeutic:
Pentru administrare orala:

e Pulbere liofilizata obtinuta din ou hiperimun
integral, cu un continut de 100 mg IgY /
doza, 2 doze / zi, administrate dimineata,
dupa micul-dejun, timp de 4 luni. Dupa
ingerarea produsului, pacientul nu mai
consuma nimic timp de 2 ore.

e IgY purificat, extract apos, 80 mL solutie
sterila cu un continut total de 150 mg IgY,
un flacon administrat seara, finainte de
culcare, timp de 4 luni. Dupa ingerarea
solutiei buvabile, pacientul nu consuma
nimic pana dimineata.

e local: spray cu IgY purificat, extract apos,
steril; pulverizari de 3 ori/zi, timp de 4 luni.
Se aplica dupa toaleta locald. Zona nu se
sterge (se asteapta uscarea).

e Dupa aplicarea spray-ului, se aplicda o

crema pe baza de membrana cochiliera

obtinuta din ou hiperimun, cu rol cicatrizant.

2. Rezultate si discutii

Pacientul a respectat intocmai protocolul
terapeutic stabilit de catre medic.



Supeanu si col.

Acesta nu a semnalat efecte adverse in
urma administrarii produselor pe baza de
imunoglobuline aviare.

Terapia cu IgY a fost complementara
tratamentului oncologic, nu a interferat cu
acesta, ci, dimpotriva, a constituit un suport
imunitar. Pacientul a resimtit amelioarea
efectelor secundare tratamentului oncologic.

In februarie 2019, plaga este complet

vindecata (Figura 3).

]

‘l\’

Fig. 3. Pacientul vindecat clinic dupa 4 luni de terapie
complementara cu imunoglobulina aviara
(ianuarie 2019)

Pacientul efectueaza o examinare
computer-tomografica (CT), in urma careia
sunt identificate urmatoarele aspecte: regresie
dimensionala certa a maselor tumorale
cervicale, cu mentinerea unor leziuni nodulare
supratrahostoma dreapta, respectiv cu aspect
infiltrativ supraclavicular drept; mici adenopatii
cervicale bilaterale si mediastinale cu aspect
global stabil dimensional si numeric comparativ
cu examinarile precedente; fara determinari
secundare nodulare pulmonare bilaterale certe
decelabile CT; in rest, examinarea CT nu a

prezentat particularitati notabile.
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Pacientul repeta analizele microbiologice.
Se recolteaza cruste din aria cutanata
unde anterior a fost localizata tumora ulcerata.
Rezultatul este negativ pentru flora microbiana
patogena.

3. Concluzii

Terapia cu imunoglobuline aviare (IgY)
reprezintd o alternativa eficientd si sigura a
tratamentului clasic cu substante
antimicrobiene de sinteza, mai ales in cazul
tulpinilor  rezistente la moleculele deja
consacrate, precum si in cazul pacientilor cu
diverse afectiuni (neoplasm, leziuni extinse
post-traumatice, insuficienta de organ, alte boli
cronice) complicate de infecti bacteriene
si/sau micotice.

Terapia cu IgY nu prezinta efecte adverse,
insa are o singura contraindicatie, aceea ca nu
se administreaza pacientilor cu alergie
cunoscuta la ou.

in cazul de fata, imunoglobulinele aviare
imunitar, ameliorand

au constituit suport

efectele adverse cauzate de tratamentul
oncologic.

in plus, infectia cu MRSA a fost vindecats,
fapt confirmat de analizele microbiologice

efectuate dupa incheierea terapiei.
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OM S| FORMULAREA UNOR PRODUSE TERAPEUTICE

OBTAINING, PURIFICATION OF ANTIBODIES (IGY) FROM HYPERIMMUNE EGG
YOLK WITH ACTIVITY AGAINST VIRAL PATHOGENS AND FORMULATION OF
SOME THERAPEUTIC PRODUCTS
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Cuvinte cheie: Imunoglobulina Y, Ou hiperiumun, Virusul Herpes simplex tip I, Papilomavirus uman (HPV),
Virusul varicelo-zosterian, Rotavirus

Key-words:  Immunoglobulin Y, Hyperimmune egg, Herpes simplex type | virus, Human papillomavirus (HPV),
Varicella zoster virus, Rotavirus

Rezumat

in ultimele decenii, tehnologia pe baza de anticorpi aviari a castigat tot mai mult teren in domeniul
medical, inlocuind cu succes imunoglobulinele obtinute de la mamifere. Anticorpii Y (IgY) se extrag din
galbenusul oualor hiperimune recoltate de la gaini (Gallus domesticus) imunizate cu diferite antigene si
au aplicabilitate deja dovedita in diferite arii medicale precum fabricarea de kituri de diagnostic si
elaborarea protocoalelor de terapie pasiva a diferitelor afectiuni de natura infectioasa. Este binecunoscut
faptul ca terapia pe baza de imunoglobuline aviare este eficienta in preventia si tratamentul unor afectiuni
bacteriene la om si animale, in special cu localizare gastro-intestinala. in studiul de fata s-au urmarit
obtinerea de imunoglobuline aviare cu activitate antivirala, extractia si purificarea acestora, precum si
formularea unor produse terapeutice in vederea administrarii la pacienti umani cu infectii clinic
simptomatice date de Rotavirus, Virusul Herpes Simplex tip 1, Papilomavirusul uman sau Virusul
varicelo-zosterian. Acestea sunt virusuri inalt patogene, responsabile de numeroase cazuri de
morbiditate si mortalitate, pentru care, in momentul de fata, optiunile terapeutice sunt destul de limitate.

Abstract

In recent decades, avian antibody technology has become more popular in the medical field, successfully
replacing the immunoglobulins obtained from mammals. Y antibodies (IgY) are extracted from the yolk of
hyperimmune eggs harvested from hens (Gallus domesticus) immunized with different antigens and have
an already proven applicability in various medical fields such as the manufacture of diagnostic kits and
the development of passive antibody therapy protocols for various infectious diseases. It is well known
that avian immunoglobulin therapy is effective in the prevention and treatment of bacterial diseases in
humans and animals, especially with gastrointestinal localization. In the present study, the production of
avian immunoglobulins with antiviral activity, their extraction and purification, as well as the formulation
of therapeutic products for administration to human patients exhibiting clinically symptomatic infections
with rotavirus, Herpes simplex virus type 1, human papillomavirus or Varicella zoster virus. These are
highly pathogenic viruses, leading to significant human morbidity and mortality, for which the therapeutic
options are currently quite limited.

Introducere de la mamifere (Guevarra si col., 2012). IgY
este principalul anticorp (Munhoz si col., 2014)

Imunoglobulina Y (IgY) reprezinta

corespondentul functional al imunoglobulinei G sintetizat de catre organismul - reptilelor,
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pasarilor, amfibienilor (Guevarra si col., 2012),
precum si al unor specii de pesti (Munhoz si
col., 2014).

La pasari, aceasta se elibereaza in
circuitul sanguin (Munhoz si col., 2014), de
unde se depoziteaza in galbenusul de ou
pentru a asigura embrionului imunitatea
pasiva.

Este utilizata n diferite arii din domeniul
medical, precum diagnosticul unor afectiuni si
inducerea imunitatii pasive.

Tehnologia IgY prezintd o serie de
avantaje comparativ cu tehnicile de obtinere si

aplicare a IgG de la mamifere, precum costuri

mult mai reduse de obtinere, asigurarea
bunastarii  animalelor utilizate si  lipsa
reactivitati  fatd de factorul reumatoid

(Guevarra si col., 2012).

Virusul Herpes simplex tip | (HSV-1)
provoaca infectii cu localizare oro-faciala la
pcienti umani din intreaga lume.

Este un alpha-herpes virus cu
neorotropism si ciclu de replicare rapid. HSV-1
poate fi 0o cauza majora de morbiditate si
virusului  este

mortalitate;  raspandirea

intretinuta de existenta purtatorilor clinic
sanatosi in intreaga lume. Desi principala
manifestare clinica este infectia orofaciala,
HSV-1

cutanate, oculare si o serie de boli rare precum

poate provoca infecti genitale,

encefalitd herpetica sau hepatita herpetica.

Desi in ultimele decenii au fost

descoperite si eliberate pe piatd mai multe
substante antivirale cu activitate antiherpetica,

exista totusi riscul dezvoltarii tulpinilor

rezistente la medicamente, iar un vaccin

eficient impotriva acestui virus nu a fost inca

descoperit (Arduino si col., 2008).
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Papilomavirusurile umane (HPV) sunt
intrunite intr-o familie ce cuprinde mai bine de
130 tulpini cu patogenitate la nivel cutanat si
Cele
mucoaselor pot provoca neoplazii cervicale la

mucos. cu localizare la nivelul
femei precum si veruci anogenitale la copii gi
adulti de ambele sexe (Mammas si col., 2009).

