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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 de
sur-se bibliografice, 11 anexe, 210 de pagini text de baza, 79 de tabele, 47 de figuri.
Rezultatele obtinute sunt publicate in 59 de lucrari stiintifice, inclusiv o monografie, 20 de
articole in reviste recenzate, patru brevete de inventii.

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

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

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

Obiectivele lucrarii: propunerea unui nou concept si utilizarea preparatelor medicamen-
toase combinate cu principii active de sinteza si naturiste in tratamentul afectiunilor urechii, ela-
borarea principiilor de prognostic al eficacitétii recuperdrii auditive si diagnosticul genetic al SSN,
majorarea eficacitdtii farmacoterapiei afectiunilor urechii.

Noutatea stiintifica - evaluarea eficacitatii preclinice otoprotectoare a produselor farma-
ceutice CAF-01, NH-01 si CB-12. Am obtinut noi cunostinte teoretice referitoare la: diagnosticul
audiologic si molecular-genetic, prognosticul eficacitatii farmacoterapiei, efectelor adverse ale
protezarii auditive Tn maladiile otologice.

Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica obtinute constau in: elaborarea, in baza
unor cercetdri stiintifice interdisciplinare complexe, a unor preparate medicamentoase combinate cu
principii active de sinteza si naturiste si cercetarea inofensivitatii farmacologice si eficacitatii otopro-
tectoare; conceperea principiilor de prognostic al parametrilor audiometriei vocale, a eficacitdtii tra-
tamentului farmacoterapeutic si protezarii auditive in maladiile auriculare; perfectarea diagnosticului
molecular-genetic in vederea stratificarii pacientilor cu SSN si profilaxia patologiei respective.

Semnificatia teoretici si valoarea aplicativi a lucririi. In baza studiilor efectuate si a rezul-
tatelor, a fost creat un suport teoretico-practic pentru o abordare interdisciplinara si conceptuala siste-
mica in aspect de cercetare preclinica si clinica de explorare, tratament farmacologic al otitelor si SSN.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate in ac-
tivitatea catedrelor si laboratoarelor cu specificul farmacologie, farmacie, genetica umana si a cli-
nicilor ORL din cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu” (doua certificate de autorizare a produselor,
sapte acte de implementare a inventiilor, cinci acte de implementare a inovatiilor).
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IMapwnii Cepreii bopucoBu4
»lloBbIeHue 3()(P)eKTUBHOCTH TMATHOCTUKH U (papMaKoTepanum 3a001eBaHuil
CJIYXOBOI'0 aHaju3aropa”
Juccepranusi A0KTOpa MeIUIMHCKUX HayK, Kumunes, 2019

CTpyKTypa AuccepTalyu: BBEJCHUE, [ITh IJ1aB, BHIBOABI U PEKOMEHIALINHU, CITUCOK JIH-
TepaTypbl BKIouaromuid 259 ucrounuka, 11 npunoxxkenuit, 210 OCHOBHBIX CTpaHHUIl TEKCTA,
47 pucynka u 79 tabnui. Pe3ynbrarhl BcclieoBaHUs OMYyOJIMKOBAaHBI B 59 Hay4yHBIX paboTax
BKJIIO-YUTEIBHO 4 MaTEHTOB.

KuroueBble ci10Ba: ciiyXoBOW aHAIN3aTOp, OTUT, CEHCOHEBPAJIbHAS TYTOyXOCTb, AUATHO-
CTHKa, IPOrHO3, (hapMakoTepanus, KOMOMHUPOBAHHBIE MIPENaparhbl, OTONPOTEKTUBHbIE MTPerapaThl

Obaactpb ucciaenopanus: 314.01 — gpapmaxonorus u kuHIYecKas papmaxoriorus, 321.16 -
OTOPHHOJIAPUHTOJIOT UL,

Heap uccaenoBanms: pa3padoTka U U3ydeHUE JIeUeOHOTO JIEHCTBUS KOMOMHUPOBAHHBIX
OTONPOTEKTOMBHBIX IPENapaToB, OOHOBIEHUE MOJEKYISIPHO-TEHETUYECKON U ayuOJIOTHUYECKON
JIMarHOCTUKH, A TaKXKe YCTAHOBJICHUE MPOrHOCTHYECKUX (PaKTOPOB 3(P(PHEKTUBHOCTH BOCCTAHOB-
JICHUSI cIyXa MPU BOCHIAJIUTEIbHBIX 3a00JIEBaHUAX yXa U ceHCOHeBpainbHOU Tyroyxoctu (CHT).

3agauu ucciaegoBanus: [IpeIoXuTh HOBbIE KOHIICTIIINN NCTIOIB30BAaHM KOMOWHUPOBAH-
HBIX JIEKAPCTBEHHBIX IIPENAPATOB COAEPIKAIINE AKTUBHBIE BEIIECTBA CHHTETUYECKOTO U HaTypalb-
HOTO MIPOUCXOXICHUS B JICUCHUH 3a00JIeBaHUN yXa, pa3pabOTKy MPHUHIUIIOB MIPOTHO3UPOBAHUS
3¢ (dekToB ciryXoBbIX 3()(HEKTOB U TeHETUYECKO nrarHocTuku HecuHapomHoi CHT, moBeIieHne
3¢pPeKTUBHOCTH (hapMaKoTeparnuy NaToJIOrHU yXa.

Hayuynasi HoBu3Ha. OlieHKa TOKIMHUYECKOH 3P PEeKTUBHOCTH JIEKAPCTBEHHBIX Ipernapa-
toB CAF-01, NH-01 u CB-12. [lony4yeHbl HOBbIE TEOPETHUUECKHE 3HAHUS 110 ay/INOJIOTUYECKON U
MOJIEKYJIIPHO-TEHETUYECKOM IMarHOCTHKE, MPOrHO3Y 3((HEeKTUBHOCTH (hapMaKoTepanuu, modoy-
HbIM 3 (deKTaM CIIyXOnpoTe3nPOBaHUS.

