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ВСТУП
Актуальність теми. Останнім часом у клінічній медицині широко обговорюється важлива проблема фармакологічної корекції нефро- і кардіопатії, що є надзвичайно поширеними патологічними станами, які характеризуються тяжким перебігом, розвитком рецидивів захворювання та призводять до тривалої втрати працездатності, а також інвалідності  [25, 35, 162, 386].
Відсутність єдиних уявлень про патофізіологічні механізми кардіоренальних взаємодій у клінічних проявах створюють труднощі для своєчасної діагностики і лікування [119]. Вони часто співіснують, підвищуючи смертність, ризик ускладнень лікування і його вартість [35, 40]. На сьогодні є підстави обговорювати спільність патогенезу, чинників прогресування хронічної ниркової недостатності (ХНН) і хронічної серцевої недостатності (ХСН) та необхідності індивідуального підходу до їх комбінованого лікування  [4, 5, 112, 122]. 

Зв'язок кардіальної і ниркової патології привертає увагу як кардіологів, так і нефрологів. Високий ризик кардіальної смертності при термінальній нирковій недостатності відмічений після запровадження в клінічну практику гемодіалізу [51]. Функціональний стан нирок може погіршуватися внаслідок терапії ХСН [8, 33]. Вірогідність розвитку ниркової дисфункції у хворих з кардіальною патологією значно вище, ніж у популяції, а поєднання будь-яких двох чинників серцево-судинної патології підвищує вірогідність розвитку хронічної хвороби нирок (ХХН) майже в 4 рази [38, 184]. Артеріальна гіпертензія (АГ) − давно відома і часта причина розвитку ХНН, при цьому розвиток гіпертензивного нефросклерозу значно прискорюється за наявності таких обмінних порушень, як гіперурикемія, гіперглікемія і дисліпідемія  [7, 46, 47, 118]. 

Хронічна ниркова недостатність посідає друге місце після цукрового діабету. Найвища захворюваність спостерігається серед пацієнтів літнього віку [34, 85, 89]. Певною мірою це пояснюється тим, що велика кількість хворих почала доживати до термінальної стадії ХНН завдяки ефективній антигіпертензивній терапії, що знизила летальність від інсультів, ішемічної хвороби серця (ІХС), у хворих із артеріальною гіпертонією (АГ) і хронічними захворюваннями нирок), у хворих з артеріальною гіпертонією (АГ) і хронічними захворюваннями нирок [21, 31, 35].

Широке розповсюдження коморбідних станів поєднує захворювання серця та нирок. Ураження нирок і серця зустрічаються при багатьох патологічних станах: інтоксикаціях, артеріальній гіпертензії, захворюваннях печінки, цукровому діабеті, колагенозах та інших системних захворюваннях. Останнім часом частіше зустрічаються випадки лікарської нефропатії  [88].

При патології нирок і серця простежується паралель між формуванням коронарного атеросклерозу і гломерулосклерозу з підвищенням ризику ниркових і серцево-судинних ускладнень [107, 145]. Терапевтичні заходи, спрямовані на профілактику і лікування захворювань нирок і серця, обмежені, а розробка нових лікарських препаратів є предметом інтенсивного вивчення  [4, 96, 21].

Дослідження останніх років виявили значення сигнальної молекули аденозину в захисті серця і нирок від ішемії. У нирках аденозин регулює вивільнення реніну, швидкість клубочкової фільтрації і тонус судин нирок [280].              

Попередні дослідження [49] довели, що заміщеним сполукам ксантину притаманні властивості діуретичних засобів. Широке розповсюдження коморбідних станів, а саме нефро- та кардіопатій, у патогенезі яких є набряки, серцево-судинна недостатність, гіпертонічна хвороба тощо, дозволило врахувати результати комп’ютерного прогнозу PASS, а його оптимізація –  визначити більш ефективні та перспективні сполуки з фармакологічної корекції поєднаної патології серця та нирок у ряду N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину.

Враховуючи вищевикладене та результати комп’ютерного прогнозування фармакологічної активності вперше синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину, актуальним є вивчення та експериментальне обґрунтування доцільності проведення фармакологічного скринінгу з метою пошуку більш ефективних і безпечних фармакологічних речовин для їх застосування при поєднаній патології – захворюваннях нирок і серцево-судинної системи [103, 104], що послужило предметом нашого дослідження. 

Робота присвячена пошуку та фармакологічному вивченню N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей, які здатні виявляти нефропротекторну дію, нормалізувати водно-електролітний обмін, кислотно-лужну рівновагу сечі, зменшувати гіперліпопротеїнемію та артеріальний тиск (АТ) і можуть бути корисними для корекції нефро- і кардіопатій.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконана на кафедрі фармакології і токсикології Харківської державної зооветеринарної академії відповідно до плану науково-дослідних робіт Запорізького державного медичного університету «Фармакологічне дослідження біологічно активних речовин і лікарських засобів синтетичного та природного походження, їх застосування в медичній практиці» (№ держ. реєстрації 0106U003709), відпові-дальним виконавцем яких є дисертант.

Мета та завдання дослідження. Обґрунтування доцільності створення та визначення механізму дії нового нефро- та кардіопротекторного засобу серед уперше синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину. 

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі завдання:

1. Здійснити комп’ютерний прогноз видів фармакологічної активності та відібрати сполуки, які здатні впливати на діяльність нирок і серцево-судинної системи (ССС) у ряду синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей. 

2. Вивчити гостру токсичність синтезованих N-С8-заміщених і конден-сованих похідних ксантину та їх амонієвих солей.

3. Провести скринінгові фармакологічні дослідження (депримувальної, аналептичної, антигіпоксичної, анальгетичної, протизапальної та діуретичної дій) синтезованих речовин з урахуванням результатів комп’ютерного прогнозування їхньої біологічної активності та виявити сполуку – лідера.

4. Порівняти водно-сольовий гомеостаз (процеси волюморегуляції, розподіл води в секторах організму, гідрофільність тканин і вміст у них електролітів)   сполуки – лідера – бенфураму з ефектом гідрохлортіазиду;

5. Дослідити функціональний стан нирок при одноразовому та повторних уведеннях бенфураму за умов водного та сольового навантаження і вивчити механізми його діуретичної дії.

6. Визначити механізм і місце реалізації діуретичної дії бенфураму.

7. Охарактеризувати стан серцево-судинної системи на фоні дії бенфураму за метаболічними процесами, електролітним складом та біохімічними показниками крові при гіперхолестеринемії й артеріальній  індометациновій та пітуїтриновій гіпертезії.

8. Оцінити вплив бенфураму на морфофункціональний стан нирок і серця при експериментальних нефро- та кардіопатіях.

9. Вивчити хронічну токсичність сполуки-лідера бенфураму.

Об’єкт дослідження: фармакологічна корекція експериментальних нефро- та кардіопатій.

Предмет дослідження: ефективність, безпечність та механізми дії N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей при експериментальних нефро- і кардіопатях.

Методи дослідження: комп’ютерний прогноз, фармакологічні, біохімічні, патофізіологічні, токсикологічні, гістологічні, математичні.

Наукова новизна одержаних результатів. Уперше на основі комп’ютер-ного прогнозу за програмою PASS визначена комплексна біологічна активність синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей. Банк даних прогнозу був доповнений результатами спектра біологічної активності та безпечності за показниками гострої та хронічної токсичності, що дозволило виявити сполуку – лідер бенфурам за умов коморбідної патології, в цьому полягає принципово новий методологічний підхід до комп’ютерного прогнозування.

Уперше доведена діуретична та нефропротекторна активність бенфураму, який нормалізує порушення кислотно-лужної рівноваги сечі та водно-електролітного обміну при артеріальній гіпертензії (АГ). Виявлено, що діуретична дія бенфураму зумовлена зменшенням натрійзатримувальної дії мінералокортикоїдів.

Уперше на моделі пітуїтринової АГ виявлені метаболічні зміни обміну речовин, які часто співіснують з патологією ССС і нирок, і встановлені перспективи фармакологічної кореції цих порушень бенфурамом. Доведено, що бенфурам за умов тривалого введення виявляє виражений діуретичний і натрійуретичний ефекти, зменшує реабсорбцію води, натрію, підвищує фільтраційний заряд, покращує нирковий кровообіг та фільтраційну функцію нирок. 

Отримані результати стали обгрунтуванням доцільності застосування бенфураму із сечогінною дією при патології серцево-судиної системи і нирок як нефропротекторного та кардіопротекторного засобу, який знижує АТ, впливає на ліпідний обмін, знижуючи рівень загального холестерину, загальних ліпідів, тригліцеридів, холестерину в печінці, стінці аорти, знижує коефіцієнт атерогенності та підвищує активність ліпопротеїдів високої щільності (ЛПВЩ), що сприяє захисній активності від атеросклеротичних уражень серцевих і ниркових судин, також знижує активність гліколітичних ферментів, що, ймовірно, пов’язано зі зниженням витрат енергії гепатоцитів на синтез атерогенних ліпідів і утилізацією їх у пентозофосфатному циклі. Бенфурам впливає на дофамінові рецептори, що зумовлює його нефропротекторну та кардіопротекторну дію, яку можна пояснити модуляцією активності дофамінових рецепторів, про що свідчить його діуретичний ефект на тлі блокади дофамінових рецепторів. 

Уперше встановлено, що бенфурам впливає на натрійуретичний гормон (НУГ), який розслаблює гладенкі м’язи нирок, серця, знижує АТ, блокує альдостеронові рецептори, покращує нирковий кровообіг, підвищує синтез ПГЕ2 та калікреїн-кінінової системи, що зумовлено дією на гладенькі м’язи судин серця і нирок. 

Бенфурам зменшує об’єм внутрішньосудинної рідини, про що свідчить його салуретичний ефект, і менше виводить калію порівняно з гідрохлортіазидом, що є корисним при лікуванні діуретиками серцево-судиної патології та порушень водно-електролітного обміну.

Комбінована нефро- та кардіотропна активність бенфураму доведена і при морфофункціональних дослідженнях на тлі різних моделей нефро- та кардіопатій: хроматокалієвої, нефропатії малих змін, доксорубіцинової, ізадринової патології. Дослідження свідчили про підвищення активації клітинної регенерації в зонах пошкодження серця, нирок  та відновлення морфоструктури цих органів. Одержані результати дозволяють окреслити шлях для фармакологічної корекції поєднаної патології нефро- та кардіопатій за допомогою бенфураму.

Новизна проведених досліджень захищена п’ятьма патентами України.

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати комп’ютерного прогнозу за програмою PASS  N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей стали обґрунтуванням доцільності проведення досліджень їх фармакологічної активності та встановлення залежності «структура − активність». Сукупність отриманих даних дозволила розщирити уявлення  про патогенетичні ланки порушень функціонування нирок і ССС як поєднаної патології. Експериментально обґрунтована можливість використання бенфураму з нефропротекторною і гіпотензивною дією для нормалізації водно-електролітного обміну, кислотно-лужної рівноваги сечі, метаболічних процесів у нирках, серці, що сприяє нормалізації АТ при серцево-судинних розладах в умовах нефро- та кардіопатії. Отримані дані є фрагментом доклінічного вивчення бенфураму.

Експериментально доведена доцільність клінічної апробації  застосування бенфураму з метою з’ясування питання щодо його введення до схем лікування порушень функції нирок і ССС у гострий період як засобу, який впливає на діяльність ССС, виявляє сечогінну дію і має нефропротекторні властивості.

На підприємстві «ВАЛАРТІН ФАРМА» (м. Київ) проводиться розробка твердої лікарської форми потенційного лікарського засобу «Бенфурам», що виявляє нефропротекторну та кардіопротекторну дію. В умовах підприємства апробована технологічна схема виробництва бенфураму і розроблена аналітична нормативна документація та методи контролю якості на пропонований лікарський засіб.

На підставі отриманих результатів спільно зі співробітниками Національного фармацевтичного університету та Запорізького державного медичного університету розроблені методичні рекомендації щодо методологічного обгрунтування використання комп’ютерного прогнозу біологічної активності вперше синтезованих сполук для проведення фармакологічного скринінгу (Б. А. Самура Методологічне обгрунтування оптимізації комп’ютерного прогнозу біологічної активності вперше синтезованих сполук для проведення скринінгу фізіологічно активних речовин / Б. А. Самура, В. І. Корнієнко, М. І. Романенко: методичні рекомендації. – К, 2015. – 16 с.; Корнієнко В. І. Корекція порушень функціонального стану нирок у щурів за умов сулемової нефропатії (експериментальне дослідження): інформаційний лист про нововведення в системі охорони здоров'я / Б. А. Самура, В. І. Корнієнко, М. І. Романенко. –  Київ: Укрмедпатентінформ, 2015. – 4 с.; 

Корнієнко В. І. Корекція порушень водно-електролітного обміну у щурів з гострим експериментальним нефритом похідними теофіліну: інформаційний лист про нововведення в системі охорони здоров'я / Б. А. Самура, В. І. Корнієнко, М. І. Романенко. – Київ: Укрмедпатентінформ, 2015. – 5 с. ).

Результати проведених досліджень упроваджені у науково-педагогічну діяльність Харківської державної зооветеринарної академії, Запорізького державного медичного університету, Національного фармацевтичного університету, Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна.

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійним завершеним науковим дослідженням. Робота виконана на базі науково-навчального центру та на кафедрі фармакології і токсикології Харківської державної зооветеринарної академії. За участю консультанта обрано  напрямок досліджень, сформульовано мету та завдання дослідження, визначено методичні підходи, розроблено моделі, згідно з якими виконані експериментальні дослідження. Автором особисто проведено патентно-ліцензійний пошук, узагальнено світовий досвід досліджень за темою дисертаційної роботи. Самостійно виконано експериментальні дослідження, аналіз та систематизація отриманих даних, їхня наукова інтерпретація, сформульовано висновки та практичні рекомендації. У наукових публікаціях дисертантом наведено результати власних досліджень.

Апробація результатів дослідження. Основні фрагменти дисертаційної роботи доповідались на: міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні системи біобезпеки та біозахисту у ветеринарній медицині» (Феодосія, 2010); ХХVIII науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки – людині. Сучасні проблеми створення, дослідження та апробації лікарських засобів» (Харків, 2011); міжнародній науково-практичній конференції «Новітні досягнення та перспективи аграрної науки, освіти та практики» (Харків, 2011); III з'їзді  фармакологів і токсикологів Росії  «Актуальные проблемы ветеринарной фармакологии, токсикологии и фармации» (Санкт-Петербург, 2011); ХХIX науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки – людині. Сучасні проблеми створення, дослідження та апробації лікарських засобів» (Харків, 2012); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Фармакологія, фізіологія і патологія нирок» (Чернівці, 2012); ХХІХ Всеукраїнській науково-практичній конференції «Сучасні проблеми вивчення та клінічної апробації лікарських засобів» (Харків, 2012); ІІ міжнародному конгресі ветеринарних фармакологів і токсикологів «Эффективность и безопасные лекарственные средства в ветеринарии» (Санкт-Петербург, 2012); міжнародній науково-практичній конференції «Новітні досягнення та перспективи аграрної науки, освіти та практики» (Харків, 2012); XXX Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки − людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2013); міжнародній науково-практичній конференції «Новітні досягнення та перспективи аграрної науки, освіти та практики» (Харків, 2013), IV з'їзді  фармакологів і токсикологів Росії «Актуальные вопросы ветеринарной фармакологии, токсикологии и фармации» (Москва, 2013); The 4th International conference of Pharmaceutical Sciences and Pharmacy Practice (Каунас, 2013); ХХІ Російському національному конгресі «Человек и лекарство» (Москва, 2014); XXXІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Фармакологія, фізіологія і патологія нирок, сечовивідних шляхів та водно-сольового обміну» (Харків, 2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю «Екстрена медична допомога при невідкладних станах в умовах реорганізації охорони здоров’я України» (Запоріжжя, 2014); XXXІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції з міжнародною участю «Ліки – людині. Сучасні проблеми фармакотерапії і призначення лікарських засобів» (Харків, 2015).

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 62 праці, з них 25 статей у фахових наукових виданнях, 6 статей в англомовних виданнях, 5 патентів на корисну модель, 2 інформаційних листи, 1 методичні рекомендації, зокрема і  12 тез доповідей у матеріалах з’їздів, міжнародних конгресів, науково-практичних конференцій.

Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 316 сторінках комп’ютерного друку, складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи дослідження», 5 розділів власних досліджень, розділу, присвяченого аналізу і узагальненню результатів дослідження, висновків та списку посилань, який містить 398 джерел, серед яких 134 – кирилицею, 264 – латиницею. Дисертація ілюстрована 63 таблицями, 7 рисунками, 45 фотографіями.

РОЗДІЛ 1 

МЕДИКАМЕНТОЗНА КОРЕКЦІЯ ПОРУШЕНЬ ФУНКЦІЇ НИРОК ТА СЕРЦЕВО-СУДИННОЇ СИСТЕМИ (ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1. Взаємозв’язок патологічних реакцій при порушеннях функції нирок та серцево-судинної системи. Патогенез нефро- та кардіопатій. 
Біологічні та медичні аспекти

У літературі широко обговорюються важливі для теоретичної та клінічної медицини питання щодо фармакологічної корекції порушень діяльності нирок та серцево-судинної системи [39, 44]. Хронічна серцева недостатність (ХСН) і хронічна ниркова недостатність (ХНН) актуальні і є соціально-економічними проблемами сучасної нефрології та кардіології. Порушення функції нирок спостерігається у третини хворих із ХСН [10, 16, 21, 133]. При ХСН і ХНН спостерігається артеріальна гіпертензія (АГ). У патогенезі хронічної хвороби нирок (ХХН) у хворих на регідність центральне місце посідає інсулінорезистентність та дисфункція ендотелію. В прогресуванні ранніх стадій ХХН превалюють механізми атеросклеротичного ремоделювання судин і підвищення концентрації асиметричного диметиларгініну. У хворих на АГ ригідність судин більш виражена при ожирінні [3, 11, 45]. 

За даними ВООЗ, через АГ визначається висока смертність населення. У хворих на АГ у 3-4 рази частіше розвивається інфаркт міокарда (ІМ) і в 7 разів частіше інсульти [121]. Проведений аналіз причин розвитку серцево-судинних захворювань (ССЗ) і цереброваскулярних хвороб у США показав, що із 60% хворих, які вперше перенесли ІМ, у 69% є серцева недостатність (СН) [121, 213, 327, 370] й у 77% – інсульт, в анамнезі була встановлена неконтрольована АГ. Ризик смертності від ССЗ подвоюється при підвищенні систолічного АТ на кожні 20 мм рт. ст. і діастоличного АТ на кожні 10 мм рт. ст., починаючи з рівня 115/75 мм рт. ст. Оптимальний рівень АТ при якому спостерігається мінімальний ризик – життя коротше на 5,1 років у чоловіків і на 4,9 роки у жінок, ніж у людей з нормальним АТ [22]. АГ є важливим чинником ризику серцево-судинних і хронічних захворювань нирок [3, 383]. Зниження функції нирок розцінюється як фактор ризику прискореного розвитку патології ССС [4, 10].
Регуляція нирками балансу натрію і води – одна з важливих гомеостатичних функцій організму. Баланс складу внутрішньоклітинної і позаклітинної рідин є важливим для нормальної життєдіяльності органів і систем організму. Функція нирок і механізми, що її регулюють, постійно спрямовані на вирівнювання змін водно-електролітного балансу організму [24, 30, 39]. Збільшення клубочкової фільтрації в онтогенезі зумовлено збільшенням серцевого викиду крові, сумарного об'єму ниркових клубочків, підвищенням ниркового кровотоку, неоднаковою зміною діаметра аферентних і еферентних артеріол, що сприяє збільшенню гідростатичного тиску в клубочках. Після водного навантаження високі значення діурезу і швидкості клубочкової фільтрації (ШКФ) у молодшому віці є наслідком збільшення ниркового кровотоку, тоді як діуретична реакція забезпечується переважно реабсорбційними механізмами, що відображає еволюцію становлення цієї гомеостатичної системи організму людини [1, 57, 242]. 

Знання механізмів, що регулюють водно-натрієвий баланс нирками у фізіологічних і патологічних ситуаціях, особливо важливі для розробки методів раціональної фармакотерапії різних захворювань серцево-судинної системи [4, 34, 56]. Головну роль у забезпеченні балансу води й електролітів відіграє регуляція виведення їх через нирки, яку здійснюють гормони вазопресин, альдостерон і натрійуретичний гормон передсердь [50, 62, 108, 308, 309, 392].

Механізми, які регулюють виділення натрію і води, можна умовно поділити на дві групи: антидіуретичні (ренін-ангіотензин-альдостеронова система [390], симпатоадреналова система, вазопресин, естрогени) та діуретичні (натрійуретичні пептиди, дофамін та ін.) [155, 169, 180, 186, 216, 237, 371].

Важлива роль у регуляції водно-сольового обміну належить дофаміну. Рецептори дофаміну розташовані в судинах, кишечнику, нирках, головному мозку, гіпофізі, паращитоподібних та надниркових залозах [38]. Дофамін знижує АТ за рахунок вазодилатації шляхом стимуляції постгангліонарних Д1 –рецепторів і пресинаптичних Д2–рецепторів, які викликають релаксацію артеріол шляхом накопичення цАМФ [1, 24] і зменшення симпатичного судинозвужувального впливу за рахунок пригнічення виділення норадреналіну [104].

Участь у розвитку діурезу глюкокортикостероїдних гормонів вивчена недостатньо. Відомо, що у терапевтичних концентраціях їм притаманна антидіуретична активність [47]. Водночас у фізіологічних концентраціях глюкокортикоїди виявляють діуретичний ефект у відповідь на навантаження рідиною [17].

Мінералокортикоїди впливають на транспорт іонів Na+ та К+ і беруть участь у регуляції водно-сольового гомеостазу (24(. Ангіотензин, що утворюється під впливом реніну, збільшує викид наднирковими залозами альдостерону, який підвищує реабсорбцію натрію (83, 109 160, 162(. Судинозвужувальний вплив ангіотензину-ІІ на артеріоли і затримка Nа+ та води альдостероном у кінцевому підсумку відновлюють АТ і об’єм рідини в організмі до вихідного рівня (7, 83, 161(.

Збільшення позаклітинного надлишку об'єму рідини в організмі супроводжується утворенням набряків. При СН накопичення рідини відбувається в інтерстиціальному просторі нижніх кінцівок, черевній порожнині [10, 16]. 

Досягнення сучасної клінічної медицини в лікуванні ниркової та серцево-судинної патології і порушень водно-електролітного обміну недостатні, а ефективність лікування цих станів до теперішнього часу далека від остаточного вирішення [47, 50].

Приблизно чверть усіх випадків гострої ниркової недостатності (ГНН) припадає на пацієнтів із захворюваннями ССС. Найчастіше ГНН ускладнює перебіг ХСН, рідше ІХС та АГ [49, 72, 92, 95]. Зниження функції нирок погіршує серцеву діяльність у хворих з ГСН, зокрема, й у пацієнтів з інфарктом міокарда, збільшуючи частоту ускладнень і ризик смертності, і, навпаки, зниження скорочувальної функції міокарда з підйомом на електрокардіограмі сегмента ST [70] негативно позначається на роботі нирок [72].

Для позначення взаємного впливу ССС і нирок уведено поняття «кардіо-ренальний синдром» [171, 182, 183]. Визначення цього стану було представлено на Всесвітньому конгресі нефрологів у 2007 році [144].

Наявність ниркового пошкодження служить предиктором несприятливого прогнозу, що лімітує проведення фармакотерапії [135, 288, 324, 374]. Виявлення біомаркерів пошкодження і чинників ризику допоможе визначити оптимальні методи фармакологічної корекції нефро- та кардіопатій з метою лікування хворих і підвищення якості життя таких пацієнтів [82, 169, 174, 274, 290].

У сучасній нефрології проблема ГНН є актуальною, з якою практично зустрічається лікар будь-якої спеціальності. Більшість аспектів щодо діагностики і лікування ГНН остаточно не вивчені [62, 307, 325, 329]. 

Останнім  часом розпочали використовувати термін «гостре пошкодження нирок» (acute kidney injury) – раптова втрата функції нирок [75, 107, 273. 274]. Термін «гостре пошкодження нирок» (ГПН) прийшов на зміну раніше прийнятому «гостра ниркова недостатність» [19, 23. 33, 125]. Такий термін був запропонований другою погоджувальною конференцією Ініціативної групи з поліпшення якості гострого діалізу [148, 201, 212, 220]. Науковці запропонували стандарти- зовані критерії визначення ГПН і найбільш використовувані клінічні параметри оцінки функції нирок – концентрація креатиніну в крові та ШКФ [70, 117, 227].

До останнього часу остаточно не встановлено визначення критеріїв оцінки тяжкості ГПН. В англомовній літературі зустрічається понад 30 визначень ГПН, які не дозволяють дати об'єктивну оцінку досліджень з епідеміології і вивчення результатів цього стану [167, 172]. Захворюваність ГПН коливалась у межах від 1 до 31%, летальність становила від 19 до 83%. Клінічні прогнози ГПН несприятливі і не покращилися за останні 50 років. ГПН розвивається у пацієнтів із сепсисом і у більш ніж 50% пацієнтів із септичним шоком [19, 126]. 

ГПН визначається як швидка втрата ниркової функції, що призводить до затримки продуктів життєдіяльності й уремічних токсинів, які зазвичай виводяться нирками. Важливі механізми при ГПН включають ниркову ішемію [111, 275, 347].

У пацієнтів з АГ ризик серцево-судинних ускладнень збільшується у два рази за наявності цукрового діабету (ЦД), атеросклерозу, ІХС [42, 58, 127, 154, 364]. У хворих на діабетичну нефропатію з надлишковою масою тіла спостерігається прискорене прогресування «діабетичного серця», що призводить до вірогідного прогресування діастолічної дисфункції та більш раннього виникнення систолічної дисфункції. У хворих на діабетичну нефропатію не виявлено суттєвої залежності ниркової гемодинаміки від маси тіла. У хворих на ранніх стадіях діабетичної нефропатії відмічено прискорений темп зростання та більш абсолютні значення швидкості клубочкової фільтрації й виражений нефропротекторний ефект [84].

В епідеміологічному дослідженні пацієнтів із ЦД зниження систолічного АТ у середньому на 10 мм рт. ст. супроводжувалося зменшенням ризику всіх серцево-судинних ускладнень на 12%, смертності − на 15%, ІМ − на 11% і мікросудинних ускладнень − на 13%. Ризик для життя при АГ високий і оцінюється майже в 90% для осіб, що досягли віку 80-85 років. АГ є відомим чинником захворювань серця [22, 100, 383].

Практичні рекомендації з діагностики і класифікації стадій ХЗН дозволяють оцінити чинники ризику, які сприяють прогресуванню ХЗН до розвитку несприятливих наслідків, та визначити план дій, спрямований на попередження й уповільнення прогресування ХЗН незалежно від її причин [131, 133, 228].

В організмі нирки беруть участь у метаболічних процесах, мікроциркуляції [120, 341], гуморальній регуляції, піддаються гострим і хронічним реакціям при ССЗ і впливають на формування серцево-судинної патології [122, 230].

У численних перспективних клінічних і спеціальних дослідженнях з визначенням вмісту креатиніну в плазмі крові і сечі встановлена залежність ШКФ від тяжкості ниркової дисфункції і виникнення кардіоваскулярних ускладнень [187, 245, 267, 314, 316, 339], також і  ІМ, раптової смерті, мозкового ішемічного інсульту, СН [193, 225, 321, 330, 344, 347].

Взаємний негативний вплив дисфункції нирок і серця [26, 205, 245, 382] виражається в прогресуванні ниркової дисфункції і погіршенні функції серця при наростанні ХСН і ХНН [191, 386]. Механізм кардіоренальної взаємодії до кінця не зрозумілий, не існує чіткої позиції щодо методу ефективного медикаментозного впливу на патогенез нефро- та кардіопатій [136, 137, 353, 354]. 

У патогенезі СН велике значення має функціональний стан нирок. В організмі в процесі еволюції сформувалися регуляційні системи, які підтримують на сталому рівні осмолярність і об'єм позаклітинної рідини, що становить внутрішнє середовище, в якому функціонують клітини організму. Водно-сольовий гомеостаз регулюється гіпофізом і досягається балансом між споживанням води та електролітів і виведенням їх шляхом секреції сечі та поту [18, 129]. 

При зниженні серцевого викиду зменшується ниркова перфузія і підвищується опір судин нирок. У цих умовах нирки починають затримувати натрій і воду, намагаючись підтримати нормальний рівень кровообігу. Зменшення перфузійного тиску і надходження натрію в дистальні ділянки петлі Генле супроводжується підвищенням утворення реніну клітинами юкстагломерулярного апарату з локальним і системним збільшенням продукції ангіотензину II [83, 109, 162, 277]. На ранніх стадіях СН зменшення ниркового кровообігу не впливає на ШКФ. При прогресуванні СН нирковий кровообіг значно зменшується, що супроводжується зниженням ШКФ. За умов прогресування тяжкості СН відбувається підвищення рівня креатиніну, що відображає ступінь зниження ниркового кровотоку. Більше того, чим менше ШКФ, тим гірший прогноз ниркового кровообігу [111, 114]. 

Зниження ШКФ і протеїнурія є важливими незалежними чинниками ризику розвитку ССЗ. Розвиток ниркової дисфункції у хворих ХСН – важливий передвісник небажаного клінічного результату. Встановлена пряма кореляційна залежність між ступенем вираженості СН і порушеннями функції нирок. В осіб літнього віку часто зустрічаються порушення функції нирок, АГ, ЦД і тривалої СН [110]. Серед механізмів, які посилюють затримку іонів натрію і води, у хворих зі зниженою функцією міокарда виділяють активацію РААС і збільшення рівня вазопресину в плазмі крові [8, 155, 216, 237, 392].

Головним гормоном, який контролює інтенсивність реабсорбції води, є антидіуретичний гормон вазопресин, який регулює водозатримувальну систему організму, регульовану альдостероном [37, 155, 216, 237, 256, 398].

Важливим механізмом регуляції об'єму рідини в організмі та тонусу судин є РААС і симпатоадреналова системи. Основний механізм дії іАПФ полягає в блокуванні синтезу ангіотензину II (АТII), що викликає виражену вазоконстрикторну дію, підвищує активність симпатоадреналової системи (САС), стимулює утворення альдостерону з подальшою затримкою Na і води [83, 109, 237, 256, 347]. На тлі прийому іАПФ активується калікреїн-кінінова система з уповільненням інактивації брадикініну, що призводить до збільшення синтезу оксиду азоту (NO) і простагландинів із подальшими вазодилатувальним, антиагрегантним, антиоксидантним, антипроліферативним ефектами [64, 111].

В організмі знижується внутрішньоклубочковий тиск, зменшується протеїнурія, збільшується нирковий плазмотік, зменшується нирковий судинний опір, збільшується виділення іонів натрію і зниження калійурезу, спостерігається зростання діурезу. Сучасні уявлення передбачають, що ниркова вазодилатація може бути пов'язана зі збільшенням внутрішньониркової концентрації кінінів через зменшення їх деградації при застосуванні іАПФ [7, 74, 104].

Основні ефекти РААС пов’язані з дією ангіотензину ІІ. Це звуження артеріол, затримка  нирками  іонів  натрію,  підсилення  синтезу  альдостерону, який сприяє реабсорбції натрію [83, 109, 160,162]. 

Активація РААС виявляється через підвищення виділення реніну, що утворюється в юкстагломерулярних клітинах (ЮГК) нирок, які оточують приносну артеріолу ниркового клубочка [23, 75]. При зниженні АТ у приносній артеріолі продукція реніну зростає, що призводить до підвищення АТ за рахунок вазоконстрикторного ефекту ангіотензину-II [83, 109, 173, 216]. Ангіотензин ІІ стимулює центр спраги у гіпоталамусі і посилює секрецію вазопресину [8, 253, 268, 392], а підвищуючи тонус симпатичної нервової системи, сприяє секреції норадреналіну. Рівень натрію в крові теж впливає на продукцію реніну, а коли іонів натрію стає менше, продукція реніну зростає [125, 259].

При застосуванні іАПФ не погіршується ліпідний спектр, не підвищується рівень сечової кислоти, знижується інсулінорезистентність (ІР) у хворих з метаболічним синдромом. Тому іАПФ з успіхом застосовують при АГ в осіб будь-якого віку з дисліпідемією, порушенням вуглеводного і пуринового обміну, ІБС, після перенесеного інфаркту міокарда, при дисфункції лівого шлуночка серця, хронічній обструктивній хворобі легень і бронхіальній астмі, атеросклерозі судин нижніх кінцівок [63, 128, 393].

Сечоутворення завершується у дистальному відділі нефрону і збиральних трубочках, де транспортні процеси контролюються гормонами. Відбувається натрійзатримувальна дія альдостерону і водозатримувальна – вазопресину [155, 216, 237]. Окрім сечоутворення, нирки виконують також інкреторну функцію. Завдяки секреції реніну, простагландинів регулюються функції ССС та кровообігу в нирках [17, 23]. У нирках продукується еритропоетин, який стимулює еритропоез. Унаслідок утворення гуморальних регуляторів зсідання крові і фібринолізу (урокінази, тромбопластину, тромбоксану і простацикліну) в нирках відбувається регуляція гемостазу, обмін антикоагулянтів [64, 125, 208, 332].

У багатьох випадках захисні механізми порушуються і гіпоперфузія нирок запускає каскад взаємозв'язаних патологічних реакцій, що зрештою призводить до ГНН навіть при нормальному рівні АТ [23].
Ниркова недостатність поширена у хворих із СН і служить несприятливим прогностичним чинником як розвитку дисфункції діастоли і систоли серця, так і ступеня вираженості СН [306, 311, 328, 333].

Результати епідеміологічних досліджень останніх десятиліть [335] показали велике поширення порушень функції нирок (10-20%). А ниркова дисфункція у пацієнтів із ССЗ [310] або  цукровий діабет (ЦД) буває значно частіше і асоціюється зі збільшенням ризику ССУ і смерті, зокрема при гострому коронарному синдромі, ІМ і втручаннях з реваскуляризації міокарда [205, 214, 215, 331].

На сьогодні є підстави обговорювати спільність чинників прогресування патогенезу ХНН і хронічної хвороби серця, необхідність особливих підходів до їх комбінованого лікування [129, 212]. Фармакотерапевтичні заходи, що спрямовані на профілактику і лікування ГНН, украй обмежені, тому пошук ефективних препаратів при ішемічній ГНН є сферою інтенсивного вивчення [19, 33, 147, 344, 389].

Останні дослідження виявили значення ендогенної сигнальної молекули аденозину для захисту нирок від ішемії [195, 202, 278, 344, 389]. Аденозин в організмі регулює широкий спектр фізіологічної активності [151, 165, 200, 390]. У нирках аденозин сприяє вивільненню реніну, регулює ШКФ і тонус судин нирок. Аденозин є важливим регулятором канальцево-клубочкового зв'язку [283, 313]. Рівень аденозину збільшується при стані негативного енергетичного балансу, коли швидкість гідролізу АТФ прискорюється відносно швидкості синтезу АТФ [283]. Зростання споживання АТФ нирками, зниження ниркової перфузії і розвиток гіпоксії призводять до збільшення утворення аденозину в нирках [200, 214, 228]. Унаслідок цього аденозин накопичується при патологічному процесі в нирках [283]. При накопиченні високого рівня внутрішньоклітинного АТФ (> 5ммоль/л) аденозин може вивільнюватися в позаклітинний простір в умовах гіпоксії [64, 214, 228, 354]. 

Позаклітинний АТФ гідролізується в АМФ поверхневим ферментом ектонуклеозид трифосфатдифосфогідролази-1 (відомого як CD39) з високою експресією в нирках [196, 303, 334, 356]. Сигнали аденозину передаються через аденозинові рецептори (АР), які відіграють важливу роль в послабленні запалення і збереженні функції нирок при нирковій ішемії [175, 200, 233, 279, 284]. Блокада у тварин ферменту CD39 припиняє гідроліз позаклітинного аденозину та порушує реакції тромборегуляції і запалення. При запаленні або ГПН аденозин дестабілізується некротичними клітинними мембранами [19, 233, 282, 357]. 

У мишей із дефектним геном CD39 спостерігався нижчий рівень аденозину при ішемії, такі тварини схильні до прозапального фенотипу при гіпоксії в нирках та ішемії міокарда [31, 72, 166, 214, 233, 344].

Проведеними фізіологічними і гістохімічними дослідженнями встановлено, що в нирках виявлені чотири підтипи АР: A1, A2a, A2b і A3, що локалізовані на специфічних структурах [156, 241, 265, 296, 360, 395]. У дистальній частині аферентної артеріоли, що найближча до нефронового клубочка, відбувається постійна вазоконстрикція [246]. 

Переважно AР A2a розташовані в клубочковому епітелії і прилеглих судинах. У фізіологічних умовах AР A2b розташовані в ниркових судинах і в нирковому епітелії [178, 292, 350, 359, 374].

 Аденорецептори A1, A2a, A2b захищають нирки від ішемії, тоді як збуд-ження AР A3 чинить негативну дію на нирки при нирковій ішемії [156, 280, 281, 319, 344, 360, 374]. Ішемія, гіпоксія і запалення змінюють експресію АР [149, 214, 222, 255, 301].

У зовнішній мембрані клітин нирок завершується фосфогідроліз AMФ до аденозину ферментом екто-5′-нуклеотидазою (CD 73). Блокада ферменту CD 73 призводить до пригнічення гідролізу АМФ [182, 196, 233, 320, 324]. 

Ферменти CD 39 і CD 73, як ендогенні медіатори захисту нирок від ішемії, при взаємодії з лікарськими препарати підвищують рівень позаклітинного аденозину в лікуванні і профілактиці ішемічного ГПН. При нирковій гіпоксії рівень аденозину в позаклітинному просторі збільшується у п'ять разів [197].

Аденозин передає сигнал через чотири підтипи АР, які мають семиспіральні рецептори, що пронизують мембрану [200, 233]. Вони складають велике сімейство трансмембранних рецепторів і використовують цАМФ як свій вторинний месенджер [198, 247]. Адренорецептори A1 і A3 викликають гальмування утворення цАМФ, а АР A2a і A2b стимулюють синтез цАМФ [156, 294, 296]. 

У нирках аденозин регулює процеси реабсорбції, вивільнення реніну, ШКФ і тонус судин нирок. Позаклітинний аденозин бере участь у регуляції ниркового кровообігу [359, 369], грунтуючись на кількості розчинених речовин, які доставляються до вихідної петлі Генле, що призводить до вазоконстрикції артеріол. Активація АР A1 може викликати вхід іонів Са2+ у клітини нирок і вихід з цих клітин іонів К+ [156, 247, 297]. 

Позаклітинний аденозин є центральною сигнальною молекулою, яка бере участь у модуляції запальних реакцій і адаптації до гіпоксії [71]. Вплив аденозину допомагає зменшити ішемічне пошкодження нирок при ГНН. Механізм захисту нирок від ішемії аденозином потребує подальших досліджень з метою поліпшення лікування хворих [199]. 

Пригнічення функції АР А1 у мишей призводило до зменшення теплового больового порогу. У тварин без АР A2а підвищувався поріг до теплової стимуляції. Підтримуючи гальмівну дію АР A1 , аденозин чинить збудливу дію на опіатні рецептори [156, 313, 251]. Блокада АР A2а усуває збудливий ефект токсину 3-нітропропіонової кислоти. Генетичне видалення АР A3 призводить до збільшення пошкодження нейронів, індукованих оксидом вуглецю [179, 238. 360]. Для кожного з чотирьох підтипів АР представлені і досліджуються агоністи й антагоністи з метою розробки нових терапевтичних лікарських засобів.

Синтетичні агоністи АР виявляють свій терапевтичний потенціал як засоби із захисною дією на нирки. Аденорецептор A1 діє довше, ніж аденозин, має потенціал терапевтичного застосування, заснований на їх протизапальних (A2a і A3), кардіопротективних (A1, A3 і A2b), церебропротективних (A1 і A3) і антиноцицептивних (A1) властивостях АР [123, 138, 139, 238, 247, 358, 360].
Підвищене навантаження на головний мозок, як і інші органи, приводить до збільшення синтезу аденозину, який зумовлює цитопротективні ефекти [105, 140, 240]. 

Позаклітинний аденозин відіграє ключову роль в адаптації ниркової тканини до обмеженого доступу кисню і пом'якшенні викликаного гіпоксією запалення нирок. Застосування експериментальної терапії на АР викликає потужний профілактичний і терапевтичний ефект [248, 249, 282, 361].
Аденозин виявляє цитопротекторну активність, захищаючи від негативного впливу стресових факторів у відповідь на стрес для організму. Посилення сигналізації аденозину орієнтується на окремі підтипи АР, зокрема А1, A2a і A2b, що ефективні для профілактики і лікування ГПН при ішемії в моделях на мишах [200, 241, 359]. 

Механізм захисту нирок від ішемії аденозином потребує подальшого уточнення, залишається серйозне завдання перегляду цих експериментальних досліджень для лікування пацієнтів [275, 276]. 
Отже, представлений аналіз досліджень свідчить, що модуляція ниркових AР є перспективним напрямом пошуку фармакологічних речовин з метою розробки нових селективних агоністів і антагоністів АР для лікування пошкодження функції нирок і серця.

У теперішній час більшість дослідників поділяють такі погляди на патогенез ГПН. Відповіддю на падіння перфузійного тиску нирок є ауторегуляторна реакція, що підтримує нормальний кровообіг і ШКФ навіть при середньому АТ, що дорівнює 80 мм рт. ст. При гіпоперфузії ауторегуляторна реакція організму полягає в зниженні судинного опору аферентних артеріол нирок. Тиск у клубочкових капілярах підтримується підвищенням тонусу еферентних артеріол. За цю фазу ауторегуляції відповідальна вазоконстрикторна субстанція ангіотензин II [157, 293, 372]. Гіпоперфузія нирок запускає каскад взаємозв'язаних патологічних реакцій, що призводить до ГПН. Основні механізми ішемічного ГПН включають некроз ниркових канальців і ендотеліальних клітин і запалення [282, 338, 373].

Нирки беруть участь у важливих метаболічних процесах ССС, гуморальній регуляції АТ, процесах мікроциркуляції при гострих і хронічних хворобах і впливають на формування серцево-судинної патології [76, 192, 257]. 

Зменшення ниркового кровотоку на ранніх стадіях СН не впливає на ШКФ. При прогресуванні СН і зниженні серцевого викиду нирковий кровообіг значно зменшується, що супроводжується зниженням ШКФ і підвищенням ниркового судинного опору. Нирки затримують натрій і воду [304]. Зменшення перфузійного тиску і надходження натрію в дистальні ділянки петлі Генле супроводжуються підвищенням утворення реніну клітинами юкстагломерулярного апарату і збільшенням продукції ангіотензину II [23, 83]. Спазм артеріол ниркового клубочка призводить до підвищення внутрішньоклубочкового тиску і прогресування ниркової дисфункції при СН і АГ [ 245, 323].

Нирки контролюють позаклітинний об'єм рідини, регулюючи процеси екскреції і реабсорбції натрію, а серце контролює системну гемодинаміку. Центральними ланками гемодинаміки є ренін-ангіотензин-альдостеронова система (РААС), ендотелійзалежні чинники, натрійуретичні пептиди (НУП) і калікреїн-кінінова система [189, 304 371, 390]. При пошкодженні одного з органів відбувається активація РААС і симпатичної нервової системи, розвиваються ендотеліальна дисфункція, системне запалення, поєднуються кардіальна та ниркова дисфункції, зростає захворюваність і смертність при серцево-судинних хворобах [155, 208, 277, 282, 355].

Уже на початку XVIII сторіччя було відомо, що патологія нирок є не тільки причиною АГ, але й органом-мішенню при цій хворобі [22]. АГ має важливе значення в прогресуванні хронічних захворювань нирок і ССС [304]. 

На сьогодні дослідження взаємопов'язаних механізмів водно-сольового обміну і ниркової патології привертають все більшу увагу клініцистів і дослідників у сфері фундаментальної медицини. Загальновідомо, що водно-електролітний обмін належить до головних систем регуляції гомеостазу організму, відповідальних за його цілісність. Зміна водно-електролітного складу внутрішньоклітинної і позаклітинної рідин може стати причиною різних патологічних станів. Порушення ниркової екскреції електролітів відіграє значну роль у розвитку гіпертензивних станів [3, 7, 345]. Нирковий транспорт електролітів і води – складний багатокомпонентний процес, який реалізується на різних рівнях і знаходиться під контролем численних регуляторних чинників: нервових, гормональних, гуморальних, фізико-хімічних та ін. Діуретичні препарати дозволяють регулювати водно-електролітний баланс в організмі [7, 11, 16].
Не зважаючи на високу терапевтичну ефективність, діуретичні препарати (гідрохлортіазид, фуросемід, клопамід, етакринова кислота та ін.) можуть викликати небажані побічні ефекти: гіпокаліємію, запаморочення, головний біль, метаболічний ацидоз, гіперліпідемію, гіперглікемію та ін., що обмежує їх застосування [5, 23, 87, 130, 211, 221, 235, 336].
Порушення функції нирок спостерігається у третини хворих ХСН. При зниженні серцевого викиду зменшується ниркова перфузія і підвищується нирково- судинний опір. За цих умов нирки починають затримувати натрій і воду, намагаючись підтримати нормальний рівень кровообігу [23, 304]. Зменшення перфузійного тиску і надходження натрію в дистальні ділянки петлі Генле супроводжується підвищенням утворення реніну клітинами юкстагломерулярного апарату з локальним збільшенням продукції ангіотензину II [75]. При прогресуванні СН нирковий кровообіг значно зменшується, що супроводжується зниженням ШКФ. Встановлено, що при збільшенні тяжкості СН відбувається підвищення рівня креатиніну, тобто «ниркова відповідь» відображає «інформацію» про ступінь зниження ниркового кровотоку [198, 227, 345]. 

При підвищеному рівні холестерину ліпіди можуть призвести до звуження і закупорення артерій і бути основною причиною розвитку ІХС. Вважається, що атеросклероз при патології нирок обумовлений гемодинамічними і метаболічними чинниками, що визначають частоту ІХС і ХСН [16, 48, 54].

Нефротоксична дія ліпідів обумовлена пошкодженням ендотелію капілярів клубочків і відкладенням ліпідів у мезангіальних клітинах, які зв'язують і окиснюють ліпопротеїди низької щільності (ЛПНЩ) [180, 223, 256]. 

Ліпопротеїди, що фільтруються в клубочках, осідають у канальцях, впливають на тубулоінтерстиціальні процеси, включаючи склероз інтерстицію і розвиток ХНН [231]. Зниження концентрації ЛПНЩ і підвищення концентрації холестерину ліпопротеїдів високої щільності (ЛПВЩ) сприяє зменшенню розвитку атеросклерозу [42, 58].

Зниження ШКФ пов'язано з хронічною хворобою нирок (ХХН) та асоціюється з розвитком серцево-судинних захворювань незалежно від інших чинників ризику [38, 305]. При ХХН І-ІІ стадій підвищується рівень тригліцеридів (ТГ) і знижується концентрація ліпопротеїдів високої щільності (ЛПВЩ). При ХХН ІІІ-V стадій спостерігають змішану дисліпідемію з атерогенним ліпідним профілем. Для оцінки функції нирок вираховують ШКФ [75].
Сепсис – найбільш частий і тяжкий стан, що впливає на функцію серця і нирок. Поширеність ГПН при сепсисі становить 11-64%, а частота підвищення тропоніну – 30-80%, їх поєднання асоціюється зі збільшенням смертності в порівнянні з наявністю тільки одного зі станів [55].

У пацієнтів із ХСН велику роль відіграють гемореологічні та ендотеліальні порушення, які призводять до ішемії нирок і мікротромбоутворення в судинах внутрішніх органів й утруднюють лікування. ХСН, асоційована з ХХН, характеризується тяжким клінічним перебігом, вираженою гіпертрофією лівого шлуночка, у хворих частіше спостерігається фібриляція передсердя і розвиваються анемії [146, 167, 298, 396]. У хворих із ХСН зі збереженою функцією серця можна припустити складніші проблеми сердце-нирки, з розвитком в нирках процесу, відбитком чого є зміна білкового спектра сечі        [ 264, 383].

Пацієнти з порушенням функції нирок в основному немолоді особи з ЦД, АГ і тривалою ХСН [125, 269]. Погіршення функції нирок також не асоційоване із синдромом малого викиду – рівень АТ вище 160 мм рт. ст. у цій групі зустрічається частіше, ніж у групі загалом. І навпаки, наявність клінічної симптоматики затримки рідини частіше виявляється в підгрупі пацієнтів з порушеною функцією нирок [4, 10, 17]. У хворих зі зниженою фракцією викиду лівого шлуночка порушення функції нирок зменшується під впливом комплексної терапії ХСН та корекції анемічного синдрому й ендотеліальної дисфункції [161, 258, 272]. Анемія прискорює розвиток серцево-судинних ускладнень, сприяє розвитку ниркової недостатності. Лікування анемічного синдрому еритропоетином і препаратами заліза зменшує симптоми анемії [170, 208, 212, 298, 332, 375], а також збільшує тривалість та якість життя пацієнтів з необоротним погіршенням функції нирок і/або порушеннями скорочення лівого шлуночка [158, 159, 325, 364, 375].

Розвиток анемії [43, 364, 396] при хронічних захворюваннях нирок визна-чається значною втратою еритропоетину, трансферину та іонізованого заліза у складі білків, що виводяться із сечею [37, 170, 208, 332]. 

У міру прогресування ниркової недостатності структури клітини, що синтезують еритропоетин, поступово заміщаються фіброзною тканиною і втрачають синтезувальні властивості, що визначає ризик порушень інотропної функції міокарда при ХПН [208, 322, 332, 353].

Пошкодженню міокарда і судин при нирковій патології сприяють такі фактори: гіпертонія, гіперліпідемія, анемія, атеросклероз, уремічні токсини. Можливості патогенетичного шляху до корекції серцево-судинних пошкоджень далеко не вичерпані і залишаються актуальними.

Запальні маркери при нирковій ішемії включають підвищення кількості нейтрофільних інфільтратів, збільшення рівня молекул адгезії, підвищення кількості прозапальних цитокінів і збільшення активних форм кисню у міокарді, в крові та нирках [82, 137, 261, 262. 345].

При ішемії  внаслідок нефротоксичної дії пошкодження нирок є головною причиною для хворих, що піддаються оперативному втручанню з високим ступенем ризику до ниркової дисфункції [108, 148, 202, 259, 347]. 

Зміни, які відбуваються під час ГПН, можуть призвести до пошкодження мозку, легенів, підшлункової залози, печінки, серця і судин. Активація лейкоцитів, запалення, оксидантний стрес і зміни рівнів експресії цитокінів, хемокінів, натрієвих і водних каналів призводять до індукованого ГПН [139, 141, 356].

Запальні цитокіни, включаючи ФНО α, ІЛ-6 та ІЛ-17А, вивільняються після ішемічного ГПН з тонкого кишечника, печінки, призводячи до пошкодження цих органів, а також нирок. Активація A1 AР захищає від ГПН і зменшує пошкодження печінки і кишечника [55, 301].

ГПН часто поєднується з пошкодженнями інших органів: серця, печінки і легенів. Ці позаниркові системні ускладнення, вторинні по відношенню до ГПН, є головними причинами смертності. Клінічні дослідження показали, що пацієнти з ГПН, ускладненою дисфункцією цих органів мали гірший прогноз у порівнянні з пацієнтами з ізольованою ГНН [146].

Деякі лікарські засоби в просвіті ниркових канальців чинять токсичну дію. Нефротоксичними агентами є рентгеноконтрастні речовини, антибіотики, нестероїдні протизапальні препарати (НПЗП), препарати хіміотерапії і солі важких металів [54, 87, 381]. 

Отже, дослідження аденозинової сигнальної системи в нирках є однією зі сфер зі значним терапевтичним потенціалом. Стимуляція ферменту CD 73 може відігравати подвійну захисну роль у гідролізі цитотоксичного АТФ з утворенням цитопротективного аденозину. Утворення аденозину в нирках і дія на АР пом'якшує прояви ГПН і СН. 

1.2. Корекція гемодинамічних показників для відновлення 

функції нирок і серця

На сьогоднішній день інтенсивно розробляється рання діагностика СН і нові підходи до лікування ГПН, попередження розвитку ускладнень і зниження летальності, а також запобігання розвитку патології ССС [44, 107]. 

Для відновлення адекватної перфузії нирок і підтримки нормального електролітного балансу необхідна корекція гемодинамічних показників ССС     [78, 337]. Діуретики знаходять широке застосування в лікуванні пацієнтів з гострою і хронічною серцевою недостатністю [78, 324]. Ефективність діуретичної терапії в осіб з патологією нирок і серця обмежена резистентністю та нестабільною гемодинамікою [338].

Встановлено, що суворий  контроль АТ є зовнішнім терапевтичним підходом для уповільнення прогресування ХЗН, зменшення ризику ССЗ і смертності як у пацієнтів із ЦД, так і у хворих з недіабетичною нефропатією [305, 306, 356]. При лікуванні ССЗ препаратами базисної терапії отримані виражені кардіо- і нефропротекторний ефекти [119]. Згідно з результатами метааналізу   [213, 327, 357]  п’ять класів антигіпертензивних препаратів, що впливають на різні системи – інгібітори АПФ [128, 215, 345], діуретики, -адреноблокатори, блокатори кальцієвих каналів, блокатори рецепторів ангіотнзину ІІ − показали ефективність відносно профілактики розвитку ССЗ [26, 67, 78].

Для ефективної профілактики порушення функції нирок і гальмування прогресування нефросклерозу необхідна ступінчаста програма, спрямована на виявлення ранніх маркерів ниркової патології, адекватний контроль АТ з використанням нефропротективних препаратів, зменшення протеїнурії [82, 271, 357], корекцію порушень метаболічного обміну (ліпідного, пуринового, вуглеводного) і зниження маси тіла [42, 330]. Протеїнурія і зниження ШКФ є незалежними факторами ризику розвитку серцево-судинних захворювань. Наявність ниркового пошкодження лімітує проведення необхідної фармакотерапії [112]. 

Основу нефропротективної стратегії мають препарати, що блокують РААС іАПФ, яким притаманний антигіпертензивний, антипроліферативний ефекти [113, 335, 348]. У рандомізованому дослідженні, яке включало 1513 хворих із ЦД 2-го типу і нефропатією, зниження альбумінурії > 50% корелювало зі зменшенням ризику СН на 27% [156]. За даними 12 рандомізованих досліджень, підвищення рівня креатиніну в межах 30%, що стабілізується протягом двох місяців, асоціюється з довгостроковою нефропротекцією. Своєчасний початок медикаментозної нефропротекції дозволяє знизити потребу в нирковій терапії у хворих при критичних станах [12].

Для відновлення адекватної перфузії нирок і підтримки нормального електролітного балансу необхідна корекція гемодинамічних показників [23, 24]. Діуретики знаходять широке застосування в лікуванні пацієнтів з гострою і хронічною СН [23, 78]. Ефективність діуретичної терапії в осіб з нефро- та кардіопатією істотно обмежена резистентністю і нестабільною гемодинамікою до фармакотерапії [26]. Застосування петльових діуретиків може негативно відбиватися на частоті ризику раптової смерті і тромбоемболічних ускладнень [337, 338].

Все більше пацієнтів з нефро- та кардіопатією починають приймати тіа-зидний діуретик гідрохлоротіазид, оскільки він входить до складу багатьох комплексних антигіпертензивних препаратів [12, 70]. Рідше призначають інші тіазидоподібні діуретики: хлорталідон, індапамід. Низька вартість і антигіпертензивна ефективність зробили їх привабливими для лікування гіпертензії протягом понад півсторіччя [54, 348].

Застосування тіазидних діуретиків приводить до збільшення екскреції рідини із сечею та зниження об'єму позаклітинної рідини і плазми. Зменшення об'єму рідини в організмі викликає зниження венозного повернення, збільшення реніну в крові, зниження серцевого викиду і зниження АТ [12, 23]. Зниження серцевого викиду збільшує загальний периферичний опір судин, що відбувається головно внаслідок активації симпатичної нервової системи і РААС [117, 208]. При тривалому введенні тіазиди знижують АТ. Об'єми плазми і позаклітинної рідини відновлюються протягом 4-6 тижнів від початку застосування тіазидів, проте триває підтримка зниження АТ [70]. 

Петльовий діуретик фуросемід пригнічує секрецію альдостерону і не знижує АТ. Ці дані свідчать, що тривалий антигіпертензивний ефект петльових діуретиків виникає не тільки внаслідок зменшення об'єму крові, але і спричинення чутливості судин до катехоламінів [78, 173, 205, 211, 235, 336]. Болюсне введення фуросеміду призводило до швидкого і вираженого діуретичного ефекту [217, 231, 336, 362]. Петльові діуретики (фуросемід, етакринова кислота) впливають на товстий висхідний сегмент петлі Генле, де вони інгібують активний траспорт натрію і хлору. Діуретичний і салуретичний ефекти фуросеміду зумовлені тільки пригніченням канальцевої реабсорбції натрію, оскільки екскреція креатиніну не змінювалась. Екскреція натрію і калію забезпечується переважно за перші 6 годин після введення фуросеміду і перевищує рівень початкової добової екскреції, що забезпечує майже 91% добового натрійуретичного ефекту. За подальші 18 годин величина екскреції натрію склала лише 9% від сумарного добового виділення. Ці ефекти розвивалися на тлі істотного зростання швидкості клубочкової фільтрації [30, 206, 337].

Зменшення загального периферичного опору судин пов'язано з дією ті- азидів і є результатом прямого судинорозширювального ефекту. Гіпотонія, що виникає при використанні вазодилататорів, може підсилювати ниркове пошкод-ження при ХНН [87, 247, 250].

Застосування ацетилсаліцилової кислоти і клопідогрелю у зв'язку зі стентуванням коронарних судин підсилювало кровоточивість і викликало шлункові геморагії у хворих з термінальною нирковою недостатністю. Застосування варфарину при фібриляції передсердя у хворих із ХСН підвищувало ризик спонтанної кровотечі від 2 до 10% [220, 331].

Гідрохлотіазид пригнічував розвиток норадреналініндукованої вазоконстрикції аорти у спонтанно-гіпертензованих щурів [348]. Видалення ендотелію запобігало  такому ефекту  в аортах спонтанно-гіпертензивних щурів, так само як і введення нітро L-аргінину – інгібітора синтезу оксиду азоту [31, 64, 215, 123].

Баланс натрію контролює відповідь АТ на введення тіазидів. Щоденне додавання 20 г солі гіпертензивним пацієнтам, які приймають гідрохлортіазид, практично усуває антигіпертензивний ефект препарату [165].

Тіазиди асоціюються з гіперліпідемією, гіперглікемією, вперше виявленим ЦД, гіпокаліємією, гіперурикемією і стимуляцією РААС [163, 220, 252, 253]. При гіперактивації РААС спостерігається зниження чутливості нирок до натрійуретичних пептидів, що обумовлює зниження ниркового перфузійного тиску; підвищення симпатичної активності; зниження щільності натрійуретичних рецепторів А- і В-типа; прискорення метаболічного кліренсу в результаті ферментативного руйнування натрійуретичних пептидів [64, 206]. 

Багато рандомізованих проспективних клінічних досліджень показують зв'язок між застосуванням тіазидів і збільшенням рівня глюкози в крові, але дані носять нечіткий характер відносно вперше виявленого ЦД [84].

Діуретичний ефект антагоністів рецепторів вазопресину (спіронолактону) може істотно підвищити ефективність лікування пацієнтів з нефро- та кардіопатіями [157, 253, 289, 349]. Селективна блокада рецепторів вазопресину спіронолактоном [26, 259, 286] сприяє збільшенню діурезу [321] без супутньої негативної активації ренін-ангіотензинової і симпатоадреналової систем, гіпотензії, гіпокаліємії і стимуляції спраги [220, 254, 371, 390].

Інгібітори АПФ є важливими препаратами в лікуванні нефропатій через їх гальмівний ефект на РААС [112, 128, 215]. Терапія іАПФ  еналаприлом знижує ризик розвитку термінальної стадії ХНН [302, 128, 215]. Автори деяких досліджень рекомендують зменшення їх доз до мінімально ефективних, оскільки, блокуючи ангіотензин II, вони перешкоджають підвищенню судинного опору еферентних артеріол, що може призводити до посилення ГНН [119]. 

У хворих з есенціальною АГ поєднання гіпертрофії лівого шлуночка (ГЛШ) з мікроальбумінурією (МАУ) може досягати 55%. Роль АГ у формуванні діабетичної і недіабетичної нефропатії підтверджується прямим кореляційним зв'язком між рівнем середнього АТ і величиною альбумінурії та зворотною залежністю із ШКФ [153, 306, 364]. Чим вище рівень АТ, тим більше протеїнурія і менше фільтраційна функція нирок. Встановлено, що своєчасна діагностика і корекція таких станів, як АГ, протеїнурія, ГЛШ, ІХС, ХСН, ЦД, значно зменшують ризик розвитку ХНН. Проведеними клінічними дослідженнями показана висока ефективність і безпека іАПФ при лікуванні ХНН [107, 225]. Крім зниження дози іАПФ, важливе значення має припинення прийому хворими НПЗЗ, застосування яких спричиняє виснаження ендогенних вазодилататорів – простагландинів і спазм приносних артеріол нирок [127].

У відділеннях інтенсивної терапії і реанімації перевага віддається гемо-фільтрації. Процедура ультрафільтрації нирок резервується для пацієнтів з документованою рефрактерністю до петльових діуретиків [87, 212, 215]. Процедура ультрафільтрації сприяла швидкій реверсії клінічних ознак СН, зниженню маси тіла, але не підвищувала діурез [48].

Підвищення діастолічного тиску є маркером того, що нирки знаходяться в патологічному стані, а пов'язано це із взаємодією пульсової хвилі з жорсткою судинною стінкою нирок. Судини при захворюванні нирок стають жорсткими за рахунок своєї середньої частини (медіасклерозу) – солі кальцію інгібують середню частину судин [82, 218, 334].

Порушення ниркової функції – незалежний чинник ризику смертності протягом 1 року у хворих з ГСН, включаючи пацієнтів з ІМ з підйомом сегмента ST [70]. Погіршення функції нирок при ГСН, що виникало в процесі лікування, є несприятливим прогнозом відносно виживання і смертності хворих [100].

Погіршення функції нирок впливає на ефективність лікування ГСН. Унаслідок низького серцевого викиду має місце неадекватна ниркова перфузія і/або значне підвищення венозного тиску, що призводить до виникнення «застійної нирки» [344]. Діуретична затримка натрію відбувається при зниженні ефективності діуретиків. Збільшення дози діуретиків або застосування їх комбінацій може погіршити функцію нирок. При фармакотерапії захворювань нирок необхідно контролювати рівень креатиніну, електролітів, діурез, оскільки гіповолемія сприяє порушенню видільної функції нирок. При затримці рідини застосовують методи ізольованої ультрафільтрації [76].

Виражене ГПН з гіперкаліємією лімітує призначення іАПФ (еналаприл), блокаторів ангіотензинових рецепторів (лозартан), антагоністів альдостерону (спіронолактон) [79, 83, 256, 302, 346]. Призначення β-блокаторів показане тільки після ліквідації симптомів ГСН у пацієнтів зі стабільною гемодинамікою. Слід враховувати шлях виведення препаратів: атенолол і соталол екскретуються нирками. Гіпотонія, що виникає при використанні вазодилататорів, може підсилювати пошкодження нирок [397]. 

Хронічні нефро- і кардіопатії порушують серцеву функцію та призводять до пошкодження нирок [184, 377-379, 384]. Ниркова недостатність поширена у хворих із СН і служить чинником як розвитку дисфункції діастоли і систоли серця, так і ступеня її вираженості СН [83, 84, 109, 366].

До основних патофізіологічних механізмів розвитку ХСН відносять зниження серцевого викиду, хронічне порушення кровообігу, субклітинне запалення, активацію атеросклеротичного процесу, підвищення венозного тиску, пато-логію ниркових судин [4, 55].

Важливу роль у профілактиці ХСН відіграє оптимальний баланс натрію і рідини, що досягається за умов низькосольової дієти і обгрунтованого використання діуретичних препаратів [54, 65, 129]. Препаратами, що уповільнюють прогресування ХСН, є іАПФ, β-блокатори, антагоністи альдостерону [256, 346]. Наявність гіперволемії вимагає посилення діуретичної терапії. Перевагу віддають комбінаціям помірних доз петльових діуретиків з іншими діуретичними препаратами: фурезис-композитумом (фуросемід 0,04 г і триамтирен 0,05 г; фуроальдопуром (фуросемід 0,02 г і спиронолактон 0,02 г) [65, 211, 336].

Фармакотерапія для лікування ХСН може погіршити функцію нирок за рахунок гіповолемії і гіпотонії, що індукується діуретиками та блокадою РААС. При призначенні препаратів, які блокують РААС, показаний контроль рівня калію в організмі й обмеження його надходження з їжею [115, 207, 371].

У рандомізованому дослідженні у пацієнтів, які отримували іАПФ (еналаприл, раміприл) виникало зниження альбумінурії понад 50%, що корелювало зі зменшенням ризику СН на 27% [218, 219, 302].
При ХСН потрібна корекція дози препаратів, що впливають на РААС, моніторування рівня креатиніну і калію сироватки крові, облік клінічних ситуацій, що посилюють порушення функції нирок (старший вік, атеросклероз, гіпотонія, прийом НПЗЗ, діуретиків). За даними 12 рандомізованих досліджень, підвищення рівня креатиніну до 30%  протягом двох місяців було асоційовано з довгостроковою нефропротекцією [110, 117, 220].

При ХСН у рандомізованих клінічних дослідженнях доведена ефективність і безпека призначення іАПФ (еналаприлу), β-блокаторів (карведілолу, метапрололу), антагоністів альдостерону (спіронолактону) у пацієнтів з порушенням функції нирок [5, 16, 256, 302, 354]. При лікуванні хворих із ССЗ ефект фармакотерапії залежить як від регресу запальних змін у міокарді, так і від корекції ліпідних порушень, характерних для патології ССС. В окремих хворих розвивалась гіпотонія через утворення брадикініну, яка посилювалась при дії іАПФ [111].

При помірній і тяжкій хронічній хворобі нирок (ХХН) статини призначають для досягнення рівня холестерину ЛПНЩ менше 1,8 ммоль/л, або 70 мг/дл  у вигляді монотерапії чи в комбінації з іншими ліпідознижувальними препаратами. Вибір препарату має ґрунтуватися на визначенні рівня ШКФ. Перевагу слід віддавати препаратам, які виділяються через печінку (флувастатин, аторвастатин, правастатин і езетиміб) [65, 164]. Слід пам'ятати, що у хворих із ХХН побічні ефекти статинів мають дозозалежний характер [87, 130]. 

Іншу групу нефропротективних препаратів складають статини, які нормалізують показники ліпідного обміну, зменшують ризик серцево-судинних ускладнень. Доведена їх користь для хворих з нефротичним синдромом, ішемічною хворобою нирок [337, 387]. Для хворих, що отримують діалізну терапію, питання про ефективність статинів залишається відкритим [148, 153, 220, 187, 213].

Лікування хворих на гіпертонічну хворобу з нефропатією блокатором рецепторів ангіотензину ІІ (лозартаном) сприяє сповільненню прогресування ураження нирок [79, 214].

Застосування фенофібратів знижує мікроальбумінурію, ретинопатії та інші мікросудинні ускладнення [65]. Фенофібрат у цій групі виявляє ефект при гіпертригліцеридемії  (2,3 ммоль/л) і дисліпідемії [393] і рекомендований пацієнтам з ХНН і ЦД 2-го типу. Фенофібрат підвищує рівень креатиніну, добре переноситься і не має побічних ефектів [87, 130].
Стратегія лікування ХХН полягає в корекції анемії [41, 91], АГ, фосфорно-кальцієвого обміну і забезпеченні адекватного діалізу [87, 218]. При поєднаному призначенні препаратів заліза й еритропоетину у хворих з ХХН і ХСН відмічалося поліпшення функції систоли лівого шлуночка і гальмування прогресування ХХН [208, 216, 332]. Адекватний контроль натрію зменшує потребу в ультрафільтрації, знижує розвиток гіпотонії та повторного ішемічного ураження серця і мозку [34, 337].

Причини, що призводять до гострої хронічної патологічної взаємодії «серце – нирки», надзвичайно різноманітні: системні та інфекційні захворювання, пухлини, ускладнення лікарської терапії, амілоїдоз, ЦД тощо. Механізми розвитку нефро- та кардіопатій складні і вимагають уточнення. У зв'язку з цим лікування полягає в дії на основні причини захворювання [280, 300, 388].

Вивчення причин і механізмів формування пошкодження нирки − серце, раннє виявлення біомаркерів пошкодження і чинників допоможуть визначити оптимальні методи фармакологічної корекції для поліпшення якості життя пацієнтів [82, 174, 274, 290, 391]. 

У теперішній час розробляються нові підходи до профілактики і лікування ГПН. Дослідження аденозинової сигнальної системи в нирках є значним клінічним терапевтичним потенціалом [165, 185, 188, 278]. Загальним для терапевтичного застосування агоністів АР є те, що аденозин діє як цитопротективний модулятор у відповідь на стрес для органа чи тканини         [283, 284, 292, 294, 301].

ГПН і анемія збільшують ризик смертності і кількість госпіталізацій при ХСН [92, 158, 159, 212, 375]. Усім пацієнтам з тяжкою анемією, незалежно від стану ССС, необхідно проводити дослідження ехокардіографії в динаміці: до початку лікування і після нормалізації гемоглобіну для оцінки функції нирок, міокарда і кровотворення [261, 283, 311]. У хворих ХСН за наявності анемії необхідно провести дослідження ШКФ для виявлення зв'язку між анемією і ХСН [159, 258 298, 364, 375]. 

Унаслідок ниркової ішемії ГПН продовжує залишатися однією з головних причин захворюваності і смертності в реанімації [199, 202, 254, 262, 275, 337]. 
Останнім часом доведено існування аутокринної альдостеронової системи, яка відіграє важливу роль у патогенезі ХСН, оскільки вона контролюється тими ж стимулами, що й надниркова система [18, 173, 189, 207, 223, 346].

Отже, механізм захисту нирок і серця від ішемії потребує встановлення механізмів розвитку нефро- та кардіопатій, а також розробки нових лікарських засобів для фармакологічної корекції функції нирок і серця.

1.3. Фармакологічні властивості похідних ксантину та 

перспективи їх застосування для корекції нефро- та кардіопатій 

Метилксантини застосовують у медичній практиці понад 100 років. Значний інтерес до ксантинових препаратів зумовлений широким спектром їх фармакологічної дії (бронхолітична, кардіотонічна, антигіпертензивна, антиалергічна, антиагрегаційна, антигіпоксична та ін.). У теперішній час застосовують такі похідні ксантину: кофеїн, амінофілін, теобромін, теофілін, дипрофілін, пентоксифілін, ксантинолу нікотинат, компламін та ін. [9, 65, 93, 209,224]. 

У медичній практиці похідні ксантину знайшли застосування як препарати серцево-судинної дії і стимулятори ЦНС. Ксантини є інгібіторами різних ізоформ фосфодіестерази, що приводить до накопичення внутрішньоклітинного циклічного аденозинмонофосфату (цАМФ) та блокади транспорту іонів кальцію з депо і тканинної рідини в цитозоль [203, 294, 166, 257, 265, 272, 274]. 