Infectia cu papilomavirus uman reprezinta
cea mai comuna infectie virald cu transmitere
sexuala la nivel mondial.

Papilomavirusul uman este unul dintre cei
mai puternici carcinogeni, fiind implicat in
cancere cu diverse localizari. Acesta
infecteaza exclusiv celulele epiteliale.

Desi exista un vaccin eficient impotriva
principalelor tulpini patogene ce declanseaza
cancerul de col uterin, succesul unei ample
campanii de vaccinare ar fi evident de-abia
peste cateva zeci de ani (Crosbie si col.,

2013).

Virusul varicelo-zosterian, cunoscut si
ca virusul herpes uman de tip 3, infecteaza in
mod natural doar oamenii, avand ca f{inta
limfocitele T, celulele epiteliale si cele gliale.
Infectia primara provoaca varicela (Gershon si
col.,, 2015), cu replicarea virala in diverse
organe, majoritar la nivel cutanat unde au loc
si manifestarile clinice majore (Baird si col.,
2013). In timpul evolutiei varicelei virusul se
cantoneaza la nivelul glanglionilor neuronali,
unde raméne intr-o stare latenta.

Pe masura ce imunitatea scade odata cu
varsta sau in cazul pacientilor imunosupresati,
virusul se reactiveaza si declanseaza zona
zoster (Gershon si col., 2015).

Aceasta se manifesta prin eruptie
cutanata si durere locala, care deseori se

poate croniciza (Baird si col., 2013).
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Rotavirusul uman este un organism
ubicvitar, responsabil de gastroenteritd severa
manifestata prin diaree, voma si deshidratare
in forma grava la copii mai mici de 5 ani
(Tagbo si col., 2014; Ramig, 2004), fiind unul
dintre principalii agenti cauzatori de mortalitate
la pacientii din aceasta categorie de varsta, in
special in tarile in curs de dezvoltare (Diez-
Valcarce si col., 2019).

Se
persoana, in special
(Anderson si Weber, 2004).

Rotavirusul infecteaza in mod preferential

raspandeste de la persoana la

pe cale fecalo-orala

enterocitele mature de la nivelul intestinului
subtire superior, Insd mecanismul patogenetic
nu este cunoscut cu exactitate (Vega si col.,
2011).

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare Imunoinstant al Companiei
Romvac S.A. se obtin imunoglobuline aviare
cu specificitate pentru o larga paleta de agenti
micotici i

bacterieni, virali, cu

si pe
segmentul medicinei veterinare (Chiurciu si col.,
2017; Topilescu si col., 2014).

infectiosi,

patogenitate atat pentru om, cét

In studiul de fata, utilizand tulpini virale
standard, s-au obtinut imunoglobuline aviare
de tip Y cu specificitate fatda de 4 virusuri
patogene la om. Imunoglobulinele obtinute au
fost utilizate pentru elaborarea de produse
terapeutice in vederea administrarii pe cale

orala, respectiv pentru aplicatii cutanate.

1. Material si metoda

Animalele incluse in studiu

A

Studiul in

Laboratorului

fost realizat cadrul
de

Imunoinstant al Companiei Romvac S.A.

a
Cercetare-Dezvoltare
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Toate procedurile au fost conforme cu
Directiva UE 2010/63 privind manipularea
animalelor utilizate in scopuri stiintifice. Studiul
a fost aprobat de Comitetul de Etica al
Companiei Romvac S.A.

Au fost incluse Tn studiu 4 loturi a cate 10
gaini oautoare (Gallus domesticus), clinic
sanatoase, din rasa Rhode Island, in varsta de
18 saptamani si greutate corporala de 2,5 kg.

Pasarile au fost cazate in sistemul de

crestere in baterii, Tn spatii cu temperatura,

umiditate, zgomot si lumind controlate.
Pasarile au fost hranite cu o dieta
standardizata, ecologica, pe principiul ad

libitum.

Antigenele utilizate

S-au achizitionat tulpini virale standard,
respectiv Virusul Herpes Simplex tip 1 (HSV
1), tulpina Oka vie, atenuata a Virusului
varicelo-zosterian, Rotavirus si Papilomavirus
uman (HPV) 9-valent - tipurile 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52 si 58. in cadrul laboratorului de
microbiologie, aceste tulpini au fost utilizate
pentru prepararea a patru antigene separate.

Imunizarea gainilor si colectarea oualor

Fiecarui lot i s-a administrat cate unul
dintre cele 4 imunogene preparate.S-au
efectuat trei inoculari pe cale intramusculara cu
cate 0.5 ml antigen in doua puncte separate in
musculatura pieptului. Colectarea oualor s-a
realizat incepand cu a 14-a zi de la cea de-a
treia imunizare, cand titrul anticorpilor din
galbenus atinge un nivel maxim. In plus, se
considera momentul optim de colectare al
oualor atunci cand din galbenus se pot extrage
100-250 mg IgY/ou.

Ouale colectate sunt pastrate la 2-8 °C.



Supeanu si col.

Elaborarea de produse pe baza de
imunoglobuline Y cu specificitate
antivirala

Quale hiperimune recoltate de la cele 4
loturi de gaini au fost depozitate in conditii de
refrigerare, in functie de cele 4 antigene
folosite la inoculare.

Din cele 4 categorii de oua hiperimune s-
au preparat produse cu valoare terapeutica,
astfel:

e Quale cu IgY anti-HSV-1 au fost utilizate
pentru prepararea a doua categorii de
produse. O parte dintre ele a fost utilizata
pentru extragerea de imunoglobuline prin

lgY

purificat in solutie apoasa, sterila. Solutia

metode fizice, obtinAndu-se inalt
respectiva a fost repartizata in flacoane cu
o compozitie de 80 mL pentru o singura
utilizare  zilnica. Pentru obtinerea de
unguent pentru aplicatii locale s-au utilizat
oua integrale (galbenus+albus), din care s-a
obtinut o pulbere liofilizata. Confom unei
retete standardizate Romvac, pulberea a
fost utilizata pentru prepararea unui
unguent cu aplicare pe leziunile specifice
de la nivel oro-facial.

Ouale cu IgY anti-HPV au fost utilizate
pentru prepararea unei solutii apoase,
sterile cu IgY, similar celei de la punctul
anterior.

Ouale cu IgY anti-Virusul varicelo-zosterian,
au fost utilizate Tn mod similar cu cele cu
IgY anti-HSV-1.

Ouale cu IgY anti-Rotavirus au fost utilizate
pentru prepararea unei solutii apoase,
sterile cu IgY, similar celor de la punctele
anterioare. Insa, tinand cont de categoria
fost

de pacienti-tinta pentru care a
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conceputa, respectiv copii mai mici de 5 ani,

solutia a fost concentrata si repartizata in
flacoane de 2 ml pentru o unica utilizare.

Evaluarea calitativa si cantitativa a
anticorpilor IgY din ouale recoltate si
produsele preparate

in cadrul Departamentului de Cercetare-
Dezvoltare ouale hiperimune recoltate se

testeaza privind specificitatea
imunoglobulinelor continute fata de antigenele
utilizate pentru imunizare prin testul ELISA
indirect, test conceput in house.

in plus, se determina si concentratia de
ELISA direct,

conceput de asemenea in house.

IgY totala prin testul test
Pentru produsele obtinute din ouale

hiperimune, se testeazd concentratia de
imunoglobuline Y totale prin aceeasi tehnica,
respectiv concentratia de proteina totala prin
tehnica Kjeldahl.

Controlul microbiologic urmareste
sterilitatea pentru solutile Tnalt purificate cu
IgY, respectiv contaminarea pentru unguente,
normelor Romane,

conform Farmacopeei

editia a X-a.

2. Rezultate si discutii

Ouale hiperimune recoltate la 2 saptamani
de la ultima inoculare se testeaza prin testul
ELISA indirect privind specificitatea fata de
tulpinile utilizate la prepararea imunogenelor
(Figura 1).