Hayunas npo6.iema, pelieHHasi B JaHHO# 00JIaCTH COCTOUT B pa3pabOTKe Ha OCHOBE
KOMIIJIEKCHBIX MEXIUCIUIUIMHAPHBIX HAYYHBIX UCCIIEJOBAHUN JIEKAPCTBEHHBIX NIPENAPATOB C aK-
TUBHBIMH BELIECTBAMHU CHUHTETHYECKOTO M HATYPUCTUYECKOTO MPOUCXOXKICHHS, a TaKKe hCce-
JOBaHUS (HapMAKOJIIOTHYECKOM 0€30MTaCHOCTH M OTONPOTEKTUBHOM 3 (dekTuBHOCTH. PazpaboTka
MIPUHIUIIOB MTPOrHO3UPOBAHUS NTAPAMETPOB PeueBOil aynuomeTpuu, 3pdexruBHoCcTH (hapmakoTe-
paneBTUYECKOTO JICUYEHUS U CIyXOIPOTE3UPOBAHUS OOJBHBIX C HApYIIEHUSMH ciiyxa. CoBepIieH-
CTBOBaHHME MOJICKYJISIPHO-TE€HETHUECKON JUAarHOCTHKH Ui cTparndukanun manueHToB ¢ CHT u
pO(UIAKTUKN COOTBETCTBYIOIIEH MaTOIOTHH.

IIpuknagnas ueHHocTh padoThl. Pazpaborana TeopeTuyeckas U MpakTHUEcKas OCHOBA
MEXAUCLUUIIMHAPHOTO U CUCTEMHOI'0 KOHLENTYaJIbHOIO MOAX0Ja AOKJIMHUYECKUX U KIMHUYe-
CKHUX HCCIIeIOBaHUH TI0 pa3paboTke, papmakonoruueckomy jgeuerHuto otutos u CHT.

Hayunble pe3yjbTaTbl BHEAPEHbI B IPAKTHUECKYIO AESITEILHOCTh Kadenp u raboparo-
pwuii co cnierrdukoii papmaxosoruu, papmanuu, reneTukn yenoseka u JIOP-knmuanke ['YM® uwm.
H.A. Tecremuniany (2 perucTpamHoobIX cepTudukara, 7 akta BHEAPEHUs U300peTeHuH, 5 aKkTa
BHE/PEHUS] UHHOBALIUN).



ANNOTATION
Sergiu Parii
wImprovement of diagnosis and pharmacotherapy of the ear disorders”
PhD Thesis in Medical Sciences, Chisinau, 2021

Thesis structure: introduction, five chapters, conclusions and recommendations, 259 bi-
bliographic sources, 11 annexes, 210 pages basic text, 47 figures and 79 tables. The obtained re-
sults are published in 59 scientific papers including 4 patents.

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

Field of study: 314.01 — Pharmacology and clinical pharmacology, 321.16 - ENT (otorhi-
nolaryngology).

Purpose of study: development and study of the therapeutic effect of combined optrotec-
tant drugs, updating of molecular genetic and audiological diagnostics, as well as the establish-
ment 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 substan-
ces of synthetic and natural origin in the treatment of ear diseases, developing principles for pre-
dicting 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 pro-
ducts CAF-01, NH-01 and CB-12. There was obtained the new theoretical knowledge on audiolo-
gical 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 effec-
tiveness of pharmacotherapeutic treatment and hearing aids for hearing impaired patients. mpro-
vement 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 theoreti-
cal 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 acti-
vities 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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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemelor abordate. Problema surditatii devine tot mai
importanta atat In aspect medical, cat si in aspect social, deoarece se observa o tendintd de majo-
rare a numarului de persoane care au deficientd de auz. Actualmente, in lume sunt peste 1 miliard
de persoane cu deficienta auditiva de diferita etiologie si gravitate. Cu regret, acest numadr este n
crestere [171].

Conform datelor din literaturd, cca 1,5-4% din populatia Terrei sufera de diferite forme ale
otitei medii cronice. Circa 30% din populatie cel putin o data in viata a suferit de otitd medie acuta.
Metodele contemporane de tratament ale otitelor includ diverse combinatii medicamentoase, n
functie de etiologia, de patogeneza si localizarea maladiei. Una dintre cele mai des utilizate forme
farmaceutice pentru tratamentul acestor afectiuni sunt picaturile auriculare. In ultimii ani, pe piata
farmaceuticd mondiald a aparut un numar impundtor de denumiri de medicamente, inclusiv sub
forma de picaturi auriculare, dar majoritatea dintre acestea sunt contraindicate in otita cu perforatia
membranei timpanice. In Republica Moldova, arsenalul de remedii autohtone cu aplicare topica
auriculara este destul de nesemnificativ (1. Ababii, M. Maniuc, 2004).

In tratamentul otitelor se utilizeaza picituri ce contin, drept principii active, substante de
sinteza, dar si cele naturiste, insd nu am depistat o combinatie de aceste principii Intr-o forma far-
maceutica.

Surditatea senzorineurala (SSN) reprezinta o afectiune, ce se manifesta clinic prin defici-
entd auditiva de tip perceptie si/sau acufene (zgomot auricular). Substratul anatomic al acestor de-
reglari este situat nu la nivelul urechii externe si al celei medii, ci la nivelul urechii interne (organul
Corti), al nervului auditiv, al centrilor nervosi subcorticali si corticali (bazapos B.I', Po3xnaoka
A.U. 1989, A. Pascu, 2000).

