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Ipoteza de lucru si obiective generale

Datele din literaturd de specialitate sugereazd ca existd receptori opioizi periferici, nu
numai receptori opioizi centrali. Se pare ca acesti receptori opioizi periferici se produc in zonele
inflamate tocmai datorita inflamatiei.

O primad ipoteza de lucru care pe care ne-am propus-o porneste de la premiza ca daca
receptorii opioizi periferici sunt produsi chiar de procesul inflamator ar putea sa fie implicati in
insusi procesul inflamator. Pe cale de consecintd, stimularea receptorilor opioizi periferici ar putea
influenta favorabil sau nefavorabil inflamatia.

O a doua ipoteza de lucru a plecat de la ideea ca daca stimularea receptorilor opioizi nervos
centrali are ca principal efect farmacologic efectul analgezic, s-ar putea ca si stimularea
receptorilor opioizi periferici sa aibd un asemenea efect.

Un efect analgezic prin stimularea receptorilor opioizi periferici ar putea fi interesant daca
s-ar gasi unele conditii de administrare a morfinei de asemenea natura incat sa stimuleze numai
receptorii opioizi periferici nu si receptorii opioizi nervos centrali. O asemenea cale ar putea fi
administrarea morfinei intraplantar plecind si de la premiza cd absorbtia morfinei de la locul
administrarii trebuie sa fie lentd si de mica intensitate sau in acest caz mult mai lentd si de mai
mica intensitate decat administrarea intraperitoneala.

Daca in urma cercetarilor constatim ca existd posibilitatea stimularii exclusive a
receptorilor opioizi periferici nu si a celor nervos centrali ni s-a parut interesant sa studiem care
sunt cateva din particularitatile efectului analgezic obtinut pe aceasta cale. Spre exemplu, in ce
moment al inflamatiei efectul analgezic este maxim, dacad morfina administrata intraplantar are
efect in toate tipurile de durere, care este intesitatea efectului analgezic dupd administrarea
intraplantard comparativ cu intensitatea efectului analgezic obtinut prin stimularea receptorilor
opioizi nervos centrali, care este doza optima care poate fi administrata intraplantar fara sa produca

efecte nervos centrale.



Metodologia generala a cercetarii

Studiile prezentate 1n aceasta lucrare au utilizat doud metodologii experimentale distincte,
fiecare avand un obiectiv specific in investigarea proceselor inflamatorii si a efectului analgezic al

substantelor testate.

Prima metoda a constat in evaluarea evolutiei volumului labutei inflamate in timp,
utilizdnd masuratori pletismometrice succesive dupd administrarea carageninei, in scopul

cuantificarii rdspunsului inflamator local.

Cea de-a doua metodad a vizat determinarea latentei de retragere a labutei in conditii de
stimulare termicd nociceptiva, prin aplicarea metodei Hargreaves, pentru a analiza efectul
analgezic al morfinei in inflamatia indusa de caragenina. Aceasta abordare complementard a
permis o caracterizare detaliata atit a procesului inflamator, cat si a mecanismelor de control al

durerii la nivel periferic.
Animale

Toate experimentele au fost realizate pe sobolani masculi albinosi din rasa Wistar, cu o
greutate initiala cuprinsa intre 250 si 300 g. Animalele au fost achizitionate de la Institutul National
de Cercetare-Dezvoltare Medico-Militara Cantacuzino si transferate in laboratorul disciplinei de
Farmacologie si Farmacoterapie al Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”. La
momentul sosirii, sobolanii aveau varsta de 6 sdptamani si au beneficiat de o perioadd de

aclimatizare si adaptare de o sdptdmana inainte de inceperea experimentelor.

Sobolanii au fost individualizati in custi standard si mentinuti in conditii controlate, cu o
temperaturda ambiantd de 21-24°C si un nivel de umiditate optim, pentru a asigura un mediu stabil.
Regimul de iluminare artificiala a fost mentinut pe un ciclu de 12 ore lumina/intuneric, cu
iluminare intre orele 7:00 si 19:00, respectdnd ritmul circadian natural. Pe intreaga duratd a
studiului, animalele au beneficiat de acces ad libitum la hrana standard pentru rozatoare si apa,

garantand astfel un aport nutritional adecvat.



Un numar total de 267 de sobolani au fost inclusi in experiment, fiind repartizati in loturi
de 7-10 animale, in functie de protocolul experimental specific fiecarui grup. Experimentele s-au
desfasurat pe o perioada cuprinsd intre 2-7 zile. La finalizarea acestora, sobolanii au fost
eutanasiati sub anestezie generald, urmatad de administrarea unui agent letal, procedura fiind
efectuata de medicul veterinar al institutiei. Eutanasia s-a realizat in conformitate cu normele etice

si cu legislatia in vigoare privind utilizarea animalelor in scopuri stiintifice.

Numadrul de animale per grup a fost calculat pe baza variatiei anticipate, astfel incat puterea
statisticd a testului sa fie de cel putin 80%. Toate experimentele au fost efectuate in conformitate
cu ghidurile etice privind cercetarea pe animale de laborator si cu aprobarea Comitetului de Etica

al institutiei.

Protocolul acestui studiu a fost aprobat de Comitetul de Etica pentru Studii Non-Clinice
realizate pe animale de laborator din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”
din Bucuresti si a primit autorizatia de proiect din partea Autoritatii Sanitare Veterinare si pentru
Siguranta Alimentelor Bucuresti, nr. 33/12.09.2022. Aprobarea a fost acordata in conformitate cu
Legea nr. 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice, cu modificarile si
completarile ulterioare, si cu Directiva CEE 86/609 din 24 noiembrie 1986 referitoare la actele cu
putere de lege si actele administrative ale statelor membre privind protectia animalelor utilizate in

scopuri experimentale si stiintifice.
Substante
Substantele utilizate au fost :
Morfina -clorhidrat de morfina solutie injectabila 20 mg/ml Brand Zentiva
Ibuprofen sodium 100 g Brand Sigma
Lambda Carrageenan 100 g Brand Sigma
Solutie salina 0,9%

Apa distilata



In toate experimentele a fost folositd solutie de caragenind 1% (dizolvandu-se 250 mg

Caragenina in 25 ml apa distilatd).
In experimentul numarul 2 in care s-a utilizat ibuprofen acesta a fost diluat astfel
1200 mg in 10 ml de apa distilata pentru a se obtine 12 mg/ 0,1 ml .