La citirea spectrofotometrica la DO4sonm S€
obtin valori numerice mari, descrescatoare pe
masura cresterii dilutiilor probei cu IgY testata
pe placa ELISA (Figurile 2, 3, 4, 5).
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Fig. 1. Testarea specificitatii probelor cu IgY extras din

oua hiperimune recoltate de la gaini imunizate cu virus

Herpes simplex tip 1 (1), papilomavirus uman (HPV) 9-
valent (2), virus varicelo-zosterian (V) si rotavirus

uman (R)
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Fig. 2. Evolutia valorilor numerice la DO4sonm Tn functie
de dilutiile probei cu IgY anti-Papilomavirus, testata
calitativ prin metoda ELISA direct
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Fig. 3. Evolutia valorilor numerice la DO4sonm n functie
de dilutiile probei cu IgY anti-Herpes Virus tip 1 testata
calitativ prin metoda ELISA direct
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de dilutiile probei cu IgY anti-Rotavirus testata calitativ
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Fig. 5. Evolutia valorilor numerice la DO4sonm Tn functie
de dilutjile probei cu IgY anti-Virusul varicelo-zosterian
testata calitativ prin metoda ELISA direct

S-au preparat produse terapeutice,
contindnd imunoglobulina Y purificatd sub
forma de solutii apoase, sterile, in vederea
administrarii pe cale orala, respectiv unguente
pe baza de ou integral (galbenus+albus)
liofilizat in vederea aplicarii locale, in jurul
leziunilor.

Produsele sub forma de solufie sterila s-
ELISA direct pentru

determinarea concentratiei in IgY, respectiv

au testat prin testul
prin tehnica Kjeldahl pentru determinarea
concentratiei in proteina totala.

Valorile obtinute pentru IgY sunt cuprinse
intre 57,12mg/100 mL — 540,20 mg/100mL si
se Incadreaza in intervalul de referinta de 50 -
250 mg IgY/100 ml (Figura 6).

Valorile proteinei totale a fost cuprinse
intre 222,27 — 466,84 mg/100 ml, cu incadrare
in intervalul de referinta 200 - 500 mg/mL,
conform normelor interne (Figura 7).

Produsele sub forma de unguente s-au
ELISA direct
determinarea concentratiei in IgY.

testat prin testul pentru

Valorile obtinute pentru IgY sunt cuprinse
intre 122,23 mg/100 g — 235,79 mg/100g si se
incadreaza in intervalul de referinta de 50 -

250 mg IgY/100 g.
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3. Concluzii

S-au preparat antigene monovalente
utilizand tulpini virale standard, cu care s-au
imunizat 4 loturi de gaini ouatoare.

Din oudle hiperimune recoltate, s-au izolat
si purificat proteine imunologic active din
galbenus (imunoglobulina Y), pe baza carora
s-au preparat produse sub forma de solutii
apoase, sterile pentru administrare pe cale
orala. in plus, din ousle cu IgY specific, anti-
Herpes Simplex tip |, respectiv anti-Virusul
Varicelo-Zosterian, s-au preparat unguente
pentru aplicatii locale.

Produsele terapeutice s-au administrat pe
loturi de pacienti umani. Evolutia clinica a
acestora a fost una favorabila.

Urmeaza a fi elaborate studii pentru a

identifica impactul imunoglobulinelor specifice
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anti-virale asupra organismului pacientului luat
in studiu, respectiv evolutia histo-patologica a
leziunilor si modificarile la nivel celular si

umoral din intimitatea sistemului imunitar.
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Se administreaza zilnic, 2 - 3 aplicdri in strat subtire, pand la

disparitia semnelor clinice (cu exceptia micozelor, unde
tratamentul trebuie continuat cca. 7- 10zile).
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EVALUAREA RASPUNSULUI IMUN AL GAINILOR IMUNIZATE CU UN COMPLEX
DE ANTIGENE PRIN TESTAREA CALITATIVA SI CANTITATIVA A
IMUNOGLOBULINELOR Y OBTINUTE DIN OUA HIPERIMUNE PROVENITE DE
LA ACESTEA

IMMUNE ANALYSIS ASSESMENT OF IMUNIZED HENS WITH A COMPLEX OF
ANTIGENES BY QUALITATIVE AND QUANTITATIVE TESTING OF
IMMUNOGLOBULINES OBTAINED FROM THEIR HIPERIMUNE EGGS

Mariana Oporanu', ,Madalina Tablica', Teodora Supeanu’, Lucica Simat,
Viorica Chiurciu', C. Chiurciu’

'Romvac Company S.A., 7 Centurii Road, Voluntari, RO 77190 Iifov, Romania

constantinchiurciu@gmail.com

Cuvinte cheie: ImunoglobulinaY, ou hiperimun, raspuns imun, titru, inoculare, antigen multiplu, test ELISA
Key words: Immunoglobulin Y, immune response, hyper immune eggs, titer, inoculation, multiple antigens,
ELISA tests

Rezumat

Imunoglobulinele Y (IgY) reprezinta principalul anticorp sintetizat de catre organismul pasarilor, reptilelor,
amfibienilor si unor specii de pesti. in ultimele decenii, IgY se bucura de o atentie tot mai mare din partea
specialistilor din domeniul medical. Acesta prezinta o serie de diferente structurale fata de IgG de la
mamifere si multiple beneficii comparativ cu anticorpii mamiferi. IgY prezinta aplicabilitate in
diagnosticul, preventia si terapia unor afectiuni de natura infectioasa date de bacterii, fungi sau virusuri
patogene. Studiul de fata a avut ca scop evaluarea titrului de anticorpi specifici fata de 18 antigene pe o
perioada de 13 luni. Pe intreaga perioada a experimentului s-au efectuat testari de tip ELISA pentru

ului extras fata de fiecare antigen in parte.
Abstract

Immunoglobulins Y (IgY) are the main antibody synthesized by the body of birds, reptiles, amphibians
and some fish species. In the last decades, IgY has been receiving a growing attention from medical
specialists. It presents a number of structural differences from mammalian IgG and multiple benefits
compared to mammalian antibodies. IgY can be applicable in the diagnosis, prevention and therapy of
infectious diseases of pathogenic bacteria, fungi or viruses. This study aimed to evaluate the specific
antibody titre against 18 antigens for a period of 13 months. Throughout the experiment, ELISA assays
were performed to determine the total immunoglobulin concentration in the obtained hyperimmune eggs
and the specificity of the extracted IgG to each antigen.

Introducere IgY reprezintd stramosul evolutiv al 1gG

Imunoglobulina Y (IgY) este principalul sintetizat de catre mamifere si reprezinta

anticorp sintetizat de catre gaina ouatoare PrinciPalul mecanism de aparare impotriva

(Gallus domesticus). Este sintetizatd in mod Infectilor sistemice (de Paula, 2011).

continuu, secretata in sange si transferata in Spre deosebire de nou-nascutii de la

galbenusul de ou, unde se acumuleaza mamifere, care dupa nastere beneficiaza de

(Young, 2007). anticorpii materni din colostru, la gaini, toate
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imunoglobulinele materne care trebuie sa
protejeze puii nou-eclozati sunt incorporate in
ou n timpul ovogenezei. Transferul IgY de la
gaina la pui se desfasoara in doua etape; initial
se transfera IgY din sangele gainii in foliculul
ovarian (galbenusul de ou) si apoi catre
embrion (Hamal, 2006).

Productia de IgY este o alternativa non-
invaziva a metodelor curente si prezinta
urmatoarele avantaje: intretinerea gainilor este
accessibila, animalele sunt usor de manevrat,
obtinerea anticorpilor nu necesita sangerari
repetate si nu cauzeaza durere animalelor in
cauza. In plus, titrul 1gY din galbenusul oualor
provenite de la gaini imunizate ramane ridicat
o lunga perioada de timp (Carlander D., 2000).

intr-un  singur galbenus de ou se
regaseste o cantitate mai mare de anticorpi
comparativ. cu media izolatda din séangele
iepurilor imunizati (Tini, 2002; Kovacs-Nolan,
2005).

Un avantaj suplimentar a utilizarii IgY
include obtinerea unei reactii imunitare mai
eficiente fatd de antigenele de mamifere
datorita distantei filogenetice dintre gaini si
mamifere (Schade si col., 2005).

Pentru a obtine

anticorpi  IgY

specificitate fatd de un antigen de interes,

cu

gainile ouatoare sunt inoculate cu antigenul
respectiv; apoi, anticorpii sunt purificati din
oudle recoltate. Aceasta metoda non-invaziva
de obtinere de anticorpi reprezinta unul dintre
avantajele utilizarii 1gY in imunodiagnostic
(Kovacs-Nolan, 2012, Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).