Principiile de baza ale tratamentului SSN acute sunt: eliminarea factorului etiologic; in-
ceperea tratamentului in termen cat mai precoce de la debutul bolii. Farmacoterapia trebuie sa
includa: Tmbunatatirea hemodinamicii si a functiei peretilor vasculari ai urechii interne; terapia
de deshidratare labirinticd; terapia de detoxicare si hiposensibilizare; ameliorarea metabolismului
urechii interne; ameliorarea transmiterii sinaptice a impulsurilor nervoase; diminuarea excitabili-
tatii sistemului nervos central si a celui vegetativ (@panyyzoe B.JI., 1988). Insa eficacitatea trata-
mentului medicamentos in formele subacute de SSN este rezervata, iar peste 90% dintre pacientii
cu SSN cronice nu sunt complianti farmacoterapiei (D. Martu, 2002, Jlonomko A.H., 2006).

Prognosticul efectelor farmacologice ale medicamentelor este pe larg utilizat in cercetare,
de exemplu prin metoda de estimare a efectelor alergizante ale medicamentelor (B. Parii, 2007).
Spectrul grupurilor de medicamente utilizate concomitent in tratamentul farmacologic al SSN
impune elaborarea unor factori de prognostic al eficacitatii farmacoterapiei. Luand in considerare

multitudinea preparatelor si corelatiile lor cu particularitétile fizico-chimice si clinico-biologice
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ale organismului, devin oportune si de perspectiva studiile privind prognosticarea efectului far-
macoterapiei combinate la bolnavii cu afectiuni senzorineurale si mixte ale analizatorului audi-
tiv, in baza unor indici precum: caracterul si durata maladiei, rezultatele bilantului audiometric,
preparatul farmacologic, posologia, proprietdtile chimico-farmaceutice, temperatura de topire a
principiului activ etc.

Terapia si reabilitarea complexa a pacientilor cu maladii acute si cronice sunt indispensa-
bile fara valorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau suplimentelor ce contin vitamine,
minerale, oligopeptide (V.Rudic, 2006). ,,Numarul de surse cu proprietati polivalente, concomitent
si stimulente, este insa redus. Interactiunile competitive ale microelementelor, nivelul minim de
asimilare sunt printre cauzele eficientei reduse a utilizarii lor n ameliorarea diverselor situatii
clinice” (V.Valica, et al, 2010). Astfel, poate fi salutara utilizarea produselor combinate polifunc-
tionale cu eficienta clinicd si inofensivitate demonstratd. Medicamentele patrund spre tesuturile
sau celulele-tinta prin utilizarea nanoparticulelor special preparate. Nanoparticulele ,,incarcate”
cu agenti farmacologici pot fi astfel protejate pentru a spori efectul terapeutic, devin rezistente la
sucul gastric si capabile sa transporteze substantele active cu care sunt cuplate direct in circulatia
sangvind (V.Gonciar, 2008).

Hipoacuziile de origine genetica sunt boli monogenice, caracterizate de o mare eterogeni-
tate [57]. Cauzele lor sunt in 50% de mediu sau interactiune mediu-genetica si 50% cauze gene-
tice, dintre care: 20% - hipoacuzie sindromica si, respectiv, 80% - hipoacuzie nonsindromica. in
acest context s-a determinat ponderea majora (peste 50%) in SSN prelingvala a mutatiei 35delG 1n
gena GJB2 pentru populatia indo-europeana (Smith, 2002). Astfel s-a stabilit cd mutatiile in genele
de ADN mitocondrial pot fi responsabile pentru ,hipersensibilitate” la medicamente ototoxice si
cauzarea deficientei auditive. Substituirea A1555G in gena 12S ARNr de ADNmt face ARNr mi-
tochondrial uman, o structurd similard cu ARNr bacteriene, el devenind tinta acestor medicamente.
Odata ce cererea de antibiotice aminoglicozide este foarte raspandita, studiul frecventei de mutatii
35delG in gena GJB2 este relevant pentru evaluarea riscului de SSN.

Terapia medicamentoasd personalizata utilizeazd indicatori biologici sau ,,biomarcheri”,
cum ar fi: secvente de ADN, prezenta sau lipsa unor receptori de substante chimice, ca indicatori
ai modului 1n care pacientii ar trebui tratati, dar si pentru a estima probabilitatea ca interventia
sa produca efectele scontate sau cele nescontate [98]. In acest sens, mentionam faptul ci nu doar
tehnologiile genomice sau alte omics-uri sunt esentiale, ci si factorii ecologici si stilul de viatd sunt
parte integrantd a medicinii personalizate (G.Curocichin, 2010, V.Ghicavdi si altii, 2017).

Sunt deosebit de importante diagnosticul precoce si profilaxia deficientei auditive. La noua
copii din zece, care sufera de hipoacuzie congenitald, parintii nu au probleme de auz (26). Deoarece
hipoacuzia este invizibila la nastere, copiii cu deficientd auditivd se comporta aparent la fel ca si cei
cu auz normal. Din aceste considerente, efectuarca unui examen auditiv la nou-nascut este foarte
importanti. In lipsa unei detectiri active a hipoacuziei, aceasta va fi depistati la varsta de doi-trei ani,

