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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemelor abordate. Problema surditatii isi pastreaza
actualitatea in conditiile tendintei de majorare a numarului de persoane care au deficienta de auz [1,
2]. Conform datelor din literaturd, cca 1,5-4% din populatia Terrei sufera de diferite forme ale otitei
medii cronice. Pana la 30% din populatie a suferit de cel putin un puseu de otita medie acuta [3]. In
Republica Moldova, arsenalul de produse medicamentoase autohtone cu aplicare topica auriculara
este destul de nesemnificativ. In tratamentul otitelor se utilizeaza picituri ce contin, ca principii
active, substante de sinteza, precum si naturiste, insa nu am identificat o combinatie de aceste
principii intr-0 singurad forma farmaceutica [1, 4, 5].

Principiile de baza ale tratamentului surditatii senzorineurale (SSN) acute sunt: eliminarea
factorului etiologic; inceperea tratamentului intr-un termen cat mai precoce de la debutul bolii. In
acelasi timp, eficacitatea tratamentului medicamentos in formele subacute de SSN este rezervata, iar
peste 90% din SSN cronice nu sunt compliante farmacoterapiei, favorizand astfel un procentaj inalt
de invalidizare a persoanelor hipoacuzice [6, 7, 8]. Medicamentele pot patrunde spre celulele-tinta
prin utilizarea nanoparticulelor. Produsele medicamentoase combinate (PMC) presupun asocierea
intr-un singur preparat comercial a doua sau mai multe substante active in doza fixd si sunt de
perspectiva in tratamentul afectiunilor analizatorului auditiv (AA) [8, 9].

Terapia medicamentoasa personalizata utilizeaza indicatori biologici sau ,,biomarkeri", cum
ar fi: secvente de ADN, prezenta sau lipsa unor receptori de substante chimice - ca indicatori ai
modului in care pacientii ar trebui tratati, dar si pentru a estima probabilitatea ca interventia sa
produci efectele scontate sau cele nescontate. In acest context relevam faptul ca nu doar tehnologiile
genomice sau alte omics-uri sunt esentiale, ci si factorii ecologici, si stilul de viatd sunt parte
integranta a medicinii personalizate [9, 10]. Aspectele mentionate sunt actuale pentru diagnosticul
genetic si pentru recuperarea protetica a SSN, mutatia 35delG a genei GIB2 fiind cea mai raspandita
pentru declansarea SSN nonsindromice prelabice in populatia europeana [9].

Pana in prezent exista aspecte care necesita 0 elucidare mai ampla privitor la: particularitatile
diagnosticului, in special cel molecular-genetic, prognosticul eficacitatii de recuperare in surditatea
de perceptie (SSN); micsorarea compliantei terapiei antibacteriene locale in afectiunile inflamatorii
ale urechii; eficacitatea rezervata a tratamentului al SSN [11, 12]. In acest context, sunt actuale si
importante cercetdrile stiintifice ce vor contribui la ameliorarea si/sau preintdmpinarea consecintelor
SSN, a maladiilor inflamatorii acute si a celor cronice ale urechii. Un interes stiintifico-practic
deosebit prezinta elaborarea unor scheme noi de tratament al SSN ce ar include utilizarea
medicamentelor combinate care contin principii active cu eficientd clinica si inofensivitate

demonstrata, precum si a unor produse combinate noi pentru farmacoterapia afectiunilor AA.



Scopul cercetdrii constd in: elaborarea si studiul actiunii curative a unor medicamente
combinate otoprotectoare, actualizarea diagnosticului molecular-genetic si audiologic, Stabilirea
factorilor de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive in afectiunile urechii.

Obiectivele cercetarii:
1) cercetarea farmaceuticd, evaluarea inofensivitatii si eficacitatii preclinice a unui produs
medicamentos combinat, sub forma de picaturi auriculare, cu continut de ciprofloxacina si ulei
volatil de busuioc pentru tratamentul otitelor;
2) determinarea toxicitatii acute si subcronice a unor produse medicamentoase combinate cu
administrare enterala in tratamentul surditatii senzorineurale (SSN);
3) stabilirea eficacitatii farmacologice otoprotectoare preclinice a unor produse medicamentoase
combinate cu principii active de sinteza si naturiste in tratamentul SSN induse;
4) studierea spectrului polimorfismelor genetice, implicate in conditionarea SSN nonsindromice la
hipoacuzici, si a nivelului de portaj la persoane fara patologie a analizatorului auditiv prin
determinarea ponderii mutatiei 35delG a genei GJB2;
5) optimizarea diagnosticului molecular-genetic si a celui audiologic la bolnavii cu SSN, in vederea
stratificdrii tratamentului si profilaxiei maladiei;
6) sporirea eficacitatii si operativitatii diagnostice prin elaborarea unei metode de prognostic al
scorului maxim de inteligibilitate vocala;
7) studiul clinic de determinare a efectelor antioxidante ale produselor medicamentoase combinate
NH-01 capsule si CAF-01 emulsie enterala;
8) stabilirea criteriilor de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la bolnavii hipoacuzici si
elaborarea unui algoritm de conduitd a SSN.

Metodologia cercetarii. Studiul disertational 1-am elaborat de tip: preclinic (farmaceutic,
farmacologic experimental) si clinic (diagnostic audiologic, genetic si tratament farmacologic). In
conformitate cu recomandarile actuale, respectand principiile Bunelor practici de laborator, am
efectuat cercetarile experimentale farmaceutice si farmacologice. Parametrii biochimici, audiologici
si genetici i-am examinat in concordanta cu metodele contemporane, accesibile si larg utilizate in
practica medicala, conform regulamentului Bunelor practici in studiul clinic. Lucrarile de referinta
au asigurat suportul metodologic al acestui studiu. Cercetarile au fost elaborate si examinate
conform recomandarilor privind proiectarea, elaborarea si redactarea lucrarilor stiintifice [1, 7].

Noutatea si originalitatea stiintifici. Au fost efectuate studii farmaceutice privind
combinarea principiilor active cu potential efect favorabil in corijarea farmacoterapeutica a
afectiunilor inflamatorii ale urechii. S-a elaborat in premiera o metoda de determinare a scorului de

inteligibilitate vocala in baza rezultatelor audiometriei tonale la pacientii cu maladii ale



analizatorului auditiv. Au fost stabilite pentru prima datd noi criterii de prognostic a indicilor
eficacitatii protezarii auditive la bolnavii cu SSN. S-a determinat eficacitatea otoprotectoare a
preparatelor medicamentoase CAF-01 si NH-01 in tratamentul complex al SSN si s-a evaluat
eficacitatea antimicrobiana si inofensivitatea preclinica a produsului CB-12. S-a studiat spectrul
polimorfismelor genetice si determinata ponderea diferitor forme ale SSN genetice nonsindromice
prin determinarea mutatiei 35delG a genei GJB2 pentru corijarea farmacoterapiei conform
principiilor medicinii personalizate.

Problema stiintificA importanta solutionata in teza. Cercetarile experimentale si clinice
efectuate au stat la baza elaborarii: unui nou concept de utilizare a preparatelor medicamentoase
combinate cu principii active de sinteza si naturiste in tratamentul afectiunilor inflamatorii si a celor
neinflamatorii ale urechii, a principiilor de prognostic al eficacitatii de diagnostic si recuperare
auditiva, precum si a diagnosticului genetic al SSN in vederea profilaxiei si majordrii eficacitatii
farmacoterapiei otoprotectoare.

Semnificatia teoreticid. Gratie acestui studiu fundamental, am obtinut noi cunostinte
teoretice referitoare la diagnosticul audiologic, am revalidat conceptul de testare molecular-genetica
a bolnavilor cu SSN nonsindromica, prognosticul eficacitatii farmacoterapiei, efectelor adverse ale
protezarii auditive. Pentru prima data am efectuat cercetarea preclinicd a produselor farmacologice
combinate cu principii naturiste si de sinteza, din punctul de vedere al efectelor otoprotectoare. In
baza acestor studii si a rezultatelor obtinute, am elaborat un suport teoretico-practic pentru o
abordare interdisciplinard i conceptuald sistemica in aspect de cercetare preclinicd si clinica de
explorare, un tratament farmacologic de recuperare a SSN si otitelor.

Valoarea aplicativi a lucririi. In baza unor cercetiri stiintifice interdisciplinare complexe,
am elaborat unele preparate medicamentoase combinate cu principii active de sinteza si naturiste in
maladiile inflamatorii si neinflamatorii auriculare si am evaluat eficacitatea clinica otoprotectoare a
produselor farmaceutice CAF-01 si NH-01. De asemenea am conceput un algoritm experimental
preclinic de monitorizare a functiei analizatorului auditiv la expunerea agentilor medicamentosi
ototoxici si otoprotectori. In acelasi context am reusit si elaboram si unele principii de prognostic al
parametrilor audiometriei vocale, al eficacitatii tratamentului farmacoterapeutic si al protezarii
auditive la bolnavii cu afectiuni ale urechii si sa perfectam diagnosticul molecular-genetic si
audiologic in vederea stratificarii pacientilor cu SSN si profilaxia patologiei respective.

Rezultatele stiintifice principale prezentate pentru a fi sustinute

Conform studiului elaborat, putem argumenta rationamentul combinarii in aceeasi forma

farmaceutica a substantei active antibacteriene ciprofloxacina hidroclorid cu un produs natural —

uleiul volatil de busuioc. Picaturile auriculare cu ciprofloxacina si ulei volatil de busuioc CB-12



poseda o activitate antibacteriand mai Tnaltd decat forma farmaceutica doar cu ciprofloxacing,
comparativ cu unele tulpini bacteriene (S.aureus (t.209); Ps.aeruginosa (tATCC 27853) si
E.faecalis (. ATCC 19433)).

Produsele medicamentoase combinate CAF-01, MI si NH-01 manifesta toxicitate redusa
(clasa de toxicitate 5 LDso > 2000 mg/kg) si eficacitate otoprotectoare in tratamentul SSN induse cu
gentamicina (parametrii otoemisiei acustice tip OEAT p<0,001). Administrarea acestora la subiectii
umani, de asemenea, contribuie la ameliorarea simptomaticii, confirmatd prin indicii hematologici,
biochimici si audiologici.

Metoda tehnologica de genotipare TagMan PCR sporeste performantele diagnosticarii
molecular-genetice ale deletiei 35delG (rs80338939) in gena GJB2. A fost elaborata si demonstrata
eficienta unor noi metode de prognostic al scorului maxim de inteligibilitate vocald si am stabilit
criteriile de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la bolnavii cu hipoacuzie, luand in
considerare factorii anamnestici si cei ai audiometriei tonale liminare si supraliminare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate in
activitatea practicd a catedrelor si laboratoarelor cu specificul farmacologie, farmacie, genetica
umana si a clinicilor ORL din cadrul USMF , Nicolae Testemitanu” (doua certificate de autorizare a
produselor, 12 acte de implementare a inventiilor si inovatiilor).

Aprobarea rezultatelor lucrarii. Conferinta Asociatiei Otologilor si Otoneurologilor a
Ucrainei (Kiev, 2007, 2012); Conferinta | Moldo-Ucraineana ,,Actualitati in otorinolaringologie”
(Chisinau, 2008); Conferinta ,,Probleme actuale in otorinolaringologia pediatrica" (Chisinau, 2010);
Congresul al XXXII-lea National ORL (Iasi, Romania, 2010); Congresul Roman de ORL si
Chirurgie Cervico-Faciala (Targu-Mures, 2012); Conferinta Zilele Spitalului Clinic de Recuperare
(Tasi, Romania 2013, 2014, 2015, 2016, 2018); Conferinta a IV-a ORL Pediatrie (Poiana Brasov,
Romania, 2013); Masa rotunda ,,Politici de integrare a persoanelor cu dizabilitati in cimpul muncii”
(Chisinau, 2014); Concursul ,, Topul Inovatiilor”, editia a V-a (Chisinau, 2014); Conferintele
Stiintifice Anuale ale Colaboratorilor si Studentilor ,,Zilele Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, (Chisinau, 2007, 2009, 2014); East-Horizon H2020/ICT Training
Workshop (Chisinau, 2014); Partnerig scientific Event and work-shop. Estonian Genomic Center
(Tartu, Estonia, 2014); Expozitia Internationald Specializata Euroinvent (lasi, Romania, 2013,
2014, 2015, 2016); Expozitia Internationald Specializata Inventica (Iasi, Romania, 2013, 2014,
2015, 2016); Expozitia Internationala Specializata Infoinvent (Chisinau, Republica Moldova, 2013,
2015, 2017); Expozitia Internationalda Specializata Pro Invent (Cluj-Napoca, Romania, 2014, 2015,
2016); Salonul de Inventii si Inovatii Inventika (Bucuresti, Romania, 2014); Salonul National al
Cercetarii si Inovarii (Bacau, Romania, 2014); Final Conference CHRONEX-RD Project (Chisinau,



2015); Congresul al Il-lea National de ORL Pediatrie (Iasi, Romania, 2016); 16-th International
Symposium and Summer School on Bioanalysis (Warshaw, Poland, 2016); Congresul al XVI-lea
National de Farmacie (Bucuresti, Romania, 2016); Simpozionul National de Oncologie, cu
participare internationala (Chisindau, 2016); Conferinta Nationala de Farmacie Clinica (Bucuresti,
Romaénia, 2017, 2019); Conferinta a XI-a Nationalda de Bioetica (lasi, Romania, 2017);
Simpozionul ,,Zilele Medicamentului - Medicamentul de la idee la clinica”. Editiile a XXVI-a si a
XXVIll-a (Iasi, Romania, 2018, 2019); Salonul International de Inventica INOVA, editia a 43-a
(Zagreb, Croatia, 2018); Conferinta nationald cu participare internationald ,,Actualitdti in
otorinolaringologie” (Chisinau, 2018); Conferinta stiintifica ,,Actualitati in farmacologie clinica
(Chisinau, 2018); I Congres al Societatii Romane de Audiologie (Iasi, 2019).

Distinctii la saloanele de inventica: medalii de aur — opt, medalii de argint — doua, medalii
de bronz — doua. Concursul ,,Topul Inovatiilor”, editia a V-a, Chisinau, Republica Moldova, 2014.
Diploma de mentiune - Locul |, sectia Sandatate si Biomedicina (colectiv de autori).

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la: Sedinta Societatii Stiintifice a
Farmacologilor si farmacologilor clinicieni din Republica Moldova, Chisinau, 29.11.2016,
30.01.2020; Sedintele Centrului Stiintific al Medicamenului din 28.10.2016, 30.10.2017; Sedinta
comund a Centrului Stiintific al Medicamenului si Catedrei de farmacologie si farmacie clinica,
USMF ,Nicolae Testemitanu” din 10.12.2019; Sedinta Seminarului stiintific ad-hoc al Institutului
Mamei si Copilului din 23.06.2020; Sedintele Seminarului Stiintific de Profil 314 Specialitatea
314.01 Farmacologie si farmacologie clinica din 17.11.2016, 30.11.2017, 11.09.2020; Sedinta
Comitetului de Etica a Cercetarii al USMF ,Nicolaec Testemitanu” — aviz pozitiv nr. 16 din
14.11.2016.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele stiintifice ale studiului sunt reflectate in 59 de lucrari
stiintifice publicate, dintre care 1 monografie monoautor; 3 articole in reviste stiintifice
internationale cotate (Wo0S, SCOPUS, COPERNICUS), 3 articole in reviste din strdinatate
recunoscute , 7 articole publicate in reviste din Registrul national cu categoria B, 8 cu categoria C, 5
fara categorie; 17 abstracte publicate in lucrarile conferintelor stiintifice internationale, 4 nationale;
7 materiale la saloanele de inventii, 4 brevete de inventii.