In experimentele urmatoare, au fost utilizate dilutii succesive de morfind, ajustate in functie

de doza necesara per kilogram de greutate corporala.

Aparatura

Aparatura utilizata a fost:

Pletismometrul Ugo Basile 7140

Ugo Basile Plantar Test 37370

Seringi de insulina de 1 ml

Seringi de 2 ml, 5 ml, 10 ml

Flacon de sticla 50 ml

Markere de culoare albastru, rosu, verde

Manusi de protectie marime M/L

Laptop Lenovo cu Windows 10 si Office 10

Agitator magnetic
Metoda de lucru

Aceastd cercetare experimentald a inclus un numar total de sase experimente succesive,
fiecare fiind conceput pentru a investiga diferite aspecte ale proceselor fiziologice si farmacologice
implicate in raspunsul inflamator indus prin administrarea de caragenini si analgezie. In vederea
obtinerii unor rezultate precise si reproductibile, s-a acordat o atentie deosebita etapei preliminare

de aclimatizare si adaptare a animalelor de laborator, care a fost esentiald pentru minimizarea

.....
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aceasta perioada de acomodare, fiecare sobolan a fost identificat individual prin numerotare, ceea
ce a facilitat monitorizarea ulterioara a fiecarui exemplar pe parcursul desfasurarii experimentelor.
In continuare, s-a realizat cantirirea fiecirui animal pentru a documenta greutatea corporali
initiala, un parametru esential in calcularea dozelor de substante administrate. Dupa aceste etape
preliminare, sobolanii au fost distribuiti in mod aleatoriu in loturile experimentale, asigurandu-se

astfel omogenitatea grupurilor si reducerea potentialelor biaisuri metodologice.

In ceea ce priveste primele trei experimente, obiectivul principal a fost determinarea
pletismometrica a volumului labutelor posterioare, in scopul evaluarii edemului inflamator indus
farmacologic. Pentru aceasta, s-a procedat la marcarea labutelor posterioare ale fiecarui animal la
nivelul articulatiei gamba-1abuta, utilizand un marker permanent de culori diferite. Aceastd metoda
a permis identificarea facild a labutelor in timpul masuratorilor si a redus posibilitatea erorilor de
interpretare. Ulterior, pentru evaluarea modificarilor volumetrice, s-a utilizat pletismometrul
digital Ugo Basile 7140, un instrument de precizie destinat masurarii modificarilor volumului de
lichid dislocuit masurat in mililitri. Masurdtorile initiale (70) au fost efectuate inainte de
administrarea substantelor experimentale, reprezentand astfel valorile de referintd pentru fiecare

subiect.

Dupa realizarea acestor masuratori initiale, s-a administrat caragenina 1% in volum de 0,15
ml prin injectie locald, intraplantara, insd exclusiv la nivelul labutei posterioare drepte. Aceasta
metodologie a permis utilizarea ldbutei stangi ca referintd internd pentru fiecare animal,
contribuind la reducerea variatiilor interindividuale si imbunatatind acuratetea interpretarii

rezultatelor.

In cadrul primului experiment, lotul experimental a fost format din noud sobolani, iar
determindrile pletismometrice au fost realizate In mod secvential la intervale de timp stabilite post-
administrare: 3 ore, 6 ore, 12 ore, 24 ore si 48 ore de la injectarea carageninei. Aceasta abordare a
permis observarea progresiei inflamatiei si a modificarilor de volum in timp, furnizand astfel date

esentiale pentru caracterizarea cineticii raspunsului inflamator acut.

Pentru cel de-al doilea experiment, protocolul a inclus utilizarea a doud loturi

experimentale, fiecare alcatuit din opt sobolani, avand drept scop investigarea efectului
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antiinflamator al ibuprofenului asupra edemului indus de caragenind. Unul dintre loturi a fost
supus unui tratament farmacologic constand in administrarea de ibuprofen la o doza de 120 mg/kg
corp, sub forma de injectie intraperitoneald, imediat dupa injectarea carageninei. Cel de-al doilea
lot a servit drept grup de control si a primit o administrare echivalenta in volum de solutie salina
0,9% (0,1 ml/100 g), menitd sa reproducd stresul procedural, farda a exercita efecte

farmacodinamice specifice.

Masuratorile pletismometrice au fost efectuate pentru fiecare lot atat la momentul initial
(TO), cat si la intervale de timp prestabilite pentru a urmari evolutia procesului inflamator si
raspunsul la tratament: la 150 de minute, 5 ore, 12 ore, 24 ore, 48 ore, 72 ore si 96 ore de la
injectarea carageninei. Aceasta abordare temporald extinsd a permis o evaluare detaliatd a
dinamicii rdspunsului inflamator si a eficientei agentului antiinflamator administrat, oferind astfel
un cadru comprehensiv pentru analiza mecanismelor implicate In procesele inflamatorii

experimentale.

In cadrul celui de-al treilea experiment, sobolanii au fost repartizati in sase loturi
experimentale, fiecare lot fiind alcatuit din sapte subiecti. Aceastd etapd experimentald a fost
conceputa pentru a investiga efectele diferitelor doze si cadi de administrare ale sulfatului de

morfind asupra edemului inflamator indus prin administrarea de caragenina.

In concordanti cu metodologia aplicati in experimentele anterioare, inflamatia a fost
indusa prin injectarea intraplantard a unei solutii de caragenind 1% la nivelul labutei posterioare
drepte a fiecarui animal. Aceastd procedura a permis reproducerea unui model standardizat de
inflamatie acutd, facilitdind evaluarea comparativd a efectelor farmacologice ale sulfatului de

morfina.

Dupa inducerea inflamatiei, loturile experimentale au fost supuse unor interventii
farmacologice specifice. In acest sens, sulfatul de morfini a fost administrat in doua doze distincte,
respectiv 1 mg/kg corp si 5 mg/kg corp, prin doud cédi de administrare diferite: intraplantar si
intraperitoneal. Astfel, patru dintre cele sase loturi experimentale au primit tratamentul activ, doud
dintre ele prin administrare intraplantard si celelalte doud prin administrare intraperitoneala.

Aceastd abordare experimentald a permis nu doar compararea eficacitatii celor doua doze testate,
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ci si evaluarea influentei caii de administrare asupra raspunsului inflamator si a eventualelor efecte

sistemice ale morfinei.