timp 1n care se observa lipsa de dezvoltare a limbajului la copil (Bamford J.M. et al, 2005).
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Pentru stabilirea diagnosticului topografic al patologiilor auditive si selectarea individuala
adecvata a protezelor auditive, este important de a stabili scorul maxim de inteligibilitate vocala
(Tasapmxunaose I'A., 2013). Astfel, devine oportuna intrebuinfarea unor principii de prognozare
a indicelui respectiv in baza datelor anamnestice, clinice, instrumentale, informativitatea diver-
selor metode de investigatii audiometrice. Avantajul unei astfel de metode ar fi obiectivizarea
prognosticarii scorului maxim de inteligibilitate vocala, fapt ce permite efectuarea diagnosticului
in lipsa testelor de audiometrie vocala, care ulterior este important pentru reabilitare si, ca urmare,
incadrarea in societate a persoanelor cu handicap auditiv. Statistica mondiala indica faptul ca
doar 40-50% dintre utilizatorii protezelor auditive sunt satisfacuti de rezultate. Un rol important
revine reglarii corecte a protezelor auditive. In acest scop este necesar un diagnostic veridic,
iar, conform rezultatelor, va fi aleasd proteza auditiva (4. Chiaburu, S. Parii s.a., 2008). Prin
urmare, devine oportund elaborarea unui principiu de prognozare a eficacitatii protezarii auditi-
ve. Din considerentele respective propunem perfectarea indexului prognosticului, care cuprinde
doua aspecte: primul — conditiile evolutiei severitatii surditatii, al doilea — factorii determinatori
ai eficientei protezarii auditive.

Pand in prezent existd aspecte neelucidate privitor la: particularitatile diagnosticului, in
special ale celui genetic, prognosticul eficacitatii de recuperare in surditatea de perceptie (SSN);
micsorarea compliantei terapiei antibacteriene locale in afectiunile inflamatorii ale urechii; efica-
citatea rezervata a tratamentului medicamentos al SSN. Astfel, devin oportune studiile ce vor con-
tribui la ameliorarea si/sau preintdmpinarea consecintelor SSN si a otitelor. De perspectiva sunt:
conceperea noilor scheme de tratament farmacologic al SSN cu utilizarea produselor combinate,
care contin principii active cu eficienta clinica si inofensivitate demonstratd; elaborarea noilor pro-
duse combinate pentru tratamentul afectiunilor analizatorului auditiv. Conceptul de otoprotectie
medicamentoasa (apararea organului auditiv prin majorarea rezistentei nespecifice celulare in con-
ditii nefavorabile pentru functionarea OC) trebuie elaborat in baza cunostintelor actuale ale pato-
geniei progresarii surditatii si a mecanismelor terapeutice. De asemenea este necesard conceperea
unor medicamente polifunctionale, obtinute din preparate cu eficienta clinica si inofensivitate bine
demonstrate, cu efecte polivalente (medicamentele combinate).

Scopul cercetdrii consta in: elaborarea si studiul actiunii curative a unor medicamente
combinate otoprotectoare, actualizarea diagnosticului molecular-genetic si audiologic si stabilirea
factorilor de prognostic al eficacitdtii recuperdrii auditive in afectiunile inflamatorii ale urechii si
surditatea senzorineurala.

Obiectivele cercetarii:

1) cercetarea farmaceutica, evaluarea inofensivitatii si eficacitatii preclinice a unui produs
medicamentos combinat, sub forma de picaturi auriculare, cu continut de ciprofloxacind si ulei
volatil de busuioc pentru tratamentul otitelor;

2) determinarea toxicitatii acute si subcronice a unor produse medicamentoase combinate

cu administrare enterald in tratamentul surditétii senzorineurale (SSN);
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3) stabilirea eficacitatii farmacologice otoprotectoare preclinice a unor produse medica-
mentoase combinate cu principii active de sinteza si naturiste in tratamentul SSN induse;

4) studierea spectrului polimorfismelor genetice, implicate in conditionarea SSN nonsin-
dromice 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 eficacitdtii si operativitdtii diagnostice prin elaborarea unei metode de prognos-
tic 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 enterald;

8) stabilirea criteriilor de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la bolnavii hipoacu-

zici si elaborarea unui algoritm de conduitd a SSN.

Metodologia cercetarii. Prezentul studiu a fost efectuat etapizat: preclinic (toxicologic si
farmacologic) si clinic. In conformitate cu recomandarile metodice actuale [13,35,230,251,255],
s-au realizat cercetdrile experimentale toxicologice si ale proprietatilor farmacologice. De aseme-
nea in concordanta cu cerintele contemporane, accesibile si larg utilizate in practica medicald, au
fost examinati parametrii biochimici, audiobiologici si genetici. Lucrarile de reper [2, 58, 85, 47,
59, 173, 174, 188, 227, 249] au asigurat suportul metodologic al tezei. Ca ipoteza de cercetare,
au servit urmatoarele aspecte: produsele medicamentoase combinate, avand drept principii acti-
ve substantele de sinteza si cele naturiste, care pot spori efectul farmacoterapeutic in afectiunile
auriculare; optimizarea diagnosticului maladiilor urechii prin perfectarea metodelor de diagnostic
genetic si audiologic. Cercetarile prezentate au fost concepute si analizate conform recomandarilor
privind proiectarea, elaborarea si redactarea lucrarilor stiintifice [25, 93].

Noutatea si originalitatea stiintifica.

In cadrul investigatiilor s-au efectuat studii farmaceutice privind noi principii active, cu po-
tential efect favorabil in corijarea farmacoterapeuticd a afectiunilor inflamatorii ale urechii. In acest
sens am conceput prima metoda de determinare a scorului de inteligibilitate vocala, bazat pe rezulta-
tele audiometriei tonale la pacientii cu maladii ale analizatorului auditiv. De asemenea pentru prima
data au fost stabilite noi criterii de prognostic al indicilor eficacitatii protezarii auditive la bolnavii
cu SSN. In acelasi context s-a determinat eficacitatea otoprotectoare a preparatelor medicamentoase
CAF-01 si NH-01 in tratamentul complex al SSN, precum si eficacitatea antimicrobiana si inofen-
sivitatea preclinicd a produsului CB-12. Totodatd, a fost studiat spectrul polimorfismelor geneti-
ce si determinatd ponderea diferitor forme ale SSN genetice nonsindromice prin stabilirea mutatiei
35delG a genei GJB2 pentru a corija farmacoterapia, conform principiilor medicinii personalizate.

