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Анотація: В процесі проведеного дослідження встановлено відсутність токсичної дії при одноразовому внутрішньошлунковому введенні щурам густого екстракту з корнеплодів моркви (ГЕКМ) в дозі 5000 мг/кг, що свідчить про те, що ЛД50 ГЕКМ знаходиться за межами 5000 мг/кг. Згідно з токсикологічною класифікацією речовин К.К. Сидорова  ГЕКМ  належать до V класу токсичності – практично нешкідливих речовин. Вивчення впливу ГЕКМ на перебіг карагенінового запалення лапи у щурів показало значущу, майже на рівні препарату порівняння диклофенаку натрію, здатність ГЕКМ пригнічувати запалення. Отримані дані свідчать про високий ступінь  безпечності  ГЕКМ, та наявності в складі репаративної дії ГЕКМ значущого протизапального ефекту, що робить його перспективним для подальшого вивчення з метою створення нового лікарського засобу для лікування захворювань шкіри.
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Обʼєктом наших досліджень обрано густий екстракт з корнеплодів моркви посівної (ГЕКМ). Такий вибір обґрунтовано тим, що морква посівна (Daucuscarota L. subsp. sativus (Hoffm.) Roehl.) родини Селерових (Apiaceae) є представником харчових рослин і має достатню й стабільну сировинну базу та доказану нешкідливість для організму людини, багата на різні класи біологічно активних речовин, серед яких присутні каротиноїди (α-, β-, γ-, ξ-каротини), вітаміни (тіамін, рібофлавін, ніацин, фолієва кислота, вітамін С та Е), мінерали (калій, кальцій, фосфор, ферум, магній, цинк та ін.), пектинові речовини, леткі та фенольні сполуки, тощо [1, с.172]. В процесі аналізу даних літератури нами доведено [2, с.30], що рослина роду Селерових морква посівна, маючи  потужну, доступну та дешеву сировинну базу, є джерелом субстанцій, що містять суму біологічно активних речовин, перспективних для створення на їх основі нових лікарських засобів з цитопротекторною, протизапальною, нефропротекторною, ранозагоювальною, репаративною дією та є перспективними для впровадження в медичну практику з метою лікування пошкоджень шкіри. Базуючись на цих даних нами проведено дослідження з експериментального обґрунтування можливості застосування ГЕКМ в лікуванні опікових ран шкіри [3, с.244]. Отримані результати  дозволили зробити висновок про значущу ранозагоювальну дію густого екстракту з корнеплодів моркви, яка переважає в 2,7 разу таку препарату порівняння мазі «Вундехіл» на моделі опікової рани шкіри ІІ ступеню у щурів. Зроблено припущення, що значуща репаративна дія густого екстракту з корнеплодів моркви обумовлена високим вмістом β-каротину, який має доказані ранозагоювальні та репаративні властивості та застосовується в лікуванні ранового процесу. Результати проведеного дослідження свідчать про можливість застосування густого екстракту з корнеплодів моркви в лікуванні опікової рани шкіри [3, с.244].
Подальше вивчення нового потенційного лікарського засобу включає дослідження його безпечності та фармакологічних властивостей. Посилаючись на вищезазначене мета даної рооботи – визначення безпечності ГЕКМ шляхом вивчення гострої токсичності та впливу ГЕКМ на перебіг експериментальної запальної реакції у щурів, яка бере участь у перебігу опікової рани шкіри. 
Досліди проводили на експериментальних тваринах, вирощених у віварії ЦНДЛ ХНМУ, який обладнано відповідно до чинних санітарно-гігієнічних норм [4, с.508]. Дослідних тварин утримували на стандартному харчовому раціоні. Доступ тварин до води був завжди вільний. Під час експерименту тварини знаходилися у кімнаті для проведення досліджень при t = 18-24˚С, вологості не більше 55 %, природному світловому режимі «день-ніч», у пластикових клітках, на збалансованому харчовому раціоні. Дослідження проводилися з дотриманням правил біоетики – гуманного поводження з тваринами згідно з положеннями Європейської конвенції із захисту лабораторних тварин (м. Страсбург, 1986 р.) і IV-го Національного конгресу з біоетики (м. Київ, 2010) [5, с.145]. 
Отримані експериментальні дані статистично оброблені методом варіаційної статистики. Для отримання статистичних висновків застосовували однофакторний дисперсійний аналіз, або критерій Крускала-Уоліса для даних, які не підлягають нормальному закону розподілення, при порівнянні вибірок – застосовували методи множинних порівнянь (критерій Ньюмена-Кейлса для множинних порівнянь або критерій Манна-Уітні) при рівні імовірності р<0,05 [6, с.349].