Structura tezei. Teza este expusa pe 230 de pagini text de baza si cuprinde: adnotare (in
limbile roméana, engleza si rusd), lista abrevierilor, introducere, cinci capitole, sinteza rezultatelor
obtinute, concluzii generale, recomandari practice, bibliografie din 259 de surse, declaratia privind
asumarea raspunderii si CV-ul autorului. Teza este ilustrata cu 79 de tabele si 47 de figuri.

Cuvinte-cheie: analizator auditiv, otite, surditate, diagnostic, farmacoterapie, recuperare

auditiva.



CONTINUTUL TEZEI
1. DIAGNOSTICUL, FARMACOTERAPIA SI UTILIZAREA RATIONALA A
MEDICAMENTELOR IN AFECTIUNILE URECHII

In capitolul 1 se face o analizi a datelor literaturii de specialitate referitoare la: aspectele de
etiopatogenie, diagnosticul audiologic si cel genetic, particularitatile medicatiei afectiunilor AA.

Tratamentul farmacoterapeutic al SSN difera in perioada acuta de cea cronica. Medicatia este
complexa si include administrarea remediilor din grupuri farmacologice diferite si utilizarea
metodelor fizioterapeutice [12]. Eficacitatea terapiei SSN brusc instalate este in stransa corelare atat
cu timpul de incepere a tratamentului medicamentos, cat si cu modul de administrare a preparatelor
[13]. PMC, continand in sine substante active cu diferita actiune, pot avea o sansa de succes mai
mare, deoarece, actionand asupra mai multor mecanisme ce intervin in declansarea starii patologice,
cresc probabilitatea de a obtine un raspuns terapeutic sporit si diminueaza reactiile adverse.
Intoxicatiile medicamentoase si nemedicamentoase ocupa un loc important in etiologia unor forme
de SSN [14]. Strategiile de tratament moderne al SSN sunt: farmacoterapia, protezarea auditiva,
mascarea electro-acustica a acufenelor, tratamentul chirurgical, psihoterapia etc. [6, 7, 15].

Prevalenta si caracterul potential invalidizant al SSN justificd orientarea unor eforturi
acest domeniu [15, 16, 17]. In acelasi timp, eficacitatea tratamentului medicamentos al afectiunilor
AA subcronice si, in special al formelor cronice, este destul de rezervata [16, 18]. Un procentaj inalt
de utilizatorii PA nu sunt satisfacuti de rezultatele protezarii [6,7]. Procesele inflamatorii ale urechii
medii, la randul lor, prezinta pericol prin posibilitatea dezvoltarii SSN si a complicatiilor supurate
endocraniene si generalizate. Astfel, devin oportune studiile ce vor contribui la preintampinarea SSN
(otoprotectie) ori ameliorarea consecintelor SSN [3,17]. Importanta este elaborarea noilor
medicamente pentru tratamentul afectiunilor inflamatorii supurative si nesupurative ale AA, in
scopul prevenirii dezvoltarii complicatiilor senzorineurale ale urechii interne [4, 19, 20].

Caracterul maladiei este un factor al conceptului de optimizare a compozitiei
medicamentului, luand in considerare exigentele fata de tratament si procesul evolutiv al acestuia.
Un medicament, conceput in concordanta cu cerintele moderne, trebuie sa fie o forma farmaceutica
comoda, stabild, acceptata de pacient, care sa furnizeze in acelasi timp o doza corectd de substantd
medicamentoasa, intr-un sistem fizico-chimic biodisponibil si activ terapeutic [21, 22]. Realizarea
acestor principii poate fi efectuata prin alegerea optima a parametrilor corespunzatori fizico-chimici
si biofarmaceutici ai substantelor active si auxiliare. Astfel, elaborarea si aprobarea noilor produse
medicamentoase, inclusiv pentru tratamentul afectiunilor AA, in tara noastra continud sa fie 0

problema medico-sociala de actualitate [7].



2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE
Studiul elaborat reprezinta o cercetare complexa, in care au fost utilizate numeroase metode
moderne de investigare, conform etapelor stabilite: studii experimentale preclinice (farmaceutice si
farmacologice), studii clinice: randomizate, retro-prospective. Cercetarile preclinice farmacologice,
farmaceutice, biochimice si microbiologice ale produselor medicamentoase au fost efectuate la:
Centrul Stiintific al Medicamentului; Catedra de farmacologie si farmacie clinica; Laboratorul de
biochimie; Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare; Catedra de epidemiologie.

In cercetarile preclinice au fost utilizati: 192 de soareci (Rodeta Muridae domesticus); 228 de
sobolani (Rattus Muridae) pentru a determina toxicitatea si 30 de sobolani pentru a stabili efectele
otoprotectoare ale urmatoarelor produse medicamentoase combinate: ,,Flamena”, emulsie orala, 100
ml (denumirea de lucru - CAF-01). Principii active: glicina — 150 mg, dihidroquercetina — 6 mg/5
ml. Certificat de autorizare in Republica Moldova nr. 23972. Produsul medicamentos combinat
,Neamon-hepa”, capsule, 834 mg (NH-01), elaborat in cadrul CSM al USMF , Nicolae
Testemitanu”, contine urmatoarele substanfe active: aspartat de arginind — 450 mg, spironolactona —
24 mg si produsul indigen BioR — 9 mg, pentru prima data propuse sub forma unei combinatii fixe
de medicamente (Certificat de inovator nr. 5177 din 10.01.2013). Produsul ,,Merion”, suspensie,
100 ml (M), reprezintd un complex de vitamine lipo- si hidrosolubile, microelemente, nanoparticule
de zinc (Aviz Sanitar pozitiv al MS RM pentru produsele alimentare si nealimentare (nr. 2253 din
24.09.2015). Produsul CB-12 picaturi auriculare, elaborat in cadrul CSM (Certificat de inovator nr.
5308 din 15.02.2014). Principii active: ciprofloxacina clorhidrat — 150 mg, ulei volatil de busuioc —
200 mg. 1In acest scop am utilizat urmitoarele metode de cercetare chimico-farmaceutica:
spectrofotometria UV, cromatografia HPLC si GC; metode farmacologice — determinarea toxicitatii
acute, toxicitatii subcronice si modelarea SSN cu evaluarea efectelor ototoxice si otoprotectoare ale
produselor farmaceutice; estimarea activitatii antimicrobiene a picaturilor auriculare CB-12.

Studiile clinice au tinut de diagnosticul audiologic, genetic si protezarea auditivd a SSN,
precum si de evaluarea tratamentului farmacologic al produselor combinate CAF-01 si NH-01.
Cercetarile au fost efectuate in cadrul: Laboratorului de genetica — preluarea probelor sangvine si
diagnosticul mutatiilor genetice la bolnavii cu SSN si la persoane fara patologie auriculara; Catedrei
de otorinolaringologie si Centrul de Audiologie, protezare auditiva si reabilitare medico-pedagogica
— stabilirea criteriilor de prognostic al inconvenientelor protezarii auditive, precum si a scorului de
inteligibilitate vocala; Spitalului Medpark - diagnosticul audiologic al nou-nascutilor si al sugarilor;
Catedrei de oncologie, USMF ,Nicolae Testemitanu” - determinarea eficacitatii antioxidante a
produsului CAF-01.
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Grupurile pacientilor din cadrul studiilor clinice: a) 20 de pacienti (barbati, femei), varsta 18-
29 de ani, cu SSN (determinarea mutatiei genei GJB2 35 del G); b) 83 de pacienti, de ambele sexe,
varsta 7-40 de ani, cu SSN cronicd, protezati auditiv pentru stabilirea criteriilor de prognostic al
audiometriei vocale si a inconvenientelor protezarii auditive; ¢) 502 copii nou-nascuti pentru
diagnosticul audiologic primar; d) 100 de adulti, 18-30 de ani, de ambele sexe, fard patologie
auriculara, pentru determinarea portajului mutatiei 35delG in gena GJB2; €) 38 de bolnavi pentru
determinarea efectelor antioxidante ale produselor CAF-01 si NH-01. Studiul genetic a fost unul de
tip ,nested case control”. Pacientii au fost testati molecular-genetic pentru evidentierea
polimorfismului mononucleotidic al mutatiei genei GJB2 prin aplicarea solutiei de genotipare prin
tehnica TagMan, bazata pe setul de primeri specifici si sonde oligonucleotidice, marcate cu
fluorescent. In acest scop am utilizat setul Custom TagMan SNP Genotyping Assay, Human
(ThermoFisherScientific, https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379), cu
urmatoarea descriere tehnica de sonde oligonucleotidice cu fluorescenta: FAM - pentru a identifica
Wild Type Allele (wt) si, respectiv, VIC - pentru a constata forma alelica cu deletia 35delG
(rs80338939). Am utilizat criteriile de calitate precum > 95%, in conditii de analiza a rezultatelor, in
baza datelor pre-PCR si post-PCR, pentru determinarea automata a genotipului. Probele, care nu
satisfaceau conditia data, se eliminau din analiza curenta si se regenotipau.

Rezultatele cercetarilor au fost prelucrate statistic, utilizindu-se metodele: calculul mediei
aritmetice (M) si al erorii aritmetice (m); criteriul de corespundere X% coeficientul de corelare;
analiza discriminanta. Pentru a compara variabilele continue intre grupe, am aplicat testele t-Student
si Fisher. Am calculat diferentele dintre valorile medii statistic semnificative (p<0,05) si intervalul
lor de incredere 95%. Pentru a stabili gradul de coincidenta a fenomenului studiat, am utilizat
indicele Pearson.

3. ELABORAREA PRODUSELOR MEDICAMENTOASE COMBINATE CU
POTENTIALE EFECTE OTOPROTECTOARE

3.1. Elaborarea picaturilor auriculare CB-12

In urma studiilor efectuate in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului si Clinicii ORL
Pediatrie a USMF ,Nicolae Testemtanu”, am obtinut o noud compozitie medicamentoasa combinata
CB-12 - picaturi auriculare pentru tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii. Ne-am propus ca
obiectiv extinderea portofoliului de preparate medicamentoase pentru tratamentul otitelor externe,
otitelor medii acute si a celor cronice atat fara perforatia membranei timpanice, cat si la cele
perforative.

Aspecte tehnologice de formulare a picaturilor auriculare. Procesul de elaborare a

preparatului medicamentos CB-12, care contine in calitate de principii active clorhidratul de
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ciprofloxacina si uleiul volatil de busuioc, s-a efectuat prin parcurgerea unor etape clasice de
forma farmaceutica; 2) elaboratea compozitiei si tehnologiei de preparare; 3) preformularea si
conceperea tehnologiei de preparare pentru picaturi auriculare combinate; 4) eclaborarea metodelor
de analiza pentru CB-12; 5) standardizarea formei farmaceutice.

La etapa de preformulare am pornit de la premisa realizarii unei concentratii suficient de
mare de medicament in tesuturi cu un minim de doze, astfel incat sa poata fi utilizat un regim de
dozare simplu pentru tratarea sau prevenirea infectiilor bacteriene. In acest scop, am elaborat o
tehnica de incorporare specifica pentru formarea sau furnizarea unui depozit antibacterian la contact
cu suprafetele urechii. Absorbtia substantelor active depinde atat de concentratia de medicament
dizolvata, cat si de durata de contact a tesutului extern cu fluidul care contine medicamentul.
Deoarece medicamentul poate fi eliminat printr-un fluid si/sau absorbtie in tesutul urechii, este
foarte importanta etapa de selectare a excipientilor, care ar facilita incarcarea tesutului otic, avand
in vedere rata de penetrare tipica lenta si cea scazuta a antibacterienelor slab solubile in apa.

Pentru a ajusta un mediu optim fiziologic al urechii, am utilizat solutia tampon citrat cu pH
7,8, care asigurd mentinerea pH-ului in forma farmaceutica in limitele 5,5-7,5. S-a asigurat o
vascozitate constantd pentru eliberarea lenta a ciprofloxacinei, inclusiv pentru cresterea timpului de
contact al antibioticului cu tesuturile urechii, marind astfel gradul de absorbtie a medicamentului si
durata actiunii formuldrii in ureche, prin addugarea, in formula picaturilor, a polietilenglicolului
(PEG) 400. Polisorbatul 20 are menirea de a functiona in calitate de tensioactiv, ajutand la
incorporarea uleiului volatil de busuioc, fiind mai inert si putin sensibil la variatii ale pH-ului.
Nipagina, in calitate de conservant, asigura stabilitatea compozitiei.

La elaborarea tehnologiei de preparare a picaturilor auriculare combinate, am respectat
etapele prevazute de FR X [12]: etapa pregatitoare, dizolvarea, filtrarea, ambalarea, controlul
calittii, fiind abordate mai multe particularitdti ce tin de caracterul Tncorporarii principiilor active.
Astfel, initial a fost preparatda emulsia primara de ulei volatil de busuioc cu polisorbat 20. La
emulsia primara am adaugat portionat apa purificata (circa % din volumul ei) si excipientii (PEG
400 si nipagina), prealabil dizolvati intr-o cantitate minima de apa purificata din restul volumului.
S-a amestecat minutios si apoi am adaugat clorhidratul de ciprofloxacina, dizolvat intr-o cantitate
minima de apa din restul volumului. lardsi s-a amestecat minutios si am omogenizat emulsia. S-a
masurat pH-ul si, la necesitate, am ajustat, cu ajutorul solutiei tampon citrat cu pH=7,8 (ad 1 ml),
pana la pH-ul cuvenit 5,0-7,5. Emulsia obtinuta am transferat-o intr-un pahar gradat de 50 ml si I-am

completat pana la cota cu cealalta parte a solventului.
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Elaborarea metodelor de analiza pentru piciturile auriculare cu ciprofloxacina

FR X prevede controlul unor parametri specifici pentru picaturile otice. Am determinat pH-ul
potentiometric (valoarea obtinutd - 5,3): masa totala pe recipient am stabilit-0 prin cantarirea
individuala a continutului din zece recipiente, abaterile de la masa constituind 2,1%, ceea ce
corespunde normelor prevazute. Clorhidratul de ciprofloxacina l-am identificat prin metoda
spectrofotometrica in UV si prin efectuarea reactiei la cloruri.

Dozarea clorhidratului de ciprofloxacina s-a efectuat la fel spectrofotometric, in raport cu
ciprofloxacina standard cu puritate 99,99%. La elaborarea tehnicii de lucru, am tinut cont de studiul
comportamentului spectral al substantei standard.

A fost preparata solutia etalon cu concentratia 4 pg/ml in HCL 0,1M, solutia proba de forma
farmaceutica si solutia placebo; am evaluat absorbanta la spectrofotometru in cuva cu grosimea 1
cm, la lungimea de unda 27742 nm (fig. 3.1). In calitate de solutie de referinta a servit solutia 0,1M
de HCI. Rezultatele dozarii au fost evaluate statistic. Astfel, am validat metoda spectrofotometrica
de dozare a clorhidratului de ciprofloxacina din picaturile auriculare [23].