Непрямий кардіотропний ефект ксантинолу нікотинату пов'язаний з блокуванням АР, інгібіруванням фосфодіестерази, збільшеням рівня цАМФ у клітині та перерозподілу внутрішньоклітинного кальцію [47]. Кардіостимулювальну і інгібувальну дію кофеїну зумовлено його впливом одночасно на дві ланки процесу збудження і скорочення [265]. 

Відомо, що кофеїн блокує центральні і периферичні аденозинові рецептори, гальмує активність фосфодіестерази, сприяє стабілізації передачі нервових імпульсів. Він регулює і посилює процеси збудження у корі головного мозку, дихальному і судиноруховому центрах, активує умовні рефлекси, рухову активність, стимулює ЦНС. Кофеїн підвищує розумову і фізичну працездатність, стимулює психічну діяльність, зменшує сонливість і стомлюваність [46, 70]. До периферичних ефектів кофеїну належать: прискорення і поглиблення дихання, збільшення скорочувальної активності міокарда, тахікардія, підвищення АТ при гіпотензії, розширення бронхів, жовчних шляхів, артеріол скелетних м’язів, серця, нирок, знижує агрегацію тромбоцитів, зумовлює діуретичний ефект, стимулює секрецію залоз шлунка, підвищує обмін, підсилює глікогеноліз [65].

Із даних літератури відомо, що кофеїн є конкурентним інгібітором ензимів цАМФ-фосфодіестерази, які перетворють цАМФ у клітинах на їх нециклічну форму, даючи змогу цАМФ накопичуватися в клітинах. В активації протеїн-кінази А бере участь цАМФ, щоб почати фосфорилювання спеціальних ензимів, задіяних у синтезі глюкози [75, 176]. Підвищена концентрація цАМФ у клітинах шлунка приводить до посилення активності протеїнкінази А, яка, зі свого боку, збільшує активацію Н+/К+-АТФази і зумовлює інтенсивніше виділення клітинами соляної кислоти шлункового соку [178, 229, 319]. 

Диметилксантини виявилися більш активними, ніж кофеїн стосовно серцево-судинної системи. Відрізняючись від кофеїну відсутністю у структурі однієї метильної групи, вони чинять менш виражену дію на ЦНС [65]. Інгібування фосфодіестерази за допомогою теофіліну приводить до збільшення концентрації цАМФ, що, зі свого боку, стимулює глікогеноліз і ефект ліполізу, а також підсилює не тільки внутрішньоклітинний, але і плазмовий ліполіз ліпопротеїдів (за допомогою ліпопротеїнліпази) та їх утилізацію тканинами. Так, теофілін впливає на функціональну активність β–адренергічних рецепторів [16]. 

У клінічній практиці похідні теофіліну використовуються протягом декількох десятиліть як бронхолітичні засоби. Досі питання про механізм дії теофіліну залишається невирішеним. Протягом тривалого часу блокада фосфодіестерази (ФДЕ) цАМФ розцінювалася як основний механізм дії теофіліну. Останнім часом доведено, що терапевтичні концентрації теофіліну пригнічують активність ФДЕ в бронхіальних м'язах людини тільки на 5-10%. Це ставить під сумнів припущення про те, що блокада ФДЕ є провідним механізмом дії теофіліну [9]. У кінці 80-х років ХХ століття було виявлено, що існують низько- і високомолекулярні форми ФДЕ, виділені з лімфоцитів периферичної крові здорових донорів. Виявилось, що у хворих на бронхіальну астму у фазу загострення захворювання достовірно підвищувалася активність високомолекулярної фракції ФДЕ, а терапевтичні концентрації теофіліну пригнічували її активність. Мабуть, у період захворювання між нападами спрацьовують інші механізми дії теофіліну, не пов'язані з блокадою ФДЕ [9, 46, 65, 94]. 
В умовах недостатнього ниркового кровотоку теофілін,  як антагоніст АР, має перевагу, коли при застійній серцевій недостатності та хронічній нирковій недостатності додаткова гідратація може бути шкідливою [9, 98, 104, 210, 287].

Кофеїн зв’язує рецептори аденозину як конкурентний інгібітор. Зниження активності аденозину спричиняє підвищення активності нейромедіаторного допаміну, який в основному відповідає за психостимулювальний ефект кофеїну. Під впливом кофеїну спостерігається підвищення вмісту дофаміну в перфузаті верхнього шийного симпатичного ганглія [75], стимулюється поглинання кисню в мітохондріях головного мозку, викликається незначний розлад процесів дихання й окисного фосфорилювання [75].

Кофеїн може вільно проникати в клітини з місць його накопичення і спричиняти  внутрішньоклітинне вивільнення кальцію в ендоплазматичній сітці. Кофеїн у високих концентраціях при ентеральному застосувані з низьким вмістом Са2+ попереджає збільшення рівня Са2+, викликане вазопресином у збірних трубочках нефронів у щурів, що може зменшити рівень цАМФ і дію вазопресину на водно-сольовий обмін [176, 229, 329]. 

Кофеїн посилює аналгезивну дію ненаркотичних аналгетиків. Молекулярний механізм потенціювання протибольової дії ненаркотичних аналгетиків зумовлений поліпшенням їх біодоступності при комбінованому застосуванні з кофеїном. Механізм дії кофеїну подібний до дії аденозину, що сприяє впливу алкалоїду на специфічні Р1 пуринові рецептори мозку [124]. 

Відповідно до загальновизнаної класифікації виділяють Р1 і Р2-пуринові рецептори. У Р1 класі, зі свого боку, виділяють А1 -і А2 -рецептори. Стимуляція    А1-рецепторів супроводжується пригніченням аденілатциклази з подальшим зниженням рівня цАМФ. Стимуляція А2-рецепторів викликає активізацію аденілатциклази і підвищення вмісту цАМФ у клітині і бронходилатацію. Теофілін є блокатором A1-і А2-рецепторів класу Р1 [143, 150, 194]. Оскільки у хворих на бронхіальну астму відмічена підвищена активність А1-рецепторів, то теофілін переважно блокує саме їх активність, що супроводжується бронхолітичним ефектом [236, 289]. Ефект теофіліну залежить від співвідношення й активності A1- і А2-підкласу пуринових рецепторів, чим можна пояснити наявність бронхолітичного ефекту в одних хворих і відсутність його в інших [243, 344]. 

Під впливом компламіну чітко знижується рівень тригліцеридів, сумарних β- і пре-β-ліпопротеїдів (β-ЛП), ХС у пре-β-ліпопротеїдах зменшується індекс атерогенності. Компламін є ефективним засобом, що сприяє нормалізації ліпідного обміну [65].

В основі фармакодинаміки похідних ксантину лежать хімічні реакції, тому інтерес становлять дані літератури про їх вплив на біохімічні процеси в організмі. Накопичення внутрішньоклітинного цАМФ визначає антиагрегантну активність похідного ксантину – пентоксифіліну [65, 209] і можливість його застосування для попередження згортання крові [361].

Основними механізмами дії метилксантинів вважають блокаду фосфор-діестерази, підвищення цАМФ, конкурентну взаємодію аденозину з аденозиновими рецепторами [164, 299]. Трентал пригнічує фосфодіестеразу й гальмує синтез АТФ. Спочатку збільшується цАМФ і негативний заряд мембран, що сприяє дезагрегації тромбоцитів і прояву антиагрегаційної дії [47, 65, 93]. 

Трентал активує волюморегулювальну функцію нирок після збільшення об’єму позаклітинної рідини порівняно з контролем, підвищує натрійуретичну активність плазми крові та вміст натрійуретичного гормону в 2,4 рази й у 7 разів порівняно з плазмою крові дослідних щурів до розширення позаклітинного простору [65, 206]. 

Периферичний вазодилатаційний ефект ксантинолу нікотинату застосовують для корекції АГ [42]. За рахунок периферичної вазодилатаційної дії й антиоксидантної активності похідні ксантину підвищують стійкість тканин до гіпоксії, виявляючи цитопротекторну дію, що обумовлює їх застосовування для попередження ускладнень атеросклерозу і гіперглікемії [40, 168, 226, 255].

Ксантинолу нікотинат, у порівнянні з тренталом, виявляє судинорозширювальну дію, стимулює колатеральний і покращує мозковий кровообіг, підвищує метаболічні процеси в головному мозку [65, 209, 232].
У клінічній практиці ксантинолу нікотинат застосовують для лікування порушень мозкового кровообігу, цереброваскулярної недостатності, захворювань периферичних судин і обмінних захворювань головного мозку [46, 264].

Еуфілін покращує мікроциркуляцію крові як при вихідному спазмі судин мозку, так і при паралітичному їх розширенні. При цьому нормалізується тонус судин, прискорюється приплив артеріальної і відплив венозної крові [54]. Еуфілін застосовують після стабілізації гемодинаміки і відновлення гідробалансу та кардіотонічної підтримки. Застосування інфузії еуфіліну, як засобу для відновлення паренхіматозного кровотоку в нирках, створює умови для танспорту до нефронів кисню, що зумовлює нефропротективну та антигіпоксичну дію. 
Останніми роками опубліковано низку робіт про дослідженя протизапальної активності, зумовленої пригніченням утворення активних форм кисню і продукцією лейкотрієну  В4 активованими полінуклеарними нейтрофілами in vitro. Встановлено, що теофілін інгібує проліферацію Т-лімфоцитів in vitro і продукцію лімфоцитами інтерлейкіну-2. Експерименти на тваринах підтвердили протизапальну дію теофіліну та його ефективність, яка зростає при тривалому використанні препарату [210]. 
Кофеїн та інші метилксантини виявляють збільшення діурезу у людини й експериментальних тварин. Доза кофеїну, яка викликає значний і швидкий діурез, відповідає 300 мг [398]. 

Метилксантини розглядаються як антагоністи аденозинових рецепторів [299, 313]. Відомо також, що кофеїн є конкурентним антагоністом аденозину до пуринергічних А1- та А2-рецепторів [65, 234, 236, 243, 319]. Активація гальмівних А1-рецепторів на периферичному, центральному і сегментному рівнях зумовлює розвиток аналгезії [137, 236].

Алкілксантини кофеїн і теофілін є антагоністами AР, їх стимулювальні ефекти виявляються головно шляхом блокування пригнічувальної дії на продукцію аденозину в A1 і A2a АР [210, 224, 377-379].

У Великобританії [301] і Австрії [302] запатентовані похідні 7,8-дизаміщених ксантинів, які можуть бути використані як антиастматичні, бронхолітичні, судинорозширювальні препарати. Деякі автори наводять відомості про високу протизапальну активність низки похідних ксантину [102].

Натрійурез, викликаний системним уведенням ксантинових похідних, призначених вибірково інгібувати АР А1, супроводжується пригніченням реабсорбції рідини в проксимальних ниркових канальцях [142, 143, 156, 243, 365]. 

Агоніст АР ненуклеозидної структури – BAY 68–4986 (кападеносон) є селективним агоністом A1 AР, проходить клінічні випробування для лікування стабільної стенокардії [287, 301, 365]. Кападеносон у низьких концентраціях (<108 М) у канальцях нирок щурів блокувався антагоністом АР А1 і був опосередкований інактивацією аденілатциклази [158, 194, 243,301, 329]. У проксимальних ниркових канальцях активація А1 АР стимулювала, а блокада А1 АР інгібувала апікальний Na+ [243, 287, 299, 330]. 

Встановлено, що тонус судин нирок є станом збалансованої активації А1 і А2а АР [150, 204, 244, 368]. Судинні ефекти теофіліну можуть бути також результатом пригнічуювального впливу аденозину на звільнення катехоламінів нирковими симпатичними нервовими закінченнями [9, 210, 224, 300, 377]. 
Блокада А1 АР селективним антагоністом FK-453 викликала збільшення реніну плазми, а DPCPX інгібував звільнення реніну, викликане низьким рівнем NaCl у мікроперфузованому препараті юкстагломерулярного апарату [117, 244]. 

Активація A1 AР аденозиновою сигналізацією в ниркових канальцях і ендотеліальних клітинах виявляє сприятливі ефекти при ішемії і реперфузії, модулюючи метаболічні потреби, зменшуючи некроз, апоптоз і запалення в нирках [347]. Модулюючи опосередковане лейкоцитами ренальне і системне запалення АР, A2a захищають від ГНН, тоді як стимуляція AР A2b захищає завдяки прямій активації ренальних паренхімних AР [144, 300, 317, 338, 355, 359]. 

Пуринові антагоністи АР, включаючи похідні ксантину й аденіну, мають широкий спектр вибірковості підтипів рецепторів [287]. Модифікація ксантину у 8-му положенні з арільною або циклоалкільною групами сприяла високій спорідненості і вибірковості для A1 AР [319, 389].

Ксантинові антагоністи AР A1 (1,3-дипропіл-8-(2-(5,6-епокси)норборніл) ксантину) і більш водорозчинні (3-[4-(2,6-діоксо-1,3-дипропіл-2,3,6,7 тетрагідро-1H-пурин-8-іл)-біцикло[2.2.2] окт-1-іл]пропіонова кислота [236] та (8-(норадамантан-3-іл)-1,3-дипропілксантин [241, 329], наразі проходять клінічні випробування для лікування гострої СН з ураженням нирок. 

Завдяки модифікації ксантинів у 8-й позиції арільними групами з'явилися  нові сполуки, селективні для AР A2b (наприклад, 3-етил-1-пропіл-8-[1-(3-трифторметилбензил)-1H-піразол-4-yl]-3,7-дигідропурин-2,6-діон [359, 372]. Уведення алкенів у 8-ме положення ксантинів привело до вибірковості для AР A2a. До таких похідних відносять антагоніст AР A2a (ісрадефілін), який проходить клінічні випробування. Деякі похідні 8-стирилксантину, такі, як 8-(3-хлоростирил) кофеїну, блокують моноаміноксидазу B, а також AР A2a [229, 296].

Антагоністи аденозину розглядаються як перспективний клас лікарських засобів, які дозволяють підвищити функцію нирок і теоретично можуть застосовуватися при нефро- і кардіопатіях [184, 188]. 

Кофєїн і теофілін інгібують рецептори A1,  зменшуючи реабсорбцію натрію, що приводить до збільшення діурезу і натрійурезу. Це узгоджується припущенням, що АР A1-рецептори стимулюють ці ефекти [9, 319].

Пуринові антагоністи AР, включаючи похідні ксантину й аденіну, мають широкий спектр активності залежно від замісника. Водорозчинні Bg9928 (3-[4-(2,6-діоксо-1,3-дипропіл-2,3,6,7-тетрагідро-1H-пурин-8-іл)-біцикло [2.2.2] окт-1-іл]-пропіонова кислота та Kw3902 (8-(норадамантан-3-іл)-1,3-дипропілксантин [204, 241, 365] проходять клінічні випробування для лікування гострої декомпенсаторної СН з ураженням нирок [219, 270, 289].

Високоселективний антагоніст A1 AР L-97-1 (3-[2-(4-амінофеніл)-етил]-8-бензил-7-{2-етил-(2-гідроксіетил)-аміно]-етил}-1-пропіл-3,7-дигідропурин-2,6-діон є водорозчинним і проходить завершальну передклінічну стадію випробування для лікування бронхіальної астми [136, 140, 194, 289].

Фармацевтична промисловість України не виробляє оригінальних синтетичних субстанцій для виготовлення похідних ксантину, тому розробка оригінальних препаратів є перспективною й актуальною [225, 363, 393].

Для ефективної профілактики порушення функції нирок і серця та гальмування розвитку нефросклерозу необхідна програма, спрямована на виявлення ранніх маркерів ниркового ураження, адекватного контролю АТ, зменшення протеїнурії, корекції порушень метаболічного обміну (ліпідного, вуглеводного) і зниження маси тіла [42, 393]. Деякі автори повідомляють про здатність ксантинів впливати на обмін жирів і вуглеводів в організмі [67, 119, 193, 257].

Цілеспрямований пошук біологічно активних сполук на основі похідних ксантину особливо інтенсивно став розвиватися з кінця 50-х років минулого сторіччя [102, 103, 342, 343]. За цей період шляхом хімічної модифікації природних молекул була створена ціла низка лікарських засобів, які з успіхом застосовуються й у наші дні  [45, 65].

Висновки до розділу 1

1. Здійснено порівняльний аналіз ефективності похідних ксантину, які є структурно наближеними сполуками до біологічних молекул організму людини (макроергічних фосфатів, нуклеозидів, нуклеїнових кислот, нейромедіаторів, аденозинових рецепторів), поряд з терапевтичною ефективністю мають побічні ефекти, які зменшують їх лікувальну цінність і практичну значущість. 

2. Пошкодженню міокарда і судин при нирковій патології сприяють такі фактори: гіпертонія, гіперліпідемія, анемія, атеросклероз, уремічні токсини. Можливості патогенетичного шляху для корекції серцево-судинних пошкоджень далеко не вичерпані та є актуальними.

3. При прогресуванні серцевої недостатності  зменшується нирковий кровообіг, швидкість клубочкової фільтрації, в плазмі крові підвищується рівень креатиніну, холестерину, ліпідів. Атеросклероз при патології нирок зумовлений гемодинамічними і метаболічними чинниками, що визначають частоту захворювань серцево-судинної системи і нирок. 

4. Виходячи з вищезазначеного,  цілеспрямований синтез та дослідження фармакологічної активності в ряду N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину і їх амонієвих солей можна вважати перспективним та актуальним напрямом сучасної фармації та експериментальної фармакології для пошуку біологічно активних сполук і розробки нових субстанцій з метою створення на їх основі високоефективних і безпечних лікарських препаратів для корекції поєднаної патології - нефро- та кардіопатії.
РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Об'єктом дослідження були 135 уперше синтезованих N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей: 7,8-ди- і 1,7,8-тризаміщених-3-метилксантину (табл. 4.1, сполуки 1-18); 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (табл. 4.2, сполуки 19-29); 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (табл. 4.3, сполуки 30-45); амонієві солі 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (табл. 4.4, сполуки 46-55); амонієві солі 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат піперидинію (табл. 4.5, сполуки 56-65); амонієві солі (N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8)піперазинію (табл. 4.6, сполуки 66-79); амонієві солі 7,8-дизаміщених 3-метилксантину (табл. 4.7, сполуки 80-89); амонієві солі 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (табл. 4.8, сполуки 90-100); 1-заміщені-2-п-толіл-8-метилімідазо-[1,2-f]ксантину (табл. 4.9, сполуки 101-126); амонієві солі 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (табл. 4.10, сполуки 127-135). Досліджувані речовини синтезовані на кафедрі біологічної хімії та лабораторної діагностики Запорізького державного медичного університету під керівництвом д. фарм. н., проф. М. І. Романенка. Структура була підтверджена за допомогою сучасних фізико-хімічних методів елементного аналізу, ІЧ-, УФ-спектроскопії (на приладі «Specord OR – 75» у таблетках калію броміду), хромато-мас-спектрами ПМР-спектрометрії (на приладі «Bruker AC 300») і зустрічним синтезом, а чистота синтезованих речовин контролювалась методом тонкошарової хроматографії [6]. На пластинках Silufol UV–254 у різних системах розчинників підтверджена індивідуальність цих речовин. Визначення температури плавлення було проведено відповідно до вимог Державної фармакопеї України. 

Синтезовані речовини (сполуки 1-45, 101-126) являють собою білі кристалічні порошки, гіркого смаку, розчинні у ДМСО, ДМФА, а солі (сполуки 46-100, 127-135) розчинні та слабко розчинні у воді. 

Дослідження проведені в науково-навчальному центрі та на кафедрі фармакології і токсикології Харківської державної зооветеринарної академії. Тварини утримувались у віварії на стандартному харчовому раціоні з вільним доступом до відстояної водогінної води, при сталій температурі повітря            (20,0 ± 2ºС) та вологості (50-60%) у природному світловому режимі, рекомендованому для цього виду тварин [15, 29, 77, 88].

Етапи дослідження:

1. Комп’ютерний прогноз видів біологічної активності синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей.

2. Дослідження залежності біологічної активності від структури в ряду N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей:

−  скринінгові дослідження (гостра токсичність, депримувальна, збуджувальна, антигіпоксична, фізична працездатність, антиноцицептивна, антиексудативна, діуретична активність);

− виявлення сполуки-лідера – 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофіліну з умовною назвою «Бенфурам».

3. Вивчення фармакологічної активності та безпечності бенфураму як нефро- і кардіопротекторного засобу при експериментальній патології.

5. Оцінка впливу бенфураму на морфофункціональний стан нирок і серця при комбінованих експериментальних нефро- та кардіопатіях.

Обгрунтування  вибору препаратів порівняння. Для виявлення сполуки – лідера серед синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей проведені  скринінгові дослідження з урахуванням результатів комп’ютерного прогнозування  біологічної активності  за програмою PASS. У дослідженнях використовували за дією [46, 67, 68] такі референтні препарати порівняння, які широко застосовуються у клінічній практиці (табл. 2.1) 
Таблиця 2.1

Характеристика препаратів порівняння

	Активність
	Препарат
	Міжнародна назва
	Виробник
	Форма випуску 
	№ серії

	Протизапальна, анальгетична
	Диклофенак натрію 
	Диклофенак натрію
	ВАТ ХФЗ  «Червона зірка», Україна
	Таб.0,05

№ 10
	160954

201213

	Діуретична
	Гіпотіазид
	Гідрохлор-тіазид
	«Борщагівський ХФЗ», Україна
	Таб. 0,1№ 20
	№05551

	Антигіпоксична
	Мексидол


	Мексидол
	ЗАТ «МИР-ФАРМ», Росія
	Таб. 0,125

№ 30
	610607

	Збуджувальна
	Кофеїн-бензоат натрію
	Кофеїн-бензоат натрію
	«Борщагівський ХФЗ»,Україна
	Таб. 0,2

№ 10
	141007

10308

	Деприму-вальна
	Аміназин


	Хлорпромазин
	ТОВ «Здоров’я», Україна
	Таб. 0,025

№ 20
	201008

	Фізична працездатність
	Мілдронат
	Мілдронат
	«Борщагівський ХФЗ», Україна
	Амп. 10% р-н по 5 мл
	2229А

100912

	Гіперхолесте
ринемія
	Нікотинова кислота
	Нікотинова 

кислота
	ТОВ «Здоров’я», Україна
	Таб.0,1; 0,5
	154841

	Гіпотензивна 
	Еуфілін
	Амінофілін
	ЗАТ «Дарниця», Україна
	Амп. 24%  по 2 мл
	23522

	Пошкоджу-

вальна 
	Ацетилсаліци-лова кислота
	Ацетилсаліци-лова кислота
	ЗАТ «Дарниця», Україна
	Таб. 0,5 №10
	1450908

	Діуретична
	Верошпірон
	Спіронолак-тон
	Фірма «Гедеон Ріхтер», Угорщина
	Таб. 0,05 №20 
	88100711

	Антиоксидант-на, гіполі-підемічна
	Корвітин
	Ліпосомаль-на форма кверцетину
	«Борщагівський ХФЗ», Україна
	Амп. 

у дозі 50 мг/кг
	082012


Препарати використані  для моделювання  таких патологічних станів:

1. Ізадрин у дозі 60 мг/кг для моделювання кардіо- та нефропатій.

2. Гліцерин 50% 0,8 мл на 100 г маси тіла для моделювання гострого нефриту за Гревен.

3. Тіопентал натрію 30 мг/кг для моделювання снодійної дії, 50 мг/кг для наркозу при дослідженні гіпотензивної дії. 

4. Доксорубіцин у дозі 5 мг/кг і 20 мг/кг для моделювання експериментальної нефро- та кардіопатій.

5. Пітуїтрин 0,5 ОД на кг маси тіла для моделювання експериментальної гіпертензії.
6. Індометацин 2 мг/кг маси тіла протягом шести тижнів для моделювання експериментальної гіпертензії.

7. Домперидон 40 мг/кг маси тіла як інгібітор дофамінових рецепторів.
8. Спіронолактон у дозі 20 мг/кг для вивчення впливу на діурез при зниженій активності альдостеронових рецепторів.

9. ДОКСА у дозі 10 мг/кг для вивчення впливу на діурез при підвищеній мінералокортикоїдній активності.

10. Еналаприл у дозі 10 мг/кг маси тіла для дослідження впливу на РААС.
11. Хромат калію 0,07 мл на 100 г маси тіла 2,5% розчин для моделювання гострої ниркової недостатності.
Експериментальна частина виконана на 2450 білих нелінійних щурах та лінії Вістар обох статей масою 170–210 г, 940 білих мишах масою 18–23 г і 30 кролях породи Шиншила масою 2,8-3,2 кг згідно з біоетичними вимогами (протокол комісії з питань біоетики № 29 від 25. 03. 2011 р.). При роботі зі щурами дотримувались «Загальних етичних принципів експерименту на тваринах». Усі дослідні процедури здійснювали згідно з «Положенням про використання тварин в біомедичних дослідженнях», методичними рекомендаціями ДФЦ МОЗ України, «Правилами доклінічної оцінки безпеки фармакологічних препаратів (GLP)». Для зменшення стресових ситуацій усі маніпуляції на тваринах здійснювали без використання інструментарію, а ті маніпуляції, що завдавали болю, проводили під легкою ефірною анестезією. Утримання та евтаназію тварин здійснювали з дотриманням Конвенції Ради Європи про охорону хребетних тварин, що використовують в експериментах та з іншими науковими цілями (Старсбург,1986), Директиви ЄЕС № 609, наказів МОЗ України № 960  від 23.09.2009 р. та  № 944 від 14.12.2009 р.

Прогнозування біологічної активності N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей проводили з використанням єдиного опису хімічної структури й універсального математичного алгоритму встановлення залежностей «структура − активність» за програмою PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) за допомогою Java аплету сайту прогнозу спектра біологічної активності http: // www. pharmaexpert.ru / PASSOnline / predict. php. 

Хімічні структури вперше синтезованих речовин уводились за допомогою комп’ютерної програми Chem Office 2006 (утиліта ChemDraw Ultra 10.0) та відправлялись на офіційний сайт прогнозу спектра біологічної активності. Біологічна активність, представлена в програмі, виражається якісно «активне» / «неактивне» (Pa/Pi) (Pa ≥ 0,300) [51, 89, 90, 96].

При виконанні фармакологічних досліджень до початку експерименту та під час експерименту тварин (1040 мишей, 4120 щурів, 30 кролів) утримували у віварії при сталій температурі (20,0 ± 2)ºС. За 4 дні до початку вивчення впливу діуретичної активності тварин переводили на постійний режим харчування (щурам давали тільки зерно пшениці), доступ до води не обмежували [27, 29, 59].

Дослідження гострої токсичності синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей проведено на 1040 нелінейних мишах обох статей. Досліджувані сполуки у вигляді тонкодисперсної водної суспензії, стабілізованої твіном-80, об'ємом 1 мл уводили одноразово внутрішньочеревно. 

Контрольні тварини отримували аналогічний розчин твіну-80 в еквівалентному тваринам дослідних груп об'ємі. Тривалість спостережень за станом тварин після одноразового введення досліджуваних речовин складала 14 днів. Протягом усього часу вели спостереження за тваринами, звертали увагу на поведінку, рефлекторну збудливість, зміну маси тіла в динаміці, характер випорожнень, реєстрували кількість тварин, що загинули [27, 28, 97, 99].

Гостру токсичність (ЛД50) бенфураму вивчали також на та білих нелінійних щурах масою 190,0 ± 9,1 г різної статі при внутрішньочеревному і внутрішньошлунковому введенні у вигляді тонкодисперсної водної суспензії, стабілізованої твіном-80. Визначення гострої токсичності проводили за методом Кьорбера [27, 88, 97, 99]  з урахуванням доз, які не викликали токсичну дію, і таких, що викликали 100% загибель тварин. Клас токсичності N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей і бенфураму визначали за прийнятою класифікацією гострої токсичності  за методом К. К. Сидорова [101].

Дослідження впливу похідних N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних і їх амонієвих солей на потенціювання та антагонізм до дії барбітуратів проведені на 540 білих щурах лінії Вістар масою 170-185 г, рандомізованих методом випадкової вибірки за групами, по сім тварин у кожній. Групам тварин  внутрішньочеревно вводили тіопентал- натрій у дозі 30 мг/кг і тривалість сну цієї групи тварин приймали за 100%. Досліджувані речовини вводили внутрішньочервно в дозі 0,05 від ЛД50. Через 30 хвилин щурам внутрішньочеревно вводили тіопентал-натрій у дозі 30 мг/кг. Тривалість медикаментозного сну оцінювали за часом, протягом якого тварини знаходилися в бічному положенні з моменту втрати рефлексу перевертання [97, 99].

Для оцінки впливу похідних N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей на працездатність був використаний тест примусового плавання з вантажем до стомлення (маса вантажу − 10% від маси тіла тварини). Дослідження проведені на 220 білих щурах лінії Вістар масою 170-190 г. За допомогою зонда внутрішньошлунково вводили досліджувані речовини в дозі 0,05 від ЛД50, а через 30 хвилин тварин поміщали у басейн з температурою води 30°С [97]. Про зміну працездатності під дією досліджуваних речовин судили за тривалістю часу плавання до неможливості утримання на поверхні води. Реєстрацію часу плавання щурів проводили за допомогою секундоміра.

При гіпоксії з гіперкапнією була досліджена активність N-С8-заміщених і  конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей на 340 білих щурах лінії Вістар масою 165-180 г. Досліджувані речовини вводили внутрішньочеревно у дозі 0,05 ЛД50  за 30 хвилин до початку експерименту [97]. Антигіпоксичну вктивність оцінювали за тривалісию життя в герметичній камері [98].

Антиноцицептивну активність N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей визначали на моделі «оцтових корчів» у дослідах на 318 білих щурах лінії Вістар масою 170-190 г. Корчі викликали внутрішньочеревним уведенням 0,75% водного розчину оцтової кислоти в дозі 1 мл на 100 г маси тіла тварини. Підрахунок числа корчів проводили протягом 30 хвилин через 20 хвилин після внутрішньочеревного введення оцтової кислоти. Досліджувані речовини вводили внутрішньошлунково за допомогою металевого зонду за 30 хвилин до введення оцтової кислоти. Антиноцицептивну активність досліджуваних сполук вираховували за формулою  2.1 [27, 28]: 
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де:  АА − анальгетична активність,  %; 
Ск − середня кількість корчів у контрольній групі; 
Сд − середня кількість корчів у дослідній групі.

Вивчення антиексудативної активності N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей проведено на моделі гострого набряку  стопи у білих щурів, спричиненого карагеніном, згідно з методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗ України [73]. Досліди проведені на 280 білих щурах обох статей масою 175–190 г. На початку експерименту тваринам усіх, за винятком контрольних груп, одноразово внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда вводили дослідні речовини за 30 хвилин до моделювання запалення в дозах 0,05 від ЛД50. Асептичне ексудативне запалення викликали за допомогою субплантарного введення під апоневроз правої задньої лапки 0,1 мл 1 % розчину карагеніну (Sigma, США) [29, 97]. Для визначення антиексудативної активності використовували показники набряку кінцівки станом на 4 годину дослідження. Об'єм лапки вимірювали за допомогою гідростатичного онкометра до початку досліду й у момент максимального розвитку набряку (через 4 години). Протинабряковий ефект досліджуваних речовин обчислювали у відсотках по відношенню до контролю за формулою (2.2):
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 де:  Vк і Vd об'єм лапки в контролі й у досліді відповідно [73].

Вплив на видільну функцію нирок N-С8-заміщених ксантину, конденсованих похідних та їх амонієвих солей визначали за методом Є. Б. Берхіна [13] на 440 білих щурах-самцях лінії Вістар масою 170-210 г. Як препарат порівняння  для визначення діуретичної активності був обраний гідрохлортіазид. 

Видільну функцію нирок у щурів оцінювали за умов добового діурезу й водного навантаження. До експерименту проводили адаптацію тварин. У першому випадку щурів поміщали до обмінних кліток на 24 години і вимірювали діурез і споживання води. Водне навантаження вимірювали шляхом уведення у шлунок за допомогою зонда водогінної води кімнатної температури (3% від маси тіла щура) [14] і визначали об'єм сечовиділення за 4 години [13].

Синтезовані сполуки і гідрохлортіазид уводили одноразово внутрішньошлунково у вигляді тонкодисперсної водної суспензії, стабілізованої твіном-80, у дозі 0,05 ЛД50. Через 30 хвилин щурам внутрішньошлунково за допомогою металевого зонда вводили водогінну воду з розрахунку 3 мл на 100 г маси тіла тварини. Після введення субстанцій щурів розміщували в індивідуальні клітки. Кількість сечі реєстрували через кожну годину протягом 4 годин. Контрольна група щурів у такому самому об’ємі отримувала воду і твін-80. Концентрацію креатиніну в сечі визначали за методом Фоліна, вміст електролітів – методом полум'яної фотометрії на фотометрі ПАЖ-2 [13]. На етапі адаптаційного періоду проводили відбір тварин з урахуванням коливань добового діурезу. 

За результатами досліджень була відібрана сполука 7-бензоілметил-8-(фурил-2) метиламінотеофілін (спол. 3, із робочою назвою «Бенфурам»), якій притаманна виражена діуретична активнісить. 

Вплив бенфураму на екскреторну функцію нирок з водним і сольовим навантаженням було досліджено на 42 білих щурах лінії Вістар масою 170-190 г за методом Є. Б. Берхіна [13]. Тварини під час проведення експерименту знаходилися в індивідуальних обмінних клітках, пристосованих для збору сечі. Визначення концентрації іонів натрію і калію у сечі проводили шляхом порівняння показників полум’яного фотометра і стандартних розчинів. За стандартною кривою, яка містила концентрації іонів натрію або калію від 0,1 до 0,5 мекв/л, знаходили відповідні перерахунки.

Вивчення впливу бенфураму на функціональний стан нирок за умов добового діурезу проводили на трьох групах щурів лінії Вістар по 10 тварин  у кожній масою 200-220 г. Лабораторних тварин поміщали в індивідуальні обмінні клітки. Вміст натрію, калію в сечі визначали методом полум’яної фотометрії на полум'яному фотометрі ПАЖ-2 (13(. За стандартною кривою, яка містила концентрації іонів натрію або калію від 0,1 до 0,5 мекв/л, знаходили відповідні дані. 

Дію бенфураму на функціональний стан нирок за умов індукованого діурезу досліджували на 30 білих щурах лінії Вістар різної статі масою тіла 180-210 г. За 16 год до досліду щурів позбавляли їжі, залишали вільний доступ до води. Водне навантаження щурам проводили шляхом уведення внутрішньошлунково води з розрахунку 5 мл/100 г маси (13(. Як препарат порівняння був обраний гідрохлортіазид, який уводили щурам внутрішньошлунково в дозі 25 мг/кг маси. Тварини контрольної групи одержували відповідну кількість води з додаванням твіну-80. Збір сечі здійснювали в індивідуальних обмінних клітках через 4 години і через 24 години після введення бенфураму і гідрохлортіазиду.

Для дослідження впливу бенфураму на показники діяльності нирок за умов зниженої мінералокортикоїдної активності у щурів була відтворена модель блокади альдостеронових рецепторів [77, 97] шляхом 4-денного перорального введення лабораторним тваринам спіронолактону (верошпірон фірми «Гедеон Ріхтер», Угорщина) у дозі 20 мг/кг. Після цього вивчали вплив тривалого (7 днів) увведення бенфураму на екскреторну та іонорегулювальну функції нирок на фоні зниженої мінералокортикоїдної активності. У день проведення досліду бенфурам уводили через 2 год після введення спіронолактону. Щурам контрольної групи протягом 7 днів внутрішньошлунково вводили розчинник. Експеримент проведено на 4-х групах щурів масою 160-180 г: 1 група – інтактний контроль; 2 група – щури, яким уводили бенфурам у дозі 30 мг/кг; 3 група – тварини, що отримували  внутрішньошлунково спіронолактон у дозі 20 мг/кг; 4 група – сумісне введення бенфураму і спіронолактону. Всім тваринам одночасно із фармакологічними препаратами внутрішньошлунково вводили водогінну воду з розрахунку 5 мл/кг і стабілізатор. На 2 год щурів поміщали в індивідуальні обмінні клітки, визначали кількість виділеної сечі та екскрецію іонів натрію і калію.

Вплив бенфураму на натрійуретичну активність плазми крові щурів вивчали за умов збільшення об’єму позаклітинної рідини в організмі. При цьому порівнювали ниркову екскрецію іонів натрію у контрольних тварин і стимульованих бенфурамом. Для з’ясування механізму змін транспорту іонів натрію після збільшення об’єму позаклітинної рідини у тварин, яким тривало вводили бенфурам, було проведено спеціальні серії досліджень з вивчення можливої участі натрійуретичного гормону (НУГ) у цих процесах. Продукцію НУГ стимулювали збільшенням об’єму позаклітинної рідини шляхом уведення у хвостову вену щура 0,9% розчину натрію хлориду в кількості 3 % від маси тіла. Контрольну і дослідну плазму крові лабораторних тварин тестували на 10 щурах. Для цього тваринам внутрішньочеревно вводили по 0,3 мл контрольної плазми і плазми крові щурів, які протягом 7 днів отримували бенфурам. Усім тваринам проводили пероральну гідратацію 0,45 % розчином натрію хлориду і поміщали їх у клітки на 1 год для збирання сечі, в якій визначали концентрацію іонів натрію і вираховували екскрецію цього електроліту та стандартну похибку середньої арифметичної. Розрахунок НУГ плазми крові проводили за формулою: К = (М1· М2 – m1m2)/Р (М1 – М2), де: К – вміст НУГ в 1 мл плазми крові; М1 – середня величина екскреції іонів натрію із сечею у контрольних тварин; m1 – стандартна похибка середньої арифметичної цього показника у контрольних тварин; М2 – середня арифметична величина екскреції іонів натрію у дослідних тварин; m2 – стандартна похибка середньої арифметичної цього показника у дослідних тварин; Р – об’єм уведеної для тестування плазми крові в мл [99]. 

Вивчення змін діяльності нирок під впливом бенфураму на фоні пригнічення активності РААС досліджували на 30 білих щурах лінії Вістар різної статі, масою тіла 180-210 г. Концентраційну функцію нирок характеризували за допомогою аналізу зв’язку між діурезом і концентрацією креатиніну в сечі. Показники визначали як після одноразового, так і багаторазового введення бенфураму. Інгібітор АПФ еналаприл (як інгібітор ангіотензинперетворювального ферменту) вводили щурам у шлунок через зонд на 1% зависі крохмалю протягом 4 днів до проведення досліду в дозі 10 мг/кг. Вивчали показники, що характеризують функціональний стан нирок у сечі та плазмі крові дослідних тварин: діурез, мл/2год; концентрацію креатиніну плазми, ммоль/л; концентрацію Na+ у сечі, ммоль/л; екскрецію Na+, мкмоль/2 год; концентрацію К+, мкмоль/2 год; екскрецію К+, мкмоль/2 год; відносну реабсорбцію Na+, %; проксимальний транспорт Na+, ммоль/2 год; дистальний транспорт Na+, ммоль/2год; швидкість клубочкової фільтрації, мкл/хв; реабсорбцію води, %; екскрецію білка із сечею, мг/2 год (99(.

Радіоімунологічний аналіз простагландинів групи Е2 (ПГЕ2) проводили за допомогою набору реагентів фірми «Clinical Assayer» (США). Кров відбирали в поліетиленові пробірки, що містять 2% розчин етилендіамінтетраацетату в кількості 1 мл і ацетилсаліцилової кислоти в кількості 0,01 мл (30,4% розчин) на 1 мл нерозведеної крові [68, 266]. Плазму відокремлювали центрифугуванням при 4°С і 2000 об/хв протягом 30 хвилин.

Екстракцію ПГ2 проводили згідно з інструкцією, що додається до набору реагентів фірми «Clinical Assayer» (США). Вміст ПГ у межах від 8,3 до 2000 мг/мл креслили стандартну криву із 6 крапок, для чого у 6 пробірок замість проб додавали певну кількість стандартного ПГ2. На осі ординат відкладали відсоток скріплення Н3 ПГ, на осі абсцис − логарифм концентрацій ПГЕ2, що відповідали певній кількості з’єднання. Величину відсотка з’єднання для кожної проби і стандарту обчислювали за формулою (2.3):
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де:  СРМ(n) − кількість імпульсів на хвилину; 
NSB − неспецифічне з’єднання; У(о) −  максимальне з’єднання.

Кількість ПГ2 у кожній пробі визначали за калібрувальною кривою і проводили перерахунок, враховуючи розмір проби, що піддався екстрагуванню [76].

Для вивчення механізму вазодилатаційної активності бенфураму досліджували вміст калікреїногену і калікреїну в плазмі крові за методом               Т. С. Пасхіної і А. В. Кринської [85, 86]. Метод полягає в тому, що утворюється в результаті гідролізу етилового ефіру N-бензоїл-L-аргініну (БАЕЕ) калікреїном.  Вміст калікреїногену і калікреїну обчислювали в міліодиницях калікреїну в 1 мл сироватки крові за формулою:
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де: 
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 −  приріст оптичної щільності в пробі за 15 хв (при лінійному ході реакції);

1,1 −  Д253 відповідна утворенню 1 мкмоль БА із БАЕЕ в 1 мл проби;

3 −  об'єм проби в кюветі, мл;

5 −  об'єм неадсорбованої фракції, мл;

0,25 − об'єм сироватки крові, взятої для аналізу, мг;

15 −  тривалість інкубації.

За умов гіпергідратації організму вивчали вплив бенфураму на функцію нирок при різній тривалості введення препарату (одно- і багаторазове 7, 14, 28 діб). Для цього дослідним тваринам через 30 хв після останнього введення препарату давали водне навантаження – 5% від маси тіла тварини (водогінну відстояну воду кімнатної температури вводили в шлунок за допомогою металевого зонда). Після об'ємної стимуляції щугів поміщали на 4 години в індивідуальні клітки, пристосовані до збору сечі. Контролем служили інтактні тварини, які перебували у таких самих умовах. 

Для визначення відповідних показників у плазмі крові тварин виводили з досліду шляхом декапітації під легкою ефірною анестезією, кров відбирали в охолоджені пробірки (як стабілізатор використовували гепарин), центрифугували впродовж 20 хв при 3000 об/хв [36, 67]. У плазмі крові та сечі визначали креатинін за реакцією Яффе, у сечі – за методикою Фоліна, концентрацію білка у сечі – фотоколориметрично за реакцією із сульфосаліциловою кислотою [13]. Визначення рН сечі здійснювали на мікробіоаналізаторі «Redelkys» (Угорщина), концентрацію титрованих кислот і аміаку в сечі – титриметрично [99].

У подальшому ці показники використовували для розрахунку функціональних параметрів нирок: клубочкової фільтрації (КФ), канальцевої реабсорбції та екскреції. Показники функціонального стану нирок стандартизували відносно маси тіла тварин (на 100 г маси), а швидкість клубочкової фільтрації (ШКФ) – на 100 мкл КФ.

Розраховували ШКФ і канальцеву реабсорбцію води за допомогою кліренсу ендогенного креатиніну, одного з продуктів азотистого обміну, який виводиться нирками шляхом клубочкової фільтрації та, майже, не піддається реабсорбції чи секреції. Його величину визначали за формулою (2.5): 
Ccr = Ucr•V/Pcr  ,                                                                        (2.5)

де:  Ucr – концентрація креатиніну в сечі; 

Рсг – концентрація креатиніну в плазмі крові; 



V – величина діурезу за певний проміжок часу [13, 97].

Враховуючи те, що в експериментальних дослідженнях величину кліренсу ендогенного креатиніну співвідносять з величиною ШКФ: KF = Ucr/Pcr x V (мкл/хв), ми використовували величину кліренсу ендогенного креатиніну для розрахунку і відносної величини реабсорбції води в канальцях (2.6): 

RH20 (%) = (KF −  V)/ KF • 100%,                                      (2.6)

де:  V – величина діурезу; 




KF – клубочкова фільтрація; 

Ucr/Pcr – ендогенний креатинін [13, 97].
Відомо, що реабсорбція іонів натрію є найбільш енергоємним і значним за об'ємом процесом, а тому для більш досконалого визначення цього показника в дослідженнях було використано два варіанти визначення очищення плазми від іонів натрію (формула 2.7): 

CNa = UNa /PNa • V (мл/2 год),


                            (2.7)
де:  V – величина діурезу; 

UNa – концентрація іонів натрію в сечі; 

      PNa – концентрація іонів натрію в плазмі крові та кліренс безнатрієвої води [13].

За допомогою першої формули ми умовно охарактеризували об'єм безбілкової частини рідини, рівної за концентрацією іонів натрію плазмі крові, що екскретувався нирками. Ця частина рідини характеризує участь нирок у волюморегуляції. 

Розрахунки були проведені за допомогою визначення кліренсу безнатрієвої води, потім з'ясовували участь нирок у підтримці ефективного осмотичного тиску плазми, а при максимальному водному діурезі цей показник характеризує реабсорбцію іонів натрію у дистальних канальцях (формула 2.8): 

CNaH20 = (UNa −  PNa) • V/PNa (мл/2 год), 



(2.8)
де : V – величина діурезу; 

CNaH20 – кліренс безнатрієвої води; 

UNa – концентрація іонів натрію у сечі; 

PNa – концентрація іонів натрію у плазмі крові [13]. 

Функція нирок характеризується і реабсорбцією іонів натрію, що відбувається по довжині нефрона у ниркових проксимальних і дистальних канальцях. Для цього використовують формули для розрахунку окремо як проксимальної, так і дистальної реабсорбції цього електроліту. Для розрахунку проксимальної реабсорбції іонів натрію використовували формулу (2.9): 

TpNa+ = PNa • KF – PNa • V (ммоль/2 год), 




(2.9)
де:  PNa – концентрація іонів натрію у плазмі крові; 

KF – швидкість клубочкової фільтрації; 
V – об’єм діурезу [13, 98].

Для розрахування дистальної реабсорбції іонів натрію використовували формулу (2.10): 

TdNa+ = PNa • V – UNa • V (мкмоль/2 год),




(2.10)
де:  PNa – концентрація іонів натрію у плазмі крові; 

V – об’єм діурезу; 





UNa – концентрація іонів натрію у сечі.

У роботі використана експериментальна модель гострої ниркової недостатності за методом G. Greven, яку викликали шляхом одноразового внутрішньом'язового введення щурам 50% водного розчину гліцерину в дозі 0,8 мл на 100 г маси тіла щура з подальшим проведенням експериментів через 3, 7 і 14 діб. Контролем для цієї групи були інтактні щури [32, 69].

Дослідження проведені на 30 статевозрілих щурах лінії Вістар масою 180-220 г. У роботі щури були розподілені на 3 однакових групи: 1– група порівняння (водогінна вода); 2 – дослідна група (бенфурам уводили щодня внутрішлунково в дозі 30 мг/кг); 3 – дослідна група (гідрохлортіазид уводили щодня внутрішньошлунково в дозі 25 мг/кг). У день дослідів щурів без попереднього питного навантаження поміщали на добу в індивідуальні клітки з вільним доступом до їжі і води. Спонтанно збирали сечу, визначаючи її об'єм, екскрецію креатиніну й електролітів. Показники реєстрували до початку дослідів, на 3-ю, 7-у і на 14-у добу проведення експерименту. 

Вивчення впливу бенфураму на морфологію серця і нирок щурів було проведено на 40 статевозрілих самцях білих щурів лінії Вістар з початковою масою тіла 180-200 г за класичною методикою. Органи (серце і нирки) фіксували 10% розчином нейтрального формаліну, заливали у парафін. Мікротомні зрізи забарвлювали гематоксиліном та еозином [59, 80]. Світлооптичне дослідження мікропрепаратів проводили під мікроскопом «Leica DM 1000 LED».

Нефропротекторну дію бенфураму вивчали на моделях нефропатій. Дослідження проведені на 40 білих нелінійних щурах різної статі масою тіла 180-210 г. Для цього використані дві експериментальні моделі ниркової недостатності: гостра ниркова недостатність (ГНН) і нефропатія малих змін [32, 82]. 

За результатами досліджень дозозалежної активності бенфураму за методом Б. М. Штабського [35] вирахувана ЕД50 для бенфураму, що становила 30 мг/кг.

ГНН викликали одноразовим підшкірним уведенням щурам 2,5% розчину хромату калію одноразово в дозі 0,07 мл/100 г. Бенфурам уводили в дозі 30 мг/кг за три доби до ГНН (профілактично) і з лікувальною метою в першу добу на тлі ГНН. 

Модель експериментальної нефропатії малих змін створювали внутрішньом’язовим уведенням протипухлинного антибіотика антрациклінового ряду доксорубіцину («Харлем», Нідерланди) раз на тиждень, 4 рази впродовж 28 діб у дозі 5 мг/кг [32]. В аналогічному режимі тваринам щоденно (28 діб) внутрішньом’язово вводили бенфурам. Контролем були інтактні щури, яким за аналогічних умов уводили у шлунок воду для ін'єкцій [32]. 

Для підтвердження токсичного впливу доксорубіцину на організм тварин, зокрема наявності нефропатології, крім вивчення функції нирок, проводили гістологічне дослідження. Для цього матеріал (шматочки печінки, серця і нирок) після евтаназії тварин фіксували протягом 48 годин у 10% розчині нейтрального формаліну, після чого сушили у висхідній батареї спиртів і заливали парафіном при температурі 64°С. На санному мікротомі готували серійні гістологічні зрізи товщиною 5 мкм. Після депарафінізації зрізи забарвлювали гематоксиліном та еозином [59, 394]. Світлооптичне дослідження мікропрепаратів проводили під мікроскопом «Leica DM 1000 LED». 

Для гістологічного дослідження були взяті нирки і серця щурів таких експериментальних груп: інтактні тварини, 10 щурів.
I серія дослідів:

Модель хроматокалієвої нефропатії викликали шляхом одноразового підшкірного введення 2,5% розчину хромату калію в дозі 0,07 мл/100 г і через 7 днів повторно, 10 щурів:
− тварини, яким на тлі патології внутрішньошлунково вводили бенфурам у дозі: 30 мг/кг протягом 6 днів 1 раз на добу і 3 дні профілактично, 10 щурів;
− тварини, яким на тлі патології вводили препарат порівняння гідрохлортіазид за схемою: 25 мг/кг протягом 6 днів 1 раз на добу, 10 щурів. 

II серія дослідів:

Модель доксорубіцинової нефропатії малих змін створювали введенням доксорубіцину в дозі 5 мг/кг маси тіла 1 раз на тиждень протягом 28 діб внутрішньом’язово, в аналогічному режимі вводили бенфурам у дозі 30 мг/кг кожного дня, 10 щурів, препарат порівняння гідрохлортіазид − у дозі  25 мг/кг, 10 тварин.
III серія дослідів:

Модель катехоламінового некрозу міокарда викликали  4-кратним підшкірним уведенням 4,5% розчину ізадрину в дозі 60 мг/кг протягом 4 днів – контрольна патологія; 10 щурів:
−  тварини, яким на тлі катехоламінового некрозу вводили бенфурам у дозі    30 мг/кг протягом 4 днів за 1 годину до введення ізадрину, 10 щурів; 

−  тварини, яким на тлі катехоламінового некрозу уводили корвітин у дозі  50 мг/кг протягом 4 днів за 1 годину до введення ізадрину; 10 щурів.

IV серія дослідів:

Модель доксорубіцинової кадіонефропатії викликали  у тварин після внутрішньочеревного одноразового введення доксорубіцину в дозі 20 мг/кг у концентрациії 2 мг/мл; 10 щурів:
− тварини, яким на фоні доксорубіцинової патології вводили бенфурам у дозі 30 мг/кг протягом 3 днів до і 10 днів після введення доксорубіцину; 10 щурів;

–  тварини, яким на фоні доксорубіцинової патології вводили внутрішньошлунково корвітин у дозі 50 мг/кг протягом 3 днів до і 10 днів після введення доксорубіцину, 10 щурів.

Відповідно до положень Європейської конвенції із захисту прав хребетних тварин, використовуваних для досліджень та інших наукових цілей [14], щурів з експерименту виводили шляхом щадної декапітації. Органи відпрепаровували, зважували, потім проводили перерахунок абсолютної маси і визначали коефіцієнти маси внутрішніх органів. Ділянки для гістологічного дослідження нирки вилучали через обидва шари (кірковий і мозковий), а ниркову балію − на рівні воріт. Поперечні зрізи серця робили на рівні середньої третини шлуночків. Матеріал фіксували в 10% розчині нейтрального формаліну, проводили по спиртах вихідної концентрації, заливали в целоїдин-парафін. Зрізи органів товщиною 5-7 мкм забарвлювали гематоксиліном та еозином [59, 81]. 

Світлооптичне дослідження мікропрепаратів проводили під мікроскопом «Leica DM 1000 LED». Отримані цифрові дані обробляли з використанням непараметричних методів (критерій Kruskal-Wallis і тест Mann-Whitney).

З метою об'єктивізації даних при дослідженні нирок проводили такі морфометричні вимірювання: діаметру ниркових тілець, судинних клубочків; підраховували кількість мезангіальних клітин у клубочках. Окрім цього, проводили напівкількісну оцінку показників, що відображають стан ниркових тілець, канальцевого апарату й інтерстицію. Оцінювали ступінь ураження ниркових тілець, нефротелію канальців, наявність змін та їх інтенсивність в інтерстиції. Результати оцінювали у балах: 0 балів − відсутність змін; 0,5 балів − слабкі зміни (порушена структура до 5% канальців або клубочків); 1 бал − помірні зміни (змінено до 20% клубочків або канальців у мікропрепараті, мікрозміни в стромі); 2 бали − середні зміни (порушено до 30-35% канальців або клубочків, дрібноосередкові зміни в стромі); 3 бали − виражені зміни (порушено до 50-90% клубочків або канальцевого апарату, осередкові зміни в стромі).

З метою об’єктивізації отриманих даних проводили оцінку ступеня некротичного ураження міокарда. Результати оцінювали в балах: 0 балів − відсутність некрозів; 1 бал − від 1 до 2 дрібних осередків; 2 бали − від 2 до 4 дрібних або середньої величини ізольованих осередків; 3 бали − дрібні і середньої величини осередки, що не злилися між собою; 4 бали − осередки, що злилися, але велика частина зрізу нормальна; 5 балів − поширені осередки некрозу, невеликі ділянки міокарда збереглися непошкодженими.

Вплив бенфураму на АТ проводили в дослідах на  30 кролях масою           2,2-3,2 кг під тіопентал-натрієвим (50 мг/кг) наркозом. Реєстрували АТ у сонній артерії за допомогою ртутного манометра Людвіга за загальноприйнятою методикою. Одночасно за допомогою самописа капсули Марея реєстрували частоту й амплітуду дихальних екскурсій на рухомій стрічці кімографа [98].

Гіпотензивну дію бенфураму вивчали також і на моделі  індометацинової гіпертензії, яку досліджували на фоні зміни функціонального стану нирок при сольовому навантаженні [66]. Експерименти проведені на нелінійних щурах-самцях масою 190-210 г. Артеріальну гіпертензію у щурів викликали протягом  6 тижнів. Кожного дня щурі одержували замість питної води 1 % розчин натрію хлориду та  внутрішньошлункове введення індометацину в дозі 2 мг/кг.  САТ вимірювали у хвостовій артерії на приладі BE RECORDER (Італія). Для кожної тварини реєстрацію САТ проводили 2 рази протягом  доби. 

Через 6 тижнів у 80 % щурів  спостерігали АТ у межах 180-200 мм рт. ст. (достовірне підвищення рівня САТ). Щури з розвиненою гіпертензією були розподілені на 3 групи. Тварини 1 групи служили контролем; тварини 2 групи одержували бенфурам у дозі 30 мг/кг; щурам 3 групи вводили внутрішньошлунково еуфілін у дозі 20 мг/кг. Тривалість уведення бенфураму склала 20 днів. Під час лікування реєстрацію САТ у щурів проводили на  5, 10 і 20  добу. 

Вплив бенфураму на метаболічні процеси в організмі при експериментальній гіпертензії було досліджено на 30 статевозрілих кролях обох статей масою 2,8-3,2 кг, яких розділили на 3 групи: 1 (контрольна) − оперовані тварини без лікування; 2− тварини з модельованою пітуїтриновою гіпертензією (ПГ), викликаною щоденним внутрішньовенним уведенням пітуїтрину (0,5 Од/кг) протягом 14 днів [2]; 3− тварини, яким увводили бенфурам на фоні стійкої пітуїтринової гіпертензії (ПГ). Контроль АТ проводили прижиттєво манжетковим способом із попереднім виведенням зовнішньої сонної артерії в шкірний клапоть за Коротковим. Біохімічні показники визначали на тлі вираженої гіпертензії (20-й день після відміни пітуїтрину, 2 група) і при нормалізації АТ після 20-денного внутрішньом'язового введення бенфураму в дозі 30 мг/кг (ЕД50). 

У тварин забирали кров, виділяли органи, тканини гомогенізували (всі операції проводили на холоді при температурі від 0 до +4°С) і в без'ядерному екстракті визначали активність ферментів: фруктозо-1,6-дифосфатальдолази − методом В. І. Товарницького і Е. Н. Волуйської в модифікації В. А. Ананьєва і       В.Р. Обухової [36]; лактатдегідрогенази − методом спектрофотометрії; креатинфосфокінази − з використанням набору реактивів «Хемапол» (Чехія); транскетолази, аспартат- і аланінамінотрансфераз − за Райтманом і Френкелем з використанням біохімічного аналізатора «HUMA-LYZER 3000»  (Виробник «Human Gesellscha fur Biochemica und Diagnostica mbH Max-Planck-Ring 21. D-65205. Wiesbaden», Німеччина). Паралельно досліджували концентрацію холестерину за реакцією Лібермана-Бурхарда з екстракцією його з тканин сумішшю Блюра [64]; фосфоліпідів сироватки − за вмістом у них фосфору (набір реактивів для визначення неорганічного фосфору «Хемапол», Чехія); β-ліпопротеїдів − турбідиметричним методом за Бурштейном і Самаєм [36]; загального білка – за Лоурі [67]; кальцію (набір реактивів «Хемапол», Чехія), натрію і калію − методом полум'яної фотометрії. 

Вплив бенфураму на ліпідний обмін при гіперхолестеринемії [363] досліджено на 40 білих щурах лінії Вістар масою 170-200 г. Експерименти були проведені на 4 групах щурів: 1 – інтактні; 2 – із експериментальною гіперхолестеринемією; 3 – із експериментальною гіперхолестеринемією, на фоні якої щоденно вводили бенфурам (внутрішньошлунково в дозі 30 мг/кг о 9 годині ранку); 4 – із експериментальною гіперхолестеринемією, на фоні якої щоденно вводили нікотинову кислоту в дозі 300 мг/кг як порівняльний гіполіпідемічний засіб.  

Експериментальну гіперхолестерінемію моделювали додаванням до харчового раціону холестерину (4%), 6-метилурацилу (12%), соняшникової олії (25%) впродовж 14 днів [67]. Для отримання крові тварин декапітували під ефірним наркозом. Кров збирали у гепаринізовані пробірки, відстоювали протягом 10 хв і центрифугували при 3000 об/хв протягом 10 хв. Вміст загальних ліпідів (ЗЛ) у сироватці крові щурів визначали методом, що базується на кольоровій реакції продуктів розпаду ненасичених ліпідів із сульфофосфованіліновим реактивом: триацилгліцеролу (нейтральних жирів) − колориметричним методом [36]; загального холестерину (ЗХС) − за методом Ілька; холестерину ЛПВЩ − методом, заснованим на осадженні β-ліпопротеїдів гепарином у присутності іонів магнію в сироватці крові. Рівень холестерину ЛПДНЩ розраховували як ТГ/2,2 ммоль/л. Вміст холестерину ЛПНЩ розраховували за формулою:  ЛПНЩ = ЗХС−ЛПВЩ − ТГ/2,2, а коефіцієнт атерогеності Ка за формулою: 
Ка = ЗХС− ЛПВЩ : ЛПДВЩ [67]. 

Вивчення пошкоджувальної дії бенфураму на слизову оболонку шлунка та дванадцятипалої кишки вивчали на білих щурах масою 170-190 г за методом E. Marazzi-Uberti [285]. Евтаназію тварин та огляд слизової оболонки шлунка і дванадцятипалої кишки проводили через 24 години після введення бенфураму.

Виразковий індекс (ВІ) обчислювали за формулою (2.11):
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Пошкодження шлунка і кишечника оцінювали у балах: 0  балів − відсутність пошкодження; 1 бал − від 1 до 3 невеликих виразок; 2 бали − більше 3 невеликих виразок; 3 бали − виразка значних розмірів і декілька невеликих виразок; 4 бали − декілька великих виразок; 5 балів − проривна виразка. Крім того, симптоми, що вказують на незначні трофічні порушення в його слизовій оболонці, оцінювали в 0,5 бала. 

У період експерименту тварини знаходилися у віварії при t 19–24(С, вологості не більше 50%, природному світловому режимі «день−ніч», у пластикових клітках, на стандартному харчовому раціоні. Робота з тваринами проводилася відповідно до Міжнародних вимог про гуманне відношення до тварин, з дотриманням вимог Директиви 86/609/ЄЕС із питань захисту тварин.

Нормальність розподілу оцінювали за критерієм (W) Shapiro-Wilk. Дані наведені у вигляді середнього арифметичного та стандартної похибки репрезентативності середнього значення. Вірогідність різниці між середніми значеннями визначали за критерієм Стьюдента при нормальному розподіленні. У разі розподілення, що відрізнялося від нормального, або при аналізі порядкових змінних використовували критерій U. Mann-Whitney. Для порівняння незалежних змінних у більш ніж двох вибірках виконували дисперсійний аналіз (ANOVA) при нормальному розподіленні або за  критерієм Kruskal-Wallis для розподілення, що відрізнялося від нормального. Результати дослідження оброблені із застосуванням статистичних пакетів програм «STATISTICA 6.0». Статистично значущими вважали відмінності при рівні значущості не менше 0,05.
РОЗДІЛ 3
ОПТИМІЗАЦІЯ  ПРОВЕДЕННЯ ПЕРВИННОГО 

ФАРМАКОЛОГІЧНОГО СКРИНІНГУ  N-С8-ЗАМІЩЕНИХ 

І КОНДЕНСОВАНИХ ПОХІДНИХ КСАНТИНУ
Накопичений досвід медичної хімії і фармакології свідчить про відсутність абсолютної специфічності дії відомих лікарських речовин. Фармакологічні речовини здатні викликати різні фармакологічні ефекти, частина яких використовується для лікування певної патології, а інші − є причиною побічної і токсичної дії. Повний набір фармакологічних ефектів, які може виявити речовина в умовах експерименту, є спектром біологічної активності цієї речовини [97].

Хемогеноміка використовує методи встановлення закономірностей на основі комп'ютерного аналізу інформації, що міститься в хімічних і біологічних базах даних [43]. З метою оптимізації проведення фармакологічного скринінгу на лабораторних тваринах  було здійснено комп'ютерний прогноз біологічної активності за програмою PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) [51]. Комп'ютерне прогнозування біологічної активності здійснено за програмою PASS на основі аналізу взаємозв'язку «структура − активність» для великої вибірки відомих біологічно активних речовин (БАВ). Основні компоненти системи, що прогнозує, крім навчальної вибірки це: біологічна активність, опис хімічної структури, математичний метод аналізу залежності «структура − активність» і прогнозу біологічної активності для нових речовин [91].

Для підвищення ефективності комп'ютерного прогнозу необхідні регулярне поповнення і корекція інформації, що міститься в навчальній вибірці. Найбільш сучасна версія програми (β-версія PASS 2008 р.) містить 200126 БАВ у навчальній вибірці і прогнозує приблизно 4000 найменувань біологічної активності із середньою точністю близько 94% [90].

Результат прогнозу спектра біологічної активності представлений у PASS у вигляді упорядкованого списку назв відповідних активностей і вірогідності Ра «бути активним» і Pi «бути неактивним» для прогнозованої сполуки [91].

У теперішній час у розвинених країнах світу пошук нових фармакологічних речовин базується переважно на скринінгу in vitro величезних масивів хімічних речовин по відношенню до спектра видів біологічної активності. За наявності достатньо багатої колекції різноманітних хімічних сполук країни СНД мають украй обмежені можливості для їх експериментального тестування, що вимагає ретельного відбору потенційно перспективних речовин вже на ранніх стадіях дослідження. Такий відбір може бути здійснений на основі комп'ютерного прогнозу спектра біологічної активності хімічних сполук [91] 

Основа для комп’ютерного прогнозу пов'язана з твердженням, що біологічна активність речовини є функцією її хімічної структури. На основі математичного підходу до комп'ютерного прогнозування фізіологічної активності синтезованих речовин і моделювання зв'язку «хімічна структура − активність» створена комп'ютерна система PASS, яка дозволяє проводити цілеспрямований пошук нових сполук і сприяє розшифруванню механізму їх дії, а також створює передумови для розроблення основних принципів синтезу ефективних фармакологічних речовин. Фізико-хімічні властивості органічних сполук насамперед визначаються структурою молекули. При цьому великий вплив на розподіл електронної щільності в молекулі чинять замісники. Цей вплив зазвичай не є однорідним, він передається декількома механізмами залежно від властивостей самого замісника, а також від типу реакційного центра. Молекули біологічно активної речовини зазнають в організмі низку фізико-хімічних і хімічних перетворень: розчинення, сорбція, розподіл, скріплення, хімічна реакція, виділення. Будь-який із цих етапів або їх поєднання може визначати спрямованість фармакологічної дії речовини або бути провідною стадією сумарного ефекту, що визначається як біологічна активність. У медичній хімії, аналізуючи хімічну будову сполук з відомою біологічною активністю, виділяють фрагменти, відповідальні за прояв фармакологічних ефектів, і далі синтезують молекули активніших і менш токсичних аналогів [118].

Прогнозування біологічної активності великого масиву вперше синтезованих хімічних сполук нами проведено за допомогою Java аплету сайту прогнозу спектра біологічної активності Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS) http://www. pharmaexpert.ru / PASSOnline / predict. php. Сучасна версія PASS прогнозує 783 види біологічної активності за структурною формулою хімічної речовини з використанням опису хімічної структури і математичного алгоритму встановлення залежності «структура – активність», включаючи основні й побічні фармакологічні ефекти, механізми дії, мутагенність, канцерогенність, тератогенність і ембріотоксичність [91].
Хімічні структури досліджуваних 860 уперше синтезованих органічних речовин у ряду N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних були відправлені на офіційний сайт (http://195.178.207.233/PASSNEV/predst.php)   прогнозу спектра біологічних активностей у вигляді оригінальних багаторівневих атомних орбіталей (MNA) дескрипторів (Mulilevel Neighobourhoods of Atoms), з яких було відібрано 135 сполук, що впливають на функціональні і метаболічні процеси нирок та серцево-судиної системи, для проведення скринінгу з дослідження фармакологічної активності. 
Попередній комп’ютерний прогноз спектра біологічної активності дозволив знизити непродуктивні витрати часу і матеріалів на експериментальне вивчення малоактивних речовин [90. 312]. 
Результати комп’ютерного прогнозу були видані у вигляді списку видів біологічної активності з розрахунковими оцінками вірогідності наявності (Ра) і (Pi) відсутності кожного виду активності, які мають значення від 0 до 1. Ця вірогідність розраховується при вибірках активних і неактивних сполук, а їх сума не дорівнює одиниці. Ра і Pi інтерпретуються як оцінки ступеня належності речовини до класів активних і неактивних сполук. Чим більше для конкретної активності величина Ра і чим менше величина Pi, тим вище шанс виявити таку активність в експерименті [91]. 

Похідні ксантинів беруть участь у регуляції багатьох процесів, які перебігають в організмі. Різноманітність видів фармакологічної дії похідних метилксантинів і їх висока реакційна здатність зумовлюють актуальність проведення цілеспрямованого синтезу нових органічних гетероциклічних структур. У зв'язку з цим перспективними є синтез і проведення фармакологічного скринінгу нових уперше синтезованих  речовин і на їх основі створення препаратів.

Об’єктом дослідження були 860 уперше синтезованих сполук в ряду N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних на кафедрі біологічної хімії і лабораторної діагностики Запорізького державного медичного університету під керівництвом доктора фармацевтичних наук, професора М. І. Романенка. 

Структура синтезованих сполук підтверджена за допомогою сучасних фізико-хімічних методів елементного аналізу, УФ-, ІК-, ПМР- і мас-спектрометрії, зустрічним синтезом, а чистота синтезованих речовин контролювалася методом тонкошарової хроматографії. Ці речовини є білими кристалічними порошками, без запаху, з гірким смаком, не розчинні у воді, легко розчинні у диметилфомаміді та диметилсульфоксиді, практично не розчинні в спирті, ефірі, хлороформі, льодяній оцтовій кислоті. 

Результати комп'ютерного прогнозу фармакологічної активності вважали позитивними, якщо прогнозована вірогідність її наявності активності у речовини Ра була К > 0,5. Результати комп’ютерного прогнозу приведені у таблиці 3.1. 