Problema stiintificd importanta solutionata. Cercetarile experimentale si cele clinice au

stat la baza elaborarii unui nou concept de utilizare a preparatelor medicamentoase combinate, cu
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principii active de sinteza si naturiste, in tratamentul afectiunilor inflamatorii si neinflamatorii ale
urechii. In context au fost concepute anumite principii de prognostic al eficacitatii de diagnostic
si recuperare auditiva, al diagnosticului genetic al SSN in vederea profilaxiei si sporirii eficacitatii
farmacoterapiei otoprotectoare.

Rezultatele principiale pentru stiinta si valoarea aplicativa

Drept confirmare a rezultatelor principiale pentru siinta, a fost argumentat rationamentul
combindrii, in aceeasi forma farmaceuticd, a substantei active antibacteriene ciprofloxacina hidro-
clorid cu un produs natural — uleiul volatil de busuioc. Picaturile auriculare cu ciprofloxacind si
ulei volatil de busuioc CB-12 poseda o activitate antibacteriana mai Tnalta decat forma farmaceuti-
ca doar cu ciprofloxacind, comparativ cu unele tulpini bacteriene (S.aureus (t.209),; Ps.aeruginosa
(t.ATCC 27853) si E.faecalis (t ATCC 19433)).

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

Metoda tehnologica de genotipare TagMan PCR intensifica performantele diagnosticarii
molecular-genetice ale deletiei 35delG (rs80338939) in gena GJB2. In acest scop a fost elabo-
rata si demonstratd eficienta unor noi metode de prognostic al scorului maxim de inteligibili-
tate vocala si stabilite criteriile de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la bolnavii cu
hipoacuzie, luand In considerare factorii anamnestici si cei ai audiometriei tonale liminare si
supraliminare.

In baza cercetirilor stiintifice interdisciplinare complexe, am conceput unele preparate
medicamentoase combinate cu principii active de sinteza si naturiste Tn maladiile inflamatorii si
neinflamatorii auriculare. Totodata, a fost evaluata eficacitatea clinicd otoprotectoare a produselor
farmaceutice CAF-01 si NH-01 si elaborat un algoritm experimental preclinic de monitorizare a
functiei analizatorului auditiv la expunerea agentilor medicamentosi ototoxici si otoprotectori,
precum si unele principii de prognostic al parametrilor audiometriei vocale, al eficacitatii trata-
mentului farmacoterapeutic si al protezarii auditive la bolnavii cu afectiuni ale urechii. De aseme-
nea s-a perfectat diagnosticul molecular-genetic si cel audiologic pentru a stratifica pacientii cu
SSN si a initia actiuni de profilaxie a patologiei respective.

Semnificatia teoretica

Gratie acestui studiu fundamental, am obtinut noi cunostinte teoretice referitoare la dia-
gnosticul audiologic, am revalidat conceptul de testare molecular-geneticd a bolnavilor cu SSN
nonsindromica, prognosticul eficacitatii farmacoterapiei, efectelor adverse ale protezarii auditive.
Pentru prima data am efectuat cercetarea preclinica a produselor farmacologice combinate cu prin-
cipii 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 interdiscipli-
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nara si conceptuald sistemicd in aspect de cercetare preclinica si clinica de explorare, un tratament
farmacologic de recuperare a SSN si otitelor.

Implementarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele investigatiilor realizate au fost implementate in cadrul intreprinderilor autohto-
ne de producere, in procesul didactic la Catedrele farmacologie si farmacie clinicd, otorinolaringo-
logie, chimie farmaceutica si toxicologica, in cadrul activitatii stiintifice a laboratoarelor Centrului
Stiintific al Medicamentelor, in Laboratoarele de otorinolaringologie si de genetica ale [P USMF
»Nicolae Testemitanu”, in activitatea medicala a otorinolaringologilor, a laboratoarelor de profil
molecular-genetic si in cadrul Intreprinderilor de producere farmaceutica din republica (doua cer-
tificate de autorizare a produselor, 12 acte de implementare a inventiilor si inovatiilor).

Capacitatea de protectie. In cadrul tematicii de cercetare, au fost prezentate si brevetate
metode si produse farmacologice si publicate articole stiintifice, bazate pe rezultatele obtinute,
inclusiv in revistele de specialitate. In context, am reglementat drepturile de proprietate intelec-
tuala. Protejarea proprietatii intelectuale a fost asigurata in conformitate cu legislatia nationala in
vigoare.

Aprobarea rezultatelor lucrarii: Conferinta Asociatiei Otologilor si Otoneurologilor a
Ucrainei (Kiev, 2007, 2012); Conferinta I Moldo-Ucraineana ,,Actualitdti in Otorinolaringolo-
gie” (Chisinau, 2008); Conferinta ,,Probleme actuale in otorinolaringologia pediatricd” (Chisinau,
2010); Congresul al XXXII-lea National ORL (Iasi, Romania, 2010); Congresul Roman de ORL si
Chirurgie Cervicofaciala (Targu-Mures, 2012); Conferinta ,,Zilele Spitalului Clinic de Recuperare”
(Iasi, Romania, 2013, 2014, 2015, 2016, 2018); Conferinta a [V-a ORL Pediatrica (Poiana-Brasov,
Romania, 2013); Masa rotunda ,,Politici de integrare a persoanelor cu dizabilitdti in cAmpul mun-
cii” (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 Far-
macie ,,Nicolae Testemitanu”, (Chisinau, 2007, 2009, 2014); East-Horizon H2020/ICT Training
Workshop (Chisindu, 2014); Partnerig scientific Event and work-shop. Estonian Genomic Cen-
ter (Tartu, Estonia, 04.12.2014); Expozitia Internationald Specializata Euroinvent (Iasi, Romania,
2013, 2014, 2015, 2016); Expozitia Internationald Specializata Inventica (Iasi, Roméania, 2013,
2014, 2015, 2016); Expozitia Internationala Specializatd Infoinvent (Chisinau, Republica Moldo-
va, 2013, 2015, 2017); Expozitia Internationald Specializatad 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 Pro-
ject (Chisinau, 2015); Congresul al II-lea National de ORL Pediatrie (Iasi, Romania, 2016); 16-th
International Symposium and Summer School on Bioanalysis (Warshaw, Poland, 2016); Congre-
sul al XVI-lea National de Farmacie (Bucuresti, Romania, 2016); Simpozionul National de On-
cologie, cu participare internationald (Chisinau, 2016); Conferinta Nationald de Farmacie Clinica
(Bucuresti, Romania, 2017, 2019); Conferinta a XI-a Nationala de Bioetica (Iasi, Roméania, 2017);