Uleiul volatil de busuioc a fost dozat prin cromatografie de gaze, in baza continutului de

linalool, deoarece acest principiu activ se regaseste in cantititi maxime [24].
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Fig. 3.1. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiei standard de clorhidrat de ciprofloxacina
. 4,0 pg / ml (a), solutie proba (b) si placebo (c)
In procesul elaborarii picaturilor auriculare combinate CB-12, a fost argumentat teoretic

rationamentul combinarii, in aceeasi forma farmaceutica, a remediului antibacterian cu un produs
natural — uleiul volatil de busuioc. Am studiat compatibilitatea ciprofloxacinei cu uleiul de busuioc
prin metode spectrale si cromatografice, care au demonstrat ca substantele sunt compatibile si pot fi
asociate in aceeasi forma farmaceutica. In procesul de preformulare am studiat excipientii in functie
de proprietdtile fizico-chimice ale substantelor medicamentoase, fiind stabilitd tehnologia de
preparare pentru picaturile auriculare. Au fost elaborate metodele de analiza si de standardizare a
principiilor active din picaturile auriculare. S-a validat metoda spectrofotometrica UV de dozare a

clorhidratului de ciprofloxacina si am introdus-o in proiectul specificatiei de calitate (DAN).
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3.2. Elaborarea produsului NH-01

In cadrul CSM, am conceput tehnologia produsului farmaceutic ,,Neamon-hepa”, capsule, 834
mg N30 (NH-01), avand ca principii active L-aspartat de L-arginina, spironolactona si produsul
BioR, elaborat la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, sub conducerea
academicianului Valeriu Rudic, dr.hab.st.med., profesor universitar.

Fluxul tehnologic de elaborare a NH-01 a inclus urmatoarele etape de baza: cercetarea
materiei prime si a excipientilor, uscarea componentelor cernute, cantarirea si masurarea volumului
componentelor, impregnarea lactozei cu sol. BioR, uscarea lactozei cu BioR si pulverizarea
amestecului uscat, pregatirea mixurilor: I (spironolactona: lactoza anhidrda in raport 1:2), II (se
amesteca mixul I cu lactoza impregnatd cu BioR), III (se amestecad mixul II, amidon de porumb,
celuloza microcristalina, stearat de magneziu), V- final (se amesteca mixul III cu aspartat de L-
arginind uscatd), conditionarea in capsule, ambalarea capsulelor In ambalaj primar (flacoane),
amplasarea ambalajului primar in unul secundar, ambalarea colectiva. Continutul capsulei reprezinta
0 pulbere de culoare alba, cu nuanta galbuie si miros caracteristic slab.

In cadrul cercetirilor de elaborare a metodelor de standardizare si a tehnologiei produsului
farmaceutic NH-01, efectuate in Laboratorul analiza, standardizarea si controlul medicamentului al
CSM, a fost studiata aplicabilitatea unor metode farmacopeice si nefarmacopeice de analiza a
substantelor active. Pentru a standardiza produsul finit, s-a elaborat metoda spectrofotometrica a
dozarii spironolactonei pentru testul de dizolvare a produsului. A fost conceputa metoda de
identificare a preparatului BioR, in componenta formei farmaceutice, dupd continutul acidului
glutamic, precum si metoda HPLC corespunzatoare. Pe baza rezultatelor obtinute, am perfectat toatd
documentatia tehnica de normare a produsului cercetat.

In procesul de elaborare a metodelor de analiza si standardizare, am tinut cont de structura si
cerintele prezentate de ghidurile internationale de perfectare a documentatiei analitice de normare a
calitatii produselor medicamentoase [19]. Pentru a identifica spironolactona si aspartatul de arginina,
a fost elaborata metoda de cromatografie de lichide de nalta performantda (HPLC). Aceeasi metoda
am utilizat si in cazul elaborarii metodelor de dozare a acestor substante. Perioadele de retentie a
picurilor cromatografice, din proba analizatda la efectuarea testului ,,Dozarea spironolactonei”,
trebuiau sa corespunda timpilor de retentie a picurilor din solutia standard. Similar am procedat si in
cazul aspartatului de arginina, in care timpii de retentic a picurilor cromatografice din proba
analizata la efectuarea testului ,,Dozarea aspartatului de arginina” trebuie sa corespunda timpilor de
retentie a picurilor din solutia standard de arginina si acid aspartic. Metoda HPLC de dozare a

principiilor active am realizat-o, utilizand faza stationara inversa ,,Phenyl”, ea fiind optima, care

14



permite a doza preparatul prin calcularea unui singur pic cromatografic. In acest sens am verificat
liniaritatea si repetabilitatea metodei propuse.

Am obtinut si conditii de separare cromatograficad optimd, utilizand in compozitia fazei
mobile acetonitrilul (ACN), in loc de metanol, fapt care a influentat pozitiv forma picurilor si
eficienta sistemului cromatografic. Aceasta metodd poate fi utilizata pentru identificarea
spironolactonei dupa timpul de retentie si pentru a determina concentratia in testul de dizolvare.
Concomitent, am optimizat si metoda de spectrofotometric in UV pentru a stabili concentratia
spironolactonei in testul de dizolvare.

Metoda HPLC de dozare a aspartatului de L-arginina a inceput cu studiul preliminar al
spectrului UV, care permite detectia lui directa in concentratii relativ mari. Pe faza stationara ACN
(in regim cu faza normald) L-arginina se retine mai bine (fig. 3.2). Metodele elucidate le-am inclus
in compartimentul Dozare al monografiei farmacopeice Neamon-hepa. Elaborarea produsului
medicamentos combinat respectiv a fost posibila inclusiv datoritd cercetarilor regretatului profesor

universitar Boris Parii.
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Fig. 3.2. Forma picului L-argininei si eficienta sistemului cromatografic in functie de
concentratia acetonitrilului in faza mobila. Conditii cromatografice: coloana Extrasil CN, 3 um,

4 x 75 mm; faza mobila: acetonitril —tampon fosfat (0,01M H3zPO,4 + 0,01M KH,PO,), debit 1,5
ml/min.; detectie in UV, 210 nm

In cadrul cercetarilor farmaceutice am studiat si am prezentat excipientii utilizati la
formularea picaturilor auriculare CB-12, in functie de proprietatile fizico-chimice ale substantelor
medicamentoase selectate, ceea ce a servit ca baza pentru efectuarea studiilor de preformulare. Drept
confirmare a cercetarilor la etapa de preformulare, am constatat formula optima pentru picaturile
auriculare combinate. Studiile farmaceutice demonstreaza compatibilitatea fizica si cea chimica
ale componentelor, stabilitatea acestora atat in procesul de formulare, cat si pe toata perioada de
valabilitate a medicamentului si determinda parametrii tehnologici de preparare a formei
farmaceutice selectate a produselor CB-12, picaturi auriculare, si NH-01 capsule. Rezultatele

cercetarilor farmaceutice au servit ca reper pentru initierea investigatiilor farmacologice preclinice,
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pe animale de laborator, de determinare a inofensivitatii si eficacitdtii produselor medicamentoase
combinate CB-12 si NH-01. Metodele de analiza si de standardizare, precum si cele de
preformulare, formulare si optimizare a CB-12, elucidate in prezenta lucrare, pot fi utilizate la
aprecierea calitatii, la elaborarea documentatiei analitice si ca baza metodologica pentru
laboratoarele de cercetare-dezvoltare a producatorilor preocupati de ajustarea formulelor si

tehnologiilor pentru medicamentele combinate.

4. CERCETAREA TOXICITA’[II SI EFICACITA’[II FARMACOLOGICE PRECLINICE
ALE PRODUSELOR MEDICAMENTOASE COMBINATE OTOPROTECTOARE
4.1. Studii de determinare a inofensivititii si eficacititii medicamentoase ale produsului CB-12

Prin metoda dozelor fixe, am constatat toxicitatea acuta (TA) a produsului CB-12, stabilind
clasa de toxicitate, conform TG 423: Acute Toxic Class Method (ATCM, recomandat de Organizatia
Economica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD), si dupa metoda Kerber, prin determinarea
dozei letale medii LDsg (LDsp), care indica mortalitatea a %2 din animalele de laborator incluse in
experiment (10, 11).

La 24 de femele, am administrat enteral preparatul studiat pentru loturile investigate (CB-12)
si substanta de referinti sol. 0,9 % NaCl la sase femele din lotul- martor. In acelasi timp, la 24 de
masculi, am inoculat intraperitoneal preparatul studiat la loturile cercetate si aceeasi substanta de
referinta la sase din lotul-martor. Produsele testate le-am administrat intr-o singura priza. Cantitatea
de lichid administratd a fost calculata in functie de masa individuald a animalelor de laborator,
cantarite inainte de experiment (0,3 ml/g). Pentru a stabili TA, produsul CB-12 a fost administrat
soriceilor enteral, prin gavaj, in doze de 100, 600, 1000, 2000 mg/kg, si intraperitoneal, prin
injectare, in doze de 75, 300, 600, 1250 mg/kg. Preparatul studiat I-am diluat in volume constante de
solutie fiziologica de 0,9% (cate 3-5 ml pentru fiecare animal de laborator), in functie de doza
substantelor si cantitatea de lichid maxim admisibil pentru administrare.

Rezultatele obtinute ne-au permis sa stabilim ca LDy pentru administrarea enterala este de
300 mg/kg, iar pentru inocularea parenteralda - 100 mg/kg. Procentajul maxim de letalitate LD34
pentru administrarea enterala 1-am stabilit la dozele 600, 1000 mg/kg. Astfel, matematic, am calculat
posibila LDgse, = 441 mg/kg, dozele LDsgo, LDsgas, LD10oy nefiind stabilite. Procentajul maxim de

letalitate LDsy pentru administrarea parenterala a fost stabilit la doza 1000 mg/kg. Am calculat si

a determina LDjgp, nu am reusit sa calculam LDsy dupa metoda Kerber.
Asadar, rezultatele studiului au relevat 0 toxicitate redusa a preparatului respectiv si,

totodata, au servit ca premisa pentru continuarea investigatiilor farmacologice a produsului CB-12.
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Determinarea inofensivitatii otoprotectoare a produsului CB-12

Concentratiile farmaceutice cu corespunderea dozelor respective de 100 mg/kg si 1000
mg/kg a compusilor studiati au fost diluate in volume constante de solutie fiziologica de 0,9%, in
functie de doza substantelor si cantitatea de lichid maxim admisibila pentru administrare.

Studiul farmacologic a fost efectuat pe: 18 sobolani (masculi). Lotul 1 — martor
(administrarea solutiei 0,9% NaCl), lotul 2 — ototoxicitate medicamentoasa cu solutic de
gentamicina, lotul 3 — solutie 0,9% NaCl + CB-12. Animalele au fost obtinute din aceeasi sursa si
mentinute in conditiile de viatd ale laboratorului (cutii standarde de masa plasticd) pentru
aclimatizare. Conditiile de trai si cele de alimentare au corespuns cerintelor sanitare si normelor de
alimentare. Pentru utilizarea apei au fost stabilite autoapeducte. Animalele au fost supravegheate
timp de 30 de zile. In timpul observatiilor, am inregistrat comportamentul animalelor, consumul
alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la excitantii fizici (lumina,
zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor. Vizual am determinat tabloul clinic al
intoxicatiei. Animalele au fost cantarite la prima, a 14-a si a 30-a zile (inainte de eutanasie).

In cadrul studiului preclinic pe animale de laborator (sobolani), am constatat ci compusul
CB-12 nu poseda efect ototoxic. Astfel, poate fi administrat local in conductul auditiv extern, pentru
tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii externe si urechii medii, cu si fard perforatia
membranei timpanice.

Cercetiri bacteriologice de determinare a eficacitatii produsului CB-12

Activitatea bacteriostatica (CMI) a produsului CB-12 variaza in limitele dilutiilor 1:8 - >
1:512 si constituie fata de Acinetobacter in dilutie 1:8, fatd de E.coli, Ps.aeruginosa, Kl.pneumoniae
51 Styphimurium - in dilutie < 1:128, fata de S.aureus (t.209), E.fecalis si Pr.vulgaris - in dilutie < 1:
> 512 (p<0,001) (tabelul 4.1).

Activitatea bactericida - (CMB) a produsului CB-12 variaza in limitele dilutiilor 1:2 - <
1:512 si constituie: fatd de K/.pneumoniae - in dilutie de 1:2, fatd de E. faecalis, S.Typhimurium si
Acinetobacter - in dilutie de 1:4, fatd de S.aureus (t.209) - in dilutie de 1 :32, fata de E.coli si
Ps.aeruginosa - in dilutie < 1: 128, iar fata de Pr.vulgaris - in dilutie < 1:512.

Rezultatele testarilor denotd faptul ca picaturile auriculare CB-12 poseda o activitate
antibacteriand mai inalta decat forma farmaceuticd doar cu ciprofloxacina, comparativ cu unele
tulpini bacteriene (S.aureus (t.209); Ps.aeruginosa (t.ATCC 27853) si E.faecalis (t.ATCC 19433,
p<0,001. De aici putem deduce ca uleiul volatil de busuioc potenteaza activitatea ciprofloxacinei in
combinatie, in special asupra unor tulpini de microorganisme, care prevaleazd in declansarea

otitelor.
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Tabelul 4.1. Rezultatele cercetarilor microbiologice ale produsului CB-12

Test-culturi bacteriene

E.faecalis . :
Substanta S.aureus (t.209) (tl&g%)c E'Cozhss(até/;)m (EZ_T_fgggzl;lg;g)
CMI | cMB | cMI |cMB| cMmI | cMB | cMI | cMB
dilufie | >1:512 | 1:32 | >1:512 | 14 | >1:128 | 1128 | >1i2g | TP
Produsul | g/l | 58593 | 93,75 | 58593 | o | 23437 | 23437 | 23437 | 23,437
CB-12 cip) | * x x 5 5 5% | 5
hghml | 181120 781x | 1000 | 3125 | 3125 | 31.25% | 31.25%

dilutie | >1:256 1:16 >1:256 | 1:4 | >1:128 | >1:128 | >1:64 | >1:64

Ciprofloxacin

Terde | meml | 11718 [ oo o [10710 [ o[ 23487 | 23437 | 46875 | 46,875

busui cip) 5 5 5

usuloc -
separate | uemnl | 15525 | o5o 0 | 902 | 1000 | 3125 | 3125 | 625% | 625
us ’ ’ ’ ' ,
,,Placebodei)lcmplenp 11 1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1
e e | 008 0,25- 001- 0.03-
20 20 0,16 4,0

bibliografice) ng/ml

% 0.062 0.25 0125 | 0.25 | 0.031 | 0.031 >0.5 >0.5

(2)500' 3100 | 3100 | 50000 | 5000,0

,,Oleum
basilicum” pug/ml | 620,0 | 2500,0 | 1250,0

CMI reprezinta concentratia minima de inhibitie (ug/ml), CMB — concentratia minima bactericida
(ng/ml).

* — diferenta statistic semnificativa dintre CB-12 si forma farmaceutica separata ciprofloxacin si
uleiul volatil de busuioc, p < 0,001.

Farmacoterapia si reabilitarea complexa a pacientilor cu maladii auriculare inflatatorii acute
si cronice sunt in corelatie cu valorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau suplimentelor
lor cu efecte antimicrobiene. Numarul surselor vegetale cu proprietati polivalente, concomitent si
stimulente, este insa redus. Pentru solutionarea problemei in cauza, drept oportuna poate fi
consideratd utilizarea medicamentelor combinate, obtinute din preparate cu eficientd clinicd si
inofensivitate bine demonstrate, cu efecte polivalente. Astfel, este salutar uleiul de busuioc in

produsul CB-12, prin majorarea efectului de potentare antimicrobian.
4.2. Evaluarea inofensivititii produsului NH-01

Pentru a stabili TA, am administrat produsul CB-12 soriceilor enteral, prin gavaj, in doze de
100, 600, 1000, 2000 mg/kg si intraperitoneal, prin injectare, in doze de 75, 300, 600, 1250 mg/kg.
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La administrarea enterald a dozei de 50 mg/kg si supravegherea timp de sapte zile, nu am
constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea NH-01 in doze de 300, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada de
hipodinamie si reducerea reactiei la stimulii exogeni. Toate animalele au revenit la starea initiala pe
parcursul a primelor 24 de ore (300 mg/kg) si 24-48 de ore (pentru 2000 mg/kg). La animalele din
lotul, carora le-am administrat NH-01, am constatat inapetenta si diaree pe parcursul primelor 48-72
de ore. La o femeld, careia i-am inoculat NH-01 in doza de 2000 mg/kg, am constatat diaree,
diminuarea activitatii motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni, cu
dezvoltarea unei stari terminale (gasping) si decesul acesteia in decurs de 48 de ore (la a 2-a zi).