Таблиця 3.1

Аналіз імовірних видів фармакологічної активності

N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних

	Ймовірні види активності, шифри сполуки
	Коефіцієнт

Ра
	Коефіцієнт

Рі

	1
	2
	3

	Аналептик: (-6236, (-6574, (-3427, (-3428, (-3947,

(-3948, (-5847, (-5856, (-5857, (-7434, (-7435, 

(-7437, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444 
	0,547-0,891
	0,003-0,161

	Анксіолітична: (-4832, (-3842, (-3952, (-4238, 
(-6236, (-6237, (-6491, (-6492, (-6503,  (-6520, 
(-6540, (-3825,  (-4237, (-6369
	0,252-0,358
	0,051-0,091

	Антиконвульсивна: (-4832, (-3842, (-4238, (-6236, 

(-6237, (-6560, (-7992, (-7993, (-7994, (-7995, 

(-7997, (-7998, (-7999, (-6503, (-3825
	0,308-0,496
	0,112-0,193

	Антипаркінсонічна: (-4835, (-4853, (-6622, 

(-4237А, (-4249А, (-4250, (-5132, (-6574, (-6575, (-3427, (-3428, (-3947, (-3960, (-7997, (-8090
	0,403-0,545
	0,009-0,060

	Антагоніст аденозин A1 -рецепторів: (-6622, 

(-4250,  (-3947, (-3960, (-4705, (-4706, (-4707, 

(-5847, (-5856, (-5857, (-5868, (-5492, (-4237, 

(-4249Б, (-6369
	0,194-0,293
	0,007-0,038

	Антагоніст аденозинових рецепторів: (-4250, 

(-5132, (-3947, (-3960, (-6491, (-6492, (-6538, 

(-6539, (-3825, (-4237, (-4249Б, (-6369, (-6713, 
	0,328-0,522
	0,006-0,012

	Антагоніст аденозин A2 -рецепторів: (-4250, 

(-3947, (-3960, (-6491, (-6492, (-6538, (-6539, 

(-6540, (-4237, (-4249Б, (-6369, (-6728
	0,265-0,403
	0,007-0,010

	Антагоніст α- адренорецепторів: (-4832,

 (-3952, (-4238, (-4543, (-3961, (-4530, (-4704, 

(-5871, (-7992, (-7993, (-7997, (-7998, (-7999, 

(-8090, (-6540
	0,080-0,209
	0,029-0,060

	Антагоніст аденозин A2а - рецепторів: (-3947, 

(-4250, (-3960, (-5856, (-5857,  (-5868, (-4853, 

(-5132, (-4705, (-4707, (-4237, (-4249Б
	0,158-0,359
	0,005-0,022

	Антагоніст аденозин A2b -рецепторів:  (-4853, 

(-6622, (-5132, (-3428, (-3947, (-3960, (-4705, (-4707, (-5856, (-5868, (-8090, (-6491, (-6492, 

(-6503, (-6504, (-6505, (-6520, (-6538, (-6539, 

(-6540, (-3825, (-4237, (-4249Б, (-6369, (-6713, 

(-6728, (-7963, (-7964, (-7966, (-7967
	0,146-0,418
	0,003-0,010


Продовж. табл. 3.1
	1
	2
	3

	Антагоніст інтерлейкіну-5: (-6622, (-6562, (-3947, 

(-3948, (-3960, (-4704, (-4705, (-4706, (-4707, 

(-8090, (-7887, (-7935, (-7937, (-7938, (-7939, 

(-7940, (-7943, (-7944, (-7945, (-6491, (-6538, 

(-6540, (-6369, (-6387
	0,100-0,136
	0,018-0,045

	Антагоніст інтерлейкіну-8: (-4853, (-5132, (-3427, 

(-3428, (-3947, (-3948, (-3960, (-4705, (-4706, 

(-4707, (-7839, (-7840, (-7841, (-7842, (-7843, 

(-7845, (-7846, (-8055, (-8057, (-7999
	0,142-0,238
	0,008-0,026

	Антагоніст гістаміну: (-3842, (-3952, (-6236,  

(-6237, (-3427, (-3428, (-3947, (-3961, (-4530, 

(-4704, (-4705, (-4706, (-5871, (-4249Б
	0,110-0,270
	0,016-0,075

	Антагоніст Н1 -гістамінових рецепторів: (-3842, 

(-3952, (-4543, (-6236, (-6237, (-3427, (-4530, 

(-4704, (-4706, (-5871, (-4237, (-4249Б
	0,085-0,212
	0,016-0,060

	Антиалергічна: (-4706, (-7444, (-7843, (-8057, 

(-7887, (-7939, (-7945, (-7967, (-7968
	0,302-0,727
	0,007-0,094

	Антигістамінна: (-3428, (-3952, (-6236, (-6237,

 (-3427, (-3428, (-3947, (-4530, (-4704, (-4705, 

(-4706, (-4707, (-5871, (-7434, (-7435
	0,172-0,343
	0,012-0,112

	Антидепресант: (-4832, (-4238, (-4543, (-6236, 

(-6237, (-4530, (-4704, (-5863, (-5871
	0,218-0,263
	0,097-0,508

	Антидіабетична: (-4835,  (-5132, (-3960, (-4530, 

(-4704, (-4705, (-4706, (-4707, (-5847, (-5871, 

(-7434, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7993, 

(-7940, (-6728
	0,246-0,365
	0,054-0,063

	Антидіабетична (тип 1): (-3842, (-3952, (-6236, 

(-6237, (-6560, (-4704, (-4706, (-5847, (-7440, 

(-7441, (-7443, (-7444, (-8107, (-7993, (-8090
	0,141-0,219
	0,010-0,045

	Антидіабетична (тип 2): (-4530, (-4704, (-5871, 

(-5964, (-5968, (-8090
	0,094-0,186
	0,065-0,021

	Антигіпертензивна: (-4250, (-5847, (-5964, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443
	0,273-0,350
	0,058-0,094

	Антиішемічна, церебральна: (-4832, (-4835, 

(-4853, (-6622, (-3842, (-3952,  (-4237А, (-4238,

(-4249А, (-4543, (-6236, (-6237, (-6574, (-6575, 

(-6560, (-3427, (-3428, (-3947, (-4530, (-4704, 

(-4705, (-4707, (-5847, (-5871, (-7434, (-7435, 

(-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7994, 

(-8090, (-7940
	0,565-0,937
	0,004-0,085


Продовж. табл. 3.1
	1
	2
	3

	Аритмія: (-4832, (-4853, (-4238, 

(-3947, (-7434, (-7435, (-7443, (-7997, (-7999, 

(-8090, (-7998
	0,575-0,742
	0,027-0,141

	Блокатори натрієвих каналів: (-4832, (-4835, 

(-6622, (-3842, (-3952, (-4237А,  (-4232, (-4249А, (-4543, (-6575, (-6560
	0,150-0,251
	0,052-0,084

	Бронходилататорна: (-4835, (-4853, (-3842,          (-5132, (-4704, (-4706, (-5847, (-7939
	0,140-0,237
	0,048-0,097

	Вазодилататорна: (-6236, (-6237, (-3428, (-3947, 

(-4704, (-4707, (-5847, (-5871, (-7434, (-7435, 

(-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7992, 

(-7993, (-7994, (-7995, (-7997, (-7998, (-8090
	0,412-0,685
	0,009-0,212

	Вазодилататорна, коронарна: (-3428, (-3947, 

(-4705, (-5847, (-5871, (-7434, (-7435, (-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7940
	0,413-0,664
	0,010-0,112

	Гіпотермічна: (-4832, (-3952, (-4238, (-5863, 

(-5964, (-5968, (-7440, (-7443, (-8107, (-7992, 

(-7993, (-7994, (-7995, (-7996, (-7998, (-7999, 

(-8023, (-8024, (-8025, (-8026, (-8027, (-8028, 

(-8029, (-8051, (-8054, (-8056,  (-8090
	0,401-0,750
	0,009-0,219

	Гіперхолестеримічна: (-3952, (-4238, (-6237, 

(-6560, (-6562, (-5857, (-5863
	0,303-0,527
	0,100-0,239

	Діуретична: (-4250, (-6237, (-5583, (-4704, (-5847, (-5856, (-5857, (-5869, (-5871, (-7434, (-7435, 

(-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7992, 

(-6492, (-6504, (-6520, (-4237, (-4249Б, (-6387, 

(-6713, (-6728, (-7964, (-7965, (-7966, (-7967
	0,413-0,815
	0,003-0,112

	Дихальний аналептик: (-6236, (-6237, (-6574, 

(-3427, (-3428, (-3947, (-3948, (-4706, (-5847, 

(-5856, (-5857, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, 

(-7440, (-7443
	0,403-0,853
	0,005-0,062

	Збудлива: (-4835, (-6622, (-3952, (-4249А, (-6236, 

(-3427, (-3428, (-3947, (-4705, (-5847, (-5857, 

(-5871, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, (-7440, 

(-7441, (-7443, (-7444, (-7846, (-7992, (-7994, 

(-7993, (-7995, (-7997, (-7998, (-7999, (-8090, 

(-7939, (-7940 
	0,513-0,878
	0,008-0,238

	Імуномодулятор: (-8107, (-7841, (-7845, (-7940, 

(-4237А, (-3428, (-3947, (-3960, (-4705, (-7440,

 (-7443, (-8104, (-8106, (-7934, (-7843, (-7844, 

(-8055, (-7887, (-7946, (-6506, (-4249Б
	0,501-0,724
	0,003-0,025


Продовж. табл. 3.1
	1
	2
	3

	Імуностимулятор: (-3947, (-3948, (-4237А, 

(-4249А, (-4705, (-4707, (-6622, (-7440, (-7443, 

(-7841, (-7843, (-7844, (-7845, (-7846, (-7939, 

(-7940, (-8055, (-8057 
	0,452-0,765
	0,010-0,072

	Інгібітор цAMP фосфодіестерази: (-3952, (-4237А,

 (-4543, (-6236, (-6237, (-3427, (-3428, (-3947, 

(-3948,  (-4530, (-4704, (-4705, (-4707, (-5847, 

(-5871, (-5964, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, 

(-7440, (-7443, (-7992, (-7993, (-7997, (-7998, 

(-7999, (-8083, (-8032, (-8050,  (-8051, (-8090, 

(-4237, (-6728
	0,607-0,875
	0,013-0,058

	Інгібітор фосфодіестерази: (-4832, (-3842, (-3952,  (-4238, (-4543, (-5132, (-6236, (-6237, (-6560, 

(-6562, (-3960, (-4530, (-4706, (-5847, (-8033, 

(-8090, (-7939, (-7945, (-6539, (-4237, (-7968 
	0,150-0,403
	0,004-0,038

	Лікування нейрогенного болю: (-4832, (-6622, 

(-3842, (-3952, (-4249А, (-4237А, (-4238, (-4543, (-5132, (-6574, (-6575, (-6560, (-6562, (-3427, 

(-3428, (-3947, (-3948, (-3960, (-3961, (-4530,

 (-4704, (-4705, (-4706, (-4707, (-5871, (-7435, 

(-7992, (-7994, (-7995, (-7997, (-7998, (-7999
	0,306-0,508
	0,008-0,056

	Протизапальна: (-4832, (-6622, (-3842, (-3952, 

(-4237А, (-4238, (-4249, (-6560, (-3947, (-3960, 
(-3961, (-4704, (-4705,  (-4706, (-4707, (-7839, 
(-7841, (-7842, (-7843, (-7844, (-7992, (-7993, 
(-7994, (-7997, (-7998, (-7999, (-8023, (-8024, 
(-8026, (-8027, (-8028, (-8029, (-8030, (-8031, 
(-8032, (-8050, (-8051, (-8054, (-8090, (-7887, 
(-7936, (-7937, (-7938, (-7939, (-7940, (-7943, 
(-7944, (-7945, (-6504, (-3825, (-4237, (-6369 
	0,404-0,571
	0,018-0,230

	Міорелаксантна: (-3952, (-3428, (-4704, (-5847, 

(-5871, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, (-7440, 

(-7441, (-7997,  (-7999, (-8026, (-8028, (-8029
	0,450-0,782
	0,021-0,169

	Ноотропна: (-4832, (-4853, (-6622, (-3842, (-3952, 

(-4237А, (-4238, (-4249А, (-4543, (-6236, (-6237, 

(-6560, (-6562, (-4530, (-5871, (-7992, (-7993, 

(-7994, (-7995, (-7997, (-7998, (-7999, (-8024, 

(-8026, (-8027, (-8028, (-8029, (-8030, (-8031, 

(-8032, (-8051, (-8054, (-8090, (-4249Б
	0,504-0,782
	0,022-0,306


Продовж. табл. 3.1
	1
	2
	3


	Периферичний вазодилататор: (-6236, (-6237, 

(-4530, (-5847, (-5871, (-5964, (-7434, (-7435, 

(-7440, (-7437, (-7441, (-7443, (-7444, (-7992, 

(-7993, (-8090, (-7966, (-7967, (-7968
	0,600-0,836
	0,004-0,222

	Психотична: (-4853, (-6622, (-3842, (-3952, 

(-4237А, (-4249А, (-6236, (-6237, (-6574, 

(-6560, (-3427, (-3428, (-3947, (-3948, (-4704, 

(-4705, (-4707, (-5847, (-5856, (-5857, (-5865,

 (-5868, (-7434, (-7435, (-7440, (-7441, (-7443, 

(-7444, (-8107, (-7998, (-7999, (-8090, (-3825, 

(-4237, (-6387, (-6728
	0,503-0,680
	0,019-0,261

	Протиастматична:  (-5132, (-6237, (-3960, (-4706, 

(-5847, (-7441, (-7444, (-7843, (-8057, (-7887, 

(-7939, (-7940, (-7945, (-4237, (-7969, (-7968
	0,339-0,779
	0,070-0,186

	Противірусна ((-3948): (-4237А, (-4249А, 

(-3948, (-8090, (-6622, (-3842, (-6560, (-6562, (-3947, (-4705, (-4706, (-4707, (-7940, (-7992, (-7993, (-7997, (-7998,  (-6369, (-6387, (-6713
	0,250-0,359
	0,053-0,161

	Протипухлинна: (-4835, (-3842, (-3952, (-4237А, 

(-4249А, (-4543, (-6575, (-6560, (-3427, (-3947, 

(-3948, (-3960, (-4530, (-4704, (-4705, (-4706, 

(-3947, (-7435, (-7434, (-7937, (-7939, (-3825
	0,200-0,269
	0,041-0,090

	Спазмолітична, папавериноподібна: (-4835, 
(-6236, (-6574, (-3427, (-3428, (-3947, (-3948,  
(-3960, (-3961, (-4530, (-4704, (-4705, (-4706, 
(-4707, (-5856, (-5857, (-5868, (-7434, (-7435,
 (-7444, (-7846, (-7939, (-7943
	0,340-0,696
	0,004-0,041

	Стимулятор аналгезії: (-6237, (-5847, (-5856, 

(-5857, (-5863, (-5868, (-5869, (-5871, (-5964, 

(-5968, (-7434, (-7435, (-7440, (-7441, (-7443,

 (-7444, (-7939, (-4237, (-4249Б, (-6387, (-6728
	0,231-0,389
	0,005-0,126

	Шлункова антисекреторна:  (-4835, (-4853, 

(-6622, (-4237А, (-4249А, (-5132, (-6575, (-7932, (-7839, (-7840, (-7842, (-7843, (-8055
	0,161-0,266
	0,025-0,128


Аналіз результатів комп’ютерного прогнозу показав, що досліджувані N-С8-заміщені ксантину і його конденсовані похідні можуть виявити широкий спектр біологічної активності Ра < 0,7 і здебільшого Рі < 0,4, що свідчить про широкі прогностичні можливості прояву фармакологічної активності при відсутності близьких хімічних аналогів. Різноманітний прояв імовірних видів фармакологічної активності свідчить про значну можливість виникнення небажаних побічних ефектів в організмі людини.

Результати комп’ютерного прогнозу показали, що N-С8-заміщені ксантину і його конденсовані похідні можуть викликати посилення сечовидільної функції нирок. Так для вперше синтезованих речовин (-4250,     (-6237, (-4704, (-5583, (-5847, (-5856, (-5857, (-5869, (-5871, (-7434, (-7437Ф,   (-7435, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444, (-7992, (-6492, (-6504, (-6520, (-4237,      (-4249Б, (-6387, (-6713, (-6728, (-7964, (-7965, (-7966, (-7967, (-7968 коефіцієнт наявності активності (Ра) знаходився в межах від 0,413 до 0,815 [98]. 

Наявність вираженого посилення сечовидільної функції нирок було спрогнозовано також для амонійних солей 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату. Найбільший коефіцієнт наявності діуретичної активності (Ра = 0,815) був спрогнозований для амонійної солі сполуки 127 – піролідиній 1,7-диметил-імідазо[1,2-f]ксантиніл-8-ацетату.

Уведення у 1-ше положення молекули 1,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-ацетату атома водню замість метильного (спол. (-6728) радикала приводить до зменшення коефіцієнта наявності діуретичної активності (Ра = 0,802). Заміна піролідинової амонійної солі (спол. (-6713) на морфолінову (спол. (-7963), піперидинову (спол. (-7964), β-гідроксіетиламонійну (спол.        (-7966),  N,N-ди(β-гідросіетил)амонійну (спол. (-7967), діетиламонійну (спол.  (-7968) приводить до ймовірної наявності сечогінної активності. Стимулювання сечовидільної функції нирок також пов’язане зі зниженням реабсорбції іонів натрію в канальцях нефронів нирок, що супроводжується зменшенням реабсорбції води та збільшенням виділення сечі. Більшість із цих речовин можуть бути застосовані як регулятори водно-електролітного балансу в організмі.

Аналіз результатів комп’ютерного прогнозу показав, що сполуки  (-4250, (-5132, (-3947, (-3960, (-6491 вірогідно є антагоністами АР і можуть виявити протизапальну (A2a і A3), кардіопротекторну (A1 і A3), церебропротективну (A1 і A3) й антиноцицептивну активність (A1) АР [97, 98, 195, 198]. Так, блокаду АР А1 виявили сполуки (-6622, (-4250,  (-3947, (-3960, (-4705, (-4706, (-4707,          (-5847 та ін., а антагонізм до АР A2 виявили сполуки (-4250, (-3947, (-3960,     (-6491, (-6492 та ін.

Для досліджуваних сполук також була спрогнозована периферична вазодилататорна активність (Ра = 0,413-0,664), що свідчить про доцільність використання цих речовин для розширення дистальних венул і аретеріол. Зменшення системного судинного опору (ССО) та венозного приливу крові до серця може сприяти зменшенню перед- і постнавантаження на міокард, покращувати функціональну діяльність серця, зменшувати потребу міокарда в кисні, знижувати артеріальний тиск, розширювати кровоносні судини м’язів, нирок. 

Для сполук (-5847, (-5964, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф, (-7440, (-7441, (-7443, (-7444 були спрогнозовані антигіпертензивна (Ра = 0,273-0,350), спазмолітична, папавериноподібна активність (Ра = 0,231-0,389) та антиішемічна, церебральна (Ра = 0,565-0,937) відповідно. Для заміщених і конденсованих метилксантинів спрогнозована бронхорозширювальна активність (Ра = 0,140-0,237).

Для синтезованих речовин  (-4832, (-3952, (-4238, (-4543, (-3961, (-4530, (-4704, (-5871, (-7992, (-7993, (-7997, (-7998, (-7999, (-8090, (-6540 була спрогнозована інгібіторна активність по відношенню до α-адренорецепторів, Ра знаходилась у межах від 0,080 до 0,209, а також збуджувальна активність на судинний і дихальний центри продовгуватого мозку (Ра = 0,513-0,878). Для більшості сполук (-4832, (-6622, (-3842, (-3952, (-4249А, (-4237А, (-4238,         (-4543, (-5132,  (-6574, (-6575, (-6560, (-6562, (-3427, (-3428, (-3947, (-3948,     (-3960, (-3961, (-4530, (-4704, (-4705, (-4706, (-4707, (-5871, (-7435, (-7992,      (-7994, (-7995, (-7997, (-7998, (-7999 спрогнозована доцільність їх використання для лікування нейрогенного болю (Ра = 0,306-0,508).

Досліджувані сполуки (-4853, (-6622, (-3842, (-3952, (-4237А, (-4249А,    (-6236, (-6237, (-6574, (-6560, (-3427, (-3428, (-3947, (-3948, (-4704, (-4705,      (-4707, (-5847, (-5856, (-5857, (-5865, (-5868, (-7434, (-7435, (-7440, (-7441,      (-7443, (-7444, (-8107, (-7998, (-7999, (-8090, (-4237, (-6387, (-6728, ймовірно (Ра = 0,503-0,680), можуть виявити психостимулювальний вплив на функцію кори головного мозку й активувати психічну та фізичну діяльність організму людини, скоротити час рефлекторних реакцій на подразнення аферентних рецепторів, виявити анксіолітичну активність (Ра = 0,252-0,358), викликати прискорення та збільшення дихальних екскурсій (Ра = 0,403-0,853), розширити бронхи і виявити бронхолітичний ефект (Ра = 0,140-0,237).

Згідно з результатами комп’ютерного прогнозу більшість N-С8-заміщених ксантину виявила антагонізм до інтерлейкіну-8 (Ра = 0,142-0,238), що свідчить про активацію макрофагів і процесу біосинтезу ними цитокінів — ІЛ-1, ФНО, ІЛ-6, що приводить до метаболізму арахідонової кислоти і свідчить про наявність протизапальної та аналгетичної активності у цих речовин.

Більшість N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних гальмують активність  фосфодіестерази (Ра = 0,150-0,403), що приводить до накопичення цАМФ і цГМФ. Для досліджуваних речовин була спрогнозована антигістамінна активність (Ра = 0,172-0,343), що можуть бути  використані як протиалергічні засоби (Ра = 0,302-0,727) при різних патологічних станах і алергічних захворюваннях.

Наявність протипухлинної активності з коефіцієнтом (Ра = 0,340-0,696) була спрогнозована для  сполук (-4835, (-3842, (-3952, (-4237А, (-4249А,          (-4543, (-6575, (-6560, (-3427, (-3947, (-3948, (-3960, (-4530, (-4704, (-4705,      (-4706, (-3947, (-7435, (-7434, (-7937, (-7939, (-3825, що можуть виявити антиметаболічну дію і бути використані для лікування онкологічних захворювань.

Застосування PASS дозволяє вирішувати деякі завдання хемогеноміки, проте обов'язковою умовою для цього є наявність інформації про числові ліганди, які можуть скласти вибірку. У разі нових мішеней, для яких такого роду ліганди ще не відомі, спочатку має бути проведено їх пошук експериментальними методами.

Отже, враховуючи результати проведенного комп’ютерного прогнозу спектра біологічної активності в ряду N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних за допомогою комп’ютерної програми PASS, було відібрано 135 сполук для проведення фармакологічного скринінгу за такими видами фармакологічної активності: серцево-судинна, гіпотензивна,  нейротропна, антигіпоксична, діуретична, антиноцицептивна, антиексудативна, метаболічна.
Висновки до розділу 3
1. За результатами комп’ютерного прогнозування N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних виявлено, що спол. (-4250,. (-6713,      (-7963, (-7964, (-7966, (-7967, (-7968  мають найбільший коефіцієнт наявності діуретичної активності (Ра = 0,815).

2.  Для сполук (-4250, (-5847, (-5964, (-5968, (-7434, (-7435, (-7437Ф,       (-7440, (-7441, (-7443, (-7444 була спрогнозована антигіпертензивна (Ра = 0,273-0,350), спазмолітична, папавериноподібна активність (Ра = 0,231-0,389).

3. Для сполук (-4832, (-6622, (-3842, (-3952, (-4249А, (-4237А, (-4238,     (-4543, (-5132,  (-6574, (-6575, (-6560, (-6562, (-3427, (-3428, (-3947, (-3948,     (-3960, (-3961, (-4530, (-4704, (-4705, (-4706, (-4707, (-5871, (-7435, (-7992,      (-7994, (-7995, (-7997, (-7998, (-7999 спрогнозована доцільність їх використання для лікування нейрогенного болю (Ра = 0,306-0,508).

4. Наявність протипухлинної активності з коефіцієнтом (Ра = 0,340-0,696) була спрогнозована для сполук (-4835, (-3842, (-3952, (-4237А, (-4249А, (-4543, (-6575, (-6560, (-3427, (-3947, (-3948, (-3960, (-4530.

5. Для досліджуваних сполук також була спрогнозована периферична вазодилататорна активність (Ра = 0,413-0,664), що свідчить про доцільність використання цих речовин для розширення дистальних венул і аретеріол.
6. Похідні N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих систем є перспективною групою сполук для подальшого проведення синтезу та пошуку нових фармакологічно активних речовин з діуретичними та іншими властивостями з метою фармакологічної корекції кардіоренального синдрому.
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РОЗДІЛ 4

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИЙ ФАРМАКОЛОГІЧНИЙ СКРИНІНГ 

ФІЗІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ N-С8-ЗАМІЩЕНИХ І 

КОНДЕНСОВАНИХ ПОХІДНИХ КСАНТИНУ 
4.1. Первинна токсикологічна оцінка N-С8-заміщених і 

конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей
Пошук нових лікарських засобів, що покращують функціональну активність нирок і серцево-судинної системи при патологічних станах, є однією з актуальних проблем сучасної експериментальної фармакології. Стан ССС багато в чому визначається функцією нирок, оскільки стабілізація водно-сольового обміну сприяє адекватному наповненню судинної системи рідиною [24]. Поряд з цим від ССС залежить робота нирок, кровопостачання інших органів, що беруть участь у водно-сольовому гомеостазі. Нирки забезпечують виділення кінцевих продуктів азотистого обміну, екзогенних речовин і надлишку органічних речовин, усмоктаних у кишечнику або утворених у процесі метаболізму [23].

За результатами комп’ютерного прогнозу визначена доцільність проведення фармакологічного скринінгу оригінальних синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину за такими видами фармакологічної активності: діуретична, кардіотропна зокрема гіпотензивна, салуретична, депримувальна, психостимулювальна, антигіпоксична, антиноцицептивна, протизапальна, з метою вибору найбільш активних речовин.

Вивчення залежності гострої токсичності від хімічної структури синтезованних речовин у ряду N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей проведено на нелінійних білих мишах масою 18-23 г. При вивченні загальної дії та гострої токсичності одержана інформація про біологічну активність, а також відібрані малотоксичні й безпечні речовини для проведення поглиблених експериментальних досліджень. При вивченні загальнотоксичної дії сполук враховували зміну поведінки, соматичну збудливість, деякі вегетативні реакції, зміну рухової активності, положення тіла, ходи, стану шкірного покриву та характер сечовиділення. Кількість тварин, що вижили і загинули, реєстрували щодоби протягом 14 діб. Проведені дослідження показали, що ознаки токсичної дії виявлялися через 10- 30 хвилин після введення досліджуваних речовин у дозах від 100 до 3000 мг/кг. Сполуки 18, 37, 39, 51, 102 і 105 чинили  збуджувальну дію, що виражалася в посиленні рухової активності, появі тремору, фібрилярних тремтінь м'язів, а безпосередньо перед настанням смерті розвинулися клонікотонічні судоми. Крім того, спостерігали підвищену чутливість до зовнішнього подразника (больового, звукового), настороженість, збережений рефлекс задирання голови при дотику до вусів. Зазначалося також почастішання дихання, збліднення шкіри на відкритих ділянках (хвіст, вуха). Рогівка очей залишалася прозорою і вологою, зіниці звичайного діаметра, рогівковий рефлекс збережений. Збуджувальну дію виявляли сполуки 3, 7, 17, 19, 35, 55, 58, 64, 120 і 124 у діапазоні доз 100-300 мг/кг. Після внутрішньочеревного введення цих сполук через 8-15 хвилин спостерігалося різке збудження мишей з порушенням координації рухів. У деяких тварин шерсть скуйовджувалась, втрачала свій блиск. На тлі вираженого підвищення загального тонусу м'язів розвивалися фібриляції, клонічні судоми м'язів кінцівок. У деяких тварин хвіст був піднятий догори, що свідчило про порушення рефлекторної функції соматичних спінальних мотонейронів. Потім, через 20-40 хв, збудження змінювалося пригніченням функціонального стану. Тварини були малорухливими і впадали в дрімоту. Через 1-2 години у них розвинулася м’язова гіпотонія, і тварини гинули від зупинки дихання та припинення серцевої діяльності. В дослідах спостерігали залежність фармакологічної активності від хімічної структури досліджуваних органічних речовин.

У результаті проведених досліджень після введення синтезованих сполук не виявлено достовірних змін маси тіла протягом 14 днів спостереження.

Досліджені сполуки 5, 10, 27, 38, 76, 94, 97 і 104 мають іншу характеристику центральної дії. Після їх уведення у дозі 500-2000 мг/кг рухова активність тварин знижувалася, з'являлася задуха, температура тіла знижувалася в середньому на 1-2°С, шкіра на відкритих ділянках ставала синюшною, зменшувалися рогівкові рефлекси та швидкість реагування на зовнішні подразники. Це свідчило про наявність седативного ефекту в спектрі фармакологічної дії цих речовин. 

Менш виражену заспокійливу дію виявили сполуки 6, 25 і 38. При їх уведенні спостерігалося зниження рухової активності, у деяких мишей була ослаблена реакція на голосовий і больовий подразники. Потім миші займали положення «лежачи на боці», судоми змінювалися окремими посмикуваннями кінцівок. Загибель реєструвалася у різні періоди часу (від 15 хв до 48 год) після введення досліджуваних сполук. Однак більша частина тварин загинула в перші 2-6 годин після їх уведення. 

Крім зміни функціонального стану ЦНС, спостерігали посилення діурезу, яке найбільш помітно при введенні сполук 3, 12, 24, 39, 66, 118 і 128.

Тварин, які загинули, препарували і проводили патоморфологічні дослідження, звертаючи при цьому увагу на кровонаповнення та масу внутрішніх органів і стан шлунково–кишкового тракту. 

Проведені дослідження не виявили достовірних змін маси серця, нирок і селезінки після одноразового введення синтезованих сполук у ряду N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей.

4.2. Хімічна стуктура і гостра токсичність N-С8-заміщених і 

конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей

Фармакологічна реакція організму на дію різних синтетичних та природного походження речовин залежить від хімічної структури, а також зумовлена їхньою взаємодією з різними ферментними системами мікросомального та немікросомального характеру. У зв'язку з цим нами були проведені дослідження з вивчення залежності гострої токсичності нових N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей          (спол. 1-135) від хімічної структури та фізико-хімічних властивостей.

Гостра токсичність синтезованих похідних 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10) і 7-бензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 11-14) знаходиться в інтервалі від 167,5 до 930 мг/кг (табл. 4.1). Найбільш токсичною (ЛД50 = 167,5 мг/кг) була сполука 10 – 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-іл)теофілін, яка має (4′-бензилпіперидиніл-1′-ільний) радикал у 8-му положенні молекули 7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну. Заміна в молекулі 7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну 4′-бензилпіперидинільного радикала (спол. 10) на 4′-метилпіперидиніл-1′-ільний (спол. 7), 3′-метилпіпе-ридиніл-1-ільний (спол. 8), 4′-етилпіперазин-1′-ільний (спол. 1), 4′-β-гідроксіет-илпіперазин-1′-ільний (спол. 2), N-піролідиновий (спол. 6), (фурил-2)метиламі-новий (спол. 3) приводить до зменшення гострої токсичності. 

ЛД50 була в діапазоні 275-870 мг/кг (табл. 4.1). Заміна в 1-му положенні молекули 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну метильного радикала (спол. 1-10) на атом гідрогену (спол. 11-18) призводить до зростання гострої токсичності.

Уведення в 7-ме положення молекули 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених ксантину п-метилбензоїлметильного фрагмента (спол. 15-18) замість бензоїлметильного (спол. 1-14) і 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених ксантину п-метилбензоїлметильного призвело до синтезу більш токсичних речовин. ЛД50 сполук 15-18 заходилась у межах від 275 до 1300 мг/кг.

За класифікацією К. К. Сидорова [101] 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10), 7-бензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 11-14) і 7-п-метилбензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 15-18) можна віднести до малотоксичних органічних речовин (IV-V клас токсичності) при одноразовому внутрішньочеревному уведенні мишам.

Аналіз результатів дослідження гострої токсичності похідних 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) показав (табл. 4.2), що ЛД50 їх заходилось в межах 320-1100 мг/кг.

Найбільш токсичною виявилась сполука 20 – 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-(β-діетиламіно)-етиламіноксантин, ЛД50 якої дорівнює 320 мг/кг. 

Таблиця 4.1
Хімічна стуктура і гостра токсичність 7,8-ди- і 1,7,8-тризаміщених-3-метилксантину при внутішньочеревному введенні мишам

[image: image7.emf]N


N


N


N


R


1


O


O


C


H


3


R


R


2




N

N

N

N

R

1

O

O

CH

3

R

R

2

 (4.1)

	№

спо-луки
	Шифр
	R
	R1
	R2
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	1
	(-4238
	метил
	бензоїлметил
	4′-етилпіперазин-1′-іл
	455,0 ± 18,0

	2
	(-3952
	метил
	бензоїлметил
	4′-β-гідроксіетилпіперазин-1′-іл
	542,5 ± 21,9

	3
	(-4250
	метил
	бензоїлметил
	(фурил-2)метиламіно
	750,0 ± 30,2

	4
	(-4237 А
	метил
	бензоїлметил
	β-гідроксіетиламіно
	825,0 ± 18,6

	5
	(-4249 А
	метил
	бензоїлметил
	N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл)аміно-
	550,0 ± 33,6

	6
	(-3842
	метил
	бензоїлметил
	піролідино
	565,0 ± 16,0

	7
	(-6237
	метил
	бензоїлметил
	4′-метилпіперидиніл -1′
	205,0 ± 10,6

	8
	(-6236
	метил
	бензоїлметил
	3′-метилпіперидиніл -1
	282,5 ± 8,2

	9
	(-5132
	метил
	бензоїлметил
	(піридин-3-іл-) метиламіно
	930,0 ± 39,2

	10
	(-4543
	метил
	бензоїлметил
	(4′-бензилпіперидиніл-1′)
	167,5 ± 14,3

	11
	(-4832
	гідроген
	бензоїлметил
	(4′-етилпіперазин-1′-іл)
	520,0 ± 33,16

	12
	(-4853
	гідроген
	бензоїлметил
	(піридин-3-іл-) метиламіно
	490,0 ± 35,6

	13
	(-4835
	гідроген
	бензоїлметил
	N-(3′-метоксипропіл-1′-іл)
	630,0 ± 34,0

	14
	(-6622
	гідроген
	бензоїлметил
	N-бутиламіно
	870,0 ± 34,8

	15
	(-6574
	гідроген
	п-метилбензоїлметил
	N-(N′,N′-діетиламіноетил)аміно
	540,0 ± 35,6

	16
	(-6575
	гідроген
	п-метилбензоїлметил
	N-(3′-морфолінопропіл-1′) аміно
	610,0 ± 35,2

	17
	(-6560
	гідроген
	п-метоксибензоїлметил
	N-піролідино
	1150,0 ± 35,2

	18
	(-6562
	гідроген
	п-метоксибензоїлметил
	4′-метилпіперидиніл-1′
	775,0 ± 26,6


Таблиця 4.2 

Хімічна стуктура і гостра токсичність 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину при внутішньочеревному введенні мишам 
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 (4.2)
	№

сполуки
	Шифр
	R
	ЛД50, (M±m) мг/кг

	19
	(-3427
	(β-диметиламіно)етиламіно
	510,0 ± 33,5

	20
	(-3428
	(β-діетиламіно)етиламіно
	320,0 ± 32,3

	21
	(-3947
	пропіламіно
	352,0 ± 33,5

	22
	(-3948
	аліламіно
	340,0 ± 33,5

	23
	(-3960
	бензиламіно
	1090,0 ± 33,3

	24
	(-3961
	метил-N-бензиламіно
	562,0 ± 35,7

	25
	(-4530
	(4′-бензил)піперидино
	538,0 ± 31,4

	26
	(-4704
	піролідино
	980,0 ± 33,5

	27
	(-4705
	н-гексиламіно
	750,0 ± 28,8

	28
	(-4706
	циклогексиламіно
	510,0 ± 35,6

	29
	(-4707
	аміламіно
	1100,0 ± 23,4


Заміна у 8-му положенні молекули 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (β-діетиламіно) етиламінового (спол. 20) радикала на аліламіновий (спол. 22), пропіламіновий (спол. 21), (4′-бензил)піперидиновий (спол. 25), н-гексиламіновий (спол. 27), піролідиновий (спол. 26), бензиламіновий (спол. 23) фрагменти приводить до зменшення гострої токсичності досліджених речовин.
За класифікацією К. К. Сидорова [101] серед похідних 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) дев’ять сполук можна віднести до малотоксичних органічних речовин (ІV клас токсичності) і дві сполуки практично нетоксичних речовин ( V клас).

Гостра токсичність похідних 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) наведена в табл. 4.3. 

Таблиця 4.3

Хімічна стуктура і гостра токсичність 3-метил-7-β-гідрокси-(-
(4′-хлорофенокси)-пропіл-8-N-заміщених теофіліну при 
внутішньочеревному введенні мишам
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	№ сполуки
	Шифр
	R
	ЛД50, (M ± m) мг/кг

	30
	(-5847
	циклогексиламіно
	1095,0 ± 30,5

	31
	(-5856
	етиламіно
	1580,0 ± 34,6

	32
	(-5857
	пропіламіно
	1190,0 ± 32,5

	33
	(-5863
	(4′-феніл)піперазино
	1550,0 ± 35,6

	34
	(-5868
	β-феніламіно
	1180,0 ± 36,0

	35
	(-5869
	(4′-метил)піперидино
	685,0 ± 32,7


	36
	(-5871
	(4′-бензил)піперидино
	335,0 ± 32,5

	37
	(-5964
	метиловий ефір тіоацетату
	395,0 ± 36,5

	38
	(-5968
	хлорбензоїлметилтіо
	595,0 ± 32,3

	39
	(-7434
	β-диметиламіноетиламіно
	588,0 ± 35,8

	40
	(-7435
	β-діетиламіноетиламіно
	608,0 ± 34,4

	41
	(-7437Ф
	β-карбоксіетиламіно
	714,0 ± 33,1

	42
	(-7440
	(-карбоксипропіламіно
	652,0 ± 36,0

	43
	(-7441
	аміноаспараганова кислота 
	1130,0 ± 32,5

	44
	(-7443
	аміногексанова кислота
	448,0 ± 32,5

	45
	(-7444
	фенілаланін
	1510,0 ± 30,9


Одержані експериментальні дані свідчать, що ЛД50 досліджених сполук знаходиться в межах від 335 до 1550 мг/кг. Найменш токсичною в ряду 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну була сполука 31 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-етиламінотеофілін. Заміна у 8-му положенні молекули 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-N-заміщених теофіліну етиламінового радикала (спол. 31) на (4′-феніл)піперазиновий (спол. 33), фенілаланіновий (спол. 45) і пропіламіновий (спол. 35) призводить до підвищення токсичності досліджених речовин. 

За класифікацією К. К.Сидорова [101] у ряду 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) дев'ять сполук (35-42 і 44) можна віднести до малотоксичних речовин (ІV клас), а сім сполук (30-34, 43 і 45) є практично нетоксичними речовинами (V клас). ЛД50 амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 46-55) наведені в табл. 4.4.

Таблиця 4.4

 Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.4)

	№
спо-луки
	Шифр
	R
	R1
	Х
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	46
	(-7612
	гідроген
	гідроген
	морфоліній
	480,0 ± 32,5

	47
	(-7613
	гідроген
	гідроген 
	піперидиній
	450,0 ± 35,6

	48
	(-8104
	н-бутил
	метил 
	морфоліній
	420,0 ± 32,5

	49
	(-8105
	н-бутил
	метил
	піперазиній
	680,0 ± 30,7

	50
	(-8106
	н-бутил
	метил
	піперидиній
	375,0 ± 35,4

	51
	(-8107
	н-бутил
	метил
	β-гідроксіетиламоній
	985,0 ± 35,6

	52
	(-7931
	п-метилбензил
	метил
	піролідиній
	720,0 ± 41,1

	53
	(-7932
	п-метилбензил
	метил
	піперидиній
	770,0 ± 54,0

	54
	(-7933
	п-метилбензил
	метил
	морфоліній ПАТ
	810,0 ± 83,1

	55
	(-7934
	п-метилбензил
	метил
	β-гідроксіетиламоній
	715,0 ± 57,4


Найбільш токсичною була амонієва піперидинова сіль 1-н-бутилтеобромін-8-іл-тіоацетату (спол. 50) − ЛД50 = 375,0 мг/кг, яка має у 1-му положенні молекули теобромін-8-іл-оцтової кислоти н-бутильний, а у 7-му – метильний замісник. Найменш токсичною (ЛД50 = 985 мг/кг) була                      β-гідроксіетиламонієва сіль 1-н-бутилтеобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 51). 

Згідно з класифікацією К. К.Сидорова [101] десять речовин (спол. 46-55) можна віднести до малотоксичних органічних речовин (ІV клас). 

Гостра токсичність амонієвих солей 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіо-ацетату (табл. 4.5, спол. 56-65) була в межах від 610 до 2620 мг/кг.

Таблиця 4.5

Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей 3-метил-7-метоксі-етилксантиніл-8-тіоацетату при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.5)
	№

сполуки
	Шифр
	Х
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	56
	(-7839
	Піперединій
	920,0 ± 40,0

	57
	(-7840
	Морфоліній
	2460,0 ± 80,5

	58
	(-7841
	β-гідроксіетиламоній
	2540,0 ± 79,8

	59
	(-7842
	Піролідиній
	610,0 ± 36,7

	60
	(-7843
	N, N-ди(β-гідроксіетил)амонію
	960,0 ± 80,1

	61
	(-7844
	2-гідроксипропіламоній
	1270,0 ± 40,1

	62
	(-7845
	3-ізопропоксипропіламоній
	1050,0 ± 79,8

	63
	(-7846
	Піперазиній
	2620,0 ± 74,3

	64
	(-8055
	Імідазолій
	1295,0 ± 35,8

	65
	(-8057
	Діетиламоній
	1160,0 ± 35,4


Найбільш токсичною (ЛД50 = 610 мг/кг) була піролідинова сіль 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат (спол. 59). Заміна амонієвої піролідинової солі (спол. 59) на піперидинову (спол. 56), N,N-ди(β-гідроксіетил)амонієву (спол. 60), ізопропоксипропіламонієву (спол. 62), β-гідроксипропіламонієву (спол. 58) і морфолінову (спол. 57) солі сприяє зниженню гострої токсичності. 

За класифікацією К. К.Сидорова [101] серед амонієвих солей піперидинію 1-н-бутилтеобромін-8-іл-тіоацетату (спол. 46-55) сім сполук відносять до V класу практично нетоксичних речовин і три – до ІV класу малотоксичних речовин. 

Гостра токсичність при внутішньочеревному введенні амонієвих солей N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію знаходилась в інтервалі 330-930 мг/кг (табл. 4.6). 

Таблиця 4.6

Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей N-(3-метил-7-ацетил-метилксантиніл-8-)піперазинію при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.6)
	№
сполуки
	Шифр
	Х
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	66
	(-7992
	Оксалат
	379,0 ± 47,5

	67
	(-7993
	Сукцинат
	330,0 ± 31,8

	68
	(-7994
	L-аспартат
	815,0 ± 55,5

	69
	(-7995
	L-глутамат
	350,0 ± 26,5

	70
	(-7996
	Цитрат
	670,0 ± 40,8

	71
	(-7997
	Аміноацетат
	810,0 ± 35,6

	72
	(-7998
	L-α-амінопропіонат
	420,0 ± 32,3

	73
	(-7999
	β-амінопропіонат
	720,0 ± 72,8

	74
	(-8335
	Оротат
	560,0 ± 35,6

	75
	(-8336
	Бензоат
	850,0 ± 37,3

	76
	(-8337
	4-амінобутаноат
	930,0 ± 31,6

	77
	(-8338
	Саліцилати
	480,0 ± 32,5

	78
	(-8339
	Нікотин ат
	380,0 ± 31,6

	79
	(-8343
	2-аміно-3-гідроксипропіонат
	590,0 ± 32,5


Найбільш токсичною (ЛД50 = 330 мг/кг) була амонієва сукцинатна сіль   N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 67). Заміна сукцинатної амонієвої солі (спол. 67) на L-глутаматну (спол. 69), оксалатну (спол. 66), L-α-амінопропіонатну (спол. 72), цитратну (спол. 70), β-амінопропіонатну (спол. 73) і аміноацетатну (спол. 71) у молекулі N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-) піперазинію приводить до зменшення гострої токсичності. 
За класифікацією К. К. Сидорова [101] серед похідних амонієвих солей N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 66-79) усі чотирнадцять сполук можна віднести до малотоксичних органічних речовин IV класу токсичності при внутішньочеревному введенні нелінійним мишам.

Результати дослідження гострої токсичності амонієвих солей 7,8-дизаміщених 3-метилксантину (спол. 80-89) наведені в табл. 4.7. Встановлено, що ЛД50 досліджених речовин знаходиться в інтервалі 375-870 мг/кг. Найбільш токсичною була сполука 87 – малат(3-метил-7-β-гідроксиметилксантиніл-8)піперазинію (спол. 87) – ЛД50 = 375 мг/кг. Заміна малатної амонієвої солі (спол. 87) на оксалатну (спол. 83), α-аміноацетатну (спол. 80), аспартатну (спол. 81), цитратну (спол. 84) 3-амінопропаноатну (спол. 86) та L-2-амінопропаноатну (спол. 85) солі приводить до зменшення гострої токсичності. Серед амонієвих солей 7,8-дизаміщених 3-метилксантину найменш токсичною 870 мг/кг була сполука 85 – амонійна сіль 2-амінопропаноат (3-метил-7-β-гідроксіетилксантиніл-8)піперазинію. Заміщення у 7-му положенні молекули 3-метил-7-β-гідроксиметилксантиніл-8)-піперазинію -гідроксіетильного (спол. 83) фрагмента на бутильний радикал (спол. 88) приводить до зменшення гострої токсичності (480 мг/кг).

За класифікацією К. К. Сидорова [101] усі амонієві солі N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-) піперазинію (спол. 80-89) можна віднести до малотоксичних речовин IV класу гострої токсичності.

Таблица 4.7

Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей 7,8-дизаміщених 3-метилксантину при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.7)
	№

сполуки 
	Шифр 
	R
	R1
	Х
	ЛД50 

(М ± m), мг/кг

	80
	γ-7763
	-гідроксіетил
	піперазиній
	α-аміноацетат
	530,0 ± 35,8

	81
	γ-7764
	-гідроксіетил
	піперазиній
	аспартат
	645,0 ± 32,9

	82
	γ-7765
	-гідроксіетил
	піперазиній
	глутамат
	605,0 ± 32,5

	83
	γ- 7767
	-гідроксіетил
	піперазиній
	оксалат
	450,0 ± 35,6

	84
	(-8340
	-гідроксіетил
	піперазиній
	цитрат
	690,0 ± 33,1

	85
	(-8341
	-гідроксіетил
	піперазиній
	L-2-амінопропаноат
	870,0 ± 32,9

	86
	(-8342
	-гідроксіетил
	піперазиній
	3-амінопропаноат
	830,0 ± 33,5

	87
	(-8344
	-гідроксіетил
	піперазиній
	малат
	375,0 ± 32,9

	88
	(-8090
	бутил
	піперазиній
	оксалат
	480,5 ± 35,8

	89
	(-8000
	ацетилметил
	N′-бензилпіперазиній
	оксалат
	570,0 ± 31,8


Гостра токсичність амонієвих солей 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 90-100) знаходиться в межах від 615 до 2360 мг/кг (табл. 4.8.) 

Таблиця 4.8

Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей 3-метил-7-β-метоксі-етилксантиніл-8-аміноацетату при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.8)
	№

сполуки
	Шифр
	Х
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	90
	(-7887
	N,N-ди(β-гідроксіетил)амонію
	1680,0 ± 35,8

	91
	(-7935
	β-гідроксіетиламонію
	2310,0 ± 82,2

	92
	(-7936
	β-гідроксипропіламонію
	2220,0 ± 72,0

	93
	(-7937
	Морфо ліній
	2360,0 ± 80,4

	94
	(-7938
	Піперидиній
	615,0 ± 36,4

	95
	(-7939
	Піролідиній
	1790,0 ± 53,1

	96
	(-7940
	Дигідроксіетиламоній
	1125,0 ± 93,7

	97
	(-7943
	N-етилпіперазиній
	780,0 ± 55,7

	98
	(-7944
	N-метилпіперазиній
	1540,0 ± 88,8

	99
	(-7945
	Діетиламоній
	1580,0 ± 75,0

	100
	(-7946
	і-пропоксипропіламоній
	1340,0 ± 79,4


Найбільш токсичною (ЛД50 = 615 мг/ кг) є піперидинова сіль 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-амінооцтової кислоти (спол. 94). Заміна піперидинової солі 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8)-амінооцтової кислоти (спол. 94) на N-етилпіперазинову (спол. 97), дигідроксіетиламонієву (спол. 96), і-пропоксипропіламінову (спол. 100), N-метилпіперазинову (спол. 98) і діетиламонієву (спол. 99), піролідинову (спол. 95), β-гідроксипропіламонієву (спол. 92), β-гідроксіетиламонійну (спол. 90) та морфолінову (спол. 93) солі в молекулі N-(3-метил-7-β-мет-оксіетилксантиніл-8-амінооцтової кислоти приводить до зменшення токсичності. Найменш токсичною (ЛД50 = 2360 мг/кг) серед амонієвих солей 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату була сполука 93 – морфолінію N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8)-аміноетаноат (табл. 4.8).

За класифікацією токсичності К. К. Сидорова [101] в ряду амонієвих солей 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-)амінооцтової кислоти (спол. 90-100) дві сполуки (94 і 97) належать до малотоксичних речовин (ІV клас), а дев’ять (90-93, 95, 96, 98-100) є практично нетоксичними речовинами (V клас).

Результати дослідження гострої токсичності 1,2-заміщенних-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол.101-115) наведені в табл. 4.9. Аналіз одержаних експериментальних даних показує, що гостра токсичність цих речовин знаходилася в інтервалі 435-1250 мг/кг. Найбільш токсичним (ЛД50 = 435 мг/кг) виявився 1-н-бутил-2-п-метоксифеніл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол. 109).

Гостра токсичність 1,2-заміщених-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину, що містять у 2-му положенні  п-метоксифенільний радикал (спол. 107-110) (ЛД50) знаходилася в діапазоні 435-865 мг/кг. При заміні у 2-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину п-метоксифенільного (спол. 107-110) радикала на п-толільний (спол. 101-106) гостра токсичність (ЛД50) знаходилась у межах           515-905 мг/кг. 

Найменшу токсичність виявила сполука 106 – 1-етил-2-п-толіл-8-метил-імідазо[1,2-f]ксантин, її ЛД50 = 905 мг/кг. Заміна β-N,N-діетиламіноетильного (спол. 106) радикала на н-пропільний (спол. 101), 2′-гідроксипропільний-1′ (спол. 102), 3′-метоксипропільний-1′ (спол. 103), 3′-і-пропоксипропільний-1′ (спол. 104) замісники сприяє підвищенню гострої токсичності.

За впливом на рівень гострої токсичності досліджених речовин радикали, що знаходяться в 2-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину, можна розташувати у такій послідовності: β-N,N-діетиламіноетильний (спол. 105), 3′-і-пропоксипропільний-1′ (спол. 104), 3′-метоксипропільний-1′ (спол. 103), 2′-гідроксипропільний-1′ (спол. 102), н-пропільний (спол.101) і етильний (спол. 106). 

При заміщенні у 2-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину п-толільного радикала (спол. 101-106) на фенільний фрагмент (cпол. 111-115) гостра токсичність зменшувалася і знаходилась в інтервалі від 480 до 880 мг/кг.

Найбільш токсичною (ЛД50 = 480 мг/кг) була сполука 114 – 1-п-етилфеніл-2-фенілімідазо[1,2-f]теофілін. Заміщення в 1-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину п-етилфенільного радикала (спол.114) на                     (-гідроксипропільний (спол.115) фрагмент приводило до зменшення гострої токсичності. 

Найменш токсичними були амонієва сіль 1-β-гідроксіетил-2-феніл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол. 111), ЛД50 якої дорівнює 880 мг/кг, і 1,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-оцтова кислота, ЛД50 якої дорівнює 1250 мг/кг.

За класифікацією токсичності К. К. Сидорова [101] у ряду 7,8-ди- і 1,7,8-тризаміщених імідазо[1,2-f]ксантину (спол. 101-126) двадцять одна сполука (101-115, 119-123 і 125) належить до ІV класу малотоксичних речовин, а п’ять сполук (117-119, 124, 126) – до V класу токсичності.

Гостра токсичність амонієвих солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]-ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135) знаходиться в інтервалі 775-1850 мг/кг. Найбільш токсичною була 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноат піролідинію (спол. 131), ЛД50 = 775 мг/кг (табл. 4.10). 

Заміщення піролідинамонієвої солі (спол. 131) на диетиламонієву (спол. 134), піперидинову (спол. 130), морфолінійну (спол. 129) амонієві солі приводить до зменшення гострої токсичності цих речовин. 

За даними експериментальних досліджень, малотоксичною була сполука 129 – 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8)-бутаноат морфолінію, ЛД50 якої становить 1850 мг/кг.

Таблиця 4.9

Хімічна стуктура і гостра токсичність похідних 7,8-ди- і 1,7,8-тризаміщених імідазо[1,2-f]ксантину при внутішньочеревному введенні мишам
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 (4.9)
	№

сполуки
	Шифр
	R
	R1
	R2
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	101
	(-6492
	н-пропіл
	п-толіл
	гідроген
	830,0 ± 35,6

	102
	(-6504
	2′-гідроксипропіл-1′
	п-толіл
	гідроген
	770,0 ± 32,47

	103
	(-6505
	3′-метоксипропіл-1′
	п-толіл
	гідроген
	735,0 ± 16,79

	104
	(-6506
	3′-і-пропоксипропіл-1′
	п-толіл
	гідроген
	615,0 ± 16,2

	105
	(-6503
	β-N,N-діетиламіноетил
	п-толіл
	гідроген
	515,0 ± 16,27

	106
	(-6491
	етил
	п-толіл
	гідроген
	905,0 ± 18,77

	107
	(-6538
	етил
	п-метоксифеніл
	гідроген
	865,0 ± 15,74

	108
	(-6539
	н-пропіл
	п-метоксифеніл
	гідроген
	785,0 ± 16,77

	109
	(-6540
	н-бутил
	п-метоксифеніл
	гідроген
	615,0 ± 16,36


	110
	(-6520
	β-(N,N-диметиламіноетил)
	п-метоксіфеніл
	гідроген
	435,0 ± 35,6

	111
	(-6387
	β-гідроксіетил
	феніл
	гідроген
	880,0 ± 32,55

	112
	(-6369
	н-гексил
	феніл
	гідроген
	540,0 ± 33,58

	113
	(-4237 Б
	β-гідроксіетил
	феніл
	метил
	800,0 ± 37,54

	114
	(-3825
	п-етилфеніл
	феніл
	метил
	480,0 ± 31,86


Закінчення  табл. 4.9

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	115
	(-4249 Б
	(-гідроксипропіл
	феніл
	метил
	580,0 ± 35,22

	116
	(-6589
	оцтова кислота
	метил
	гідроген
	1250,0 ± 40,0

	117
	(-6605
	пропанова кислота
	метил
	гідроген
	1180,0 ± 32,3

	118
	(-6634
	3-гідроксипропанова кислота
	метил
	гідроген
	1130,0 ± 32,5

	119 
	(-6691
	3-фенілпропанова кислота
	метил
	гідроген
	895,0 ± 35,6

	120
	(-7366
	бутанова кислота
	метил
	гідроген
	780,0 ± 35,6

	121
	(-7367
	пентандіонова кислота
	метил
	гідроген
	660,0 ± 32,5

	122
	(-7507
	бутандіонова кислота
	метил
	гідроген
	585,0 ± 32,7

	123
	(-6692
	3-фенілпропанова кислота
	метил
	метил
	825,0 ± 35,6

	124
	(-6602
	пропанова кислота
	метил
	метил
	1050,0 ± 41,1

	125
	(-7961
	бутанова кислота
	метил
	метил
	720,0 ± 32,7

	126
	(-6601
	оцтова кислота
	метил
	метил
	1170,0 ± 32,5


Результати дослідження гострої токсичності амонієвих солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135) наведені в табл. 4.10).

Таблиця 4.10

Хімічна стуктура і гостра токсичність амонієвих солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату при внутішньочеревному 

введенні мишам
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 (4.10)
	№

спо-луки
	Шифр
	R
	R1
	Х
	ЛД50,

(M ± m) мг/кг

	127
	(-6713
	гідроген
	ацетат
	Піролідиній
	985,0 ± 35,2

	128
	(-6728
	метил
	ацетат
	піперидиній 
	1225,0 ± 35,6

	129
	(-7963
	метил
	бутаноат
	Морфо ліній
	1850,0 ± 35,3

	130
	(-7964
	метил
	бутаноат
	Піперидиній
	1350,0 ± 35,4

	131
	(-7965
	метил
	бутаноат
	Піролідиній
	775,0 ± 35,6

	132
	(-7966
	метил
	бутаноат
	β-гідроксіетиламоній
	950,0 ± 35,4

	133
	(-7967
	метил
	бутаноат
	N,N-ди(β-гідроксіетил)-амоній
	885,0 ± 32,5

	134
	(-7968
	метил
	бутаноат
	Діетиламоній
	1520,0 ± 32,5

	135 
	(-7131
	гідроген
	пропаноат
	N-β-гідроксіетил-бензиламоній
	830,0 ± 35,6


4.3. Дослідження нейротропної активності
N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину

Згідно з комп’ютерним прогнозом і даними літератури про вплив похідних ксантину на аденозинові рецептори та нервову систему доцільним було дослідження нейротропної активності N-С8-заміщених похідних ксантину та їх амонієвих солей за тестом взаємодії з барбітуратами.

Дослідження впливу синтезованих речовин на тривалість тіопентал-натрієвого сну проведено на білих щурах обох статей. Аналіз результатів показав (табл. 4.11), що серед похідних 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10) і 7-бензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 11-14) синергізм до снодійної дії барбітуратів виявили сполуки 1, 4-6, 9-14, які збільшували тривалість тіопентал-натрієвого сну від 91,4 до168,4 хв. Найбільш виражений синергізм до дії барбітуратів виявила сполука 10, яка в дозі 8,4 мг/кг у 2,18 рази збільшувала тривалість барбітурового сну (контроль) і на 40% (p < 0,05) перевищувала депримувальну дію референс-препарату аміназину (рис. 4.1).

Таблиця 4.11

Нейротропна активність N-С8-заміщених і 

конденсованих  похідних ксантину (n = 7)

	№

сполуки 


	Шифр
	Доза,

мг/кг
	Латентний

період


	Тривалість

сну, хв

(M ± m)
	Довірчий

інтервал

при р = 0,05

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	(-4238
	22,8
	4,12 ± 0,07
	115,3 ± 4,1*
	105,3 ÷ 125,3

	2
	(-3952
	27,2
	3,54 ± 0,18
	78,9 ± 3,2
	71,1 ÷ 86,7

	3
	(-4250
	35,5
	2,98 ± 0,27
	85,2 ± 3,4
	83,8 ÷ 93,5

	4
	(-4237 А
	41,3
	3,74 ± 0,23
	124,5 ± 4,2*
	114,2 ÷ 134,8

	5
	(-4249 А
	27,5
	3,16 ± 0,08
	135,8 ± 3,2*
	128,0 ÷ 143,6

	6
	(-3842
	28,3
	4,25 ± 0,24
	128,9 ± 3,1*
	121,3 ÷ 136,5

	7
	(-6237
	10,3
	3,21 ± 0,17
	68,9 ± 1,9
	64,2 ÷ 73,6

	8
	(-6236
	14,2
	4,6 ± 0,24
	76,8 ± 2,1
	71,7 ÷ 81,8

	9
	(-5132
	46,5
	3,8 ± 0,14
	91,4 ± 2,7*
	84,8 ÷ 98,0

	10
	(-4543
	8,4
	3,12 ± 0,09
	168,4 ± 4,2*
	 158,1÷ 178,7

	11
	(-4832
	22,8
	4,3 ± 0,12
	112,5 ± 4,1*
	102,8 ÷ 122,5

	12
	(-4853
	31,5
	3,9 ± 0,11
	106,8 ± 3,4*
	98,5 ÷ 115,1

	13
	(-4835
	24,5
	3,5 ± 0,22
	95,6 ± 2,1*
	90,5 ÷ 100,7

	14
	(-6622
	43,5
	3,2 ± 0,08
	98,7 ± 3,2*
	90,9 ÷ 116,5

	15
	(-6574
	27,0
	5,0 ± 0,32
	56,0 ± 1,6*
	52,1 ÷ 59,9

	16
	(-6575
	30,5
	6,0 ± 0,19
	71,0 ± 4,1
	61,0 ÷ 81,0

	17
	(-6560
	22,5
	4,2 ± 0,16
	58,0 ± 3,7*
	48,9 ÷ 67,1

	18
	(-6562
	13,3
	2,9 ± 0,18
	103,9 ± 4,2*
	93,6 ÷1 14,2

	Аміназин
	5,0
	2,7 ± 0,11
	137,6 ± 2,84
	130,6÷144,6

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	4,1 ± 0,18
	37,8 ± 2,84*
	30,8 ÷ 44,8

	Контроль 
	Тіопентал
	30,0
	4,3 ± 0,21
	77,1 ± 2,68
	70,5 ÷ 83,7

	19
	(-3427
	25,5
	3,84 ± 0,16
	64,8 ± 2,14
	59,6 ÷ 70,0

	20
	(-3428
	16,0
	4,11 ± 0,09
	67,8 ± 1,73
	63,6 ÷ 72,0

	21
	(-3947
	17,6
	4,24 ± 0,21
	78,5 ± 2,36
	72,7 ÷ 84,3

	22
	(-3948
	17,0
	3,87 ± 0,19
	81,5 ± 2,41
	75,6 ÷ 87,4

	23
	(-3960
	50,0
	5,41 ± 0,32
	94,8 ± 3,27*
	86,8÷ 102,8

	24
	(-3961
	28,1
	4,32 ± 0,23
	108,9±3,14*
	101,2÷116,6

	25
	(-4530
	26,9
	3,87 ± 0,17
	132,7±4,22*
	122,4÷143,0

	26
	(-4704
	50,0
	3,84 ± 0,08
	134,2±5,33*
	121,2÷147,2

	27
	(-4705
	37,5
	4,86 ± 0,24
	142,8±3,64*
	133,9÷151,7

	28
	(-4706
	26,8
	4,25 ± 0,23
	129,7±2,82*
	122,8÷136,6

	29
	(-4707
	50,0
	5,31 ± 0,27
	104,2±4,14*
	94,1 ÷ 114,3


Продовж. табл. 4.11
	Аміназин
	5,0
	2,8 ± 0,12
	138,6±2,92*
	131,4÷145,8

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	4,6 ± 0,16
	37,2 ±1,93*
	32,5 ÷ 41,9

	Контроль 
	Тіопентал
	30,0
	4,2 ± 0,31
	77,1 ±2,12
	71,2 ÷ 83,0

	30
	(-5847
	10,95
	4,21 ± 0,23
	116,8±4,10
	111,6÷122,0

	31
	(-5856
	15,5
	4,33 ± 0,27
	128,3±2,14*
	123,1÷132,5

	32
	(-5857
	11,9
	4,86 ± 0,31
	84,6 ± 2,43
	78,6 ÷ 90,6

	33
	(-5863
	11,6
	4,13 ± 0,24
	112,9±3,46*
	104,4÷121,4

	34
	(-5868
	8,4
	4,22 ± 0,29
	122,7±3,22*
	114,8÷130,6

	35
	(-5869
	6,85
	3,95 ± 0,12
	60,8 ± 2,14
	55,6 ÷ 66,0

	36
	(-5871
	3,35
	4,16 ± 0,23
	78,9 ±3,16
	71,2 ÷ 86,6

	37
	(-5964
	3,95
	5,13 ± 0,32
	67,9 ± 2,31
	62,2 ÷ 73,6

	38
	(-5968
	5,95
	3,84 ± 0,37
	138,9±3,14*
	131,2÷146,6

	39
	(-7434
	5,88
	4,62 ± 0,31
	66,4 ± 2,31
	60,7 ÷ 72,1

	40
	(-7435
	6,08
	4,06 ± 0,23
	118,9±3,11*
	111,3÷126,5

	41
	(-7437ф
	7,14
	3,94 ± 0,34
	109,8±3,14*
	102,1÷117,5

	42
	(-7440
	6,52
	4,26 ± 0,28
	129,8±4,16*
	119,6÷140,0

	43
	(-7441
	11,3
	4,32 ± 0,27
	134,6±3,67*
	125,6÷143,6

	44
	(-7443
	3,48
	4,38 ± 0,31
	132,8±4,11*
	122,8÷142,8

	45
	(-7444
	15,1
	4,12 ± 0,14
	124,3±3,47*
	115,8÷132,8

	Аміназин
	5,0
	3,24 ± 0,32
	140,9±2,14*
	135,7÷146,1

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	4,5 ± 0,28
	38,1 ± 2,53*
	31,9 ÷ 44,3

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,2 ± 0,19
	84,8 ± 2,90
	77,1 ÷9 1,9

	46
	(-7612
	24,0
	4,62 ± 0,19
	98,6 ± 3,12
	91,0 ÷ 106,2

	47
	(-7613
	22,5
	4,54 ± 0,17
	98,4 ± 2,54
	92,2 ÷104,6

	48
	(-8104
	8,4
	5,13 ± 0,12
	86,9 ± 5,14
	74,3 ÷ 99,5

	49
	(-8105
	13,6
	4,82 ± 0,28
	81,9 ± 4,15
	71,7 ÷ 92,1

	50
	(-8106
	7,5
	4,12 ± 0,41
	78,4 ± 3,82
	69,0 ÷ 87,8

	51
	(-8107
	19,7
	4,39 ± 0,24
	66,7 ± 2,31
	61,0 ÷ 72,4

	52
	(-7931
	14,4
	4,16 ± 0,36
	128,6±3,14*
	120,9÷136,3

	53
	(-7932
	15,4
	3,94 ± 0,37
	132,6±4,27*
	122,1÷143,1

	54
	(-7933
	16,2
	3,52 ± 0,21
	124,8±3,54*
	116,1÷133,5

	55
	(-7934
	14,3
	4,38 ± 0,29
	61,7 ± 2,16*
	56,4 ÷ 67,0

	Аміназин
	5,0
	3,27 ± 0,34
	139,4±2,17*
	134,1÷144,7

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	4,41 ± 0,28
	37,6 ± 2,62*
	31,2 ÷ 44,0

	Контроль 
	Тіопентал
	30,0
	4,23 ± 0,17
	84,2 ± 2,84
	77,2 ÷ 91,2

	56
	(-7839
	9,2
	3,73 ± 0,18
	148,1±4,15*
	137,9÷158,3

	57
	(-7840
	24,6
	4,86 ± 0,22
	99,6 ± 4,08*
	89,6 ÷ 109,6

	58
	(-7841
	25,4
	6,85 ± 0,27
	53,7 ± 2,86*
	46,7 ÷ 60,7

	59
	(-7842
	6,1
	3,84 ± 0,11
	115,7±4,01*
	105,9÷125,5

	60
	(-7843
	9,6
	3,27 ± 0,09
	104,6±2,43*
	98,6 ÷ 110,6


Продовж. табл. 4.11

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	61
	(-7844
	12,7
	3,12 ± 0,11
	109,0±3,76*
	99,8 ÷ 118,2

	62
	(-7845
	10,6
	4,21 ± 0,26
	112,9±4,91*
	100,9÷124,9

	63
	(-7846
	26,2
	3,26 ± 0,21
	129,0±3,42*
	120,6÷137,4

	64
	(-8055
	25,4
	5,15 ± 0,17
	55,4 ± 4,05*
	45,5 ÷ 65,3

	65
	(-8057
	21,2
	4,65 ± 0,23
	61,6 ± 4,43*
	50,8 ÷ 72,4

	Аміназин
	5,0
	4,04 ± 0,19
	136,7±3,77*
	127,5÷145,9

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,16 ± 0,28
	42,8 ± 3,59*
	34,0 ÷ 51,6

	Контроль 
	Тіопентал
	30,0
	4,45 ± 0,32
	76,5 ± 2,14
	71,3 ÷ 81,7

	66
	(-7992
	19,0
	4,24 ± 0,29
	120,8±3,18*
	113,0÷128,5

	67
	(-7993
	16,5
	4,43 ± 0,32
	134,8±4,14*
	124,7÷144,9

	68
	(-7994
	40,8
	4,11 ± 0,27
	130,6±2,84*
	123,6÷137,6

	69
	(-7995
	17,5
	4,52 ± 0,31
	118,9±2,81*
	112,0÷125,8

	70
	(-7996
	33,5
	3,84 ± 0,27
	121,7±3,16*
	114,0÷129,4

	71
	(-7997
	40,5
	3,87 ± 0,32
	108,9±2,87*
	101,9÷115,9

	72
	(-7998
	21,0
	4,31 ± 0,12
	128,7±3,24*
	120,8÷136,6

	73
	(-7999
	36,0
	4,12 ± 0,34
	114,5±4,12*
	104,5÷124,5

	74
	(-8335
	28,0
	3,21 ± 0,25
	112,7±3,46*
	104,2÷121,3

	75
	(-8336
	10,75
	4,19 ± 0,26
	124,8±4,15*
	114,6÷135,0


	76
	(-8337
	8,4
	4,26 ± 0,31
	140,7±3,84*
	131,3÷150,3

	77
	(-8338
	12,2
	3,98 ± 0,27
	135,9±4,22*
	125,6÷146,2

	78
	(-8339
	16,2
	4,28 ± 0,31
	118,6±3,24*
	109,6÷127,6

	79
	(-8343
	16,7
	3,84 ± 0,23
	112,5±4,21*
	102,2÷122,8

	Аміназин
	5,0
	4,13 ± 0,16
	132,7±3,82*
	123,3÷142,1

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,19 ± 0,27
	43,4±3,54*
	34,7 ÷ 52,1

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,41 ± 0,22
	75,9±2,12
	70,7 ÷ 81,6

	80
	γ-7763
	19,9
	3,43 ± 0,34
	132,5±2,38*
	127,7÷138,5

	81
	γ-7764
	18,7
	3,61 ± 0,27
	127,5±3,11*
	119,9÷135,1

	82
	γ-7765
	13,2
	3,56 ± 0,32
	130,2±3,24*
	122,3÷138,1

	83
	γ- 7767
	13,7
	4,14 ± 0,23
	118,6±4,17*
	108,4÷128,8

	84
	(-8340
	6,3
	3,96 ± 0,27
	134,6±4,18*
	124,4÷144,8

	85
	(-8341
	8,7
	3,48 ± 0,29
	124,6±3,14*
	116,9÷132,3

	86
	(-8342
	15,9
	4,22 ± 0,19
	120,8±3,16*
	113,1÷128,5

	87
	(-8344
	14,1
	5,11 ± 0,35
	127,9±3,27*
	119,9÷135,9

	88
	(-8090
	20,8
	4,28 ± 0,13
	116,7±3,34*
	108,5÷124,9

	89
	(-8000
	19,6
	3,74 ± 0,18
	125,7±2,69*
	119,1÷132,3

	Аміназин
	5,0
	4,11 ± 0,16
	136,9±3,84*
	127,5÷146,3

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,32 ± 0,25
	41,9±3,27*
	33,9 ÷ 49,9

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,36 ± 0,2
	76,3±2,23
	70,8 ÷ 81,8

	90
	(-7887
	42,0
	4,32 ± 0,19
	98,6±2,34*
	92,9 ÷ 104,3


Продовж. табл. 4.11

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	91
	(-7935
	23,1
	4,68 ± 0,31
	112,6±3,16*
	104,9÷120,3

	92
	(-7936
	22,2
	3,24 ± 0,28
	121,6±2,84*
	114,6÷128,6

	93
	(-7937
	23,6
	4,22 ± 0,17
	135,1±3,27*
	127,1÷143,1

	94
	(-7938
	6,15
	4,31 ± 0,23
	138,5±4,12*
	127,1÷149,9

	95
	(-7939
	17,9
	3,84 ± 0,31
	127,8±3,85*
	118,4÷137,2

	96
	(-7940
	11,3
	4,14 ± 0,27
	114,9±2,84*
	107,9÷121,9

	97
	(-7943
	7,8
	4,42 ± 0,32
	132,5±2,31*
	126,1÷138,9

	98
	(-7944
	15,4
	4,84 ± 0,37
	117,6±3,21*
	109,7÷125,5

	99
	(-7945
	15,8
	4,28 ± 0,32
	131,8±3,24*
	123,9÷139,7

	100
	(-7946
	13,4
	4,31 ± 0,27
	127,8±2,81*
	120,9÷134,7

	Аміназин
	5,0
	4,13 ± 0,18
	137,9±3,64*
	129,0÷146,8

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,35 ± 0,27
	42,7 ± 3,17*
	34,9 ÷ 50,5

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,32 ± 0,24
	76,7 ± 2,18
	71,4 ÷ 82,0

	101
	(-6492
	41,5
	3,84 ± 0,23
	68,6 ± 4,12
	58,6 ÷ 78,6

	102
	(-6504
	38,5
	3,35 ± 0,19
	64,6 ± 2,84
	57,6 ÷ 71,6

	103
	(-6505
	36,8
	3,16 ± 0,23
	55,8 ± 3,12
	48,2 ÷ 63,4

	104
	(-6506
	30,8
	3,22 ± 0,17
	44,5 ± 3,41*
	36,1 ÷ 52,9

	105
	(-6503
	28,8
	3,18 ± 0,21
	54,4 ± 3,16*
	46,7 ÷ 62,1

	106
	(-6491
	45,3
	3,26 ± 0,18
	56,8 ± 3,14*
	49,1 ÷ 64,5

	107
	(-6538
	39,3
	3,65 ± 0,29
	84,9 ± 3,47
	76,4 ÷ 93,4

	108
	(-6539
	30,8
	3,58 ± 0,18
	92,7 ± 4,11
	82,7 ÷ 102,7

	109
	(-6540
	21,8
	3,52 ± 0,23
	105,6±3,84
	94,9 ÷ 106,3

	110
	(-6520
	43,3
	4,35 ± 0,21
	89,9 ± 3,24
	80,5 ÷ 98,3

	111
	(-6387
	29,0
	4,18 ± 0,23
	125,4±3,82*
	116,0÷134,8

	112
	(-6369
	24,0
	3,81 ± 0,29
	131,5±3,16*
	123,8÷139,2

	113
	(-4237Б
	27,0
	4,32 ± 0,28
	129,7±4,21*
	119,4÷140,0

	114
	(-3825
	44,6
	4,12 ± 0,17
	115,9±3,15*
	108,2÷123,6

	115
	(-4249Б
	40,0
	4,27 ± 0,21
	136,7±3,47*
	128,2÷146,3

	116
	(-6589
	25,0
	3,84 ± 0,31
	124,6±3,22*
	117,7÷132,5

	117
	(-6605
	23,6
	3,95 ± 0,27
	109,8±3,17
	102,0÷117,6

	118
	(-6634
	22,6
	4,16 ± 0,18
	116,7±3,28*
	108,7÷125,5

	119 
	(-6691
	17,9
	3,84 ± 0,23
	138,7±4,13*
	127,6÷148,8

	120
	(-7366
	15,6
	4,26 ± 0,21
	146,8±4,32*
	136,2÷157,4

	121
	(-7367
	13,2
	4,52 ± 0,23
	102,7±2,64*
	96,2 ÷1 09,2

	122
	(-7507
	11,7
	4,26 ± 0,31
	114,8±2,57*
	108,5÷121,1

	123
	(-6692
	16,5
	3,94 ± 0,27
	125,8±3,41*
	117,4÷134,2

	124
	(-6602
	21,0
	4,24 ± 0,31
	132,8±2,87*
	125,8÷139,8

	125
	(-7961
	14,4
	4,31 ± 0,37
	128,9±3,14*
	121,2÷136,6

	126
	(-6601
	23,4
	4,21 ± 0,27
	116,9±3,36*
	108,7÷125,1


Закінч. табл. 4.11

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Аміназин
	5,0
	4,13 ± 0,18
	137,9±3,64*
	129,0÷146,8

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,35± 0,27
	45,6 ± 3,21*
	37,7 ÷ 53,5

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,32± 0,24
	75,2 ±2,18
	69,9 ÷ 80,5

	127
	6713
	49,7
	4,26± 0,23
	119,4±3,27*
	111,4÷127,4

	128
	(-6728
	24,5
	4,38 ± 0,27
	114,6±4,12*
	104,6÷124,6

	129
	(-7963
	37,0
	4,51 ± 0,34
	109,8±3,41*
	101,4÷118,2

	130
	(-7964
	27,0
	4,13 ± 0,24
	104,3±3,18*
	97,5 ÷ 112,1

	131
	(-7965
	15,5
	4,32 ± 0,26
	98,7 ±3,36*
	90,5 ÷ 106,9

	132
	(-7966
	19,0
	4,54 ± 0,19
	86,8 ± 3,27*
	78,8 ÷ 94,8

	133
	(-7967
	17,7
	4,19 ± 0,27
	81,9 ± 4,12
	71,9 ÷ 89,9

	134
	(-7968
	30,4
	3,84 ± 0,31
	87,5 ± 3,28*
	79,5 ÷ 96,6

	135
	(-7131
	41,5
	4,21 ± 0,22
	126,9±4,14*
	116,8÷137,0

	Аміназин
	5,0
	4,13 ± 0,18
	139,9±3,64*
	131,0÷148,8

	Кофеїн-бензоат натрію
	10,0
	5,35 ± 0,27
	42,7 ±3 ,21*
	34,8 ÷ 50,6

	Контроль
	Тіопентал
	30,0
	4,32 ± 0,24
	76,7 ±2 ,18
	71,2 ÷ 82,0


Примітка: * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем. 
Заміщення у 8-му положенні молекули 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-)теофіліну (спол. 10) 4′-бензилпіперидинільного радикала на N-(3′-гідроксипропіл-1′-)аміновий (спол. 5), N-піролідиновий (спол. 6), β-гідроксіаміновий (спол. 4) замісники приводить до зменшення депримувальної активності.