Simpozionul ,,Zilele Medicamentului - Medicamentul de la idee la clinica”. Editiile a XXVI-a si
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a XXVII-a (Iasi, Romania, 2018, 2019); Salonul International de Inventica INOVA, editia a 43-a
(Zagreb, Croatia, 2018); Conferinta nationala cu participare internationald ,,Actualitati In otorino-
laringologie” (Chisinau, 2018); Conferinta stiintifica cu participare internationala ,,Actualitdti In
farmacologie clinicd” in memoriam 100 de ani de la nasterea ilustrului savant Efim Muhin (Chisi-
nau, 2018); Congresul Societatii Romane de Audiologie (Iasi, 2019).

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

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la: Sedinta Societatii Stiintifice a Farmaco-
logilor 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 comuna
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 Ma-
mei 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 ,Nicolae Testemitanu” — aviz favorabil nr. 16 din
14.11.2016.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele stiintifice ale studiului sunt reflectate in 59 de lucrari
publicate: monografii (unic autor) - una; articole In reviste stiintifice internationale cotate (WoS,
SCOPUS, COPERNICUS) - trei; articole in revistele din strainatate recunoscute — trei; articole
publicate in revistele din Registrul national cu categoria B — sapte, cu categoria C — opt, fara
categorie - cinci; abstracte publicate in lucrarile conferintelor stiintifice internationale — 17, nati-
onale — patru; materiale la saloanele de inventii - sapte; brevete de inventii — patru, certificate de
inovator - sase.

Avize favorabile ale Comitetului de Etica a Cercetarii al USMF ,,N. Testemitanu”:

Nr. 61 din 25.06.2013 — ,,Sporirea eficientei diagnosticului prin testare genetica in surditate

~9

neurosenzoriald”. Investigator principal - Ghenadie Curocichin, dr. hab., prof. univ.

Nr. 1 din 23.09.2014 — ,,Determinarea toxicitdtii acute a unui nou produs medicamentos
combinat sub forma de picaturi auriculare”. Investigator principal - Sergiu Parii, dr. med., confe-
rentiar universitar

Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF , Nicolae Testemitanu”, nr. 1 din 23.09.2014.

Nr. 7 din 23.10.2014 — ,,Determinarea toxicitatii acute si a celei cronice ale unor compusi
medicamentosi combinati”. Investigator principal - Sergiu Parii, dr. med., conf.

Nr. 2 din 21.12.2015 — ,,Determinarea toxicitatii acute si a toxicitatii cronice ale unui nou
compus medicamentos combinat”. Investigator principal - Sergiu Parii, dr. med., conf.

Nr. 41 din 11.05.2016 — ,,Cercetari complexe in domeniul elaborarii si implementarii a noi

forme farmaceutice ale medicamentelor de origine vegetala si obtinute prin sinteza”. Investigator

principal - Sergiu Parii, dr. med., conf.
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Nr. 16 din 14.11.2016 — ,,Optimizarea farmacoterapiei otoprotectoare si a diagnosticului
afectiunilor analizatorului auditiv”. Investigator principal - Sergiu Parii, dr. med., conf.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza de fata este expusa pe 234 de pagini text de baza si cuprinde: adnotare (in limbile ro-
mana, engleza si rusd), lista abrevierilor, introducere, cinci capitole, sinteza rezultatelor obtinute,
concluzii generale, recomandari practice, bibliografie din 259 de surse, declaratia privind asuma-
rea raspunderii $i CV-ul autorului. Teza este ilustrata cu 79 de tabele si 47 de figuri.

In capitolul 1 Diagnosticul, farmacoterapia si utilizarea rationald a medicamentelor in
afectiunile urechii se face o analiza a datelor literaturii de specialitate referitoare la aspectele de
etio-patogenie, diagnostic audiologic si genetic, farmacologia si utilizarea rationald a medicamen-
telor utilizate in afectiunile analizatorului auditiv. Se caracterizeaza principalele grupe farmaco-
logice prin prisma medicinii bazate pe dovezi si se argumenteaza particularitatile de selectare in
maladiile urechii, in functie de aspectele etio-patogenice si morfofunctionale. Sunt estimate aspec-
tele medicamentelor combinate, principiile de selectare si utilizare a lor in tratamentul maladiilor
urechii. Caracterizarea proprietatilor farmacologice ale produselor medicamentoase au servit drept
suport important pentru a elucida perspectivele de utilizare In practica otologica.

In capitolul 2 Materiale si metode de cercetare, autorul face referire la suportul metodo-
logic al cercetarilor experimentale si clinice prin: recurgerea la recomandérile metodice contem-
porane, selectarea parametrilor adecvati de studiu preclinic si clinic §i determinarea proprietatilor
farmacologice ale preparatelor cercetate, evaluarea eficacitatii clinice si analiza integrala a rezul-
tatelor obtinute.