In perioada primelor trei zile dupa administrarea preparatelor studiate la animale, ocazional,
la dozele de 300 si 2000 mg/kg, am constatat: somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree, simptome
care au revenit la normalitate in una-doud zile. Pornind de la rezultatele obtinute pe sobolani, am
estimat LDso. De asemenea, nu am constatat deosebiri semnificative intre dinamica cresterii masei
corporale si consumul alimentelor la animalele din lotul de cercetare si cel martor. La necropsie, nu
am stabilit modificari patologice vizibile in lotul experimental si cel martor.

Produsele NH-01, capsule (care contine BioR - extract din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensi; aspartat de arginina si spironolactond) si CAF-01 (care reprezinta o combinatie dintr-un
principiu activ de sinteza — glicina si unul vegetal — dihidroquercitina) poseda un potential efect oto-
protector si pot fi utilizate in ,,schemele” farmacoterapeutice ale SSN. De perspectivad sunt studiile
de determinare a eficacitdtii produselor NH-01, CAF-01 in tratamentul complex al bolnavilor cu
afectiuni cronice asociate cu SSN. O directie importanta pentru tratamentul SSN constituie
elaborarea si utilizarea 1n practica medicald a preparatelor medicamentoase combinate, ce contin atat

substante de sinteza, cat si naturiste.

4.3. Studii preclinice de determinare a inofensivitatii compusului medicamentos
CAF-01

Anterior, in cadrul determinarii toxicitatii acute, administrarea produsului CAF-01 in doze de
300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la
stimulii exogeni. Majoritatea animalelor au revenit la starea initiala pe parcursul primelor patru ore
(300 mg/kg) si 24 de ore (pentru 1000, 2000 mg). LDs, conform metodei TG 423: Acute Toxic Class
Method, am estimat-o la> 5000 mg/kg inofensiva, clasa de toxicitate 5.

Influenta preparatului asupra supravietuirii §si masei corporale. Pe parcursul studiului
toxicitatii subcronice, nu am constatat decese, modificari in comportamentul si activitatea motorie

spontana a animalelor din lotul-martor si cel experimental. Sobolanii erau in miscare activa,
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intrebuintau hrana si apd. Starea mucoaselor si invelisului cutanat era in norma, fara schimbari
patologice. Culoarea urinei era galben-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara
focare de alopecie, dintii pastrati. Mucoasele vizibile erau palide, lucioase, netede. La palpare, glan-
dele mamare ale femelelor — fara induratii si fara eliminari. Deformari sau edeme ale extremitatilor
nu s-au remarcat.

Asadar, in timpul desfasurdrii experimentului, nu am constatat decese ale animalelor de
laborator, ceea ce indica cumularea redusa a preparatului cercetat si tendinta de dezvoltare a
dependentei in dozele cercetate. Dinamica masei corporale la sobolanii din lotul-martor si cei carora
le-am administrat CAF-01 nu au prezentat deosebiri statistic seminificative.

Analiza datelor obtinute evidentiaza faptul ca masa animalelor a crescut neinsemnat,
uniform, pe toata perioada studiului, atat in lotul-martor, cat si in lotul in care am administrat doza
de 100 mg/kg. La cei carora am administrat doza de 1000 mg/kg, nu am constatat cresterea masei
corporale. De asemenea nu am remarcat nicio diferentiere ce tine de nivelul de dozare. Insi nu in
toate loturile cresterea ponderala era veridica fatd de masa initiala.

Dupa decapitarea si prepararea organelor, le-am cantarit si am stabilit urmatoarele rezultate:
la animalele din lotul in care am administrat CAF-01 100 mg/kg, in comparatie cu cele din lotul-
martor, dupa 30 de zile am constatat o micsorare a masei rinichilor si a splinei (p<0,01). in lotul
CAF-01 1000 mg/kg, in comparatie cu lotul-martor, dupa 30 de zile am remarcat 0 micsorare a
masei rinichilor, splinei (p < 0,01) si cordului (p < 0,05).

Referitor la indicele raportului masa ficatului/masa corpului, putem constata o tendinta de
crestere a indicelui respectiv in loturile experimentale, indeosebi in cele cu doza de 1000 mg/kg si
mai putin in cele cu doza de 100 mg/kg, dar aceste devieri s-au dovedit a fi nerelevante statistic.
Deci, dupa administrarea produsului medicamentos, am stabilit 0 majorare minima a masei ficatului.

Rezultatele investigatiilor hematologice

Rezultatele investigatiilor hematologice au demonstrat ca administrarea produsului
medicamentos testat nu modifica indicii eritrocitari. Nivelul eritrocitelor, hemoglobinei,
hematocritului nu s-a modificat. Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza ca, la administrarea
CAF-01 1000 mg/kg si 100 mg/kg, numarul leucocitelor scade autentic fata de valorile lotului-
martor (tabelul 4.2). in loturile supuse actiunii CAF-01, in ambele doze am inregistrat o limfopenie
evidentd, manifestatd prin micsorarea veridicd a numarului absolut de limfocite. Cercetarile
efectuate indicd o scadere veridicd a nivelului neutrofilelor segmentate si o crestere relativd a
nivelului limfocitelor la administrarea produsului CAF-01 la 1000 mg/kg, respectiv, 57,5+1,78%,
fata de valorile lotului-martor 47,3+1,75 % (p < 0,01).
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In concluzie, dupa o luni de administrare, substanta cercetatd poate provoca leucopenie si lim-
fopenie dozo-dependenta (mai evident la doza de 1000 mg/kg), cu o scadere neesentiala a nivelului

neutrofilelor segmentate si o crestere relativa a nivelului limfocitelor, in comparatie cu valorile din

lotul-martor.
Tabelul 4.2. Influenta CAF-01 asupra indicilor singelui periferic
Lotul Eritrocite, | Hemoglobini, | Hematocrit, | Leucocite, Limfocite *10°
de studiu *10" g/L /L *10°

Lotul-martor 8,18+0,36 171,6+10,68 0,47+0,02 9,25+0,19 4,60+0,12
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

CAF-01 8,28+0,52 176,5+10,87 0,49+0,03 |6,73+0,41%***| 3,61+0,25 **

1000 mg/kg (101%) (103%) (104%) (73%) (78%)

CAF-01 8,28+0,16 164,3+3,41 0,49+0,01 |5,70+0,27***| 3,81+0,16 **

100 mg/kg (101,2%) (96%) (103%) (62%) (83%)

* — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p < 0,05; ** —p < 0,01; *** —p < 0,001.

Rezultatele investigatiilor biochimice

In tabelele 4.3 si 4.4 sunt prezentate datele despre influenta CAF-01 asupra indicilor
biochimici de bazi ai sangelui sobolanilor albi la studierea toxicititii subacute. In loturile
experimentale si cele de referintd am determinat numerosi parametri, ce caracterizeaza metabolismul
glucidic, proteic si lipidic, functiile ficatului, precum si indicii de baza ai stresului oxidativ si ai
sistemului de protectie antioxidantd. La administrarea CAF-01, modificari relevante ale indicilor
proteinei totale la animalele din loturile de studiu, in raport cu cele din lotul-martor, nu am in-
registrat. In acelasi timp, se constati 0 majorare statistic semnificativa a nivelului ureei, albuminei si
creatininei (p < 0,05) la ambele doze cercetate. Rezultatele respective sunt caracteristice pentru
modificarile metabolismului azotic al preparatului studiat in doze toxice.

Prin studierea activitatii transaminazelor AIAT, AsSAT si a fosfatazei alcaline (FA), am
evaluat influenta preparatului CAF-01 asupra starii functionale a ficatului. Din datele prezentate
reiese cd produsul cercetat in dozele de 100 mg/kg si 1000 mg/kg determind o scadere statistic
semnificativd dozo-dependenta a activitatii ASAT (p < 0,05 pentru doza de 100 mg/kg si p < 0,01 la
1000 mg/kg), iar activitatea AIAT si FA nu se modifica. Deci, preparatul CAF-01 nu manifesta efecte
hepatotoxice. Fiind administrat in dozele de 100 mg/kg si 1000 mg/kg timp de 30 de zile, CAF-01 nu
provoaca modificari cu semnificatie statistica ale nivelului glicemiei, colesterolului total si trigli-
ceridelor serice. Produsul cercetat nu modifica esential concentratia de calciu si fosfor. Mentionam
faptul ca valorile medii ale acestui indice nu depasesc limita de sus a normei de referintd pentru
calciu, care oscileaza intre 2,25 si 2,75 mmol/l. Astfel, administrarea in dozele cercetate timp de 30
de zile nu provoaca tulburari ale metabolismelor proteic, glucidic, lipidic si mineral, nici dereglari in

functiile ficatului.
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Datele obtinute releva faptul ca administrarea produsului CAF-01 sobolanilor timp de 30 zile
nu influenteaza principalii indici ai stresului oxidativ — AGEs, PPOA si AIM, cu exceptia PPOA care
creste la administrarea dozei de 100 mg/kg. Rezultatele investigatiilor demonstreaza ca CAF-01 nu
modifica AAT-ABTS, dar scade veridic AAT-CUPRAC (771,8+20,51 - lotul-martor, CAF-01 100
mg/kg - 396,4+£50,51 si 418,5+46,30 nM/L - CAF-01 1000 mg/kg, p < 0,001). Concomitent, se
inregistreaza cresterea statistic veridica a nivelului SH-grupe in proteinele si albuminele serice, mai
pronuntata la administrarea CAF-01 in doza de 100 mg/kg, fapt ce potenteaza sistemul antioxidant
prin reducerea deficitului de AO hidrosolubili (tabelul 4.4). Astfel, administrarea CAF-01 in dozele
cercetate timp de 30 de zile nu manifesta actiune toxica asupra metabolismelor proteic, lipidic si mi-
neral, nu deregleaza functiile ficatului la sobolanii albi. CAF-01 influenteaza pozitiv echilibrul dintre
sistemele pro- si antioxidante. In acelasi timp, este cunoscuti importanta disfunctiilor ce au loc in
sistemele respective pentru etiologia SSN.

Tabelul 4.3. Influenta emulsiei CAF-01 asupra principalilor indici ai stresului oxidativ

Loturile de studiu AGEs, ng/ml PPOA, pM/L AlIM, mM/L
Martor 1435,8+£23,76 21,2+1,60 0,54+0,01
(100%) (100%) (100%)
1490,2+93,43 24.2+1,70 0,54+0,01
CAF-01, 1000 mg/kg (104%) (1149%) (100%)
1447,4+34,53 29,943, 41%* 0,53+0,01
CAF-01, 100 mg/kg (101%) (141%) (98%)

**_p<0,01.

Tabelul 4.4. Influenta emulsiei CAF-01 asupra principalilor indici ai sistemului antioxidant si

asupra nivelului SH-grupe in proteinele si in albuminele serice
: AAT- SH-grupe in SH-grupe
Loturile de studiu AAr-Tl;l\':‘ /?_TS’ CUPRAC, prot., in albumine,
nM/L uM/g.prot. uM/g.album.
3,58+0,07 | 771,8+20,51 7,59+0,56 3,67+0,28
Lotul martor (100%) (100%) (100%) (100%)
3,63£0,07 | 418,5+46,30* 8,37+0,70 4,59+0,39
CAF-01, 1000 mg/kg (101%) **(549%) (110%) (125%)
*
CAF-01. 100 ma/k 3,65+0,08 396’41220’51 9,67+0,73* 5,33+0,48**
’ 9kg (102%) (51%) (127%) (145%)

* — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p < 0,05;
** _p<0,01; ***-p<0,001.

Rezultatele cercetarii patomorfologice

Rezultatele cercetarii histologice produsul CAF-01
In cadrul studiului obiectele pentru examenul morfologic au fost fixate in formalina de 10%

si 1n parafina, iar sectiunile organelor interne le-am colorat cu hematoxilind-eozina, dupa Van Gison.
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La examinarea preparatelor histologice a organelor studiate ale animalelor din lotul-martor si
celor tratate cu produsele testate in doze de 100 mg/kg si 1000 mg/kg, nu am remarcat deferente
esentiale (figura 4.1).

Fig. 4.1. Sobolani CAF01-100 mg. Cordul cu: a) nucleele cardiomiocitelor sunt conturate,
hipercrome; b) striatiile cardiomiocitelor sunt pastrate; c¢) edem interfibrilar. H-E x 90

Modificari patomorfologice vizibile ale organelor interne nu am constatat. La examinarea
cavitdtii toracice si a celei abdominale, nu am depistat exsudat. De asemenea nu am observat nici
modificari in amplasarea organelor interne. Rezultatele studiului efectuat au demonstrat ca CAF-01
este, practic, netoxica si nu poseda proprietati cumulative. Administrarea indelungatd a produsului
medicamentos elaborat stopeaza dezvoltarea proceselor toxice in organismul animalelor.

4.4, Determinarea toxicitatii produsului medicamentos Ml

Procentajul maxim de letalitate LD 17% pentru administrarea enterala a fost stabilit la dozele
1000 si 2000 mg/kg. Astfel, am calculat posibilul LDy = 1471 mg/kg, dozele LDso, LDg4, LD1go
nefiind stabilite pe parcursul experimentului. LD 50% a fost estimatd dupa metoda TG 423 la doza
2500 mg/kg. Procentajul maxim de letalitate LD1op pentru administrarea parenterala 1-am stabilit la
doza 1000 mg/kg. Dupa metoda Kerber, LDs; am constatat la doza de 525 mg/kg. Astfel, am
calculat posibila LD,s = 263 mg/kg si LDg, la doza de 840 mg/kg.

Rezultatele studiului denota toxicitate acutd redusa atat la administrarea enterala, cat si la cea
parenterald. Aceasta poate servi ca premisa pentru continuarea cercetarilor preclinice de determinare
a toxicitatii cronice si eficacitdtii cu planificarea ulterioard a studiilor clinice pentru produsul MI.
Drept rezultat al cercetarilor farmaceutice, am elaborat un nou produs combinat cu actiune
polivalenta. Pentru prima datd am recomandat, sub forma de suspensie, combinatia dintre vitamine,

microelemente si nanoparticule de Zn.
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Rezultatele investigatiilor hematologice au demonstrat ca administrarea produsului
medicamentos testat nu modifica indicii eritrocitari. Nivelul eritrocitelor, hemoglobinei,
hematocritului nu s-a modificat. Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza ca, la administrarea Ml
(Meriom suspensie) 1000 mg/kg si 100 mg/kg, numarul leucocitelor scade fatd de valorile lotului-
martor, dar datele nu sunt statistic semnificative. Se constata o trombocitopenie la administrarea MI
1000 mg/kg cu 22 % inferior fatd de lotul martor (p < 0,05). In loturile MI 100 si MI 1000 se
constatd o tendintd de micsorare a indicilor RDW-SD, RDW-CV, PDW si MPV, comparativ cu
lotul-martor, fapt ce indica actiunea nefavorabild a produsului in doze majorate asupra volumului si
repartizarii eritrocitelor si devierii lor standarde. Produsul studiat nu manifesta unele efecte
nefavorabile asupra formulei trombocitare.