Заміна у 7-му положенні молекули 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10) бензоїлметильного радикала на п-метилбензоїлметильний (спол. 15-16) і п-метоксибензоїлметильний (спол. 17-18) замісники викликала антагоністичну дію по відношенню до барбітуратів. Найбільший збуджувальний ефект виявила сполука 18 – 3-метил-7-п-метоксибензоїлметил-8-(4′-метилпиперидиніл-1′)ксантин, яка в дозі 13,3 мг/кг зменшувала тривалість тіопентал-натрієвого сну на 43,1% (p < 0,05), але поступалася за збуджувальною дією кофеїну. Заміна у 7-му положенні п-метоксибензоїлметильного (спол. 18) радикала на п-метилбензоїлметильний (спол. 15), метоксибензоїлметильний (спол. 17), бензоїлметильний (спол. 7) замісники зменшувала збуджувальний ефект. 

У ряду 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) виражений синергізм до дії барбітуратів виявила сполука 27, яка в дозі 37,5 мг/кг збільшувала тривалість тіопентал-натрієвого сну на 85,3% (p < 0,05). 

Заміна у 8-му положенні н-гексиламінового радикала (спол. 27) на піролідиновий (спол. 26), (4′-бензил)піперидиновий (спол. 25), циклогексиламіновий (спол. 28) замісники приводить до зменшення депримувальної дії. Сполуки 19 і 20 виявляли збуджувальний ефект, але поступалися за аналептичною дією кофеїну.

Результати дослідження взаємодії 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) з тіопентал- натрієм представлені в табл. 4.11. Найбільший збуджувальний ефект ,що виявила сполука 35 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-(4′-метил) піперидинотеофілін, яка в дозі 6,85 мг/кг сприяла зменшенню тривалості знаходження щурів у боковому положенні на 28,3% (p < 0,05). Заміна у 8-му положенні молекули 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну 4′-метил) піперидинового (спол. 35) радикала на β-диметиламіноетиламіновий (спол. 39) і метиловий ефір тіоацетату (спол. 37) фрагменти приводить до зменшення пробуджувального ефекту.

Виражену агоністичну дію до барбітуратів виявила сполука 38 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-(4′-хлоро)бензоїлметилтіотеофілін, яка в дозі 5,95 мг/кг збільшувала тривалість барбітурового сну на 63,8% (p < 0,05). Заміна у 8-му положенні молекули 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-N-заміщених теофіліну хлоробензоїлметилтіольного радикала (спол. 38) на аміноаспараганову (спол. 43), аміногексанову (спол. 44) кислоти, фенілаланіновий (спол. 45), (-карбоксипропіламіновий (спол. 42) фрагменти приводить до зменшення депримувальної дії. 

Дослідження впливу амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 46-55) на тривалість тіопентал-натрієвого сну наведені у табл. 4.11. Проведений аналіз показав, що антагонізм до снодійної дії тіопентал-натрію виявила сполука 55 – β-гідроксіетиламонію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоетаноат, яка в дозі 14,3 мг/кг зменшувала тривалість сну у щурів на 20,2% (p < 0,05). Заміна у 1-му положенні молекули теобромін-8-іл-оцтової кислоти п-метилбензильного (спол. 55) замісника на н-бутильний радикал сприяє зменшенню збуджувальної дії.

Вивчення впливу амонієвих солей 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіо-ацетат піперидинію (спол. 56-65) на тривалість барбітурового сну (табл. 4.11; рис. 4.1) показало, що спол. 56, 59-63 виявили синергізм до снодійної дії барбітуратів, вони збільшували тривалість знаходження щурів у боковому положенні, а сполуки 58 та 64 викликали збуджувальну дію.
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Рис. 4.1. Порівняння нейротропної активності (%) N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних  у щурів: * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
Амонієві солі (N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 66-79) виявили синергізм до снодійної дії барбітуратів. Найбільший депримувальний ефект виявила сполука 76, яка в дозі 8,4 мг/кг стимулювала снодійну дію тіопентал-натрію на 85,4% (p < 0,05) і за депримувальним ефектом її можна порівняти з аміназином. 

Серед амонієвих солей 7,8-дизаміщених 3-метилксантину (спол. 80-89) і     3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 90-100, табл. 4.11) усі сполуки виявили синергізм до снодійної дії тіопентал-натрію, а сполуки 80, 82 і 81 за депримувальною активністю можна порівняти з аміназином.

У ряду 1-заміщених-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол. 101-126) більшість речовин виявили антагонізм до снодійної дії тіопентал-натрію. Найбільш виражений антагоністичний ефект до дії барбітуратів виявив                 1-(3′-і-пропоксипропіл-1′)-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол. 104), яка в дозі 30,8 мг/кг зменшувала тривалість наркотичного сну на 40,8%             (p < 0,05), а її активність можна порівняти з пробуджувальним ефектом кофеїну (рис. 4.1). Заміна в 1-му положенні (3′-і-пропоксипропіл-1′) радикала (спол. 104) на β-N,N-діетиламіноетильний (спол. 105), 3′-і-метоксипропільний-1′ (спол. 103), етильний (спол. 106) фрагменти приводить до зменшення збуджувальної дії.

Заміщення в 2-му положенні молекули 1-заміщених-2-п-толіл-8-метилімідазо-[1,2-f]ксантину толільного радикала (спол. 101-106) на            п-метоксифенільний фрагмент (спол. 107-110) сприяє прояву депримірувальної активності. 

Усі речовини виявили синергізм до снодійної дії тіопентал-натрію. Найбільший ефект до дії барбітуратів виявила сполука 120 – 4-(1,7-диметилімідазо [1,2-f]ксантиніл-8)-бутанова кислота, яка в дозі 15,6 мг/кг збільшувала тривалість сну у щурів на 95,2% (p < 0,05) і перевищувала дію аміназину на 16,8%.

Уведення в 1-ше положення молекули 2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксан-тину кислотних залишків (спол. 116-126) викликало посилення агоністичної дії по відношенню до барбітуратів. Депримувальна активність цих речовин поступається дії препарату порівняння – аміназину.

В експериментах на нелінійних білих щурах обох статей досліджено вплив амонієвих солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135) на тривалість тіопентал-натрієвого сну. Встановлено, що сполуки 131-135 виявили синергізм до дії барбітуратів, який знаходився в межах від 13,2% (p < 0,05) до 55,7% (p < 0,05).

Отже, вивчення впливу синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей на нервову систему показало, що збуджувальна активність сполуки 104 дорівнювала дії кофеїн-бензоату  натрію, а депримувальна активність сполуки 10 перевищувала ефект аміназину.

4.4. Дослідження впливу N-С8-заміщених і конденсованих

похідних ксантину на енергетичний баланс у клітинах при гіпоксії
Гіпоксію характеризують як невідповідність енергопотреби клітини енергопродукції у системі мітохондріального окиснювального фосфорилювання [31, 55]. Причини порушення продукції енергії в гіпоксичній клітині залежать від розладу зовнішнього дихання, кровообігу в легенях, кисня транспортувальної функції крові, порушення системного, регіонарного кровообігу та мікроциркуляції. Безпосередньою причиною патологічних станів є зниження вмісту кисню у мітохондрії [64]. У результаті розвивається пригнічення мітохондріального окиснення, що призводить до пригнічення фосфорилювання і викликає прогресивний дефіцит АТФ основного джерела енергії у клітині [55].

Гіпоксія призводить до модифікації функцій біологічних мембран, впливаючи на ліпідний бішар та мембранні ферменти, що викликає порушення основних функцій мембран: бар'єрної, рецепторної, каталітичної. Основними причинами цього явища є енергодефіцит та активація на його тлі фосфоліполізу та перекисного окиснення ліпідів. Розпад фосфоліпідів та інгібіція їх синтезу призводять до підвищення концентрації ненасичених жирних кислот, посилення їх перекисного окиснення [42].

Антигіпоксанти чинять нормалізувальний вплив на енергетичний баланс у клітинах при гіпоксії та ішемії, стабілізують мітохондріальні мембрани, зменшують пригнічення дегідрогенази циклу Кребса, запобігають роз'єднанню окиснення та фосфорилювання, збільшують продукцію АТФ на одиницю споживаного дефіцитного кисню. 
Дослідження антигіпоксичної активності N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей (спол. 1-135) проведено на нелінійних білих щурах обох статей на моделі гіпоксії з гіперкапнією (в замкнутому просторі). Отримані результати наведені в табл. 4.12. 

Таблиця 4.12

Вплив N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину на енергетичний баланс у клітинах при гіпоксії  (n = 7)

	№

сполуки


	Шифр
	Доза,

мг/кг
	Тривалість знаходження щурів у закритій камері, хв

	
	
	
	M ± m
	довірчий інтервал

 при р = 0,05

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	(-4238
	22,8
	28,6 ± 0,21*
	28,01 ÷ 29,10

	2
	(-3952
	27,2
	27,9 ± 0,19*
	27,40 ÷ 28,30

	3
	(-4250
	35,5
	38,4 ± 0,14*
	38,06 ÷ 38,74

	4
	(-4237 А
	41,3
	33,6 ± 0,31*
	32,80 ÷ 34,40

	5
	(-4249 А
	27,5
	36,4 ± 0,28*
	35,70 ÷ 37,10

	6
	(-3842
	28,3
	30,7 ± 0,27*
	30,0 ÷ 31,40

	7
	(-6237
	10,3
	22,1 ± 0,19
	21,60 ÷ 22,60

	8
	(-6236
	14,2
	26,8 ± 0,24
	26,20 ÷ 27,40

	9
	(-5132
	46,5
	28,3 ± 0,23*
	27,70 ÷ 28,90

	10
	(-4543
	8,4
	39,7 ± 0,31*
	38,90 ÷ 40,50

	11
	(-4832
	22,8
	29,1 ± 0,27*
	28,40 ÷ 29,80

	12
	(-4853
	31,5
	27,4 ± 0,25
	26,80 ÷ 28,0

	13
	(-4835
	24,5
	27,1 ± 0,27
	26,40 ÷ 27,80

	14
	(-6622
	43,5
	28,7 ± 0,18*
	28,30 ÷ 29,10

	15
	(-6574
	27,0
	17,9 ± 0,16*
	17,50 ÷ 18,30

	16
	(-6575
	30,5
	18,6 ± 0,14*
	18,30 ÷ 18,90

	17
	(-6560
	22,5
	18,8 ± 0,19*
	18,30 ÷ 19,30

	18
	(-6562
	65,0
	35,5 ± 0,35*
	34,60 ÷ 36,40

	Мексидол
	5,0
	41,2 ± 0,31*
	40,40 ÷ 42,0

	Контроль 
	–
	26,5 ± 0,27
	25,80 ÷ 27,20

	19
	(-3427
	25,5
	21,5 ± 0,21
	21,0 ÷ 22,0

	20
	(-3428
	16,0
	22,3 ± 0,39
	21,30 ÷ 23,30

	21
	(-3947
	17,6
	24,7 ± 0,46
	23,60 ÷ 25,80
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	2
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	22
	(-3948
	17,0
	28,1 ± 0,53*
	26,80 ÷ 29,40

	23
	(-3960
	50,0
	29,5 ± 0,37*
	28,60 ÷ 30,40

	24
	(-3961
	28,1
	31,2 ± 0,46*
	30,10 ÷ 32,30

	25
	(-4530
	26,9
	35,7 ± 0,59*
	34,30 ÷ 37,10

	26
	(-4704
	50,0
	38,2 ± 0,63*
	36,70 ÷ 39,70

	27
	(-4705
	37,5
	41,6 ± 0,57*
	40,20 ÷ 43,0

	28
	(-4706
	26,8
	34,1 ± 0,38*
	33,20 ÷ 35,0

	29
	(-4707
	50,0
	29,5 ± 0,46
	28,40 ÷ 30,60

	Мексидол
	5,0
	42,5 ± 0,41*
	41,50 ÷ 43,50

	Контроль
	–
	26,0 ± 0,32
	25,20 ÷ 26,80

	30
	(-5847
	10,95
	39,8 ± 0,31*
	39, ÷ 40,60

	31
	(-5856
	15,5
	40,9 ± 0,27*
	40,20 ÷ 41,60

	32
	(-5857
	11,9
	37,5 ± 0,36*
	36,60 ÷ 38,40

	33
	(-5863
	11,6
	35,4 ± 0,27*
	34,70 ÷ 36,10

	34
	(-5868
	8,4
	47,3 ± 0,25*
	46,70 ÷ 47,90

	35
	(-5869
	6,85
	26,2 ± 0,29
	25,50 ÷ 26,90

	36
	(-5871
	3,35
	32,4 ± 0,21*
	31,90 ÷ 32,90

	37
	(-5964
	3,95
	30,7 ± 0,34*
	29,80 ÷ 31,50

	38
	(-5968
	5,95
	36,2 ± 0,28*
	35,50 ÷ 36,90

	39
	(-7434
	5,88
	21,6 ± 0,18
	21,20 ÷ 22, 0

	40
	(-7435
	6,08
	29,6 ± 0,32*
	28,80 ÷ 30,40

	41
	(-7437ф
	7,14
	30,3 ± 0,17*
	29,90 ÷ 30,70

	42
	(-7440
	6,52
	35,1 ± 0,22*
	34,50 ÷ 35,60

	43
	(-7441
	11,3
	31,4 ± 0,36*
	30,50 ÷ 32,30

	44
	(-7443
	3,48
	32,6 ± 0,47*
	31,29 ÷ 33,91

	45
	(-7444
	15,1
	27,9 ± 0,34
	26,80 ÷ 29,0

	Мексидол
	5,0
	40,5 ± 0,74*
	38,70 ÷ 42,30

	Контроль
	–
	26,0 ± 0,52
	24,70 ÷ 27,30

	46
	(-7612
	24,0
	28,1 ± 0,35*
	27,20  ÷ 29,0

	47
	(-7613
	22,5
	27,3 ± 0,48
	26,10 ÷ 28,50

	48
	(-8104
	21,0
	29,8 ± 0,72*
	28,0 ÷ 31,60

	49
	(-8105
	34,0
	20,7 ± 0,96*
	18,30 ÷24,0

	50
	(-8106
	18,8
	36,6 ± 1,16*
	33,80 ÷ 39,40

	51
	(-8107
	49,3
	30,2 ± 0,79*
	28,30 ÷ 32,10

	52
	(-7931
	36,0
	40,9 ±0,75*
	39,10÷42,70

	53
	(-7932
	38,5
	34,2 ± 0,84*
	32,10 ÷3 6,30

	54
	(-7933
	40,5
	35,4 ± 1,13*
	32,60 ÷ 38,20

	55
	(-7934
	31,3
	25,0 ± 0,66
	23,40 ÷ 26,60

	56
	(-7839
	9,2
	24,0 ± 0,52
	22,70 ÷ 25,30
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	57
	(-7840
	24,6
	27,3 ±0,68
	25,60 ÷ 29,0

	58
	(-7841
	25,4
	31,2 ± 0,62*
	29,70÷ 32,70

	59
	(-7842
	6,1
	25,4 ± 0,73
	23,60 ÷ 27,20

	60
	(-7843
	9,6
	38,2 ± 0,46*
	37,10 ÷ 39,30

	61
	(-7844
	12,7
	29,4 ± 0,31*
	28,6 ÷ 31,2

	62
	(-7845
	10,6
	32,5 ± 0,45*
	31,40 ÷ 33,60

	63
	(-7846
	26,2
	34,0 ± 0,52*
	32,70 ÷ 35,30

	64
	(-8055
	13,0
	30,6 ± 0,71*
	28,90 ÷ 32,50

	65
	(-8057
	10,6
	33,4 ± 0,43*
	32,30 ÷ 34,50

	Мексидол
	5,0
	39,4 ± 0,74*
	37,60 ÷ 41,20

	Контроль
	–
	26,0 ± 0,52
	24,70 ÷ 27,30

	Мексидол
	5,0
	43,5 ± 0,54*
	42,20 ÷ 44,80

	Контроль 
	–
	26,0 ± 0,58
	24,60 ÷ 27,40

	66
	(-7992
	19,0
	34,2 ± 0,24*
	33,60 ÷ 34,80

	67
	(-7993
	16,5
	44,8 ± 0,51*
	43,60 ÷ 46,0

	68
	(-7994
	40,8
	31,8 ± 0,46*
	30,70 ÷ 32,90

	69
	(-7995
	17,5
	28,0 ± 0,35*
	27,10 ÷ 28,90

	70
	(-7996
	33,5
	33,2 ± 0,30*
	32,50 ÷ 33,90

	71
	(-7997
	40,5
	30,4 ± 0,56*
	29,0 ÷ 31,80

	72
	(-7998
	21,0
	20,6 ± 0,45
	19,50 ÷ 21,70

	73
	(-7999
	36,0
	26,0 ± 0,53
	24,70 ÷ 27,30

	77
	(-8338
	24,0
	32,0 ± 0,56*
	30,60 ÷ 33,40

	78
	(-8339
	19,0
	22,4 ± 0,37
	21,50 ÷ 23,30

	79
	(-8343
	29,5
	27,0 ± 0,42
	26,0 ÷ 28,0

	Мексидол
	5,0
	42,5 ± 0,74*
	40,70 ÷ 44,30

	Контроль 
	–
	24,9 ± 0,72
	23,10 ÷ 26,70

	80
	γ-7763
	28,0
	30,7 ± 0,27*
	30,0 ÷ 31,40

	81
	γ-7764
	10,75
	29,5 ± 0,23*
	28,90 ÷ 30,10

	82
	γ-7765
	8,4
	35,9 ± 0,44*
	34,80 ÷ 37,0

	83
	γ- 7767
	12,2
	28,7 ± 0,14
	28,40 ÷ 29,0

	84
	(-8340
	16,2
	38,6 ±0,32*
	37,80 ÷ 39,40

	85
	(-8341
	16,7
	40,1 ± 0,19*
	39,60 ÷ 40,60

	86
	(-8342
	19,9
	33,5 ± 0,28*
	32,80 ÷ 34,20

	87
	(-8344
	18,7
	37,4 ± 0,17*
	37,0 ÷ 37,80

	88
	(-8090
	13,2
	30,1 ± 0,24*
	29,50 ÷ 30,70

	89
	(-8000
	13,7
	27,8 ± 0,17
	27,40 ÷ 28,20

	90
	(-7887
	16,8
	26,7 ± 0,44
	25,60 ÷ 27,80

	91
	(-7935
	23,1
	27,0 ± 0,56
	25,60 ÷ 28,40

	92
	(-7936
	22,2
	27,8 ± 1,13
	25,0 ÷ 30,60
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	93
	(-7937
	23,6
	34,6 ± 1,72*
	30,40 ÷ 38,80

	94
	(-7938
	6,15
	26,0 ± 1,25
	22,90 ÷ 29,10

	95
	(-7939
	17,9
	22,8 ± 0,68
	21,10 ÷ 24,50

	96
	(-7940
	11,3
	34,6 ± 1,05*
	32,0 ÷ 37,20

	97
	(-7943
	7,8
	16,8 ± 0,81*
	14,80 ÷ 18,80

	98
	(-7944
	15,4
	33,8 ± 1,53*
	30,10 ÷ 37,50

	99
	(-7945
	15,8
	30,6 ± 1,76*
	26,30 ÷ 34,90

	100
	(-7946
	13,4
	41,4 ± 1,65*
	37,40 ÷ 45,40

	Мексидол
	5,0
	40,5 ± 0,74*
	38,70 ÷ 42,30

	Контроль 
	–
	26,0 ± 0,52
	24,70 ÷ 27,30

	101
	(-6491
	41,5
	25,2 ± 0,31
	24,40 ÷ 26,0

	102
	(-6492
	38,5
	27,5 ± 0,24*
	26,90 ÷ 28,10

	103
	(-6503
	41,5
	26,8 ± 0,36*
	25,90 ÷27,70

	104
	(-6504
	30,8
	36,4 ± 0,28*
	35,70 ÷ 37,10

	105
	(-6505
	25,8
	39,2 ± 0,31*
	38,60 ÷ 40,0

	106
	(-6506
	45,3
	40,7 ± 0,37*
	39,80 ÷ 41,60

	107
	(-6520
	43,1
	24,2 ± 0,27
	23,50 ÷ 24,90

	108
	(-6538
	39,3
	31,7 ± 0,29*
	31,0 ÷ 32,40

	109
	(-6539
	21,8
	27,8 ± 0,35
	26,90 ÷ 28,70

	110
	(-6540
	43,8
	22,1 ± 0,22*
	21,60 ÷ 22,60

	111
	(-3825
	44,0
	21,7 ± 0,33*
	20,90 ÷ 22,50

	112
	(-4237 Б
	27,0
	25,6 ± 0,28
	24,90 ÷ 26,30

	113
	(-4249 Б
	40,0
	28,5 ± 0,21*
	28,00 ÷ 29,00

	114
	(-6369
	24,0
	30,4 ± 0,27*
	29,70 ÷ 31,10

	115
	(-6387
	29,0
	27,6 ± 0,25*
	27,0 ÷ 28,20

	116
	(-6589
	62,5
	19,2 ± 0,31*
	18,40 ÷ 20,00

	117
	(-6605
	59,0
	18,2 ± 0,23*
	17,60 ÷ 18,80

	118
	(-6634
	56,5
	20,9 ± 0,21*
	20,40 ÷ 21,40

	119 
	(-6691
	44,8
	17,1 ± 0,36*
	16,20 ÷ 18,00

	120
	(-7366
	39,0
	15,8 ± 0,34*
	15,00 ÷ 16,60

	121
	(-7367
	33,0
	14,9 ± 0,27*
	14,20 ÷ 15,60

	122
	(-7507
	29,3
	16,1 ± 0,19*
	15,60 ÷ 16,60

	123
	(-6692
	41,8
	16,5 ± 0,34*
	15,70 ÷ 17,30

	124
	(-6602
	50,3
	17,0 ± 0,13*
	16,70 ÷ 17,30

	125
	(-7961
	36,0
	16,1 ± 0,21*
	15,60 ÷ 16,60

	126
	(-6601
	50,8
	18,4 ± 0,18
	18,00 ÷ 18,80

	Мексидол
	5,0
	43,5 ± 0,44*
	42,40 ÷ 44,60

	Контроль
	–
	26,0± 0,32
	25,20 ÷ 26,80

	127
	(-6713
	49,3
	27,6 ± 0,32
	26,80 ÷ 28,40

	128
	(-6728
	24,5
	33,5 ± 0,28*
	32,80 ÷ 34,20
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	129
	(-7963
	37,0
	25,2 ± 0,37
	24,90 ÷ 26,10

	130
	(-7964
	27,0
	28,3 ± 0,21*
	27,80 ÷ 28,80

	131
	(-7965
	38,7
	25,1 ± 0,22
	24,60 ÷ 25,70

	132
	(-7966
	47,5
	34,8 ± 0,31*
	34,00 ÷ 35,60

	133
	(-7967
	44,3
	36,4 ± 0,34*
	35,60 ÷ 37,20

	134
	(-7968
	30,4
	32,6 ± 0,28*
	31,90 ÷ 33,30

	135
	(-7131
	41,5
	32,9 ± 0,36*
	32,00 ÷ 33,80

	Мексидол
	5,0
	42,5 ± 0,62*
	41,00 ÷ 44,0

	Контроль
	–
	26,0 ± 0,53
	24,70 ÷ 27,30


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.

За  результатами вивчення антигіпоксичної активності похідних 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10),  досліджувані речовини 3, 4, 5, 6, 10 збільшували тривалість життя щурів, що знаходились у герметичній камері в умовах гострої нормобаричної гіпоксії в межах від 18,1 до 52,7%. Найбільшу антигіпоксичну активність виявила сполука 10 – 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-)теофілін, яка в дозі 8,4 мг/кг збільшувала тривалість життя щурів на 52,7% (p < 0,05) в умовах гострої нормобаричної гіпоксії (рис. 4.2). Заміна у 8-му положенні молекули 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну 4′-бензилпіперидинілового-1′ (спол. 10) радикала на N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл)аміновий (спол. 5), β-гідроксіетиламіновий (спол. 4) і піролідиновий (спол. 6) радикали призводить до зменшення тривалості життя щурів у закритій камері.
Похідні 7-бензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 11-14)  виявили помірну антигіпоксичну активність, яка знаходилась в межах від 5,8 до 9,8%. Досліджені синтезовані похідні 7-п-метилбензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 15-16) і 7-п-метоксибензоїлметил-8-заміщених-3-метил-ксантину (спол. 17-18) скорочували тривалість життя щурів у закритій камері на 29,1-41,6 % (p < 0,05). 

У ряду 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) найбільш виражений антигіпоксичний ефект в умовах гіпоксії виявила сполука 27 – 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-н-гексиламіноксантин, збільшувала тривалість життя щурів у закритій камері на 60% (p < 0,05). Заміна у 8-му положенні гексиламінового (спол. 27) радикала на піролідиновий (спол. 26), (4′-бензил)-піперидиновий (спол. 25), метил-N-бензиламіновий (спол. 24) і аліламіновий (спол. 22) фрагменти призводить до зменшення антигіпоксичної активності.

Результати дослідження антигіпоксичної активності 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)-пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) наведені в табл. 4.12. Серед досліджених речовин найбільший антигіпоксичний ефект був виявлений у сполуки 34 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)-пропіл-8-N-β-феніламінотеофілін, яка в дозі 8,4 мг/кг в умовах гіпоксії підвищувала тривалість життя щурів під час перебування їх у закритій камері на 81,9%         (p < 0,05). Заміщення у 8-му положенні молекули ксантинового біциклу β-феніламінового (спол. 34) радикала на N-етиламіновий (спол. 31), циклогексиламіновий (спол. 30), 4′-хлоро)бензоїлметилтіольний (спол.38) (-карбоксипропіламінотеофілін  (спол. 42) зменшує антигіпоксичну активність з 81,9 до 25,34 % (p < 0,05).

Результати вивчення активності антигіпоксії амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-тіоацетату (спол. 46-55) наведені в табл. 4.12. Більшість досліджуваних речовин підвищували тривалість життя щурів, поміщених у герметичні камери в умовах гострої нормобаричної гіпоксії з гіперкапнією. 

Серед досліджених амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-тіоацетату найбільшу антигіпоксичну активність виявила сполука 52 – піролідинію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоацетат, яка в дозі 36 мг/кг збільшила тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії на 65% (p < 0,05). Заміна піролідинової амонієвої солі молекули 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоацетату (спол. 52) на морфолінову (спол. 54) і піперидинову (спол. 53) призводить до зниження антигіпоксичної активності з 65  до 31,5% (p < 0,05). Антигіпоксичну активність сполук порівнювали з такою у мексидолу. В умовах гострої гемічної гіпоксії мексидол на 51,5% (р < 0,05) збільшував тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії з гіперкапнією. Уведення в 1-ше положення молекули 1-заміщених теобромін-8-іл-тіоацетату замість п-метилбензильного (спол. 52) радикала н-бутильного (спол. 50) засмісника призводить до зменшення тривалості життя дослідних тварин з 65 до 40,8% (р < 0,05). Заміна піперидинової солі (спол. 50) на β-гідроксіетиламонійну (спол. 51) сприяє зниженню антигіпоксичної активності.
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Рис. 4.2. Ефективність впливу N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину на енергетичний баланс у клітинах щурів при гіпоксії: * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.  

Дослідження антигіпоксичної активності амонієвих солей 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат піперидинію (спол. 56-65) показало (табл. 4.12), що більшість досліджених речовин (спол. 60, 63, 65, 62 і 58) виявили помірну антигіпоксичну активність, яка знаходилась у межах від 20 до 46,9%  (p < 0,05).

Проведено дослідження антигіпоксичної активності амонієвих солей у ряду похідних N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл)-8-піперазинію (спол. 66-79). Встановлено (табл. 4.12), що в контрольній групі тривалість життя щурів склала 24,9 ± 0,72 хвилин, а сукцинат N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл)-8-піперазинію (спол. 67) у дозі 16,5 мг/кг  збільшував тривалість життя щурів на 79,9% (р < 0,05) в умовах гострої нормобаричної гіпоксії з гіперкапнією. Сполука 67 перевищувала дію еталонного препарату мексидолу на 9,2%.

За зменшенням антигіпоксичної активності амонієві солі N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазінію можна розташувати в такій послідовності: сукцинатна (спол. 67) > оротатна (спол. 74) > 4-амінобутаноатна (спол. 76) > оксалатна (спол. 66) > цитратна (спол. 70) > саліцилатна (спол. 77) > аміноацетатна (спол. 71). Тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії з гіперкапнією зменшувалася із 44,8 хв (79,9%, p < 0,05) до 30,4 хв (22,1%). 

Менш виражену антигіпоксичну дію виявили такі амонієві солі: бензоатна (спол. 75), l-глутаматна (спол. 69), 2-аміно-3-гідроксипропіонатна (спол. 79), уведення яких зменшувало тривалість життя щурів із 29,3 до 27 хв. Заміна перерахованих вище амонійних солей похідних N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл)-8-піперазинію на L-α-амінопропіонатну (спол. 72) і нікотинатну (спол. 78) призводить до втрати антигіпоксичної активності. 

Серед амонієвих солей 7,8-дизаміщених 3-метилксантину (спол. 80-89) помірну антигіпоксичну активність виявили сполуки 80, 81, 82, 84, 85 і 86. У досліджуваних дозах вони збільшували тривалість життя в герметичній камері в межах від 28,8 (p < 0,05) до 80,7% (p < 0,01). 
Отримані результати вивчення антигіпоксичіної активності амонієвих солей N-(3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-)амінооцтової кислоти (спол. 90-100) наведені у табл. 4.12. Встановлено, що досліджувані речовини (спол. 93, 96, 98-100) збільшували тривалість життя щурів, які знаходились у герметичній камері в умовах гострої нормобаричної гіпоксії, в межах від 17,7 до 59,2% (p < 0,05). Так, серед амонієвих солей N-(3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-) амінооцтової кислоти найбільшу антигіпоксичну активність виявила амонієва сіль і-пропоксипропіламонієва сіль N-(3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-) амінооцтової кислоти (спол. 100), що збільшувала тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії на 59,2% (p < 0,05). Заміна і-пропоксипропіламонієвої амонійної солі (спол. 100) на дигідроксіетиламонієву (спол. 96), морфолінову (спол. 93), N-метилпіперазинову (спол. 98) та діетиламонієву (спол. 99) солі призводить до зменшення антигіпоксичної активності з 59,2 (p < 0,05) до 17,7%. Піперидинова сіль 1-N-бензил-N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазінію (спол. 94) не впливала на тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії. Заміна діетиламонієвої солі (спол. 99) на N-етилпіперазинієву N-(3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-)-амінооцтової кислоти (спол. 97) зменшувала тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії на 35,4%. 

У ряду 1-заміщених-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол. 101-126) виражену антигіпоксичну активність виявили сполуки 104, 105, 106 і 108, які збільшували тривалість життя щурів, що знаходились у герметичній камері в умовах гострої нормобаричної гіпоксії, на 40,0; 50,7; 56,5 і 21,9% відповідно. 

Найбільшу антигіпоксичну активність виявила сполука 106 – 1-етил-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин. Заміна в 1-му положенні молекули 8-метил-імідазо[1,2-f]ксантинетильного радикала (спол. 106) на β-(N,N-діетиламіноетил) (спол. 105), (3′-і-пропоксипропільний-1′ (спол. 104) і н-пропільний (спол. 108) фрагменти призводить до зменшення антигіпоксичної активності.

Досліджено антигіпоксичну активність амонійних солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135). Одержані результати наведені в табл. 4.12. Встановлено, що сполуки 128, 132, 133 і 134 виявили антигіпоксичну активність і подовжували тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії на 13,5-40% (p < 0,05). Препарат порівняння мексидол збільшував тривалість життя у щурів на 55,7% (p < 0,05). 

Отже, за результатами проведених досліджень встановлено, що серед досліджених N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину (1-135) найбільший антигіпоксичний ефект був виявлений у сполуки 34 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-β-феніламінотеофілін, яка в дозі 8,4 мг/кг в умовах гострої нормобаричної гіпоксії збільшувала тривалість життя щурів у закритій камері на 81,9% (p < 0,05). Антигіпоксична активність сполуки 34 на 18,5% перевищує антигіпоксичний ефект еталонного препарату порівняння мексидолу.

4.5. Дослідження працездатності щурів з навантаженням у ряду 

 N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину 

При патологічних станах фізична витривалість зменшується, що потребує певної фармакологічної корекції. Загальна фізична працездатність змінюється і при фізичній праці, тренуваннях будь-якої інтенсивності, розумовій праці, стомлюваність тим більша, чим нижчий рівень працездатності. Великі фізичні навантаження сприяють значним змінам морфологічних структур і біохімічних процесів, що призводять до виникнення захворювань. Стомлення призводить до зменшення сили і витривалості м'язів, збільшення енергії, що витрачається для виконанні однієї і тієї самої роботи, погіршення координації рухів, до уповільнення швидкості засвоєння інформації, погіршення пам'яті, утруднення процесу зосередження і перемикання уваги [64, 72]. У зв’язку з цим пошук нових біологічно активних речовин для фармакологічної корекції працездатності є важливою проблемою експериментальної фармакології.

Результати дослідження впливу N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей (спол. 1-135) на фізичну працездатність виконано на білих нелінійних щурах обох статей. Для оцінки впливу на фізичну працездатність був використаний тест примусового плавання з вантажем, про зміну фізичної працездатності судили за тривалістю часу плавання з вантажем до стомлення. Одержанні дані наведені у табл. 4.13. 

Аналіз отриманих результатів (табл. 4.13) показав, що серед похідних 3-метил-7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10), 7-бензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 11-14), 7-п-метилбензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 15-16) і п-метоксібензоїлметил-8-заміщених-3-метилксантину (спол. 17-18) були виявлені сполуки 3, 6, 18, які підвищували час примусового плавання щурів з вантажем до стомлення на 43,2- 86,2%         (p < 0,05). Найбільше стимулювання фізичної працездатності щурів спостерігали після введення сполуки 6 – 7-бензоїлметил-8-N-піролідино-теофіліну, яка в дозі 28,3 мг/кг підвищувала тривалість примусового плавання на 86,2%. Заміна у 8-му положенні 8-піролідинового радикала на N-(3′-метоксипропіл-1′-)аміновий (спол. 6) на N-(3′-метоксипропіл-1′-)аміновий (спол. 7), N-(3′-морфолінопропіл-1′)-аміновий (спол. 10) замісники призводить до зменшення активності. Мілдронат підвищував тривалість примусового плавання щурів на 35,1%.

Таблиця 4.13

Працездатність  щурів з навантаженням у ряду N-С8-заміщених 

і конденсованих похідних ксантину (n = 7)

	№

сполуки


	Шифр
	Доза,

 мг/кг
	Час плавання щурів у басейні, с

	
	
	
	M ± m
	довірчий інтервал при р = 0,05

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	(-4238
	22,8
	17,9 ± 0,17
	17,50 18,30

	2
	(-3952
	27,2
	22,8 ± 0,28
	22,10 23,0

	3
	(-4250
	35,5
	30,7 ± 0,22
	29,17 31,24

	4
	(-4237 А
	41,3
	16,5 ± 0,31*
	15,70 17,30

	5
	(-4249 А
	27,5
	19,8 ± 0,23
	19,20 20,40

	6
	(-3842
	28,3
	39,9 ±0,47*
	38,70 41,10

	7
	(-6237
	10,3
	32,8 ± 0,27*
	32,10 33,50

	8
	(-6236
	14,2
	29,7 ± 0,24*
	29,12 30,28

	9
	(-5132
	46,5
	36,9 ± 0,36*
	36,30 37,50

	10
	(-4543
	8,4
	31,4 ± 0,23*
	30,80 32,0

	11
	(-4832
	22,8
	24,7 ±0,18
	24,30 25,10

	12
	(-4855
	46,5
	26,6 ± 0,33*
	25,80 27,50

	13
	(-4835
	14,1
	22,7 ± 0,26*
	22,10 23,20

	14
	(-6622
	15,3
	23,2 ± 0,22
	22,66 23,74

	15
	(-6574
	27,0
	32,4 ± 0,23*
	31,80 33,0

	16
	(-6575
	30,5
	27,3 ± 0,25
	26,7 27,90

	17
	(-6560
	22,5
	31,6 ± 0,34*
	30,80 32,40

	18
	(-6562
	65,0
	33,6 ± 0,21*
	33,10 34,10

	Мілдронат
	10,0
	35,14 ± 1,03*
	32,64 37,64

	Контроль
	–
	21,43 ± 1,19
	18,53 24,33

	19
	(-3427
	25,5
	25,6 ± 1,12*
	22,90 28,30

	20
	(-3428
	16,0
	23,8 ± 0,94
	21,50 26,10


Продовж. табл. 4.13

	1
	2
	3
	4
	5

	21
	(-3947
	17,6
	21,0 ± 0,87
	18,90 23,10

	22
	(-3948
	17,0
	21,7 ± 0,69
	20,0 22,40

	23
	(-3960
	50,0
	19,3 ± 0,48
	18,10 20,50

	24
	(-3961
	28,1
	18,2 ± 0,84
	16,10 20,30

	25
	(-4530
	26,9
	16,6 ± 0,53*
	15,30 17,90

	26
	(-4704
	50,0
	15,9 ± 1,11
	13,2 18,60

	27
	(-4705
	37,5
	14,8 ± 0,74*
	13,0 16,60

	28
	(-4706
	26,8
	15,3 ± 0,63*
	13,80 16,80

	29
	(-4707
	50,0
	18,5 ± 0,54
	17,20 19,80

	Мілдронат
	10,0
	35,14 ± 1,14*
	32,34 37,94

	Контроль
	–
	20,45 ± 1,72
	16,25 24,65

	30
	(-5847
	10,95
	18,6 ± 0,72
	16,60 20,40

	31
	(-5856
	15,5
	17,3 ± 1,12
	14,60 20,0

	32
	(-5857
	11,9
	19,5 ± 0,84
	17,40 21,60

	33
	(-5863
	11,6
	14,7 ± 0,57*
	13,30 16,10

	34
	(-5368
	8,4
	13,1 ± 0,21*
	12,60 13,60

	35
	(-5869
	6,85
	31,2 ± 1,24*
	28,20 34,20

	36
	(-5871
	3,35
	23,4 ± 0,85
	21,30 25,506

	37
	(-5964
	3,95
	21,5 ± 0,64
	19,72 23,28

	38
	(-5968
	5,95
	16,2 ± 0,21
	14,60 17,80

	39
	(-7434
	5,88
	28,6 ± 0,95*
	26,30 30,90

	40
	(-7435
	6,08
	18,1 ± 0,31
	17,30 18,90

	41
	(-7437Ф
	7,14
	17,2 ± 0,24
	16,60 17,80

	42
	(-7440
	6,52
	16,7 ± 0,19*
	16,20 17,20

	43
	(-7441
	11,3
	21,4 ± 0,16
	20,70 22,10

	44
	(-7443
	3,48
	16,8 ± 0,28
	16,10 17,50

	45
	(-7444
	15,1
	15,9 ± 0,54*
	14,60 17,20

	Мілдронат
	10,0
	35,9 ± 1,24*
	32,90 38,90

	Контроль
	–
	21,00 ±1,29
	16,25 ÷ 24,65

	47
	(-7613
	22,5
	20,1 ± 0,77
	18,20 ÷ 22,0

	48
	(-8104
	21,0
	29,8 ± 0,72*
	28,0 ÷ 31,60 

	49
	(-8105
	34,0
	20,7 ± 0,96
	18,30 ÷ 23,10 

	50
	(-8106
	18,8
	36,6 ± 1,16*
	33,80 ÷3 9,40 

	51
	(-8107
	49,3
	30,2 ± 0,79*
	28,30 ÷ 32,10 

	52
	(-7931
	36,0
	42,9 ± 0,75*
	41,10 ÷ 44,70 

	53
	(-7932
	38,5
	34,2 ± 0,84*
	32,10 ÷ 36,30 

	54
	(-7933
	40,5
	35,4 ± 1,13*
	32,60 ÷ 38,20 

	55
	(-7934
	31,3
	25,0 ± 0,66*
	23,40 ÷ 26,60 

	Мілдронат
	10,0
	36,2 ± 1,32*
	33,0 ÷ 39,40


Продовж.табл. 4.13
	1
	2
	3
	4
	5

	Контроль
	–
	21,5 ± 1,21
	18,50 ÷ 24,50

	56
	(-7839
	9,2
	18,2 ± 0,65
	16,60 ÷ 19,80

	57
	(-7840
	24,6
	21,2 ± 0,57
	19,80 22,60

	58
	(-7841
	25,4
	37,8 ± 0,48*
	36,60 39,0

	59
	(-7842
	6,1
	17,6 ± 0,36
	16,70 18,50

	60
	(-7843
	9,6
	18,2 ± 0,64
	16,60 19,80

	61
	(-7844
	12,7
	21,2 ± 0,53
	19,90 22,50

	62
	(-7845
	10,6
	17,0 ± 0,42
	16,0 18,0

	63
	(-7846
	26,2
	16,2 ± 1,10
	13,50 18,90

	64
	(-8055
	25,4
	32,8 ± 1,16*
	30,0 35,60

	65
	(-8057
	21,2
	31,7 ± 1,19*
	28,80 34,60

	Мілдронат
	10,0
	35,14  ± 1,42*
	31,36 8,64

	Контроль
	–
	20,43 ± 1,19
	33

	66
	(-8000
	5,6
	19,67 ± 1,35
	16,37 ÷ 22,97

	67
	(-8024
	8,4
	28,43 ± 2,26*
	22,93 ÷ 33,93

	68
	(-8025
	12,2
	30,43 ± 1,51*
	26,73 ÷ 34,13

	69
	(-8026
	15,2
	15,29 ± 1,26*
	12,19 ÷ 18,39

	70
	(-8027
	16,7
	14,80 ± 1,51*
	11,10 ÷ 18,50

	71
	(-8028
	19,9
	17,57 ± 1,35
	14,27 ÷ 20,87

	72
	(-8029
	18,7
	13,20 ± 1,19*
	10,30 ÷ 16,10

	73
	(-8030
	13,2
	32,50 ± 2,67*
	26,00 ÷ 39,00

	74
	(-8031
	13,7
	35,14 ± 2,15*
	29,84 ÷ 40,44

	75
	(-8033
	8,7
	38,43 ± 1,75*
	34,13 ÷ 42,73

	76
	(-8032
	6,3
	36,50 ± 1,20*
	33,50 ÷ 39,50

	77
	(-8050
	15,9
	31,57 ± 1,62*
	27,57 ÷ 35,57

	78
	(-8051
	16,2
	38,66 ± 1,41*
	35,21 ÷ 42,11

	79
	(-8090
	9,8
	18,14 ± 1,33
	14,84 ÷ 21,44

	80
	γ-7763
	5,6
	19,67 ± 1,35
	16,37 ÷ 22,97

	81
	γ-7764
	10,75
	18,86 ± 1,14
	16,06 ÷ 21,66

	Мілдронат
	10,0
	35,2 ± 1,38*
	31,80 38,60

	Контроль
	–
	20,6 ± 1,19
	17,70 23,50

	82
	γ-7765
	8,4
	28,43 ± 2,26*
	22,93 ÷ 33,93

	83
	γ- 7767
	12,2
	30,43 ± 1,51*
	26,73 ÷ 34,13

	84
	(-8340
	16,2
	15,29 ± 1,26*
	12,10 ÷ 18,30

	85
	(-8341
	16,7
	14,86 ± 1,53*
	11,16 ÷ 18,56

	86
	(-8342
	19,9
	17,57 ± 1,35
	14,27 ÷ 20,87

	87
	(-8344
	18,7
	13,20 ± 1,19*
	10,39 ÷ 16,19

	88
	(-8090
	13,2
	32,57 ± 2,67*
	26,07 ÷ 39,07

	89
	(-8001
	13,7
	25,14 ± 2,15*
	19,84 ÷ 30,44


Продовж. табл. 4.13

	1
	2
	3
	4
	5

	Мілдронат
	10,0
	35,18 ± 2,43*
	

	Контроль
	–
	20,43 ± 1,19
	

	90
	(-7887
	16,8
	17,29 ± 1,27
	

	91
	(-7935
	23,1
	18,25 ± 1,43
	

	92
	(-7936
	22,2
	27,75 ± 1,46*
	24,15 31,35

	93
	(-7937
	23,6
	32,37 ± 1,32*
	29,17 35,57

	94
	(-7938
	6,15
	23,75 ± 1,96
	18,95 28,55

	95
	(-7939
	17,9
	21,87 ± 1,56
	18,07 25,67

	96
	(-7940
	11,3
	30,57 ± 1,21*
	27,57 33,57

	97
	(-7943
	7,8
	18,38 ± 1,57
	14,18 22,18

	98
	(-7944
	15,4
	28,43 ± 1,48*
	24,83 32,03

	99
	(-7945
	15,8
	34,75 ± 1,71*
	30,55 38,95

	100
	(-7946
	13,4
	37,62 ± 1,95*
	

	Мілдронат
	10,0
	35,3 ± 1,46*
	

	Контроль
	–
	20,7 ± 1,16
	

	101
	(-6491
	41,5
	26,4 ± 0,51*
	

	102
	(-6492
	38,5
	27,9 ± 0,44*
	26,80 29,00

	103
	(-6503
	41,5
	32,6 ± 0,35*
	31,70 33,50

	104
	(-6504
	30,8
	35,8 ± 0,32*
	35,00 36,60

	105
	(-6505
	25,8
	31,1 ± 0,62*
	29,60 32,60

	106
	(-6506
	45,3
	34,5 ± 0,54*
	33,20 35,80

	107
	(-6520
	43,1
	28,4 ± 0,35*
	27,50 29,30

	108
	(-6538
	39,3
	21,5 ± 0,21*
	21,00 22,00


	109
	(-6539
	21,8
	18,4 ± 0,19
	17,90 18,90

	110
	(-6540
	43,8
	20,6 ± 0,17
	20,20 21,00

	111
	(-3825
	44,0
	16,4 ± 0,22
	15,90 16,90

	112
	(-4237 Б
	27,0
	15,2 ± 0,14*
	14,90 15,50

	113
	(-4249 Б
	40,0
	17,9 ± 0,18
	17,50 18,30

	114
	(-6369
	24,0
	19,2 ± 0,24
	18,60 19,80

	Мілдронат
	10,0
	35,6 ± 1,22*
	

	Контроль
	–
	20,7 ± 1,16
	

	115
	(-6387
	29,0
	21,5 ± 0,27
	20,75 22,25

	116
	(-6589
	62,5
	16,8 ± 0,23
	16,10 17,50

	117
	(-6605
	59,0
	17,2 ± 0,26
	16,60 17,80

	118
	(-6634
	56,5
	15,6  ± 0,25*
	15,0016,20

	119 
	(-6691
	44,8
	21,4 ± 0,27
	20,70 22,10

	120
	(-7366
	39,0
	13,9 ± 0,17*
	13,50 14,30

	121
	(-7367
	33,0
	22,1 ± 0,18
	21,70 22,50

	122
	(-7507
	29,3
	20,4 ± 0,25
	19,80 21,0

	123
	(-6692
	41,8
	19,8 ± 0,19
	19,30 20,30


Закінчення табл. 4.13
	1
	2
	3
	4
	5

	124
	(-6602
	50,3
	21,3 ± 0,21*
	20,80 21,80

	125
	(-7961
	36,0
	22,8 ± 0,24
	22,20 23,40

	126
	(-6601
	50,8
	23,4 ± 0,36*
	

	Мілдронат
	10,0
	35,6 ± 1,22*
	

	Контроль
	–
	20,5 ± 0,62
	

	127
	6713
	49,3
	18,4 ± 0,32
	

	128
	(-6728
	24,5
	26,2 ± 0,31*
	25,40 27,0

	129
	(-7963
	37,0
	24,7 ± 0,28*
	24,00 25,40

	130
	(-7964
	27,0
	28,3 ± 0,34*
	27,50 29,10

	131
	(-7965
	38,7
	30,4 ± 0,41*
	29,40 31,40

	132
	(-7966
	47,5
	33,1 ± 0,26*
	32,50 33,70

	133
	(-7967
	44,3
	35,5 ± 0,35*
	34,60 36,40

	134
	(-7968
	30,4
	32,6 ± 0,27*
	31,90 33,30

	135
	(-7131
	41,5
	25,7 ± 0,24*
	25,10 26,30

	Мілдронат
	10,0
	35,3 ± 0,71*
	

	Контроль
	–
	20,7 ± 0,62
	


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
У ряду 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) помірну стимулювальну активність виявили сполуки 19 і 20, які збільшували тривалість примусового плавання на 25,2 (p < 0,05) і 18,4% відповідно. 

Дослідження впливу 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) на фізичну витривалість щурів показали, що після введення сполук 35 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-(4′-метил)піперидинотеофілін і 39 – 7-β-гідрокси-(-(п-хлорофенокси)пропіл-8-N-β-диметиламіноетиламінотеофілін підвищувався час примусового плавання щурів з вантажем до стомлення на 38,8-51,5% (p < 0,05).

Одержані результати впливу 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)-пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 46-55) і амонієвих солей 3-метил-7-       метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат (спол. 56-65) на фізичну витривалість щурів показали, що помірну стимулювальну активність виявили сполуки 58, 64 і 65, які підвищували фізичну витривалість щурів при примусовому плаванні у басейні. Найбільшу активність виявила сполука 58 – 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат-β-гідроксіетиламонію, яка в дозі 25,4 мг/кг стимулює витривалість щурів до навантаження на 85% (p < 0,05) і перевищує дію мілдронату на 13%.

Представлені результати досліджень впливу амонієвих солей N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 66-79) на витривалість щурів до фізичних навантажень свідчать, що деякі амонієві солі підвищували витривалість щурів до примусового плавання, але ступінь їх впливу був різним. Після внутрішньочеревного введення щурам нікотинату (3-метил-7-β-гідроксіетилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 78) у дозі 16,2 мг/кг спостерігали збільшення тривалості перебування щурів у басейні. Стимулювальний вплив на фізичну витривалість щурів виявився збільшенням часу плавання щурів у басейні на 87,66% (p < 0,05). Так, під дією сполуки 78 тривалість плавальної проби з навантаженням підвищилася на 38,66 ± 1,41% (p < 0,05). Заміна нікотинової солі молекули (3-метил-7-β-гідроксіетилксантиніл-8)піперазинію (спол. 78) на оротатну (спол. 74), L-глутаматну (спол. 69), L-аспартатну (спол. 68), саліцилову (спол. 77), цитратну (спол. 70) і сукцинатну (спол. 67) призводила до зменшення фізичної витривалості тварин на 74,6, 72, 59,4, 48,9 і 39,8% (p < 0,05) відповідно в порівнянні зі сполукою 78. Інші амонієві солі 4-амінобутанат (спол. 73), L-α-амінопропіонат (спол. 72), аміноацетат (спол. 71), бензоат (спол. 75) і оксалат (спол. 66) виявили депримувальну дію. Тривалість перебування в плавальному басейні зменшилася на 17,86-18,86% після внутрішньочеревного введення цих сполук. Найбільш виражену пригнічувальну дію виявила сполука 72, яка викликала зниження тривалості плавання на 35,9%.

Для стимуляції метаболічних процесів з метою підвищення витривалості до фізичних навантажень, скорочення фізичної і розумової перенапруги та прискорення реабілітації хворих для фармакологічної корекції призначають мілдронат, який ми взяли як препарат порівняння. 

Під дією препарату порівняння мілдронату (10 мг/кг) спостерігали виражене підвищення фізичної витривалості щурів, що виявлялося у збільшенні часу примусового плавання щурів з навантаженням на 70,9% (p < 0,05).

Отже, проведені експериментальні дослідження показали, що сполука 100 підвищувала фізичну витривалість тварин, перевершуючи дію мілдронату на 11,2%, а сполука 72 виявляла депримувальну активність, зменшуючи на 35,9% витривалість щурів до фізичних навантажень.

Наведені результати дослідження амонійних солей 7,8-дизаміщених            3-метилксантину (спол. 80-89) на фізичну витривалість щурів при примусовому плаванні (табл. 4.13) свідчать, що сполуки 82 – N-(3-метил-7-гідроксі-етилксантиніл-8-)піперазинію глутамат, сполука 83 – N-(3-метил-7-гідроксі-етилксантиніл-8-)піперазинію оксалат і сполука 88 – оксалат N-(3-метил-7-н-бутилксантиніл-8-)піперазинію підвищували час примусового плавання щурів з вантажем до стомлення на 39,2-59,4% (p < 0,05).

Результати експериментальних досліджень впливу амонієвих солей N-(3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл)-8-аміноацетату (спол. 90-100) на фізичну працездатність при примусовому плаванні наведені в табл. 4.13.

Після внутрішньочеревного введення щурам амонієвої солі і-проп-оксипропіламонію 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 100) спостерігали збільшення тривалості плавання щурів у водному басейні.

Стимулювальний вплив на фізичну працездатність і час плавальної проби з навантаженням виявила сполука 100, яка збільшила тривалість плавання на 81,7% (p < 0,01) у порівнянні з контролем. Заміна амонієвої солі і-пропоксипропіламонію 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 100) на діетиламонієву (спол. 99), морфолінову (спол. 93), дигідроксіетиламонійну (спол. 96) призводила до зменшення фізичної працездатності щурів з 81,7% до 47,7% (p<0,05). При заміні дигідроксіетиламонієвої солі 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 96) на піперидинову (спол. 94) солі тривалість плавання щурів в басейні зменшилася з 30,57 до 23,75 с.

Пригнічувальну дію на функціональний стан скелетних м’язів чинила сполука 90 – 1-N,N-ди-(β-гідроксіетил)амонію 3-метил-7-β-метоксиметилксан-тиніл-8-аміноацетату, яка після внутрішньочеревного введення в дозі 16,8 мг/кг викликала зниження тривалості плавання у водному басейні на 16,5%.

Амонієві солі – β-гідроксіетиламонієва 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 91) і N-етилпіперазинова 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату (спол. 97) викликали зменшення працездатності. Отримані результати показали, що сполука 100 підвищувала фізичну працездатність тварин, перевершувала дію мілдронату на 11,2%, а сполука 90 викликала депримувальну активність, зменшуючи фізичну витривалість щурів.

Результати вивчення впливу 1-заміщених-2-п-толіл-8-метилімідазо-[1,2-f]-ксантину (спол. 101-126) на фізичну витривалість щурів свідчать, що виражену стимулювальну активність виявили спол. 103-107, які підвищують фізичну витривалість щурів до примусового плавання. Найбільший стимулювальний вплив виявила сполука 104 – 1-(3′-і-пропоксипропіл-1′)-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин, яка збільшувала час примусового плавання щурів на 74,6% (p  <  0,05). Заміна в 1-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину 3′-і-пропоксипропільного радикала на етильний (спол. 106), 3′-метоксипропільний-1′ (спол. 103), 1-β-(N,N-діетиламіноетильний) (спол. 105) замісники привела до підвищення тривалості плавання щурів з навантаженням на 74,6-38,5%.

Серед амонієвих солей 1-заміщених-3,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135) найбільш виражений стимулювальний ефект на фізичну працездатність щурів виявила сполука 133 – 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]-ксантиніл-8)бутаноат N,N-ди(β-гідроксіетиламонію), яка в дозі 44,3 мг/кг збільшила тривалість примусового плавання щурів у басейні на 71,5% (p < 0,05). 

Отже, проведені експериментальні дослідження показали, що сполука 100 підвищує фізичну витривалість щурів і перевищує стимулювальну дію мілдронату на 11,2%, а сполука 72 виявила депримувальну активність, зменшуючи на 35,9% фізичну працездатність щурів.

4.6. Дослідження антиноцицептивної активності 

N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину 

Проблема аналгезії посідає важливе місце в сучасній клінічній практиці. Фундаментальне відкриття патофізіологічних механізмів болю стало стимулом для створення нових знеболювальних засобів. Незважаючи на велику кількість методів медикаментозного знеболення, терапія гострого болю залишається важливою проблемою, а розробка нових препаратів є актуальною [67, 389].

Дослідження впливу N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей (1-135) проведені на моделі оцтових корчів у щурів і наведені в табл. 4.14 і на рис. 4.3. Аналіз одержаних даних аналгетичної активності гетероциклічних похідних 7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (спол. 1-10) свідчить, що вони пригнічують рефлекторну реакцію на подразнення оцтовою кислотою вісцеральних ноцицепторів.

Таблиця 4.14

4.6. Антиноцицептивна активність N-С8-заміщених і конденсованих 

похідних ксантину на моделі больового подразнення 

внутрішньочеревних рецепторів 

	№
сполуки


	Шифр
	Доза,

мг/кг
	Пригнічення больового подразнення

	
	
	
	кількість корчів M ± m
	% від контролю

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	(-4238
	22,8
	22,7 ± 0,64*
	70,3

	2
	(-3952
	27,2
	21,3 ± 0,91*
	65,9

	3
	(-4250
	35,5
	23,6 ± 1,06*
	73,1

	4
	(-4237 А
	41,3
	17,0 ± 1,26*
	52,6

	5
	(-4249 А
	27,5
	18,7 ± 1,11*
	57,9

	6
	(-3842
	28,3
	28,9 ± 1,21
	89,5

	7
	(-6237
	10,3
	17,6 ± 1,06*
	54,5

	8
	(-6236
	14,2
	18,0 ± 1,22*
	55,7

	9
	(-5132
	46,5
	20,0 ± 1,50*
	61,9

	10
	(-4543
	8,4
	24,3 ± 1,29*
	75,2

	11
	(-4832
	22,8
	26,7 ± 0,78
	82,7

	12
	(-4853
	31,5
	25,4 ± 0,81*
	77,7

	13
	(-4835
	24,5
	23,5 ± 0,86*
	72,8

	14
	(-6622
	43,5
	22,4 ± 0,59*
	69,3

	15
	(-6574
	27,0
	21,4 ± 1,13*
	66,3

	16
	(-6575
	30,5
	20,8 ± 1,14*
	64,4

	17
	(-6560
	22,5
	23,2 ± 1,21*
	71,8

	18
	(-6562
	26,0
	16,72 ± 1,31*
	51,8


Продовж. табл. 4.14
	1
	2
	3
	4
	5

	Диклофенак
	8,0
	17,3 ± 1,15*
	53,6

	Контроль 
	–
	32,3  ± 1,02
	100

	19
	(-3427
	25,5
	32,5 ± 1,12*
	66,2

	20
	(-3428
	16,0
	35,7 ± 1,09*
	72,7

	21
	(-3947
	17,6
	38,7 ± 1,13*
	78,8

	22
	(-3948
	17,0
	34,2 ± 1,08*
	69,6

	23
	(-3960
	50,0
	29,4 ± 1,12*
	59,9

	24
	(-3961
	28,1
	27,6 ± 1,16*
	56,2

	25
	(-4530
	26,9
	42,3 ± 0,75
	86,2

	26
	(-4704
	50,0
	36,5 ± 0,85*
	74,3

	27
	(-4705
	37,5
	44,9 ± 0,93
	91,4

	28
	(-4706
	26,8
	33,2 ± 1,76*
	67,6

	29
	(-4707
	50,0
	46,4 ± 0,84
	94,5

	Диклофенак
	8,0
	28,2 ± 1,90*
	57,4

	Контроль 
	–
	49,1 ± 1,04
	100

	30
	(-5847
	10,95
	28,0 ± 0,31
	90,3

	31
	(-5856
	15,5
	17,3 ± 0,24*
	55,8

	32
	(-5857
	11,9
	26,7 ± 0,29
	86,1

	33
	(-5863
	11,6
	16,5 ± 0,34*
	53,2

	34
	(-5868
	8,4
	20,8 ± 0,61*
	67,1

	35
	(-5869
	6,85
	24,8 ± 0,37*
	80,0

	36
	(-5871
	3,35
	27,4 ± 0,29
	88,4

	37
	(-5964
	3,95
	15,4 ± 0,23*
	49,7

	38
	(-5968
	5,95
	16,9 ± 0,31*
	54,5

	39
	(-7434
	5,88
	22,1 ± 0,17*
	71,3

	40
	(-7435
	6,08
	20,3 ± 0,21*
	65,5

	41
	(-7437Ф
	7,14
	14,4 ± 0,18*
	46,5

	42
	(-7440
	6,52
	18,9 ± 0,23*
	61,0

	43
	(-7441
	11,3
	19,1 ± 0,16*
	61,6

	44
	(-7443
	3,48
	17,8 ± 0,35*
	57,4

	45
	(-7444
	15,1
	24,7 ±1,12*
	79,7

	Диклофенак
	8,0
	18,2 ± 0,28*
	58,8

	Контроль 
	–
	31,0 ± 0,71
	100

	46
	(-7612
	35,0
	23,7 ( 1,24*
	76,5

	47
	(-7613
	34,9
	20,9 ( 1,52*
	67,4

	48
	(-8104
	34,8
	27,4 ( 1,84
	88,4

	49
	(-8105
	32,8
	23,3 ( 0,95
	75,2

	50
	(-8106
	28,4
	24,2 ± 0,19
	78,1

	51
	(-8107
	30,1
	22,0 ±0,26*
	70,9


Продовж. табл. 4.14
	1
	2
	3
	4
	5

	52
	(-7931
	32,0
	18,0 ± 0,31 *
	58,0

	53
	(-7932
	25,5
	26,0 ± 0,33
	83,9

	54
	(-7933
	40,5
	16,8 ± 0,24
	54,2 

	55
	(-7934
	31,3
	27,4 ± 0,98
	88,4

	Диклофенак
	8,0
	17,5 ± 0,28*
	56,5

	Контроль 
	–
	31,0 ± 0,71
	100

	56
	(-7839
	9,2
	33,01 ± 0,18*
	106,5

	57
	(-7840
	24,6
	23,04 ± 0,37*
	74,3

	58
	(-7841
	25,4
	29,18 ± 0,91
	93,8

	59
	(-7842
	6,1
	25,14 ± 0,85*
	80,8

	60
	(-7843
	9,6
	36,07 ± 0,39
	115,9

	61
	(-7844
	12,7
	27,06 ± 0,18
	87,0

	62
	(-7845
	10,6
	15,73 ± 0,19*
	50,6

	63
	(-7846
	26,2
	23,14 ± 0,42*
	74,4

	64
	(-8055
	25,4
	28,3 ± 0,84
	91,0

	65
	(-8057
	21,2
	29,2 ± 0,76
	93,9

	Диклофенак
	8,0
	21,2 ± 0,28*
	68,2

	Контроль 
	–
	31,1 ± 0,27
	100

	66
	(-7992
	19,0
	21,43 ± 1,35*
	68,9

	67
	(-7993
	16,5
	20,57 ± 1,02*
	66,1

	68
	(-7994
	40,8
	31,14 ± 1,96
	100,2

	69
	(-7995
	17,5
	33,43 ± 0,93
	107,5

	70
	(-7996
	33,5
	24,71 ± 1,07*
	79,5

	71
	(-7997
	40,5
	21,71 ± 1,01*
	69,8

	72
	(-7998
	21,0
	16,57 ± 0,70*
	53,3

	73
	(-7999
	36,0
	18,52 ± 0,50*
	59,5

	74
	(-8335
	28,0
	27,5 ± 1,11
	88,4

	75
	(-8336
	10,75
	26,2 ± 0,68
	84,2

	76
	(-8337
	8,4
	23,1 ± 0,37*
	74,3

	77
	(-8338
	12,2
	35,8 ± 1,13
	115,1

	78
	(-8339
	16,2
	37,8 ± 1,42
	121,5

	79
	(-8343
	16,7
	32,6 ± 1,74
	104,8

	Диклофенак
	8,0
	21,2 ± 0,28*
	68,2

	Контроль 
	–
	31,1 ± 0,27
	100

	80
	γ-7763
	28,0
	24,3 ± 1,8*
	58,3

	81
	γ-7764
	10,75
	53,14 ± 2,51
	127,4

	82
	γ-7765
	8,4
	37,86 ± 1,78
	90,8

	83
	γ- 7767
	12,2
	37,14 ± 1,91
	90,6

	84
	(-8340
	16,2
	46,0 ± 1,02
	110,3


Продовж. табл. 4.14

	1
	2
	3
	4
	5

	85
	(-8341
	16,7
	41,71 ± 1,07
	100,1

	86
	(-8342
	19,9
	41,14 ± 0,92
	98,6

	87
	(-8344
	18,7
	37,71 ± 1,07
	90,4

	88
	(-8090
	13,2
	27,71 ± 0,92*
	66,5

	89
	(-8000
	28,0
	19,71 ± 0,91*
	47,3

	Диклофенак
	8,0
	22,8 ± 0,93*
	54,7

	Контроль
	–
	41,7 ± 0,38
	100

	90
	(-7887
	16,8
	34,6 ± 0,72
	83,8

	91
	(-7935
	23,1
	23,14 ± 0,85*
	56,0

	92
	(-7936
	22,2
	37,12 ± 0,69
	89,9

	93
	(-7937
	23,6
	36,16 ± 1,21
	87,4

	94
	(-7938
	6,15
	27,71 ± 0,64*
	67,1

	95
	(-7939
	17,9
	33,43 ± 0,79
	80,9

	96
	(-7940
	11,3
	24,0 ± 1,10*
	58,19

	97
	(-7943
	7,8
	35,57 ± 0,64
	86,1

	98
	(-7944
	15,4
	27,14 ± 0,72
	86,1

	99
	(-7945
	15,8
	17,0 ± 0,76**
	52,5

	100
	(-7946
	13,4
	21,71 ± 0,64*
	52,6

	Диклофенак 
	8,0
	17,5 ± 0,71*
	42,4

	Контроль 
	–
	41,3 ± 0,11
	100

	101
	(-6491
	41,3
	35,1 ± 1,52*
	72,8

	102
	(-6492
	38,1
	33,4 ± 1,43*
	69,3

	103
	(-6503
	36,8
	30,1 ± 1,39*
	62,5

	104
	(-6504
	32,0
	30,8 ± 1,60*
	63,9

	105
	(-6505
	25,6
	38,7 ± 1,47
	80,3

	106
	(-6506
	45,5
	28,9 ± 1,34*
	59,9

	107
	(-6520
	39,5
	25,6 ± 1,21*
	53,1

	108
	(-6538
	38,3
	27,5 ± 1,35*
	57,1

	Диклофенак
	8,0
	21,2 ± 0,28*
	68,2

	Контроль 
	–
	31,1 ± 0,27
	100

	109
	(-6539
	31,3
	28,3 ± 1,46*
	58,7

	110
	(-6540
	24,1
	23,2 ± 1,31*
	48,1

	111
	(-3825
	42,5
	41,3 ± 1,66
	85,7

	112
	(-4237 Б
	28,5
	43,6 ± 1,54
	90,5

	113
	(-4249 Б
	43,0
	35,8 ± 1,33*
	74,3

	114
	(-6369
	27,1
	32,7 ± 1,38*
	67,8

	115
	(-6387
	35,2
	29,3 ± 1,52*
	60,8

	116
	(-6589
	36,8
	46,2 ± 0,98
	95,9

	117
	(-6605
	30,8
	42,1 ± 0,84
	87,3


Закінчення табл. 4.14

	1
	2
	3
	4
	5

	118
	(-6634
	43,3
	43,6 ± 1,13
	90,5

	119 
	(-6691
	39,3
	29,4 ± 0,96*
	61,0

	120
	(-7366
	30,8
	39,74 ± 0,77
	82,5

	121
	(-7367
	21,8
	45,32 ± 1,23
	94,0

	122
	(-7507
	44,6
	43,78 ± 1,20
	90,8

	123
	(-6692
	27,0
	28,7 ± 1,07*
	59,5

	124
	(-6602
	40,0
	25,6 ± 1,2*
	53,1

	125
	(-7961
	24,0
	24,6 ± 1,5*
	51,0

	126
	(-6601
	29,0
	26,4 ± 1,24*
	55,2

	Диклофенак
	8,0
	23,4 ± 1,14*
	48,5

	Контроль
	–
	48,2 ± 1,18
	100

	127
	6713
	49,3
	36,8 ± 1,09
	82,5

	128
	(-6728
	24,5
	28,7 ± 0,84
	64,3

	129
	(-7963
	37,0
	34,1 ±  0,73*
	76,5

	130
	(-7964
	27,0
	32,4 ± 0,66*
	72,6

	131
	(-7965
	38,7
	28,7 ± 0,57
	64,3

	132
	(-7966
	47,5
	26,8 ± 0,72*
	60,1

	133
	(-7967
	44,3
	32,4 ± 0,31*
	72,6

	134
	(-7968
	30,4
	27,6 ± 0,27*
	61,9

	135
	(-7131
	41,5
	24,5 ± 0,18
	54,9

	Диклофенак
	8,0
	23,6 ± 1,27*
	52,9

	Контроль
	–
	44,6 ± 0,72
	100


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем.
Виражену антиноцицептивну активність виявила сполука 4 – 7-бензоїлметил-8-β-гідроксіамінотеофілін, яка у дозі 41,3 мг/кг викликала у щурів зменшення кількості оцтових корчів на 47,4% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Переміщення у молекулі ксантинового біциклу метилпіперидинового (спол. 4) радикала з 4'-положення (спол. 7) у 3'-положення (спол. 8), а також уведення у 8-ме положення піридин-3-іл-метиламінового (спол. 9) замісника викликає зменшення аналгетичної активності до 38,1% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Подовження у 8-му положенні молекули алкільного                         β-гідроксіетиламінового ланцюга (спол. 4) на одну метильну групу N-(3′-гідроксипропіл-1′-)аміновий (спол. 5) підвищує антиноцицептивну дію  до 42,1% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Помірну антиноцицептивну активність виявили сполуки 1, 2, 10, після уведення яких кількість оцтових корчів у щурів зменшувалась на 24,8-34,1%  (p < 0,05).
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Рис. 4.3. Антиноцицептивна активність N-С8-заміщених ксантину і конденсованих похідних в умовах оцтових корчів у щурів (% до контролю):

*– р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем.
Заміна в 1-му положенні молекули ксантинового біциклу метильного радикала на атом гідрогену (спол. 11-14) призводить до зменшення аналгетичної активності. Уведенням у 7-ме положення п-метилбензоїлметильного (спол. 15-16) п-метоксибензоїлметильного (спол. 17) замісників замість бензоїлметильного (спол.1-14) фрагмента молекули 7,8-дизаміщених 3-метилксантину була синтезована сполука 15  –  3-метил-7-п-метилбензоїлметил-8-N-(N′,N′-діетиламіноетил) аміноксантин, яка викликала зменшення вісцеральної рефлекторної реакції на 35,6% (p < 0,05) при подразненні оцтовою кислотою.