Galbenusul de ou contine 8-10 mg
lgY/mL si dintr-un singur ou se pot extrage

aproximativ 100-200 mg de IgY total, din care
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2-10% este antigen-specific (Davison, 2008).
Anticorpi aviari cu specificitate au fost
sintetizati cu succes

impotriva unei largi

varietati de antigene, precum proteine, peptide,

2006; Spillner E., 2012; Chiurciu si col., 2017;
Topilescu si col., 2014).
1. Material si metoda
Animalele incluse in studiu

Studiul

Departamentului

fost realizat in cadrul

de

Imunoinstant al Companiei Romvac S.A.

a
Cercetare-Dezvoltare
Toate procedurile au fost efectuate
conform cu Directiva 63/2010 a UE referitoare
la manipularea animalelor utilizate in scop
stiintific. Studiul a fost aprobat de Comitetul
etic al Romvac Company S.A.

Pentru obtinerea de imunoglobuline Y
specifice, au fost incluse in studiu gaini
(Gallus

sanatoase, in varsta de 19 saptamani, cu

ouatoare domesticus), clinic
greutatea corporala de 2,5 kg.

Acestea au fost gazduite in sistem de
crestere in baterii, In hale cu parametrii de
temperatura, umiditate, luminozitate si zgomot
controlati. Pasarile au fost hranite cu dieta

standard,ad libitum.

Antigenele utilizate in prepararea
inoculului

Tulpinile microbiene utilizate in studiu au

fost achizitionate fie de la laboratoarele

microbiologice ale  spitalelor cu care
Departamentul colaboreaza, fie izolate de la
pacientii umani tratati in cadrul Cabinetului de
Medicina Complementara Imunoinstant.

S-a preparat un inocul multiplu pe baza
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urmatoarelor 18 tulpini bacteriene si micotice:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Salmonella spp.,

Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Streptococcus mutans,
Streptococcus  Grup B,  Acinetobacter

baumannii, Clostridium difficile-corpi bacterieni,
Clostridium difficile-anatoxina, Proteus
pylori,  Candida

albicans, Candida krusei, Candida glabrata.

mirabilis, Helicobacter

Inocularea pasarilor

Gainile au fost inoculate de 3 ori,
intramuscular, in 2 puncte diferite la nivelul
musculaturii pieptului (0,5 ml in fiecare punct).
Inocularile de rapel s-au efectuat la 14 zile,
respectiv 28 de zile de la inocularea initiala.
Colectarea oualor hiperimune a fost
realizata zilnic, incepand cu a 14-a zi de la
ultima inoculare. Acestea s-au depozitat la 2-
8'C. Pentru testari comparative au fost utilizate
gaini SPF in varstda de 20 de saptamani,

gazduite Tn izolatoare, in hale proprii.

Extractia IgY

Pentru extractia imunoglobulinei Y a fost
S-a

separat galbenusul de albus, s-a prelevat cate

aplicata o procedura fizico-chimica.
1 ml galbenus care a fost apoi diluat cu apa
MilliQ, in dilutie de 1:8.

Amestecul a fost omogenizat, iar apoi a
fost ajustat pH-ul la 4,5-5. Probele au fost
incubate timp de 24 h la temperatura de -20C.

Dupa decongelare, probele au fost
centrifugate la 10500 rpm si 4°C.timp de 20 de
minute. Au fost extrase probe din supernatant
care au fost filtrate prin filtre de 0,45 pm. Pana

la testare probele au fost pastrate la 2-8 C.
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Testarea calitativa si cantitativa a
imunoglobulinelor Y

Au fost efectuate teste ELISA, metodele
calitativd si cantitativa, pentru identificarea si
cuantificarea imunoglobulinelor Y din ouale
hiperimune.

Testarile s-au facut la interval de 30 de
zile, pe o perioada de 13luni, incepand cu a
14-a zi de la ultima inoculare.

Determinarea calitativa a
imunoglobulinelor Y continute de catre ouale
hiperimune fatd de antigenele inoculate a fost
efectuata prin testul ELISA indirectd, metoda
elaborate in house.

Determinarea cantitativda a continutului
global de imunoglobuline Y a fost realizata prin
in

testul ELISA directd, metoda elaborate

house.

2. Rezultate si discutii

Testarea concentratiei in IgY total prin
metoda ELISA directa

Pentru probele cu IgY extrasa din ouale

hiperimune, au fost obtinute valori ale
densitatilor optice (DO,s0), care au variat intre
2.000 si 3.000.

Aceste valori au fost utilizate pentru
calculul concentratiei in imunoglobuline totale
utilizand o ecuatie a dreptei (Figura 1), obfinuta
pe baza unui IgY standard.

S-au obtinut concentratii variind intre 250
si 400 mg IgY total/ou hiperimun.

in mod comparativ, au fost efectuate
determinari ale concentratiei in IgY si pentru
oua SPF pentru care s-au obtinut valori de

100-150 mg IgY/ou.
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Fig. 1. Curba de calibrare efectuata utilizand IgY
standard pentru calculul concentratiei de IgY din ouale
hiperimune

Testarea specficitatii imunoglobulinelor
din ouale hiperimune prin metoda ELISA
indirecta

Rezultatele obtinute prin testul ELISA au

permis confirmarea prezentei
imunoglobulinelor specific in ouale hiperimune
13 de

experiment. Ouale hiperimune recoltate au

recoltate pe parcusul celor luni
prezentat un continut in imunoglobuline cu
specificitate fata de toate cele 18 antigene
utilizate in prepararea inoculului.

In Figura 2 se evidentiaza faptul c& IgY
prezinta specificitate pentru 4 dintre antigenele
utilizate la imunizarea gainilor:

e Pseudomonas aeruginosa,
e Staphylococcus aureus,
e Klebsiella pneumoniae,
o

Titrul
pentru fiecare antigen in parte, evidentiind

Escherichia coli.

anticorpilor specifici este ridicat
astfel faptul ca sistemul imunitar al gainilor

inoculate a raspuns fatd de toti stimuli
antigenici inoculati.

Pentru confirmarea rezultatelor s-a folosit
ca martor negativ de reactive IgY izolat din oua

provenind de la gaini SPF.
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Fig. 2. Test ELISA calitativ pentru stabilirea
specificitatii anticorpilor fata de 4 antigene componente
ale inoculului multiplu (Pseudomonas aeruginosa —
stripurile 1-3, Staphylococcus aureus — stripurile 4-6,
Klebsiella pneumoniae — stripurile 7-9, Escherichia coli
— stripurile 10-12)

Pentru determinarea specificitatii
anticorpilor IgY au fost efectuate dilutii pornind
de la 1:100 la 1:64000 care au fost repartizate
in placi ELISA captusite cu antigene specifice
(Figura 2).

Rezultatele obtinute pe parcursul celor 13
luni de testare sunt evidentiate in Figurie 3-6.
in primele 8 luni de testare se constata variatii

mari ale valorilor obtinute pentru toate cele 4

antigene.
4
3.5 %
! A
3
_ J\ /\ AN
AN
2 1/ AWZ4
0.5 4 s |2 anili-Pseutlomonas aeruginosa
0
Testarl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig. 3. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DO4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouale hiperimune fata de tulpina Pseudomonas
aeruginosa introdusa in inoculul multiplu

In urma fnregistrarilor DOgsonm Obtinute
prin testarea specifica a anticorpilor IgY anti-
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Pseudomonas aeruginosa se constata ca
valorile acestora cresc aproape constant in
ultimele 5 luni de testare, cu o usoara scadere
Rezultatele obtinute sunt

in ultima luna.

prezentate in Figura 3.

1 E
(=)
3.5 Q —r——
3 8 .
2.5 N—
z A W
1.5 - -
1
0.5 1zY anti- Staphylococcus aureus
0
1 2 2 4 5 6 7 & 9 10 11 12 12

Fig. 4. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouale hiperimune fata de tulpina Staphylococcus
aureus introdusa Tn inoculul multiplu

In Figura 4 sunt prezentate valorile
obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras
din de
Staphylococcus aureus. In ultimele 4 luni de

ouale recoltate fata antigenul
testare se remarca o crestere a valorilor cu
usoara scadere in ce-a de-a 13-a luna.

Pe intreaga perioada de testare valorile

numerice Tnregistrate sunt mai mari de 1.000.

3.5

2.5

15 -

DC 450 nm

0.5 -
. Ig¥ anti-Klebsiella pneumoniae
1 1 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Fig. 5. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din oudle hiperimune fata de tulpina Klebsiella
pneumoniae introdusa in inoculul multiplu
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in Figura 5 sunt prezentate valorile

obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras

din ouale recoltate fata de antigenul Klebsiella

pneumoniae.

cea
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Evolutia acestora este asemanatoare cu

in cazul testarilor fatd de antigenul

Staphylococcus aureus.