Dupa o lund de administrare, produsul cercetat in dozele 100 si 1000 mg/kg nu a provocat
decesul si modificari in comportamentul si masa corporala a animalelor de laborator. Rezultatele
cercetarilor hematologice indica faptul ca MI poate provoca limfopenie si trombocitopenie dozo-
dependenta (mai evident la doza de 1000 mg/kg), cu o scadere neesentiala a nivelului neutrofilelor
nesegmentate si o crestere relativa a nivelului limfocitelor, In comparatie cu valorile din lotul-martor.

Cercetarile biochimice au demonstrat ca MI nu provoaca actiune toxica semnificativa asupra
metabolismelor proteic, lipidic si mineral, nu deregleaza functiile ficatului la sobolanii albi.
Substantele medicamentoase testate influenteaza pozitiv echilibrul dintre sistemele pro- si
antioxidante. In acelasi timp, este cunoscuti importanta disfunctiilor ce au loc in sistemele
respective pentru etiologia SSN. Rezultatele toxicitatii acute si celei subcronice ale produsului Ml ne
permit  sa-1 recomandam la continuarea studiilor preclinice farmacologice de determinare a
eficacitatii si inofensivitatii, precum si la planificarea ulterioara a studiilor clinice.

45. Studii preclinice de determinare a eficacitiatii otoprotectoare a produselor

medicamentoase combinate in SSN

Un rol important in prevenirea consecintelor SSN le revine metodelor profilactice, in special
farmacoterapiei otoprotectoare. In acest scop, pani la efectuarea studiilor clinice, sunt necesare
cercetarile preclinice, cu implicarea animalelor de laborator.

Numeroase surse indicd modelarea SSN la animalele de laborator, controlul reflexelor
fiziologice la stimulii sonori si audiometria computerizatd (OEA, PEA) in scopul studierii functiei
analizatorului auditiv in diferite stari patologice.

In literatura de specialitate sunt prezentate mai multe metode de inducere a SSN
medicamentoase la animalele de laborator (antibacteriene ototoxice — neomicina, kanamicina,
gentamicina, streptomicina; antineoplazice — cisplastina etc.). Produsele respective pot fi administrate

intravenos, intramuscular si intraperitoneal in bula otica [12].
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Studiile preclinice pe animale de laborator au fost efectuat in Laboratorul de evaluare preclinica
si clinica al CSM al USMF ,Nicolae Testemitanu”. Anterior am demonstrat eficacitatea produsului
CAF-01 in SSN indusa prin gentamicind la sobolani. Rezultatele obtinute am reusit sa le confirmam
prin imbunatatirea indicilor OEA si a reflexului Preyer, dupa ce animalelor le-am administrat CAF-
01. In acest context, scopul studiilor preclinice s-a referit la stabilirea efectelor farmacologice
otoprotectoare pentru produsele CAF-01, MI si NH-01.

Cercetarea a fost efectuata pe 32 de sobolani albi, masculi repartizati in patru loturi a cate opt
indivizi: 1 — lotul-martor (animale sanatoase); lotul 2 - cu SSN indusa (li s-a inoculat sol. 0,9%
NaCl, i/g, 3 ml, 14 zile); lotul 3 - cu SSN indusa si CAF-01+MlI, 3 ml, 14 zile: sapte zile pana la
ototoxicitate si sapte dupd; lotul 4 - cu SSN indusa si NH-01, 3 ml, 14 zile: sapte zile pana la
ototoxicitate si sapte dupa. Sedatie — sol. Diazepam, 2 mg/kg, i/p, i/m.

Modelarea experimentald. Injectand gentamicina, 40 mg/ml, cate 1 ml i/m in doua-trei prize,
am reusit sa modelam ototoxicitatea. Pand a incepe experimentul, am evaluat auzul animalelor de
laborator, dupa ototoxicitate/sau tratament: otoscopie — AD, AS (figurile 4.4 si 4.5); determinarea
reflexului Preyer la zgomot de 80 dB; stabilirea otoemisiunilor acustice tip TOEA (figura 4.6).
Morfologic, am demonstrat provocarea SSN prin administrarea sol. gentamicina. La animalele,
carora nu li s-a injectat gentamicina, am constatat structurile anatomice ale urechii interne si
organului Corti neafectate, iar la cele care s-a administrat gentamicind, morfologic, am stabilit SSN:
organul Corti, stria vasculara prezinta elemente de apoptoza si necroza (figurile 4.2 si 4.3).

Rezultatele morfologice in lotul cu ototoxicitate

Fig. 4.2. Stria vasculara: a) vase congestionate; Fig. 4.3. Sectiune transversala a

b)diminuarea conturului celular; canalelor  melcului: a) endolimfa cu
¢) modificiriiri de apoptoza. H-Ex90 elemente celulare repartizate difuz,

haotic; b) plasmad neomogenid; c)
vezicule hidropice. H-Ex90
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Fig. 4.4. Procesul de efectuare a Fig. 4.5. Otoscopie. Conductul
otoscopiei la sobolan auditiv extern si membrana
timpanica la sobolan

La animalele de laborator din toate loturile experimentale, la efectuarea otoscopiei nu am
constatat modificari patologice ale CAE (fig. 4.2) si ale membranei timpanice. Acest lucru denota
functia normald a urechii externe, precum si a celei medii, la animalele incluse in experiment.
Intrucat OEA depinde de starea urechii medii, am efectuat si impedansmetria (timpanometria). In
toate cazurile am obtinut timpanograma tip A, ce denota functia normala a urechii externe si a celei

medii.

Fig. 4.6. Procesul de inregistrare a OEA cu aparatul Neirosoft la sobolan
in stare de somn medicamentos

Anterior, pe un lot de sase animale cu surditate indusd, am demonstrat eficacitatea
otoprotectoare a CAF-01. Reflexul Preyer reprezinta tresarirea (ciulirea urechilor, insensibilitatea)

organismului animalelor de laborator — a sobolanilor, sub influenta stimulilor sonori puternici. Prin
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urmare, la animalele din lotul-martor, procentajul a fost inalt, fapt ce denota un auz normal. La
animalele din lotul cu surditate indusa, am atestat un procentaj minim (pana la 33%), ceea ce
inseamna ca, la majoritatea animalelor, carora le-am administrat gentamicina, s-a instalat o
deficientd auditiva. La majoritatea animalelor, carora le-am inoculat CAF-01, rezultatele pozitive au
constituit circa 75%, fapt ce poate fi atribuit efectului farmacologic benefic al produsului studiat
(tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Reflexul Preyer: rispunsurile pozitive (numarul de animale/%0)

Frecventa Lotul Lotul cu Lotul cu surditate+
’ de control | surditate indusa CAF-01
500 Hz 4/67 3/50 3/50
1000 Hz 5/83 4/67 5/83
2000 Hz 5/83 2/33 3/50
3000 Hz 5/83 2/33 4/67
4000 Hz 5/83 2/33 4/67

Rezultatele ,,audiometriei reflectorii” le-am confirmat prin audiometria obiectiva
(inregistrarea otoemisiunilor acustice tranzitorii). Asadar, constatim o deosebire statistic
semnificativd intre pragul de Iinregistrare a otoemisiunilor acustice (OEAT) si raportul
semnal/zgomotul de fon la animalele din lotul-martor si la cele carora le-am administrat doar
gentamicina (tabelul 4.6). La animalele din lotul-martor, OEAT am inregistrat la valori superioare
de 5 deciBelli, Sound Pressure Level (dB SPL), cu un raport semnal/zgomot pozitiv. La animalele
din lotul cu surditate indusa, nu am inregistrat valori > 1,55 dB SPL (2000-3500Hz), iar, la frecventa
de 3500 Hz, am atestat o valoare medie negativa - 0,46,17+1,03 dB SPL, ceea ce confirma faptul ca
la majoritatea animalelor, carora le-a fost injectatda gentamicina, s-a instalat o deficienta auditiva.

Tabelul 4.6. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice

Frecventa Lotul-martor Surditate indusa p
OEAT, M+m OEAT, M+m

1500 Hz 5,07+0,31 1,55+0,67 < 0,001
2000 Hz 8,05+0,41 1,36+0,90 < 0,001
2500 Hz 7,75+0,46 1,15+0,81 < 0,001
3000 Hz 8,28+0,47 0,78+0,96 <0,001
3500 Hz 10,05+0,56 -0,46+1,03 <0,001
4000 Hz 12,24+0,73 1,42+1,12 < 0,001

La animalele, carora le-am inoculat NH-01si CAF-01+MI, am constatat rezultate
asemanatoare cu cele din lotul-martor (nu se determind 0 deviere statistic semnificativa nici la o
frecventa studiatd), fapt ce confirma obiectiv efectul otoprotector al produsului studiat. Deci, se
determina deosebiri statistic semnificative la frecventele de 3500 si 4000 Hz intre lotul-martor si cel
cu surditatea indusa (tabelul 4.6), intre lotul-martor si lotul cu surditate indusa+NH-01 si CAF-
01+MI si intre lotul cu surditate indusa+NH-01 si lotul 2 doar cu surditatea indusa (tabelul 4.7). In
acelasi timp, intre lotul-martor si loturile, carora li s-a administrat CAF-01+MI si NH-01, practic nu

am constat o deosebire statistic semnificativa, fapt ce denota despre efectele otoprotectoare marcante
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ale produselor cercetate. Comparand loturile cu NH-01 si CAF-01+MI, putem concluziona despre
efectul otoprotector mai ridicat la CAF-01+MI la frecventa de 3500 Hz (tabelul 4.8). Odata ce
rezultatele la 1500-3000 Hz difera putin intre toate grupurile de studiu, consideram ca SSN a fost
generatd in special la frecventele cuprinse in spectrul 3500-4000 Hz si mai mult. Sobolanii percep
sunetele de la 500 pana la 70 000 Hz, labirintul osos avand trei spire, si nu 2,5 ca la om. In acelasi
timp, unul dintre peretii labirintului membranos concreste cu labirintul osos, iar altul se uneste prin
membrana bazilara de modiolul urechii interne. Referitor la diapazonul auditiv maxim, datele difera.
Conform unora, auzul optim ar fi de circa 1000 Hz sau de 3000-4000 Hz, alti autori considera 6000-
10000 Hz [10, 17]. In concluzie, luand in considerare rezultatele cercetirilor noastre, constatim o
sensibilitate sporita a organului auditiv la sobolanii cu frecventele medii si acute (> 3500 Hz).

Tabelul 4.7. Rezultatele inregistririi otoemisiunilor acustice

Frecventa Surditate indusa Surditate indusa+CAF-01 si Ml p
OEAT, M+m OEAT, M+tm

1500 Hz 1,55+0,67 4,08+0,24 <0,001

2000 Hz 1,36+0,90 6,85+0,29 <0,001

2500 Hz 1,15+0,81 7,11+0,31 < 0,001

3000 Hz 0,78+0,96 6,87+1,48 < 0,001

3500 Hz -0,46+1,03 9,38+0,42 < 0,001

Asadar, la animalele din lotul-martor, procentajul a fost inalt (ceea ce denota un auz normal).
La animalele din lotul cu surditate indusa, nu am inregistrat valori pozitive ( > 0 dB SPL, raport
semnat/zgomot > 3 dB SPL), ceea ce confirma faptul ca la majoritatea animalelor, carora le-am
inoculat gentamicina, s-a instalat o deficientd auditiva. La animalele din lotul, carora li s-a
administrat CAF-01+MI si NH-01, am constatat rezultate asemanatoare cu cele din lotul-martor, fapt
ce confirma obiectiv efectul otoprotector al produsului studiat (tabelele 4.6 si 4.7). Diminuarea
modificarilor degenerative ale CC (lipsa proceselor de cariopicnoza la CCE, nuclee vizibil intacte la
CCI) din spiralele 1 si 2 ale OC pe fundalul functiei pastrate a verigii de perceptie a OC, conform
rezultatelor OEAT, denota efectele benefice ale produselor NH-01 si CAF-01 la surditatea indusa
prin gentamicina. Produsele CAF-01, MI, NH-01 reprezinta combinatii medicamentoase fixe, cu
principii active naturiste si de sinteza, bogate in vitamine, in minerale si oligoelemente, cu actiune
antioxidanta si alte efecte polivalente si constituie o sursd echilibrata de compusi necesari pentru
metabolismul uman in caz de carente, afectiuni cronice, supraefort fizic si intelectual [28]. Produsele
respective inhiba hiperactivarea POL si majoreazd activitatea antioxidantd prin restabilirea
glutationului,  activititii  enzimelor  antioxidante  (catalaza,  glutationperoxidaza  si
superoxiddismutaza). In opinia noastrd, prin mecanismele respective, precum si prin eliminarea
spasmului arteriolelor si capilarelor striei vasculare din labirintul membranos, se contureaza distinct
actiunea beneficd otoprotectoare asupra componentelor senzorineurale ale AA (organul Corti,

nervul auditiv).
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Tabelul 4.8. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice

Frecventa Surditate indusa+CAF-01 | Surditate indusa+NH-01 P
si MI
OEAT, M+m OEAT, M+m
1500 Hz 4,08+0,24 3,12+0,21 > 0,05
2000 Hz 6,85+0,29 4,73+0,32 > 0,05
2500 Hz 7,11+0,31 6,12+0,81 > 0,05
3000 Hz 6,87+1,48 5,66+1,67 > 0,05
3500 Hz 9,38+0,42 7,11+0,48 < 0,05
4000 Hz 10,11+0,55 9,11£0,51 > 0,05

Capitolul 4 este consacrat studiilor preclinice farmacologice pe animale de laborator -
inofensivitatii (toxicitatii acute si subcronice), proprietatilor otoprotectoare ale produselor
medicamentoase combinate. Rezultatele obfinute ne-au permis sa constatam toxicitatea redusa,
conform metodei ATCM - LDsp > 2000 mg/kg pentru CAF-01, NH-01, CB-12 si LDsg - 525 mg/kg
pentru MI. In cadrul toxicititii subcronice, prin stabilirea parametrilor fiziologici si biochimici, am
demonstrat lipsa efectelor adverse la administrarea enterala a preparatelor cercetate timp de 30 de
zile (CAF-01, NH-01). Datorita cercetarilor preclinice, am reusit sa elaboram un algoritm de
modelare si monitorizare audiologica preclinica a eficacitatii farmacologice.

In experimentul de modelare a SSN, initial, am elaborat un protocol original de determinare a
functiei urechii la animalele de laborator, care consta in inducerea farmacologicd a SSN si
efectuarea audiologiei experimenatale care a constituit in: otoscopie, stabilirea reflexului Preyer si
inregistrarea in stare de somn medicamentos a otoemisiunilor acustice tip TEOEA. Astfel, am
stabilit o directie importanta pentru tratamentul afectiunilor auriculare ce constd in elaborarea si
utilizarea in medicatie a preparatelor medicamentoase multicomponente, care contin substante de
sinteza si naturiste. Asadar, pentru farmacoterapia afectiunilor inflamatorii ale urechii externe si
medii, stiintific am elucidat importanta inocularii produselor combinate: CB-12 picéturi auriculare,
iar, in tratamentul maladiilor senzorineurale ale urechii interne si nervului auditiv, CAF-01, NH-01,
MI.