У ряду 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину спол. 19-29 пригнічують подразнення вісцеральних ноцицепторів оцтовою кислотою. Виражену аналгетичну активність виявила сполука 24 (7-β-феноксіетил-8-N-бензилметил 3-метилксантину), яка у дозі 28,1 мг/кг викликала у щурів зменшення кількості оцтових корчів на 43,8% у порівнянні з контролем (p  <  0,05). Заміна у 8-му положенні молекули 7-β–феноксіетил-8-N-заміщених 3-метилксантину бензилметильного радикала (спол. 24) на бензиламіновий (спол. 23), β-диметиламіноетильний (спол. 19), циклогексильний (спол. 28) призводила до зменшення знеболювальної активності.

Помірну антиноцицептивну активність виявили сполуки 20, 21, 25, 26. Ці речовини зменшували кількість оцтових корчів у щурів на 21,2–25,7%              (p < 0,05). Уведення у 8-ме положення молекули 7-β-феноксіетил-8-N-заміщених 3-метилксантину гексильного (спол. 27) і амільного (спол. 29) радикалів призводить до втрати анальгетичної активності. Найменшу знеболювальну дію було виявлено у 7-β–феноксіетил-8-N-заміщених                       3-метилксантину (спол. 29), яка у дозі 50 мг/кг викликала зменшення кількості оцтових корчів на 5,5%. Знеболювальну активність сполуки 24 можна порівняти з активністю диклофенаку.

Гетероциклічні похідні 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) наведені в табл. 4.14. Аналіз одержаних результатів свідчить, що досліджені сполуки пригнічують подразнення вісцеральних ноцицепторів оцтовою кислотою. Найбільш виражену антиноцицептивну активність виявила сполука 41 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-β-карбоксіетиламінотеофілін, яка в дозі 7,14 мг/кг сприяла зменшенню кількості оцтових корчів на 53,5% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Заміна у    8-му положенні молекули ксантинового біциклу β-карбоксіетиламінового радикала (спол. 41) на метиловий ефір тіоацетату (спол. 37), β-феніламіновий (спол. 34), хлорбензоїлметилтіольний (спол. 38), β-аміногексановий (спол. 44) фрагменти призводило до зменшення знеболювальної активності. Помірну аналгетичну активність виявили (спол. 39, 40, 43), які зменшували кількість оцтових судом у щурів на 28,7, 34,6 і 38,4% (p < 0,05) відповідно. 

Тобто, вираженою аналгетичною активністю володіє сполука 41, яку можна зіставити з диклофенаком натрію.

Серед амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 46-55) найбільш виражений антиноцицептивний ефект спостерігали після введення сполуки 54 – морфолінію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоетаноат у дозі 40,5 мг/кг та сполуки 52 – піролідинію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоетаноат у дозі 32 мг/кг, що викликала зменшення больової реакції на 45,8 і 42% (p < 0,05). Заміна піролідинової (спол. 52) амонійної солі на піперидинову (спол. 47) β-гідроксіамонієву (спол. 51), піперазинову (спол. 49) і морфолінову (спол. 49) солі призводила до зменшення анальгетичної дії. Больова реакція у щурів, що викликана хімічним подразником, достовірно зменшувалася після введення сполуки 46 на 41,9% (p < 0,05). 

За аналізом отриманих результатів вивчення анальгетичної активності амонієвих солей заміщених N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8)піперазинію (спол. 66-79, табл. 4.14), досліджувані речовини впливають на рефлекторну збудливість вісцеральних ноцицепторів при подразненні їх хімічним чинником. Встановлено, що всі сполуки викликають зменшення кількості оцтових корчів у діапазоні від 19,8 до 60,3% (p < 0,05). Виражену аналгетичну дію виявила (L-α-амінопропіонат N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 72), яка при збудженні аферентних вісцелярних ноцицепторів хімічним подразником зменшує кількість оцтових корчів на 46,7% (р < 0,05). Заміна L-α-амінопропіонатної амонієвої солі (спол. 72) на β-амінопропіонатну (спол. 73), оксалатну (спол. 66), сукцинатну (спол. 67), аміноацетатну (спол. 71) і цитратну (спол. 70) амонієві солі призводить до зменшення анальгетичної активності цих речовин. Диклофенак натрію викликає зменшення кількості оцтових судом на 41,2%.
Серед амонієвих солей заміщених 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіоа цетат піперидинію (спол. 90-100) сполуки 99, 98, 100, 96 та 91 зменшували рефлекторну реакцію на хімічний подразник у межах від 25,3 до 51,2%              (p < 0,05). Менш виражену знеболювальну активність виявили сполуки 92, 93, 95 і 97, які зменшували кількість корчів, викликаних оцтовою кислотою, з 10,1 до 19,1%. Найбільшу аналгетичну активність (58,8%; p < 0,05) виявила діетиламонієва сіль N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-)аміноетаноат (спол. 99). За величиною зменшення антиноцицептивної дії амонієві солі N-(3-метил-7-метоксиксантиніл-8-аміноацету можна розташувати таким чином: діетиламонієва (спол. 99), і-пропоксипропіламонієва (спол. 100), β-гідроксіетиламонієва (спол. 91), дигідроксіетиламонієва (спол. 96), N-метилпіперазинієва (спол. 98) і піперидинова (спол. 94) амонієві солі. Заміна діетиламонієвої солі 1-N-метилбензилтеобромін-8-амінооцтової кислоти (спол. 99) на піролідинову (спол. 95), N-етилпіперазинову (спол. 97) та β-гідроксипропіламонову (спол. 92) амонійні солі призводить до зниження антиноцицептивної активності. 

Результати дослідження знеболювальної активності амонієвих солей заміщених 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 101-115) показали, що серед 2-п-толіл-1-заміщених-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол. 101-106) виражену антиноцицептивну активність виявила сполука 106, яка містить 3′-і-пропоксипропільний радикал у 1-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]-ксантину.

Ця сполука в дозі 30,8 мг/кг викликала достовірне зменшення кількості оцтових судом на 40,1% (p < 0,05). Заміщення 3′-і-пропоксипропільного радикала (спол. 104) на β-(N,N-діетиламіноетильний) (спол. 105), 2′-гідроксипропільний (спол. 102), н-пропільний (спол. 108), етильний (спол. 106) і 3′-метоксипропільний (спол. 103) призводить до зменшення антиноцицептивної активності з 40,1 до 19,7%. Заміна у 2-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]ксантину 2-п-толільного радикала (спол. 101-106) на 2-п-метоксифенільний (спол. 107-110) замісники приводить до підвищення знеболювальної активності цих сполук у межах 41,3-51,9%             (p < 0,05). 

Серед 15 досліджених речовин похідних ксантину найбільш виражений антиноцицептивний ефект спостерігали після введення 1-β-(N,N-діетиламіно-етил)-2-п-метоксифеніл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол. 100). Гостра больова реакція у щурів, викликана хімічним подразником, достовірно зменшувалося після введення сполуки 100 на 51,9% (p < 0,05).

Заміщення в 1-му положенні молекули 2-п-метоксифеніл-8-метилімідазо- [1,2-f]ксантину β-(N,N-діетиламіноетильного) радикала на етильний (спол. 107) і н-пропільний (спол. 108) замісники призводило до зменшення активності.

Помірну антиноцицептивну активність виявили більшість 1-заміщених       2-феніл-8-метилімідазо[1,2-f]теофіліну (спол. 113-115). Ці речовини зменшували кількість оцтових корчів у щурів на 25,7-39,2% (p < 0,05). Виражену антиноцицептивну дію виявила сполука 115 – 1-(γ-гідроксипропіл)-2-феніл-8-метилімідазо[1,2-f]теофілін, яка в дозі 29 мг/кг зменшувала кількість оцтових судом на 39,2% (p < 0,05). Заміна γ-гідроксипропільного радикала молекули 2-феніл-8-метилімідазо[1,2-f]теофіліну (спол. 115) на п-етилфенільний (спол. 114), β-гідроксіетильний (спол. 113) призводила до зменшення антиноцицептивної активності досліджуваних речовин. Антиноцицептивна активність 1,2-заміщених-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину і референтного препарату показує, що знеболювальна активність сполуки 100 перевищує анальгетичний ефект диклофенаку натрію на 7,1%. Заміна метильного радикала у 7-му положенні молекули 8-метилімідазо[1,2-f]теофіліну (спол. 113-115, 123-126) на атом гідрогену (спол. 111, 112, 116-122) і у 1-му положенні                     γ-гідроксипропільного (спол. 115) на β-гідроксіетильний (спол. 111) і                н-гексильний (спол. 112) призводить до зменшення ананальгетичної активності. 

У ряду амонієвих солей заміщених 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-бутаноату (спол. 127-135) в умовах оцтових корчів сполуки 131, 132, 134 виявили помірну антиноцицептивну активність. Ці речовини зменшували кількість оцтових корчів у щурів на 35,7, 38,1 і 39,9% (p < 0,05) відповідно. 

Уведення у 8-ме положення молекули 1,3,7-триметилімідазо[1,2-f] ксантин-8-бутаноату гексильного (спол. 129) й амільного (спол. 121) радикалів призводить до втрати знеболювальної активності.

Отже, сполука 41 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-β-карб-оксіетиламінотеофілін зменшувала кількість оцтових корчів на 53,5% і перевищувала знеболювальну дію диклофенаку натрію на 7,7% та була рекомендована для подальшого дослідження специфічної анальгетичної активності. 

4.7. Антиексудативна активність N-С8-заміщених
і конденсованих похідних ксантину 

Фармакологічна регуляція запального процесу НПЗП використовується фармакологами і клініцистами при багатьох  патологічних станіах [4, 10, 16]. Незважаючи на ефективність застосування неселективних НПЗП, існують суттєві обмеження щодо їх використання через те, що вони викликають побічні ефекти, наприклад, розвиток виразкової хвороби шлунка і дванадцятипалої кишки внаслідок зниження синтезу гастропротекторних простагландинів. Селективні блокатори циклооксигенази-2 несуть загрозу розвитку тромботичних ускладнень, зокрема інфаркту міокарда [95]. У зв'язку з побічними ефектами НПЗП, що обмежують їх застосування, проводиться пошук нових протизапальних фармакологічних речовин.

Результати дослідження протизапальної активності N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину (спол. 1-135) наведені в табл. 4.15 і на       рис. 4.4. 

Встановлено, що серед амонієвих солей заміщених 1,7,8-тризаміщених-3-метилксантину виражену протизапальну активність виявила сполука 4 –                 7-бензоїлметил-8-β-гідроксіетиламін, яка у дозі 41,3 мг/кг викликала зменшення експериментального набряку лапки у щурів на 48,9% (p < 0,05). 

Заміщення у 8-му положенні молекули ксантинового біциклу β-гідроксі-етиламінового (спол. 4) радикала на (фурил-2)метиламіновий (спол. 3),                 N-піролідиновий (спол. 6), 4′-метилпіперидиніл-1′ (спол.7) замісники викликало зменшення антиексудативної активності до 37,6% (p < 0,05) у порівнянні з контролем.

Таблиця 4.15

Антиексудативна активність N-С8-заміщених і конденсованих похідних 

ксантину на моделі запального набряку лапки у щурів (n = 7)

	№

сполуки


	Шифр
	Доза,

мг/кг
	Антиексудативна  активність

	
	
	
	об’єм лапки через 

4 год, мл
	% від 

контролю
	протизапальна активність

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	(-4238
	22,8
	1,63 ± 0,06*
	71,2
	28,8

	2
	(-3952
	27,2
	1,54 ± 0,05*
	67,2
	32,8

	3
	(-4250
	35,5
	1,29 ± 0,07*
	52,8
	47,2

	4
	(-4237 А
	41,3
	1,17 ± 0,10*
	51,1
	48,9

	5
	(-4249 А
	27,5
	1,57 ± 0,11*
	68,5
	31,5

	6
	(-3842
	28,3
	1,32 ± 0,08*
	57,6
	42,4

	7
	(-6237
	10,3
	1,43 ± 0,09*
	62,4
	37,6

	8
	(-6236
	14,2
	2,07 ± 0,17
	90,4
	9,6

	9
	(-5132
	46,5
	1,91 ± 0,10
	83,4
	16,6

	10
	(-4543
	8,4
	2,16 ± 0,15
	94,3
	5,7

	11
	(-4832
	22,8
	1,84 ± 0,18
	80,3
	19,7

	12
	(-4853
	31,5
	1,72 ± 0,19*
	75,1
	24,9

	13
	(-4835
	24,5
	1,66 ± 0,21*
	72,5
	27,5

	14
	(-6622
	43,5
	1,58 ± 0,16*
	69,0
	31,0

	15
	(-6574
	27,0
	1,52 ± 0,22*
	66,4
	33,6

	16
	(-6575
	30,5
	1,37 ± 0,23*
	59,8
	40,2

	17
	(-6560
	22,5
	1,48 ± 0,14*
	64,6
	35,4

	18
	(-6562
	26,0
	1,32 ± 0,23*
	57,4
	42,6

	Диклофенак
	8,0
	1,26 ± 0,13*
	55,0
	45,0

	Контроль
	–
	2,29 ± 0,14
	100
	–

	19
	(-3427
	25,5
	1,62 ± 0,05*
	71,4
	28,6

	20
	(-3428
	16,0
	1,69 ± 0,11*
	74,4
	25,6

	21
	(-3947
	17,6
	1,78 ± 0,06*
	78,4
	21,6

	22
	(-3948
	17,0
	1,52 ± 0,08*
	66,9
	33,1

	23
	(-3960
	50,0
	1,42 ± 0,06*
	62,5
	37,5

	24
	(-3961
	28,1
	1,22 ± 0,04*
	53,7
	46,3

	25
	(-4530
	26,9
	1,84 ± 0,07
	81,1
	18,9

	26
	(-4704
	50,0
	1,72 ± 0,05
	75,8
	24,2

	27
	(-4705
	37,5
	1,94 ± 0,09
	85,5
	14,5

	28
	(-4706
	26,8
	1,58 ± 0,11*
	69,6
	30,4

	29
	(-4707
	50,0
	1,95 ± 0,07
	85,9
	14,1

	Диклофенак
	8,0
	1,25 ± 0,07*
	55,1
	44,9


Продовж.табл. 4.15 

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Контроль
	–
	2,27 ± 0,09
	100
	–

	30
	(-5847
	10,95
	1,94 ± 0,11
	86,2
	13,8

	31
	(-5856
	15,5
	1,44 ± 0,17*
	64,0
	36,0

	32
	(-5857
	11,9
	1,88 ± 0,21*
	83,6
	16,4

	33
	(-5863
	11,6
	1,32 ± 0,18*
	58,7
	41,3

	34
	(-5868
	8,4
	1,89 ± 0,21
	84,0
	16,0

	35
	(-5869
	6,85
	1,97 ± 0,16
	87,6
	12,4

	36
	(-5871
	3,35
	2,09 ± 0,14
	92,9
	7,1

	37
	(-5964
	3,95
	1,38 ± 0,22*
	61,3
	38,7

	38
	(-5968
	5,95
	1,46 ± 0,24*
	64,9
	35,1

	39
	(-7434
	5,88
	1,81 ± 0,12
	80,4
	19,6

	40
	(-7435
	6,08
	1,56 ± 0,26*
	69,3
	30,7

	41
	(-7437Ф
	7,14
	1,39 ± 0,17*
	61,7
	38,3

	42
	(-7440
	6,52
	1,35 ± 0,23*
	60,0
	40,0

	43
	(-7441
	11,3
	1,41 ± 0,21*
	62,7
	37,3

	44
	(-7443
	3,48
	1,22 ± 0,19*
	54,2
	45,8

	Диклофенак
	8,0


	1,21 ± 0,09*
	53,8
	46,2

	Контроль
	–
	2,25 ± 0,11
	100
	–

	45
	(-7444
	15,1
	1,68 ± 0,27*
	74,7
	25,3

	46
	(-7612
	24,0
	1,74 ± 0,13*
	78,4
	31,6

	47
	(-7613
	22,5
	1,65 ± 0,08*
	74,3
	25,7

	48
	(-8104
	21,0
	1,94 ± 0,22
	87,4
	12,6

	49
	(-8105
	34,0
	1,75 ± 0,17*
	78,8
	21,2

	50
	(-8106
	18,8
	1,54 ± 0,13*
	69,4
	30,6

	51
	(-8107
	49,3
	1,65 ± 0,21*
	74,3
	25,7

	52
	(-7931
	36,0
	1,60 ± 0,27*
	72,7
	27,3

	53
	(-7932
	38,5
	1,46 ± 0,14*
	66,3
	33,7

	54
	(-7933
	40,5
	1,31 ± 0,23*
	59,5
	40,5

	55
	(-7934
	31,3
	1,54 ± 0,12*
	70,0
	30,0

	56
	(-7839
	9,2
	1,87 ± 0,11
	81,3
	18,7

	Диклофенак
	8,0
	1,22 ± 0,08*
	55,5
	44,5

	Контроль
	–
	2,20 ± 0,11
	100
	–

	57
	(-7840
	24,6
	1,62 ± 0,09*
	70,4
	29,6

	58
	(-7841
	25,4
	1,24 ± 0,08*
	53,9
	46,1

	59
	(-7842
	6,1
	1,57 ± 0,11*
	68,3
	31,7

	60
	(-7843
	9,6
	1,71 ± 0,13*
	74,3
	25,7

	61
	(-7844
	12,7
	1,45 ± 0,08*
	63,0
	37,0

	62
	(-7845
	10,6
	1,18 ± 0,14*
	51,3
	48,7

	63
	(-7846
	26,2
	1,26 ± 0,09*
	54,8
	45,2


Продовж.табл. 4.15
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	64
	(-8055
	25,4
	1,37 ± 0,12*
	59,6
	60,4

	65
	(-8057
	21,2
	1,31 ± 0,17*
	56,9
	43,1

	Диклофенак
	8,0
	1,28 ± 0,07*
	55,6
	44,4

	Контроль
	–
	2,30 ± 0,12
	100
	–

	66
	(-7992
	19,0
	1,48 ± 0,09*
	64,9
	35,1

	67
	(-7993
	16,5
	1,38 ± 0,08*
	60,5
	39,5

	68
	(-7994
	40,8
	2,31 ± 0,11
	101,3
	–

	69
	(-7995
	17,5
	1,24 ± 0,10*
	54,4
	45,6

	70
	(-7996
	33,5
	1,80 ± 0,12*
	78,9
	21,1

	71
	(-7997
	40,5
	2,25 ± 0,13
	98,7
	1,3

	72
	(-7998
	21,0
	2,18 ± 0,12
	95,6
	4,4

	73
	(-7999
	36,0
	1,67 ± 0,08*
	73,2
	26,8

	74
	(-8335
	28,0
	1,56 ± 0,19*
	68,4
	31,6

	75
	(-8336
	10,75
	1,49 ± 0,21*
	65,4
	34,6

	76
	(-8337
	8,4
	1,42 ± 0,27
	62,3
	37,7

	77
	(-8338
	12,2
	2,32 ± 0,25
	101,8
	–

	78
	(-8339
	16,2
	2,34 ± 0,23
	102,6
	–

	79
	(-8343
	16,7
	2,29 ± 0,18
	100,4
	–

	Диклофенак
	8,0
	1,29 ± 0, 09*
	56,6
	43,4

	Контроль
	–
	2,28 ± 0,07
	100
	–

	80
	γ-7763
	28,0
	1,52 ± 0,09*
	65,0
	35,0

	81
	γ-7764
	10,75
	2,20 ± 0,08
	94,0
	6,0

	82
	γ-7765
	8,4
	1,60 ± 0,09*
	58,4
	41,6

	83
	γ- 7767
	12,2
	1,73 ± 0,06*
	73,9
	26,1

	84
	(-8340
	16,2
	1,53 ± 0,06*
	65,4
	34,6

	85
	(-8341
	16,7
	1,46 ± 0,05*
	62,4
	37,6

	86
	(-8342
	19,9
	1,39 ± 0,07*
	59,4
	60,6

	87
	(-8344
	18,7
	1,67 ± 0,04*
	71,4
	28,6

	88
	(-8090
	13,2
	1,50 ± 0,08*
	64,1
	35,9

	89
	(-8000
	28,0
	1,52 ± 0,09*
	64,9
	35,1

	Диклофенак
	8,0
	1,30 ± 0,11*
	55,6
	44,4

	Контроль
	–
	2,34 ± 0,09
	100
	

	90
	(-7887
	16,8
	1,55 ± 0,11*
	67,4
	32,6

	91
	(-7935
	23,1
	1,72 ± 0,08*
	74,8
	25,2

	92
	(-7936
	22,2
	2,85 ± 0,11
	123,9
	–

	93
	(-7937
	23,6
	2,47 ± 0,12
	107,4
	–

	94
	(-7938
	6,15
	2,17 ± 0,09
	94,3
	5,7

	95
	(-7939
	17,9
	2,30 ± 0,10
	100
	–

	96
	(-7940
	11,3
	1,44 ± 0,07*
	62,6
	37,4

	97
	(-7943
	7,8
	2,50 ± 0,13
	108,7
	–

	98
	(-7944
	15,4
	1,18 ± 0,06*
	51,3
	48,7

	99
	(-7945
	15,8
	1,11 ± 0,05*
	48,3
	51,7

	100
	(-7946
	13,4
	1,34 ± 0,07*
	58,3
	41,7


Продовж.табл. 4.15
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Диклофенак
	8,0
	1,22 ± 0,08*
	53,0
	47,0

	Контроль
	–
	2,30 ± 0,09
	100
	–

	101
	(-6491
	41,3
	1,74 ± 0,16
	74,7
	25,3

	102
	(-6492
	38,1
	1,69 ± 0,12*
	72,5
	27,5

	103
	(-6503
	36,8
	1,65 ± 0,18*
	70,8
	29,2

	104
	(-6504
	32,0
	1,62 ± 0,21*
	69,5
	30,5

	105
	(-6505
	25,6
	1,52 ± 0,33*
	65,2
	34,8

	106
	(-6506
	45,5
	1,43 ± 0,27*
	61,4
	38,6

	107
	(-6520
	39,5
	1,39 ± 0,23*
	59,7
	40,3

	108
	(-6538
	38,3
	1,34 ± 0,28*
	57,5
	42,5

	109
	(-6539
	31,3
	1,32 ± 0,12*
	56,6
	33,4

	110
	(-6540
	24,1
	1,37 ± 0,11*
	58,8
	41,2

	111
	(-3825
	42,5
	1,47 ± 0,09*
	63,1
	36,9

	112
	(-4237 Б
	28,5
	1,52 ± 0,14*
	65,2
	34,8

	113
	(-4249 Б
	43,0
	1,56 ± 0,17*
	66,9
	33,1

	114
	(-6369
	27,1
	1,58 ± 0,21*
	67,8
	32,2

	115
	(-6387
	35,2
	1,28 ± 0,21*
	54,9
	45,1

	116
	(-6589
	36,8
	1,74 ± 0,25*
	54,5
	45,5

	117
	(-6605
	30,8
	1,57 ± 0,22*
	67,4
	32,6

	118
	(-6634
	43,3
	1,62 ± 0,18
	69,5
	30,5

	119 
	(-6691
	39,3
	1,79 ± 0,23
	76,8
	33,2

	120
	(-7366
	30,8
	1,50 ± 0,18*
	64,4
	35,6

	121
	(-7367
	21,8
	1,48 ± 0,14*
	63,5
	36,5

	122
	(-7507
	44,6
	1,41 ± 0,17*
	60,5
	39,5

	123
	(-6692
	27,0
	1,34 ± 0,22*
	57,5
	42,5

	124
	(-6602
	40,0
	1,30 ± 0,19*
	55,8
	44,2

	125
	(-7961
	24,0
	1,26 ± 0,21*
	54,1
	45,9

	126
	(-6601
	29,0
	1,37 ± 0,24*
	58,8
	41,2

	Диклофенак
	8,0
	1,26 ± 0,28*
	54,1
	45,9

	Контроль
	–
	2,33 ± 0,14
	100
	–

	127
	6713
	49,3
	1,86 ± 0,12
	81,9
	18,1

	128
	(-6728
	24,5
	1,32 ± 0,13*
	58,1
	41,9

	129
	(-7963
	37,0
	1,74 ± 0,27*
	76,7
	23,3

	130
	(-7964
	27,0
	1,66 ± 0,24*
	73,1
	26,9

	131
	(-7965
	38,7
	1,54 ± 0,18*
	67,8
	32,2

	132
	(-7966
	47,5
	1,48 ± 0,25*
	65,2
	34,8

	133
	(-7967
	44,3
	1,78 ± 0,16*
	78,4
	21,6

	134
	(-7968
	30,4
	1,82 ± 0,14
	80,2
	19,8

	135
	(-7131
	41,5
	1,28 ± 0,13*
	56,4
	43,6

	Диклофенак
	8,0
	1,24 ± 0,17
	54,6
	45,4

	Контроль
	–
	2,27 ± 0,12
	100
	–


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем.
Заміщення в 1-му положенні молекули ксантинового біциклу метильного радикала на атом гідрогену (спол. 11-14) призводило до зменшення анальгетичної дії цих речовин. Заміщення у 7-му положенні бензоїлметильного (спол.1-14)        п-метилбензоїлметильного (спол. 15-16) і п-метоксибензоїлметильного (спол. 17) радикалів молекули 7,8-дизаміщених 3-метилксантину призвело до зменшення вісцеральної рефлекторної реакції на хімічний подразник.

Серед 7-β–феноксіетил-8-N-заміщених 3-метилксантину (спол. 19-29) виражену протизапальну активність виявила сполука 24 (7-β–феноксіетил-8-N-бензилметил-3-метилксантин), яка у дозі 28,1 мг/кг викликала зменшення розвитку експериментального набряку лапки у щурів на 46,3% (p < 0,05). Менш виражену антиексудативну активність виявили більшість 7-β–феноксіетил-8-N-заміщених 3-метилксантину (спол. 23, 22, 28, 19, 20, 27, 21). Вони зменшували ексудативну реакцію на дію флогогенного агента на 21,6-37,5% (p < 0,05).

Серед цих речовин виявлена високоефективна протизапальна сполука 23, яка у дозі 50 мг/кг викликала пригнічення розвитку флогогенного набряку на 37,5% (p < 0,05). Заміщення у 8-му положенні молекули 7-β-феноксіетил-8-N-заміщених 3-метилксантину метил-N-бензиламінового (спол. 24) радикала на бензиламіновий (спол. 23), аліламіновий (спол. 22), циклогексиламіновий   (спол. 28), β-диметиламіноетиламіновий (спол. 19), β-діетиламіноетиламіновий (спол. 20) призводила до зменшення антиексудативної дії.
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Рис. 4.4. Ефективність антиексудативної активністі (%) N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину в умовах карагенінового набряку у щурів:         * – р ≤ 0,05 вірогідно порівняно з  контролем.

Протизапальна активність 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) досліджена на білих нелінійних щурах обох статей. Встановлено, що досліджені сполуки пригнічували розвиток карагенінового набряку лапки у щурів. Найбільш виражену протизапальну активність виявила сполука 44 – 6-N-[7-β-гідрокси-(-(п-хлорофенокси) пропілтеофілініл-8-]аміногексанова кислота, яка в дозі 3,48 мг/кг у щурів сприяла зменшенню розвитку флогогенного набряку лапки щура на 45,8% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Заміна у 8-му положенні молекули ксантинового біциклу аміногексанової кислоти (спол. 44) на N-(4′-феніл)піперазинову (спол. 33) (-карбоксипропіламінову (спол. 42), метиловий ефір тіоацетату (спол. 37), β-карбоксіетиламінову (спол. 41) і β-аміноаспараганову (спол. 44)  кислоти призводила до зменшення антиексудативної активності. 

Серед досліджених амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 46-55) найбільш виражений протизапальний ефект виявила сполука 53 – піперидинію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоетаноат, яка в дозі 38,5 мг/кг викликала зменшення антиексудативної активності на 33,7%             (p < 0,05). Заміна піперидинової амонієвої солі (спол. 53) на β-гідроксіамонієву (спол. 51) і морфолінову (спол. 48) амонієві солі призводила до зменшення активності (табл. 4.15). 

У ряду амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 56-65) найбільшу антиексудативну активність виявила сполука 62 –        3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат 3-ізопропоксипропіламонію, яка в дозі 10,6 мг/кг сприяла зменшенню розвитку флогогенного набряку лапки щура на 48,3%. Заміна амонійної солі 3-ізопропоксипропіламонію (спол. 62) на                                β-гідроксіетиламонійну (спол. 58), піперазинійну (спол. 63) 2-гідроксипропіламо-нійну (спол. 61) приводила до зменшення антиексудативної активності на 48,3-31,8% (p < 0,05). 

Найбільшу антиексудативну дію серед амонієвих солей заміщених (N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 66-79) виявила сполука 69, яка в дозі 17,5 мг/кг зменшувала розвиток карагенінового набряку лапки  щура на 45,6% (р < 0,05). Заміна амонійної L-глутаматної солі (спол. 69) на сукцинатну (спол. 67), оксалатну (спол. 66) і цитратну (спол. 70) амонієві солі призводить до зменшення антиексудативної активності. Заміщення цитратної амонійної солі (спол. 70) на L-α-амінопропіонатну (спол. 72) й аміноацетатну (спол. 71) призводило до втрати протизапальних властивостей (табл. 4.15).

Антиексудативну активність виявили амонієві солі (N-(3-метил-7-ацетил-метилксантиніл-8-N-заміщених піперазинію (спол. 80-89). Так, сполуки 80, 82, 85, 86, 88 і 89 пригнічували запальний набряк лапки щура на 35-41,6%.

Дослідження протизапальної активності амонієвих солей похідних 1-N-метилбензилтеобромін-8-амінооцтової кислоти (спол. 90-100) свідчить, що більшість речовин пригнічують експериментальний запальний набряк лапки  дослідних щурів. Помірну протизапальну активність виявили амонійні солі похідних 1-N-метилбензилтеобромін-8-амінооцтової кислоти (спол. 90, 91, 96, 98-100), які зменшували розвиток експериментального набряку лапки  щура на 25,2-51,7% (p < 0,05). Найбільшу протизапальну дію виявила діетиламонієва сіль 1-N-метилбензилтеобромін-8-амінооцтової кислоти (спол. 99), яка зменшувала розвиток набряку лапки щура на 51,7% (p < 0,01). Заміна діетиламонієвої солі (спол. 99) на N-метилпіперазинову (спол. 98), ізопропоксипропіламонієву (спол. 100) та дигідроксіетиламонієву (спол. 96) солі призводила до зменшення антиексудативної активності цих сполук. Уведення в молекулу 1-п-метилбензил-теобромін-8-амінооцтової кислоти        β-гідроксипропіламонію (спол. 92), морфолінію (спол. 93), піролідинію       (спол. 95) і N-етилпіперазинію (спол. 97) амонієвих солей призводила до втрати протизапальної активності.

Помірну протизапальну активність виявили більшість 1-заміщених-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол. 101-106), що знаходилась у межах 25,3-38,6% (p < 0,05). Найбільшу активність виявила сполука 106 – 1-етил-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин, що в дозі 45,5 мг/кг пригнічувала карагеніновий набряк лапки щура на 38,6% (p < 0,05). 

Виражену протизапальну активність виявили сполуки 107-110 і 123-126, що в досліджуваних дозах зменшували розвиток карагенінового експериментального набряку у щурів на 40,3-45,9% (p < 0,05).

Отже, серед досліджених речовин була відібрана сполука 99 – діетиламонію N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8)аміноетаноат, яка у дозі 15,8 мг/кг пригнічувала розвиток флогогенного набряку лапки щура на 51,7%  (p < 0,05), а за активністю її можна порівняти з диклофенаком натрію.
4.8. Дослідження екскреторної функції нирок під впливом N-С8  -

заміщених і конденсованих похідних ксантину

Регуляція балансу натрію і води у хворого залишається важливою проблемою клінічної нефрології XXI століття. Водний баланс посідає центральне місце у нормалізації складу рідин організму людини. Збільшення позаклітинного об’єму характеризується наявністю надлишку рідини і супроводжується утворенням набряків. Накопичення рідини частіше відбувається в інтерстиціальному просторі нижніх кінцівок або у легеневому інтерстиції [54, 66, 78]. 
Для лікування набряків використовують діуретичні засоби, які регулюють видільну функцію нирок, а їх дія спрямована на кореляцію водно-електролітного балансу. 

У зв’язку з побічною дією діуретиків пошук нових ефективних і менш токсичних речовин є важливою проблемою фармакології [95, 132].

Результати дослідження діуретичної активності N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину (спол. 1-135) наведені в табл. 4.16 і на рис. 4.5. 
Встановлено, що сполуки 1-5, 7-9, 11-14 стимулюють видільну функцію нирок у щурів і підвищують виділення сечі на 41,2-228,9% (р < 0,05). Серед          7-бензоїлметил-8-N-заміщених теофіліну (спол. 1-14) найбільшу діуретичну активність виявила сполука 3 − 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофілін, яка за 4 години посилювала сечовиділення у щурів на 193,6% (р < 0,05). 

Таблиця 4.16
Екскреторна активність N-С8-заміщеніх і конденсованих 

похідних ксантину та їх амонієвих солей (n = 7)
	№

сполуки
	Шифр
	Доза,

мг/кг
	Діурез, мл

	
	
	
	за 2 години
	за 4 години

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	(-4238
	22,8
	2,44 ± 0,13*
	5,07 ± 0,18*

	2
	(-3952
	27,2
	2,21 ± 0,12*
	4,06 ± 0,31*

	3
	(-4250
	35,5
	4,14 ± 0,23*
	8,34 ± 0,27*

	4
	(-4237 А
	41,3
	2,88 ± 0,07*
	5,71 ± 0,09*

	5
	(-4249 А
	27,5
	2,54 ± 0,05*
	5,31 ± 0,11*

	6
	(-3842
	28,3
	2,48 ± 0,09*
	3,71 ± 0,13*

	7
	(-6237
	10,3
	2,17 ± 0,13*
	4,23 ± 0,08*

	8
	(-6236
	14,2
	2,08 ± 0,16*
	4,01 ± 0,22*

	9
	(-5132
	46,5
	2,30 ± 0,18*
	4,72 ± 0,17*

	10
	(-4543
	8,4
	3,01 ± 0,15*
	3,74 ± 0,21*

	11
	(-4832
	22,8
	2,36 ± 0,17*
	4,97 ± 0,16*

	12
	(-4853
	31,5
	2,82 ± 0,07*
	5,68 ± 0,08*

	13
	(-4835
	24,5
	2,25 ± 0,12*
	4,26 ± 0,18*

	14
	(-6622
	43,5
	2,42 ± 0,13*
	5,24 ± 0,14*

	15
	(-6574
	27,0
	2,14 ± 0,11*
	4,12 ± 0,16*

	16
	(-6575
	30,5
	2,28 ± 0,17*
	4,56 ± 0,22*

	17
	(-6560
	22,5
	2,31 ± 0,16*
	4,64 ± 0,27*

	18
	(-6562
	13,3
	3,46 ± 0,14*
	7,18 ± 0,23*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,63 ± 0,08*
	5,36 ± 0,17*

	Контроль
	–
	1,56 ± 0,16
	2,84 ± 0,21

	19
	(-3427
	25,5
	2,58 ± 0,17*
	5,47 ± 0,15*

	20
	(-3428
	16,0
	3,84 ± 0,21*
	7,01 ± 0,23*

	21
	(-3947
	17,6
	1,98 ± 0,09
	3,53 ± 0,13

	22
	(-3948
	17,0
	2,31 ± 0,13*
	4,39 ± 0,28*

	23
	(-3960
	50,0
	3,29 ± 0,19*
	6,47 ± 0,21*

	24
	(-3961
	28,1
	2,76 ± 0,16*
	7,06 ± 0,12*

	25
	(-4530
	26,9
	2,64 ± 0,15*
	5,49 ± 0,23*

	26
	(-4704
	50,0
	0,94 ± 0,07
	2,26 ± 0,13

	27
	(-4705
	37,5
	2,42 ± 0,14*
	2,97 ± 0,12

	28
	(-4706
	26,8
	1,98 ± 0,11*
	3,09 ± 0,05

	29
	(-4707
	50,0
	2,45 ± 0,17
	4,33 ± 0,06*
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	Гідрохлортіазид
	25,0
	1,79 ± 0,13*
	4,73 ± 0,14*

	Контроль 
	–
	1,13 ± 0,09
	2,71 ± 0,05

	30
	(-5847
	10,95
	3,15 ± 0,11 *
	6,01 ± 0,18*

	31
	(-5856
	15,5
	2,84 ± 0,09*
	5,10 ± 0,25*

	32
	(-5857
	11,9
	2,12 ± 0,12*
	3,97 ± 0,26*

	33
	(-5863
	11,6
	1,89 ± 0,08
	3,43 ± 0,14*

	34
	(-5868
	8,4
	2,36 ± 0,10*
	4,32 ± 0,12*

	35
	(-5869
	6,85
	2,56 ± 0,22*
	3,30 ± 0,17

	36
	(-5871
	3,35
	3,12 ± 0,14
	4,4 ± 0,21*

	37
	(-5964
	3,95
	1,84 ± 0,07
	2,6 ± 0,15

	38
	(-5968
	5,95
	3,12 ± 0,18*
	5,0 ± 0,20*

	39
	(-7434
	5,88
	3,13 ± 0,25*
	6,37 ± 0,23*

	40
	(-7435
	6,08
	2,20 ± 0,22
	4,92 ± 0,13*

	41
	(-7437Ф
	7,14
	2,27 ± 0,31
	5,53 ± 0,22*

	42
	(-7440
	6,52
	2,46 ± 0,18
	5,60 ± 0,17*

	43
	(-7441
	11,3
	2,78 ±  0,19*
	4,24 ± 0,18*

	44
	(-7443
	3,48
	1,98 ± 0,11
	4,69 ± 0,21*

	45
	(-7444
	15,1
	2,14 ± 0,18
	4,77 ± 0,17*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	1,79 ± 0,13
	4,73 ± 0,14*

	Контроль 
	–
	1,13 ± 0,09
	2,71 ± 0,05

	46
	(-7612
	24,0
	3,26 ( 0,16*
	7,40 ( 0,26*

	47
	(-7613
	22,5
	3,58 ( 0,11*
	6,87 ( 0,08*

	48
	(-8104
	21,0
	2,84 ( 0,17*
	4,86 ( 0,11*

	49
	(-8105
	34,0
	2,79 ( 0,17*
	5,17 ( 0,23*

	50
	(-8106
	18,8
	2,88 ( 0,19*
	5,39 ( 0,22*

	51
	(-8107
	49,3
	3,14 ( 0,05*
	5,53 ( 0,25*

	52
	(-7931
	36,0
	2,35 ( 0,09
	4,79 ( 0,16*

	53
	(-7932
	38,5
	2,66 ± 0,14
	4,99 ± 0,11*

	54
	(-7933
	40,5
	3,87 ± 0,08*
	6,86 ± 0,24*

	55
	(-7934
	31,3
	2,36 ± 0,17
	5,13 ± 0,16*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	1,79 ± 0,17
	4,73 ± 0,14*

	Контроль 
	–
	1,87 ± 0,04
	2,71 ± 0,05

	56
	(-7839
	9,2
	2,20 ± 0,11
	4,30 ± 0,17*

	57
	(-7840
	24,6
	2,07 ± 0,09
	4,18 ± 0,12*

	58
	(-7841
	25,4
	2,18 ± 0,11
	4,84 ± 0,18*

	59
	(-7842
	6,1
	3,21 ± 0,09*
	5,01 ± 0,09*

	60
	(-7843
	9,6
	4,79  ± 0,15*
	6,49 ± 0,14**

	61
	(-7844
	12,7
	3,53 ± 0,13*
	5,04 ± 0,10*

	62
	(-7845
	10,6
	3,37 ± 0,06*
	5,10 ± 0,15*
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	63
	(-7846
	26,2
	3,74 ± 0,14*
	5,60 ± 0,09*

	64
	(-8055
	25,4
	2,86 ± 0,18*
	4,58 ± 0,21*

	65
	(-8057
	21,2
	3,16 ± 0,17*
	5,32 ± 0,12*

	Гідрохлортіазид 
	25,0
	2,48 ± 0,10*
	4,46 ± 0,07*

	 Контроль 
	–
	1,99 ± 0,10
	2,66 ± 0,07

	66
	(-7992
	19,0
	3,09 ± 0,12*
	5,94 ± 0,13*

	67
	(-7993
	16,5
	3,96 ± 0,06*
	6,33 ± 0,10*

	68
	(-7994
	40,8
	1,49 ± 0,07
	2,41 ± 0,10

	69
	(-7995
	17,5
	4,44 ± 0,10*
	7,13 ± 0,06*

	70
	(-7996
	33,5
	2,04 ± 0,08
	3,67 ± 0,09*

	71
	(-7997
	40,5
	1,94 ± 0,06
	2,86 ± 0,09

	72
	(-7998
	21,0
	1,57 ± 0,08
	2,03 ± 0,06

	73
	(-7999
	36,0
	0,53 ± 0,06
	1,23 ± 0,15*

	74
	(-8335
	28,0
	2,12 ( 0,11
	3,68 ( 0,21*

	75
	(-8336
	10,75
	2,34 ( 0,09
	3,87 ( 0,24*

	76
	(-8337
	8,4
	2,96 ( 0,14*
	5,14 ( 0,31*

	77
	(-8338
	12,2
	2,49 ( 0,17*
	3,48 ( 0,13

	78
	(-8339
	16,2
	3,14 ( 0,22*
	4,88 ( 0,18*

	79
	(-8343
	16,7
	2,70 ( 0,34*
	4,90 ( 0,28*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,96 ± 0,09*
	4,25 ± 0,07*

	Контроль 
	–
	1,83 ± 0,07
	2,54 ± 0,09

	80
	γ-7763
	28,0
	2,04 ± 0,08
	2,95 ± 0,18

	81
	γ-7764
	10,75
	2,31 ± 0,11
	4,44 ± 0,23*

	82
	γ-7765
	8,4
	2,53 ± 0,13
	4,80 ± 0,26*

	83
	γ- 7767
	12,2
	2,21 ± 0,09
	3,10 ± 0,19

	84
	(-8340
	16,2
	2,68 ± 0,12
	4,87 ± 0,21*

	85
	(-8341
	16,7
	2,94 ± 0,19*
	5,24 ± 0,24*

	86
	(-8342
	19,9
	3,16 ± 0,21*
	4,89 ± 0,27*

	87
	γ-7612
	18,7
	3,84 ± 0,24*
	5,68 ± 0,31*

	88
	γ-8000
	28,0
	2,04 ± 0,08
	2,69 ± 0,07

	89
	γ-8090
	6,3
	2,46 ± 0,09*
	5,11 ± 0,08*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,96 ± 0,09*
	4,25 ± 0,07*

	Контроль
	–
	1,83 ± 0,07
	2,54 ± 0,09

	90
	(-7887
	16,8
	1,68 ± 0,11
	3,28 ± 0,16

	91
	(-7935
	23,1
	1,83 ± 0,14
	3,60 ± 0,08*

	92
	(-7936
	22,2
	1,02 ± 0,07
	3,10 ± 0,08

	93
	(-7937
	23,6
	3,46 ± 0,15*
	5,21 ± 0,09*

	94
	(-7938
	6,15
	2,04 ± 0,07
	2,97 ± 0,1

	95
	(-7939
	17,9
	0,97 ± 0,08*
	2,51 ± 0,06
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	96
	(-7940
	11,3
	3,71 ± 0,09*
	5,46 ± 0,14*

	97
	(-7943
	7,8
	0,91 ± 0,06*
	1,89 ± 0,07

	98
	(-7944
	15,4
	2,97 ± 0,11*
	6,01 ± 0,12*

	99
	(-7945
	15,8
	2,46 ± 0,14*
	4,59 ± 0,13*

	100
	(-7946
	13,4
	4,06 ± 0,19*
	7,01 ± 0,10*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,56 ± 0,07*
	4,56 ± 0,09*

	Контроль
	–
	1,87 ± 0,04
	2,71 ± 0,05

	101
	(-6491
	41,3
	3,87 ± 0,25*
	4,23 ± 0,35*

	102
	(-6492
	38,1
	4,17 ± 0,22*
	5,18 ± 0,25*

	103
	(-6503
	36,8
	2,37 ± 0,36
	3,77 ± 0,46*

	104
	(-6504
	32,0
	3,64 ± 0,27*
	5,82 ± 0,31*

	105
	(-6505
	25,6
	3,96 ± 0,21*
	7,54 ± 0,26*

	106
	(-6506
	45,5
	3,21 ± 0,16*
	4,76 ± 0,32*

	107
	(-6520
	39,5
	4,32 ± 0,26*
	4,94 ± 0,11*

	108
	(-6538
	38,3
	3,85 ± 0,21*
	5,48 ± 0,13*

	109
	(-6539
	31,3
	2,98 ± 0,24*
	3,96 ± 0,23*

	110
	(-6540
	24,1
	3,54 ± 0,36*
	6,18 ± 0,38*

	111
	(-3825
	42,5
	4,12 ± 0,31*
	4,84 ± 0,27*

	112
	(-4237 Б
	28,5
	3,54 ± 0,27*
	4,37 ± 0,32*

	113
	(-4249 Б
	43,0
	4,23 ± 0,35*
	5,32 ± 0,26*

	114
	(-6369
	27,1
	3,68 ± 0,17*
	4,58 ± 0,26*

	115
	(-6387
	35,2
	4,01 ± 0,16*
	5,08 ± 0,23*

	116
	(-6589
	36,8
	2,37 ± 0,36
	5,26 ± 0,16*

	117
	(-6605
	30,8
	3,64 ± 0,27*
	5,68 ± 0,18*

	118
	(-6634
	43,3
	3,96 ± 0,21*
	6,48 ± 0,21*

	119 
	(-6691
	39,3
	3,21 ± 0,16*
	5,34 ± 0,24*

	120
	(-7366
	30,8
	4,32 ± 0,26*
	6,14 ± 0,27*

	121
	(-7367
	21,8
	3,85 ± 0,21*
	5,88 ± 0,32*

	122
	(-7507
	44,6
	2,98 ± 0,24*
	6,49 ± 0,23*

	123
	(-6692
	27,0
	3,54 ± 0,36*
	5,56 ± 0,31*

	124
	(-6602
	40,0
	4,12 ± 0,31*
	5,46 ± 0,24*

	125
	(-6601
	29,0
	4,23 ± 0,35*
	6,54 ± 0,31*

	126
	(-7961
	40,0
	4,01 ±0,16*
	5,08 ± 0,23*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	3,1 ±0,16*
	4,82 ± 0,21*

	Контроль
	-
	2,2 ±0,09
	2,86 ± 0,08

	127
	(-6713
	49,3
	3,77 ± 0,06*
	7,21 ± 0,12*

	128
	(-6728
	24,5
	3,86 ± 0,17*
	8,12 ± 0,29*

	129
	(-7963
	37,0
	2,92 ± 0,27*
	5,94 ± 0,37*

	130
	(-7964
	27,0
	2,68 ± 0,19*
	5,72 ± 0,34*

	131
	(-7965
	38,7
	2,98 ± 0,28*
	2,89 ± 0,17

	132
	(-7966
	47,5
	3,14 ± 0,25*
	5,96 ± 0,34*
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	133
	(-7967
	44,3
	2,84 ± 0,32*
	6,24 ± 0,16*

	134
	(-7968
	30,4
	2,54 ± 0,18*
	5,45 ± 0,13*

	135
	(-7131
	41,5
	3,14 ± 0,24*
	5,89 ± 0,27*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	3,1 ± 0,16*
	4,82 ± 0,21*

	Контроль
	-
	2,2 ± 0,09
	2,86 ± 0,08


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
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Рис. 4.5. Ефективність (%) діуретичної активності N-С8-заміщених ксантину і його конденсованих похідних: * – р ≤ 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
Заміна в молекулі (фурил-2)-метиламінового радикала (спол. 3) на β-N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл-)аміновий (спол. 4), N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл-)аміновий (спол. 5), (піридин-3′-іл)метиламіновий (спол. 9), 4′-етилпіперазин-1′-ільний (спол. 1) і (4′-метилпіперидин-1′-ільний (спол. 7) і 4′-β-гідроксіетилпіперазин-1′-ільний (спол. 2) замісники за 4 години викликала зниження виділення кількості сечі на 42,9% (р < 0,05). Меншу діуретичну активність виявили сполуки 6 і 10, які за 4 години посилювали сечовиділення на 30,6% та 31,7% відповідно. Препарат порівняння гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг підвищив видільну функцію нирок у щурів на 88,7% (р < 0,05). 

Вивчення впливу 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-заміщених аміноксантину (спол. 19-29) на функцію нирок проведено на нелінійних білих щурах. Одержані результати наведені в табл. 4.16 і на рис. 4.5. Аналіз наведених даних дослідження діуретичної активності показав, що сполуки 19, 20, 22-25 і 29 викликали збільшення об’єму виділеної сечі у щурів за 4 години з 59,8  (p < 0,05) до 197,4% (p < 0,05). Серед досліджених речовин найбільш виражену екскреторну активність виявила сполука 24 – 3-метил-7-β-феноксіетил-8-N-метил-N-бензиламіноксантин, яка в дозі 28,1 мг/кг збільшувала водний діурез на 160,5%. 

Заміщення у 8-му положенні ксантинового біциклу N-аліламінового (спол. 24) радикала на N-(β-діетиламіно)етиламіновий (спол. 20), N-бензиламіновий (спол. 23), N-(4′-бензил)піперидиновий (спол. 25), N-(β-диметиламіно)етиламіновий (спол. 19) і N-аліламіновий (спол. 22) призводить до зменшення діуретичної активності.

У ряду 3-метил-7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) більшість речовин при водному навантаженні у щурів збільшували кількість виділеної сечі на 81,5-135,1% (p < 0,05). Виражену екскреторну активність виявила сполука 39 – 7-β-гідрокси-(-(п-хлорофенокси)пропіл-8-N-β-диметиламіноетиламінотеофілін, що у дозі 5,88 мг/кг викликала збільшення діурезу на 135,1% (p < 0,05). Заміна у 8-му положенні β-диметиламіноетиламінового радикала (спол. 39) на циклогексиламіновий (спол. 30), (-карбоксипропіламіновий (спол. 42) β-карбоксіетиламіновий (спол. 41), N′-п-хлорбензоїлметилтіоловий (спол. 38) замісники призводила до зменшення діуретичної дії. Уведення у 8-ме положення метилового ефіру тіооцтової кислоти (спол. 37) призводило до втрати діуретичної активності.

Серед амонієвих солей 1-заміщених теобромін-8-іл-оцтової кислоти (спол. 46-55) виражену діуретичну активність виявили сполуки 46 – морфолінію 3-метилксантиніл-8-тіоацетат і сполука 54 – морфолінію 1-п-метилбензилтеобромін-8-іл-тіоетаноат, що у дозах 24 і 40,5 мг/кг відповідно збільшувала виділення сечі у щурів на 173,1% (p < 0,05) і 153,1% (p < 0,05) відповідно і перевищували дію гідрохлортіазиду на 104,6 та 84,6% (p < 0,05) відповідно.

За зменшенням діуретичної активності амонієві солі 1,7-ди- і 1,3,7-триме-тилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-оцтової кислоти (спол. 46-55) можна розташувати у такій послідовності: морфолінова (спол. 46) > піперидинінова (спол. 47) >             β-гідроксіетиламонієва (спол. 51) > піперазинова (спол. 49), що збільшують діурез на 98,9 –173,1%. 

Результати дослідження залежності екскреторної активності від хімічної структури амонієвих солей заміщених 3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-тіо-ацетат (спол. 56-65) свідчать (табл. 4.16), що більшість сполук стимулюють видільну функцію нирок у щурів, підвищують сечовиділення за 4 години спостереження на 57,1-143,9%  (р < 0,05). Виражену діуретичну активність виявила сполука 60 – 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-тіоацетат N,N-ди(β-гідроксіетил)амонію, яка сприяла збільшенню екскреції сечі у щурів на 143,9% (р<0,05). Заміна амонійної солі N,N-ди(β-гідроксіетил)амонію (спол. 60) на піперазинову (спол. 63), діетиламонієву (спол. 65) солі призвела до зменшення діуретичної активності на 18,8 і 26,1% відповідно.

У ряду амонієвих солей заміщених (N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8) піперазинію (спол. 66-79) найбільшу діуретичну активність виявила амонієва L-глутаматна сіль N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 69), яка в дозі 17,5 мг/кг збільшувала видільну функцію нирок у щурів на 180,7%               (p < 0,05). Амонієва сукцинатна сіль (-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-) піперазинію (спол. 67) сприяла збільшенню екскреції сечі у щурів на 149,2%         (р < 0,05). Заміна сукцинатної солі N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8) піперазинію (спол. 67) на оксалатну (спол. 66), цитратну (спол. 70), нікотинатну (спол. 78), 2-аміно-3-гідроксипропаноатну (спол. 79) амонійні солі призводила до зменшення екскреторної активності цих речовин.

Заміщення L-глутаматної солі (3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-) піперазинію (спол. 69) на L-α-амінопропіонатну N-(3-метил-7-ацетилметил-ксантиніл-8-)піперазинію (спол. 72) та β-амінопропіонатну N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 73) амонієві солі призводило до втрати діуретичної активності.

Виражений антидіуретичний ефект виявила амонієва сіль                               β-амінопропіонатна N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазинію (спол. 73), що в дозі 36 мг/кг за 4 години зменшувала видільну функцію нирок на 51,6% (р < 0,05).

Серед амонієвих солей заміщених 3-метил-7-β-метоксіетилксантиніл-8-аміноацетату найбільшу діуретичну активність виявила і-пропоксипропіламо-нієва сіль N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-)аміноетаноат (спол. 100), що сприяла збільшенню екскреції сечі у щурів на 158,7% (р < 0,05). Заміна                                  і-пропоксипропіламонієвої солі (спол. 100) на N-метилпіперазинову (спол. 98) дигідроксіетиламонієву (спол. 100) та морфолінову амонієві солі призводить до зменшення діуретичної активності з 158,7% (p < 0,05) до 92,3% (p < 0,05). Піперидинова сіль 1-N-бензил-N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8)піперазинію (спол. 94) не впливала на видільну функцію нирок у щурів.

Виражений антидіуретичний ефект виявила амонієва (і-амінопропіонатна сіль N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-)амінооцтової кислоти (спол. 97), яка за 4 години зменшувала видільну функцію нирок на 30,7% (p < 0,05).

Амонієва сіль і-пропоксипропіл N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8)-аміноетаноат (спол. 100) перевищувала діуретичну дію гідрохлортіазиду в 2,68 рази і може бути рекомендована для подальшого дослідження. 

За аналізом даних дослідження екскреторної активності, похідні 1,2-дизаміщених-8-метилімідазо[1,2-f]ксантину (спол.1-15) збільшують кількість сечі, що виділяється, на 31,8-163,6% (p < 0,05).

Виражену діуретичну активність мала сполука 1-β-N,N-диетиламіноетил-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол.105), що в дозі 25,6 мг/кг збільшувала водний діурез на 163,6% (p < 0,05). Діуретичну активність інших речовин цього ряду можна розташувати за зменшенням активності в такій послідовності: β-N,N-диетиламіноетил (спол.5), 3′-і-пропоксипропіл-1′ (спол. 4), що збільшують екскреторну діяльність нирок при водному навантаженні.

Діуретичну активність мали 1-заміщені 2-п-метоксифеніл-8-метилімідазо [1,2-f]ксантин (спол. 107-110), які викликали збільшення водного діурезу в діапазоні від 38,5% (p < 0,05) до 116,1% (p < 0,05). Найбільшу діуретичну активність виявила сполука 110, яка збільшувала діурез у щурів на 116,1%            (p < 0,05).

Помірну екскреторну активність виявляли 1-заміщені 2-феніл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантини (спол. 111-115), що викликали посилення виділення сечі при водному навантаженні на 52,8-86%  (p < 0,05).
У ряду амонієвих солей імідазо[1,2-f]ксантиніл-8-карбонових кислот    (спол. 116-135) виражену діуретичну активність виявили сполуки 127 – піролідиній 1,7-диметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-ацетат і 128 – піперидиній 1,3,7- триметилімідазо[1,2-f]ксантиніл-8-ацетат, що в дозах 49,3 і 24,5 мг/кг збільшували водний діурез на 152,1 та 183,9% відповідно. 

Гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг збільшував водний діурез у щурів на 68,5% (p < 0,05). Діуретичну активність інших амонієвих солей імідазо[1,2-f]ксантиніл-8-карбонових кислот (спол. 116-135) можна розташувати за зменшенням активності у такій послідовності: оцтова кислота (спол. 128) > пентандинова кислота (спол. 121) > бутанова кислота (спол. 51) > бутаноат диетиламонію (спол. 129), які збільшують кількість сечі, що виділяється, на 31,8-163,%. 

Отже, найбільш виражену діуретичну дію виявила сполука 3, що перевищувала дію сполуки 24 на 36,6% (p < 0,05), сполуки 128 – на 9,7% і  гідрохлортіазиду – в 2,18 рази. 

Висновки до розділу 4

1. Встановлено, що ЛД50 N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину при внутрішньочеревному введенні за класифікацією К. К. Сидорова 100 сполук належать до ІV класу малотоксичних речовин і 35 сполук – до V класу практично нетоксичних речовин. 
2. Сполука 10 – 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-)теофілін на 118% (p < 0,05) перевищувала  за депримувальною дією аміназин. 

3. Сполука 104 – 7-(3′-і-пропоксипропіл-1′)-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин зменшувала тривалість тіопентал натрієвого сну на 40,8% (p < 0,05).

4. Сполука 34 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-β-феніламі-нотеофілін на 18,5% (p < 0,05) перевищувала антигіпоксичний ефект препарату порівняння мексидолу.

5. Сполука 52 підвищує витривалість тварин до фізичних навантажень на 99,5% (p < 0,05), а сполука 27 виявляє депримувальну дію, зменшуючи працездатність. 

6. Антиноцицептивний ефект виявила сполука 41 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-β-карбоксіетиламінотеофіліну, яка зменшувала чутливість вісцеральних ноцицепторів на 53,5% (p < 0,05) і не поступалась дії диклофенаку натрію.

7. Сполука 99 – діетиламонію N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-) аміноетаноат викликала пригнічення флогогенного набряку лапки щура на 48,3% (p < 0,05),  що можна порівняти з дією диклофенаку натрію.

8. Сполука 3 ​– 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофілін на 193,6% 

(p < 0,05) збільшувала діуретичну активність у порівняні з контролем, чинила антигіпоксичну, протизапальну дію та підвищувала фізичну працездатність і може бути корисною для корекції поєднаної патології серця і нирок. Ця сполука була відібрана для вивчення впливу на метаболічні процеси серцево-судинної системи та функцію  нирок.

9. Гетероциклічні N-С8-заміщені ксантину і його конденсовані похідні є перспективним класом сполук для пошуку потенційних препаратів з діуретичною, антигіпоксичною, гіпотензивною, нейротропною, протизапальною й антиноцицептивною активністю.
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РОЗДІЛ 5

ДОСЛІДЖЕННЯ СПЕЦИФІЧНОЇ АКТИВНОСТІ І БЕЗПЕЧНОСТІ БЕНФУРАМУ ЯК НЕФРОПРОТЕКТОРНОГО ЗАСОБУ

За результатами скринінгових досліджень N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей (спол. 1-135) для доклінічного вивчення відібрана сполука 3 – 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)метиламінотеофілін (робоча назва «Бенфурам»), яка виявила виражену діуретичну активність і має низькі параметри токсичності. Подальші дослідження проводили з метою вивчення гострої і хронічної токсичності та потенційних фармакологічних властивостей. 
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Рис. 5.1. Структурна формула бенфураму 

Раніше (див. розділ 4.1)  було встановлено гостру токсичність у дослідах на різних видах тварин: нелінійних білих мишах масою 18-23 г і білих щурах лінії Вістар масою 170-220 г обох статей при внутрішньочеревному введенні за методом Кьорбера. На етапі фармакологічного скринінгу було встановлено LD50 бенфураму для мишей дорівнює 750 ± 30,2 мг/кг (див. табл. 4.1) і 1250 ± 46,5 мг/кг для щурів.

Аналізуючи результати дослідження гострої токсичності, за класифікацією К. К. Сидорова [101], можна зробити висновок, що бенфурам є малотоксичним  для мишей і належить до речовин IV класу токсичності, а для щурів він є практично нетоксичною сполукою V класу токсичності. 

5.1. Вивчення хронічної токсичності бенфураму 

З метою дослідження проявів загальної дії та симптомів токсичних ефектів при тривалому застосуванні бенфураму проведено дослідження хронічної токсичності на білих щурах лінії Вістар масою 85-95 г. Щодня за допомогою металевого зонда внутрішньошлунково вводили щурам трьох груп бенфурам у дозах ЕД50 (30 мг/кг), 5 ЕД50 (150 мг/кг), 10 ЕД50 (300 мг/кг), а четверта група була контрольна. Усі тварини знаходилися на стандартному раціоні харчування під постійним наглядом. Реєстрували функціональні, поведінкові зміни, спостерігали за станом шкіри, очей, шерсті, слизових оболонок, температури тіла і частоти дихання у щурів дослідних груп.

Перед початком дослідів і через 15, 45 і 90 днів щурів зважували, враховували рефлекторну збудливість і поведінкові реакції та проводили лабораторні дослідження крові, функції печінки, нирок за методом Е. Б. Берхіна [13, 14].

Після дослідження хронічної токсичності бенфураму встановлено, що щури добре його переносять, виражених змін у загальному стані і поведінці тварин не виявлено. Інтегративним показником, який дозволяє об’єктивно зробити висновок про ступінь токсичності на організм, є маса тіла в динаміці. Результати спостереження за цим показником наведені в табл. 5.1. 
Встановлено, що щури нормально розвивалися і додавали в масі в дослідних і контрольній групах. Вірогідної різниці між дослідними групами у збільшенні маси тіла не виявлено. Маса тіла щурів збільшилася на  84,7-90,5% у дослідних і на 93,1% у контрольній групах. 
Таблиця 5.1

Вплив бенфураму на масу тіла щурів при дослідженні 

хронічної токсичності (M ± m, n = 10)
	Група тварин
	Термін спостереження, доба

	
	Вихідні дані
	15
	30
	45
	60
	75
	90

	1
	85 ±4,1
	98±4,5
	108±4,1
	121±4,5
	132±4,9
	148±5,1
	162±5,3*

	2
	90±4,1
	101±4,4
	121±5,2
	132±5,3
	143±5,4
	158±5,6
	170±5,7*

	3
	95±4,8
	108±4,4
	122±4,5
	134±5,1
	148±5,2
	161±5,4
	175±4,9*

	4
	88±4,2
	106±4,3
	124±4,2
	134±4,6
	143±4,7
	156±5,1
	170±5,3*


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем.
Протягом усього періоду спостереження (90 діб) щури активно споживали їжу. При тривалому застосуванні бенфураму не реєстровано загибелі тварин. 

Результати дослідження впливу бенфураму на видільну функцію нирок наведені в табл. 5.2.

 Таблиця 5.2
Вплив бенфураму на діурез у хронічному експерименті (M ± m, n = 10) 

	Групи тварин
	Діурез у мл за 4 години

	
	вихідні дані
	через 45 днів
	через 90 днів

	1
	2,8 ± 0,11
	5,8 ± 0,18*
	7,8 ± 0,22*

	% до контролю
	100
	207,1
	278,6

	2
	2,7 ± 0,12
	5,5 ± 0,14*
	6,4 ± 0,21*

	% до контролю
	100
	203,7
	237,1

	3
	2,6 ± 0,17
	4,6 ± 0,18*
	5,8 ± 0,19*

	% до контролю
	100
	176,9
	223,1

	4
	2,7 ± 0,14
	3,2 ± 0,17*
	3,6 ± 0,18

	% до контролю
	100
	118,5
	133,4


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
Аналіз отриманих результатів показав, що після щоденного внутрішньошлункового введення бенфураму через 45 і 90 днів у всіх дослідних групах тварин спостерігали збільшення водного діурезу на 76,9-178,6% у порівнянні з контрольною групою, що свідчить про діуретичну дію бенфураму. 

Через 90 діб після щоденного уведення бенфураму тварин забивали методом миттєвої декапітації. При макроскопічному вивченні у тварин контрольної і дослідної груп змін у морфоструктурі органів не виявлено. Гістологічні дослідження внутрішніх органів (мозку, серця, печінки, нирок і селезінки) показали, що їхня морфологічна будова не відрізнялися від такої у тварин контрольних груп. 

Отже, бенфурам при  внутрішньошлунковому застосуванні не викликає змін у тканинах головного мозку, серця, нирок, печінки і шлунка.

5.2. Вплив бенфураму на показники периферичної крові

в хронічному експерименті

При вивченні хронічної токсичності бенфураму в дослідних щурів реєстрували такі гематологічні показники: швидкість зсідання еритроцитів (ШЗЕ), кількість еритроцитів, лейкоцитів і лейкоцитарна формула (табл. 5.3-5.5). 

Протягом проведення хронічного досліду кількість еритроцитів, гемоглобіну і лейкоцитів статистично не відрізнялася від вихідних даних. 

Таблиця 5.3

Показники лейкоцитарної формули крові щурів при тривалому

застосуванні бенфураму  в дозі ЕД50 (30 мг/кг) (M ± m, n = 10)
	Групи
	Показники
	Вихідні 

дані
	Термін дослідження, міс.

	
	
	
	15 днів
	30 днів
	3 місяці

	Дослід


	Нейтрофіли, %
	30,84±2,0
	33,21±1,8
	31,2±1,9
	32,0±2,7

	
	Еозинофіли, %
	1,1±0,07
	2,4±0,42
	2.4±0,32
	1,8±0,21*

	
	Базофіли, %
	0,72±0,22*
	0,50±0,14
	0,33±0,11*
	0,48±0,17*

	
	Моноцити, %
	3,4±0,7
	4,71±1,6
	4,71±1,8
	5,12±1,73

	
	Лімфоцити, %
	62,0±1,7
	67,2±1,8
	61,5±2,1
	58,54±2,4

	Контроль
	Нейтрофіли, %
	31,5±1,6
	32,0±2,13
	31,9±2,2
	31,80±1,1

	
	Еозинофіли, %
	2,5±0,11
	2,8±0,12
	2,8±0,13
	2,74±0,11

	
	Базофіли, %
	0,74±0,06
	0,73±0,17
	0,89±0,09
	0,77±0,08

	
	Моноцити, %
	3,1±0,36
	2,82±0,21
	2,9±0,36
	2,94±0,23

	
	Лімфоцити, %
	58,84±1,3
	60,32±1,48
	59,81±1,21
	58,78±1,3


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем

Таблиця 5.4

Показники лейкоцитарної формули крові щурів при тривалому 

застосуванні бенфураму в дозі 5 ЕД50 (150 мг/кг) (M ± m, n = 10) 

	Групи
	Показники
	Вихідні 

дані
	Термін дослідження, міс.