3.5

DO 450 nm

2.5

1.5

0.5

9 10 11 12 13

Fig. 6. Variatia valorilor citite spectrofotometric la
DOu4sonm pentru titrul de 1:1000; valorile au fost obtinute
prin testarea ELISA indirecta a specificitatii IgY extrasa

din ouale hiperimune fata de tulpina Escherichia coli
introdusa Tn inoculul multiplu

in Figura 6 sunt prezentate valorile
obtinute in urma testarii specificitatii IgY extras
din de
Escherichia coli.

oudle recoltate fata antigenul
Pentru ultimele 5 luni de testare, evolutia
este asemanatoare cu cea in cazul testarilor

fata de antigenul Pseudomonas aeruginosa.

3. Concluzii

e Studiul a permis obtinerea de anticorpi
specifici (IgY) din galbenus de ou hiperimun
fata de toate cele 18 antigene bacteriene si
fungice utilizate la imunizarea gainilor:

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

Klebsiella

Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

aureus, pneumoniae,

Salmonella spp., Salmonella enteritidis,



Oporanu si col.

Salmonella  typhimurium,  Streptococcus
gup B,

Clostridium

mutans, Streptococcus
Acinetobacter
difficile
difficile -
Helicobacter

baumannii,

corpi  bacterieni, Clostridium

anatoxina, Proteus mirabilis,

pylori,
Candida krusei, Candida glabrata.

Candida albicans,

Testarile effectuate prin metoda ELISA au
demonstrate specificitatea anticorpilor IgY
fatd de antigenele utilizate la imunizarea
gainilor.

in urma determindrilor effectuate prin testul
ELISA, se constata ca titrul anticorpilor
(IgY) se mentine ridicat pe toata perioada
experimentului.
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Rezumat

Cercetarile efectuate descriu un procedeu de preparare a oualor hiperimune polivalente si monovalente
(personalizate) obtinute de la gaini imunizate cu un complex de antigene bacteriene si fungice, patogene
pentru om. rezistente sau sensibile la antibiotice. S-a preparat un antigen monovalent din tulpina de
Staphylococcus aureus MRSA izolata de la un pacient cu infectie urinara. S-au format loturi de gaini
oudtoare, aflate la inceputul perioadei de ouat, care s-au imunizat in zilele 0, 14 si 28. Din ouale
hiperimune obtinute s-a extras si purificat imunoglobulina Y (IgY) specifica prin obtinerea fractiunii
solubile in apa si precipitare cu polyethylene glycol 6000 (PEG). Analiza puritatii s-a efectuat prin
elecroforeza in gel de poliacrilamida in sistem denaturant (SDS-PAGE), obtinandu-se o singura fractiune
cu evidentierea lanfurilor grele (masa moleculara = 75KDa si a lanturilor usoare (masa
molecularda=25KDa). Prin testul de imunodifuzie in gel de agar (IDGA) s-a pus in evidenta identitatea intre
IgY analizat si IgY standard (MyBiosource). Specificitatea anticorpilor IgY obtinuti din galbenusul de ou
hiperimun s-a efectuat prin testul imunoenzimatic ELISA, obtinandu-se titruri ridicate pentru fiecare
antigen prezent in inocul. Din ouadle hiperimune s-au preparat produse biologic active din gama
Imunoinstant, utilizate in terapia unor afectiuni determinate de germeni multirezistenti.

Abstract

The research carried out describes one preparation procedure of the monovalent and polyvalent hyper
immune eggs, obtained from hens immunized with a bacterial and fungal antigen complex, pathogenic for
humans, resistant or sensitive to antibiotics. It was prepared a monovalent antigen of Staphylococcus
aureus MRSA strain, isolated from a patient with urinary infection. Lots of laying hens have been formed,
at the beginning of the laying period, which were immunized on days, 0, 14 and 28. From the hyper
immune eggs obtained the specific immunoglobulin Y (IgY) was extracted and purified by polyethylene
glycol precipitation (PEG 6000). Purity analysis was performed by polyacrylamide gel electrophoresis in a
denatured system (SDS-PAGE) obtaining a single fraction with highlighting of heavy chains (molecular
weight=75KDa) and light chains (molecular weight=25KDa). By the agar gel immune-diffusion assay
(IDGA), the identity between analyzed IgY and standard IgY (MyBiosurse) was highlighted. The specificity
of IgY antibodies obtained from hyper immune egg yolk was proved by the ELISA immune enzymatic
assay, obtaining high titers for each antigen present in the inoculum. The hyper immune eggs were used
for preparation of biologically active products from the range IMUNOINSTANT, recommended in the
therapy of diseases caused by multi resistant germs.

Introducere capacitatea sa produca o imunoglobulina

N . . specifica, Imunoglobulina Y (IgY), pe care o
Inca din 1893, F.Klemperer a aratat ca o . .
e . . transfera din sange in ou, pentru a proteja
gaina infectatd cu un agent patogen are . .
viitorul pui [1].
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Pornind de la aceasta descoperire,
cercetatorii din fintreaga lume, au discutat
pentru prima data de oul hiperimun ca produs
farmaceutic [8].
Imunoglobulinele din galbenus apartin
IgY; IgA si

N

n

clasei IgM sunt deasemenea
IgY-ul

indeplineste acelasi rol pentru pasari, ca IgY-ul

prezente, dar cantitate mica.
pentru mamifere [2, 3].

Oamenii de stiinta au descoperit un mod
foarte interesant de a asigura un suport
imunologic natural, utilizand proteinele biologic
active din oul hiperimun [5].

Pe

specifici) pentru anumiti germeni patogeni, oul

langa imunoglobuline Y (anticorpi
hiperimun mai contine imunomodulatori, factori
de transfer, lizozim, ovotransferind, ovomucina
etc., de o importanta deosebita in refacerea si
stimularea raspunsului imun al Tintregului
organism [4].

Oul hiperimun se obtine prin imunizarea
gainilor cu un complex de tulpini bacteriene,
virale sau fungice, rezistente la antibiotice,
recoltate de la pacienti umani; prin continutul
sau reprezintd o sursa valoroasa de anticorpi
care contribuie la ntarirea  imunitatii
organismului.

S-a demonstrat eficienta terapiei cu oua
hiperimune la pacienti cu diferite forme de
boli boli

autoimune, cancer , inflamatii, etc. [7, 8].

artrita, cardiovasculare, screloza,

Studile efectuate au avut ca scop
obtinerea oualor hiperimune polivalente si
monovalente (personalizate), ca produse in
compozitia carora sunt: imunoglobuline Y
specifice fatda de anumiti germeni patogeni,
respectiv fatd de o singura tulpina microbiana
izolata de la un pacient anume.
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1. Material si metoda
1.1. Animale

Studiile s-au efectuat pe loturi de gaini
ouatoare conventionale sau libere de germeni
specifici (SPF) in véarsta de 20-23 saptamani
din rasa Rhode Island Red, clinic sdnatoase.

Pasarile au fost tinute cate 2, in baterii, la
temperatura ambianta (20 +2°C) si hranite cu
dieta standard R 21,5. In timpul experimentului
programul de lumind/intuneric a fost de 12 ore.

1.2. Antigene.
1.2.1. Prepararea antigenului polivalent.

Tulpinile bacteriene si fungice folosite in
acest studiu au fost obtinute de la pacienti din
spitale, cu semne clinice de boala, acestea
fiind rezistente la antibiotice: Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Klebsiella Sp.,

Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile

pneumoniae, Salmonella

- corpi bacterieni, Clostridium difficile -
exotoxine, Acinetobacter baumannii,
Escherichia  coli, Enterococcus faecalis,

Streptococcus grup B, Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei si respectiv
din colectia Laboratorului de Microbiologie al
Companiei Romvac: Streptococcus mutans
ATTC 55670, typhimurium
RO05TL3/2014, Salmonella enteritidis TL 248
si Helicobacter pylori ATCC 49503.

Pentru prepararea antigenului polivalent

Salmonella

utilizat la inocularea gainilor, tulpinile
bacteriene si fungice s-au multiplicat pe medii
de cultura selective, s-au spalat de trei ori cu
PBS steril, pH = 7,2 +0,2 si s-au inactivat cu

formaldehida 0.5% timp de 18 h.
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Complexul antigenic obtinut s-a ajustat la
valoarea 0,05 (DO = 600), corespunzand unei
densitati celulare de aproximativ 1 x 10
UFC/ml.

1.2.2. Prepararea antigenului monovalent
personalizat.

S-a
Staphylococcus aureus MRSA, de

izolat si identificat tulpina de
la un
pacient cu infectie urinara.