5. ASPECTE CLINICE DE OPTIMIZARE A DIAGNOSTICULUI SI DE RECUPERARE
AUDITIVA A SURDITATII DE PERCEPTIE
5.1. Rezultatele diagnosticului genetic al mutatiei genei GJB2 in SSN
Studiul molecular-genetic pentru depistarea mutatiei 35delG (rs80338939) a genei GJB2 I-am
realizat in Laboratorul de genetica al IP Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”.

Prezenta cercetare am desfasurat-0 pe urmatoarele loturi de studiu:
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1. Lotul de studiu a fost reprezentat de 20 pacienti din Republica Moldova, diagnosticati cu
SSN bilaterald, forma severa profunda, instalata prelingual, care au fost selectati pe baza anamnezei
si examinarii clinico-audiologice;

2. Lotul de referinta a fost constituit din 100 de participanti sanatosi, fara deficiente de auz la
examinarea statusului ORL, selectati in baza de date a proiectului institutional ,,Studiul
polimorfismului molecular genetic al factorilor de risc metabolic la populatia tanara din Republica
Moldova”, aprobat prin Hotararea Consiliului Suprem pentru Stiintd si Dezvoltare Tehnologica al
ASM, din 20.12.2010 (cifrul 11.817.09.21A) si Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF
,.Nicolae Testemitanu".

Metode de biologie moleculara. Studiul molecular-genetic I-am realizat conform unei
metodologii de genotipare, bazata pe solutia tehnica TagMan, elaborata in Laboratorul de genetica,
USMF ,,N.Testemitanu”, in cadrul proiectului bilateral moldo-roman ,,Optimizarea tratamentului cu
implant Cochlear la copiii cu hipoacuzie senzorineuralda autosomal recesivad nonsindromica, Cu
mutatii la nivelul genei GJB2” (cifrul proiectului 16.80013.8007.13/Ro).

Genotiparea polimorfismelor de un singur nucleotid. Prin tehnica TagMan PCR, am
evidentiat polimorfismul mononucleotidic. In acest scop, am utilizat setul Custom TagMan SNP
Genotyping Assay, Human (4351379, ThermoFisher Scientific,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379), cu urmatoarea prezentare tehnica de
sonde oligonucleotidice cu fluorescenta: FAM - pentru a identifica Wild Type Allele (wt) si,
respectiv, VIC - pentru a identifica forma alelica cu deletia 35delG (rs80338939).

Pe lotul din 20 de pacienti, preselectati dupa criteriile stabilite pentru genotipare, repartizarea pe
sexe a fost urmatoarea: sase pacienti de sex feminin, ceea ce reprezintd 30% si 14 pacienti de sex
masculin - 70%.

Repartitia pe grupe de varstd a pacientilor investigati molecular-genetic a fost urmatoarea:
sublotul de adulti s-a caracterizat prin subiecti cu varsta cuprinsa intre 21 si 30 de ani (varsta medie -
25 de ani), a inclus patru subiecti de sex feminin (50%) si patru de sex masculin (50%). Sublotul de
copii a inclus 12 subiecti cu varsta cuprinsa intre 1 si 10 ani, varsta medie - patru ani, doi indivizi de
sex feminin (16%) si zece de sex masculin (84%).

Tabelul 5.1. Repartitia genotipurilor determinate la pacienti cu SNN (N=20)

Genotipul determinat, % cazuri

. Homozigote Heterozigote Homozigote
Mutatie 35delG/35delG wt/35delG wt/wt
Deletia 35delG (rs80338939) 8 (40%) 2 (10%) 10 (50%)
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Frecventa de aparitie a acestei mutatii in lotul studiat este: opt pacienti au prezentat mutatia
35delG sub forma homozigota (35delG/35delG), ceea ce constituie 40%, doi copii - mutatia 35delG
sub forma heterozigota (wt/35delG), 10%, zece pacienti - genotipul normal (wt/wt), 50% de cazuri.
Pentru a valida rezultatele genotipate prin metoda Taq Man, au fost secventiate probele biologice.
Gradul de coincidenta a constituit 98% [32].

Frecventa de aparitie a homozigotilor pentru alela patologica in lotul pacientilor cu SSN a fost
de 40%. In cazul copiilor homozigoti, putem afirma cu certitudine ci aceasta este cauza aparitiei
SSN. in cadrul lotului studiat, la cei opt copii, care prezintd un genotip homozigot pentru mutatia
35delG, am constatat ca hipoacuzia este Severa-profunda, date ce corespund celor din studiul lui
Cryns K. si colab. [32], care raporteaza o concordantd importantd intre genotipul genei GJB2 si
gradul hipoacuziei. Asadar, conchidem: aproximativ 50% dintre bolnavi nu au avut deletia 35delG,
ceea ce sugereaza alte defecte in genele GJIB2, GJB6 sau unele nestabilite.

Pentru pacientii cu SSN heterozigoti pentru mutatia 35delG (reprezentand 10% din cazurile in
lotul studiat) si cei homozigoti pentru alela normala (50% din cazurile investigate molecular-genetic)
ar trebui continuate investigatiile molecular-genetice, in sensul depistarii tuturor mutatiilor la nivelul
genei GJB2, deoarece din cercetdrile recente [12] se stie cu certitudine cd@ asocierea acestei mutatii cu
una non-35delG pentru gena GJB2 sau cu o mutatie pentru gena GJB6, in caz de transmitere
digenica, pot fi cauzate de aparitia SSN. In context, recomandim testarea mai profundi prin
secventierea acestei gene, mai ales la pacientii cu SSN si la alti membri ai familiei, care au prezentat
un genotip normal in forma wt/wt, ceea ce poate depista si alte mutatii la nivelul genei GJB2 (chiar
dacd acestea sunt mult mai rare decat mutatia 35delG), responsabile de aparitia hipoacuziei
congenitale in populatia Republicii Moldova.

Datele obtinute suportd ipoteza studiului efectuat de Snoeckx R.L. si colab. [12], care afirma
existenta unei corelatii intre gradul hipoacuziei si amploarea mutatiei, dar remarca si existenta unei
variabilitati semnificative a fenotipului in cadrul aceluiasi genotip. Aceastd variabilitate fenotip-
genotip poate fi explicata prin efectul atat al genelor modificatoare, cat si al factorilor de mediu, care

pot genera o penetrantd incompletd si o exprimare variabila.

In lotul de referinta constituit din 100 de persoane sinitoase, preselectate dupi criteriile stabilite
pentru genotipare SNP-ului rs803389939, nu am depistat mutatia 35delG la nivelul genei GJB2,
majoritatea fiind homozigoti wt/wt (100%) dupa alela normala. Ulterior, am extins lotul de referinta
pana la 300 de persoane si am depistat patru purtatori ai mutatiei 35delG, fara patologie auriculara, ce
constituie 1,33%. In concluzie, pentru a depista purtitorii acestei mutatii, este necesara efectuarea
diagnosticului genetic la toti copiii de varsta precoce cu SSN. De asemenea, este salutara extinderea

lotului de referinta pana la cca 1000 de persoane.

31



Prin urmare, analiza genetica a acestei mutatii, frecvent implicatd in aparitia SSN, trebuie
inclusa in testele uzuale din perioada prenatald. Problematica si recomandarile in domeniul respectiv
sunt accentuate si in cercetarile lui Cohn E.S. si colab. (1999), directionand investigatiile genetice
ulterioare si indicatiile genetice, chiar un screening genetic, dupa cum sustin Ryan M. si colab.
(2003), Schmmenti L.A. si colab. (2004) [18, 32].

5.2. Rezultatele diagnosticului audiologic la nou-nascuti

In cadrul serviciului audiometrie, am examinat 505 nou-nascuti (la termen), fara patologie
perinatald a SNC, la Spitalul privat Medpark: baieti — 250, fete — 255 (in total, 1010 urechi
examinate). La toti copiii, am efectuat investigatii audiologice primare in decursul a 21-28 de zile.
Din punctul de vedere al rezultatelor testelor auditive, la prima ectapa de testare a otoemisiunii
acustice tip TEOEA, au fost 484 de copii (95,84%) cazuri cu rezultate pass bilateral (test pozitiv
caracteristic functiei normale a analizatorului auditiv), 19 (3,76%) rezultate refer unilateral si 2
(0,40%) caz refer bilateral. La etapa a ll-a, surditatea SSN bilaterala a fost confirmata doar la un
(0,20%) nou-nascut. Deci, rezultate false pozitive am inregistrat doar la 20 de cazuri (copii) din 505,
ceea ce constituie doar 3,96%. Acest indice este net inferior rezultatelor de screening auditiv,
efectuat in prima sdptamana dupa nastere, unde rata rezultatelor false pozitive (presupusa deficienta
auditiva in cazul unui auz normal) este in medie de 5-10% [7,18,33]. Cauzele pot fi: prezenta
lichidului miconeal in CAE, prolapsul portiunii cartilaginoase al CAE, depistat mai des in primele
zile si, nu 1n ultimul rand, efectuarea procedurii de catre personalul medical cu o instruire imperfecta
in domeniul audiometriei pediatrice.

Principiile de baza ale evaluarii auditive la sugari: confirmarea pierderii auzului in primele
luni de viatd; necesitatea existentei unui set de teste pentru a confirma si a descrie pierderea auzului;
importanta rezultatelor evaluarii audiologice pentru a planifica strategiile de interventie; evaluarea
audiologica la sugari este un proces in derulare [7, 18].

Nivelul stiintific de cunoastere si experienta din practica actuald denotd faptul ca aproximativ
toti copiii, chiar si cei cu surditate profunda, pot fi educati sa auda si, astfel, sa insugeasca limbajul
sonor. Pentru a obtine aceste rezultate impundtoare este necesar de a efectua: depistarea si
diagnosticarea precoce a deficientei de auz (screeningul audiologic al nou-nascutului); protezarea
auditivd timpurie; verificarea criticdA permanentd a eficacitatii aparatelor auditive; interventia
pedagogica imediatd in cazul deficientei de auz, in scopul formarii unei personalitdti integre a
copilului; dezvoltarea auzului si formarea comunicarii verbale. Deci principiul de baza in asigurarea
calitatii in cadrul audiologiei si, in special, audiologiei pediatrice il constituie colaborarea

disciplinara dintre parinti, medici, surdopedagogi si audioprotezisti [6].
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5.3. Elaborarea principiilor de prognostic al scorului de inteligibilitate vocala

Audiometria tonald reprezintd cea mai accesibila metoda de diagnosticare a deficientei de auz
[7]. Problema pe care o solutioneaza metoda propusa consta in sporirea eficacitatii diagnosticului
audiologic, datorita unei metode de prognostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala.
Rezultatele audiometriei tonale, efectuate pacientilor examinati, denotd o deosebire statistic
semnificativa (p < 0,01) intre pragul auditiv si gradul surditatii, concomitent cu diminuarea atat a
pragului auditiv, cat si a numarului de raspunsuri pozitive la spectrul frecvential.

Din punct de vedere matematic, problema, fiind formalizata, se reduce la deducerea unei reguli
in baza analizei datelor audiometriei tonale, care permite a prognostica parametrul scorului maxim
de inteligibilitate in dB, drept confirmare a rezultatelor audiometriei tonale liminare si a celei
supraliminare. Utilizarea analizei de regresie in prelucrarea datelor statistice privind pacientii
investigati ne-a permis sa deducem formula propusad infra, care constituie esenta metodei de
prognosticare.

Esenta metodei constd in selectarea criteriilor de prognostic al scorului maxim de
inteligibilitate vocald, in baza rezultatelor audiometriei tonale liminare si a celei supraliminare, dupa
urmatoarea formula:

Y =0,784*PA + 0.230*PD — 1,192* x CA - 0,214*IA - 0,590*GS + 51,055,
in care CA reprezinta aspectul curbei audiometrice, determinat la audiometria tonald liminara descendenta —
1, descendent abruptd — 2, plata — 3, ascendentd — 4, in clopot — 5; PA - media pragului auditiv, stabilit la
audiometria tonald (100-6000 Hz), deciBeli (dB); GS - media gradului de surditate, atestat la audiometria
tonala (500, 1000,2000 Hz), deciBeli (dB); PD - media pragului de disconfort, evaluat la audiometria tonala
(500-4000 Hz), deciBeli (dB); IA - indicele de articulare, calculat in baza audiometriei tonale liminare (%).

Controlul modelului propus pe date reale (32 pacienti cu SSN) a permis sa constatam ca o
eroare ce nu depaseste 5 % din valoarea reald constituie 54,9 %, iar o eroare care nu depaseste 10 %
din valoarea realda — 94,1 % din numarul de urechi investigate. Coeficientul de determinatie R?
pentru modelul in cauzi, la pacientii testati, fiind destul de avansat: R? = 0,7255. Coeficientul de
determinatie R? cu valori cuprinse intre 0 - 0,2999 fiind nesatisfacator; 0,3000 - 0,6999 satisfacator;
0,7000 - 1 inalt. Rezultatul constd in majorarea eficacitatii diagnosticului audiometric.

Avantajul aplicarii metodei respective consta in obiectivizarea prognosticarii scorului maxim
de inteligibilitate vocald. Metoda propusa permite efectuarea diagnosticului in lipsa testelor de
audiometrie vocala, fapt ce ulterior va fi important pentru reabilitare si, ca urmare, incadrarea in
societate a persoanelor cu deficienta auditiva.

5.4. Elaborarea principiilor de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive

Potrivit datelor din literatura, doar 40-50 % din utilizatorii protezelor auditive sunt satisfacuti

de rezultatele protezarii auditive. Un rol important, in acest context, revine reglarii individuale cat
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mai exacte a protezelor auditive. Astfel, devine oportuna implementarea unor principii de
prognozare a eficacitatii protezarii auditive [6,18].

Esenta metodei elaborate constd in selectarea factorilor decisivi in baza analizei
discriminante de prognosticare a aparitiei inconvenientelor protezarii auditive la pacientii care sufera
de surditate, potrivit datelor anamnestice si investigatiilor audiometrice. Functia discriminanta (F) se
calculeaza conform unei formule, care include urmatorii indici: varsta pacientului (ani impliniti);
factorul etiologic de surditate - infectiile virotice si bacteriene (gripa, rujeola, rubeola, oreionul,
parotita, meningita etc.) suportate in anamneza: nu — 0, da — 1; evolutia surditatii: regresiva,
progresiva, stabilizanta; pragul auditiv, stabilit la audiometria tonald cu casca de telefon, cuprinde
limitele intre 0 si 120 deciBeli (dB HL); indicele de articulare (%) exprima scorul de recunoastere a
vorbirii si reprezintd o aplicatie care manifestd transpunerea spectrului vorbirii in graficul
audiometriei tonale.

Proportia, in care sunt audiate informatiile necesare pentru perceperea vorbirii, reprezinta
indicele de articulare (IA). Deci IA indica ce proportie din informatia unui semnal de vorbire
normald este disponibil intr-0 anumita situatie de ascultare. Se exprima printr-un indice care are
valoarea cuprinsa intre 0 si 1 (sau 1-100 %) si reprezintd semnalul mediu de vorbire care este auzit
de un subiect dat. Indicele de articulare are urmatoarele aplicatii clinice: serveste la explicatiile date
pacientului privind impactul hipoacuziei asupra capacitatii de a percepe vorbirea; are o relatie
cunoscutd cu capacitatea de recunoastere a cuvintelor, astfel incat scorurile de recunoastere a
vorbirii pot fi reprezentate prin IA [7].