	
	
	
	15 днів
	30 днів
	3 місяці

	Дослід
	Нейтрофіли, %
	32,5±0,6
	33,7±0,24
	33,6±0,4
	33,9±0,10

	
	Еозинофіли, %
	1,1±0,2*
	1,8±0,41*
	1,7±0,01*
	1,9±0,09*

	
	Базофіли, %
	0,76±0,24
	0,64±0,13
	0,52±0,10
	0,46±0,13

	
	Моноцити, %
	2,3±0,21
	2,65±0,12
	2,70±0,21
	2,8±0,13

	
	Лімфоцити, %
	61,6±0,32
	63,14±0,21
	62,32±0,14
	61,7±0,21

	Контроль
	Нейтрофіли, %
	33,7±1,9
	32,9±2,51
	31,98±2,15
	31,72±2,30

	
	Еозинофіли, %
	2,7±0,41
	3,1±0,32
	3,0±0,31
	2,84±0,37

	
	Базофіли, %
	0,77±0,20
	1,15±0,32
	0,65±0,15
	0,58±0,04

	
	Моноцити, %
	3,2±0,35
	3,11±0,52
	2,9±0,34
	2,7±0,21

	
	Лімфоцити, %
	57,78±1,5
	78,55±1,46*
	66,71±2,12
	62,24±1,4


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем

Відсутність токсичного впливу бенфураму підтверджується показниками клінічного аналізу крові.
Таблиця 5.5

Показники лейкоцитарної формули крові щурів при тривалому 

застосуванні бенфураму в дозі 10 ЕД50 (300 мг/кг) (M ± m, n = 10)

	Групи
	Показники
	Вихідні 

дані
	Термін дослідження, міс.

	
	
	
	15 днів
	30 днів
	3 місяці

	Дослід
	Нейтрофіли, %
	32,14±0,28
	30,31±0,29
	29,6±0,21
	28,7±0,26

	
	Еозинофіли, %
	0,9±0,5*
	1,1±0,14*
	1,4±0,21*
	1,7±0,24*

	
	Базофіли, %
	0,86±0,3
	0,65±0,13
	0,64±0,21
	0,65±0,12

	
	Моноцити, %
	2,94±0,24
	3,2±0,24
	4,12±0,17
	5,12±0,26

	
	імфоцити, %
	54,98±0,35
	64,2±0,29*
	61,82±0,16
	59,93±0,28

	Контроль
	Нейтрофіли, %
	33,6±1,51
	32,9±1,12
	32,47±1,15
	31,87±1,21

	
	Еозинофіли, %
	2,6±0,32
	3,1±0,31
	3,2±0,26
	2,86±0,14

	
	Базофіли, %
	0,85±0,21
	1,15±0,23
	0,84±0,18
	0,76±0,12

	
	Моноцити, %
	3,2±0,24
	2,5±0,16
	2,8±0,31
	2,6±0,41

	
	Лімфоцити, %
	58,25±1,12
	57,18±1,45
	56,24±3,26
	55,22±1,8


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно  з контролем

Встановлено, що тривале застосування бенфураму не впливає на показники лейкоцитарної формули крові дослідних щурів.

5.3. Вплив бенфураму на функціональний стан печінки

у хронічному експерименті

В обміні речовин організму лабораторних тварин серед внутрішніх органів важлива роль належить печінці. Біохімічні процеси в печінці направлені на синтез різних органічних речовин, що забезпечують захист органів від токсичних сторонніх сполук, які надходять до організму, беручи участь в обміні білків, вуглеводів, жирів, вітамінів. Печінка виконує захисну, знезаражувальну, жовчоутвірну та інші функції організму [279].

При застосуванні бенфураму встановлено, що в усіх щурів дослідної і контрольної груп печінка була червоно-бурого кольору.

Вміст загальної фракції білірубіну в сироватці крові щурів протягом усього періоду експерименту вірогідно не змінювався (табл. 5.6)

Таблиця 5.6

Динаміка рівня білірубіну у сироватці крові щурів при 

 тривалому застосуванні бенфураму в різних дозах (M ± m, n = 10)
	Група
	Доза,

 мг/кг
	Вихідні дані,

мкмоль/л
	Динаміка рівня білірубіну (мкмоль/л), через

	
	
	
	15 днів
	30 днів
	3 місяці

	Контрольна
	–
	1,25±0,36
	1,28±0,49
	1,56±0,16
	1,52±0,26

	Дослідна
	 30 
	1,14±0,47
	1,31±0,77
	1,57±0,32
	1,54±0,44

	
	150 
	1,19±0,32
	1,41±0,52
	1,36±0,23
	1,42±0,50

	
	 300 
	1,22±0,12
	1,32±0,44
	1,41±0,22
	1,46±0,26


Отже, бенфурам у хронічному експерименті не впливає на біохімічні показники функціонального стану печінки лабораторних тварин.

5.4. Вплив бенфураму на діяльність нирок при одноразовому введенні

Проблема підвищення ефективності лікування ниркової патології і порушень водно-електролітного обміну далека від остаточного вирішення. 

Регуляція балансу натрію і води є однією з найважливіших гомеостатичних функцій організму. Баланс складу внутрішньоклітинної і позаклітинної рідин організму відіграє найважливішу роль у процесах життєдіяльності. 

Функція нирок і механізми, що регулюють ії, спрямовані на вирівнювання змін водно-електролітного балансу організму. Знання механізмів, які регулюють водно-натрієвий баланс у фізіологічних і патологічних ситуаціях, вкрай важливе для розробки методів раціональної фармакотерапії діуретичними препаратами [17, 23, 56, 62, 76]. 

Креатинін –  кінцевий продукт обміну білків; утворюється в печінці, потім виділяється в кров і бере участь в енергетичному обміні м’язової та інших тканин. Із організму креатинін виводиться нирками із сечею, тому є важливим показником діяльності нирок [23, 55, 77].

При вивченні речовин, що виявили діуретичні властивості, звертають увагу, як змінюється водний діурез при  їх впливі на питну збудливість, екскрецію іонів калію, натрію та рівень креатиніну, чи не розвивається звикання (30, 327(.

Вплив бенфураму на водний діурез досліджували за методом Є. Б. Берхіна [13, 14] у дослідах на 56 білих щурах-самцях масою 170-190 г. Результати отриманих експериментальних даних наведені в табл. 5.7.

Таблиця 5.7

Дія бенфураму  і гідрохлортіазиду на водний діурез у щурів (M ± m, n = 10)
	Препарати
	Доза, мг/кг
	Діурез, мл

	
	
	за 2 години
	за 4 години

	Контроль
	–
	1,36±0,12
	3,24±0,13

	Бенфурам
	15,0
	1,74±0,14*
	4,82±0,09*

	Бенфурам
	20,0
	2,58±0,13#
	6,65±0,14#

	Бенфурам
	25,0
	3,26±0,18#
	7,58±0,21#

	Бенфурам
	30,0
	3,51±0,22#
	8,84±0,18#

	Бенфурам
	35,0
	3,17±0,17#
	6,95±0,23#

	Бенфурам
	40,0
	2,65±0,21#
	5,87±0,22#

	Гідрохлортіазид
	25,0
	2,12±0,19*
	5,94±0,17*


Примітки: * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р ≤ 0,01 вірогідно порівняно з контролем.

Аналіз отриманих результатів показує, що бенфурам у дозах 15, 20, 25, 30, 35 і 40 мг/кг збільшує виділення сечі щурами за 2 години на 27,9-158,1%, а за 4 години – на 48,8-172,8% (рис. 5.1). 
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Рис. 5.1. Дозозалежна активність бенфураму і гідрохлортіазиду (% до контролю) в умовах водного навантаження у щурів: * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.

За результатами проведених досліджень за методом Б. М. Штабського [35] вирахувана ЕД50 для бенфураму, що становила 30 мг/кг.

Референс-препарат порівняння гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг збільшував водний діурез за 2 години на 55,8%, а за 4 години – на 83,3%. Проведені дослідження на щурах показали, що при водному навантаженні бенфурам у дозі 30 мг/кг в 1,49 рази перевищує діуретичну дію гідрохлортіазиду.

5.5. Дослідження добового діурезу під дією бенфураму 

Для з’ясування можливих щоденних змін екскреторної функції нирок у динаміці при уведенні бенфураму проведені досліди за умов вільного доступу до води і корму. Результати дослідження наведені в табл. 5.8 і на рис. 5.2.

Дослідження впливу бенфураму на екскрецію сечі, питну збудливість, фільтраційно-реабсорбційну функцію нирок і екскрецію електролітів показало, що при одноразовому введенні в дозі 30 мг/кг за умов вільного доступу до води бенфураму збільшувався добовий діурез на 176,7% (р < 0,05), концентрація іонів натрію в сечі зросла в 1,23 рази, збільшилась добова екскреція іонів натрію у 3,05 рази (р < 0,05), а також у сечі  збільшувалася концентрація іонів калію в 1,07 рази і його екскреції в 1,06 рази. Бенфурам збільшує екскрецію креатиніну на 18% і підвищує концентрацію креатиніну в сечі на 7,5%.
Таблиця 5.8.

Екскреторна функція нирок у щурів в умовах добового діурезу
(M ± m, n = 10)
	Показники
	Контроль
	Бенфурам,

30 мг/кг
	Гідрохлортіазид, 25 мг/кг

	Випито води, мл
	19,72±1,1
	20,2±1,1
	22,1±1,4

	Виділено сечі, мл/добу
	4,3±0,24
	11,9±0,9*/^
	7,82±1,1*

	Концентрація креатиніну в сечі, ммоль/л
	2,65±0,12
	2,85±0,91
	2,78±1,3

	Концентрація іонів Na+ в сечі, ммоль/л
	1,76±0,09
	2,17±0,09
	2,02±0,09

	Концентрація іонів К+ в сечі ммоль/л
	106,1±0,7
	113,5±7,20
	116,8±6,12

	Екскреція креатиніну, мкмоль/добу
	2,72±0,8
	3,21±0,18
	3,19±0,21

	Екскреція іонів Na+, мкмоль/добу
	54,12±2,8
	165,1±1,72*/^
	135,4±2,4*

	Екскреція іонів Na+, мкмоль/добу
	54,12±2,8
	165,1±1,72*
	135,4±2,4*

	Екскреція іонів К+, мкмоль/добу
	140,1±8,9
	149,8±3,31
	162,1±1,5


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем, ^ – р < 0,05 вірогідно порівняно з гідрохлортіазидом

Препарат порівняння гідрохлортіазид у дозі 25 мг/(ЕД50) підвищував спонтанний діурез на 81,9% (p < 0,05), збільшував екскрецію креатиніну на 17,3%, концентрація іонів натрію в сечі зросла в 1,15 рази, збільшилась добова екскреція іонів натрію в 2,5 рази (р < 0,01), а також спостерігалося зростання у сечі концентрації іонів калію в 1,1 рази й його екскреції на 15,7% у порівнянні з контролем.
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Рис. 5.2. Порівняння ефективності бенфураму і гідрохлортіазиду (% до контролю) за виділеною сечею за умов добового діурезу у щурів:  * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем, # – р < 0,05 вірогідно порівняно з гідрохлортіазидом

Отже, бенфурам збільшує спонтанний діурез за рахунок покращання фільтраційної функції нирок і підвищення екскреції натрію. Бенфурам перевищує сечогінний ефект гідрохлортіазиду на 94,8%. Перевагою бенфураму перед гідрохлортіазидом є менша калійуретична активність.
5.6. Дослідження змін екскреторної функції нирок

при навантаженні під дією бенфураму

Регуляція балансу натрію і води – одна з важливих гомеостатичних функцій організму. Діяльність нирок і  механізми, що її регулюють, направлені на вирівнювання змін водно-електролітного балансу організму. Знання механізмів, які регулюють водно-натрієвий баланс у фізіологічних і патологічних ситуаціях, важливе для розробки методів проведення раціональної фармакотерапії [26]. 

Порушення обміну натрію виявляються первинно як зміни об'єму тіла. Збільшення позаклітинного об'єму характеризується наявністю надлишку рідини і супроводжується утворенням набряків. Вплив бенфураму на екскреторну функцію нирок із водним і сольовим навантаженням досліджено на 40 білих нелінійних щурах масою 170-200 г ( табл. 5.9).

При водному навантаженні бенфурам у дозі 30 мг/кг (ЕД50) у щурів збільшує виділення сечі на 196,4% (p < 0,001), посилює екскрецію креатиніну на 16%. Бенфурам також викликає салуретичний ефект, який виявлявся збільшенням екскреції із сечею натрію на 58,2% (p < ,05) і калію на 5,3%, що свідчить про зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів. Для порівняння діуретичної активності бенфураму з гідрохлортіазидом і контрольною групою був використаний дисперсійний аналіз ANOVA. Встановлено, що при водному навантаженні бенфурам виявив значущу відмінність за екскрецією сечі (p < 0,001) і екскрецією натрію              (p < 0,001).

Таблиця 5.9
Вплив бенфураму і гідрохлортіазиду на екскреторну

функцію нирок при навантаженні (M ± m, n = 10)

	Умови

досліду
	Доза,

мг/кг
	Діурез за

4 год, мл
	Креатинін,

мкмоль/л
	Натрій, мкмоль
	Калій, мкмоль

	Водне навантаження

	Контроль
	 –
	2,8±0,16
	2,68±0,11
	94,7±0,29
	24,5±0,16

	Бенфурам 
	30,0
	8,3±0,23#
	3,11±0,17
	149,8±0,26#
	25,8±0,12

	Гідрохлортіазид
	25,0
	5,3±0,21*
	2,92±0,16
	132,9±0,24*
	29,1±0,21*

	Сольове навантаження

	Контроль
	 –
	2,7±0,12
	2,61±0,14
	112,7±0,27
	24,9±0,21

	Бенфурам
	30,0
	8,6±0,18#/^
	2,97±0,09
	179,6±0,21#
	26,8±0,23

	Гідрохлортіазид
	25,0
	5,21±0,21*
	2,81±0,12
	162,1±0,31*
	29,8±0,31


Примітка. * – р < 0,05, # – р < 0,001 – вірогідно порівняно з контролем; ^ – р < 0,05 вірогідно порівняно  з гідрохлортіазидом (АNOVA)
При сольовому навантаженні бенфурам у дозі 30 мг/кг у щурів збільшує виділення сечі на 218,5% (p < 0,001), посилює екскрецію: креатиніну на – 13,8%, натрію – на 59,4% (p < 0,05) і калію – на 7,6%. 

Гідрохлортіазид при водному навантаженні у дозі 25 мг/кг збільшує: екскрецію сечі на 89,3% (p < 0,05), екскрецію креатиніну – на 7,7%, екскрецію натрію – на 43,8% (p < 0,05) та екскрецію калію – на 19,7% (p < 0,05).

Під впливом гідрохлортіазиду із сольовим навантаженням у дозі 25 мг/кг у щурів діурез збільшився на 93% (p < 0,01), екскреція креатиніну мала тенденцію до збільшення на 7,1%, екскреція іонів натрію збільшилась на 43,8% (p < 0,05) і екскреція калію – на 19,7% (p < 0,05).

При порівнянні діуретичної дії бенфураму з гідрохлортіазидом і контрольною групою при сольовому навантаженні дисперсійний аналіз ANOVA показав значущу відмінність за екскрецією сечі (p < 0,001) та натрію  (p < 0,001), і разом з тим не було визначено статистичної різниці в сечі екскреції іонів калію.

Отже, бенфурам  викликає збільшення фільтраційної функції нирок, виявляє сечогінний і натрійуретичний ефекти, перевищує діуретичну дію гідрохлортіазиду. 

5.7. Зміни функції нирок у щурів при застосуванні бенфураму

Одержані результати дослідження впливу бенфураму на функцію нирок у щурів при тривалому застосуванні наведені в табл. 5.10. 

Встановлено, що бенфурам стимулює екскреторну функцію нирок і збільшує діурез на 104,5-145,6%  (p < 0,001, АNOVA) у різні терміни спостереження, а також підвищує виведення ендогенного креатиніну із сечею на 3,8-23,1%, що свідчить про поліпшення фільтраційної функції нирок. 

Слід зазначити, що під впливом бенфураму спостерігали збільшення екскреції із сечею натрію на 21,9-34,8% (р < 0,05) і калію  на 7,6-9,6%, що свідчить про зменшення реабсорбції іонів натрію в канальцях нефронів.

При тривалому введені бенфураму досліджено його вплив на вміст ендогенного креатиніну, ШКФ, іонів натрію і калію в плазмі крові та видільну функцію нирок щурів при водному навантаженні (табл. 5.11).

При тривалому введенні бенфураму спостерігається статистично достовірне збільшення вмісту ендогенного креатиніну в плазмі збільшився на 8,4%, зменшення іонів натрію на 19,7% і калію – на 5,4%. Вірогідне посилення сечовиділення спостерігали вже з першої доби введення бенфураму. Після відміни бенфураму через 1 добу відзначали зниження екскреторної функції нирок, діурез був вищим на 24,4% порівняно з контрольною групою.

Таблиця 5.10
Зміни функції нирок у щурів при застосуванні бенфураму (M ± m, n = 10)

	Дні спостере-ження
	Умови

досліду
	Випито

води, мл
	Діурез, мл
	Екскреція із сечею

	
	
	
	
	креатинін,

мкмоль
	натрій, мкмоль
	калій, мкмоль

	                                                   Бенфурам у дозі 30 мг/кг

	Вихідний рівень
	препарат
	19,8±1,1
	5,6±0,12
	2,60±0,09
	127,2±0,9
	23,1±0,1 

	
	контроль
	20,4±1,2
	4,9±0,18
	2,60±0,08
	123,4±0,7
	22,8±0,2

	1 доба 
	препарат
	20,1±0,8
	8,9±0,22*
	2,70±0,09
	151,4±1,2*
	24,1±0,1

	
	контроль
	20,6±1,1
	5,0±0,17
	2,60±0,06
	124,2±0, 6
	22,4±0,2

	3 доба 
	препарат
	21,5±0,9
	10,9±0,21#
	2,80±0,13
	155,0±1,4*
	23,9±0,3

	
	контроль
	20,5±1,2
	5,1±0,13
	2,61±0,05
	125,1±1,2
	22,1±0,1

	5 доба 
	препарат
	22,1±0,7
	11,5±0,42#
	2,90±0,17
	156,0±1,3*
	23,7±0,2

	
	контроль
	20,0±1,0
	4,98±0,17
	2,61±0,11
	125,2±1,1
	21,9±0,1

	7 доба 
	препарат
	22,5±1,2
	12,5±0,32#
	3,0±0,14
	160,5±1,7*
	23,9±0,2

	
	контроль
	19,9±1,1
	5,0±0,2
	2,60±0,13
	124,5±1,2
	22,0±0,2

	9 доба 
	препарат
	22,9±1,3
	12,6±0,32#
	3,2±0,12
	168,2±1,3*
	24,0±0,3

	
	контроль
	19,8±1,2
	5,0±0,16
	2,60±0,09
	124,8±1,1
	21,9±0,2

	11 доба 
	препарат
	23,0±1,2
	12,3±0,31#
	3,10±0,12
	168,1±1,4*
	24,2±0,3

	
	контроль
	19,8±0,7
	5,1±0,17
	2,60±0,11
	123,9±1,2
	22,1±0,2

	14 доба 
	препарат
	23,0±0,8
	12,3±0,28#
	3,10±0,17
	168,0±1,3*
	23,7±0,2

	
	контроль
	20,1±0,9
	5,1±0,13
	2,60±0,10
	123,5±1,0
	21,9±0,1

	Після відміни бенфураму

	1 доба 
	препарат
	21,9±1,1
	6,4±0,41#
	3,0±0,13
	146,1±1,1*
	22,7±0,1

	
	контроль
	20,4±1,4
	4,9±0,15
	2,6±0,09
	123,1±1,2
	21,5±0,1

	2 доба 
	препарат
	20,6±1,2
	5,1±0,39
	2,8±0,12
	132,6±1,2
	22,8±0,2

	
	контроль
	19,9±1,2
	5,0±0,13
	2,6±0,11
	124,5±1,3
	21,7±0,2

	3 доба 
	препарат
	20,2±1,3
	5,1±0,37
	2,7±0,08
	126,4±1,4
	22,8±0,2

	
	контроль
	19,8±1,1
	5,1±0,13
	2,60±0,08
	122,5±1,1
	21,8±0,1


Примітка. *–р < 0,05 ; # – р < 0,001 вірогідно порівняно з контролем (АNOVA).
На підставі отриманих результатів в умовах водного навантаження розраховували ШКФ. Під дією бенфураму зареєстровано збільшення ШКФ на 55,1-116,3% (р < 0,05), що свідчить про поліпшення ренальної діяльності нирок у щурів протягом усього тривалого експерименту.

 Таблиця 5.11
Вплив курсового введення бенфураму на вміст у плазмі крові ендогенного креатиніну, натрію, калію, ШКФ і видільну функцію нирок щурів при 

водному навантаженні (M ± m, n = 10)
	Доба
	Діурез, мл/100 г
	Плазма
	ШКФ мл/хв на 100 г

	
	
	креатинін, мкМ
	натрій,

мМ
	калій, мм
	

	Контроль

	Вихідний стан
	3,11±0,11
	36,2±0,17
	142,3±0,41
	5,14±0,11
	0,214±0,011

	5 доба
	3,18±0,08
	36,21±0,23
	142,8±0,33
	5,16±0,08
	0,210±0,012

	9 доба
	3,20±0,07
	36,39±0,44
	143,62±0,41
	5,15±0,12
	0,215±0,009

	14 доба
	3,18±0,09
	36,24±0,22
	142,87±0,49
	5,12±0,09
	0,213±0,008

	Бенфурам у дозі 30 мг/кг

	Вихідний стан
	6,36±0,24*
	37,01±0,16
	131,5±0,69
	4,99±0,07
	0,332±0,009

	5 доба
	7,45±0,36*
	38,12±0,21
	116,27±0,78
	4,92±0,08
	0,464±0,022*

	9 доба
	7,86±0,47*
	39,43±0,24
	115,28±1,13
	4,87±0,06
	0,465±0,031*

	14 доба
	7,68±0,38*
	37,57±0,31
	112,13±0,48
	4,82±0,09
	0,461±0,023*

	Після відміни бенфураму

	3 доба
	3,87±0,23
	35,41±0,21
	129,38±0,54
	5,01±0,11
	0,235±0,024


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно  порівняно з контролем.
У механізмі дії бенфураму при тривалому застосуванні важливе значення має його вплив на нирковий транспорт іонів натрію. Під впливом бенфураму спостерігали вірогідне збільшення екскреції іонів натрію в сечі в 1,54 рази 

(р < 0,05) та зменшення його концентрації в 1,49 рази (р < 0,05) у плазмі крові порівняно з показники контрольної групи тварин (табл. 5.12). 

Таблиця 5.12

Вплив багаторазового (7 днів) уведення бенфураму (мг/кг) на нирковий транспорт іонів натрію у щурів (M ± m; n = 10)

	Показники
	Контроль
	Бенфурам, 

30 мг/кг

	Концентрація Na+ в сечі, ммоль/л
	0,62±0,11
	0,85±0,06*

	Екскреція Na+, мкмоль/2 год/100 г
	2,12±0,13
	3,27±0,17*

	Концентрація Na+ в плазмі, ммоль
	135,1±2,4
	112,4±0,7*

	Фільтрована фракція Na+, мкмоль/хв
	36,18±2,70
	49,60±2,84*

	Реабсорбована фракція Na+, мкмоль/хв
	35,26±2,70
	29,47±2,66

	Дистальний транспорт Na+, мкмоль/2 год
	450,5±12,7
	724,2±13,1*

	Проксимальний транспорт Na+, мкмоль/2 год
	3,89±0,32
	5,45±0,24*

	Екскреція Na+, мкмоль/ 100 мкл клубочкового фільтрату
	0,66±0,06
	0,91±0,07*

	Проксимальний транспорт Na+, мкмоль/100 мкл клубочкового фільтрату
	10,03±0,3
	12,1±0,21*

	Дистальний транспорт Na+, мкмоль/100 мкл клубочкового фільтрату
	1,34±0,11
	0,96±0,06*

	Кліренс вільної від Na+ води, мл/2 год
	4,65±0,10
	5,17±0,12


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.

Відповідно до рівня клубочкової фільтрації зростав також дистальний в 1,49 рази і проксимальний в 1,4 рази транспорт іонів натрію. Залежність між рівнем клубочкової фільтрації та фільтрованої фракції натрію при застосуванні бенфураму в дозі 30 мг/кг. Стандартизовані на 100 мкл клубочкового фільтрату показники транспорту іонів натрію під впливом бенфураму в дозі 30 мг/кг не виявили суттєвих відмінностей у порівнянні з контрольною групою тварин. Проте при тривалому застосуванні бенфураму екскретована фракція іонів натрію була вірогідно збільшена в 1,38 рази (р < 0,05) у порівнянні з контролем. 

         Одночасно з підсиленням фільтрації знижувалась реабсорбція іонів натрію на 16,4 % при застосуванні бенфураму. Причому мало місце підвищення інтенсивності як проксимального в 1,4 рази (р < 0,05), так і дистального в 1,61 рази (р < 0,05) транспорту іонів натрію. 

При перерахунку на 100 мкл клубочкового фільтрату виявилося зниження екскреції іонів натрію та його дистальної реабсорбції в 1,4 рази (р < 0,05). Переважне зростання проксимального транспорту на 20,6% під впливом бенфураму підтверджено стандартизованими показниками (на 100 мкл клубочкового фільтрату) реабсорбції іонів натрію в цьому відділі нефрону. При використанні бенфураму в досліджуваних дозах мало місце зростання кліренсу без натрієвої води на 11,2 %.

Проведено також дослідження впливу бенфураму на екскреторну діяльність нирок у щурів при водному навантаженні. Аналіз наведених даних (табл. 5.13) про зменшення реабсорбції води з 98,6% у вихідному стані до 96,8% на 14 добу при курсовому застосуванні бенфураму свідчить про збільшення об’єму сечовиділення, а не про довгострокові метаболічні зміни. 

Під дією бенфураму збільшувався фільтраційний заряд натрію з 29,14 ± 1,04 мкМ/хв (у вихідному стані інтактних щурів) до 59,27 ± 2,12 мкМ/хв у дослідних щурів на 5 добу. Цей показник зменшувався до 54,31 ± 2,62 мкМ/хв на 14 добу. 

Зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів спостерігали у щурів з 95,26 ± 0,12 до 88,26 ± 0,31% на 14 добу при курсовому застосуванні бенфураму. 

Збільшення екскреції креатиніну виявилося в усіх серіях при курсовому застосуванні бенфураму, що свідчить про поліпшення фільтраційної функції нирок.

Після припинення хронічного введення бенфураму спостерігали зниження діурезу, що свідчить про зменшення фільтраційної функції нирок і екскреції електролітів, а через 3 доби діурез, екскреція креатиніну, іонів натрію і калію нормалізувалась до вихідних величин.

Таблиця 5.13

Вплив курсового введення бенфураму на екскреторну функцію нирок у щурів при водному навантаженні (M ± m, n = 10)

	Дні

спосте-реження
	Діурез, мл/100 г
	Реабсорб-ція води, %
	Фільтраційний

заряд Na+,

мкМ/хв
	Реабсорбція

Na+, %
	Екскреція креатиніну,

мМ на 100 г

	Контроль

	Вихідний стан
	3,11±0,11
	96,2±0,11
	29,14±1,04
	95,26±0,12
	8,2±0,47

	5 доба
	3,18±0,08
	95,4±0,20
	29,42±1,60
	95,72±0,29
	8,18±0,32

	9 доба
	3,20±0,07
	95,3±0,24
	29,53±1,35
	95,34±0,25
	8,19±0,26

	14 доба
	3,18±0,09
	95,2±0,14
	29,13±1,42
	95,29±0,17
	8,18±0,31

	Бенфурам у дозі 30 мг/кг

	Вихідний стан
	6,19±0,21*
	98,6±0,13
	59,12±1,16*
	93,24±0,13
	18,35±0,25*

	5 доба
	7,1±0,32*
	96,0±0,17
	59,27±2,12*
	92,17±0,34
	22,17±0,91*

	9 доба
	7,45±0,41*
	96,2±0,18
	57,39±2,28*
	90,32±0,25
	22,34±1,18*

	14 доба
	7,33±0,32*
	96,8±0,22
	54,31±2,62*
	88,26±0,31
	22,14±1,17*

	Після відміни бенфураму

	3 доба
	3,12±0,28
	96,21±0,11
	30,28±2,14
	95,12±0,13
	9,64±0,21


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
Отже, бенфурам при тривалому уведенні виявляє виражений діуретичний і натрійуретичний ефекти, підвищує фільтраційний заряд, зменшує реабсорбцію води і натрію в канальцях нефронів та покращує фільтраційну функцію нирок у щурів.

5.8. Вплив бенфураму на діяльність нирок при 

зниженій активності альдостеронових рецепторів 

У регуляції водно-сольового гомеостазу бере участь альдостерон, який утворюється в клубочковій зоні кори наднирників і впливає на транспорт іонів Na+ та К+ (24(. Втрата значного об’єму крові, зменшення ШКФ і дефіцит іонів Na+ викликають подразнення рецепторів приносної артеріоли нирки і натрієвих рецепторів юкстагломерулярного апарату, що призводить до прискорення синтезу й екскреції реніну в організмі. Ренін перетворює ангіотензиноген (α2-глобулін плазми крові) на ангіотензин-І (А-І), який потім трансформується в ангіотензин-ІІ (А-ІІ), а той стимулює екскрецію наднирковими залозами альдостерону і підвищує реабсорбцію іонів Na+ і води. Поєднання А-ІІ з натрійзатримувальною дією альдостерону може призводити до збільшення об’єму циркуляційної крові, звужувати артеріоли і затримувати іони Nа+ і воду, внаслідок чого в організмі відновлюється об’єм рідини і АТ до вихідного рівня.

Наступним етапом досліджень було вивчено вплив бенфураму на показники функції нирок при зниженій активності альдостеронових рецепторів шляхом 4-денного перорального введення лабораторним тваринам спіронолактону  в дозі 20 мг/кг, який виявляв антиальдостеронову активність (66, 190, 224(. Результати експериментальних досліджень наведені в табл. 5.14.

Встановлено, що під впливом бенфураму діурез збільшився у 2,86 рази, а під дією спіронолактону – в 1,32 рази порівняно з контролем, що свідчить про сечогінну активність бенфураму як модулятора активності альдостеронових рецепторів. Екскреція іонів калію під дією бенфураму збільшилась на 30,7%. 

При зниженій активності альдостеронових рецепторів та сумісному застосуванні бенфураму і спіронолактону діурез у щурів збільшився у 3,12 рази порівняно з контролем і в 2,37 рази в порівнянні зі спіронолактоном. Після введення бенфураму екскреція іонів натрію збільшилась у 2,62 рази порівняно з контролем і в 1,2 рази в порівнянні зі спіронолактоном. Це свідчить про позитивну кореляцію між діуретичною і натрійуретичною активністю бенфураму. 

Таблиця 5.14

Вплив бенфураму на діурез та екскрецію іонів натрію і калію у щурів при зниженій активності альдостеронових рецепторів (M ± m, n =1 0)

	Групи тварин
	Діурез,
мл/2 год
	Екскреція іонів 

натрію, мкмоль/2 год
	Екскреція іонів 

калію, мкмоль/2 год

	Контроль
	2,92±0,21
	1,82±0,32
	18,72±2,31

	Бенфурам
	8,34±0,46*/ #
	4,76±0,42*
	24,35±2,28*

	Спіронолактон
	3,85±0,31
	3,96±0,27*/#
	17,12±1,39

	Бенфурам + спіронолактон
	9,12±0,46*/ #
	5,19±0,32*/#
	22,57±3,25*


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р ( 0,05 і р ( 0,001 вірогідно  порівняно зі спіронолактоном і контролем (АNOVA).

Екскреція іонів К+ під дією бенфураму перевищувала дані інтактного контролю в 1,3 рази (р ( 0,05). При вираженому збільшенні калійурезу під дією бенфураму в порівнянні зі спіронолактоном (в 1,42 рази) бенфурам поступається блокатору альдостеронових рецепторів щодо пригнічення калійурезу.

При поєднаному застосуванні бенфураму і спіронолактону спостерігали зменшення екскреції іонів К+, більш суттєве, ніж при введенні одного бенфураму.

5.9. Вплив бенфураму на діяльність нирок при 

підвищеній активності альдостеронових рецепторів

Мінералокортикоїди беруть участь у регуляції водно-сольового гомеостазу. Встановлено, що вони стимулюють реабсорбцію в дистальних канальцях Na+, Cl- і HCO3– та збільшують екскрецію із сечею K+, Н+ і NH4+. Ефект мінералокортикоїдів виявляється затримкою іонів Na+, Cl– , HCO3– і води в організмі та виведенням K+, Н+ і NH4+. Альдостерон разом із реніном і ангіотензином утворює єдину систему – ренін-ангіотензин-альдостеронову [37, 174, 208], яка є регулятором АТ та водно-електролітного обміну в організмі.

Враховуючи вплив бенфураму на сечовидільну функцію нирок при зниженій мінералокортикоїдній  активності, проведено дослідження його впливу на основні показники діяльності нирок на тлі підвищеної мінералокортикоїдної активності. Такі умови створювались шляхом уведення дезоксикортикостерону ацетату (ДОКСА) і бенфураму. Результати досліджень наведені в табл. 5.15. 

Встановлено, що при підвищенні активності альдостеронових рецепторів після 4-денного введення ДОКСА (10 мг/кг) спостерігали: зменшення об’єму виділеної сечі в 1,49 рази, зниження екскреції іонів натрію у 2,3 рази          (табл. 5.15) і підвищення екскреції калію у 2,41 рази порівняно з контролем. Уведення бенфураму при підвищенні активності альдостеронових рецепторів призвело до посилення діурезу у 3,08 рази (р ( 0,05) у порівнянні з контрольною групою. При цьому спостерігалося суттєве зростання екскреції іонів натрію у 3,17 рази (р ( 0,05). Екскреція іонів калію із сечею після застосування бенфураму збільшилась в 1,53 рази (р ( 0,05) у порівнянні з контролем. 

Проведений дисперсійний аналіз ANOVA застосували для порівняння дії бенфураму з ДОКСА та контрольною групою. Отримані результати виявили значущу достовірну відмінність за екскрецією об’єму сечі (p < 0,001), екскрецією натрію (p < 0,001) і екскрецією калію (p < 0,001).

При поєднаному застосуванні бенфураму та ДОКСА діуретична активність була в 2,03 рази (р ( 0,001) вище, а екскреція натрію збільшилась в 1,92 рази (р ( 0,05) у порівнянні з контрольною групою й у 3 рази (р ( 0,001) у порівнянні з ДОКСА. Екскреція іонів калію під дією бенфураму збільшилась в 1,52 рази (р ( 0,05), а під дією бенфураму та ДОКСА збільшилась в 1,96 рази. 
Таблиця 5.15

Вплив бенфураму (30 мг/кг) на діурез та екскрецію електролітів у щурів
при активації альдостеронових рецепторів (M ± m, n = 10)

	Групи тварин
	Діурез, мл/2 год
	Екскреція іонів натрію, мкмоль/2 год
	Екскреція іонів калію, 
мкмоль/2 год

	Контроль
	2,84±0,12
	1,68±0,14
	18,12±2,27

	Бенфурам
	8,75±0,62*/#
	5,32±0,31*/#
	27,64±3,21*/#

	ДОКСА
	1,90±0,11*
	0,73±0,08*
	43,65±4,37*

	Бенфурам + ДОКСА
	5,78±0,32*/#
	3,24±0,16*/#
	35,61±3,2#


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно  з контролем; # – р ( 0,05 і  р (  0,001 вірогідно порівняно з ДОКСА і контролем (АNOVA).

Отже, бенфурам, виявляючи діуретичну та натрійуретичну дію у відповідь на сольове навантаження, при комбінованому застосуванні з ДОКСА запобігає проявам мінералокортикоїдної дії дезоксикортикостерону ацетату.

5.10. Діяльність нирок у щурів при зниженій

активності ренін-ангіотензин-альдостеронової системи

У патогенезі розвитку нефро- та кардіопатій має місце активація РААС, яка бере участь у регуляції фільтраційної функції нирок, ниркового кровообігу, а також регулює АТ і тиск у клубочках нефронів [11].
Знання механізмів, які регулюють водно-натрієвий баланс у фізіологічних та патологічних ситуаціях, важливе для розробки методів раціональної фармакотерапії діуретичними препаратами [11, 34, 46, 101]. Порушення обміну натрію виявляється первинно як зміна об'єму тіла. Збільшення позаклітинного об'єму рідини супроводжується утворенням набряків [18, 26]. 

Впливаючи на регуляцію водно-сольового гомеостазу, РААС бере участь у регуляції фільтраційної функції нирок і ниркового кровообігу, а також регулює АТ у клубочкових артеріолах і проникність клубочкового фільтра для молекул білка. На канальцевий транспорту у нирках ангіотензин ІІ впливає, стимулюючи натрієвий насос. Підвищуючи фільтраційну функцію нирок, ангіотензин ІІ стимулює зростання реабсорбції натрію. Для об’ємного стимулювання регуляції секреції альдостерону суттєве значення має ангіотензин-ІІ [20, 61, 116].

Наступним етапом експериментальних досліджень було вивчення функції нирок щурів під впливом бенфураму за умов пригнічення активності РААС. 

На тлі пригнічення активності РААС визначали показники функції нирок після введення бенфураму в дозі 30 мг/кг протягом 7 днів і ІАПФ (еналаприл), що блокує рецептори ангіотензину ІІ. Встановлено (табл. 5.16), що під впливом бенфураму водний діурез у щурів зростав на 164,2% (р < 0,001), після введення еналаприлу відмічалося посилення діурезу на 41,1% (р < 0,05), що може бути ефективним для лікування ХСН.

Показники індукованого діурезу в групі тварин, яким уводили бенфурам на тлі пригнічення АПФ еналаприлом, були вищими за контрольні на 80,6%              (р < 0,05). Посилення екскреції сечі під дією бенфураму відбувається при зростанні у 2,03 рази ШКФ. 

Після введення еналаприлу спостерігали підвищення ШКФ в 1,32 рази         (р < 0,05) порівняно з контрольною групою. При сумісному введенні бенфураму та еналаприлу ШКФ була нижчою на 21,4% (р < 0,05), ніж при застосуванні бенфураму, але вище даних контрольної групи на 59,3% (р < 0,05).

При застосуванні бенфураму концентрація креатиніну в плазмі крові знижувалась на 39,8% (р < 0,05), а при використанні еналаприлу зменшилась на 23,5% (р < 0,05). Уведення комбінації бенфураму й еналаприлу в порівнянні з контрольною групою щурів викликало зниження концентрації креатиніну в плазмі крові на 12,1%. Цей показник був на 18,9% (р < 0,05) вищим за результати експериментальних даних групи щурів, яким уводили бенфурам.   
Таблиця 5.16

Вплив бенфураму (30 мг/кг) при тривалому введенні на екскреторну функцію нирок у щурів при застосуванні еналаприлу (M ± m, n = 10)
	Показники
	Контроль
	Бенфурам


	Еналаприл
	Бенфурам і еналаприл

	Діурез, мл/2 год
	3,19±0,05
	8,43±0,17*
	4,50±0,08*
	5,76±0,19*

	Концентрація креатиніну плазми, ммоль/л
	68,47±1,16
	41,25±3,14*
	52,38±1,18*
	60,20±2,74*/#

	Швидкість клубочкової фільтрації, мкл/хв
	364,25±12,54
	738,12±71,12*
	481,32±21,52*
	580,16±35,21*

	Реабсорбція води
	93,17±0,31
	95,13±0,47*
	98,12±0,11*
	94,68±0,28*/#

	Екскреція білка із сечею, мг/2 год
	0,26±0,02
	0,09±0,011*
	0,07±0,008*
	0,22±0,06*/#


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р ( 0,05 і  р ( 0,001 вірогідно порівняно  з бенфурамом і контролем (АNOVA).

Дисперсійний аналіз ANOVA при порівнянні дії бенфураму з еналаприлом і контрольною групою показав вірогідну відмінність за концентрацією креатиніну плазми (p < 0,001), екскрецією сечі (p < 0,001), швидкістю клубочкової фільтрації (p < 0,001) і екскрецією білка (p < 0,001), разом з тим не було визначено статистичної різниці в реабсорбції води.

Реабсорбція води при комбінованому введенні бенфураму й еналаприлу від контролю вірогідно не відрізнялася, але була нижчою від показників у щурів, які отримували бенфурам або еналаприл. Результати дослідження впливу при тривалому введенні бенфураму (30 мг/кг) на транспорт іонів натрію та калію у нефроні при застосуванні еналаприлу наведені в табл. 5.17.

Таблиця 5.17

Вплив бенфураму (30 мг/кг) при тривалому введенні на іонорегулювальну функцію нирок при застосуванні еналаприлу (M ± m, n = 10)

	Показники 
	Контроль


	Бенфурам


	Еналаприл 
	Бенфурам і еналаприл

	Концентрація Na+ в сечі, ммоль/л
	0,47±0,06
	0,71±0,04* 
	0,85±0,06* 
	0,91±0,14*

	Екскреція Na+, мкмоль/2 год
	1,54±0,12
	4,32±0,20* 
	3,12±0,11* 
	3,69±0,64*/#

	Концентрація К+ в сечі, мкмоль/2 год
	3,82±0,18
	6,76±0,50* 
	6,12±0,31* 
	6,42±0,24*

	Екскреція К+, мкмоль/2 год
	12,12±0,41
	23,27±3,14*
	20,12±1,17*
	17,38±1,37*

	Відносна реабсорбція Na+, %
	99,93±0,01
	99,95±0,01*
	91,04±0,02*
	95,38±0,03*

	Проксимальний транспорт Na+, ммоль/2 год
	4,12±0,21
	9,87±1,24*
	11,21±0,29*
	10,58±0,84*

	Дистальний транспорт Na+, ммоль/2 год
	382,64±6,59
	584,67±6,79* 
	397,16±4,84# 
	402,11±4,56*/#


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р < 0,05 – вірогідно порівняно з бенфурамом.

Після введення бенфураму зростала концентрація іонів натрію в сечі на 51,1% (р ( 0,05), при застосуванні еналаприлу – на 80,9% (р ( 0,05), а при комбінації бенфураму й  еналаприлу – на 93,6% (р ( 0,05) порівняно з контролем. 

Під впливом бенфураму й еналаприлу спостерігали збільшення екскреції іонів натрію із сечею на 180,5% (р ( 0,001) і 102,6% (р ( 0,001), відповідно. Подібні зміни показників екскреції іонів натрію (на 139,6%; р ( 0,01) спостерігали і при одночасному введенні комбінації бенфураму й еналаприлу. Відносна реабсорбція іонів натрію була вірогідно нижчою за контрольні в усіх дослідних групах. Розрахунки реабсорбції іонів натрію у тварин, яким уводили бенфурам, свідчать про вірогідне зниження як проксимального (у 2,4 рази, р ( 0,05), так і дистального (в 1,52 рази, (р ( 0,05) транспорту в порівнянні з контролем. 

Отже, бенфурам і комбінація бенфураму і еналаприлу підвищують транспорт іонів натрію в проксимальному і дистальному відділах нефронів нирок, а еналаприл – тільки в проксимальному відділі нефронів нирок. 

5.11. Зміни вмісту простагландинів у плазмі крові у щурів

під дією  бенфураму

Відомо, що простагландини з групи ПГЕ2 унаслідок розширення артеріол і посилення ниркового кровообігу стимулюють діурез [24, 276, 322], знижують реабсорбцію натрію і води на рівні висхідної частини петлі Генле і збиральних трубочок кіркової речовини нирок [74, 75]. 

Сольове навантаження призводить до пригнічення вивільнення ПГЕ2 та реабсорбції натрію і хлору в товстій частині висхідного відділу петлі Генле  і збиральних трубочок.

Дослідження впливу бенфураму на вміст простагландинів у плазмі крові у щурів з водним і сольовим навантаженнями проведено з використанням радіоімунологічного методу Jaffe [266]. Результати експериментальних даних наведені в табл. 5.18. 

За аналізом наведених даних, вміст ПГЕ2 в плазмі інтактних щурів склав 5,32 ± 0,09 нмоль/л. В інтактних щурів із сольовим навантаженням вміст простагландинів ПГЕ2 зменшився на 10,7%, а з водним – збільшився на 9,2%. 

Під дією бенфураму в інтактних тварин вміст простагландинів у плазмі збільшилася на 18,1%. 

Таблиця 5.18

Рівень простагландинів ПГЕ2 в плазмі крові під дією бенфураму 

(M ± m, n = 10)
	 Препарати
	Доза, мг/кг
	Вміст ПГЕ2 в плазмі, нмоль/л

	
	
	інтактні
	сольове навантаження
	водне навантаження

	Контроль 
	–
	5,32±0,09
	4,75±0,06
	5,81±0,07

	Бенфурам
	30,0
	6,28±0,07*/#
	6,54±0,08*
	6,97±0,09*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	5,94±0,09*
	6,12±0,09*
	6,53±0,08*


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р < 0,05 вірогідно порівняно з гідрохлортіазидом

У щурів при сольовому навантаженні вміст простагландинів зріс на 22,9% у порівнянні з інтактним контролем і на 4,1% у порівнянні з інтактними щурами, що отримували бенфурам у дозі 30 мг/кг. 

При водному навантаженні інтактних щурів, яким уводили бенфурам вміст простагландинів у плазмі збільшився на 31% у порівнянні з інтактними щурами і на 19,9% у порівнянні зі щурами, які отримували водне навантаження.

Під дією гідрохлортіазиду в інтактних тварин вміст простагландинів ПГЕ2 у плазмі збільшився на 11,6%. У щурів, які отримували сольове навантаження, вміст простагландинів зріс на 15% у порівнянні з інтактним контролем і на 3% у порівнянні з інтактними щурами, які отримували гідрохлортіазид. 

При водному навантаженні інтактних щурів, яким уводили гідрохлортіазид, вміст простагландинів у плазмі збільшився на 23,7% у порівнянні з інтактним контролем і на 9,9% у порівнянні з інтактними щурами, які отримували гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг. Бенфурам за активністю перевищує гідрохлортіазид.

Отже, бенфурам стимулює синтез простагландинів в організмі, підвищує вміст у плазмі, що сприяє поліпшенню сечовидільної функції нирок. 

5.12. Вазодилататорна активність бенфураму 

Кініни розслаблюють гладенькі м’язи судин, розширюють ниркові артеріоли і знижують кров’яний тиск, підвищують діурез за рахунок збільшення клубочкової фільтрації [4, 132]. Кініни, як і інші вазодилататорні речовини, стимулюють синтез і секрецію ендотеліального фактора розслаблення, яким є оксид азоту NO, що синтезується із амінокислоти аргініну під дією ферменту NO-синтетази [47, 98, 142, 146]. 

Натрійуретичний ефект кінінів пов’язаний зі збільшенням синтезу простагландинів ПГЕ2, ниркового кровотоку, клубочкової фільтрації та пригніченням реабсорбції натрію в проксимальних канальцях нирок. Активність кініногенезу під впливом бенфураму і гідрохлортіазиду у щурів з водним навантаженням аналізували за вмістом калікреїну і калікреїногену в плазмі крові, використовуючи ензиматичний метод. Результати даних наведені в табл. 5.19.

За аналізом наведених даних, в інтактних щурів вміст калікреїногену в плазмі рівний 265,82 мод/мл і калікреїну – 93,61 мод/мл. У контрольній групі вміст калікреїногену в плазмі рівний 279,74 мод/мл і калікреїну – 98,72 мод/мл. Під впливом бенфураму вміст калікреїногену збільшився на 12,3% і калікреїну  на 21,2% у порівнянні зі значеннями в інтактних щурів. Під дією гідрохлортіазиду збільшився вміст калікреїногену в плазмі крові щурів у середньому на 7,9% і калікреїну  на 11,6% у порівнянні з інтактним контролем.
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вання бенфураму продемонструвало, що вже на 2-й день показники вмісту калікреїну практично повернулися до контрольних значень. Після одноразового застосування бенфураму за умов спонтанного діурезу функціональний стан нирок зазнавав короткочасних змін.

Бенфурам підвищує вміст калікреїногену і калікреїну в плазмі крові білих щурів, що є одним з механізмів діуретичної активності бенфураму, оскільки кініни володіють вираженими натрійуретичними і діуретичними властивостями.

Таблиця 5.19

Вазодилататорна активність бенфураму   в плазмі крові щурів 

із сольовим і водним навантаженям (M ± m, n = 10)
	Серія дослідів
	Доза мг/кг
	Вміст калікреїногену, мод/мл
	Вміст калікреїну, мод/мл

	Водне навантаження

	Інтактні тварини
	–
	265,82 ± 2,2
	93,61±2,14

	Контроль 
	–
	279,74 ± 2,6
	98,72±3,12

	Бенфурам
	30,0
	298,53± 2,5*
	113,45±3,26*

	Гідрохлортіазид
	25,0
	286,91± 3,3*
	104,56±4,11*

	Сольове навантаження

	Інтактні тварини
	–
	264,37 ± 5,41
	92,85±2,12

	Контроль 
	–
	252,42 ± 4,14
	91,47±2,37

	Бенфурам
	2,2
	281,35 ± 3,29*
	107,51±3,25*

	Гідрохлортіазид
	2,0
	271,32 ± 3,18*
	103,74±3,61


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем. 

5.13. Вплив бенфураму на діяльність нирок при

блокаді дофамінових рецепторів

Дофамін в організмі відіграє важливу роль у підтримці водно-сольового гомеостазу. Взаємодія дофаміну з Д1–рецепторами плазматичної мембрани клітин приводить до активації аденілатциклази, збільшення утворення цАМФ, що спричиняє фосфорилювання α–субодиниці Na+, К+-АТФази [1, 36]. Дофамін також підвищує об'ємний коронарний кровотік через активацію пресинаптичних Д2–рецепторів і постсинаптичних Д1–рецепторів вінцевих судин, виявляючи кардіопротекторну дію. Збуджуючи Д1–рецептори гладеньком’язових клітин ниркових артерій і Д2–рецептори постсинаптичної мембрани в судинах нирок, дофамін розширює артеріоли, посилює нирковий кровообіг і підвищує клубочкову ультрафільтрацію [19, 317]. Дофамін виявляє натрійуретичну, діуретичну дію, підвищує клубочкову фільтрацію і нирковий кровообіг, що зумовлено кардіотонічним, судиннорозширювальним ефектами та прямою дією на нирки [2, 47, 179]. Дофамін, нарівні із судинорозширювальною і гіпотензивною дією, здатний підсилювати утворення та виділення кінінів і простагландинів. Як антагоніст антидіуретичного гормону дофамін може викликати екскрецію води і взаємодіяти з різними адренорецепторами [2]. 

Для визначення впливу бенфураму на дофамінові рецептори проведені дослідження ефективності одночасного застосування інгібіторів дофамінових рецепторів і бенфураму. Пригнічення дофамінових рецепторів досягалось застосуванням прокінетичного препарату домперидон (мотиліум), який блокує периферичні дофамінові рецептори і не виявляє центральної дії.

Максимальний антидіуретичний ефект домперидон виявляє в дозі 40 мг/кг. Результати дослідження одночасного застосування інгібітора дофамінових рецепторів і бенфураму наведені в табл. 5.20.

Встановлено, що на тлі блокади дофамінових рецепторів спостерігали зменшення об’єму виділеної сечі в 1,55 рази порівняно з групою контролю           (р < 0,05), а також зниження екскреції іонів натрію і калію в 1,59 рази і 1,39 рази відповідно відносно показників у щурів контрольної групи. 

Отримані дані свідчать, що екскреція із сечею води при застосуванні дом-перидону знижується активніше, ніж натрійурез і калійурез. Можно припустити, що антидіуретичний ефект домперидону зумовлений зниженням ниркового кровообігу та клубочкової фільтрації і меншою мірою пригніченням натрійурезу. Домперидон діє протилежно ендогенному дофаміну, який посилює нирковий кровообіг і виявляє натрійуретичну активність.

Таблиця 5.20

Діурез та екскреція із сечею електролітів у щурів при використанні 

бенфураму (30 мг/кг) для блокади дофамінових рецепторів 

(M ± m, n = 10)

	Умови досліду
	Діурез, мл/2 год
	Екскреція іонів Na+ , мкмоль/2 год
	Екскреція іонів К+, мкмоль/2 год

	Контроль (водне навантаження)
	3,28±0,14
	2,58±0,13
	21,28±2,12

	Бенфурам 

(30 мг/кг)
	8,20±0,21*/^
	4,69±0,24*/^
	28,75±2,24*^

	Бенфурам + Домперидон
	7,26±0,31*/^
	2,94±0,21*/^
	20,14±1,43

	Домперидон 

 (40 мг/кг)
	2,12±0,14*
	1,62±0,17#
	15,26±2,01*


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; # – р ( 0,05 вірогідно порівняно з бенфурамом; ^ – р ( 0,05 вірогідно порівняноз домперидоном.
Використання бенфураму при водному навантаженні у щурів збільшило діурез у 2,5 рази (р ( 0,05), екскрецію іонів натрію – в 1,82 рази (р ( 0,05), екскрецію іонів калію – в 1,35 рази (р ( 0,05).

За даними попередніх досліджень визначено, що використання бенфураму супроводжується підвищенням екскреції креатиніну і ниркового кровообігу. Зростання діурезу, що супроводжується відповідним підвищенням натрійурезу та калійурезу і досягнуто без використання осмотично активних сполук, дозволяє припустити, що діуретичний ефект бенфураму зумовлений поліпшенням ниркового кровообігу, зростанням ШКФ і пригніченням реабсорбції натрію. 

5.14. Вплив бенфураму на натрійуретичний гормон

Важливим діуретичним і натрійуретичним фактором є натрійуретичний гормон (НУГ) –  пептид, що синтезується у клітинах лівого передсердя, підвищує діурез і натрійурез, розслаблює непосмуговані м’язові волокна судин і знижує АТ. При введенні сольового розчину в організм виникає натрійуретична реакція, що призводить до навантаження позасудинного сектора [33, 44, 88].

Дослідження впливу бенфураму на НУГ були проведені на двох групах щурів: «до» і «після» внутрішньовенної стимуляції волюморецепторів. За даними літератури, НУГ виявляє найбільшу активність при збільшенні об’єму позаклітинної рідини в організмі введенням 0,9% розчину хлориду натрію [4, 10, 43]. Активність НУГ визначали, беручи до уваги екскрецію іонів натрію нирками.

Після стимуляції волюморецепторів внутрішньовенним уведенням 0,9% розчину хлориду натрію у щурів збільшувались об’єм позаклітинної рідини в організмі й екскреція іонів натрію із сечею (табл. 5.21). 

Аналіз результатів свідчить, що бенфурам підсилював натрійуретичну активність плазми крові при збільшенні об’єму позаклітинної рідини. Так, у контрольній групі екскреція іонів натрію із сечею збільшувалася на 15,3%              (р ( 0,05) у порівнянні з цим показником у тварин, яким не вводили сольовий розчин. 
Натрійуретична активність плазми крові при застосуванні бенфураму в дозі 30 мг/кг виявлялась збільшенням натрійурезу на 47,7% (р ( 0,05) у порівнянні з групою тварин, яких не піддавали сольвому навантаженню, та подальшим збільшенням натрійурезу на 125,7% (р ( 0,05), порівняно з групою щурів, яким внутрішньовенно уводили 0,9% розчин натрію хлориду.

Таблиця 5.21

Вплив бенфураму на натрійуретичну активність НУГ при 

сольовій стимуляції волюморецепторів  (M ± m; n = 10)

	Умови досліду
	Іони натрію

	
	M
	m
	M
	m

	
	контроль
	бенфурам

	До сольового навантаження 
	4,32
	0,62
	7,38*
	0,23

	Після сольового навантаження 
	4,98
	0,27
	11,24*/#
	0,72


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем; #– вірогідно порівняно з даними сольового навантаження.

Бенфурам виявляв натрійуретичний ефект, що найбільш виражений при сольовій стимуляції волюморецепторів, при цьому збільшувалася кількість або активність натрійуретичних факторів. Можна припустити, що збільшення діурезу є результатом активації бенфурамом НУГ [64].

5.15. Дослідження дії бенфураму на об’єм плазми крові 

і вміст електролітів 

Дослідження впливу бенфураму на об’єм внутрішньосудинної рідини і вміст електролітів у плазмі крові виконані на 21 білому нелінійному щурі. Бенфурам тваринам уводили внутрішньошлунково в дозі 30 мг/кг (ЕД50) протягом 14 діб. На 15 день у щурів визначали об’єм внутрішньосудинної рідини з використанням синього Еванса (Т-1824). У плазмі крові визначали концентрацію іонів натрію і калію. Отримані результати наведені в табл. 5.22.

Бенфурам при тривалому введенні викликає зменшення об’єму внутрішньо-судинної рідини на 14,2%, зменшує вміст креатиніну на 6,4%, а також зменшує концентрацію іонів натрію у плазмі крові на 16,3% і калію на 5,7%.

Таблиця 5.22
Вплив бенфураму і гідрохлортіазиду на об’єм та вміст 

електролітів у плазмі крові (M ± m; n = 10)

	Умови

дослідів
	Доза,

мг/кг 
	Об’єм рідини,

% до маси тіла
	Креатинін,

мкмоль
	Натрій, мкмоль
	Калій, мкмоль

	Контроль 
	–
	5,62 ± 0,09
	38,9±1,16
	146,1±1,12
	5,3±0,12

	Бенфурам 
	30,0
	   4,82± 0,07*
	35,42 ±1,14
	122,3±1,24*
	5,0±0,11

	Гідрохлортіазид 
	25,0
	4,90± 0,06
	36,21±1,37
	128,7±1,17*
	4,9±0,10


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.
Під впливом гідрохлортіазиду спостерігали зменшення об’єму внутрішньосудинної рідини на 12,8%, збільшення вмісту креатиніну на 9,1%, а також зниження концентрації іонів натрію у плазмі крові на 158,8% і калію на 7,5%. 

Проведені дослідження показали, що бенфурам достовірно збільшує клубочкову фільтрацію, сечовиділення, зменшує об’єм внутрішньосудинної рідини і концентрації електролітів у плазмі крові і виявляє салуретичний ефект.

5.16. Вплив бенфураму на водно-електролітний обмін
 при гострому експериментальному нефриті 

Водно-електролітний обмін належить до основних систем регуляції гомеостазу організму шляхом зв'язаного транспорту води й іонів натрію [3]. Проблема корекції водно-електролітного обміну при лікуванні АГ, різних видів нефропатій, при яких широко застосовуються діуретики, остаточно не вирішена. 

Відтворення моделі гострого ниркового нефриту (ГНН) виконувалось на тваринах чотирьох групп: перша группа – інтактний контроль; друга –   контрольна патологія. У тварин третьої та четвертої груп викликали ГНН шляхом одноразового внутрішньом'язового введення 50% водного розчину гліцерину в дозі 0,8 мл на 100 г маси тіла. 

Тваринам третьої групи з ГНН  щодня внутрішньошлунково вводили бенфурам у дозі 30 мг/кг (ЕД50). Тваринам четвертої групи з ГНН щодня внутрішньошлунково вводили гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг (ЕД50). 

У день дослідів щурів поміщали на добу в індивідуальні клітки з вільним доступом до їжі і води. У спонтанному стані збирали сечу, визначали її об'єм, екскрецію креатиніну і електролітів. Показники реєстрували до початку дослідів, на 3-тю, 7-му і 14-ту добу після формування патології і за ними визначали ефективність лікування. Результати експериментальних досліджень наведені в табл. 5.23. 

Таблиця 5.23
Вплив бенфураму і гідрохлортіазіду на функціональні показники

 діяльності нирок у щурів з гострим експериментальним нефритом 

(M ± m, n = 10) 

	Показники
	Початкові
	3 доби
	7 діб
	14 діб

	1
	2
	3
	4
	5

	Інтактний контроль

	Випито води, мл/доб.
	13,9±0,18
	13,6±0,19
	13,5±0,17
	13,4±0,21

	Добовий діурез, мл/доб.
	5,3±0,11
	5,5±0,12
	5,5±0,13
	5,6±0,14

	Добовий водний баланс, мл/доб.
	+8,6±0,11
	+8,1±0,08
	+8,0±0,07
	+7,8±0,11

	Екскреція із сечею креатиніну, мкмоль
	2,6±0,07
	2,6±0,09
	2,6±0,08
	2,7±0,10

	Екскреція із сечею натрію, мкмоль
	129,0±2,1
	131,4±2,3
	131,5±1,9
	132,2±3,4

	Екскреція із сечею калію, мкмоль
	23,8±0,23
	24,1±0,26
	24,4±0,27
	24,9±0,32

	Контрольна патологія

	Випито води, мл/ доб.
	14,5±0,3
	6,5±0,21
	5,6±0,19
	8,9±0,26

	Добовий діурез, мл/ доб.
	5,2±0,12
	5,9±0,12
	2,1±0,09*
	5,8±0,16

	Добовий водний баланс, мл/ доб.
	+9,3±0,11
	-0,6±0,02
	+3,5±0,08
	+3,1±0,18


Продовж. табл. 5.23

	1
	2
	3
	4
	5

	Екскреція із сечею креатиніну, мкмоль
	2,6±0,08
	2,7±0,14
	1,4±0,06*
	2,7±0,11

	Екскреція із сечею натрію, мкмоль
	128,9±2,1
	144,9±2,3
	53,7±1,92
	130,8±3,4

	Екскреція із сечею калію, мкмоль
	23,4±0,29
	27,2±0,62
	10,8±0,31
	24,9±0,72

	Бенфурам у дозі 30 мг/кг

	Випито води, мл/ доб.
	14,6±0,23
	8,64±0,19
	9,8±0,27
	12,8±0,36

	Добовий діурез, мл/ доб.
	9,2±0,17*/#
	10,32±0,67*
	4,3±0,19*
	10,4±0,27*

	Добовий водний баланс, мл/ доб.
	+5,4±0,08*
	 -2,68±0,06*
	+5,5±0,18
	+2,4±0,05

	Екскреція із сечею креатиніну, мкмоль
	2,6±0,07
	2,8±0,08
	2,1±0,16
	3,2±0,11

	Екскреція із сечею натрію, мкмоль
	129,3±2,29
	153,7±3,1
	68,4±2,7
	162,5±2,91*

	Екскреція із сечею калію, мкмоль
	23,5±0,18
	26,4±0,51
	15,6±0,18
	25,4±0,35

	Гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг

	Випито води, мл/ доб.
	14,9±0,34
	8,5±0,12
	9,6±0,21
	11,6±0,19

	Добовий діурез, мл/ доб.
	7,5±0,31*
	8,6±0,28*
	3,8±0,17
	9,2±0,31*

	Добовий водний баланс, мл/ доб.
	+7,4±0,24*
	-0,1±0,11
	+5,8±0,13
	+2,4±0,08

	Екскреція із сечею креатиніну, мкмоль
	2,6±0,08
	2,6±0,07
	1,9±0,12
	3,0±0,14

	Екскреція із сечею натрію, мкмоль
	129,7±2,3
	147,9±3,4
	70,8±2,1
	159,5±2,18*

	Екскреція із сечею калію, мкмоль
	23,7±0,26
	28,7±0,42
	14,9±0,72
	26,7±0,41


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем. # – р < 0,05 вірогідно порівняно з гідрохлортіазидом

У тварин другої групи з ГНН через 3 доби спостерігали тенденцію до підвищення діурезу на 7,3% й екскреції креатиніну на 3,8% в порівнянні з інтактним контролем. На 7-му добу перебігу ГНН спостерігали олігоануричну стадію: діурез зменшився на 61,8% (р ( 0,05), вміст креатиніну в сечі знизився на 46,2% (р ( 0,05), що свідчить про пригнічення клубочкової фільтрації в нирках. 

У щурів третьої групи з ГНН на 3-тю добу після застосування 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофіліну в дозі 30 мг/кг добовий діурез збільшився на 74,9% (р ( 0,05) і спостерігали тенденцію до підвищення екскреції креатиніну на 3,7% в порівнянні із зазначеним показником у тварин з контрольною патологією, а також збільшення діурезу на 87,6% і тенденцію до підвищення екскреції креатиніну на 7,7% у порівнянні з інтактним контролем. Нормалізація досліджуваних показників визначалася до 14-ої доби. У щурів четвертої групи під дією гідрохлортіазиду добовий діурез був менший за бенфурам на 18,5%. Терапевтична ефективність застосування бенфураму при ГНН зумовлена дезінтоксикаційною дією. У щурів четвертої групи з ГНН на 3-тю добу після застосування гідрохлортіазиду спостерігали підвищення діурезу на 56,4% (р ( 0,05) і тенденцію до підвищення екскреції креатиніну на 3,7% у порівнянні з інтактним контролем. 

Висновки

1. У порівнні з інтактними щурами бенфурам у дозі 30 мг/кг (ЕД50) збільшує добовий діурез на 177% (р ( 0,001), концентрацію іонів натрію у сечі– на 23% (р ( 0,05) і добову екскрецію іонів натрію – на 205% (р ( 0,001), викликає тенденцію до зростання концентрації іонів калію – на 7% та збільшує екскрецію його із сечею на 6,7%, посилює екскрецію креатиніну на 18% (р(0,05), що свідчить про збільшення швидкості клубочкової фільтрації.

2. При водному навантаженні бенфурам викликає у щурів збільшення діурезу на 196,4% (р ( 0,05), що на 107,1% (р ( 0,05)  перевищує ефект гідрохлортіазиду. 

3. При сольовому навантаженні бенфурам збільшував екскрецію сечі на 218,5% (р ( 0,001), креатиніну – на 13,7%, натрію – на 59,4% (р ( 0,05), калію – на 12,1%. 

4. Бенфурам протягом 14 днів збільшує діурез на 104,5-145,6% (р ( 0,05) , екскрецію із сечею натрію – на 21,9-34,8% (р ( 0,05) , калію – на 7,6-9,5%, підвищує виведення ендогенного креатиніну на 3,8-23,1%, зменшує реабсорбцію води, підвищує фільтраційний заряд і реабсорбцію натрію і поліпшує фільтраційну функцію нирок. 

5. При зниженій активності альдостеронових рецепторів та сумісного застосування бенфураму зі спіронолактоном  діурез у щурів збільшився у 3,12 рази (р ( 0,05) порівняно з контролем і в 2,37 рази (р ( 0,05) у порівнянні зі спіронолактоном. Після введення бенфураму екскреція іонів натрію збільшилась в 2,62 рази порівняно з контролем і в 1,2 рази у порівнянні зі спіронолактоном. 

6. Введення бенфураму при підвищенні активності альдостеронових рецепторів привело до посилення діурезу у 3,08 рази (р ( 0,05) у порівнянні з контрольною групою. При цьому спостерігалося суттєве зростання екскреції іонів натрію у 3,17 рази (р ( 0,05). Екскреція іонів калію із сечею після застосування бенфураму збільшилася в 1,53 рази (р ( 0,05) у порівнянні з контролем. При комбінованому застосуванні з ДОКСА запобігає проявам мінералокортикоїдної дії дезоксикортикостерону ацетату

7. Бенфурам і еналаприл виявили діуретичний і натрійуретичний ефекти. Бенфурам знижує як проксимальний (у 2,4 рази), так і дистальний (в 1,52 рази) транспорт іонів натрію, на відміну від еналаприлу, що впливає менше на проксимальний транспорт. 

8. Бенфурам у інтактних щурів підвищує вміст простагландинів у плазмі крові на 18,1% (р ( 0,05), при сольовому навантажені – на 22,9% (р ( 0,05) , при водному навантаженні – на 31%  (р ( 0,05), що є свідченням посилення його діуретичної дії.

9. Бенфурам збільшує вміст кінінів у плазмі крові, які виявляють натрійуретичні і діуретичні властивості, що є, можливо, одним із механізмів збільшення ниркового кровообігу і клубочкової фільтрації. Вочевидь, механізм зростання ниркового кровообігу і клубочкової фільтрації опосередкований впливом бенфураму на кінінову систему, про що свідчить збільшення в плазмі крові вмісту кінінів, які володіють натрійуретичними і діуретичними властивостями.

10. Бенфурам є агоністом ниркових рецепторів дофаміну, оскільки викликає ниркові ефекти, властиві дофаміну, про що свідчить антагоністичні відносини з домперидоном при блокаді дофамінових рецепторів.

11. Під впливом бенфураму на фоні збільшення об’єму позаклітинної рідини мало місце зростання натрійуретичної активності плазми крові на 125,7%, що свідчить  про збільшення діурезу.

12. Бенфурам при введенні протягом 14 діб викликає вірогідне зменшення об’єму внутрішньосудинної рідини (за синім Еванса) на 14,2%, зменшує вміст креатиніну на 6,4%, концентрацію іонів натрію у плазмі крові на 16,3% і калію на 5,7%, що має важливе значення для лікування набряків.

13. Бенфурам більшою мірою, ніж гідрохлортіазид, при гострому нефриті за  Гревен впливає на діурез, екскрецію натрію, фільтраційну функцію нирок, починаючи з  1-го тижня лікування.  
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РОЗДІЛ 6

ВПЛИВ БЕНФУРАМУ НА МЕТАБОЛІЧНІ ПРОЦЕСИ  СЕРЦЕВО-СУДИННОЇ СИСТЕМИ ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ПАТОЛОГІЯХ 

У регуляції АТ у фізіологічних умовах, а також при патологічних станах ССС беруть участь нирки. Зі свого боку, гострі і хронічні хвороби нирок впливають на формування серцево-судинних захворювань [1, 16, 190, 192]. 

Численні дослідження підтвердили наявність тісних взаємозв'язків між  АГ, гіперліпідемією, порушеннями толерантності до глюкози і ІХС [42, 45]. Так, наприклад, адекватна перфузія нирок і підтримка нормального електролітного балансу можлива корекцією гемодинамічних показників при наявності серцево-судинного захворювання. І, навпаки, з метою забезпечення нормального функціонування ССС при патології нирок потрібна регуляція  їхньої діяльності, тому розробка препаратів, здатних впливати на компоненти нефро- та кардіопатій, є вкрай необхідною [121]. 

Модифікація ксантинів у 8-й позиції арильними або циклоалкільними групами привела до синтезу нових сполук. Антагоністи аденозину розглядаються як перспективний клас лікарських засобів, які дозволяють підвищити функцію нирок позитивно впливаючи на функцію ССС при кардіоміопатіях.
Діуретичні препарати використовуються як засоби з іншими антигіпертензивними препаратами при їх недостатньому  гіпотензивному ефекті.

У результаті проведених досліджень було відібрано нову вперше синтезовану сполуку 3 – 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)метиламінотеофілін з умовною назвою «Бенфурам» як нефропротекторний засіб, який  за діуретичною активністі перевершував гідрохлортіазид у 2,1 рази. У зв’язку з цим  було доцільно визначити, чи виявить ця сполука кардіотропну дію.

6.1. Вплив бенфураму на артеріальний тиск у нормотензивних

і з пітуїтриновою гіпертензією кролів

Дослідження впливу бенфураму на  АТ проведено на наркотизованих (тіо-пентал-натрію, 50 мг/кг, внутрішньочеревно)  30 статевозрілих кролях обох статей масою  2,8-3,2 кг. Усіх тварин розділили на 6 груп по 5 кролів у кожній. Перша та друга групи – нормотензивні кролі, що одержували внутрішньовенно бенфурам (30 мг/кг) та еуфілін (20 мг/кг) відповідно. Третя, четверта і п’ята групи – тварини з модельованою пітуїтриновою гіпертензією (ПГ), викликаною щоденним внутрішньовенним уведенням пітуїтрину (0,5 Од/кг) протягом 14 днів. 