Din cultura de bacterii de 24 ore obtinuta
pe mediu BHI (Oxoid) s-a preparat antigenul

conform tehnicii descrise la punctul 1.2.1

1.3. Imunizarea gainilor.

Gainile s-au inoculat la inceputul perioadei
de ouat pe cale intramusculara, de trei ori, cu
antigenul polivalent, respectiv cu antigenul
monovalent reprezentand 3-4 mg proteind/ ml
din fiecare tulpina resuspendata in PBS steril
pH=7,2+0,2.

Amestecul s-a emulsifiat in adjuvant Vet-
Sap (DesertKing) calculand 0,045 ml/doza de
1 ml. Inoculdrile s-au facut in doua puncte
diferite in musculatura pieptului (0,5ml / punct).

Administrarea antigenului s-a repetat la 14
zile respectiv la 28 zile de la prima inoculare.

Quale hiperimune s-au coletat zilnic, dupa
doua saptaméani de la ultima inoculare si au

fost tinute la 4°C péna la prelucrare.

1.4. Extractia si
purificarea imunoglobulinei Y (IgY)

S-a efectuat separarea galbenusului de
albus utilizand aparatul automat de spart oua
(Ovo-Tech). Galbenusul s-a diluat cu apa
deionizatd mentinuta la 4 °C in proportia de
1:8; suspensia s-a omogenizat cu ajutorul unui
turmix si s-a ajustat la pH= 5,0 cu solutie de
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HCl 0,5 M. In prima etapd amestecul s-a
congelat la -30° C in containerul Arctisstore.
Pentru extragerea IgY suspensia s-a
mentinut la 20°C timp de 48 ore.
Fractiunea solubila in apa (IgY)

prelucrat prin prefiltrare si filirare si s-a

S-a

mentinut la -4°C pana la efectuarea
determinérilor cantitative si calitative. In a doua
etapa,

fractiunea compusa din lipide si

lipoproteine s-a eliminat prin filtrare si
centrifugare.

Pentru purificarea IgY fractiunea solubila
in apa s-a precipitat cu polyethylene glycol
6000 PEG (Sigma-Aldrich).

Amestecul s-a mentinut pe agitator
(Stuart) timp de 10 minute, apoi s-a centrifugat
la 10500 rpm timp de 20 minute.

Supernatantul s-a reprecipitat de doua ori
cu PEG 12% iar dupa centrifugare la 10500
rpm, depozitul s-a reluat in PBS pH= 7,2+0,2.

Puritatea IgY s-a testat prin SDS-PAGE.

1.5 Electroforeza in gel de poliacrilamida
in sistem denaturant (SDS-PAGE).

Electroforeza s-a realizat folosind un

aparat Omni Page Electrobloter (Cleaver
Scientific) dupa tehnica descrisa de Laemmli
[6]. Probele de IgY s-au diluat la o concentratie
finala de 2 mg/ml proteina folosind 2-
mercaptoetanol (Sigma Aldrich) si albastru de
bromphenol (Sigma Aldrich).

10
s-a
de

molecular,

Dupa incubarea probelor timp de
minute la 96 °C, 5ul din fiecare proba
adaugat in gelul de migrare 10% si
concentrare de 4%. Markerul
(Protein Marker VI, Applichem) continand un
amestec de 12 proteine cu mase moleculare

cuprinse intre 10-254 KDa a fost folosit ca
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martor. Electroforeza s-a realizat utilizand 90 V
si 185 mA timp de 90 minute. Gelul s-a colorat
cu Coommassie Briliant Blue R 250(Sigma
Aldrich).

1.6. Testul de imunodifuzie in gel de agar
(IDGA)

S-a efectuat in Agar Noble 1% preparat in
tampon borat pH= 8,6; 17 ml de agar cald la
45-60 °C s-a turnat in placi Petri cu diametrul
de 90 mm.

in gel s-au efectuat sapte godeuri (unul
central si sase periferice) cu diametrul de 6
mm si distanta dintre ele de 3 mm.

Pentru stabilirea identitatii, in godeurile 3
si 5 s-a repartizat IgY standard (MyBiosource)
iar in godeurile 2 si 6 IgY obtinut din oul
hiperimun; in godeurile 1,4 si central s-au
repartizat cate 40 pl IgG iepure anti-IgY
(Romvac).

S-au efectuat dilutii binare (1/2- 1/2048) in
scopul de a stabili dilutia optima de lucru
pentru probele de IgY de testat.

Reactiile de precipitare s-au citit la 24 ore.

1.7. Testul imumoenzimatic ELISA direct.

Cuantificarea IgY s-a efectuat utilizand un
cititor de microplaci Spectra Max 190 si un Kit
standardizat (MyBiosource).

Testul ELISA s-a pregatit “in house”
pentru fiecare determinare in parte. Placi cu 96
godeuri (Greiner Bio-One) s-au captusit cu 150
ul 1gG iepure anti-IlgY avand concentratia de
3,75pg/ml in tampon carbonat bicarbonat (0,05
M, pH = 9,6).

Dupa incubare placile s-au spalat cu 300
ul PBS-Tween. Blocarea absorbtiei nespecifice

s-a facut cu solutie BSA 1% (Merck) timp de
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45 minute. Cate 150 pl din probe diluate in
PBS pH= 7,4 s-au
impreuna cu martorul pozitiv (IgY standard-

repartizat in godeuri

Sigma) si martorul negativ (IgY- SPF).

Placile s-au incubat 90 minute la 37°C.

Dupa spalare cu PBS- Tween, s-a adugat
in fiecare godeu 150ul conjugat IgG anti-IgY
marcat cu peroxidaza (MyBiosurce) la dilutia
1:5000.

Dupa adaugarea substratului cromogenic
TMB, reactia a fost stopata cu HCI 1N si s-a
citit la un spectofotometru (Spectra Max 150)
la lungimea de unda de 450 nm.

1.8. Determinarea continutului specific de
IgY prin testul ELISA indirect,“in house”

Pentru  determinarea  cantitativda a
anticorpilor din galbenusul de ou hiperimun s-a
aplicat testul ELISA “in house”.

Placile cu 96 godeuri (Greiner Bio-One) s-
a captusit cu suspensia de bacteri la
concentratia de 10 pg/ml proteina, in tampon
carbonat-bicarbonat (0,05M, pH= 9,0). Dupa
mentinerea placii la 4 °C timp de 12 h si
spalarea cu PBS-Tween, reactia s-a blocat cu
tampon de fixare, cate 300 pl/godeu si s-a
incubat 30 minute la temperatura camerei.

Dupa inlaturarea lichidului de spalare, s-a
adaugat in fiecare godeu 100ul suspensie IgY
1:1000, in dilutii binare.

Dupa incubare 2 h la 37°C si spalare cu
PBS-Tween s-a adaugat 100ul conjugat IgG
anti-IgY in dilutia 1:5000.

Dupa incubarea si spalarea placii, s-a
adaugat 100 pl TNB, apoi 100 pl solutie de
stopare.

Placa s-a citit la spectrofotometru (Spectra

Max 190) la lungimea de unda de 450 nm.
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2. Rezultate si discutii

Procedeul de izolare a IgY prin congelare
- decongelare a cuprins doua etape: in prima
etapa s-a obtinut fractiunea solubila in apa si
un strat de lipide si de lipoproteine.

In etapa a doua fractiunea solubila in ap&
s-a precipitat de trei ori cu polietilen glicol 6000
3,5% respectiv 12%.

Puritatea IgY a fost evaluata prin SDS-
PAGE, IgY

comparativ. cu standard

~245
~180
~135

~100
~75

~48

~35

~25
~20
~17

-1
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(MyBiosource). Rezultatele au evidentiat doua
benzi de precipitare
(HC) si

(fig.1.coloanele 7 si 8).

reprezentand lanturilr

grele lanturile  usoare  (LC)

Pe baza migrarii markerului molecular s-

au identificat lanturile grele cu masa

moleculara 75 KDa si lanturile usoare de 25
Kda. Se remarca ca IgY purificat obtinut prin

precipitare cu PEG prezinta aceleasi doua
(HC si
(MyBiosource).

fractiuni LC) ca IgY standard

Fig. 1. Analiza puritatii prin SDS PAGE a imunoglobulinei Y: 1: Marker molecular; 2: IgY Standard (MyBiosurce);
3, 4, 5, 6: Imunoinstant Multiplu ; 7 si 8: IgY purificat cu PEG si evidentierea lanturilor HC; LC

IgY purificat obtinut din oua hiperimune a

fost testat comparativ cu IgY standard
(MyBiosource) prin testul IDGA.