Capitolul 3 Elaborarea produselor medicamentoase combinate cu potentiale efecte oto-
protectoare este consacrat studiilor farmaceutice. In acest capitol au fost studiate si elucidate prin-
cipiile active si excipientii utilizati la formularea produselor combinate, in functie de proprieta-
tile fizico-chimice ale substantelor medicamentoase selectate, ceea ce a servit drept baza pentru
efectuarea studiilor de preformulare. Studiile farmaceutice de fata demonstreaza compatibilitatea
fizica si chimica a componentelor, stabilitatea acestora atat in procesul de formulare, cat si pe
toatd perioada de valabilitate a medicamentului; determina parametrii tehnologici de preparare a
formei farmaceutice selectate a produselor CB-12, picaturi auriculare, Neamon-hepa, capsule, si
MI, suspensie.

In capitolul 4 Cercetarea toxicitdtii si eficacitdtii farmacologice preclinice a produselor
medicamentoase combinate otoprotectoare sunt prezentate rezultatele cercetarilor farmacologice
preclinice, obtinute pe animale de laborator: inofensivitatii (toxicitatii acute si a celei cronice),
proprietatilor otoprotectoare ale preparatelor medicamentoase combinate, cercetate in baza reco-
mandarilor contemporane. Potrivit rezultatelor obtinute, am reusit sa constatim inofensivitatea
la administrarea enterala si valorile deosebite ale LD50 la cea parenterald. In cadrul toxicitatii
cronice, prin utilizarea parametrilor fiziologici si biochimici, a fost demonstrata lipsa efectelor ne-

scontate la administrarea preparatelor cercetate. De asemenea a fost stabilita o directie importanta
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pentru tratamentul afectiunilor auriculare ce consta in elaborarea si utilizarea In practica medicala
a preparatelor medicamentoase multicomponente, care contin substante de sinteza si naturiste. in
farmacoterapia afectiunilor inflamatorii ale urechii externe si ale celei medii, stiintifico-practic, s-a
recomandat administrarea produselor combinate CB-12, picaturi auriculare; Flamena, gel, iar, in
tratamentul maladiilor senzorineurale ale urechii interne si nervului auditiv, - Flamena, emulsie;
Neamon-hepa, capsule, si Merion, suspensie orala.

Capitolul 5 Aspecte clinice de optimizare a diagnosticului si recuperarii auditive a surdi-
tatii de perceptie este destinat urmatoarelor cercetari clinice: eficientizarea diagnosticului audiolo-
gic la nou-ndscuti; elaborarea unei noi metode de audiometrie vocald cu avantaj de obiectivizare a
prognosticarii scorului maxim de inteligibilitate vocald, fapt ce permite stabilirea diagnosticului in
lipsa testelor de audiometrie vocald, ceea ce este important in reabilitarea si incadrarea in societate
a persoanelor cu handicap auditiv. In acest sens, a fost elaborati o metoda de prognostic al efica-
citatii protezarii auditive, care permite depistarea precoce a bolnavilor cu risc sporit de dezvoltare
a efectelor adverse, fapt ce impune o atentie deosebitd acestei categorii de pacienti, cu corijarea
la timp a tratamentului, selectarea protezelor auditive, reabilitarea si, ca urmare, incadrarea in
societate a persoanelor cu handicap auditiv. De asemenea am obtinut date referitoare la ponderea
mutatiilor genice 35delG in gena GJB2.

Compartimentul Sinteza rezultatelor reflecta datele stiintifice de baza obtinute in cerce-
tarile farmacologice, farmaceutice si clinice n cadrul studiului disertational Eficientizarea dia-
gnosticului si farmacoterapiei afectiunilor analizatorului auditiv.

Concluziile generale reflecta rezultatele cercetdrilor experimentale si clinice si sunt in
concordantd cu constatarile referitoare la capitolele respective. Recomandarile elaborate denota
implementarea rezultatelor studiului in medicina i genereaza posibilitati noi de continuare a cer-

cetarilor stiintifice.
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1. DIAGNOSTICUL, FARMACOTERAPIA
SI UTILIZAREA RATIONALA A MEDICAMENTELOR
N AFECTIUNILE URECHII

1.1. Particularitatile anatomo-functionale si metodele de examinare
ale analizatorului auditiv

Analizatorul auditiv (AA) reprezintd o structurd morfologica complexa ce depinde de func-
tia eficientd a mai multor sisteme: integritatea anatomica si functionald a urechii externe si ure-
chii medii, integritatea mecanica si celulard a organului Corti, homeostazia mediului biochimic
si bioelectric al urechii interne, integritatea anatomo-functionala a céilor de conducere nervoasa
auditiva si a nucleelor centrale subcorticale si corticale [1, 9]. Acestea sunt conditionate de functii
vasculare, hematologice, metabolice si endocrine normale. Ca urmare, afectarea aproape a oricarui
sistem al organismului uman poate determina alterarea functiei auditive [9, 67, 228]. In analogie
cu complicatiile altor sisteme de organe (insuficienta cardiovasculard, insuficienta respiratorie,
insuficienta renald), SSN, de asemenea, poate fi interpretatd patogenetic ca ,,insuficienta auditiva”
[209, 229].

Deficienta auditiva de asemenea provoaca si afectiunile inflamatorii ale urechii. AA asigura
perceperea si deosebirea undelor sonore, orientarea 1n spatiu si vorbirea, ca mijloc de comunicare
interumana. Este format din trei parti: segmentul periferic (urechea externa, urechea medie, ure-
chea internd), caile de conducere a impulsurilor nervoase, segmentul central, unde au loc analiza
si sinteza definitiva a auzului [52].