Pentru a asigura un design experimental riguros, doud loturi suplimentare au fost
desemnate drept loturi martor. Acestea au primit injectii de solutie salind 0,9%, administrata fie
intraplantar, fie intraperitoneal, in volume echivalente cu cele utilizate pentru administrarea
substantei active. Aceastd procedura a avut drept scop izolarea efectului farmacologic specific al
sulfatului de morfind de eventualele influente produse de manipularea experimentald sau de

administrarea vehiculului.

Masuratorile pletismometrice au fost efectuate conform unui protocol standardizat, avand
drept punct de referintd momentul administrarii sulfatului de morfina, considerat T0. Determinarile
volumetrice ulterioare au fost realizate la intervale de timp bine definite, respectiv la 6 ore, 24 de
ore, 48 de ore si 72 de ore dupa administrarea tratamentului. Aceasta strategie de monitorizare a
permis evaluarea dinamicii efectului analgezic si antiinflamator al sulfatului de morfind, precum
si identificarea eventualelor diferente intre grupurile experimentale in functie de doza si calea de

administrare.

In cadrul urmatoarelor trei experimente, s-a adoptat o metodologie diferitd de investigare,
avand drept obiectiv principal evaluarea efectului analgezic al morfinei administrate local asupra
durerii inflamatorii induse prin injectarea intraplantarda de caragenind. Spre deosebire de
experimentele anterioare, care au urmarit modificarile inflamatorii prin masuratori
pletismometrice, aceste experimente s-au bazat pe testarea pragului nociceptiv utilizind metoda
Hargreaves, un model experimental standardizat destinat evaluarii sensibilitatii termice a

membrelor posterioare la stimuli durerosi.

Pentru determinarea sensibilitatii dureroase a sobolanilor, s-a utilizat dispozitivul Ugo
Basile Plantar Test 37370, un echipament de 1nalta precizie conceput pentru masurarea latentei de
retragere a labutei posterioare ca raspuns la aplicarea unui stimul termic controlat. Metoda
Hargreaves presupune focalizarea unui fascicul infrarosu de intensitate constantd asupra suprafetei
plantare a labutei, generand astfel o incalzire treptatd a tesutului cutanat. Raspunsul nociceptiv al

animalului este Tnregistrat automat Tn momentul 1n care subiectul isi retrage 1dbuta, acest timp de
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latenta fiind considerat un indicator direct al pragului termic al durerii. Testul permite compararea
pragului nociceptiv intre loturile experimentale si loturile de control, oferind informatii relevante

despre eficacitatea analgezica a substantei testate.

In cadrul experimentului numarul 4, s-au utilizat 10 loturi experimentale, fiecare lot fiind
alcatuit din 10 sobolani. Obiectivul acestui experiment a fost de a determina impactul temporal al
experimentale au primit o doza de 5 mg/kg corp de sulfat de morfina, administrata intraplantar la
nivelul ldbutei posterioare drepte, insd la momente diferite fatd de injectarea carageninei.
Distributia loturilor a fost realizata astfel incat un prim lot a primit morfind imediat dupa
administrarea carageninei (0,15 ml, concentratie 1%), un al doilea lot a primit morfina la 3 ore
post-administrare, un al treilea lot la 6 ore, al patrulea lot la 24 de ore, iar al cincilea lot la 48 de

ore dupa inducerea inflamatiei.

Pentru a asigura o comparatie adecvata, s-au constituit si cinci loturi martor, fiecare
corespunzand unui moment specific de administrare al morfinei. Animalele incluse in aceste loturi
au primit injectii cu solutie salind 0,9% in volum identic cu cel al solutiei active, administrata
intraplantar 1n 1abuta dreapta la aceleasi intervale de timp (imediat dupa administrarea carageninei,
la 3 ore, 6 ore, 24 ore si 48 ore). Aceasta strategie a permis diferentierea clara a efectului
farmacologic specific al morfinei de orice modificare nociceptiva generata exclusiv de procesul

inflamator.

La toate animalele incluse in studiu, sensibilitatea dureroasa a fost determinata utilizand
metoda Hargreaves, aplicatd prin intermediul dispozitivului Ugo Basile Plantar Test 37370.
Masuratorile s-au realizat prin determinarea timpului de latentd (exprimat in secunde) pana la
retragerea labutei posterioare drepte, un raspuns reflex la senzatia de durere indusa de stimulul

termic.

Pentru fiecare animal, testdrile au fost initiate la 10 minute dupd administrarea morfinei
sau a solutiei saline 0,9%. Pentru a obtine date cat mai precise si pentru a reduce variabilitatea
individuald, s-au efectuat cate cinci determinari pentru fiecare sobolan, la intervale de 5 minute

intre masuratori. Datele obtinute au fost ulterior analizate prin calcularea mediei aritmetice a celor
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cinci valori pentru fiecare subiect, aceastd abordare statisticd avand rolul de a minimiza efectele
eventualelor erori de masurare si de a asigura o estimare robusta a pragului nociceptiv al fiecarui

lot experimental.

In cadrul celui de-al cincilea experiment, s-a urmdrit investigarea efectului dozei asupra
raspunsului analgezic al morfinei administrate local in contextul durerii inflamatorii induse prin
injectarea de caragenind. Pentru aceastd etapa experimentald, s-au utilizat cinci loturi
experimentale, fiecare fiind alcatuit din cate zece sobolani, selectati si distribuiti aleatoriu pentru

a asigura comparabilitatea rezultatelor.

Dintre cele cinci loturi, patru au primit sulfat de morfinad in doze variabile, administrate
intraplantar la nivelul labutei posterioare drepte, la un interval de trei ore dupd injectarea
carageninei. Dozele testate au fost stabilite astfel incat sa permitd evaluarea unei posibile relatii
doza-raspuns, fiind in progresie geometrica de ratie 2 dupa cum urmeaza: 2,5 mg/kg/corp, 5
mg/kg/corp, 10 mg/kg/corp si 20 mg/kg/corp. Aceastd strategie experimentald a permis
investigarea efectului analgezic al morfinei la diferite concentratii, precum si identificarea unui

eventual efect de platou sau a unei saturatii a raspunsului nociceptiv.