З метою визначення безпечності та відтворення клініки гострого отруєння гостру токсичність ГЕКМ вивчали відповідно до методичних рекомендацій ДЕЦ МОЗ України на щурах обох статей після одноразового внутрішньошлункового введення [7, с.74]. Шлях уведення обраний базуючись на тому, що внутрішньошлунковий та топікальний шлях введення чинять резорбтивну дію та можуть викликати розвиток як бажаних, так і небажаних ефектів. Значення доз обирали відповідно до методичних рекомендацій ДЕЦ МОЗ України, в яких зазначено, що при виборі доз для  внутрішньошлункового введення лімітуючим показником при визначенні гострої токсичності є максимальна доза 4-го класу токсичності (малотоксичні речовини) – 5000 мг/кг. Якщо ця доза не викликає загибелі тварин, вважається недоцільним введення більшої дози. Отже для досліду нами була обрана доза ГЕКМ 5000 мг/кг, яку вводили одноразово внутрішньошлунково щурам самцям та самкам [7, с.74 ]. Після введення препарату за тваринами спостерігали протягом 14 днів та оцінювали загальний стан тварин, виживаність, динаміку маси тіла тварин, а по закінченні досліду після виведення тварин з експерименту проводили макроскопічну оцінку стану внутрішніх органів та систем, витягали органи та зважували їх з метою визначення масових коефіцієнтів. Інтегральним показником безпечності використання лікарського засобу є значення середньолетальної дози (LD50) та широти терапевтичної дії, які визначають за показником виживаність/летальність тварин [7, с.74 ].
Дослідження впливу ГЕКМ на перебіг запальної реакції проводили в порівнянні з класичним засобом диклофенаком натрію з доказаною протизапальною дією на моделі гострого карагенінового набряку стопи у білих щурів масою 180-200 г. загальноприйнятим методом [8, с.292].  Набряк викликали субплантарним введенням 0,1 мл 1% розчину карагеніну в одну із задніх кінцівок щурів дослідних та контрольних груп через 1 годину після введення препарату порівняння диклофенаку натрію у дозі 8,0 мг/кг  та ГЕКМ у дозах від 5 до 50 мг/кг відповідно. Контрольна група щурів одержувала еквівалентну кількість розчинника. Про розвиток набряку судили за збільшенням об'єму стопи, який вимірювали в динаміці через 1; 2; 3; 4 та 5 годин після введення флогогену за допомогою механічного онкометра за А.С. Захаревським [8, с.292]. Протизапальну активність препаратів виражали у % і визначали за здатністю зменшувати набряк у дослідних тварин у порівнянні з контрольними. 
Встановлено, що одноразове внутрішньошлункове введення ГЕКМ в дозі 5000 мг/кг не викликає загибелі щурів та симптомів інтоксикації, про що свідчить значення виживаності тварин на рівні 100%. У тварин після одноразового внутрішньошлункового введення ГЕКМ та у групі інтактних тварин протягом терміну спостереження відбувається фізіологічне збільшення маси тіла відносно вихідних даних. На 14 день експерименту при зовнішньому огляді фізіологічний стан дослідних не відрізнявся від інтактних тварин. 
Після виведення тварин з досліду під час розтину встановлено, що всі тварини мали охайний шерстний покрив та незмінені слизові оболонки природних отворів. Макроскопічне дослідження внутрішніх органів засвідчило відсутність ознак гіпо- або гіпертрофії органів, порушень кровообігу, запалення, пухлинного росту. При огляді порожнин тіла не виявлено наявності патологічного вмісту, спайок. Таким чином, за результатами макроскопічного огляду внутрішніх органів та порожнин тіла щурів обох статей встановлено, що одноразове введення ГЕКМ в дозі 5000 мг/кг є безпечним для тварин і не чинить патологічного впливу на стан внутрішніх органів та систем організму. Розрахунок та подальший аналіз показників коефіцієнтів маси внутрішніх органів тварин засвідчив, що введення ГЕКМ не викликало змін в  значеннях КМ більшості внутрішніх органів порівняно з тваринами інтактної групи. 