Бенфурам (30 мг/кг) та еуфілін (20 мг/кг) розчиняли у фізіологічному розчині й уводили у стегнову вену (об’єм по 2 мл). Одержані дані наведені в табл. 6.1.

У гострих дослідах через 15 хв після внутрішньовенного уведення бенфу-раму нормотензивним кролям першої групи АТ знижувався на 30,5 мм рт.ст. (27,6%). З часом (до 120 хв) АТ поступово відновлювався до вихідного рівня. 

У кролів другої нормотензивної групи через 15 хв після внутрішньовенного уведення еуфіліну в дозі 20 мг/кг АТ знизився на 21,0 мм рт. ст. (19%) від  вихідного рівня. Зниження АТ спостерігали протягом до 45 хвилин.

У дослідах кролям із ПГ (третя група) через 15 хв після внутрішньовенного введення 2 мл фізіологічного розчину  АТ  не змінювався на протязі 2 годин.

У гострих дослідах із ПГ (четверта група) в умовах тіопентал-натрієвого наркозу через 15 хв після внутрішньовенного введення бенфураму в дозі 30 мг/кг АТ знизився на 52,5 мм рт. ст. (28,6%). Через 60 хв АТ був на 21,0 мм рт. ст. (11,6%) нижче  вихідного рівня. Гіпотензивний ефект спостерігали протягом 2 годин. 

Також у гострих дослідах у  кролів із ПГ через 15 хв після внутрішньовенного уведення еуфіліну в дозі 20 мг/кг (п’ята група) АТ знизився на 29,0 мм рт. ст. (16%). Через 30 хв АТ був на 21,0 мм рт. ст. (11,6%) нижче  вихідного рівня. Гіпотензивний ефект у більшості дослідів спостерігався до 40 хв.

Таблиця 6.1 

Вплив бенфураму (30 мг/кг)  й еуфіліну (20 мг/кг) на рівень АТ у нормотензивних і з експериментальною  пітуїтриновою гіпертензією  у кролів під тіопентал-натрієвим (50 мг/кг) наркозом (M ± m, n = 5)
	Вихід-ний

рівень
	Артеріальний тиск в мм рт. ст. через хв

	
	15
	30
	45
	60
	75
	90
	105
	120

	Нормотензивні + бенфурам

	110,5±
7,5
	80,0±
4,3*
	95,0±
5,2*
	110,8±
6,1*
	115,6±
4,3*
	120,4±
5,3
	122,5±
5,3
	124,5±
6,4
	127,5±
6,5

	Нормотензивні + еуфілін

	112,5±
6,2
	91,5±
3,6*
	110,3±
4,4*
	128,1±
5,3
	128,3±
5,1
	128,4±
4,7
	128,5±
4,6
	128,6±
3,8
	128,5±
3,3

	Пітуїтрінова гіпертензія  

	180,5±
8,0
	180,1±
4,1
	180,1±
5,0
	180,0±
6,1
	179,5±
5,3
	179,7±
6,3
	178,2±
4,5
	180,5±
5,5
	180,5±
4,5

	Пітуїтрінова гіпертензія  + бенфурам

	182,0±
7,0
	130,0±
4,3*
	145,5±
5,2*
	150,5±
5,9*
	155,5±
6,1*
	155,7±
6,3*
	160,2±
5,5
	170,5±
5,1
	180,5±
5,0

	Пітуїтрінова гіпертензія  + еуфілін

	181,0±6,5
	152,0±
4,6*
	160,0±
4,2*
	175,5±
3,9
	180,5±
4,0
	180,7±
8,3
	180,2±
7,5
	180,3±
6,5
	180,5±
6,5


Примітка.  * – p  <  0,05  вірогідно порівняно з вихідним рівнем

У кролів з експериментальною ПГ вплив бенфураму (30 мг/кг) на АТ  при  тривалому застосуванні внутрішньовенно було досліджено через 16 днів після розвинутої стійкої гіпертензії (182,0 ± 5,7 мм рт. ст.). Результати щоденного одноразового внутрішньовенного введення протягом 20 днів фізіологічного розчину, бенфураму й еуфіліну (структурний аналог референс-препарат) в об’ємі  2 мл наведені в табл. 6.2.  

Таблиця 6.2

Вплив  бенфураму на рівень АТ у кролів з експериментальною

пітуїтриновою гіпертензією (M ± m, n = 5)
	Група
	Умови

експерименту
	Артеріальний тиск, мм рт. ст.

	
	
	вихідний

рівень
	стійка

гіпертензія
	через 20 днів після лікування

	1
	Контроль
	117,3±7,5
	128,0±6,7
	129,1±5,1

	2
	Пітуїтринова

гіпертензія
	125,0±4,8
	180,5±5,6*
	179,6±4,5*

	3
	Пітуїтринова

гіпертензія
 + бенфурам
	126,5±5,1
	182,0±5,7*
	128,5±5,3 

	4
	Пітуїтринова

гіпертензія 
+ еуфілін
	124,0±5,4
	181,0±5,2*
	150,5±5,6


Примітка. * – p  < 0,05  вірогідно порівняно з вихідним рівнем

Встановлено, що у кролів другої групи з ПГ (контрольна патологія) при стійкій гіпертензії (180,5 ± 5,6  мм рт. ст.) через 20 днів після введення фізіологічного розчину спостерігали  ПГ (179,6  ± 4,5 мм рт. ст.).

У кролів третьої групи з ПГ після внутрішньом’язового введення бенфураму в дозі 30 мг/кг нормалізацію АТ спостерігали на  другому тижні, а через 20 днів відновлювався АТ (128,5 ± 5,3 мм рт. ст.) до показників вихідного рівня.  

Нормальний рівень АТ спостерігали і через два тижні після припинення застосування бенфураму. У четвертій групі з ПГ (181,0 ± 5,2 мм рт. ст.) після введення еуфіліну, гіпотензивний ефект був менш виражений. Через 20 днів АТ становив 150,5 ± 5,6 мм рт. ст. Гіпотензивний ефект бенфураму перевищував ефект еуфіліну на 12,3% 

Отже, у тварин з експериментальною ПГ бенфурам протягом 20 днів нормалізує АТ до вихідного рівня і перевершує гіпотензивний ефект референс- препарату – еуфіліну.

6.2. Гіпотензивна дія бенфураму при індометациновій гіпертензії

У наступній серії досліджували гіпотензивну дію бенфураму на моделі індометацинової  гіпертензії [66], яку моделювали шляхом хронічного введення індометацину на фоні сольового навантаження. САТ  був розрахований як середня величина з 5 паралельних вимірів. Встановлено, що САТ у щурів коливалася в межах 140-160 мм рт. ст. 

Через 6 тижнів уведення внутрішньошлунково  індометацину в дозі 2 мг/кг у 80 % щурів спостерігали достовірне підвищення рівня САТ у порівнянні з вихідним рівнем, що знаходилось у межах 150-210 мм рт. ст. і складало в середньому 195 ± 6,0 мм рт. ст. Отримані результати свідчили про розвиток вираженої гіпертензії. Реєстрацію САТ у щурів проводили через 5, 10 і 20 діб. 

Результати досліджень наведені в табл. 6.3. Отримані дані свідчать, що в контрольній групі протягом перших 5 діб від початку оцінювання рівня індометацинової гіпертензії виявлено незначне підвищення САТ, що зберігався протягом  усього терміну спостереження.

У другій групі щурів з індометациновою гіпертензією, яким уводили бенфурам у дозі 30 мг/кг на 5 добу, спостерігали зниження САТ на 12,2 %. Після застосування бенфураму  на протязі 10 діб гіпотензивний ефект зростав і становив 19,4 % у порівнянні з контролем.

Таблиця 6.3

Вплив бенфураму й еуфіліну на рівень САТ у щурів при

 індометациновій гіпертензії (M ± m, n = 10)

	Умови 
досліду
	Доза, мг/кг
	Систолічний артеріальний тиск, мм рт. ст.
	Гіпотензив-ний ефект, % до контролю

	
	
	вихідний

рівень
	5 доба
	10 доба
	20 доба
	

	Гіпертензія без лікування (контроль)
	–
	195±6,0
	197±4,3
	194±5,2
	192±4,6
	–

	Гіпертензія + бенфурам
	30
	196±4,5
	172±3,1*
	160±4,2*
	140±3,9**
	28,6

	Гіпертензія + еуфілін
	20
	192±4,9
	181 ±4,5
	175±3,3*
	166±3,1*
	13,5


Примітка.  * – р < 0,05    і  ** – р < 0,01   вірогідно  порівняно з  контролем.

Через 20 днів після застосування бенфураму спостерігали подальше зниження САТ у щурів, гіпотензивний ефект становив у середньому 28,6 %. У другій групі щурів з індометациновою гіпертензією  після введення референс-препарату еуфіліну в дозі 20 мг/кг у щурів на 5 добу спостерігали зниження САТ на 5,7 %. На 10 добу САТ був нижче вихідного рівня на 8,9 %, а на 20 добу – нижче вихідного рівня на 26 мм рт. ст.

6.3. Вплив бенфураму на САТ і ЧСС у нормотензивних 
і з індометациновою гіпертензією щурів
З метою вивчення антигіпертензивних властивостей у наступній серії досліджували вплив бенфураму на САТ і ЧСС при одноразовому  введенні у нормотензивних і з індометациновою гіпертензією щурів.
У нормотензивних щурів реєстрували вихідний рівень САТ у хвостовій артерії за допомогою приладу ВЕ Recorder («Ugo Basile», Італія) і відразу щурам уводили в шлунок одним тваринам  бенфурам, а інщим – препарат порівняння еуфілін. Гіпотензивний ефект визначали в кожній експериментальній групі.

Вплив бенфураму на САТ та ЧСС у гіпертензивних щурів  вивчали, вимірюючи ці дані в усіх дослідних щурів. Вихідний САТ становив у середньому 184,0 ± 5,4 мм рт. ст., що на 23,4 % вище фізіологічних значень цього показника у нормотензивних щурів (130-140 мм рт. ст.). 

Одноразове введення щурам бенфураму в дозі 30 мг/кг викликало помірне зниження САТ. Максимальний антигіпертензивний ефект бенфураму сягає до 6 годин спостереження, коли рівень САТ знижувався на 13,6 % (табл. 6.4).

За 24 години спостереження антигіпертензивний ефект бенфураму зберігався у 3 із 5 щурів (60 %), а середній рівень САТ щурів цієї групи залишався нижче  вихідного рівня на 8,5 %. Через 30 годин після введення бенфураму середнє значення САТ у цій групі  щурів поверталося до вихідного рівня. 

Таблиця 6.4

Вплив одноразового введення бенфураму (30 мг/кг) й еуфіліну (20 мг/кг) на САТ і ЧСС у щурів з індометациновою гіпертензією (M ± m, n = 10)
	Препарати
	Систолічний артеріальний тиск,  мм рт. ст.

	
	вихідний рівень
	через 2 години
	через 4 години
	через 6  годин
	через 24 години
	через 30 годин

	Бенфурам 
	184±6,8
	165±6,5*
	155±5,4*
	150±6,3*
	165±7,2*
	185±8,1

	Еуфілін 
	186±5,2
	170±7,4*
	176±5,7*
	178±6,3
	186±5,3
	186±5,7

	Препарати
	Частота серцевих скорочень на хв

	
	вихідний рівень
	через  2 години
	через 4 години
	через 6  годин
	через24 години
	через30 годин

	Бенфурам 
	460±22,0
	420±30,5
	410±26,0
	405±25,4*
	460±21,0
	460±27,6

	Еуфілін)
	463±38,3
	443±32,1
	463±38,6
	463±32,5
	463±38,7
	463±30,4


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з вихідним  рівнем.

Препарат порівняння еуфілін викликав менш виражене зниження САТ протягом перших 6 годин спостереження. Антигіпертензивний ефект еуфіліну реєструвався до 6 годин і становив 4,3 %. Через 24 години після введення еуфіліну середнє значення САТ у щурів поверталося до вихідного рівня.

При вихідному рівні ЧСС у всіх дослідних щурів у середньому становила 460 ударів на хвилину. Через 2 години після внутрішньошлункового застосувавння бенфураму спостерігали зменшення ЧСС на 10,9%. Найбільший антиаримічний ефект (12%)  наставав через 6 годин після введення бенфураму.

Препарат порівняння еуфілін через 2 години після внутрішньошлункового застосування викликав зменшення ЧСС у  середньому на 4,5 %, а потім вона поверталася до вихідного рівня. 

Отже, при одноразовому внутрішньошлунковому введенні щурам з індометациновою гіпертензією бенфурам у дозі 30 мг/кг виявив суттєвий антигіпертензивний і незначний антиритмічний ефект, максимум якого розвивався через 6 годин, а вираженість і тривалість перевищувала антигіпертензивну дію еуфіліну. Отримані результати про вірогідне зниження рівня САТ при одноразовому внутрішньошлунковому введенні свідчать про наявність у бенфураму суттєвого антигіпертензивного ефекту.

6.4. Вплив бенфураму на метаболічні процеси в організмі

кролів з пітуїтриновою гіпертензією

При патологічних станах нирок і ССС спостерігали порушення метаболізму, що також потребує фармакологічної корекції. Виявленню цих порушень і вивченню можливості їх корекції бенфурамом присвячені наступні розділи роботи. Дослідження впливу бенфураму на метаболічні процеси проведені на кролях з експериментальною ПГ.  Одержані результаті наведені в табл. 6.5. Встановлено, що в тканині печінки спостерігали підвищення активності фруктозо-1,6-дифосфатальдолази на 33,3% (р < 0,05) і відмічали тенденцію до підвищення активності лактатдегідрогенази, що свідчило про інтенсифікацію гліколітичних процесів. Активність амінотрансфераз при цьому істотно не відрізнялася від контрольних показників.

Таблиця 6.5
Зміна активності ферментів вуглеводного метаболізму 

й обміну амінокислот у тканинах кролів при ПГ (M ± m, n = 5)

	Показник

	Умови
експерименту
	Аорта
	Серце
	Печінка

	
	
	(М±m)
	(М±m)
	(М±m)

	Альдолаза, мМ субстрату на 1 мг білка за 1 годину

	Контроль
ПГ

ПГ + бенфурам
	10,9±0,6

13,2±0,8

11,0±0,7
	10,3±2,7

7,9±0,3

5,9±0,4
	4,2±0,2

5,6±0,2*

3,1±0,1#

	Лактатдегідрогеназа, мкм лактату на 1 мг білка за 1 хв 
	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	41,2±2,1

38,6±3,2

17,4±2,3*/#
	139,5±18,1

130,2±7,2

66,8±4,8*/#
	55,0±5,4

73,2±6,2

21,5±3,6*/#

	Транскетолаза, умов. од. на      1 мг білка за 1 годину 
	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	5,9±0,33

8,1±0,2*

5,0±0,4#
	4,1±0,5

2,8±0,2

2,2±0,3*
	3,4±0,3*

1,9±0,1*

2,3±0,1

	Креатинкіназа, мкм неорганічного фосфору на 1 мг білка за 1годину
	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	8,4±0,6

10,5±0,7

8,8±1,3
	10,1±2,1

5,2±1,3

2,3±0,5*
	0,8±0,05

1,2±0,3

0,9±0,2

	Аспартатамінотрансфраза, мкм пірувату на 1 мг білка за           1 годину
	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	1,82±0,19

2,29±0,12

1,14±0,09*
	2,13±0,34

1,76±0,28

l,84±0,09
	2,1±0,07

0,79±0,05

0,65±0,07*

	Аланінамінотрансфераза, мкм пірувату на 1 мг білка за           1 годину
	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	2,91±0,25

3,61±0,16

2,87±0,24
	3,1±0,28

1,98±0,16

1,62±0,11
	1,21±0,13

1,06±0,05

1,04±0,06


Примітка. * – p < 0,05  вірогідно порівняно з контролем;  # – р < 0,05 вірогідно порівняно з контрольною патологією.

Зміни у міокарді стосувалися обміну вільних амінокислот: активність аланін амінотрансферази знижувалася на 36,1% (р < 0,05), що може бути зумовлено зниженням амінокислотного пулу за рахунок збільшення синтезу білків [204]. Ймовірно, ці процеси пов'язані з гіпертрофією міокарда, викликаною підвищенням периферичного опору судин при гіпертензії.  

У стінці аорти зростала активність ключового ферменту пентозофосфат-ного шунта – транскетолази (на 37,3%, р < 0,05). Відомо, що головне значення пентозного циклу в синтезі попередників нуклеотидів мають РНК і НАДФ. Останній активно використовується для синтезу ліпідів у гладеньких м'язах медії стінки артеріальних судин [58].

 Для різних тканин встановлена позитивна кореляція між швидкістю ліпогенезу й активністю ферментів пентозного циклу, можна припустити підвищення інтенсивності синтезу ліпідів у стінці аорти.
У тканинах аорти спостерігалося збільшення вмісту кальцію (на 68%,           р < 0,05) – природного активатора скоротливого механізму гладкої мускулатури судин, що, ймовірно, пов'язано зі стійкою вазоконстрикцією, яка визначає АГ.
ПГ супроводжується підвищенням рівня атерогенних ліпідів у крові, стимуляцією активності гліколітичних ферментів і зростанням вмісту холестерину в печінці, зниженням активності аланінамінотрансферази в серцевому м'язі, зростанням активності ключового ферменту пентозофосфатного циклу – транскетолази і підвищенням концентрації кальцію у стінці аорти (табл. 6.6). 

Той факт, що експериментальна гіпертензія супроводжується гіперхо-лестеринемією, гіперліпопротеїнемією і передбачуваною стимуляцією ліпогенезу в печінці, добре узгоджується з концепцією про спільність патогенетичних механізмів розвитку атеросклерозу й АГ, їх взаємний вплив [54, 95]. Нормалізація АТ під впливом курсового призначення бенфураму виявлялась вираженими змінами метаболічних перебудов у судинах, викликаних ПГ. 

Таблиця 6.6
Концентрація ліпідів у сироватці крові кролів  при ПГ (M ± m, n = 5)
	Умови експерименту
	Холестерин, ммоль/л
	Фосфоліпіди, г/л
	ЛПНЩ 

(ммоль/л)

	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	1,12±0,14
2,09±0,15*

1,46±0,28*
	0,90±0,26

1,14±0,05*

0,78±0,04
	6,6±0,7

23,7±2,8*

12,6±3,2*


Примітка:  * – p < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.

У сироватці крові зростав рівень холестерину (на 86,6%, р < 0,05) і ЛПНЩ  (на 259,1%, р < 0,05) (табл. 6.6). Рівень атерогенних ліпідів у сироватці крові істотно знижувався: холестерину –  з 186,6 (р < 0,05) до 130,4%  (р < 0,05),  ЛПНЩ – з 359,1 (р < 0,05) до 90,9% (р < 0,05) від рівня контролю. Зменшення вмісту холестерину з 107,3  до 68,3%  відбувалося і в тканині печінки          (табл. 6.7). 

Таблиця 6.7
Вміст холестерину (ммоль/кг)  у різних органах при 

пітуїтриновій гіпертензії (M ± m, n = 5)
	Умови 
експерименту
	Аорта

(М±m)
	Серце

(М±m)
	Печінка 

(М±m)

	Контроль

ПГ

ПГ + бенфурам
	5,94±0,72

4,95±0,57

3,24±0,63*
	3,94±0,27

3,89±0,18

2,92±0,63
	5,23±0,21

10,84±0,56

8,80±0,74


Примітка. * – p < 0,05  вірогідно порівняно з контролем.

У зв'язку з цим можна припустити, що стимуляція гліколізу зумовлена в основному збільшеними витратами енергії гепатоцитів на синтез атерогенних ліпідів. На користь такого припущення свідчить також підвищення концентрації холестерину в тканині печінки на 107,2% (р < 0,05). Одночасно в печінці знижувалася активність транскетолази (на 55,9%, р < 0,05), що вказує на відповідну зміну інтенсивності окиснення глюкози в пентозофосфатному циклі. У серцевому м'язі не відбувалося суттєвих змін вуглеводного і ліпідного обміну. 

Спрямованість зміни активності ферментів гліколізу в печінці за гіпотез-зивною дією була протилежна тій, що  спостерігалася при ПГ. Так, знижувалася активність як фруктозо-1,6-дифосфатальдолази (на 26,2%), так і лактатдегід-рогенази (на 61%), що свідчить про зниження напруженості гліколізу. Ймовірно, це пов'язано зі зниженням витрат енергії на синтез ліпідів, а також зі стимуляцією ліполізу й утилізацією його продуктів у цитратному циклі.
У серцевому м'язі спостерігалося виражене зниження активності лактатдегідрогенази (на 52,1%, р < 0,05), що свідчить про гальмування гліколізу. Паралельно знижувалася інтенсивність реакцій пентозного циклу, на що вказувала відповідна зміна активності транскетолази на 46,3% (р < 0,05). 
Тобто, відбувалося гальмування і гліколітичне перетворення вуглеводів та їх окиснення у пентозофосфатному циклі. Такий метаболізм припускає утилізацію субстратів вуглеводної природи більш ефективним в енергетичному відношенні аеробним окисним шляхом. 

Проте зростання АТФ, мабуть, не відбувається, що непрямо підтверд-жується істотним зниженням активності креатинфосфокінази, а також зменшенням у серцевому м'язі натрію (на 10,8%). У серцевому м'язі знижувалася активність аланінамінотрансферази на 42,6% (р < 0,05), що, ймовірно, зумовлено зміною рівня вільних амінокислот.
У стінці аорти відбувалося зниження активності лактатдегідрогенази на 57,8% (р < 0,05). Це відповідає даним, згідно з якими бенфурам гальмує продукцію лактату у стінці аорти, зміщує окисно-відновний потенціал тканини у бік аеробізації. Стимуляція окисного метаболізму створює умови для утилізації попередників синтезу ліпідів у стінці аорти. 

Вочевидь, з цим пов'язано істотне зниження в ній рівня холестерину (на 54,5%, р < 0,05), оскільки, судячи зі зниження до норми активності транскетолази, інтенсивність ліпогенезу при цьому відповідно нормалізується. Зниженню вмісту холестерину в стінці аорти може сприяти властивість інгібіторів фосфодіестерази (ФДЕ) значно послаблювати скорочення ендотеліальних клітин і проникнення ліпідів у стінки судин. 
Активування окиснювального метаболізму у стінці аорти під дією бенфураму, можливо, пов'язано зі зростанням витрат на підтримку енергозалежних механізмів вазодилатації, зокрема, роботи кальцієвих насосів. На користь такого припущення свідчить зниження рівня кальцію в тканині аорти (табл. 6.8).

Зміни балансу електролітів характеризувалися зниженням рівня натрію в сироватці крові на 17,1%,  у тканинах печінки на 52,8% і серця на 10,8%.  Крім того, у сироватці крові підвищувалася концентрація калію на 10,3%.
Таблиця 6.8
Концентрація електролітів у сироватці крові і тканинах кролів 
(M ± m, n = 5)

	Електроліти

	Умови
експерименту
	Сироватка крові  ммоль/кг
	Аорта ммоль/кг
	Сердце ммоль/кг
	Печінка ммоль/кг

	Натрій
	Контроль

ПГ

ПГ+ бенфурам
	84,9±1,2

79,0±0,9

70,4±2,1*
	116,9±12,1

96,4±8,7

82,1±2,4*
	42,6±3,1

38,4±3,4

38,0±2,6
	26,1±1,5

28,2±1,9

20,1±2,1

	Калій
	Контроль

ПГ

ПГ+ бенфурам
	2,9±0,1

2,5±0,2

3,2±0,3
	19,1±1,2

15,2±1,3

18,4±2,1
	30,1±0,5

25,4±0,7

28,2±1,7
	26,8±0,7

24,2±1,1

26,3±1,4

	Кальцій
	Контроль

ПГ

ПГ+ бенфурам
	1,0±0,09

1,4±0,07

0,9±0,08
	2,5±0,3

4,2±0,2

2,0±0,1
	2,0±0,1

1,2±0,1

1,8±0,3
	0,8±0,11

1,0±0,02

1,2±0,2


Примітка.  * – p < 0,05 вірогідно порівняно з контролем.

Отже, застосування бенфураму приводило до нормалізації АТ, зниження гіперліпопротеїнемії і гіперхолестеринемії, активності гліколізу і вмісту холестерину в печінці, активності досліджуваних ферментів вуглеводно-енергетичного метаболізму в серцевому м'язі, гальмування гліколізу і зниження кількості холестерину в стінці аорти.
Зіставляючи метаболічні зміни, викликані ПГ, і зміни обміну, що супроводжують гіпотензивний ефект бенфураму, можна виявити зв'язок деяких змін із функціональним станом судинної системи. 

При гіпертензії відбуваються підвищення рівня атерогенних ліпідів у сироватці крові та стимуляція гліколізу, а також збільшення вмісту холестерину в тканині печінки. Нормалізація АТ відбувалася паралельно зі зниженням гіперліпідемії, гальмуванням гліколізу і зниженням концентрації холестерину в печінці.

6.5. Вплив бенфураму на ліпідний обмін при 

експериментальній гіперхолестеринемії у щурів

Результати дослідження впливу бенфураму на ліпідний обмін при експериментальній гіперхолестеринемії у щурів наведені в табл. 6.9.  Отримані дані свідчать, що у щурів другої групи, які знаходилися на 14-добовому атерогенному раціоні, розвивалася експериментальна аліментарна гіперхолестеринемія. 

У сироватці крові щурів цієї групи спостерігали зниження рівня ліпопротеїдів високої щільності (ЛПВЩ) на 22,2% і підвищення рівня ліпопротеїдів низької щільності (ЛПНЩ)  у 5,89 разів у порівняні з першою інтактною групою. Збільшення рівня ЛПНЩ може стимулювати відкладення холестерину, що утворився вище  норми,  на стінках судин. 

Різке зростання рівня ЛПНЩ свідчить про розвиток експериментальної гіперхолестеринемії (ЕГ). Вважають, що відкладаючись на стінках судин, частинки ЛПНЩ  призводять до розвитку атеросклерозу і його ускладнень – ІМ або ішемічного інсульту. Встановлений прямий зв'язок між підвищенням рівня ХС ЛПНЩ і захворюваністю на ІХС [49]. 
У тварин другої групи з ЕГ спостерігали збільшення вмісту загального холестерину (ЗХС) у  2,11 рази (р < 0,05) і збільшення  ЛПДНЩ у 2,59 рази (р < 0,05), збільшення загальних ліпідів в 1,61 рази (р < 0,05) і триацил-гліцеролів  у 2,52 рази (р < 0,05) порівняно з першою інтактною групою. 

Таблиця 6.9 
Вплив бенфураму і нікотинової кислоти на показники ліпідного

обміну при експериментальній гіперхолестеринемії у щурів (M ± m, n = 10)
	Групи


	ЗХС

(ммоль/л)
	ЛПВЩ

(ммоль/л)
	ЛПНЩ (ммоль/л)
	ЛПДНЩ (ммоль/л) 
	Загальні  ліпіди (ммоль/л) 
	Триацил-гліцероли

(ммоль/л) 

	Інтактні
	1,78±0,11
	1,49±0,09
	0,57±0,13
	0,27±0,02
	3,20±0,18
	0,61±0,06

	Контрольна патологія
	3,76±0,17*
	1,16±0,08*
	3,36±0,27*
	0,70±0,11*
	5,16±0,31*
	1,54±0,09*

	Контрольна патологія +бенфурам
	2,34±0,18#
	1,37±0,21#
	1,26±0,09#
	0,29±0,03#
	 4,98±0,32#
	0,63±0,04#

	Контрольна патологія 

+нікотинова  кислота
	2,47±0,16*
	1,27±0,19*
	1,34±0,12*
	0,37±0,08*
	5,04±0,19*
	0,86±0,07*


Примітка.   * – р < 0,05  вірогідно порівняно з інтактними тваринами;   # – р < 0,05 вірогідно порівняно з контрольною патологією

Курсове лікування бенфурамом (третя група тварин з ЕГ) сприяло підвищенню рівня ліпопротеїдів високої щільності ЛПВЩ на 18,1% з одночасним зниженням вмісту загального холестерину на 37,8% (р < 0,05), зменшенням вмісту ЛПНЩ на  22,8%,    вмісту ЛПДНЩ – на 68,6%  (р < 0,05), триацилгліцеролів –  на 59,1% (р  <  0,05) і загальних ліпідів – на 7,4% у порівнянні з тваринами другої групи з ЕГ. Зниження концентрації ЛПНЩ і підвищення концентрації ЛПВЩ свідчить про лікувальну дію бенфурама при експериментальній гіперхолестеринемії у щурів [42]. 

Можна припустити, що механізм дії бенфураму на обмін ліпідів може бути пов'язаний із впливом на рецептори ЛПНЩ. Отримані в експерименті дані про метаболічні порушення в біологічних рідинах і середовищах розширюють знання про механізми формування ліпідемічних зрушень і метаболічних взаємозв'язків при експериментальній коморбідній кардіоренальній патології.

Як препарат порівняння гіполіпідемічної дії була використана нікотинова кислота. Після її внутрішньошлункового введення в дозі 300 мг/кг (четверта група) спостерігали зменшення вмісту ЗХС в 1,61 рази і збільшення ЛПВЩ на 9,4%, а також приводила до зниження ЛПДНЩ в 1,89 рази, триацилгліцеролів – у 1,79 рази і загальних ліпідів – на 6,3%.
Отже, у щурів під дією бенфураму і препарату порівняння нікотинової кислоти у сироватці крові  спостерігали зміни більшості показників ліпідного обміну в бік нормалізації.

Висновки до розділу 6

1. В гострих дослідах через 15 хв після внутрішньовенного уведення бенфураму нормотензивним кролям АТ знижувався на 30,5 мм рт. ст. (27,6%) та відновлювався до вихідного рівня  через 120 хв . 

2. В гострих дослідах при пітуїтриновій гіпертензії після внутрішньовенного уведення бенфураму  в  дозі 30 мг/кг спостерігали зниження АТ на 28,6% та відновлювався до вихідного рівня  через 120 хв.

3. За умов курсового  внутрішньом’язового уведення бенфураму кролям з ПГ  у дозі 30 мг/кг нормалізацію АТ спостерігали на  другому тижні, а через 20 днів – відновлення АТ до показників вихідного рівня. 

4. Під дією бенфураму на тлі пітуїтринової гіпертензії знижувалася активність гліколітичних ферментів: фруктозо-1,6-дифосфатальдолази            (на 26,2%, р < 0,05), лактатдегідрогенази (на 61%, р < 0,05). У серцевому м'язі спостерігалося виражене зниження активності лактатдегідрогенази (на 52,1%,   р < 0,05), знижувалася активність аланінамінотрансферази (на 42,6%, р < 0,05), транскетолази на (46,3%, р < 0,05), іонів натрію на 10,8%. 
5. У щурів з індометациновою гіпертензією, яким уводили бенфурам у дозі 30 мг/кг на 5 добу, спостерігали зниження САТ на 12,2 %, протягом 10 діб гіпотензивний ефект зростав і складав 19,4%, а через 20 днів гіпотензивний ефект складав у середньому 28,6 %. ЧСС на тлі патології знизилась на шосту добу.
6. Курсове лікування бенфурамом з експериментальною гіперхолестеринемією сприяло підвищенню рівня ліпопротеїдів високої щільності на 18,1%, з одночасним зниженням вмісту загального холестерину на 37,8% (р < 0,05), зменшенням вмісту ЛПНЩ на 22,8%, ЛПДНЩ - на 68,6%      (р < 0,05), триацилгліцеролів на 59,1% (р < 0,05) і загальних ліпідів на 7,4% у порівнянні з тваринами групи  контрольної патології. 
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ВПЛИВ БЕНФУРАМУ НА МОРФО-ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН 

НИРОК І СЕРЦЯ ПРИ ПОЄДНАНИХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ 

НЕФРО- ТА КАРДІОПАТЯХ

В організмі людини нирки і серце беруть активну участь у метаболічних процесах, мікроциркуляції, гуморальній регуляції, піддаються гострим і хроніч-ним реакціям при різних серцево-судинних захворюваннях [3, 10, 121, 123, 262]. Клінічні ознаки патологічного процесу ССС зумовлені порушенням кровообігу та кровопостачання нирок і міокарда та співвідношенням між ними [81, 84, 112].
Головну роль у регуляції іонного складу в організмі відіграють нирки, а стабілізація водно-сольового обміну сприяє адекватному наповненню судинної системи рідиною [71, 72, 86, 91, 92]. Зниження функції нирок розцінюється як фактор прискореного розвитку патології серцево-судинної системи [2, 5, 50].

Порушення діяльності нирок може призводити до накопичення продуктів азотистого обміну та зростання кількості хворих із ГНН. Для вивчення ефективності бенфураму при нефро- і кардіопатіях різного генезу було обрано модель хромат калієвої нефропатії, доксорубіцинової нефропатії малих змін, доксорубіцинової кардіонефропатії та ізадринової нефропатії у зв’язку з тим, що ушкоджуються нефрони нирок і ССС [32, 75]. При ушкодженні ниркової системи ушкоджується структура ССС, так як  це є патофізіологічним  розладом функції серця і нирок, при якому гостра чи хронічна дисфунція одного з оранів  призводить до дисфункції іншого органа. 

7.1.  Вплив бенфураму на функціональний стан нирок

при хроматокалієвій нефропатії

Для ушкодження проксимального відділу нефрону обрано модель хроматокалієвої ГНН. Моделювання ГНН проводили за допомогою 2,5 %   розчину хромату калію, який готували на ізотонічному розчині хлориду натрію й уводили підшкірно в дозі 0,07 мл/100 г маси тіла тварин. З лікувальною метою бенфурам і референс-препарат гідрохлортіазид уводили протягом доби з інтервалом 12 годин на тлі модельної патології. Сполуки хрому викликають дистрофічні зміни в нирках, серці, печінці, внутрішніх органах, що призводить до порушення їх видільної функції, гіперазотемії та серцево-судинних розладів. Найбільший патологічний процес локалізується в канальцевому апараті нирок і гломерулах нефронів. Перші ознаки патології ГНН виникали у щурів через 1-2 доби після підшкірного введення хромату  калію в дозі 0,07 мл/ 100 г маси тіла тварин. На 8-10 добу після введення хромату калію клінічна картина набувала розгорнутого вигляду. У цей термін була максимальна летальність тварин, що складала 20%  (табл. 7.1). 
Таблиця 7.1 

Вплив бенфураму на тривалість життя щурів при експериментальній моделі хроматокалієвої (2,5% розчин у дозі 0,07 мл на 100 г маси тіла)  нефропатії

	Група
	Тривалість спостереження, доба

	
	після введення хромату калію
	після завершення формування хроматокалієвої патології

	
	7
	14
	21
	28
	7
	14

	Контрольна

патологія
	10
	1/10
	2/10
	2/10
	3/10
	4/10

	Загибель, %
	0
	10
	20
	20
	30
	40

	Хромат калію + бенфурам
	0
	1/10
	2/10
	2/10
	2/10
	2/10

	Загибель, %
	0
	10
	20
	20
	20
	20

	Хромат калію 

+ корвітин
	0/10
	1/10
	2/10
	2/10
	3/10
	3/10

	Загибель, %
	0
	10
	20
	20
	30
	30


Примітка. Співвідношення кількості загиблих щурів і кількості щурів у групі

На 15 добу стан тварин, які вижили, стабілізувався, а патологічний процес набув хронічного характеру. Протягом періоду розвитку цієї моделі ГНН у тварин спостерігали зниження діурезу,  значне зменшення гломерулярної фільтрації, зменшення ШКФ, підвищення концентрації креатиніну в плазмі крові, підвищення рівня протеїнурії. Патологічні зміни в паренхімі нирок пов’язані з активацією прозапальних інтерлейкінів IL-1β, IL-18 і фактора некрозу пухлини. При ГНН ці фактори запальних процесів є основними, а патологічний процес характеризується ішемічними реперфузійними пошкодженнями, метаболічними та гемодинамічними порушеннями. 

При патології діурез під дією бенфураму зріс в 1,24 рази, а під дією гідрохлортіазиду – в 1,17 рази (табл. 7.2). Під дією хромату калію спостерігали наявність олігуричної стадії ГНН, яка супроводжувалась зростанням у 2,2 рази     (р < 0,05) концентрації креатиніну у плазмі крові – з 66,7 ± 3,1 до 146,7 ± 5,8 ммоль/л. Профілактичне введення бенфураму зменшило концентрацію креатиніну в плазмі крові в 1,29 рази – з 146,7 ± 5,80  до 114,0 ± 2,70 ммоль/л, а під дією гідрохлортіазиду – в 1,17 рази – з 66,7 ± 3,1 до 104,5 ± 2,24 ммоль/л. Під  дією хромату калію концентрація іонів натрію у плазмі зменшилася з 132,24 ± 1,43 ммоль/л у контролі до 112,67 ± 1,38 ммоль/л при хроматокалієвій патології. У тварин з хроматокалієвою патологією після введення бенфураму і гідрохлортіазиду спостерігали тенденцію до збільшення концентрації натрію в плазмі крові до 121,5 ± 0,91 і 117,3 ± 0,72 ммоль/л відповідно, що свідчить про порушення канальцевого балансу в нирках тварин при дії хромату калію. Токсична дія хромату калію на нирки тварин характеризувала протеїнурію. Як свідчать дані (табл. 7.2), під дією хромату калію екскреція білка зросла в 10,8 разів (р < 0,01).
Таблиця 7.2

Вплив бенфураму і гідрохлортіазиду на показники функції нирок при

гострій хроматокалієвій нефропатії, перша доба ( M ± m, n = 10)

	Показники
	Контроль

(інтактні)


	Хромат калію

(патологія)
	Хромат калію

+ бенфурам
	Хромат калію

+ гідрохлор-тіазид

	1
	2
	3
	4
	5

	Діурез, мл/2 год/100 г
	3,4± 0,23
	1,7±0,3*1
	2,1±0,12
	1,9±0,11

	Екскреція іонів натрію із сечею, мкмоль/2 год/100 г
	1,69± 0,18
	1,08±0,06*

	2,57±0,11*#

	2,12±0,13*#


	Концентрація Na+

у плазмі крові, ммоль/л
	132,24±1,43
	112,67±1,38*
	121,5±0,91
	117,3±0,72

	Кліренс Na+,

мл/ 2 год
	0,02±0,004
	0,04±0,03*


	0,02±0,001#

	0,02±0,001#



Продовж. табл. 7.2

	1
	2
	3
	4
	5

	Реабсорбована фракція Na+, мкмоль/ хв
	54,22±2,13
	12,54±1,42*


	23,24±1,32*#

	20,14±1,13*



	Eкскреція іонів калію із сечею мкмоль/ 2 год/ 100 г
	16,32±0,63
	10,24±0,26*


	18,35±1,54*#

	17,21±1,24*#


	Концентрація К+  у плазмі крові, ммоль/л
	4,84±0,08
	3,78±0,41*
	4,46±0,18
	4,22±0,14

	Клубочкова фільтрація, мкл/ хв
	386,34 ± 7,29
	154,32± 4,18*
	209,76±48,24*
	194,42±31,17*



	Концентрація креатиніну в сечі, ммоль/л
	2,73± 0,02
	1,68± 0,03*


	1,94± 0,04#

	1,83± 0,03#


	Концентрація креатиніну в плазмі крові, мкмоль/л
	66,7±3,1
	146,7±5,8* 
	114,0±2,70 *#

	104,5±2,24* #


	Проксимальна 

реабсорбція Na+,

ммоль/2 год
	5,78±0,21
	1,82±0,16*


	2,68±0,13*#

	2,42±0,13*#


	Дистальна реабсорбція Na+, мкмоль/2 год
	432,47±21,31
	196,30±11,26*


	218,32±12,31*


	202,14±11,24*



	Екскреція аміаку

мкмоль/2 год/ 100 г
	31,35±1,18
	42,17± 3,21*


	32,27± 1,61


	30,13± 1,33



	Екскреція білка із сечею, мг/2 год/100 г
	0,012± 0,001
	0,13± 0,009*


	0,012± 0,002#

	0,011± 0,002#


	рН сечі, од.
	6,82± 0,08
	7,12± 0,05*
	6,98±0,04#
	7,01±0,03#


Примітка.  * – р < 0,05  вірогідно   порівняно з  контролем;    # – р < 0,01 вірогідно   порівняно з  контрольною патологією.
Проксимальна реабсорбція іонів натрію знизилась у 3,18 рази (р < 0,01), нир-ковий кліренс іонів натрію зріс у 2,0 рази (р < 0,01). Концентрація іонів калію в сечі зменшилася з 16,32 ± 0,63 до 10,24 ± 0,26 ммоль/л (р < 0,01).  Під час профілактичного введення бенфураму (30 мг/кг) зникла протеїнурія, в 1,47 рази (р < 0,01) підвищилася реабсорбція іонів натрію в проксимальному відділі нефрону, нормалізувався нирковий кліренс цього катіона. 

Екскреція іонів калію із сечею при дії хромату калію зменшилася в 1,59 рази (з 16,32 ± 0,63 до 10,24 ± 0,26 мкмоль/ 2 год/100 г, р < 0,05). При профілактичному застосуванні бенфураму екскреція іонів калію збільшилася з 10,24 ± 0,26 до 18,35 ± 1,54 мкмоль/ 2 год/100 г, а при дії гідрохлортіазиду  – до 17,21 ± 1,24 мкмоль/2 год/100 г.

Уведення бенфураму з лікувальною метою впродовж доби на тлі розвитку ГНН призвело до зменшення цього показника в 1,61 рази (з 146,7 ± 5,8 до 91,0 ± 2,1 ммоль/л), що свідчить про усунення ознак стійкої азотемії. Зниження ШКФ із 386,34 ± 15,72 до 154,32 ± 24,18 мкл/ хв /100 г (р < 0,01) підтверджують токсичну дію розчину хромату калію на нирки. 

Уведення бенфураму з профілактичною та лікувальною метою впродовж доби на фоні розвитку ГНН призвело до зростання ШКФ в 1,36 рази (з 154,32 ± 24,18 до 209,76 ± 48,24 мкл/ хв, р < 0,05), а при введенні гідрохлортіазиду – в 1,26 рази  (з 154,32 ± 24,18 до 194,42 ± 31,17 мкл/хв, (р < 0,05). 

Проксимальна реабсорбція іонів натрію при дії хромату калію зменшилася з 5,78 ± 0,21 до 1,82 ± 0,16 ммоль/ 2 год. Уведення бенфураму з лікувальною метою впродовж доби на фоні розвитку ГНН привело до зростання в 1,47 рази активного проксимального транспорту іонів натрію і посилення в 1,4 рази дистальної реабсорбції цього катіона, зниження протеїнурії, нормалізації натрійурезу, а при дії гідрохлортіазиду проксимальна реабсорбція натрію становила 2,42 ± 0,13 ммоль/ 2 год (табл. 7.2).


Отже, бенфурам при хроматокалієвій нефропатії, регулюючи клубочково-канальцевий баланс, виявляє нефропротекторну дію  як при профілактичному, так і при лікувальному застосуванні. Про це свідчать зростання діурезу, натрійурезу, зменшення калійурезу та протеїнурії. Водночас слід зазначити, що досліджувані показники не досягали рівня інтактних і тварин з хроматокалієвою патологією.

7.2. Вплив бенфураму на морфологічні зміни в нирках

при гострій хроматокалієвій  нефропатії

Для підтвердження нефропротекторних властивостей бенфураму наступним етапом роботи було гістологічне дослідження на клітинному рівні впливу бенфураму на морфологічні зміни в нирках при гострій хроматокалієвій нирковій недостатності. Світлооптичне дослідження мікропрепаратів проводили під мікроскопом «Leica DM 1000 LED». Отримані цифрові дані обробляли з використанням непараметричних методів.

 Макроскопічні спостереження. У тварин першої групи з інтактного кон-тролю при розтині встановлено, що нирки звичайні за розміром, капсула знімається без труднощів. Поверхня органів гладка, колір червонувато-корич-невий. На розрізі рисунок тканини чіткий, темна кіркова речовина нирки відмежована від мозкової. У кірковій речовині видно численні ниркові тільця, що розташовані зі звичайною щільністю. Нефротелій не змінений, ядра чіткі. Внутрішньоорганні кровоносні судини і строми без особливих змін.

У щурів другої групи (контрольна патологія) спостерігали весь спектр патологічних змін канальцевих клітин нирок – від дистрофії (набухання та вакуолізація цитоплазми) до некрозу. Нирки збільшені, капсула напружена і при найменшому надрізі миттєво сповзає з органа. Поверхня нирки гладка, колір блідо-сірий. На розрізі у більшості тварин рисунок шарів згладжений, кірковий шар набряклий, його забарвлення більш бліде, ніж у мозковому шарі. У просвіті канальців була еозинофільна маса з домішками дегенеративно змінених ядер.
У тварин третьої групи, (хроматокалієва патологія + бенфурам, 30 мг/кг, per os)  нирки за розміром, кольором, станом капсули, характером рисунків шарів наближалися до тварин інтактного контролю, в одному випадку мікроскопічна картина нирок відповідала контрольній патології. 

У  більшості щурів четвертої групи,  які отримували гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг, нирки були дещо збільшеними за розміром, мали сіруватий відтінок, рисунок тканини на розрізі подекуди був стертий. 
Гістоструктуру нирок вивчали методом світлової мікроскопії. Мікротомні зрізи забарвлювали гематоксиліном та еозином. Мікроскопія нирок показала, що в інтактних тварин на гістологічних зрізах нирок збережені всі структурні елементи: нефрони, судинні та стромальні компоненти (рис. 7.1). Визначається чіткий розподіл на кору та мозкову речовину. У корі ядра чіткі, проглядаються численні клубочки нефронів, помірно варіабельні за розмірами, мають сферичну форму зі злегка нерівною поверхнею. Клубочки знаходяться в капсулах, просвіт яких має серпоподібну форму або у вигляді кільця оточує клубочок, капілярна сітка в них має ажурний рисунок. Клітини в мезангії представлені в помірній кількості, сечовий простір добре виявлений. Порожнини капсул вільні від вмісту. Простір між клубочками містить гомогенно забарвлену тканину з численними округлими зрізами звивистих канальців і судин коркової речовини. Епітелій канальців щільно прилягає до поверхні базальної мембрани, у вигляді  безперервного одноклітинного шару ендотеліальних клітин.  Ядра цих клітин округлі, правильної форми з гладкою поверхнею. Стан проксимальних і дистальних відділів канальців нефронів також відповідає нормі, епітеліоцити кінцевих відділів збиральних трубок не змінені. Ступінь розпушення апікальних відділів нефроцитів незначний, циліндри в просвітах канальців практично не визначаються. Парієнтальні і вісцелярні листки капсули без змін. Канальцевий апарат нефрону без патологічних змін: просвіти канальців звичайні за формою і розміром, епітелій зберігає цілісність. Розмір основної маси ниркових тілець помірний. Ниркові клубочки і система канальців нормальної будови. Мозкова речовина у вигляді гомогенно забарвленої паренхіми з паралельно розташованим канальцевим апаратом. У мозковому шарі структура збиральних трубочок і канальців не змінена. Структури внутрішньоорганних судин і строми без особливих змін. 

[image: image24.jpg]



Рис. 7.1. Кіркова речовина нирки інтактного щура. Ниркові клубочки і система канальців нормальної будови. Гематоксилін і еозин х 250

Морфометричні показники мезангію в клубочках, діаметрів капсули і клубочка наведено в табл. 7.3. 

Таблиця 7.3

Морфометричні показники щурів різних експериментальних груп 

при гострій хроматокалієвій  нефропатії
	Група тварин
	Кількість тварин у групі
	Число клітин мезангію в клубочку
	Діаметр капсули

(ум. од.)
	Діаметр клубочка

(ум. од.)

	
	
	
	
	

	Інтактний контроль
	10
	37,36
	36,99
	29,79

	Контрольна патологія
	10
	36,12
	40,96*
	30,25

	Бенфурам
	10
	37,37
	35,21#
	28,54

	Гідрохлотіазид
	10
	36,6
	37,29
	29,50


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з  інтактним контролем;  # – р < 0,05 вірогідно порівняно з  контрольною патологією. 

У тварин другої групи (контрольна патологія) спостерігали виражені порушення структури нирок, розширення просвітів канальців, сплющення і дистрофію епітелію структури нирок (рис. 7.2). Збережені острівці ниркової паренхіми зазнавали виражених дистрофічних змін, у просвітах канальців був присутній білковий інфільтрат. У найбільш тяжких випадках (50 %) вони розповсюджуються на фільтраційний і канальцевий апарат нирки. 
Морфологічні дослідження кіркової речовини  нирок засвідчили наявність значних ділянок некрозу та некробіозу епітелію канальців і клубочків із явищами лейкоцитарної інфільтрації, осередків крововиливів, повнокровних судин (рис.7.2). Просвіти канальців значно розширені. В інтерстиції спостерігається виражений набряк, лімфоцитарна і нейтрофільна інфільтрація, що особливо яскраво виражена в мозковій зоні і має осередковий характер. 
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Рис. 7.2. Кіркова речовина нирки щура після введення хромату калію. Розширення просвітів канальців, сплющення і дистрофія епітелію. Лімфоїдна інфільтрація строми (стрілка). Гематоксилін і еозин х 250.
У дистальних і проксимальних частинах канальців нефронів виявлено виражене сплющення нефротелію клубочків, тубулогідроз. У просвіті канальців визначаються лежачі щільні, гомогенні еозинофільні маси (рис. 7.3. А).

У деяких гістологічних препаратах недокрів’я судин перемежувалося з ділянками повнокровності юкстамедулярної зони, відмічався набряк клубочків. У епітеліоцитах є помітні світлі некротичні ядра з дифузно розсіяним дрібнозернистим хроматином (рис. 7.3. Б). У найбільш тяжких випадках патологічні зміни торкаються фільтраційного апарату нирок.  
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	Рис.7.3. Кіркова речовина нирки щура після введення хромату калію.

	Еозинофільні маси в просвіті ка-нальців (А). Гематоксилін і еозин х 150.
	Світле некротичне ядро епітеліоцита (Б) (стрілка). Гематоксилін і еозин х 250. 


У порівнянні з інтактним контролем діаметри ниркових капсул збільшені, але самі нефрони за розміром не відрізняються від контрольних, що свідчить про розширення сечового простору. Клубочки невеликі, їх капілярні петлі коламбовані, чим підкреслюється часточковість структури.

Подекуди видно втрату структури, кальцифікати на місці загиблих ниркових тілець, розширені канальці з епітелієм сплющення, загиблі ниркові тільця (рис. 7.4 А). Розширені просвіти прямих канальців, сплющений епітелій, у просвіті – еозинофільні маси (рис. 7.4 Б). Інтерстиціальні ураження  у вигляді фокальних, або перитубулярних лімфоїдних осередків.
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	Рис. 7.4. Нирка щура після введення хромату калію. Повна втрата структури, кальцифікати на місці загиблих ниркових тілець, розширені канальці з епітелієм сплющення, загиблі ниркові тільця (А). Розширені просвіти прямих канальців, сплющений епітелій, у просвітах – еозинофільні маси (Б). Гематоксилін і еозин х 150.



У 30 % щурів ураження клубочків були середнього ступеня, меншої інтенсивності, не так виражено змінені за розмірами клубочки, просвіт капсули частіше нормальний. Тубулоінтерстиціальні зміни характеризуються вакуольною дистрофією епітелію канальців, компенсаторним розширенням їх частини, набуханням епітелію. Менш інтенсивно виражена осередкова лімфогістоцитарна інфільтрація кіркової речовин. У мозковому шарі визначається в основному не різко виражений тубулогідроз, осередкова атрофія нефротелію. 

У частини канальців нефротелій збережений, але самі клітини мають вакуольну дистрофію. Збережені острівці ниркової паренхіми зазнавали вира-жених дистрофічних змін, був присутній білковий інфільтрат. У деяких гісто-логічних препаратах недокрів’я судин перемежувалося з ділянками повно- кровності юкстамедулярної зони, відмічався набряк клубочків. 

У мозковому шарі визначається в основному не різко виражений тубулогідроз, осередкова атрофія нефротелію (рис. 7.5 А, Б).
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Рис. 7.5. Кіркова речовина нирки щура після введення хромату калію. Осередки лімфоїдної інфільтрації, клубочки майже не змінені (А). Розширені канальці з епітелієм сплющення і канальці з набряклим епітелієм (Б). Гема-токсилін і еозин х 150. 

У решти (20 %) щурів контрольної групи порушення гістоструктури нирок були мало виражені. Ниркові тільця не змінені, відмічена помірна проліферація мезангіальних клітин. Зміни в канальцях кіркової речовини обмежуються набуханням, осередковою дезорганізацією і дрібноосередковим тубулогідрозом, який супроводжується сплющенням клітин. Нечисленні канальці помірно розширені. Відмічені дрібні осередки атрофічно змінених канальців. У тварин групи контрольної патології сукупний бал змін у нирках складає 8,23 бали  (табл. 7.4). 

Таблиця 7.4
Напівкількісна оцінка морфоструктури нирок щурів різних експериментальних груп
	Морфологічні показники
	Інтактний контроль
	Контрольна патологія
	Бенфу-рам
	Гідрохлор-тіазид

	Кількість тварин у групі
	10
	10
	10
	10

	Ниркові тільця
	0
	2,00*
	1,11#
	1,0#

	Звиті канальці
	0
	2,23*
	1,40*/ #
	1,60*/ #

	Інтерстиціальна строма
	0
	2,44*
	1,25*/ #
	1,50*/ #

	Прямі канальці, збірні трубочки
	0
	1,56*
	0,48
	0,66

	Загальний бал по групі 
	0
	8,23
	4,24
	4,76


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порівняно з  інтактним контролем;  # – р < 0,05 вірогідно порівняно з  контрольною патологією. 

Тварини третьої групи, яким тлі хроматокалієвої патології внутрішньо-шлунково протягом 7 діб уводили бенфурам, за вираженістю порушень  структури нирок розподілялись таким чином:  60% випадків – слабкі зміни. У них спостерігали мало виражене розширення просвіту, набухання нефротелію, дрібні ділянки дезорганізації і вакуолізації клітин. Фільтраційний апарат, збиральні трубочки і прямі проксимальні канальці, строма органа не змінені  (рис. 7.6 А, Б). 
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Рис. 7.6. Кіркова речовина нирки щура після введення бенфураму. Проліферація двоядерних клітин у канальцях (А). Практично нормальна структура органа, дрібний осередок клітинної інфільтрації (Б). Гематоксилін і еозин х 200.

У 20 % щурів третьої групи спостерігали середні зміни. Щури з вираженими порушеннями фільтраційного апарата і канальцевої системи складали лише 20%   від загальної кількості (табл. 7.5).

Таблиця 7.5
Розподіл тварин у групі за тяжкістю експериментальної патології (гістологічні показники)

	Група тварин
	Кількість тварин у групі
	Вираженість патології  %   тварин

	
	
	відсутність змін
	слабкі зміни
	середні зміни
	виражені зміни

	Інтактний контроль
	10
	100
	0
	0
	0

	Контрольна патологія
	10
	0
	10,0
	30,0
	60,0

	Бенфурам
	10
	0
	60,0
	20,0
	20,0

	Гідрохлортіазид
	10
	0
	50,0
	30,0
	20,0


У канальцях нирок зустрічаються дистрофічні зміни епітелію, зрідка – розтягування, коли парціально пошкоджені епітеліальні клітини набували сплющеної форми. Просвіти канальців відкриті з варіаціями й облямовані низьким призматичним епітелієм (рис. 7.7,  рис. 7.8). 
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	Рис. 7.7. Кіркова речовина нирки щура після введення бенфураму. Проліферація епітелію канальців (стрілка). Гематоксилін і еозин х 250.


	Рис. 7.8. Кіркова речовина нирки щура після введення гідрохлортіазиду. Прак-тично нормальна структура органа, неве-ликий осередок клітинної інфільтрації. 

Гематоксилін і еозин х 150.




У канальцях зустрічаються ознаки регенерації пошкоджених структур двоядерних клітин.

Структура кіркової речовини нирки у тварин четвертої групи, яким на тлі хроматокалієвої патології внутрішньошлунково уводили протягом 7 діб гідрохлортіазид, нормальна, зустрічався невеликий осередок клітинної інфільтрації. За вираженістю порушення  структури нирок розподілялись таким чином: 50 % випадків – слабкі зміни, 30 % – середні зміни і 20 % – виражені зміни (табл. 7.5).

Реєстрували проліферацію двоядерних клітин в епітелії канальця            (рис. 7.9 А). Лімфоїдна інфільтрація строми, загиблі клубочки, втрата структури  (рис. 7.9 Б).

	[image: image36.jpg]



	[image: image37.jpg]





Рис. 7.9. Кіркова речовина нирки щура після введення гідрохлортіазиду. Проліферація двоядерних клітин в епітелії канальця (А) х 250. Лімфоїдна інфільтрація строми, загиблі клубочки, втрата структури (Б) х 150. Гематоксилін і еозин.

При мікроскопічному дослідженні серця щурів усіх груп відхилень від норми виявлено не було, незважаючи на те, що після введення хромату калію відносна маса органа збільшувалася в порівнянні з інтактним контролем.

Практично нормальна структура органа, дрібний осередок клітиної інфільтрації. В інтерстиції зустрічається дрібноосередкова клітинна інфільтрація, яка охоплює не більше 5 % площі. У тварин з вираженою патологією нирок структура органа відрізняється від лікованих. Загальний показник у групі складає 4,24 бали, що в 1,94 рази нижче показників групи контрольної патології (табл. 7.4).

Отже, бенфурам при курсовому застосуванні не порушує кровопостачання нирок, збільшує клубочкову фільтрацію, зменшує креатинін у плазмі крові, викликає лімфоцитарну інфільтрацію в інтерстиції, локальну проліферацію сполучної тканини й епітелію канальців. Незначні негативні зміни кіркової речовини при дії бенфураму оборотні і зникають після відміни препарату, що підтверджено мікроскопічними та функціональними дослідженнями.

7.3. Вплив бенфураму на функціональний стан

нирок і серця при доксорубіциновій нефропатії малих змін
Модель доксорубіцинової нефропатії малих змін використовують при скринінгових дослідженнях перспективних нефропротекторів з мембраностабілізувальною дією [32, 380]. Враховуючи відомі цитопротекторні властивості бенфураму, в наступній серії  його використовували з метою можливого запобігання або зменшення негативного впливу доксорубіцину на функцію нирок.

Модель нефропатії малих змін створювали внутрішньом’язово уведенням доксорубіцину в дозі 5 мг/кг маси тіла один раз  на тиждень по 1-й ін’єкції (контрольна патологія). У кожній групі було по 10 щурів. Бенфурам у дозі 30 мг/кг маси тіла уводили інтраабдомінально, щоденно протягом 28 діб. Тваринам третьої групи уводили корвітин у дозі 50 мг/кг в аналогічному режимі. Контролем були неліковані щури, яким уводили воду. Спостереження за щурами всіх груп проводили протягом 28 діб, звертали увагу за формуванням патологічного процесу, і протягом 14 днів після завершення формування нефро- та кардіопатії.

На 28-му добу експерименту діурез зменшився в 1,42 рази (із 3,4 ± 0,1  до 2,4 ± 0,01 мл/ 2год/100 г при дії доксорубіцину, р < 0,01), екскреція іонів натрію і калію зменшилася в 1,63 рази (із 1,84 ± 0,11 до 1,13 ± 0,04 мкмоль/2 год/100г при дії доксорубіцину, р < 0,01) і в 1,81 рази (із 15,87 ± 1,45 до 10,43 ± 0,21        мкмоль/ 2 год/100 г при дії доксорубіцину, р < 0,01) відповідно (табл. 7.6). 

Підвищення екскреції білка із сечею в 10,6 разів (із 0,016± 0,001 мг/2 год/100 г у контролі до 0,17 ± 0,008 мг/ 2 год/100 г при дії доксорубіцину) пояснюється порушенням структури базальної мембрани при доксорубіциновій нефропатії. Екскреція креатиніну зменшилася в 1,2 рази (із 3,32 ± 0,14 мкмоль/ 2год/100 г у контролі до 2,86 ± 0,16 мкмоль/ 2 год/100 г при дії доксорубіцину (р < 0,05), що свідчить про зниження ШКФ. Коригувальний вплив бенфураму (28 діб, щоденно, 30 мг/кг) сприяв нормалізації діурезу, підвищенню екскреції іонів натрію (із 1,13 ± 0,03 до 2,86 ± 0,08 мкмоль/ 2 год/100 г) і калію (із 11,43 ± 0,21 до 18,21 ± 1,13 мкмоль/2 год/100 г при лікувальній дії бенфураму). 

Таблиця 7.6

Вплив бенфураму (30 мг/кг) на функціональний стан нирок щурів 

при доксорубіциновій  нефропатії (28 діб) (M ± m, n = 10) 

	Показники
	Контроль


	Доксорубіцин
	Доксорубіцин

+ бенфурам

	Діурез, мл/2 год/100 г
	3,4± 0,1
	2,3±0,3
	3,6±0,1

	Екскреція іонів натрію із сечею, мкмоль/2 год/100 г
	1,84± 0,12
	1,13±0,02*

	2,68±0,08*#


	Концентрація Na+

у плазмі крові, ммоль/л
	132,24±1,37
	114,38±1,26*
	127,8±1,54#

	Eкскреція іонів калію із сечею мкмоль/2 год/100 г
	15,87± 1,45
	11,43±0,21*


	18,21±1,13*#


	Концентрація К+
у плазмі крові, ммоль/л
	4,82±0,08
	3,46±0,44*
	5,19±0,137*

	Клубочкова фільтрація, мкл/хв
	454,17±31,85
	322,38±27,32*
	343,24±33,21*

	Концентрація креатиніну в сечі, ммоль/л
	0,96± 0,01
	1,35± 0,03*


	0,94± 0,01#


	Концентрація креатиніну у плазмі крові, мкмоль/л
	65,63± 1,82
	101,12±1,23*


	76,4± 1,32*#


	Eкскреція креатиніну із сечею мкмоль/л/2 год/100 г
	3,32±0,14 
	2,86±0,16 
	3,63±0,17 #


	Екскреція аміаку

мкмоль/2 год/ 100 г
	33,27±1,49
	42,12± 3,64*


	36,64± 3,14

	Екскреція білка із сечею,

мг/2 год/100 г
	0,016±0,001
	0,17±0,008*


	0,015± 0,003#


	рН сечі, од.
	6,74±0,09
	7,38±0,05*
	6,98±0,04#


Примітка.  * – р < 0,05 вірогідно порівняно з контролем;  # – р < 0,01 вірогідно порівняно з доксорубіцином. 

У другій групі після формування патологічного процесу через 21 добу і за умов щоденного введення бенфураму в дозі 30 мг/кг загинуло 2 щури (20%). Після завершення формування доксорубіцинової патології загинув ще 1 щур (усього 30%). У третій групі (доксорубіцин + корвітин) загинуло три щура (30%) і після завершення формування доксорубіцинової патології загинуло ще 2 щури (усього 50%). Проведені спостереження  свідчать, що стан щурів був надзвичайно тяжким: знижена рухова активність, зменшення вживання їжі, скупчення тварин у клітках ( табл. 7.7).

Таблиця 7.7 

Вплив бенфураму на тривалість життя щурів при експериментальній 

моделі доксорубіцинової (5 мг/кг)  нефропатії малих змін

	Група
	Тривалість спостереження, доба

	
	після уведення доксорубіцину, 

5 мг/кг
	після завершення формування доксорубіцинової патології

	
	7
	14
	21
	28
	7
	14

	Контрольна

патологія
	1/10
	2/10
	3/10
	4/10
	5/10
	6/10

	Загибель, %
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Доксорубіцин     + бенфурам
	10
	1/10
	2/10
	3/10
	4/10
	5/10

	Загибель, %
	0
	10
	20
	30
	40
	50

	Доксорубіцин

+ корвітин
	1/10
	2/10
	3/10
	5/10
	5/10
	6/10

	Загибель, %
	10
	20
	30
	50
	50
	60


Примітка. Співідношення кількості загиблих щурів на кожний термін спостереження і кількості щурів у групі.

Швидкість КФ за рахунок підвищення екскреції креатиніну зросла з 2,86 ± 0,16  до 3,63 ± 0,17 мкмоль/ 2 год /100 г. При цьому показники протеїнурії зменшилися майже до показників контролю. У подальшому на 28 добу при дії доксорубіцину (табл. 7.6) зменшилася ШКФ в 1,41 рази (р < 0,05), а також зросла в 1,4 рази (р < 0,01) концентрація креатиніну в плазмі крові, що свідчить про гіперазотемію. Екскреція електролітів зменшилася: іонів натрію – в 1,63 рази (р < 0,01), іонів калію – в 1,5 рази (р < 0,01). У порівнянні з показниками контролю в 1,3 рази збільшилася екскреція аміаку, а рН  сечі зсунувся в лужний бік (табл. 7.6). 

Застосування бенфураму (30 мг/кг) на тлі   доксорубіцинової патології сприяло нормалізації морфофункціонального стану нирок на більш ранніх термінах патологічного процесу; значно зменшувало у щурів токсичну дію доксорубіцину на нирки.

Встановлено, що в першій групі протягом 7 діб після введення доксо-рубіцину загинула одна тварина 10%. Протягом наступних 7 діб патологічного процесу загинули 2 тварини, а в наступні два тижні загинуло ще 2 щури контрольної патології. Тобто, на 28 день формування патології  загинуло 4 щура, що склало 40%. Через 7 і 14 діб після завершення формування доксорубіцинової патології загинуло ще 2 щура (60%), що свідчить про посилення метаболічних змін у різних органах при інтоксикації доксорубіцином (табл. 7.7) . 

7.4. Фармакологічна корекція бенфурамом

ізадринової і доксорубіцинової кардіо- та нефропатій
Для оцінки впливу бенфураму на фізичну працездатність щурів із серцевою недостатністю було використано тест примусового плавання. 

Ізадринова модель кардіопатії. З метою моделювання ХСН щурам підшкірно уводили ізадрин («Sigma», Германія) в дозі 60 мг/кг двічі з інтервалом 24 години [105]. 

Результати вивчення впливу бенфураму на тривалість життя щурів при експериментальній ізадриновій патології наведені у табл. 7.8.
Таблиця 7.8 

Вплив бенфураму на тривалість життя щурів при експериментальній

 моделі ізадринової  кардіопатії

	Група
	Тривалість спостереження, доба

	
	після введення ізадрину, 

60 мг/кг
	після завершення формування ізадринової патології

	
	7
	14
	21
	28
	7
	14

	Контрольна

патологія
	10
	10
	1/10
	1/10
	2/10
	3/10

	Загибель, %
	0
	0
	10
	10
	20
	30

	Ізадрин  + бенфурам
	0
	1/10
	1/10
	1/10
	2/10
	2/10

	Загибель, %
	0
	10
	10
	10
	20
	20

	Ізадрин +

  корвитин
	10
	10
	1/10
	2/10
	2/10
	2/10

	Загибель, %
	0
	0
	10
	20
	20
	20


Примітка. Співвідношення кількості загиблих щурів і кількості щурів у групі.

Через 7 днів після введення другої дози ізадрину всі щури повторно піддавалися примусовому плаванню з вантажем 10 % від маси тіла. 

Критеріями ефективності ХСН були зниження фізичної працездатності порівняно з вихідною тривалістю плавання. Одержані результати наведені в 

табл. 7.9.

Таблиця 7.9
Вплив бенфураму на фізичну працездатність щурів (M ± m, n = 10)

	Сполука
	Час плавання щурів у басейні, с

	
	M ± m
	довірчий 

інтервал при р = 0,05

	Інтактний контроль
	24,9±0,21
	24,3627,24

	Щурі з ХСН (ізадрин 60 мг/кг)
	8,2 ± 0,31
	7,409,00

	ХСН + бенфурам (30 мг/кг)
	13,4±0,18*
	12,9412,86

	ХСН + корвітин (50 мг/кг)
	11,2 ± 0,63*
	9,5812,82


Примітка. * – р < 0,05  вірогідно порівняно з  контрольною патологією.

Встановлено, що бенфурам у щурів із серцевою недостатністю підвищував час примусового плавання з вантажем до стомлення на 63,4%        (р < 0,05). Менший стимулювальний ефект виявив корвітин, який у дозі 50 мг/кг збільшував тривалість примусового плавання на 36,6% (р < 0,05). 

Отже, бенфурам у дозі 30 мг/кг виявив стимулювальний ефект на фізичну працездатність у щурів при ізадриновій СН  (табл. 7.9).

Мікроскопічні спостереження показали, що в гістологічних препаратах міокарда інтактних тварин (перша група) спостерігалась однотипна морфологічна структура. Серцеві м'язові волокна мають нормальну товщину, чіткі контури, рівне забарвлення, анастомозують між собою. Ядра кардіоміоцитів подовжено-овальної форми, нормохромні, центрально розташовані, ядерця чітко контирують. Вставні диски добре видно.

Поперечносмугасті м’язи покреслені міофібрилами, що займають всю вільну від ядра саркоплазму кардіоміоцитів, виражені слабко. Міжпучкові простори невеликі, клітинна насиченість їх помірна. Судини помірно повнокровні (рис. 7.10). 
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Рис. 7.10. Міокард інтактного щура. Папілярні м'язи нормальної будови (А) х 150. Добре виражена синтиціальна структура м'язових волокон, подовжені нормохромні ядра (Б) х 250. Гематоксилін і еозин.

Ізадринова контрольна патологія (третя група тварин). Коефіцієнти мас сердець тварин цієї групи були збільшені в порівнянні із серцями інтактних тварин (табл. 7.10). 

Таблиця 7.10

Вплив бенфураму на масу тіла і масові коефіцієнти серця і нирок щурів  при ізадриновій, доксорубіциновій і хроматокалієвій патологіях

	Група тварин
	Маса тіла, г
	Масовий коефіцієнт внутрішніх органів

	
	
	серце
	нирки

	
	
	
	ліва
	права

	Контроль інтактний
	221,0±4,55
	0,39±0,02
	0,35±0,02
	0,35±0,02

	Хроматокалієва модель ниркової патології

	Контроль  –
хроматокалієва патологія
	202,0±3,35
	0,45±0,01*
	0,41±0,01*
	0,41±0,01*

	Бенфурам на фоні хроматокалієвої патології
	205,6±3,06
	0,42±0,01*
	0,39±0,01
	0,39±0,01*

	Гідрохлортіазид на фоні хроматокалієвої патології
	203,4±3,11
	0,42±0,02*
	0,39±0,01
	0,40±0,02*

	Доксорубіцинова нефропатія малих змін

	Контроль  –доксорубіцинова патологія
	186,7±6,31*
	0,44±0,01*
	0,38±0,02
	0,39±0,02

	Бенфурам на фоні доксорубіцинової патології
	190,0±6,95*
	0,42±0,01
	0,40±0,01*
	0,40±0,01

	Корвітин на фоні доксорубіцинової патології
	188,0±5,75*
	0,43±0,01
	0,41±0,02*
	0,40±0,02*

	Ізадринова модель серцевої патології
	

	Контроль  –
 ізадринова патологія
	199,0±4,70
	0,59±0,03*
	0,38±0,01
	0,37±0,01

	Бенфурам на фоні ізадринової патології
	198,9±5,32
	0,49±0,03*
	0,34±0,01
	0,33±0,01

	Корвітин на фоні ізадринової патології 
	197,7±4,65
	0,50±0,02*
	0,36±0,02
	0,35±0,01

	Доксорубіцинова кардіо- і нефропатія

	 Контроль  –  

доксорубицінова патологія
	190,0±4,66
	0,48±0,04
	0,37±0,04
	0,36±0,02

	Бенфурам на фоні доксорубіцинової патології
	194,0±4,66
	0,49±0,06
	0,35±0,04
	0,34±0,02

	Корвітин на фоні доксорубіцинової патології 
	196,0±4,66
	0,47±0,04
	0,36±0,04
	0,34±0,02


Примітка. * – р < 0,05 вірогідно порвніно з інтактним контролем.