Pentru a asigura validitatea rezultatelor si a exclude influentele non-specifice asociate cu
procedura de administrare, a fost inclus si un lot martor. Acest grup a primit o injectie intraplantara
de solutie salina 0,9%, administratd in labuta posterioara dreapta, la acelasi interval de timp (3 ore
dupad injectarea carageninei) si in volum echivalent cu cel utilizat pentru administrarea morfinei in
loturile experimentale. Acest lot martor a fost esential pentru identificarea oricaror modificari ale
pragului de durere care nu sunt asociate direct cu efectele farmacologice ale morfinei, ci mai
degraba cu factori precum manipularea mecanica sau reactia inflamatorie generatd de injectarea

lichidului.

.....

dupd administrarea morfinei sau a solutiei saline, utilizand metoda Hargreaves, conform
protocolului descris anterior, prin intermediul dispozitivului Ugo Basile Plantar Test 37370.
Masuratorile au constat in determinarea timpului de latentd pana la retragerea labutei ca raspuns

reflex la stimulul termic aplicat.
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Pentru obtinerea unor rezultate precise si reproductibile, s-au efectuat cinci determinari
succesive pentru fiecare animal, la intervale regulate de cinci minute intre masuratori. Valorile
obtinute au fost utilizate pentru calcularea mediei aritmetice, aceastd metoda statistica avand rolul

de a diminua influenta eventualelor variatii individuale .

In plus, pentru a preveni expunerea prelungitd a animalelor la stimuli termici excesivi si
pentru a evita riscul de arsuri tisulare, s-a stabilit un prag maxim de latentd de 30 de secunde. In
cazul in care un sobolan nu retrdgea labuta in acest interval, masurdtoarea era opritd automat, iar
timpul de latenta maxim (30 secunde) era inregistrat ca valoare finald pentru acel subiect. Aceasta
masurd a fost implementata pentru a respecta principiile etice si standardele de buna practica in
cercetarea experimentala pe animale, reducand disconfortul si stresul asociat procedurilor de

testare.

In cadrul celui de-al saselea si ultim experiment, s-a utilizat aceeasi metodologie de testare
a sensibilitatii nociceptive, aplicind metoda Hargreaves pentru evaluarea efectului analgezic al
morfinei administrate Tn durerea inflamatorie indusa prin injectarea intraplantara de caragenina.
Studiul a inclus cinci loturi experimentale, fiecare format din cate zece sobolani, distribuiti

aleatoriu pentru a asigura comparabilitatea datelor si validitatea statisticd a rezultatelor obtinute.

Dintre aceste cinci loturi, trei au fost desemnate drept loturi experimentale si au primit
tratament cu sulfat de morfind, administrat fie local, fie sistemic. Mai precis, primul lot
experimental a primit morfina intr-o doza de 5 mg/kg corp prin administrare intraplantara la nivelul
labutei posterioare drepte, al doilea lot a primit aceeasi doza de 5 mg/kg corp prin administrare
intraperitoneala, iar al treilea lot experimental a primit o doza mai mare, respectiv 10 mg/kg corp
de morfind, administrata intraperitoneal. Toate aceste administrari s-au realizat la un interval de
trei ore dupa injectarea cu caragenind, moment ales pe baza observatiilor din experimentele
anterioare, pentru a surprinde o etapd activa a procesului inflamator si a evalua eficienta analgezica

a morfinei in aceasta faza.

Pentru a permite o comparatie obiectivd si a controla posibilele influente non-
farmacologice asupra pragului nociceptiv, s-au constituit doud loturi martor. Primul lot martor a

primit o injectie intraplantara de solutie salind 0,9%, administratad in labuta posterioara dreapta, in
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acelasi volum utilizat pentru administrarea morfinei in lotul experimental corespunzator. Al doilea
lot martor a primit, de asemenea, solutie salind 0,9%, dar administratd pe cale intraperitoneala,
pentru a reflecta eventualele diferente cauzate de calea de administrare a substantei vehicul. Toate
administrarile din aceste loturi martor au fost realizate la trei ore dupa injectarea cu caragenina,

replicand fidel momentul interventiei farmacologice din loturile experimentale.

.....

Hargreaves, aplicatd cu ajutorul dispozitivului Ugo Basile Plantar Test 37370, conform
protocolului descris anterior. Testdrile au fost initiate la 10 minute dupad administrarea morfinei sau
a solutiei saline, iar pentru fiecare sobolan s-au efectuat cinci determindri succesive, la intervale

de cinci minute intre masurdtori. Aceasta abordare metodologica a permis obtinerea unor date

Prelucrarea rezultatelor

In cadrul acestei cercetiri experimentale, analiza datelor a vizat doi parametri principali,
corespunzatori celor douda metode distincte de investigare utilizate. Astfel, in primele trei
experimente, obiectivul principal a fost evaluarea modificarilor inflamatorii la nivelul labutei
posterioare drepte, masurate prin metoda pletismometrica, care a permis cuantificarea volumului
edematos al acesteia in diferite momente post-administrare a carageninei si a substantelor testate.
evaluata prin metoda Hargreaves, utilizand latenta de retragere a ldbutei inflamate ca indicator al
pragului de durere termica. Aceasta abordare diferentiata a permis o caracterizare complexa atat a
raspunsului inflamator, cat si a efectului analgezic al morfinei in functie de doza si calea de

administrare.

Pentru procesarea statistica a datelor obtinute, s-a utilizat software-ul IBM SPSS Statistics
for Windows, versiunea 29.0 (versiunea de proba de 30 de zile, Armonk, NY: IBM Corp). Analiza
variabilelor continue a fost precedata de testarea normalitatii distributiei acestora utilizand testul

Shapiro-Wilk. Rezultatele au fost ulterior exprimate sub formd de medie + deviatie standard,
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mediand, valoare minima si valoare maxima, asigurand astfel o interpretare robusta a tendintelor

centrale si a dispersiei datelor.

Pentru compararea valorilor variabilei volumul labutei posterioare drepte, masurata
pletismometric n primele trei experimente ce prezintd distributie normala s-a utilizat testul Student
t. Nivelul de semnificatie statistica a fost stabilit la p < 0,05, valoare considerata relevanta pentru

evidentierea diferentelor semnificative intre loturile experimentale.

Pentru compararea variabilei timp de retragere a 1abutei drepte in experimentele bazate pe
metoda Hargreaves, s-a utilizat testul Mann-Whitney U, avand in vedere distributia non-normala

a datelor.