Отже, зважаючи на вищенаведені результати дослідження та на рекомендації ДЕЦ МОЗ України [7, с.74 ], встановлення середньолетальної дози ЛД50 ГЕКМ є неможливим, бо внутрішньошлункове введення максимально вводимої щурам дози 5000 мг/кг не викликало смерті або патологічних змін з боку функціонального стану організму тварин. Таким чином, комплекс проведених досліджень з вивчення гострої токсичності нового препарату  дозволив встановити відсутність токсичної дії при одноразовому внутрішньошлунковому введенні щурам ГЕКМ в дозі 5000 мг/кг, що свідчить про те що ЛД50 знаходиться за межами 5000 мг/кг. Згідно з токсикологічною класифікацією речовин К.К. Сидорова [7, с.74 ] ГЕКМ при одноразовому внутрішньошлунковому введенні належить до V класу токсичності – практично нешкідливих речовин. Зазначені результати свідчать про високий ступінь безпечності ГЕКМ, бо значення дози ЛД50 ГЕКМ при внутрішньошлунковому введенні лежить за межами 5000 мг/кг. 
Дослідження впливу густого екстракту з коренеплодів моркви на перебіг експериментального ексудативного запалення лапи у щурів, викликаного карагеніном, проведене згідно з методичними рекомендаціями ДЕЦ МОЗ України [8, с.292]. Відомо, що ексудативна фаза запалення, яка настає після альтерації тканин, відіграє важливу роль у розвитку всього комплексу тканинних змін при опіковому пошкодженні та хворобі шкіри. Провідним механізмом у розвитку ексудативної реакції є порушення проникності судин мікроциркуляторного русла, яке розвивається під дією медіаторів запалення. Динаміка об’єму набряку стопи представлена на рис. 1, а вираженість протизапальної дії у відсотках на рис.2.
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Рис.1.  Вплив ГЕКМ в дозах від 5 до 50 мг/кг та диклофенаку натрію в дозі 8 мг/кг на перебіг карагенінового набряку лапи у щурів.


Рис.2. Протизапальна активність ГЕКМ в дозах від 5 до 50 мг/кг та диклофенаку натрію в дозі 8 мг/кг в умовах гострого карагенінового набряку лапи у щурів.

Представлені на рис.1 результати свідчать про те, що найкращу ефективність ГЕКМ проявляє в дозі 30 мг/кг – середня за 5 годин протизапальна дія становить 58,44%, за динамікою впливу на перебіг запальної реакції наближаючись до референтного диклофенаку натрію, середня за 5 годин протизапальна дія якого складає  63,96%. Так, як демострує рис.2, вираженість протизапальної дії ГЕКМ в дозі 30 мг/кг через 1,2,3,4 та 5 годин після маніфестації запалення складає 62,5%, 48,6%, 55,4%, 52,2% та 73,5% відповідно. Зважаючи на наведену динаміку протизапальної дії ГЕКМ та те, що за даними Di Rosa зі співавторами [8, с.292], у перші 30-90 хвилин патогенезу розвитку карагенінового набряку беруть участь гістамін та серотонін, в інтервалі між 1,5-2,5 годинами – кініни, а між 2,5-5,5 годинами – простагландини, можна зробити висновок, що протизапальна дія ГЕКМ в дозі 30 мг/кг опосередковується через пригнічення медіаторів запалення гістаміну, серотоніну, кінінів та протстагландинів. Ми вважаємо, що цей механізм здатності ГЕКМ пригнічувати запалення обумовлений високим вмістом β-каротину, який будучи потужним антиоксидантом стабілізує мембрани клітин і може перешкоджати вивільненню вищеназваних медіаторів запалення та розвитку запального процесу, в тому числі і внаслідок опікового пошкодження шкіри [3, с.244].
Отже, в процесі вивчення гострої токсичності ГЕКМ  доведено відсутність токсичної дії при одноразовому внутрішньошлунковому введенні щурам ГЕКМ в дозі 5000 мг/кг, що свідчить про те, що ЛД50 цьго нового рослинного препарату знаходиться за межами 5000 мг/кг. Згідно з токсикологічною класифікацією речовин К.К. Сидорова  ГЕКМ  при одноразововму внутрішньошлунковому введенні належать до V класу токсичності – практично нешкідливих речовин. Результати дослідження впливу ГЕКМ  на перебіг експериментального ексудативного запалення лапи у щурів, викликаного карагеніном, свідчать про значущу, майже на рівні препарату порівняння диклофенаку натрію, здатність нового рослинного препарату пригнічувати ексудативні процеси в умовах експериментального запалення. 
Таким чином, отримані дані свідчать про високий ступінь  безпечності  ГЕКМ, та наявності в складі репаративної дії ГЕКМ значущого протизапального ефекту, що робить його перспективним для подальшого вивчення з метою створення нового лікарського засобу для лікування захворювань шкіри. 
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