Зміни структури серцевого м'яза різного ступеня вираженості виявлені в усіх зразках. Порушення локалізувалися переважно у сосочкових (папілярних) м'язах, але були виявлені й у глибших шарах міокарда. По всьому зрізу простежувалися дистрофічні і літичні зміни м'язових волокон: втрата поперечносмугастості, зморщення ядер (рис. 7.11 А).  
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Рис. 7.11. Міокард щура після дії ізадрину. Набряклі м'язові волокна, декомпенсація волокон (А). Міоцитоліз окремих м'язових волокон, поперечно- смугастість не визначається, міофібрили різноволокнисті (Б). Гематоксилін і еозин х 250.

Цитоплазма стала базофільною, поперечносмугасті м’язи і вставні диски невидимі, міофібрили набряклі, різноволокнисті, синтиціальна структура втрачається. Міоцитоліз окремих м'язових волокон, смугастість не визначається, міофібрили різноволокнисті (рис.7.11 Б). Літичні процеси закінчуються загибеллю кардіоміоцитів, формуються осередки кардіосклерозу зі скупченням мононуклеарів на місці загиблих волокон.

Ядра пікнотичні або гіпертрофовані й просвітлені, з примембранним роз-ташуванням хроматину. Зустрічаються кардіоміоцити, що містять два і більше ядер у вигляді ланцюжка уздовж подовжньої осі волокна (рис. 7.12 А). У цитоплазмі кардіоміоцитів виявляється токсична зернистість. 

Розміри таких осередків варіюють від дрібних до розливних (рис.7.12 А). Запальні і дегенеративно-дистрофічні процеси посилювалися вираженим порушенням мікроциркуляції: вени дрібного і середнього розміру розширені, кровонаповнені, просвіти артерій часто тромбовані, судини, окрім формених еле-ментів, містять плазму. Розлади кровообігу супроводжувалися набряками і декомпенсацією кардіоміоцитів, відшаруванням ендотелію (рис. 7.12 Б).

У тварин третьої групи, яких лікували бенфурамом, спостерігали зменшення вираженості і поширеності патологічних змін міокарда. Маса органа наближалася до норми (табл. 7.10). У більшості тварин до процесу залучені лише поодинокі папілярні м'язи, функціонально найбільш навантажені. У товщі стінки міокарда розсіяні дрібні ізольовані осередки клітинної інфільтрації. 
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Рис. 7.12. Міокард щура після дії ізадрину. Набряклі волокна, поперечно- смугастість не визначається, ядра ланцюжком, осередки кардіосклерозу (А) х 250. Розширена і тромбована судина в сосочкових м'язах (Б) х150. Гематоксилін і еозин.

Ступінь зрілості клітин у них вищий, ніж у тварин інтактного контролю (рис. 7.13 А). Велика площа зрізу залишається незмінною. Ядро кардіоміоцитів досить мономорфне, поперечносмугасте, міофібрили добре простежуються. Мікроциркуляторні порушення, як і раніше, виявляються у вигляді повнокрів'я венозних судин, переважно дрібного діаметра, і капілярів (рис. 7.13 Б). У середньому в групі деструктивні зміни можуть бути оцінені в 2,0 бали, що істотно нижче за показники контрольної патології (на 46 %). (табл. 7.11).

Таблиця 7.11
Морфометричні показники контрольних і дослідних щурів

	Група/

показник
	n щурів, що вижили
	%   щурів з вираженими порушен-

нями
	%   щурів із середньови-раженими змінами
	%   щурів із

мінімальними порушеннями
	%   щурів без

порушень
	Середній бал

	Інтактний контроль
	10


	0


	0
	0


	100


	0



	Контрольна патологія
	10
	50
	30
	20
	0
	3,7

	Бенфурам
	30
	20
	30
	40
	10
	2,0

	Корвітин
	25
	20
	30
	50
	0
	2,4
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Рис. 7.13. Міокард щура після дії ізадрину. Великі клітинні інфільтрати на місці загиблих серцевих волокон, розширені і повнокровні судини в сосочкових м’язах (А), товщі за міокард, набряклі фрагменти волокон з нетиповим розташуванням і формою ядер (Б). Гематоксилін і еозин х 200.

У 10 % щурів не було виявлено відхилень від норми (рис. 7.14 А). 

Повнокрів'я дрібних судин, поодинокі набряклі волокна (рис. 7.14 Б).
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Рис. 7.14. Міокард щура після уведення бенфураму. Дрібні осередки клітинної інфільтрації в сосочкових м'язах (А) х 150. Повнокрів'я дрібних судин, поодинокі набряклі волокна (Б) х 250.  Гематоксилін і еозин. 

Під впливом ізадрину в гістологічній структурі органа спостерігалися виражені зміни, що торкаються судин і канальцевого апарату. На зрізах спостерігали повнокрів'я судин мікроциркуляторного русла з наявністю стазів і плазморагій з домішками лімфоцитів (рис. 7.15). Частина канальців вистелена високим гіпертрофованим епітелієм, просвіт при цьому вузький або не визначався зовсім. Епітелій іноді десквамуєтся, при цьому в просвіті канальців видно лише розрізнені залишки ядер. Просвіти канальців містять вільнолежачі, щільні, гомогенні еозинофільні маси. Часто зустрічаються дістрофічно змінені епітеліоцити з перинуклеарними набряками, зі світлими гинучими ядрами із вираженим анізонуклеозом. Морфологія клубочків не змінена.
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Рис. 7.15. Нирка щура після уведення ізадрину. Плазморагії, еозинофільні маси в просвіті канальців, злущений епітелій, перинуклеарні набряки (стрілки) (А). Розпушування епітеліоцитов, світлі ядра, перинуклеарні набряки, анізонуклеоз (стрілка) (Б). Гематоксилін і еозин х 200.

Бенфурам при лікувально-профілактичному введенні нормалізував морфологічний стан нирок і запобігав розвитку патологічних реакцій у 70% тва-рин. Мікроциркуляторні порушення виявлялися лише у вигляді капілярного повнокрів'я, видозмін у розмірах ядер не виявлено, каріорексис, перинуклеарні набряки не зустрічалися. Патологічне розпушування апікальних полюсів епітеліоцитів виявлялося мінімально (рис. 7.16).
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Рис. 7.16. Нирка  щура після уведення бенфураму. Капілярне повнокрів'я, розпушування апікальних полюсів епітеліоцитів, решта  структури не змінена. Гематоксилін і еозин х 150.

У тварин четвертої групи, яких лікували корвітином, виявили, що маса серця наближається до нормальних показників (табл. 7.10). У половини тварин зміни міокарда охарактеризувати як слабовиражені, дрібні осередки склерозовані і локалізовані тільки у верхівках папілярних м'язів: невеликі клітинні скупчення, жирові клітини, розширені і повнокровні вени. Дистрофічних змін в основній масі кардіоміоцитів не спостерігалося (рис. 7.17. А). 
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Рис. 7.17. Вплив корвітину в дозі 50 мг/кг на міокард щурів при  ізадриновій кардіо- і нефропатії. Дрібні клітинні скупчення в товщі сосочкових м'язів, навколишні волокна нормальні (А). Значні осередки кардіосклерозу в сосочковому м'язі (Б). Гематоксилін і еозин х 150.

У 30 % щурів осередки кардіосклерозовані (рис. 7.17 Б). Ще у 20 %   щурів площу ураження міокарда можна порівняти з групою контрольної патології. Осередки кардіосклерозу і супутньої клітинної інфільтрації визначалися не тільки в сосочкових м'язах, а й у товщі міокарда і субепікардіально, але мікроциркуляторні порушення виражені слабко          (рис. 7.18). Середній бал у групі складає 2,4, що нижче за контроль на 35 % .
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Рис. 7.18. Вплив корвітину в дозі 50 мг/кг на міокард щурів при  ізадриновій кардіо- і нефропатії. Великий осередок ураження і набряки серцевих волокон, їх відокремлення, клітинна інфільтрація. Гематоксилін і еозин х 150.

Корвітин чинив нормалізувальний вплив на стан судинного русла нирок, практично не знижував рівень дистрофічних процесів епітеліоцитів. У частині канальців спостерігалася компенсаторна проліферація епітеліальних клітин, що скупчувалися у просвіті канальців (рис.7.19).
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Рис. 7.19. Нирка щура після уведення корвітину. Еозинофільні маси в просвіті канальців, розпушування і злущуваня епітелію, анізонуклеоз, перинуклеарні набряки. Регенеративна проліферація епітеліоцитів (стрілка). Гематоксилін і еозин х 200.

Модель доксорубіцинової кадіо- і нефропатії (одноразовим уведенням доксорубіцину 20 мг/кг) використана з метою застосування бенфураму для зменшення негативного впливу доксорубіцину на функцію серця і нирок.

Результати вивчення впливу бенфураму на тривалість життя щурів при експериментальній моделі доксорубіцинової  кардіо– і нефропатії наведені у табл. 7.12
Таблиця 7.12 

Вплив бенфураму на тривалість життя щурів при  експериментальній моделі доксорубіцинової  кардіопатії
	Група
	Тривалість спостереження, доба

	
	після введення доксорубіцину, 

20 мг/кг
	після завершення формування доксорубіцинової патології

	
	7
	14
	21
	28
	7
	14

	Контрольна

патологія
	2/10
	4/10
	5/10
	6/10
	7/10
	7/10

	Загибель, %
	20
	40
	50
	60
	70
	70

	Доксорубіцин+бенфурам
	1/10
	2/10
	3/10
	4/10
	5/10
	6/10

	Загибель, %
	10
	20
	30
	40
	50
	60

	Доксорубіцин+ корвітин
	1/10
	4/10
	4/10
	5/10
	6/10
	7/10

	Загибель, %
	10
	40
	40
	50
	60
	70


Примітка. Співвідношення кількості загиблих щурів на кожний термін спостереження і кількості щурів у групі.

За три дні до введення доксорубіцину з профілактичною і 10 днів з лікувальною метою внутрішньошлунково уводили бенфурам у дозі 30 мг/кг. Патологічні зміни, що розвивалися в серцевому м'язі під впливом доксирубіцину, не мали чіткої локалізації і захоплювали всю товщу стінки міокарда. Пошкодження торкалися як м'язової тканини, так і інтерстицію. 

Слід зазначити, що вени дрібного і середнього калібру, а також капіляри були повнокровними, з явищами стазу, плазматичним просоченням, а іноді – з розривом венозної стінки (рис. 7.20 А), спостерігався діапедез еритроцитів за межі капілярів. 
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Рис. 7.20. Міокард щура після дії доксорубіцину. Розширені і повнокровні вени різного калібру (А) х 150. Міоцитоліз кардіоміоцитів, волокна гомогенні, клітинні межі відсутні, ядра пікнотичні або дистрофічні (Б) х 250. Гематоксилін і еозин. 

Гострий венозно-капілярний застій призводив до розвитку дистрофічних і некротичних змін. Кардіоміоцити змінювалися від дегенерації міофібрил до міоцитолізу і некрозу. Осередкові м'язові волокна були набряклими, щільно прилеглими одне до одного, поперечносмугастість втрачена, клітинні мембрани зруйновані, що призводить до втрати чіткості меж (рис. 7.21 А). Ядра дистрофічно змінені: фрагментація, пікноз, вакуолізація каріоплазми.
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Рис. 7.21. Міокард щура після застосування доксорубіцину. Округлі роздуті ядра кардіоміоцитів, каріоплазма вакуолізована. Клітинні інфільтрати з елементами склерозування, залишки некротичних лізованих волокон (А) х 250. Периваскулярне скупчення гістоцитарних клітин, судини повнокровні (Б) Гематоксилін і еозин х 150.

Часто ядра набували округлої форми, були роздутими і просвітленими. Периваскулярне скупчення гістіоцитарних клітин, судини повнокровні        (рис. 7.21 Б). М'язеві волокна, що розпадалися, заміщалися клітинними інфільтратами з елементами грануляційної тканини: гістіоцитами, лімфоцитами, дрібними повнокровними кровоносними судинами. У ділянках зі збереженою тканиною міокарда була збільшена кількість стромальних клітин. Маса органа зростала в порівнянні з інтактними тваринами (табл. 7.10).

Уведення до лікувального режиму бенфураму приводило до практично повного відновлення структури серцевої тканини. Ядра кардіоміоцитів більш мономорфні, анізонуклеоз, фрагментація, вакуолізація, здуття ядер не спостерігалися (рис. 7.22А). Краще виражена поперечна структура м’язів міокарда, посмугована міофібрилами, клітинна насиченість інтерстицію наближена до норми, лише зрідка зустрічаються поодинокі дрібні скупчення гістоцитарних клітин.
Стан мікроциркуляторного русла наближений до норми, хоча ще спостерігалося капілярне повнокрів'я (рис. 7.22 Б). 
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Рис. 7.22. Вплив бенфураму на міокард щура. Нормальна структура міокарда (А). Дрібний осередок клітинної інфільтрації, капілярне повнокрів'я (Б). Гематоксилін і еозин х 150.

Уведення препарату порівняння корвітину знижувало інтенсивність ураження серцевого м'яза. Спостерігалися гемоциркуляторні порушення у вигляді потужного венозно-капілярного повнокрів'я, що майже не відрізнялося від спостережуваного у нелікованих тварин (рис.7.23 А). Проте дистрофічні зміни паренхіматозних елементів серцевого м'яза практично не виражені. Зустрічалися поодинокі м'язові волокна зі зміненими тинкторіальними властивостями, позбавлені поперечного посмуговування (рис. 7.23 Б). Клітинна насиченість інтерстицію дещо посилена, а замісні клітинні інфільтрати не відмічені. Ядра кардіоміоцитів не змінені.

Уведення доксорубіцину призводить до розвитку патології нирок,  як канальцевого апарата, так і клубочків. Виражене порушення мікроциркуляції (повнокрів'я, стази, плазморагії) спричиняло розвиток набряків канальцевого епітелію. Наслідком була обструкція одних (епітелій набряклий, просвіт практично не визначається, нефроцити часто злущуються разом з ядрами) і компенсаторне розширення інших (епітелій різко сплющений, просвіт розширений) канальців. 

	[image: image61.jpg]



	[image: image62.jpg]





Рис. 7.23. Міокард щура після дії корвітину. Судинне повнокрів'я (А). Поодинокі кардіоміоцити з нечіткими межами і втратою посмугованих міофібрил (Б). Гематоксилін і еозин х 200.

Змінені кістозні канальці були часто заповнені білковими еозинофільними масами (рис. 7.24 А). У клубочках практично не визначався сечовий простір, вони, начебто, зливалися з навколишніми тканинами. Сечовий простір було видно тільки тоді, коли унаслідок підвищення проникності клубочкових мембран розвивався ексудативний гломерулонефрит і випіт разом з клітинними елементами створював порожнину в нирках (рис. 7.24 Б).
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Рис. 7. 24. Нирка щура після застосування доксорубіцину. Набряклі канальці без просвіту з кістозними розширеннями. Еозинофільні маси в просвіті канальців. Сечовий простір клубочка заповнений ексудатом (виділено), повнокровні судини (А). Порушення канальців, клубочки з випотом у сечовий простір (виділено) (Б). Гематоксилін і еозин х 150.

Після уведення бенфураму структура нирок наближена до нормальної (рис. 7.25 А). У 30 % спостерігалися дегенеративно-дистрофічні зміни в епітелії звитих канальців (рис. 7.25 Б). Клубочки мали звичайну будову, сечовий простір добре визначався і не містив випоту. В нирках бенфурам чинив більш виражену лікувальну дію, ніж корвітин.

Лікувально-профілактичне уведення препарату корвітину і бенфураму запобігало розвитку дегенеративно-дистрофічних процесів у міокарді щурів. 
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Рис. 7.25. Нирка щура після застосування бенфураму. Нормальна структура органа, невелике збільшення апікальних полюсів епітеліоцитів (А). Набряклі і розширені з епітелієм сплющені канальці. (Б). Гематоксилін і еозин х 200.

Препарат порівняння корвітин певною мірою нормалізував стан судин мікроциркуляторного русла і тим самим запобігав розвитку дистрофічних процесів у звитих канальцях (рис. 7.26 А). Хоча у 50 %   тварин, що вижили, також зустрічалися набрякання одних і розширення інших канальців, а також звуження сечового простору ниркових тілець. Ексудату в сечовій порожнині не виявлено (рис. 7.26 Б).

	[image: image67.jpg]



	[image: image68.jpg]





Рис. 7.26. Нирка щура після застосування  корвітину. Нормальна структура органа, капілярне повнокров’я (А). Набряклі і розширені з епітелієм сплющені канальці. Еозинофільні маси в просвіті канальців. Тільця з невизначеним сечовим простором (виділено) (Б). Гематоксилін і еозин х 200. 

Отже, під впливом доксорубіцину в дозі 20 мг/кг розвивається  доксорубіциновий міокардит, що супроводжується порушенням мікроциркуляції, загибеллю великої кількості кардіоміоцитів і формуванням склеротичних осередків на місці їх загибелі. Серцева недостатність спричиняє порушення ниркової мікроциркуляції з процесами дистрофії й альтерації клітинних елементів канальцевої системи.
Бенфурам чинив кардіопротекторну дію на моделі доксорубіцинового ураження міокарда, знижуючи інтенсивність явищ альтерації і запобігаючи розвитку дегенеративно-дистрофічних уражень кардіоміоцитів. Препарат порівняння корвітин також спричиняв кардіопротекторну дію, проте при патології нирок його позитивний вплив обмежувався лише нормалізацією мікроциркуляції. На відміну від корвітину, бенфурам запобігав розвитку ниркової недостатності та змінам серцево-судинної дії.
При уведенні доксорубіцину в дозі 5 мг/кг маси тіла 4 рази за 28 діб і 20 мг/кг тіла одноразово відбувається вільнорадикальне ушкодження всіх структур ниркового фільтру, базальної мембрани і серцевого м’яза та спостерігаються дегенеративно-дистрофічні зміни в ССС і нирках. Дія доксорубіцину призводила до розвитку поліорганної коморбідної патології. У серцевому м'язі тканинна реорганізація визначалася двома патогенними чинниками: цитотоксичною дією доксорубіцину на кардіоміоцити і токсичною дією на мікросудинну систему органа. Провідними були дегенеративно-дистрофічні процеси: дистрофія ядер, дифузний і дрібноосередковий лізис міофібрил. Як наслідок, загибель частини кардіоміоцитів і розвиток регенераторно-пластичної недостатності міокарда. Доксорубіцинова нефропатія пов'язана з виведенням нирками екзотоксичних речовин. Відбувалося ураження канальцевого і фільтраційного апарату. 

Бенфурам при лікувально-профілактичному введенні виявляє виражений нефро- і кардіопротекторний ефекти і може бути корисним при лікувані поєднаної патології нирок та серцево-судинної системи.

7.5. Дослідження дії бенфураму на слизову оболонку шлунка

Дослідження впливу бенфураму на стан слизової оболонки шлунка проведено на 60 білих нелінійних щурах масою 170-200 г. На 16 день проводили евтаназію щурів під ефірною анестезією шляхом декапітації і патоморфологічні дослідження слизової оболонки шлунка та дванадцятипалої кишки. При вивченні тварин першої та другої груп не виявлено таких пошкоджень слизової оболонки шлунка, як ін’єкції судин, згладження складок, набряк. Результати досліджень наведені в табл. 7.13.

У другій серії експериментів було досліджено ймовірну пошкоджувальну дію бенфураму на тваринах, що голодували протягом 24 годин. Вплив бенфураму на слизову оболонку шлунка і дванадцятипалої кишки порівнювали із впливом ацетилсаліцилової кислоти, яка володіє значним пошкоджувальним ефектом. Бенфурам уводили в дозах ЕД50, 5 ЕД50 і 10 ЕД50 мг/кг, а ацетилсаліцилову кислоту – в дозах 10 та 100 мг/кг [285]. Встановлено, що ацетилсаліцилова кислота у досліджених дозах викликала пошкодження слизової оболонки шлунка і дванадцятипалої кишки. 

Таблиця 7.13

Вплив бенфураму й ацетилсаліцилової кислоти на слизову оболонку шлунка і дванадцятипалої кишки в інтактних тварин (M ± m, n = 10)
	Серія дослідів
	Доза,

мг/кг
	Число

щурів
	Число щурів із пошкодженнями слизової оболонки шлунка, %
	Ступінь

пошкод-ження, бали
	Виразко- вий індекс

	Бенфурам
	30,0
	10
	0
	0
	0

	Бенфурам
	150,0
	10
	0
	0
	0

	Бенфурам
	300,0
	10
	10
	0,02±0,01
	0,02*

	Ацетилсаліци-лова кислота
	10,0
	10
	50
	0,82±0,04*
	0,41*

	Ацетилсаліци-

лова кислота
	100,0
	10
	100
	3,12±0,03*
	3,12*

	Інтактний 

контроль
	–
	10
	0
	0
	0


Примітка. *  – р < 0,05  вірогідно порівняно з інтактним контролем.

Мінімальний ступінь пошкодження слизової оболонки шлунка в інтактних тварин спостерігали при дії ацетилсаліцилової кислоти в дозі 10 мг/кг – 0,82 бала (виразковий індекс = 0,41). Після введення ацетилсаліцилової кислоти в дозі 100 мг/кг спостерігали пошкодження слизової оболонки шлунка у 100 %   тварин (виразковий індекс = 3,12).

Бенфурам у дозі 30 і 150 мг/кг не пошкоджував слизову оболонку шлунка. Пошкоджувальна дія виявлялася лише у дозі 300 мг/кг. Пошкодження  спостерігалося в однієї з 10 тварин, виразковий індекс становив 0,02.

Отже, бенфурам не викликає пошкодження слизової оболонки шлунка і дванадцятипалої кишки. 

Висновки до розділу 7
1. Бенфурам при хроматокалієвій нефропатії, регулюючи клубочково-канальцевий баланс, виявляє нефропротекторну дію як за профілактичного, так і за лікувального застосування, про що свідчать зростання діурезу, натрійурезу, зменшення калійурезу та протеїнурії. 

2. На тлі доксорубіцинової нефропатії малих змін (5 мг/кг маси тіла) бенфурам у дозі 30 мг/кг маси тіла сприяє нормалізації функціонального стану нирок за рахунок підвищення екскреції креатиніну,  зменшення протеїнурії до показників контролю, а також відновлення морфофунціонального стану нирок і серця. 

3. За умов ізадринової катехоламінової патології бенфурам у щурів з серцевою недостатністю підвищував фізичну працездатність на 63,4% (р < 0,05).

4. Бенфурам при лікувально-профілактичному введенні на тлі серцево-судинної патології нормалізував морфологічний стан нирок, серця  та запобігав розвитку патологічних реакцій  у 70% тварин. 
5. На тлі доксорубіцинової патологіїї (одноразове введення доксорубіцину     20 мг/кг маси тіла) бенфурам  запобігає розвитку дегенеративно-дистрофічних уражень кардіоміоцитів, нефронів та знижує інтенсивність явищ альтерації, нормалізує мікроциркуляцію, чинить нефро- та кардіопртекторну дію, запобігає розвитку ниркової та серцево-судинної недостатності. 

6.  Бенфураму притаманна відсутність пошкоджувальної дії на слизову оболонку шлунка і дванадцятипалої кишки.

7.  На підставі отриманих результатів експериментальних досліджень, бенфурам можна рекомендувати для застосування поєднаної патології нирок та серцево-судинної системи. 

Список опублікованих праць за темою розділу:

1. Корниенко В. И. Влияние бенфурама на функциональное состояние и структуру миокарда и почек при доксорубициновой нефропатии / В. И. Корниенко // Вестник Таджикского национального университета. Серия естественных наук. – 2015. –  №  1/2 (160). –  С. 284-292.
РОЗДІЛ 8

УЗАГАЛЬНЕННЯ ПРОВЕДЕНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ

Питання розробки ефективних препаратів для лікування синдрому нефро- і кардіопатії посідає важливе місце у сучасній клінічній медицині і фармації.  Синтез та вивчення нових фармакологічних речовин, що покращують діяльність ССС і нирок, є актуальним напрямком експериментальної фармакології [49, 53, 86]. Зниження функції нирок розцінюється як фактор ризику прискореного розвитку патології серцево-судинної системи [2, 6, 43].

Фармакотерапевтичні заходи, спрямовані на профілактику і лікування кардіоренального синдрому, обмежені, а пошук нових медикаментів є сферою інтенсивного вивчення останніх років [305]. 

У теперішній час увагу хіміків-синтетиків, які займаються пошуком біологічно активних речовин, все частіше привертають N-С8-заміщені і конденсовані похідні ксантину та їх амонієві солі.

Метою дисертаційного дослідження було обґрунтування доцільності пошуку серед уперше синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей нового засобу, здатного нормалізувати діяльність нирок, АТ, водно-електролітний і ліпідний обмін при експериментальних нефро- і кардіопатій, та вивчити механізм його дії.

Першим етапом роботи була скринінгова серія дослідів з вивчення гострої токсичності N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину та їх амонієвих солей (спол. 1-135). Найбільш токсичною (ЛД50 = 167,5 мг/кг) була сполука 10 – 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-іл)теофілін, яка має (4′-бензилпіперидиніл-1′-ільний) радикал у 8-му положенні молекули                     7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну. Заміна в молекулі 7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну 4′-бензилпіперидинільного радикала (спол. 10) на 4′-метилпіперидиніл-1′-ільний (спол. 7), (фурил-2)метиламіновий (спол. 3) приводить до зменшення токсичності. Найменш токсичною була сполука 63  – ЛД50 = 2620 мг/кг. 

Відповідно до класифікації токсичності речовин при внутрішньо-черевному введенні з досліджених N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину 100 сполук нажить до ІV класу малотоксичних речовин і 35 сполук – до V класу практично нетоксичних речовин.

Дані, накопичені в результаті вивчення впливу N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину (спол. 1-135) на тривалість тіопентал- натрієвого сну, показали, що виявлені сполуки 5, 6, 10, 27, 38, 54, 127, 128 – виявили синергізм до снодійної дії барбітуратів, збільшуючи тривалість тіопентал-натрієвого сну на 135,8-168,4 хв. Так, сполука 10 у дозі 8,4 мг/кг у 2,18 рази збільшувала тривалість барбітурового сну (контроль) і на 40% (p < 0,05) перевищувала депримуювальну дію референс-препарату аміназину. Найбільший пробуджувальний ефект виявила сполука 104 – 7-(3′-і-пропоксипропіл-1′)-2-п-толіл-8-метилімідазо(1,2-f)ксантин, що зменшувала тривалість барбітурового сну на 43,1% (p < 0,05), але поступалася  психостимулювальній дії кофеїну. Уведення в 7-ме положення замість п-метоксибензоїлметильного радикала (спол. 18)    п-метилебензоїлметильного (спол. 15) призводить до зменшення пробуджувального ефекту. 
В умовах гіпоксії виявлено, що серед N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину найбільший антигіпоксичний ефект виявила сполука 34,  яка збільшувала тривалість життя щурів у закритій камері на 81,9% (p < 0,05). 

У серії скринінгових досліджень впливу  N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину (1-135) на фізичну працездатність виявлено, що сполуки     6, 18, 52, 58, 75, 100 і 133 підвищували тривалість примусового плавання щурів на 63,1-108,3% (р <0 ,05). 

Заміна у 8-му положенні 8-піролідинового радикала на N-(3′-метоксипропіл-1′)аміновий (спол. 6), N-(N′,N′-діетиламіноетил)аміновий (спол. 9), N-(3′-морфолінопропіл-1′)аміновий (спол. 10) призводила до зменшення активності.

Сполука 52 підвищувала працезатність тварин на 99,5% і перевершувала дію мілдронату на 16,8%, а сполука 8 виявила депримувальну активність, зменшуючи фізичну витривалість до фізичних навантажень. 

При вивченні антиноцицептивної активності встановлено, що сполука 4 – 7- бензоїлметил-8-β-гідроксіамінотеофілін у дозі 41,3 мг/кг викликала у щурів зменшення кількості «оцтових корчів» на 47,4% (p < 0,05). Серед похідних           3-метил-7-β-гідрокси-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-заміщених теофіліну (спол. 30-45) найбільш виражену анальгетичну активність виявила сполука 41 – 7-β-гідрокси-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-β-карбоксіетиламінотеофілін, яка в дозі 7,14 мг/кг зменшувала кількість «оцтових корчів» у щурів на 53,5% (p < 0,05) у порівнянні з контролем. Диклофенак натрію викликав зменшення кількості «оцтових корчів» на 41,2% (p < 0,05).

Слід зазначити, що серед амонієвих солей заміщених 1,7,8-тризаміщених-3-метилксантину виражену антиексудативну активність виявила сполука 4 – 7-бензоїлметил-8-β-гідроксіетиламін, яка у дозі 41,3 мг/кг викликала зменшення набряку лапки щура на 48,9% (p < 0,05). Заміна у 8-му положенні молекули ксантинового біциклу β-гідроксіетиламінового радикала (спол. 4) на N-піролідиновий (спол. 6), (фурил-2)-метиламіновий (спол. 3) замісники викликає зменшення протизапальної активності. 

Серед синтезованих речовин була відібрана сполука 99 – діетиламонію N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-)аміноетаноат, що у дозі 15,8 мг/кг викликала пригнічення розвитку флогогенного набряку лапки щура на 48,3% і за активністю дорівнювала диклофенаку натрію.

Найбільшу екскреторну активність виявила сполука 3 − 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофілін, яка посилювала сечовиділення у щурів на 193,6% (р < 0,01). Заміна в молекулі 7-бензоїлметил-8-заміщених теофіліну (фурил-2)-метиламінового радикала (спол. 3) на β-N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл-)аміновий (спол. 4), N-(3′-гідроксипропіл-1′-іл-)аміновий (спол. 5), (піридин-3′-іл)метил-аміновий (спол. 9) сприяла зменшенню діурезу. Препарат порівняння гідрохлортіазид підвищив видільну функцію нирок у щурів на 88,7% (р < 0,05). Діуретична активність сполуки 3 у 2,18 рази вища в порівнянні з гідрохлортіазидом. 

Антидіуретичний ефект виявила β-амінопропіонатна N-(3-метил-7-ацетилметилксантиніл-8-)піперазінію амонієва сіль, що у дозі 36 мг/кг за 4 години зменшувала видільну функцію нирок на 51,6% (р < 0,05).

Виражену діуретичну активність виявив 1-β-N,N-діетиламіноетил-2-п-толіл-8-метилімідазо[1,2-f]ксантин (спол.105), що в дозі 25,6 мг/кг збільшував діурез на 163,6% (p < 0,01).

За результатами скринінгових досліджень для подальшого вивчення була обрана сполука 3 – 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)метиламінотеофілін (умовна назва речовини «Бенфурам»), яка виявила виражену діуретичну активність і має низькі параметри гострої токсичності. 

Бенфурам – білий кристалічний порошок, без запаху, гіркій на смак, розчинний у воді, легко розчинний у ДМФА, практично не розчинний в ефірі, ацетоні, температура плавлення – 210-212°С. LD50 бенфураму на мишах при внутрішньочеревному введенні дорівнює 750,0 ± 30,2 мг/кг і на щурах –          1250 ± 46,5 мг/кг. За класифікацією токсичності бенфурам є речовиною IV класу токсичності [101]. За методом Б. М. Штабського [35] вирахувана ЕД50 бенфураму – 30 мг/кг.

Дослідження хронічної токсичності бенфураму показало, що щури добре його переносять, виражених змін у загальному стані й поведінці тварин не виявлено. Після щоденного внутрішньошлункового введення бенфураму через 45 і 90 днів у тварин усіх дослідних груп спостерігали збільшення водного діурезу на 76,9-178,6%. 

При макроскопічному вивченні внутрішніх органів тварин контрольної і дослідної груп змін у морфоструктурі органів не виявлено. Гістологічні дослідження життєво важливих внутрішніх органів (мозку, серця, печінки, нирок і селезінки) показали, що їх морфологічна будова не відрізнялася від таких у контрольних групах щурів. Тобто, бенфурам при внутрішньошлунковому введенні не викликає змін у тканинах головного мозку, серця, нирок, печінки, селезінки і шлунка.

При вивченні хронічної токсичності встановлено, що тривале застосування бенфураму не впливає на вміст загальної фракції білірубіну в сироватці крові щурів протягом усього експерименту.

Бенфурам у дозах 15, 20, 25, 30, 35 і 40 мг/кг збільшує виділення сечі щурами за 2 години на  27,9-158,1%, а за 4 години  на 48,8-172,8% . 

Бенфурам збільшує екскрецію креатиніну на 18% і зменшує концентрацію креатиніну в сечі на 7,5%. Препарат порівняння гідрохлортіазид у дозі 25 мг/кг підвищує спонтанний діурез на 81,9% (p < 0,05), збільшує екскрецію креатиніну на 17,3%, натрію – на 150,2% (р < 0,01) і калію – на 15,7% у порівнянні з контролем. 

При водному навантаженні бенфурам збільшує виділення сечі на 196,4%     (p < 0,01), а також посилює екскрецію креатиніну на 16% за рахунок збільшення фільтраційної функції нирок. 

Для порівняння діуретичної активноті бенфураму з гідрохлортіазидом і контрольною групою був використаний дисперсійний аналіз ANOVA. Встановлено, що при водному навантаженні бенфурам виявив значущу відмінність за екскрецією сечі (p < 0,001) і екскрецією натрію (p < 0 ,001).

Бенфурам викликає салуретичний ефект, який виявлявся збільшенням екскреції із сечею натрію на 58,2% (p < 0,05), що свідчить про зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів. Бенфурам перевищує сечогінний ефект гідрохлортіазиду на 107,1% (p < 0,01). Натрійуретичний ефект бенфураму перевищує ефект гідрохлортіазиду на 17,8% і на 13,5% менше виводить іонів калію у порівнянні з гідрохлортіазидом.

Бенфурам збільшує діурез на 218,5% (p < 0,01), екскрецію креатиніну на 13,7%, іонів натрію – на 59,4% (p < 0,05) і калію – на 12,1%. Під впливом гідро-хлортіазиду у щурів із сольовим навантаженням діурез збільшився на 93%            (p < 0,01), екскреція іонів натрію – на 43,8% (p < 0,05) й екскреція калію – на 19,7% (p < 0,05), екскреція креатиніну теж збільшувалася.

При порівнянні дії бенфураму з  дією гідрохлортіазиду і контрольною групою при сольовому навантаженні дисперсійний аналіз ANOVA показав значущу відмінність за екскрецією сечі (p < 0,001) та екскрецією натрію                 (p < 0,001) і разом з тим не було визначено статистичної різниці в екскреції іонів калію.

Бенфурам стимулює екскреторну функцію нирок і збільшує діурез на 78-150% (p < 0,01), а також підвищує виведення ендогенного креатиніну із сечею на 3,8-23,1%, що свідчить про поліпшення фільтраційної функції нирок. При багаторазовому введенні бенфураму спостерігається збільшення діурезу на 55,1-145,6%. Середньодобовий діурез за семиденний період уведення бенфураму перевищував дані контрольного періоду (р < 0,05). Вірогідні зміни діурезу сягали максимуму 145,6% (р < 0,05) на 9-й день. Після відміни бенфураму відзначали зниження діурезу і на 3-й день цей показник становив на 24,4% більше порівняно з контролем. Бенфурам також збільшував фільтраційний заряд натрію, що свідчить про поліпшення фільтраційної функції нирок. У дослідних щурів спостерігали зменшення реабсорбції натрію в проксимальних і дистальних канальцях нефронів. 

У регуляції водно-сольового гомеостазу бере участь альдостерон, який утворюється в клубочковій зоні кори наднирників і впливає на транспорт іонів Na+ і К+ [24].  При зниженій активності альдостеронових рецепторів шляхом уведення щурам спіронолактону бенфурам виявляв антиальдостеронову активність [66, 190, 224]. 

Під впливом бенфураму діурез збільшився у 2,86 рази, а під дією спіроно-йлактону – в 1,32 рази, що свідчить про його сечогінну активність як блокатора альдостеронових рецепторів. Зростала також екскреція іонів натрію із сечею у 2,62 рази, а під дією спіронолактону – у 2,18 рази порівняно з контролем. Екскреція іонів калію під дією бенфураму збільшилась на 23,8%, а під впливом спіронолактону зменшилась на 8,5% у порівняні з контролем. 

При зниженій активності альдостеронових рецепторів при сумісному застосуванні бенфураму і спіронолактону діурез у щурів збільшився у 3,12 рази порівняно з контролем і в 2,37 рази порівняно зі спіронолактоном. Після уведення бенфураму екскреція іонів натрію збільшилась у 2,62 рази порівняно з контролем і в 1,2 рази порівняно зі спіронолактоном. 

Екскреція іонів К+ під дією бенфураму перевищувала дані інтактного контролю в 1,3 рази (р < 0,05). При збільшенні калійурезу під дією бенфураму в порівнянні зі спіронолактоном (в 1,42 рази, (р < 0,05) бенфурам поступається блокатору альдостеронових рецепторів щодо його пригнічення. 

При поєднаному застосуванні бенфураму і спіронолактону спостерігали виражене зменшення екскреції іонів К+ порівняно із самостійним уведенням. 

Мінералокортикоїди беруть участь у регуляції водно-сольового гомеостазу. Встановлено, що вони стимулюють реабсорбцію в дистальних канальцях іонів Na+, Cl- і HCO3– і збільшують екскрецію із сечею іонів K+, Н+ і NH4+. Ефект мінералокортикоїдів виявляється затримкою іонів Na+, Cl– , HCO3– і води в організмі та виведенням іонів K+, Н+ і NH4+. Альдостерон разом із реніном і ангіотензином утворює єдину ренін-ангіотензин-альдостеронову систему [37, 174, 208], яка є регулятором АТ та водно-електролітного обміну в організмі.

При підвищенні активності альдостеронових рецепторів після 4-денного введення ДОКСА (10 мг/кг) спостерігали: зменшення об’єму виділеної сечі в 1,49 рази, зниження екскреції іонів натрію у 2,3 рази і підвищення екскреції калію у 2,41 рази порівняно з контролем. 

При поєднаному застосуванні бенфураму та ДОКСА діуретична активність була у 2,03 рази (р < 0,01) вище, а екскреція натрію збільшилась в 1,92 рази (р < 0,05)  у порівнянні з контрольною групою та у 3 рази (р < 0,001) у порівнянні із ДОКСА. Екскреція іонів калію під дією бенфураму збільшилась в 1,96 рази (р < 0,05)   порівняно із застосуванням бенфураму окремо. 

Проведений дисперсійний аналіз ANOVA застосували для порівняння дії бенфураму з ДОКСА і контролем. Отримані результати виявили значущу достовірну відмінність за екскрецією об’єму сечі (p < 0,001), екскрецією натрію     (p < 0,001) і екскрецією калію (p < 0,001).

Впливаючи на регуляцію водно-сольового гомеостазу, РААС бере участь у регуляції фільтраційної функції нирок і ниркового кровообігу, а також регулює АТ у клубочкових артеріолах і проникність клубочкового фільтра для молекул білка. На канальцевий транспорт у нирках ангіотензин ІІ впливає, стимулюючи натрієвий насос. Підвищуючи фільтраційну функцію нирок, ангіотензин ІІ стимулює зростання реабсорбції натрію. Для об’ємного стимулювання регуляції секреції альдостерону найбільш суттєве значення має ангіотензин-ІІ [20, 61, 116].

На тлі пригнічення активності РААС визначали показники функції нирок після уведення бенфураму й еналаприлу протягом 7 днів. Під впливом бенфураму водний діурез у щурів зростав на 164,2% (р <0 ,01), після введення еналаприлу відмічалося посилення діурезу на 41,1% (р < 0,05). Показники індукованого діурезу у групі тварин, яким уводили бенфурам на тлі пригнічення АПФ еналаприлом, були вищими за контрольні на 80,6% (р < 0,05). Посилення екскреції сечі під дією бенфураму відбувається при зростанні у 2,03 рази ШКФ. Після уведення еналаприлу спостерігали підвищення ШКФ в 1,32 рази (р < 0,05) порівняно з контрольною групою. При сумісному введенні бенфураму й еналаприлу ШКФ була нижчою на 21,4% (р < 0,05), ніж при застосуванні бенфураму окремо, але він перевищував дані контролю на 59,3% (р < 0,05).

Із організму креатинін виводиться нирками із сечею, тому креатинін – важливий показник діяльності нирок [23, 55, 77]. При застосуванні бенфураму концентрація креатиніну в плазмі крові знижувалась на 39,8% (р < 0,05), а при застосуванні еналаприлу зменшувалась на 23,5% (р < 0,05). Уведення комбінації бенфураму й еналаприлу, в порівняні з контрольною групою щурів, викликало зниження концентрації креатиніну в плазмі крові на 12,1%. Цей показник був на 18,9% (р < 0,05) вищим за результати експериментальних даних групи щурів, яким уводили бенфурам.

Показники реабсорбції води при комбінованому введенні бенфураму й еналаприлу від даних контролю вірогідно не відрізнялися, але були нижчими за показники у щурів, які отримували бенфурам або еналаприл окремо. Після уведення бенфураму зростала концентрації іонів натрію в сечі на 51,1% (р < 0,05), при застосуванні еналаприлу – на 80,9% (р < 0,05), а при комбінації бенфураму й еналаприлу – на 93,6% (р < 0,05) порівняно з контролем. 

Під впливом бенфураму й еналаприлу спостерігали збільшення екскреції іонів натрію із сечею на 180,5% (р < 0,01) і 102,6% (р < 0,01) відповідно. Подібні зміни показників екскреції іонів натрію (на 139,6%, р < 0,01)  спостерігались і при введенні комбінації бенфураму й еналаприлу. Показники реабсорбції іонів натрію у щурів, яким уводили бенфурам, свідчать про вірогідне зниження як проксимального (у 2,4 рази, р < 0,05), так і дистального (в 1,52 рази, р < 0,05) транспорту у порівнянні з контролем. 

Відомо, що простагландини групи ПГЕ2 унаслідок розширення артеріол і посилення ниркового кровообігу стимулюють діурез [24, 276, 322], знижують реабсорбцію натрію і води на рівні висхідної частини петлі Генле та збиральних трубочок кіркової речовини нирок [74, 75]. Сольове навантаження призводить до пригнічення вивільнення ПГЕ2 і реабсорбції натрію і хлору в товстій частині висхідного відділу петлі Генле збиральних трубочок. Вміст ПГЕ2 у плазмі інтактних щурів склав 5,32 ± 0,09 нмоль/л. В інтактних щурів із сольовим навантаженням вміст простагландинів ПГЕ2 зменшився на 10,7%, а з водним – збільшився на 9,2%. Під дією бенфураму в інтактних тварин вміст простагландинів у плазмі збільшився на 18,1%. 

У щурів, які отримували сольове навантаження, вміст простагландинів зріс на 22,9% у порівнянні з інтактним контролем і  на 4,1% у порівнянні з інтактними щурами, які отримували бенфурам у дозі 30 мг/кг. При водному навантаженні інтактних щурів уведення бенфураму сприяло збільшенню  вмісту простагландинів у плазмі на 31% у порівнянні з інтактними щурами і на 19,9% у порівнянні зі щурами, які отримували водне навантаження. 

Під дією гідрохлортіазиду в інтактних тварин вміст простагландинів ПГЕ2 у плазмі збільшився на 11,6%. У щурів, які отримували сольове навантаження, вміст простагландинів зріс на 15% у порівнянні з інтактним контролем і  на 3% у порівнянні з інтактними щурами, які отримували гідрохлортіазид. При водному навантаженні інтактних щурів, яким уводили гідрохлортіазид, вміст простагландинів у плазмі збільшився на 23,7%, що сприяє покращенню сечовивідної функції нирок у щурів у порівнянні з інтактним контролем, і на 9,9% у порівнянні зі щурами, які отримували гідрохлортіазид. 

Кініни розслаблюють гладенькі м’язи судин, розширюють ниркові артеріоли і знижують кров’яний тиск [47, 123, 250], підвищують діурез за рахунок збільшення клубочкової фільтрації [4, 132]. Натрійуретичний ефект кінінів пов’язаний зі збільшенням синтезу простагландинів ПГЕ2, ниркового кровотоку і клубочкової фільтрації, а також з пригніченням реабсорбції натрію в проксимальних канальцях нирок. Про активність кініногенезу під впливом бенфураму і гідрохлортіазиду у щурів з водним навантаженням судили за вмістом калікреїну і калікреїногену в плазмі крові. 

Встановлено, що в інтактних щурів вміст калікреїногену в плазмі був 265,82 мод/мл і калікреїну – 93,61 мод/мл.   У контрольній групі вміст калікреїногену в плазмі становив 279,74 мод/мл і калікреїну – 98,72 мод/мл. Під впливом бенфураму вміст калікреїногену збільшився на 12,3% і калікреїну – на 21,2% у порівняні з інтактними щурами. Під дією гідрохлортіазиду вміст калікреїногену в плазмі крові щурів збільшився на 7,9% і калікреїну – на 11,6%  у порівняні з інтактним контролем.

Дофамін в організмі відіграє важливу роль у підтримці водно-сольового гомеостазу. Взаємодія дофаміну з Д1-рецепторами плазматичної мембрани клітин приводить до активації аденілатциклази, збільшення утворення цАМФ, що спричиняє фосфорилювання α-субодиниці Na+,К+-АТФази [1, 36]. Дофамін також підвищує об'ємний коронарний кровообіг через активацію пресинаптичних Д2-рецепторів і постсинаптичних Д1–рецепторів вінцевих судин, виявляючи кардіопротекторну дію, посилює нирковий кровообіг і підвищує клубочкову ультрафільтрацію [19, 317]. Особливо важливою властивістю дофаміну є його здатність пригнічувати ренін-ангіотензин-альдостеронову систему. Будучи антагоністом антидіуретичного гормону, дофамін може підсилювати екскрецію води і взаємодіяти з різними адренорецепторами [2]. 

На тлі блокади дофамінових рецепторів спостерігали зменшення об’єму виділеної сечі в 1,55 рази порівняно з групою контролю (р < 0,05). Крім того, спостерігали зниження екскреції іонів натрію в 1,59 рази порівняно з контролем              (р < 0,05), зниження екскреції іонів калію в 1,39 рази порівняно з контролем.              

Отримані дані свідчать, що екскреція із сечею води при застосуванні домперидону знижується активніше, ніж натрійурез і калійурез. Можна припустити, що антидіуретичний ефект домперидону зумовлений зниженням ниркового кровообігу та клубочкової фільтрації і меншою мірою  пригніченням натрійурезу. Домперидон діє протилежно ендогенному дофаміну, який посилює нирковий кровообіг і виявляє натрійуретичну активність.

Використання бенфураму при водному навантаженні у щурів збільшило діурез у 2,5 рази (р < 0,05), екскрецію іонів натрію – в 1,82 рази (р < 0,05), іонів калію в 1,35 рази (р < 0,05),  а також екскрецію креатиніну і нирковий кровообіг. Зростання діурезу, що супроводжується відповідним підвищенням натрійурезу і калійурезу і досягається без використання осмотично активних сполук, дозволяє припустити, що діуретичний ефект бенфураму зумовлений поліпшенням ниркового кровообігу, зростанням клубочкової фільтрації, пригніченням реабсорбції іонів натрію і модуляцією активності дофамінових рецепторів ССС і нирок.

Важливим діуретичним і натрійуретичним фактором є НУГ–  пептид, який синтезується у клітинах лівого передсердя, підвищує діурез і натрійурез, розслаблює непосмуговані м’язеві волокна судин і знижує АТ. При уведенні сольового розчину в оранізм виникає натрійуретична реакція, що викликає навантаження позасудинного сектора [33, 44, 88].
Натрійуретична активність бенфураму плазми крові виявлялася збільшенням натрійурезу на 47,7% (р < 0,05) у порівнянні з групою тварин, яких не піддавали водному навантаженню. Можна припустити, що збільшення діурезу є результатом активації бенфурамом НУГ [64].
Бенфурам при тривалому введенні викликає зменшення об’єму внутрішньосудинної рідини на 14,2%, зменшує вміст креатиніну на 6,4%, а також зменшує концентрацію у плазмі крові іонів натрію на 16,3% і калію на 5,7%.
Встановлено, що бенфурам достовірно збільшує клубочкову фільтрацію, сечовиділення, зменшує об’єм внутрішньосудинної рідини і концентрації електролітів у плазмі крові і виявляє салуретичний ефект.
Ефективність лікування ГНН оцінювали за показниками рівню добового діурезу, екскреції креатиніну та електролітів. Щури з ГНН відрізняються розвит ком ренальної форми ГНН. У першій інтактній групі спостерігали тенденцію до зниження споживання води з 1-ої доби і протягом всього експерименту. На      7-му добу перебігу ГНН спостерігали олігоануричну стадію: діурез зменшився на 61,8% (р < 0,05) і вміст креатиніну в сечі – на 46,2% (р < 0,05), що свідчить про пригнічення клубочкової фільтрації в нирках.
У щурів третьої групи з ГНН на 3-ю добу після застосування бенфураму в дозі 30 мг/кг добовий діурез збільшився на 74,9 (р < 0,05) і спостерігалася тенденція до підвищення екскреції креатиніну. Терапевтична ефективність застосування бенфураму при ГНН зумовлена дезінтоксикаційною дією.
У сироватці крові щурів з експериментальною гіперхолістеринемією (ЕГ) спостерігали зниження рівня ЛПВЩ на 22,2% і підвищення рівня ЛПНЩ. Збільшення рівня ЛПНЩ може стимулювати відкладення холестерину на стінках судин. Різке зростання рівня ЛПНЩ свідчить про негативну дію на ліпідний обмін. Можна припустити, що, відкладаючись на стінках судин, частинки ЛПНЩ викликають розвиток атеросклерозу і його ускладнень – ІМ або ішемічного інсульту.
У тварин другої групи з ЕГ також спостерігали збільшення вмісту ЗХС у 2,11 рази і збільшення ЛПДНЩ у 2,59 рази, зростання загальних ліпідів в 1,61 рази і триацилгліцеролів – у 2,52 рази. Курсове лікування бенфурамом сприяло підвищенню рівня ЛПВЩ на 18,1%, з одночасним зниженням змісту загального холестерину на 37,8%, зменшенням вмісту ЛПНЩ на 22,8%, ЛПДНЩ – на 68,6%, триацилгліцеридів – на 59,1% і загальних ліпідів – на 7,4% у порівнянні з тваринами другої групи з ЕГ. Зниження концентрації ЛПНЩ і підвищення концентрації ЛПВЩ свідчить про лікувальну дію бенфураму при ЕГ у щурів. Можна припустити, що механізм дії бенфураму на обмін ліпідів може бути пов'язаний із впливом на рецептори ЛПНЩ [121].
Нікотинова кислота після внутрішньошлункового уведення в дозі 300 мг/кг викликала зменшення вмісту загального холестерину в 1,61 рази і збільшення ЛПВЩ на 9,4%, а також зниження ЛПДНЩ в 1,89 рази,  триацилгліцеридів – в 1,79 рази, загальних ліпідів – на 6,3%.
Після внутрішньовенного уведення бенфураму нормотензивним кролям першої групи АТ знижувався на 41,9 мм рт. ст. (32,9%). Згодом (до 120 хв) АТ поступово відновлювався до вихідного рівня.
У кролів другої нормотензивної групи після внутрішньовенного уведення еуфіліну в дозі 20 мг/кг АТ знизився на 28,8 мм рт. ст. (23,4%) від вихідного рівня. Зниження АТ спостерігали протягом 45 хвилин.
У гострих дослідах після внутрішньовенного уведення 2 мл фізіологічного розчину кролям з ПГ ( третя група) АТ (180,5 ± 8,0 мм рт.ст.) не змінювався протягом 2 годин.
В гострих дослідах із ПГ (четверта група) в умовах тіопентал-натрієвого наркозу після внутрішньовенного уведення бенфураму в дозі 30 мг/кг (об’єм         2 мл), АТ знизився на 41,9 мм рт. ст. (32,9%). Через 60 хв АТ став на 6,7 мм рт. ст. (5,3%) нижче вихідного рівня. Гіпотензивний ефект спостерігали протягом двох годин.
Також у гострих дослідах після внутрішньовенного уведення еуфіліну в дозі 20 мг/кг кролям із ПГ (п’ята група) АТ знизився на 28,8 мм рт. ст. (22,4%). Через 30 хвилин АТ був на 8,2 мм рт.ст. (6,4%) нижче вихідного рівня. Гіпотензивний ефект спостерігали протягом 40 хв.
У кролів з ПГ вплив бенфураму (30 мг/кг) на АТ при тривалому застосуванні було досліджено при внутрішньовенному введенні через 16 днів після розвинутої стійкої гіпертензії, у яких спостерігали АГ як у вихідному стані, так і через 20 днів після уведення лише фізіологічного розчину.
У кролів третьої групи  після внутрішньовенного уведення бенфураму в дозі 30 мг/кг нормалізація АТ спостерігалась уже на другому тижні, а через 20 днів відновлювався АТ (130,5 ± 5,3 мм рт. ст.) до показників вихідного рівня. Нормальний рівень АТ спостерігали і через два тижні після припинення застосування бенфураму. В четвертій групі після застосування еуфіліну гіпотензивний ефект був менш виражений і через 20 днів АТ становив 150,5 ± 5,6 мм рт. ст. Тобто, у тварин з ПГ бенфурам протягом 20 днів нормалізує АТ до вихідного рівня і за гіпотензивним ефектом перевищує дію еуфіліну.
Дослідження впливу бенфураму на метаболічні процеси в організмі при ПГ у кролів виявило виражені метаболічні порушення. У сироватці крові зростав рівень холестерину на 86,6% (р < 0,05) і β-ліпопротеїдів на 259,1% (р < 0,05).
У тканині печінки при цьому спостерігали підвищення активності фруктозо-1,6-дифосфатальдолази на 33,3% (р < 0,05) і тенденцію до підвищення активності лактатдегідрогенази, що свідчило про інтенсифікацію гліколітичних процесів. Активність амінотрансфераз при цьому істотно не відрізнялася від контрольних величин. У зв'язку з цим можна припустити, що стимуляція гліколізу обумовлена в основному збільшеними витратами енергії гепатоцитів на синтез атерогенних ліпідів, про що свідчить підвищення концентрації холестерину в тканині печінки на 107,2% (р < 0,05). Одночасно в печінці знизилась активність транскетолази на 55,9% (р < 0,05), що свідчить про відповідну зміну інтенсивності окиснення глюкози в пентозофосфатному циклі. У серцевому м'язі не відбувалося статистично значущих змін вуглеводного і ліпідного обміну. Зміни стосувалися обміну вільних амінокислот: активність аланін-амінотрансферази зменшувалася на 36,1% (р < 0,05), що може бути зумовлено зниженням амінокислотного пулу за рахунок збільшення синтезу білків [17]. Ймовірно, ці процеси пов'язані з початковою гіпертрофією міокарда, викликаною підвищенням периферичного опору судин при гіпертензії. У стінці аорти зростала активність ключового ферменту пентозофосфатного шунта транскетолази на 37,3% (р < 0,05). Відомо головне зна​чення циклу пентоз у синтезі попередників нуклеотидів –  РНК і НАДФ. Останній активно використовується для синтезу ліпідів у гладких м'язах медії стінки артеріальних судин [3]. Оскільки для різних тканин встановлена позитивна кореляція між швидкістю ліпогенезу й активністю ферментів пентозного циклу, можна зробити припущення про підвищення інтенсивності синтезу ліпідів у стінці аорти. Крім того, в тканинах аорти спостерігалося збільшення вмісту кальцію на 68% (р < 0,05), що пов'язано зі стійкою вазоконстрикцією при ПГ.
Той факт, що ПГ супроводжується гіперхолестеринемією, гіперліпоп- ротеїнемією і передбачуваною стимуляцією ліпогенезу в печінці, добре узгоджується з концепцією про спільність патогенетичних механізмів розвитку атеросклерозу і гіпертонічної хвороби та їх взаємний вплив [4].
Нормалізація АТ під впливом курсового призначення бенфураму супроводжувалася змінами метаболічних перебудов у судинах, викликаних ПГ.
Рівень атерогенних ліпідів у сироватці крові істотно знижувався: холестерину – з 186,6 до 130,4% (р < 0,01), β-ліпопротеїдів – з 359,1 до 90,9%         ( р < 0,01) порівняно з рівнем  контролю. Зменшення вмісту холестерину з 107,3 до 68,3% (р  < 0 ,05) відбувалося і в тканині печінки, але з меншою інтенсивністю.
Спрямованість змін активності ферментів гліколізу в печінці була протилежна спостережуваній при ПГ, тобто знижувалася активність як фруктозо- 1,6-дифосфатальдолази на 26,2% (р < 0,05), так і лактатдегідрогенази на 61% (р < 0,05), що свідчить про зниження напруженості гліколізу. Ймовірно, це пов'язано зі зниженням витрат енергії на синтез ліпідів, а також зі стимуляцією ліполізу й утилізацією його продуктів у цитратному циклі.
У серцевому м'язі спостерігалося виражене зниження активності лактат-дегідрогенази на 52,1% (р < 0,05), що свідчить про гальмування гліколізу. Паралельно знижувалася інтенсивність реакцій пентозного циклу, на що вказувала відповідна зміна активності транскетолази на 46,3% (р < 0,05).
Отже, відбувалося гальмування і гліколітичного перетворення вуглеводів, їх окиснення в пентозофосфатному циклі. Така метаболічна ситуація припускає утилізацію субстратів вуглеводної природи ефективнішім в енергетичному відношенні аеробним окиснювальним шляхом. Проте зростання АТФ, мабуть, не відбувається, що побічно підтверджується істотним зниженням активності креатинфосфокінази, а також зменшенням у серцевому м'язі натрію на 10,8%. У серцевому м'язі знижувалася активність аланінамінотрансферази на 42,6%          (р < 0,05), що зумовлено відповідною зміною рівня вільних амінокислот.
У стінці аорти відбувалося зниження активності лактатдегідрогенази на 57,8% (р < 0,05). Це відповідає даним, згідно з якими бенфурам гальмує продукцію лактату в стінці аорти, зміщує окисно-відновний потенціал тканини у бік аеробізації. Стимуляція окиснювального метаболізму створює умови для утилізації попередників синтезу ліпідів у стінці аорти. Мабуть, із цим пов'язано істотне зниження в ній рівня холестерину на 54,5%, оскільки, судячи зі зниження до норми активності транскетолази, інтенсивність ліпогенезу при цьому відповідно нормалізується. Зниженню вмісту холестерину в стінці аорти може сприяти властивість інгібіторів фосфодіестерази, представником яких є бенфурам, значно послаблювати скорочення ендотеліальних клітин і проникнення ліпідів у стінки судин. Активування окиснювального метаболізму в стінці аорти, ймовірно, пов'язано зі зростанням витрат на підтримку енергозалежних механізмів вазодилатації, зокрема роботи кальцієвих насосів, про що свідчить зниження рівня кальцію в тканині аорти.
Зміни балансу електролітів характеризувалися зниженням натрію: в сироватці крові – на 17,1%, тканині печінки –  на 52,8% (р < 0,05) і серця –  на 10,8%. У сироватці крові підвищувалася також концентрація калію на 10,3%.
Курсове застосування бенфураму, нормалізуючи АТ, сприяло зниженню гіперліпопротеїнемії і гіперхолестеринемії, активності гліколізу і зниженню вмісту холестерину в печінці, активності досліджуваних ферментів вуглеводно-енергетичного метаболізму в серцевому м'язі, гальмуванню гліколізу і зниженню кількості холестерину в стінці аорти [14, 120, 121].
Зіставляючи метаболічні зміни, викликані ПГ, і зміни обміну, супроводжують гіпотензивний ефект бенфураму, можна виявити зв'язок деяких змін з функціональним станом судинної системи. При ПГ відбуваються підвищення рівня атерогенних ліпідів у сироватці крові, стимуляція гліколізу і збільшення вмісту холестерину в тканині печінки. Нормалізація АТ відбувалася паралельно зі зниженням гіперліпідемії, гальмуванням гліколізу і зниженням концентрації холестерину в печінці [64, 74, 95].
У наступних серіях експериментів досліджували ефективність бенфураму при хроматокалієвій нефропатії. Для ушкодження проксимального відділу нефрону була обрана модель хроматокалієвової нефропатії в олігуричній стадії ГНН (перша доба експерименту після уведення хромату калію).
Для підтвердження нефропротекторних властивостей бенфураму були проведені гістологічні дослідження нирок. У нирках тварин з контрольною хроматокалієвою нефропатією морфологічні дослідження засвідчили наявність значних ділянок некрозу з дистрофічними змінами та некробіозу епітелію канальців і клубочків. У просвіті канальців був білковий інфільтрат. Ступінь залучення канальцевого апарату до патологічного процесу сягає 50-90%, при цьому зачіпаються проксимальні і дистальні відділи нефрону. Дистальні канальці різко розширені, що супроводжується сплющенням епітелію.
Після увведення бенфураму у третини щурів були набряклі і збільшені розміри нирок. Морфометричні показники (діаметр капсули і клубочка) не відрізнялися від інтактних. У канальцях нефронів зустрічалися дистрофічні зміни епітелію. У тварин з вираженою патологією нирок структура органа мало відрізнялася від нелікованих. На відміну від тварин з групи патології виявлялися ознаки регенерації тканини: осередкова проліферація епітеліоцитів, які виступають у просвіт канальців. Загальний показник у групі складає 4,24 бали, що в 2 рази нижче показників контрольної патології. При мікроскопічному дослідженні серця щурів усіх груп жодних відхилень від норми не виявлено, після введення хромату калію відносна маса органа збільшувалася в порівнянні з інтактним контролем.
У роботі була застосована також модель доксорубіцинової нефро- і кардіопатії, яку рекомендують використовувати при скринінгових дослідженнях перспективних нефропротекторів [43]. На відміну від хроматокалієвої нефропатії в основі розвитку доксорубіцинової лежить вільнорадикальне ушкодження всіх структур ниркового фільтра і базальної мембрани.
Коригувальна дія бенфураму при зменшенні нефротоксичності доксору-біцину характеризується зростанням концентрації іонів натрію і калію в плазмі крові. Екскреція іонів натрію із сечею збільшилася в 2,4 рази, іонів калію –  в 1,14 рази, що перевищило відповідні показники у контрольної групи в 1,46 рази. Сумісне застосування доксорубіцину і бенфураму значно зменшувало у щурів токсичну дію доксорубіцину на нирки.
Бенфурам у щурів з експериментальною СН підвищував час примусового плавання з вантажем до стомлення на 63,4% (р < 0,05). Уведення до лікувального режиму бенфураму сприяє, практично повному відновленню структури серцевої тканини. Стан мікроциркуляторного русла наближений до норми, хоча ще спостерігається капілярне повнокров'я.
Бенфурам виявляє виражену кардіопротекторну дію на моделі ізадринового міокардиту, знижуючи інтенсивність явищ альтерації і запобігаючи розвитку дегенеративно-дистрофічних уражень кардіоміоцитів, а також  запобігає розвитку ниркової недостатності.

Наступним етапом було вивчення дослідження впливу бенфураму на стан слизової оболонки шлунка та дванадцятипалої кишки в умовах експериментальних виразок. Бенфурам у дозі 30 і 150 мг/кг не викликав пошкодження слизової оболонки шлунка. При макроскопічному вивченні не виявлено таких пошкоджень слизової оболонки шлунка, як ін’єкції судин, згладжування складок і набряк. Пошкоджувальна дія виявлялася при введені бенфураму лише у дозі 300 мг/кг. Виразковий індекс дорівнює 0,02.
На наш погляд, антипошкоджувальний вплив бенфурама зумовлений збільшенням синтезу простагландинів ПГЕ2, які захищають слизову оболонку шлунка від пошкоджувальної дії соляної кислоти і покращують у ній мікроциркуляцію. 
Отримані результати свідчать про перспективність подальших поглиблених досліджень N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину для створення на їх основі нових вітчизняних ефективних і безпечних ліків.
Отже, вивчення специфічної діуретичної активності показало, що бенфурам є малотоксичною сполукою, володіє вираженим натрійуретичним, діуретичним і гіпотензивним ефектом, не викликає пошкоджувальної дії на слизову оболонку шлунка і дванадцятипалої кишки і його можна рекомендувати для фармакологічної корекції нефро- і кардіопатії. 

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення та вирішення наукового завдання, що полягає у комплексному дослідженні фармакологічної активності вперше синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину, в експериментальному обґрунтуванні особливостей механізмів їх ренальних і серцево-судинних ефектів, доцільності застосування найбільш ефективної сполуки 3 –  (7-бензоїлметил-8-(фурил-2)-метиламінотеофілін, умовна назва «Бенфурам») із сечогінною дією та нефропротекторними властивостями, що виявляються при порушеннях діяльності нирок і серця на моделях з різним патогенезом нефро- і кардіопатії.

1. За результатами комп’ютерного прогнозу (PASS) з 860 синтезованих N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину відібрано 135 сполук,  які впливають на діяльність серцево-судинної системи та нирок. 

2. При вивченні гострої токсичності встановлено, що 100 сполук належать до ІV класу малотоксичних речовин і 35 сполук – до V класу практично не токсичних речовин відповідно до класифікації К. К. Сидорова.  LD50  бенфураму дорівнює 750 мг/кг маси тіла при внутрішньочеревному уведенні мишам і 1250 мг/кг щурам.
3. Порівняльний аналіз скринінгових досліджень виявив залежність структура – активність N-С8-заміщених і конденсованих похідних ксантину, що зумовлена природою, положенням і структурою радикалів. Виражений антагонізм до дії барбітуратів  (40,8%; р < 0,05) виявила сполука 104 – 7-(3′-і-пропоксипропіл-1′)-2-п-толіл-8-метилімідазо(1,2-f)ксантин, що не поступалась аналептичній дії кофеїн-бензоату натрію. Сполука 10 – 7-бензоїлметил-8-(4′-бензилпіперидиніл-1′-)теофілін,  на відміну від сполуки 104, виявила синергізм до дії барбітуратів, про що свідчило зростання  тіопентал натрієвого сну на 40% (р < 0,05) і  перевищувала депримувальну дію аміназину. Сполука 34 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси)пропіл-8-N-β-феніламіно-теофілін збільшувала тривалість життя щурів в умовах гострої нормобаричної гіпоксії на 81,9% (р < 0,05) і на 18,5% перевищувала антигіпоксичний ефект мексидолу, а сполука 52 – амонієва сіль 1-п-метилбензил-8-п-теобромін-8-іл-оцтової кислоти –підвищувала  витривалість тварин до фізичних навантажень на 99,5% (р < 0,05). Антиноцицептивну активність виявила сполука 41 – 7-β-гідрокси-(-(4′-хлорофенокси) пропіл-8-β-карбоксіетиламінотеофіліну, що зменшувала чутливість вісцеральних ноцицепторів на 53,5% (р < 0,05) і не поступалась дії диклофенаку натрію. Сполука 99 – діетиламонію N-(3-метил-7-метоксіетилксантиніл-8-) аміноетаноат виявила антиексудативну активність (48,3%; р < 0,05) на рівні диклофенаку натрію. Сполука 3 виявила найбільш виражений діуретичний ефект (на 193,7%; р < 0,001)  порівняно з контролем.

4. Сполука-лідер 3 – 7-бензоїлметил-8-(фурил-2)метиламінотеофілін (робоча назва «Бенфурам») – виявила діуретичний і натрійуретичний ефекти за умов добового діурезу  вище  на 177 % (р < 0,01). Перевагою бенфураму над гідрохлортіазидом є більша діуретична на 118% (р < 0,05) і менша калійуретична активність при тривалому застосуванні. 
5. Нефропротекторна активність бенфураму зумовлена впливом на альдостеронові рецептори, про що свідчить збільшення діурезу при зниженій активності рецепторів на 186% (р < 0,001), а при підвищеній активності – на 208% (р < 0,001). Бенфурам підвищує синтез ПГЕ2 із сольовим навантаженням тварин на 22,9%, (р < 0,05), а з водним – на 31%, (р < 0,05); збільшує вміст  кінінів у плазмі крові (калікреїногену на 12,3% та калікрїну на 21,2% (р < 0,05), активність натрійуретичного гормону на 47,7% (р<0,05) без навантаження і на 125,7%  (р < 0,05) з сольовим навантаженням, знижує об’єм внутрішньосудинної рідини на 14,2% (р < 0,05), про що свідчить його салуретичний ефект. Бенфурам при гострому нефриті значно підвищує добове споживання рідини, добовий діурез, регулює водний баланс та концентрацію креатиніну в сечі (збільшення діурезу на 87,6% (р < 0,05), креатиніну – на 7,7%, починаючи з 1-го тижня лікування). 

6. Діуретичний ефект бенфураму зумовлений зменшенням реабсорбції іонів натрію в проксимальних у 2,4 рази (р < 0,05)  канальцях й у 1,52 рази  (р < 0,05) у дистальних канальцях нефронів. 

7. Встановлено, що бенфурам при застосуванні на тлі пітуїтринової гіпертензії виявляв гіпотензивну дію, зменшував гіперліпопротеїнемію, гіперхолестеринемію,  достовірно знижував вміст холестерину з 107,3 до 68,3%, (р < 0,05) і активність лактатдегідрогенази в стінці аорти на 57,8% (р<0,05), активність гліколітичних ферментів у печінці і рівень холестерину на 18,8% (р < 0,05). На моделі індометацинової гіпертензії бенфурам виявив суттєвий антигіпертензивний та антиаритмічний ефекти, а його вираженість і тривалість перевищувала антигіпертензивну дію еуфіліну (на 15,1%).  
8. На моделях хроматокалієвої нефропатії, доксорубіцинової нефропатії малих змін, ізадринової кардіоміопатії, доксорубіцинової кардіо- та нефропатії виявлено нефропротекторну та кардіопротекторну дію бенфураму при його застосуванні з профілактичною та лікувальною метою. Попереджаючи структурні зміни у серцевій тканині та нирках, застосування бенфураму запобігає розвитку патологічних реакцій при поєднаній експериментальній нефро- та кардіопатії.
9. Проведені дослідження при тривалому уведенні бенфураму не чинить негативного впливу на функціонування життево важливих органів і систем. На основі проведених досліджень встановлено, що бенфурам не викликає пошкодження слизової оболонки шлунка та дванадцятипалої кишки. 

10. Вивчені оригінальні гетероциклічні N-С8-заміщені і конденсовані похідні ксантину та їх амонієві солі є перспективним класом органічних сполук для розробки потенційних препаратів з діуретичною, серцево-судинною,  нейротропною, протизапальною, анальгетичною, нефро- та кардіопротективною активностями, що можуть застосовуватися для лікування поєднаної патології серцево-судинної системи і нирок.
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