Nivelul de semnificatie statistica a fost stabilit la p < 0,05, valoare considerata relevanta

pentru evidentierea diferentelor semnificative intre loturile experimentale.

Rezultate

Prezentele cercetari si-au propus sa studieze receptorii opiozii periferici. S-a optat pentru
eventualii receptori opioizi de la nivelul labutei posterioare drepte a sobolanilor.

Intrucat datele de literatura sustin ci receptorii opioizi periferici isi cresc densitatea ca
urmare a procesului inflamator, o prima problema pe care ne-am pus-o a fost sa vedem daca acesti
receptori sunt implicati si in procesul inflamator. S-a ales ca model experimental inflamatia labutei
posterioare drepte a sobolanilor la care s-a masurat volumul labutei In mililitri cu ajutorul
pletismometrului digital Ugo Basile 7140.

Intr-un prim pas s-a studiat daca administrarea de caragenina produce inflamatie. S-a lucrat
pe un lot de 9 sobolani la care dupad administrarea intraplantara de caragenina s-a masurat volumul
labutei posterioare drepte si volumul ldbutei posterioare stangi la care nu s-a administrat
caragenind. Masuratorile s-au facut imediat dupa administrarea carageninei, apoi la 3, 6, 12, 24 si
48 de ore dupa administrarea carageninei. Pe toatd perioada urmaririi, exceptdnd administrarea

imediatd, volumul 1abutei drepte la care s-a administrat caragenind a fost semnificativ statistic mai
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mare decat volumul labutei posterioare stangi la care nu s-a adminstrat caragenind. Aceasta ne-a
facut sa tragem concluzia ca intr-adevar caragenina cand este administrata intraplantar produce o
inflamatie a labutei respective.

In al doilea pas s-a studiat dacd medicamentele antiinflamatorii reduc volumul libutei
inflamate prin administrarea de caragenina.

S-a lucrat pe doua loturi a cate 8 sobolani. Dupad administrarea carageninei, unul dintre
loturi a primit ibuprofen 120 mg/kg/corp intraperitoneal, iar celdlalt lot solutie salinad 0,9% in doza
de 0,1 ml/100 g intraperitoneal. Volumul labutelor inflamate si a ldbutelor neinflamate a fost
masurat imediat, la 2,5 ore, la 5, 12, 24, 48, 72 s1 96 de ore. Pe toata perioada urmaririi exceptand
determinarea imediatd, volumul mediu al labute inflamate la animalele tratate cu solutie salind
0,9% a fost semnificativ mai mare decat volumul mediu al labutelor inflamate la sobolanii tratati
cu ibuprofen. In aceste conditii s-a apreciat cd modelul experimental ales este valid si poate fi
utilizat pentru a detecta un eventual efect antiinflamator al morfinei administrata intraplantar.

Ulterior s-a lucrat pe 6 loturi a cate 7 sobolani dupa producerea inflamatiei cu caragenina,
s-a studiat efectul antiinflamator al morfinei administrate intraplantar in doze de 1 mg/kg/corp si
5 mg/kg/corp si efectul antiinflamator al morfinei administratd intraperitoneal in doze de 1
mg/kg/corp si 5 mg/kg/corp comparativ cu loturile martor corespunzatoare la care s-a administrat
solutie salind 0,9% intraplantar, respectiv intraperitoneal in acelasi volum ca si morfina
administrata. Din datele obtinute a rezultat ca numai morfina in doza de 5 mg/kg/corp administrata
intraplantar a avut un efect semnificativ fatd de lotul martor la 48 ore de la administrarea de
caragenind. Se poate trage concluzia ca morfina administrata intraplantar are efect antiinflamator
dacd se administreazza la locul inflamatiei.

Intrucat aceeasi cantitate de morfind administrati intraperitoneal nu a avut efect
antiinflamator semnificativ statistic se poate presupune cd morfina administrata intraplantar si-a
produs efectul prin unii receptori opioizi periferici situati la nivelul inflamatiei produse si nu prin
receptori opioizi situati in sistemul nervos central.

Intrucat cel mai important efect al morfinei semnalat in literatura de specialitate este efectul
analgezic care In mod obisnuit se produce prin stimularea receptorilor opioizi nervos centrali, ne-
am pus problema daca un asemenea efect nu poate fi produs si prin stimularea receptorilor opiozii
periferici. Avand in vedere ca numai morfina administrata intraplantar in doza de 5 mg/kg/corp a
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avut efect antiinflamator, am dorit sd vedem dacd aceeasi doza are efect analgezic. De asemenea,
din datele obtinute mai sus s-a putut constata cd receptorii opiozi periferici isi cresc densitatea
membranara in timp. Aceasta ne-a facut s presupunem ca si intensitatea efectului analgezic ar
putea sa varieze 1n timp.

Pentru a verifica aceasta ipoteza, s-a realizat un nou experiment prin care s-a studiat efectul
analgezic al morfinei pe ldbuta posterioara dreapta a sobolanului la care s-a administrat intraplantar
caragenind. Pentru a vedea efectul analgezic in functie de durata de la producerea inflamatiei si
pana la momentul administrarii morfinei efectul analgezic al morfinei a fost masurat la 10 minute
dupa administrarea acesteia, iar morfina a fost administrata la mai multe intervale de timp dupa
administrarea carageninei, respectiv imediat, la 3, 6, 24 si 48 de ore. Ca test de analgezie s-a utilizat
testul de retragere a labutei la stimulare termica cu ajutorul aparatului Ugo Basile Plantar Test
37370.