Rezultatele obtinute au demonstrat
identitatea intre IgY standard (godeurile 3 si 5)
si IgY purificat (godeurile 2 si 6) fata de IgG
iepure anti IgY (fig.2 a).
linia de

Se evidentiaza faptul ca

precipitare datda de IgY purificat prezinta
continuitate cu cea data de IgY standard, fiind
situate la jumatatea distantei dintre godeuri

(fig. 2a).
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Fig. 2: Testul IDGA: a) Stabilirea identitatii intre IgY
standard (godeurile 3 si 5) si IgY purificat (godeurile 2
si 6); in godeurile 2, 4 si central: IgG iepure anti IgY; b)

Testarea in dilutii binare ( 1/2- 1/64) a IgY purificat
(godeurile 1-6); in godeul central: IgG iepure anti IgY

IgY purificat a fost testat in dilutii de la 1/2-
1/2048, prin testul de IDGA fata de IgG iepure

anti IgY. S-a obtinut linii de precipitare intense
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la dilutile 1/2, 1/4, 1/8. 1/16 stabilindu-se
dilutia optima de lucru de 1/32 (fig.2b, godeul
5)

S-a determinat comparativ concentratia
imunoglobulinei Y (mg / 100 ml) din oua
hiperimune polivalente si oua conventionale
prin testul ELISA direct.

Rezultatele sunt sintetizate in figura 3.
Concentratia IgY din oua hiperimune a fost
cuprinsa intre 630,47- 686,13 mg/100 ml, pe
cand in ouale conventionale a fost de 297,45-
402,7 mg/100 ml.

Analiza statistica a acestor valori a indicat
o diferentd dinstint semnificativa (p<0,001)
intre cele doua categorii de oua.

Aceasta conferd oului hiperimun calitati
deosebite, prin continutul sdu bogat in
imunoglobuline specifice (anticorpi) fata de
anumiti germeni patogeni.

_ 700 -

-

= 600 -

(=]

—

& 500 -

£

= 400 -

©

= 300 -

g

= 200 +

(=)

=

S 100 -
p<0,001 0

1 2 3 4 5 6 7 8

M oua hiperimune  |658.03 |686.28|647.61|640.56 |686.13 |564.35 [630.47 |664.52
M oua conventionale [352.04370.21(325.04|391.07 | 402.7 |401.25|297.45|350.27

Fig. 3. Valorile medii ale concentratiei IgY (mg/100mL) din oua hiperimune si oua conventionale

Imunoglobulina Y izolatda din ouale

hiperimune polivalente s-a testat pentru
specificitate prin tehnica ELISA calitativa (fig.
5),

conventionale (fig. 4).

comparativ. cu cea obtinutd din oua

Experimentul s-a efectuat fata de unele

tulpini  bacteriene, rezistente la antibiotice
continute in inocul: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Acinetobacter baumannii si

Clostridium difficile.
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10 11 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 4.Testarea specificitatii IgY extras din gdlbenus de ou conventional fata de patru antigene (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Clostridium difficile) prin testul ELISA calitativ

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

Fig. 5. Testarea specificitatii IgY extras din galbenus de ou hiperimun polivalent fata de patru antigene
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii, Clostridium difficile) prin testul ELISA calitativ
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Datele prezentate in figura 6 au relevat ca
lgY
evidentiazd o specificitate ridicatd fatd de

anticorpii izolati din oul hiperimun
antigenele bacteriene testate.

Valorile densitatilor optice (DO 450 nm)
sunt crescute, dar diferite pentru fiecare
antigen in parte:

¢ DO=3,325 pt. Staphylococcus aureus;

* DO=2,085 pt. Escherichia coli,

e DO=2,322 pt. Acinetobacter baumannii

¢ DO= 1,500 pt. Clostridium difficile.

Aceasta demonstreaza ca sistemul imun
al gainilor raspunde la fiecare stimul antigenic
inoculat.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca in
componenta oului hiperimun polivalent se
gasesc anticorpi (IgY) cu specificitate fata de
tulpinile bacteriene prezente in inocul.

Oul hiperimun contine titruri ridicate de
anticorpi, comparativ cu oul de consum care
contine imunoglobulind Y contra unor agenti
patogeni cu care gaina a venit in contact fie
intdmplator, fie prin vaccinare.

Oul

imunomodulatori si factori de transfer de o

hiperimun mai contine

importanta deosebita in stimularea raspunsului

imun al intregului organism, precum si

ovotransferinei specifice.
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Intrucat  produsele ce contin  IgY
polivalentda cu specificitate fatd antigenele
inoculate la gaina, nu pot acoperi intreaga
gama de infectii bacteriene, fungice sau virale
cu care pacientii se confrunta, s-au obtinut oua
hiperimune monovalente personalizate care
contin anticorpi fatd de o anumitd tulpind

microbiana care il afecteaza pe un anumit

pacient.
S-au obtinut oua hiperimune
personalizate, utilizand tulpina de

Staphylococcus aureus MRSA izolata de la un
pacient cu infectie urinara. Acesta prezenta o
infectie urinaré veche, recurenta, rebeld la
tratamentul clasic.

administrat oua

Pacientului i s-au

hiperimune si solutie de imunoglobuline
polivalenta, insa din punct de vedere clinic
raspunsul terapeutic a fost redus; astfel s-a
decis instituirea unei terapii personalizate,
bazata pe imunoglobulina monovalenta anti
Staphylococcus aureus MRSA. Terapia a
constat in administrarea de oua personalizate
Si solutie  continand  imunoglobulina
monovalenta personalizatd. Anticorpii IgY anti
Staphylococcus aureus MRSA s-au testat
pentru specificitate fatéd de tulpina utilizata la

inocularea gainilor (Tabelul 1).

Tabelul 1.

Testul ELISA: Valorile DO ale anticorpilor IgY anti Staphylococcus aureus MRSA
(tratament personalizat)

Martori (DO)

A Blank 0.035
B Martor IgY negativ 0.057
C Martor IgY negativ 0.050
D Martor IgY negativ 0.056
E Martor IgY pozitiv 3.670
F Martor IgY pozitiv 3.896
G Martor IgY pozitiv 31938
H Blank 0.057

IgY anti

Staphylococcus aureus MRSA

Dilutii 1 2
Dilutions (DO) (DO)
1:100 3.704 3.709
1:200 3.708 3.709
1:400 3.685 3.694
1:800 3.626 3.671
1:1600 3.496 3.519
1:3200 3.013 3.081
1:6400 2.304 2.379
1:12800 1.534 1.617
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Din analiza rezultatelor prezentate in
Tabelul

densitatilor optice (DO4s0) ale anticorpilor anti

1 se remarca valorile ridicate ale

Staphylococcus aureus MRSA la dilutiile

¢ 1:100 (DO=3,704);

¢ 1:200 (DO=3,708);

¢ 1:400 (DO= 3,685);

¢ 1:800 (DO= 3,626);

* 1:1600(D0O=3,496);

¢ 1:3200( DO= 3,013).

Aplicarea terapiei personalizate a avut
rezultat favorabil, examenul microbiologic al
probelor de urina fiind negativ.

Avantajul oualor hiperimune monovalente
consta in faptul ca acestea se pot personaliza
in functie de pacient si/sau infectie, astfel incat
sa actioneze strict asupra tulpinii microbiene
care afecteaza un pacient anume.

Rezultatele noastre sunt in concordanta
cu studiile efectuate de Lesli [2] si Peng Wei
[3] care au demonstrat ca oul hiperimun difera
de oul de consum, datoritd continutului ridicat
de anticorpi specifici imunomodulatori, factori
de transfer, ovotransferine [4] avand activitate
antimicrobiana, antiinflamatoare si  imuno-
modulatoare contra unor agenti patogeni, care
evolueaza la om.

Oul hiperimun si produsele biologic active
din gama Imunoinstant obtinute de noi (solutii,
pulberi, sprayuri, geluri, produse cosmetice,
suspensii) au ca  substanta  activa
Imunoglobulina Y si contribuie la mentinerea
starii de sanatate a organismului.

Imunoglobulina Y prezenta in aceste
produse reprezinta un mijloc terapeutic extrem
de eficient impotriva unor germeni patogeni,

rezistenti la antibiotice.
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100% fiind

utilizate n terapia unor afectiuni determinate

Produsele sunt naturale,
de germeni multirezistenti (infectii gastrice,

respiratorii, urinare, afectiuni parodontale,
dermatite de diferite forme, boli autoimune,

etc.)