Analiza discriminantd a permis de a calcula ponderea fiecdruia din acesti factori in riscul
dezvoltarii inconvenientelor protezarii auditive. Precizia clasificatiei conform acestor 5 factori
pentru grupul cu prognostic nefavorabil este de 93,75% si pentru grupul cu prognostic favorabil - de
84,21%. In cazul in care F > 0, se face prognosticul unui rezultat favorabil al protezarii auditive
(lipsa efectelor adverse), iar F < 0 - a unui rezultat nefavorabil (prezenta efectelor adverse), deoarece
necesita reglari suplimentare mai frecvente ale protezelor auditive si o perioada de reabilitare mai
indelungata.

Avantajul consta in sporirea exactitdtii si obiectivizarii prognosticarii evolutiei nefavorabile a
eficacitdtii protezarii auditive la pacientii cu surditate. Metoda propusd permite depistarea precoce a
bolnavilor cu risc sporit de dezvoltare a efectelor adverse, fapt ce impune o atentie deosebita pentru
aceasta categorie de pacienti, cu corijarea la timp a programului de tratament, selectarea protezelor

auditive, reabilitare si, ca urmare, incadrarea in societate a persoanelor cu deficiente auditive.

34



5.5. Studiu clinic de determinare a eficacitatii antioxidante a produsului NH-01
La 18 pacienti adulti am cercetat efectul antioxidant al preparatului NH-O1 in cadrul

Laboratorului de biochimie al USMF ,Nicolae Testemitanu” (sef laborator — Valentin Gudumac,
dr.hab.st.med., prof.univ.). Drept rezultat al investigdrii biochimice a enzimelor anitoxidante si a
hidroxiperoxizilor lipidelor, am constatat o0 ameliorare semnificativa a indicilor stresului oxidativ la
pacientii din lotul tratat cu produsul studiat. Indicii sistemului antioxidant i-am precizat prin
determinarea  urmatorilor parametri: activitatea antioxidanta totald [AAT], nivelul
superoxiddismutazei [SOD], catalazei, activitatea glutationperoxidazei [GPO], nivelul
ceruloplasminei, Zn, Cu. Potrivit testarilor, am stabilit o ameliorare in sistemul antioxidant,
manifestatd prin majorarea veridicd a indicilor SOD: initial — 1096+23,5 U/g, dupa tratament —
11994+30,6 U/g (p < 0,01); a indicilor ceruloplasminei: initial — 243+17 mg/l, dupa tratament —
316£11,4 mg/l (p < 0,05), precum si o intensificare a activitatii antioxidante totale, a catalazei si Zn
la pacientii tratati cu NH-01. Totodata, am constatat si diminuarea indicilor pro-oxidanti, cum ar fi
dialdehida malonica si reducerea activitatii hidroperoxizilor lipidici. Pentru a aprecia starea
sistemului pro-oxidant la pacientii cu ciroza hepatica, am evaluat nivelul dialdehidei malonice si cel
al hidroperoxizilor lipidici (HPL).

5.6. Studiu clinic de determinare a eficacitatii produsului CAF-01

Studiul clinic care a implicat produsul a constat in evaluarea eficacitatii si inofensivitatii com-
pusului medicamentos CAF-01, ca adjuvant in terapia complexa a cancerului glandei mamare.

Repartizarea pacientelor in studiu: lotul I — 20 de femei cu diagnosticul cancer al glandei
mamare (CGM) dupa polichimioterapie neoadjuvanta, care au urmat terapia de baza + CAF-01.

Rezultatele investigatiilor hematologice, biochimice si imunologice au demonstrat eficacitatea
statistic semnificativa a produsului, in comparatie cu lotul studiat si cel de control [30]. In urma
administrarii CAF-01, indicii hemoglobinei in loturile de studiu s-au majorat de la 110+0,71 pana la
116,0+1,28 g/L (p < 0,05) si, respectiv, de la 109,44+0,43 pand la 120,18+0,4 g/L (p < 0,05), iar in
loturile de control nu am determinat o diferenta statistic semnificativa (p > 0,05) [30]. CAF-01
poseda proprietati detoxifiante evidente: micsoreaza bilirubina totala cu 1,1£0,3 (p < 0,05),
amelioreaza indicii sistemului de peroxidare a lipidelor: glutationperoxidazei —cu 1,1+ 0,02 mM/L,
catalazei — cu 2,05+0,07 mM/L, ceruloplasminei — cu 53,3+1,2 mg/dL, dialdehidei malonice — cu
0,7+0,04 mM/L, hidroxipiroxizilor lipidici, activitatii antioxidante totale — cu 1,1+0,03 mM/L.

Produsul medicamentos CAF-01 a manifestat o actiune antioxidanta. Asadar, in urma efectuarii
studiului clinic, am constatat ca administrarea produsului farmaceutic CAF-01 la bolnavii oncologici
a inregistrat actiuni benefice: Imbunatatirea starii generale, cresterea poftei de mancare si a masei

corporale cu 1,8 + 0,2 (kg) (p < 0,05), ameliorarea statusului psihoemotional, diminuarea
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sindromului astenovegetativ cu 30%, a sindromului dispeptic cu 10% si a sindromului dolor. La
pacientele cu SSN asociatd rezultatele indica o imbunatatire a pragului auditiv, majorarea
diapazonului dinamic al auzului, scoruluin vocal si micsorarea intensitatii acufenelor cu pana la 10-
15 dB. Preparatul CAF-01 este acceptabil, usor de administrat si se recomanda bolnavilor oncologici
dupa polichimioterapie si radioterapie, ca adjuvant, detoxifiant si otoprotector.

5.7. Cercetari privind utilizarea rationald a medicamentelor otoprotectoare

Eficacitatea terapiei SSN este in stransa corelatie cu inceperea tratamentului medicamentos si
cu forma de administrare a preparatelor. Intoxicatiile medicamentoase si nemedicamentoase au un
rol important in etiologia SSN, care reprezinta o afectiune cu morbiditate avansata.

Astfel, conform cercetarilor profesorului Boris Parii, inofensivitate sporita poseda
urmitoarele produse medicamentoase: cu temperatura de topire < 100°C; cu masa moleculard mici
(£1000 UC); 1n stare amorfa; utilizate in doze < 0,5 g; cu solubilitate Tnaltd (> 20 g/1). Prognozarea
farmacodinamiei si farmacocineticii substantelor chimice de sintezd poate fi efectuatd in baza
proprietatilor lor fizico-chimice, inclusiv a indicilor termodinamici: solubilitatea in apa sau lipide,
starea de agregare, punctul de topire [21].

Farmacoterapia SSN este caracterizatd prin: administrarea preparatelor din diverse grupe
farmacologice (vasodilatatoare cerebrale, glucocorticoizi, vitamine, antioxidanti etc.), prescrierea
combinatd a medicamentelor, administrarea medicamentelor cu potential efect ototoxic (diuretice,
antiinflamatorii, antibacteriene), in special pentru tratamentul SSN de etiologie infectioasa.
Aspectele mentionate indica importanta farmacoterapiei asociate in tratamentul SSN.

Asadar, in cele enuntate supra am prezentat medicamentele utilizate frecvent in tratamentul
SSN dupa metoda propusa [21] si am stabilit urmatoarele aspecte: majoritatea produselor au punctul
de topire intre 100 si 200°C, masi moleculard minima, dar, in formi cristalini, denoti un grad mediu
de reactii adverse. Pornind de la aceste rationamente, putem afirma cu certitudine importanta
prudentei deosebite a medicului practician la utilizarea asociata a produselor medicamentoase in
farmacoterapia SSN.

Compartimentul Sinteza rezultatelor reflecta datele stiintifice de baza obtinute, datorita
cercetarilor farmacologice, farmaceutice si clinice efectuate in cadrul studiului disertational
,Eficientizarea diagnosticului si farmacoterapiei afectiunilor analizatorului auditiv”. In acest sens
am elaborat un concept de utilizare a preparatelor medicamentoase combinate cu principii active de
sinteza si naturiste in tratamentul afectiunilor inflamatorii si neinflamatorii ale urechii, pecum si
unele principii de prognostic al eficacitatii de diagnostic si recuperare auditiva in vederea profilaxiei

si majorarea eficacitatii farmacoterapiei SSN.
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Pentru a aprecia valoarea diagnostica si a optimiza eficacitatea farmacoterapeutica, precum si
pentru a spori efectul de recuperare, am elaborat un algoritm complex de metode subiective si
obiective de efectuare a diagnosticului SSN, farmacoterapie ce permite asigurarea, in limita
divizate in doud etape. La prima etapa are loc efectuarea metodelor audiometrice obiective si
subiective, In favoarea stabilirii diagnosticului patologiei si formelor de surditate, precum si
necesitatea protezarii auditive, cu utilizarea metodelor de prognostic al scorului vocal si al
eficacitdtii protezarii auditive. Etapa a doua include metodele complexe de farmacoterapie, selectare
a PA, controlul eficacitatii lor. Un factor important este controlul audiologic in dinamica. Algoritmul
propus permite respectarea succesiunii etapelor de diagnostic si prognosticarea formelor de
surditate. Astfel, va fi respectata logica profesionala dintre scopul initiat si efectul scontat al
asistentei medicale Tn managementul afectiunilor analizatorului auditiv.

Contributia personald a autorului in realizarea obiectivelor tezei este de peste 90%.
Proprietatea intelectuala a autorului a fost asigurata prin 4 brevete de inventii si 6 certificate de
inovator. Valorificarea practica este dovedita prin: un certificat de autorizare a produselor
medicamentoase, un certificat de autorizare supliment, 12 acte de implementare a inventiilor si

inovatiilor in activitatea stiintifica si clinica.

I etapa

AT ANITNE F %
Diagnostic andiologic Pprimnar non mEscwt, INVESTIGATIILE
STUBITIECTIVE (acumetria fomici,
amdiometria tonalid, aundiometria vocali), OBIECTINVE (Gmpedansoaetria))

SURDITATE DE PERCEPTIE ATTE FORME ATF SURDITATIT G
cazul afectnmiloen imflarmatorii —
farmacoterapie combinatal

IMNWVESTINGATINLE OBIECTIVE Gmpedsnsryetria, OEA . PEA), DbMagnostic
Eenetic
SURDITATE ACULA, SUBCRONICA SURDITATE CROMNDCA
NECESITA FARMACOTERAPIE MECESITA
l PROTEZFZARTE (ILa mecesitate, ntilizare scon
wocal, pronostic eflcacitate])
IT etaps

TUIMMIFARE, PROMNOSTLIC, INOFENSIVITATE MEDICAMENTOASA (lanecesitate)
CODNSUL T ATINLE M CATE SUPLIMEMNTARE
COTN T IRV li:‘q DI A NS

(utilizarea metodelor de diagmostic. a ndmoooaraheg de werificare a P& reglarea P&y
farmacobterapie la necesitabe)

Fig. 5.1. Algoritmul diagnosticului si tratamentului pacientilor cu surditate
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CONCLUZII GENERALE
A fost argumentat rationamentul combindrii in aceeasi forma farmaceuticd a substantei active
antibacteriene ciprofloxacina hidroclorid cu un produs natural — uleiul volatil de busuioc. S-a
stabilit compatibilitatea ciprofloxacinei si uleiului volatil de busuioc. Studiile farmaceutice de
preformulare au condus la elaborarea formulei optime si a tehnologiei de preparare pentru
produsul CB-12 [23, 24].
Picaturile auriculare cu ciprofloxacind si ulei volatil de busuioc CB-12 posedda o activitate
antibacteriand mai inalta (p < 0,001) decat forma farmaceutica doar cu ciprofloxacina,
comparativ cu unele tulpini bacteriene (S.aureus (t.209); Ps.aeruginosa (t.ATCC 27853) si
E.faecalis (t. ATCC 19433)) [23, 24].
Cercetarile farmacologice ale toxicitatii acute (clasa de toxicitate 5 LDsg > 2000 mg/kg), precum
si a celei subcronice (parametrii hematologici, biochimici si morfologici), ale produselor
farmacologice combinate CB-12, CAF-01, NH-01 au demonstrat o toxicitate redusa a produselor
respective, fiind clasificate practic ca inofensive [7, 25, 26, 27].
Produsele medicamentoase combinate CAF-01 si NH-01 manifesta o eficacitate otoprotectoare
preclinica deosebita in tratamentul SSN induse cu gentamicina (indicii reflexului Preyer, OEAT
p < 0,001). De asemenea, administrarea acestor produse medicamentoase la subiectii umani
contribuie la ameliorarea simptomaticii, confirmatd prin indicii hematologici, biochimici si
audiologici [7, 28].
In cadrul studiilor clinice, am demonstrat efectele antioxidante otoprotectoare ale produselor
medicamentoase combinate CAF-01 si NH-01 prin ameliorarea statistic semnificativa (p < 0,05)
a indicilor biochimici: superoxiddismutaza, catalaza, ceruloplasmina, glutationperoxidaza [29,
30, 31].
A fost elaborata si validata o nouda metoda tehnologica de diagnostic molecular-genetic al
deletiei 35delG (rs80338939) in gena GJB2, mutatie responsabild pentru instalarea SSN prin
genotiparea TagMan PCR [32].
In cadrul cercetarilor genetice, s-a depistat o frecventa sporiti (50%) la bolnavii cu SSN
prelingvala nonsindromica si a nivelului infim de portaj la persoane fara patologie auriculara a
mutatiei 35delG in gena GJB2 [32].
A fost elaborata si demonstrata eficienta unei noi metode de prognostic al scorului maxim de
inteligibilitate vocala si am stabilit criterii de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la
bolnavii cu hipoacuzie, in baza factorilor anamnestici, audiometriei tonale liminare si

supraliminare [33, 34, 35].

38



Datorita studiilor experimentale, am elaborat un protocol de monitorizare preclinica a produselor
farmacologice, cu posibile efecte ototoxice sau otoprotectoare. Studiile clinice audiologice,
farmacologice si genetice au favorizat conceperea unui algoritm complex de explorare si
tratament medicamentos si recuperare la pacientii cu afectiuni ale analizatorului auditiv, in
special pentru conduita medicald a SSN.

RECOMANDARI PRACTICE
Metodele de analiza si standardizare a produselor medicamentoase combinate (CB-12 picaturi
auriculare si NH-01 capsule) sunt recomandate pentru utilizare in cadrul laboratoarelor de
control al calitatii medicamentelor si in departamentele de cercetare-dezvoltare a companiilor
farmaceutice, certificate cu dreptul de a produce medicamente combinate.
Protocolul, elaborat de determinarea functiei auditive la animalele de laborator cu utilizarea
reflexului Preyer, impedansmetriei si otoemisiei acustice, poate fi utilizat pentru a stabili efectele
ototoxice si otoprotectoare ale produselor medicamentoase si in alte cercetari preclinice asupra
analizatorului auditiv.
Genotiparea polimorfismului mononucleotidic rs80338939 (m.35delG) prin solutia TagMan
PCR sporeste performantele diagnosticarii molecular-genetice si poate fi recomandata ca metoda
de screening genetic mai accesibila la copiii si adultii cu SSN.
Crearea unui nucleu multidisciplinar de competenta in investigare, in diagnosticul molecular-
genetic, in reabilitarea copiilor si adultilor cu SSN pentru a stratifica tratamentul conform
principiilor medicinii personalizate.
Efectuarea unui studiu multicentric pentru a stabili raspandirea factorilor genetici ai SSN
nonsindromice si a nivelului de portaj in regiunile tarii noastre si elaborarea unui program
national pentru determinarea nivelului de risc al SSN la copiii parintilor fenotipic sanatosi.
Metoda de diagnostic, cu prognosticarea scorului de inteligibilitate vocald, in baza a astfel de
factori ca: aspectul curbei audiometrice, media pragului auditiv stabilit la audiometria tonala,
media pragului de disconfort, indicele de articulare, se recomanda a fi implementata in cadrul
serviciilor audiologice si ORL din republica.
Metoda de prognostic al eficacitatii protezarii auditive in baza varstei bolnavului, prezenta, ca
factor declansator al surditatii a infectiilor virotice si/sau bacteriene, evolutia deficientei
auditive, pragul auditiv sau severitatea surditatii, indicele de articulare, se recomanda a fi
aplicata in cadrul selectarii protezelor auditive la bolnavii cu SSN cronica.
Produsul medicamentos combinat Flamena, emulsie orald, 100 ml (CAF-01), se recomanda a fi

administrat in tratamentul complex al bolnavilor cu SSN.
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10.