Timpul a fost masurat in secunde si s-au comparat loturile intre ele. Din datele obtinute s-
a putut constata ca latenta de retragere a labutei a fost mai micd la 24 de ore si 48 ore decat la
determinarile anterioare ceea ce sugereaza ca la 6 ore de la administrarea carageninei s-a produs
un fenomen de hiperalgezie si aceasta hiperalgezie a fost influentata semnificativ statistic de catre
morfina administrata intraplantar dar mult mai putin decét a fost influentata in primele 6 ore cand
probabil nu exista hiperalgezie. Coroborand toate aceste date putem afirma ca in urma inflamatiei
produse de caragenina se instaleaza o durere normala care dupa 6 ore de la producerea inflamatiei
evolueaza catre un proces de hiperalgezie. Morfina administrata intraplantar a avut un efect maxim
la 3 ore de la producerea inflamatiei, probabil prin cresterea densitatii receptorilor opiozii periferici
probabil generata chiar de inflamatie. Dupa 6 ore de la producerea inflamatiei morfina administrata
intraplantar a avut efect analgezic semnificativ statistic dar de intensitate mult mai mica decat
anterior ceea ce sugereaza ca receptorii opioizi nu sunt sau sunt implicati foarte putin in fenomenul
de hiperalgezie. Este posibil de asemenea ca durerea constatatd la animalele cu hiperalgezie sa
aiba doud componente, respectiv o componenta locala si o componenta nervos centrald, posibil la
nivelul maduvei spinarii prin fenomenul de “gate control”. Daca asa ar sta lucrurile morfina nu a
putut influenta decat componenta locala, nu si componenta nervos centrald. Morfina a avut un efect
mai intens inaintea instaldrii hiperalgeziei deoarece in acea perioada nu a existat decat componenta
locala.
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Constatarea ca efectul analgezic maxim se produce atunci cand morfina este administrata
intraplantar dupd administrarea carageninei ne face sa ne punem problema unei relatii doza-efect.
Pentru aceasta s-a efectuat urmatorul experiment realizat pe un numar de 50 de sobolani impartiti
in 5 loturi a cate 10 sobolani. Animalelor li s-a administrat morfina intraplantar in doze progresiv
crescatoare respectiv 2,5, 5, 10 si 20 mg/kg/corp, iar lotului martos i s-a administrat solutie salind
0,9% in volum de 0,1 ml la 3 ore dupa administrarea carageninei. La 10 minute dupd administrarea
morfinei s-a masurat latenta de retragere a labutei dupa administrarea unui fascicul infrarosu ce
genereazd stimularea termicd la nivelul 1dbutei (cu ajutorul aparatului Ugo Basile Plantar Test
37370). Prin analiza rezultatelor obtinute s-a constatat ca morfina nu a crescut semnificativ
statistic latenta de retragere a labutei la doza de 2,5 mg/kg corp. La dozele de 5 mg/kg corp si 10
mg/kg corp morfina a crescut semnificativ statistic latenta de retragere a labutei, media celor doua
loturi fiind foarte aproapiate, respectiv 4,18+1,08 secunde si 4,28+2,15 secunde. La lotul numarul
5 latenta de retragere a labutei a crescut foarte mult, atingdnd o valoare medie de 27,14+4,48
secunde, dar spre deosebire de celelalte loturi la acest lot sobolanii au prezentat evidente semne de
activitate nervos centrala a morfinei cum ar fi starea de imobilitate coada Straub, la acest lot latenta
de retragere a ldbutei a depasit timpul maxim acceptabil de 30 secunde. Faptul ca doza de 10 mg/kg
corp morfina si 5 mg/kg corp morfind au determinat o crestere a latentei de retragere a labutei
practic de aceeasi intensitate, ne permite sa afirmam ca foarte probabil numarul maxim de receptori
opiozi existenti in ldbuta de sobolan inflamata de caragenind este corespunzdtor dozei de 5 mg/kg
corp morfina. Rezultatele obtinute 1n acest experiment cu doza de 20 mg/kg corp morfina ,cand s-
au inregistrat evidente efecte nervos centrale ale morfinei, ne-a aratat ca morfina se poate absorbi
si dupa injectarea intraplantard, dar probabil aceastd absorbtie este mica astfel incat dupa
administrarea intraplantara are efecte nervos centrale numai daca doza este foarte mare. Faptul ca
doza de 5 mg/kg corp si 10 mg/kg corp morfind au crescut latenta retragerii labutei in jur de 4
secunde iar doza de 20 mg/kg corp care spre deosebire de dozele anterioare a avut si efecte nervos
centrale a crescut latenta de retragere a labutei in jur de 30 secunde ne face sa presupunem ca
efectul analgezic produs prin stimularea receptorilor opioizi periferici estede mai mica intensitate
decat efectul analgezic produs prin stimularea receptorilor opiozi nervos centrali .

Pentru a verifica efectele nervos centrale ale morfinei administrate intraplantar s-a efectuat
un nou experiment in care dozele de morfina administrate intraplantar au fost comparate din punct
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de vedere analgezic cu aceleasi doze administrate intraperitoneal. Ipoteza noastra de lucru pleaca
de la premisa ca absorbtia morfinei dupa administrarea intraperitoneald este mult mai intensa si
mult mai rapida decat dupa administrarea intraplantara ceea ce ar iInsemna ca efectul analgezic al
morfinei sd fie mai intens dupd administrarea intradperitoneald decdit dupa administrarea
intraplantara.

S-a lucrat pe 5 loturi a cate 10 sobolani carora li s-a produs inflamatia labutei posterioare
drepte cu caragenind iar la 3 ore dupd caragenind s-a administrat fie 5 mg/kg/corp morfind
intraplantar fie solutie salind 0,9% intraplantar fie morfind 5 mg/kg/corp intraperitoneal fie solutie
salinda 0,9% intraperitoneal fie morfind 10 mg/kg/corp intraperitoneal. La toate animalele s-a
determinat timpul de retragere a labutei dupd administrarea unui fascicul infrarosu la nivelul
labutei cu ajutorul aparatului Ugo Basile Plantar Test 37370.

Analiza rezultatelor a ardtat ca doza de 5 mg/kg/corp administrata intraplantar a avut un
efect analgezic semnificativ statistic fatd de martorul corespunzator pe cand aceeasi doza
administrata intraperitoneal nu a avut un efect analgezic semnificativ statistic.