3. Concluzii

e Oul hiperimun polivalent si monovalent

personalizat a demonstrat activitate

imunologica, putand fi utilizat ca mijloc

biologic alternativ. in prevenirea si
tratamentul infectiilor produse de germeni
sensibili si rezistenti la antibiotice.

e Rezultatele obtinute au  demonstrat
specificitatea imunoglobulinei Y izolata din
oul hiperimun, care reactioneaza cu epitopii
antigenelor utilizate la imunizarea gainilor.

e Qul hiperimun reprezinta un depozit natural
de proteine biologic active, de protectie,
reprezentdnd un produs rapid si sigur ce

poate fi utilizat in imunoterapie sub forma

de solutii, pulberi, sprayuri, unguente,
geluri, suspensii etc. Proteinile biologic
active asigura imunizarea pasiva a

organismului avand efect de stimulare a

functilor sistemului imunitar.
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Despre cel care a fost: Prof. dr. Corneliu Radu, titularul disciplinei de Anatomie
din cadrul FMV Timisoara

About the one who was: Prof. dr. Corneliu Radu, former titular of the Anatomy
Department at FMV Timisoara

Calin Pop
Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara

Radu Corneliu a
vazut lumina zilei la
27 lulie 1930, la
Arad, intro familie de
intelectuali de
esenta pura. Mama,
Eugenia Radu a fost

profesoara, originara

din Basarabia, iar
tatal, Cornel Radu medic primar pediatru,
provenea din Banatul de céampie, zona
Tatal,

pediatru Radu Cornel, a fost o lunga perioada

Caransebes, satul Jupa. doctorul
de timp director al spitalului de copii din Arad,
dar a ocupat in doua randuri si functia de
Primar al Aradului.

Doctorul Radu Corneliu a urmat scoala
primara, gimnaziul si liceu In Arad, dupa care
s-a inscris la Facultatea de Medicina
Veterinara din Arad, absolvind-o in anul 1954.
Cétiva ani mai tarziu a absolvit si Facultatea de
Medicina din Timisoara. A practicat succesiv
meseria de medic veterinar si cea de medic
uman, in circumscriptii din jud. Timis, perioade
despre care povestea intotdeauna cu mare
placere celor apropiati. In anul 1962, odat& cu
infiintarea Facultatii de Medicina Veterinara din
Timisoara, a Tmbratisat cariera universitara

preluand disciplina de Anatomie. A slujit Alma

Mater cu credinta si devotament pana la
pensionare in anul 1996. Dintre contributiile la
dezvoltarea stiintei, respectiv la progresele
anatomiei comparative, mentionam schemele
originale ale angio-arhitectonicii pulmonare la
mamiferele si pasarile domestice, relafiile
dintre configuratia si raporturile rinichilor cu
pelvisul si fosele renale la pasarile domestice.
in cei 34 de ani de activitate universitara a
reusit sa Tmbine cu succes activitatea didactica
cu cea de cercetare, pentru cea din urma
obtinand rezultate remarcate pe plan mondial.
A fost autor si coautor la peste 100 de
lucrari stiintifice, precum si la 28 de carti de

anatomie veterinara.

Preocupat constant de modernizarea
predarii anatomiei, a elaborat o metoda
eficienta de predare intitulata ,Corelarea

iconografiei din sala de disectii cu ghidul de
disectie si fazele disectiel” metoda care a fost
brevetata in anul 1987.

A fost in tot acest timp un foarte bun
pedagog, un coleg deosebit, jovial si politicos,
un Om pe care iti facea placere intotdeauna
sa-l intalnesti pentru ca reusea sa transmita si
celorlalti optimismul si buna dispozitie care il
insoteau in permanenta, apreciat si stimat de
colegi, studenti si cunoscuti deopotriva.

Dumnezeu sa-L Odihneasca in pace!

95



In memoriam

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 13(1) Mai - Iunie 2019

Despre cea care a fost: Prof. univ. dr. Mariana Sincai, titularul disciplinei de
Histologie din cadrul FMV Timisoara

About what was: Prof. Dr. Mariana Sincai, former holder of Histology
department at FVM Timisoara

Diana Brezovan
Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara

La 8 Martie 2019
a Tncetat din viata,
la varsta de 75
ani, doamna Prof.
dr. Mariana
Sincai, un foarte

respectat membru

al corpului
profesoral din
cadrul  Facultatji

de Medicina Veterinara din Timisoara.

D-na prof. dr. Mariana Sincai s-a nascut in
orasul Arad, la data de 6 septembrie 1944.

A urmat cursurile scolii gimnaziale si
liceale din orasul sau natal, iar Th anul 1962, la
0 concurenta acerba pentru admitere a reusit,
prima pe lista, in anul | al Facultatii de Biologie,
din cadrul Universitatii Babes-Bolyai din Cluj-
Napoca, pe care a absolvit-o, tot prima pe
lista, ca sef de promotie, in anul 1967, pe
care baza a primit repartizare
guvernamentala la Facultatea de Medicina
Veterinara din Timigoara, Disciplina de
Parazitologie.

In perioada 1967-1973 a functionat ca
asistent la disciplinele de Parazitologie si de
Biologia parazitilor animali. in anul 1973 s-a
transferat la

disciplina de Histologie-

Embriologie, in cadrul aceleeasi facultati, unde

a activat pana la data pensionarii sale, in anul
2008.

in anul 1974 a sustinut teza de doctorat,
sub conducerea D-lui Academician Eugen
Pora, pe care baza i s-a conferit titlul si
diploma de Doctor in Stiinte Biologice.

In anul 1986 devine sef de lucrari, in 1990
- conferentiar, iar in anul 1993 devine profesor
universitar.

De notat ca, ne fiind membru de partid,
intre anii 1974 si 1986 a fost singurul cadru
didactic pe post de asistent, cu doctorat din
Universitate, desi in acest timp avea si norma
de predare.

Din anul 1989, prin pensionarea d-lui
Conf.dr. Botarel Silviu a preluat conducerea
disciplinei de Biologie celulara — Histologie —
1990-2000
indeplineste si functia de sef de catedra.

Embriologie, iar 1in intervalul

in anul 1993, in cadrul primului program
TEMPUS pentru medicina veterinara din
Romania, a efectuat, in Marea Britanie, un
stagiu de 45 de zile, cu tema "modernizarea
fnvatamantului veterinar din Roméania”.

in decursul activititii a publicat mai multe
manuale si carti de specialitate ca singur autor,
la editura Mirton: Biologie celulara si
moleculara la animale (1993), Biologie celulara
(1998),

(1998), Tehnici de citohistologie normala si

Histologie si Embriologie animala
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patologica (2000), Citohistologie si tehnici de
specialitate (2003).

Activitatea de cercetare s-a concretizat in
104 lucrari stiintifice ca prim autor si peste 100
de lucrari stiintifice in calitate de coautor.

Dintre domeniile activitatii de cercetare cu
rezultate originale deosebite, recunoscute pe
plan national si cu numeroase citari fin
literatura internationald, se pot aminti: studiile
dezvoltarii ontogenice a timusului la mamifere
si pasari, evolutia si functile epiteliului
germinativ al foliculilor ovarieni, biologia celulei
tumorale in diferite tipuri de tumori la carnivore
si aplicati biomedicale ale fluidelor cu
nanoparticule magnetice.

In acest domeniu actual si prioritar, al
nanostiintelor, colectivul de cercetare condus
de prof.dr. Mariana Sincai a obtinut rezultate
originale remarcabile in domeniul efectului
antitumoral si UV-protector al compositelor cu
nanoparticule magnetice, rezultate care sunt
adevarate premiere ale cercetarii pe plan
national si international.

Prof.dr. Mariana Elisabeta Sincai a fost
membra a Societati Nationale de Biologie
Cell

Organisation. De asemenea, a fost membru

Celulara si a European Biology

fondator al Asociatiei Romane pentru

promovarea fluidelor magnetice, membru al

ISIR, International Society for Interdisciplinary

Research.
A participat cu lucrari stiintifice la
Congrese si Conferinte internationale din

Europa, Asia si America, o parte din lucrari
fiind publicate in reviste cu larga recunoastere
internationala.

Prin Tncetarea din viaia a doamnei
Prof.dr. Mariana Elisabeta Sincai, Facultatea
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de Medicina Veterinara din cadrul Universitatji
de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara a
Banatului "Regele Mihai | al Romaniei”, din
Timigsoara pierde un mare profesor, iar
comunitatatea stiinfifica un reputat specialist in
domeniile in care a activat si carora le-a
dedicat,

capacitate, energie, inteligenta, competenta, si

fara nicio rezerva, intreaga sa

carora le-a inchinat, in fond, toatd viata sa

profesionala.

Dumnezeu sa o odihneasca in pace!
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