11.

10.

11.

12.

13.

Utilizarea algoritmului de diagnostic si farmacoterapie, precum si continuarea cercetarilor
clinice privind elaborarea produselor combinate de sintezd si naturiste pentru tratamentul
complex al afectiunilor analizatorului auditiv.

Metodele aplicate si rezultatele obtinute pot fi utilizate in procesul de instruire universitara si
postuniversitard in cadrul disciplinelor: farmacologie si farmacologie clinica, farmacie clinica,
otorinolaringologie, chimie farmaceuticad si toxicologica, biologie si geneticdi umand; in
activitatea Centrului Stiintific al Medicamentului, laboratorului de  otorinolaringologie,
laboratorului de genetica si in centrele medicale (specialitatea otorinolaringologie).

Elaborarea, in baza rezultatelor studiului disertational, a unui standard national de conduita

farmacoterapeutica si de protezare auditiva a bolnavilor cu SSN.
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ADNOTARE
Parii Sergiu
”Eficientizarea diagnosticului si farmacoterapiei afectiunilor analizatorului auditiv”

Teza de doctor habilitat in stiinte medicale, Chisinau, 2021

Structura tezei: introducere, cinci capitole, concluzii generale si recomandari, 259 surse bibliografice, 11
anexe, 210 pagini text de baza, 79 tabele, 47 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate in 59 lucrari stiintifice
inclusiv 1 monografie, 20 articole 1n reviste recenzate, 4 brevete de inventii.

Cuvinte cheie: analizator auditiv, otita, surditate senzorineurald, diagnostic, prognostic, farmacoterapie,
medicamente combinate, preparate otoprotectoare.

Domeniul de studiu: 314.01 - Farmacologie, farmacologie clinica, 321.16 — Otorinolaringologie

Scopul studiului: elaborarea si studiul actiunii curative a unor medicamente combinate otoprotectoare,
actualizarea diagnosticului molecular-genetic si audiologic si stabilirea factorilor de prognostic a eficacitatii
recuperarii auditive in afectiunile inflamatorii ale urechii si surditatea senzorineurala (SSN).

Obiectivele lucrarii: Propunerea unui nou concept si utilizarea preparatelor medicamentoase combinate cu
principii active de sinteza si naturiste in tratamentul afectiunilor urechii, elaborarea principiilor de prognostic
a eficacitatii recuperdrii auditive si diagnosticul genetic al SSN, majorarea eficacititii farmacoterapiei
afectiunilor urechii.

Noutatea stiintifica. Evaluarea eficacitatii preclinice otoprotectoare a produselor farmaceutice CAF-01, NH-
01 si CB-12. Au fost obtinute noi cunostintele teoretice referitor la diagnosticul audiologic si molecular-
genetic, prognosticul eficacitdtii farmacoterapiei, efectelor adverse ale protezdrii auditive in maladiile
otologice.

Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica obtinute constau in elaborarea in baza unor cercetéri
stiintifice interdisciplinare complexe a unor preparate medicamentoase combinate cu principii active de
sintezd si naturiste si cercetarea inofensivitatii farmacologice si eficacitatii otoprotectoare. Elaborarea
principiilor de prognostic a parametrilor audiometriei vocale, a eficacitatii tratamentului farmacoterapeutic si
protezarii auditive in maladiile auriculare. Perfectarea diagnosticului molecular-genetic in vederea stratificarii
pacientilor cu SSN si profilaxia patologiei respective.

Semnificatia teoreticii si valoarea aplicativi a lucririi. In baza studiilor efectuate si a rezultatelor a fost
creat un suport teoretico-practic pentru o abordare interdisciplinara si conceptuala sistemica in aspect de
cercetare preclinica si clinicd de explorare, tratament farmacologic a otitelor si SSN.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele au fost implimentate in activitatea practica a catedrelor
si laboratoarelor cu specificul farmacologie, farmacie, genetica umana si a clinicilor ORL din cadrul USMF
“Nicolae Testemitanu” (2 certificate de autorizare a produselor, 7 acte de implementare a inventiilor, 5 acte

de implementare a inovatiilor).
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AHHOTAIUA
ITapwuii Cepreii Bopucosuu
”TloBbimeHue 3(PpPeKTHBHOCTH ANATHOCTUKH U (papmakoTepanuu 3a00/1eBaHUM
CJIyX0BOI'0 aHaJm3aropa”

Juccepranus 10KTOpa MeAUUMHCKNX HAyK, Kummnes, 2021

CTpyKTypa AuccepTalMu: BBEJCHUE, ISATH I1aB, BBIBOABI U PEKOMEHJIAIMH, CIIMCOK JUTEPATYPhI
BKIIOYaromuil 259 ncroynuka, 11 npunoxennii, 210 ocCHOBHBIX cTpaHuI] TekcTa, 47 pucyHka u 79
Tabmul. Pe3ynbraThl MccienoBaHUsA OMYyOJMKOBaHbBI B 59 HaydHbIX pa®oTax BKIIOYMUTENbHO 4
MIATEHTOB.

KiroueBble ci10Ba: ciayXxOBOHM aHaiM3aTop, OTUT, CEHCOHEBpAJIbHAs TYrOyXOCTh, JAMAarHOCTHKA,
MPOTHO3, (papMakoTepamnus, KOMOMHUPOBAaHHBIE MPETAPAThl, OTONPOTEKTUBHBIC TIPENapaThl
Oo6aacts ucciaenoanms: 314.01 — dapmakonorus u knuHuyeckas dapmakonorus, 321.16 -
OTOPUHOJIAPUHTOJIOTHSL.

Heas wucciaenoBanus: pa3paboTka U U3ydeHHE JieyeOHOro JedcTBUS KOMOMHHUPOBAaHHBIX
OTOTIPOTEKTOMBHBIX IPENapaToB, OOHOBICHHE MOJICKYJISIPHO-TEHETHYECKOW M ayAHnOJIOTHYECKOM
IUAarHOCTHKH, a TaKKe  YCTAHOBJIEHME HPOTHOCTUYECKUX  (aKTOpPOB  APPEKTUBHOCTH
BOCCTAHOBJICHHS CJIyXa NMPH BOCHAIUTEIFHBIX 3a00JIEBaHUAX yXa U CEHCOHEBPAIIbHOW TYrOYXOCTH
(CHT).

3agaum ucciaenoBanus: [IpeIoKUTh HOBBIE KOHICTIUM HCIIOJIB30BAaHUS KOMOMHHUPOBAaHHBIX
JIEKapCTBEHHBIX IpPENnapaToB COJEpXKalllle aKTUBHbIE BEIECTBA CUHTETUYECKOTO U HATypalbHOTO
MPOUCXOXKACHUS B JICYCHWU 3a00JeBaHMU yXa, pa3pabOTKy NPUHIMIIOB IPOTHO3UPOBAHHS
3¢ eKxToB CyXoBbIX 3(p(PeKTOB U reHeTnyeckoi auarHocTuku HecuHapomHod CHT, mosbleHue
3¢ deKTUBHOCTH (papMaKOTEparuy MaTOJOTUH yXa.

Hayuynas HoBu3Ha. OueHKa JOKIMHUYECKOH 3(pPEeKTUBHOCTH JieKapcTBEHHBIX NpenapaToB CAF-
01, NH-01 u CB-12. Ilonmy4eHBI HOBBIE TEOPETHYECKHE 3HAHUSA TIO AayAHOJOTUYECKOH H
MOJICKYJISIPHO-TEHETUYECKON ~ JIMarHOCTUKE, NPOTHO3Y  A(PQPEKTUBHOCTH  (papMakoTepanu,
OOO0YHBIM 3P PEeKTaM CIIyXONPOTE3UPOBAHHUS.

Hayuynass npoOJiema, pelieHHass B JaHHOH 00JacTH COCTOMT B pa3pabOoTKe Ha OCHOBE
KOMIUIEKCHBIX MEXIUCIUIUTMHAPHBIX HAYYHBIX HCCIEOBAaHUI JIEKAPCTBEHHBIX IPEMapaToB C
aKTUBHBIMH BEIIECTBAMU  CHUHTETHYECKOTO M HATYPUCTHYECKOTO IPOUCXOXKIEHHS, a TaKxKe
uccienoBaHus  (papMakoNIoruuyeckoid 0e30macHOCTM M OTONPOTEKTUBHOM 3¢ (EeKTHMBHOCTH.
Pazpa®oTka NpUHIMIIOB MPOrHO3UPOBAHMS MapaMeTPOB pPEUYEBO ayTuOMeTpuH, 3PHEKTUBHOCTH
(hapMakOTEeparneBTUIECKOro JEUSHHUS M CIyXOIPOTE3UPOBAHMS OOJILHBIX C HAPYIICHUSIMHU CIyXa.
CoBepI1IeHCTBOBaHUE MOJIEKYJIIPHO-TEHETUYECKON TMAarHOCTUKHU JUIs CTpaTH(UKAIUU MTallUeHTOB C
CHT u npoduinakTUKU COOTBETCTBYIOIIEH MaTOIOTUH.

IpukaagHas neHHocTh padorsl. Pa3zpaborana TeopeTmueckas M IpaKTHUECKass OCHOBA
MEXTUCIUILTHHAPHOTO W CHCTEMHOTO KOHIENTYAJIFHOTO TOAX0/1a TOKIMHUYECKUX U KIMHUYECKUX
HCCIIeIOBaHMM 1o pa3paboTke, papmakoioruueckomy jeueHuto oTutoB u CHT.

Hayunble pe3yjibTaThl BHeApPeHbI B TPAKTUYECKYIO NESITEIBHOCTh Kadedap | J1abopaTtopuil co
cneunpukoil papmakosnoruu, papmaiuu, reneTuku yenoBeka u JIOP-knunuke ['YM® um. H.A.
Tecremunany (2 perucTpallMHOObIX cepTUdUKaTa, 7/ aKTa BHEIPEHUS H300peTeHud, 5 axTa
BHEPEHUSI UHHOBALUH).
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ANNOTATION
Sergiu Parii
“Improvement of diagnosis and pharmacotherapy of the ear disorders”
PhD Thesis in Medical Sciences, Chisinau, 2021
Thesis structure: introduction, five chapters, conclusions and recommendations, 259 bibliographic

sources, 11 annexes, 210 pages basic text, 47 figures and 79 tables. The obtained results are
published in 59 scientific papers including 4 patents.

Key words: auditory analyzer, otitis, sensorineural deafness, diagnosis, prognosis,
pharmacotherapy, combined drugs, otoprotective preparations.

Field of study: Pharmacology and clinical pharmacology, Otorhinolaryngology.

Purpose of study: development and study of the therapeutic effect of combined optrotectant drugs,
updating of molecular genetic and audiological diagnostics, as well as the establishment of
prognostic factors for the effectiveness of hearing recovery in inflammatory diseases of the ear and
sensorineural hearing loss (SNHL).

Objectives: To propose new concepts of using combined drugs containing active substances of
synthetic and natural origin in the treatment of ear diseases, developing principles for predicting of
auditory effects and genetic diagnosis of nonsyndromic SNHL, improving the efficiency of
pharmacotherapy of ear pathology.

Scientific innovation. Evaluation of the pre-clinical efficacy of the pharmaceutical products CAF-
01, NH-01 and CB-12. There was obtained the new theoretical knowledge on audiological and
molecular-genetic diagnosis, the prediction of efficacy of pharmacotherapy, the adverse effects of
hearing aids.

The fundamentally new results in science and practice consist in the development of
comprehensive research on the basis of complex interdisciplinary research of medicinal products
with active substances of synthetic and natural origin, as well as a study of pharmacological safety
and otoprotective efficacy. Development of principles for predicting the parameters of speech
audiometry, the effectiveness of pharmacotherapeutic treatment and hearing aids for hearing
impaired patients. Improvement of molecular genetic diagnostics for stratification of patients with
SNHL and prevention of the corresponding pathology.

Theoretical significance and applied value of the work. Has been developed a theoretical and
practical basis for an interdisciplinary and systemic conceptual approach of preclinical and clinical
studies on the development, pharmacological treatment of otitis media and SNHL.

Implementation of scientific results. The results were implimented in the practical activities of the
departments and laboratories with the specifics of pharmacology, pharmacy, human genetics and the
ENT clinic of the SUMFh N. Testemitanu (2 registration certificates, 7 acts of implementation of

inventions, 5 acts of implenetation of innovations).
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LISTA ABREVIERILOR

AA — analizatorul auditiv

ABTS- activitatea antioxidanta totala
AD/AS — urechea dreapta/urechea stanga
AAT — activitatea antioxidanta totala
AGE - produsii finali de glicare avansata
AIAT — alaninaminotransferaza

AsAT — aspartataminotransferaza

AT — audiometrie tonala

ATL — audiometrie tonala liminara

AV — audiometrie vocala

CAE - conductul auditiv extern
CCE/CCI — celule ciliate externe/interne
CSM — Centrul Stintific al Medicamentului
CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant
capacity)

DAM - dialdehida malonica

dB - deciBell

FA — fosfataza alcalina

FR — Farmacopeea Romana

GC — gaz cromatografie

GPO - glutationperoxidaza

GSH — glutationul redus

GST - glutation-S-transferaza

HCT — hematocrit

HGB- hemoglobina

HPLC — Cromatografie lichida

IA — indicele de articulare

LDH — lactatdehidrogenaza

LD50 — doza letala medie

LD100 — doza letala maxima

MCV - media volumului hemoglobinei
MCH - media volumului globulelor rosii
MCHC — concentratia medie a hemoglobinei
NA — nerv auditiv

OC - Organul Corti

OEA — otoemisiuni acustice

PA — proteza auditiva

PEA — potentiale evocate auditiv

P-LCR — coeficientul trombocitelor “mari”
PCT (platelet crit) — trombocrit

PMC — produse medicamentoase combinate
POL — peroxidare lipidica

PCR — reactie de polimerizare in lant

RBC — eritrocite/globule rosii

RDW-CV, repartizarea eritrocitelor vol %
RDW-SD - devierea standard a repartizarii
eritrocitelor.

RS — reflexul stapedian

RWD — Red cell Distribution Width — “aria”
de repartizare a eritrocitelor

SNC - sistemul nervos central

SOD - superoxiddismutaza

SSN - surditate senzorineurald, sinonime
hipoacuzie (surditate) neurosenzoriala

ST — surditate de transmisie

SRO - specii reactive ale oxigenului

SRN - specii reactive ale azotului

TA — toxicitate acuta

UC — unitati conventionale

UE/UI —ureche externa/ ureche interna,

UM — ureche medie

WBC - leucocite/globule albe

Produse medicamentoase

CAF-01 — Flamena emulsie orala

CB-12 — picaturi auriculare cu continut
ciprofloxacina si ulei de busuioc

MI — Merion suspensie

NH -01 — Neamon-hepa capsule
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