Deoarece administrarea intraperitoneala presupune intotdeauna o absorbtie foarte intensa
si foarte rapida, rezultd ca doza de 5 mg/kg/corp administratd intraperitoneal nu este Tn masurd sa
produca efecte nervos centrale pentru ca nu a produs efect analgezic semnificativ statistic. Daca
efectul analgezic al morfinei administrate intraplantar s-ar fi produs prin stimularea receptorilor
opioizi nervos centrali ar fi trebuit ca aceeasi doza administratd intraperitoneal, cale de
administrare care asigura o absorbtie mult mai eficienta sa fi avut un efect analgezic mult mai
intens ceea ce nu a fost cazul. Aceasta ne face sd presupunem ca efectul analgezic al administrarii
intraplantare de morfina s-a produs exclusiv prin stimularea receptorilor opioizi periferici. Aceasta
specificitate de actiune depinde probabil foarte mult de cantitatea de morfind administrata local.
Doza de 10 mg/kg corp intraplantar despre care s-a demonstrat mai ca are efect analgezic de
aceeasi intensitate cu doza de 5 mg/kg corp, cand a fost administrata intraperitoneal, a avut un
efect analgezic mult mai mare si insotitd de evidente semne de actiune nervos centrale. Practic
doza de 10 mg/kg/corp morfind administratd intraperitoneal a avut efecte asemdnatoare cu doza de
20 mg/kg corp morfind administratd intraplantar dupd cum s-a demonstrat in experimentul
precedent, cu siguranta faptului ca administrarea intraperitoneald presupune o absorbtie mult mai
bund decat administrarea intraplantara.
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Coroborand toate cele prezentate mai sus rezultd ca exista receptori opioizi periferici si ca
stimularea lor produce atat efect analgezic cat si efect antiinflamator. Aceste efecte fiind produse
la doze care administrate intraperitoneal au fost lipsite de efecte.

Foarte probabil acestor receptori opioizi periferici le creste densitatea ca urmare a
dezvoltarii procesului inflamator deoarece efectul maxim a fost atins la 3 ore de la administrarea
carageninei.

De asemenea, s-a putut constata cd durerea evolueazp in timpul inflamatiei fiind de
intensitate maxima la 3 ore iar dupa aceastd perioada se instaleaza un fenomen de hiperalgezie.

Cercetarile noastre au ardtat ca efectul morfinei este mult mai intens inainte de instalarea
hiperalgeziei decat dupa instalarea ei ceea ce ne-a facut sa credem ca in a doua parte a inflamatiei
existd concomitent atit hiperlagezie cat si durere normald si cd foarte probabil stimularea
receptorilor opioizi periferici nu influenteaza fenomenul de hiperalgezie.

Din cercetarile efectuate mai sus rezultd cad doza de 5 mg/kg/corp morfind administrata
intraplantar si doza de 10 mg/kg/corp morfind administratd intraplantar au efect analgezi de aceeast
intensitate ceea ce ne-a permis sa presupunem cd numarul maxim de receptori opioizi la nivelul
labutei inflamate este cel corespunzdtor dozei de 5 mg/kg/corp morfind intraplantar.

Morfina administratd intraplantar sau intraperitoneal in doze mari care au avut si efecte
nervos centrale au avut un efect analgezic mult mai intens decat dozele de morfind care
administrate intraplantar au fost lipsite de efecte enrvos centrale. Deci stimularea receptorilor
opiozii periferici chiar la doze capabile sa ocupe toti receptorii opioizi periferici situati in zona in
care se administreazd morfina au un efect analgezic de mai mica intensitate decat stimularea
receptorilor opioizi situati nervos central.

Cu alte cuvinte, par sa existe unele diferente intre stimularea receptorilor opiozii periferici
si stimularea receptorilor opioizi nervos centrali. Stimularea receptorilor opioizi periferici produce
un efect analgezic de mai micd intensitate decat stimularea recettorilor opioizi nervos centrali,
stimularea receptorilor opioizi periferici are si efect antiinflamator care nu a fost descris in
literaturd prin stimularea receptorilor opioizi nervos centrali. Stimularea receptorilor periferici pare

sa aibe efect numai in durerea normala, nu si in hiperalegezie.
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Concluzii

La nivelul labutei de sobolan inflamata cu caragenind exista receptori opioizi periferici.
Acesti receptori par sd apara si sa creascd in timp ca urmare a unui stimul produs chiar de
inflamatie.

Numarul maxim al receptorilor opioizi periferici din ldbuta de sobolan inflamata cu caragenina
este probabil cel corespunzator dozei de 5 mg/kg/corp administratd intraplantar.

In conditiile noastre experimentale acest numar maxim de receptori opioizi din libutele de
sobolan inflamate cu caragenina a fost atins dupa 3 ore de la administrarea carageninei.
Latenta de 3 ore ne face sa credem ca densitatea receptorilor opioizi a crescut mai degraba prin
cresterea exprimarii membranare decét prin sinteza deoarece timpul de 3 ore este prea mic
pentru sinteza.

Stimularea receptorilor opioizi periferici are efect antiinflamator.

Doza de morfind administrata intraplantar si care a avut efect antiinflamator, atunci cand a fost
administrata intraperitoneal nu a prezentat efect antiinflamator.

Foarte probabil stimularea receptorilor opioizi centrali nu are efect antiinflamator .

Stimularea receptorilor opioizi periferici are efect analgezic .

. Efectul analgezic obtinut prin stimularea receptorilor opioizi periferici este de mai mica

intensitate decat efectul analgezic obtinut prin stimularea receptorilor opioizi centrali.
Stimularea receptorilor opioizi periferici pare sa aiba efect analgezic numai in durerea normala,
nu si in durerea din hiperalgezie.

Intensitatea maxima a efectului analgezic obtinut prin stimularea receptorilor opioizi periferici
se atinge la 3 ore de la producerea inflamatiei.

Morfina administrata intraplantar pare sa se absoarba putin de la locul injectarii, totusi daca se
administreazad intraplantar in doze mari, in conditiile noastre experimentale, mai mult de 10
mg/kg.corp morfina apar si efecte nervos centrale.

Datele obtinute de noi In aceste experimente nu ne permit sd facem considerente privind
mecanismul post-receptor prin care stimularea receptorilor opioizi are efect analgezic si
antiinflamator .

De asemenea, este greu de facut consideratii privind extrapolarea acestor date in terapia umana.
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16. Pe deoparte intensitatea efectului analgezic este mai mica prin stimularea receptorilor opioizi
periferici decat prin stimularea receptorilor opioizi nervos-centrali, pe de altd parte stimularea

receptorilor opioizi periferici este lipsita de efecte nervos centrale.

Pe baza celor ardtate mai sus putem presupune ca administrarea locald de morfina ar putea
f1 utild in tratamentul unor inflamatii acute. Ar fi interesant de studiat daca si alti opioizi au efect
analgezic prin stimularea receptorilor opioizi periferici. O asemenea cercetare s-ar putea si
constate ca exista opioizi la care efectele periferice se produc la doze mult mai mici decat efectele
nervos centrale.

In cercetirile noastre, doza de morfina care produce efect analgezic periferic este numai de
doua ori mai mica decat doza care produce efecte nervos centrale. De asemenea, ar fi interesant
sa se cerceteze daca morfina sau alti opioizi au efect analgezic periferic si in urma administrarii
cutanate. Totodata ar fi interesant sd se studieze daca si unii opioizi care nu traverseaza bariera
hematoencefalica, cum este loperamida, au efect analgezic. Un astfel de medicament ar putea avea
o diferentd mai mare intre doza care produce efect analgezic prin stimularea receptorilor opiozii
periferici si doza care produce efecte nervos centrale. Bineinteles ca aceasta ar creste siguranta
medicamentului, loperamida ar putea fi un candidat serios in acest sens deoarece ea se absoarbe
din tubul digestiv si nu strabate bariera hematoencefalica din cauza activitatii glicoproteinei P care
scoate loperamida din lichidul cefalorahidian. Daca loperamida se absoarbe din tubul digestiv este
de asteptat sa se absoarba si transdermic, deoarece la nivelul pielii nu existd transporterul
glicoproteina P. Noi nu am studiat in aceasta cercetare loperamida deoarece obiectivele noastre au
fost altele: sd demonstram existenta efectului analgezic prin stimularea receptorilor opioizi
periferici, sa cercetdm daca existd un efect antiinflamator prin stimularea receptorilor opioizi
periferici, sa studiem la cat timp dupa producerea inflamatiei intensitatea efectului analgezic este
maxima, sa studiem o relatie doza efect, sd vedem daca se poate gasi o doza de opioid care sa
producd efect analgezic prin stimularea receptorilor opioizi periferici fara sa aiba efecte nervos
centrale, sd studiem daca stimularea recepetorilor opioizi periferici au efect analgezic in toate

tipurile de durere.
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Toate aceste obiective au fost atinse in aceasta cercetare, cercetarea efectului analgezic prin
stimularea receptorilor opioizi periferici cu loperamida ar trebui sa reprezinte o continuare a acestei

cercetari.

Contributii personale

1. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se compara efectul analgezic al
morfinei cu efectul antiinflamator. (Capitolul 5, subcapitol 5.3; Capitolul 6, subcapitole 6.3,
6.4,6.5)

2. Este pentru prima data in literatura cand se compara intensitatea efectului analgezic al morfinei
administratad local efect produs prin stimularea receptorilor opioizi periferici cu efectul
stimularii receptorilor opioizi nervos centrali dupa administrarea intraperitoneala. (Capitol §,
subcapitole 8.3, 8.4, 8.5)

3. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se semnaleaza faptul ca morfina are
efecte numai in durerea normala nu si in hiperalgezie.( (Capitol 6, subcapitole 6.4, 6.5)

4. Este pentru prima data in literatura de specialitate cdnd se publica o relatie doza-efect dupa
administrarea intraplantara a morfinei. (Capitol 7, subcapitole 7.3, 7.4, 7.5)

5. Este pentru prima datd in literatura de specialitate cand se remarca faptul ca intensitatea
efectului analgezic al morfinei administrate intraplantar variaza in timp in functie de evolutia
inflamatiei fiind maxima la 3 ore de la producerea inflamatiei. (Capitol 6, subcapitol 6.5)

6. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se constata ca se poate gasi o doza de
morfind administrata intraplantar si care are efect analgezic fara sa aiba efecte nervos centrale.
(Capitol 7, subcapitole 7.3, 7.4, 7.5)

7. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se incearca determinarea numarului
maxim de receptori opioizi periferici in labuta de sobolan inflamata.( Capitol 6, subcapitole

6.4,6.5)

25



1.

LISTA PUBLICATIILOR DIN TEMA TEZEI DE DOCTORAT

Jafal NM, Stoleru S*, Zugravu A, Graziosi G, Orban C, Popescu M, Vatdsescu Balcan A, Fulga
I, Anti-inflammatory effects of locally versus systemically injected morphine on chemically
induced inflammation: an experimental animal study, Farmacia, 2024, 72(5), 1209-1215, FI —
1,4/2024, Q4, (capitolul 5, pagini 66-73)

https://doi.org/10.31925/farmacia.2024.5.24

https://farmaciajournal.com/issue-articles/anti-inflammatory-effects-of-locally-versus-systemic-
injected-morphine-on-chemically-induced-inflammation-an-experimental-animal-study/

2. Jafal NM, Stoleru S*, Zugravu A, Orban C, Popescu M, Marin RC, Fulga 1G, The Analgesic
Effect of Morphine on Peripheral Opioid Receptors: An Experimental Research, The Journal of
Critical Care Medicine, 2024, 10(4), 337-344, F1 - 0.9/2024, Q4, (capitolul 6, pagini 74-85)

https://doi.org/10.2478/jccm-2024-0042
https://jccm.ro/wp-content/uploads/2024/10/jccm-2024-0042.pdf

Jafal NM, Stoleru S*, Orban C, Fulga 1G, Peripheral Opioid Receptors in the Modulation of
Inflammatory Pain: a Narrative Review, Maedica — a Journal of Clinical Medicine, 2025, 20(1),
72-80, (capitolul 1- pagini 15-17, capitolul 2-pagini 34-37, capitolul 9- pagini 97-111)

https://doi.org/10.26574/maedica.2025.20.1.72
https://www.maedica.ro/articles/2025/1/2025 20(23) Nol pg72-80.pdf

26


https://doi.org/10.31925/farmacia.2024.5.24
https://farmaciajournal.com/issue-articles/anti-inflammatory-effects-of-locally-versus-systemic-injected-morphine-on-chemically-induced-inflammation-an-experimental-animal-study/
https://farmaciajournal.com/issue-articles/anti-inflammatory-effects-of-locally-versus-systemic-injected-morphine-on-chemically-induced-inflammation-an-experimental-animal-study/
https://doi.org/10.2478/jccm-2024-0042
https://jccm.ro/wp-content/uploads/2024/10/jccm-2024-0042.pdf
https://doi.org/10.26574/maedica.2025.20.1.72
https://www.maedica.ro/articles/2025/1/2025_20(23)_No1_pg72-80.pdf