Segmentul periferic este reprezentat de ureche, fiecare dintre cele doua organe ale auzului,
asezate simetric de o parte si cealaltd a capului. Din punct de vedere anatomo-functional, urechea
este alcatuita din aparatul de captare si transmitere a undelor sonore, situat in urechea externa,
urechea medie si urechea interna (spatiile perilimfatic si endolimfatic), si din aparatul de recepta-
re a sunetelor, situat in urechea interna (organul Corti) si nervul acustico-vestibular [1, 9, 87, 94].

Endolimfa din urechea internd are o compozitie chimica asemanatoare cu a plasmei in-
terstitiale, iar compozitia chimica a perilimfei este similara cu a lichidului cefalorahidian (LCR).
Endolimfa abunda in K*si, totodata, denota insuficienta de Na*; in perilimfa, repartitia acestor ioni
este inversa. Endolimfa este prezentd in rampa medie (labirintul membranos), iar perilimfa — in
rampele vestibulard si timpanicd; acestea comunica cu spatiul arahnoidian, de aici si compozitia
chimica similard. Endolimfa este prezenta si in utriculd, In sacula si in canalele semicirculare ale
aparatului vestibular [5, 11].

La nivelul melcului membranos al urechii interne se gaseste receptorul acustic (organul
Corti), care este format din: o0 membrana bazilara, vibratorie, ale carei fibre conjunctive constitu-
ente au diferite marimi, fiind mai lungi spre varf si mai scurte spre baza melcului; celule senzoriale

(celule ciliate externe — CCE, celule ciliate interne — CCI), care au rolul primordial de a transforma
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energia mecanicd (unda sonord) in impuls nervos, astfel generand senzatia auditiva. Axonii neuro-
nilor din ganglionul Corti formeaza ramura acustica a nervului cranian VIII. ,,Acesta face sinapsa
cu neuronii din nucleele cohleare pontine. Majoritatea axonilor neuronilor se Incruciseaza in punte
si fac sinapsa cu al treilea neuron, in corpul geniculat medial (metatalamus). Din metatalamus,
informatia auditiva ajunge la scoarta cerebrald, care este dispozitivul integrator, ce leaga senzatiile
auditive de senzatiile vizuale, tactile, musculare etc.” [10, 68, 87].

Decibelul (dB) este o marime logaritmica ce poate descrie corect sensibilitatea urechii,
odata ce domeniul auditiv uman este cuprins intre 0 si 120 dB SPL. Marimea de referintd cores-
punde intensitatii necesare pentru obtinerea pragului normal in auditie binaurald, la frecventa de
1000 Hz si intensitatii de referinta (I zero) — 10 W/cm?. Sensibilitatea cea mai buna a urechii se
afla in banda de frecvente cuprinsa intre 1000 si 5000 Hz. Vocea obisnuita este caracterizata prin
frecvente sonore cuprinse intre 200 si 3500 Hz. Nivelul de intensitate al vocii umane de conversa-
tie este de aproximativ 60 dB [81].

Omul comunicd cu mediul extern prin trei elemente esentiale: stimulul — o forma de energie
care apartine unui spatiu exterior constiintei, receptorul — un element senzorial sensibil la stimulul
care se introduce Intre obiectul fizic si perceptie, senzatia — un rezultat al actiunii stimulului asupra
receptorului si apoi asupra prelucrarii informatiei furnizate de receptorul senzorial [1, 9 ].

Diapazonul dinamic al auzului urechii reprezinta diferenta dintre sunetul de perceptie (0
dB HL) si sunetul dureros (120 dB HL). Daca aceasta dinamica se micsoreaza, apar distorsiuni de
perceptie sonord (recruitment). Discriminare frecventiald — proprietatea urechii de a deosebi doua
sunete pure de acelasi nivel, dar de frecvente diferite (frecventa de 1500 Hz este mai sensibila la
variatiile frecventiale). Discriminare temporald — capacitatea urechii de a distinge diferenta dintre
doud sunete in timp. Aceste trei proprietati se asociaza in cdmpul auditiv al auzului pentru a asigu-
ra o bandd omogena pe toate frecventele spectrului sonor.

Senzatia auditiva nu este masurabila obiectiv, iar evaluarea ei nu este posibila decat plecand
de la descrierea pe care o face subiectul care primeste stimulul. in audiologie actioneazi Legea
Weber-Fechner: ,,Senzatia creste in progresie aritmetica atunci cand excitatia creste in progresie
geometricd” sau ,,Raspunsul este proportional cu logaritmul excitatiei” [1, 36, 87].

Astfel, disfunctiile anatomo-functionale ale urechii externe, ale celor medii si interne, pre-
cum si ale cailor de conducere nervoase, cauzeaza modificarea activitatii complexe a analizatoru-
lui auditiv, care se manifesta prin deficientd auditiva (DA).

Investigatiile audiologice ale analizatorului auditiv se clasifica in: subiective (depind de im-
plicarea pacientului In procesul de diagnosticare — reactie la stimulul sonor); obiective computerizate
(nu depind de atentia pacientului). Majoritatea investigatiilor audiologice nu se substituie una pe alta.
De aceea este necesard elaborarea unor algoritme complexe ce implica mai multe metode.

Acumetria fonica (determinarea distantei de percepere a vocii soptite si a vocii conversate)
este cea mai arhicunoscutd metoda de examinare a analizatorului auditiv. Acumetria instrumentala

se practicd cu diapazoanele (camertoanele). Scidderea auzului este apreciatd dupa durata timpului
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de auditie a pacientului, in comparatie cu o auditie normald. Pentru evaluarea calitativd a unei hi-
poacuzii, este necesar, in primul rand, sa se determine campul tonal, prin prezentarea de catre pacient,
pe rand, a unei serii complete de diapazoane. Urmeaza apoi efectuarea cu diapazonul 256 sau 512
Hz a probelor Weber, Rinne, Schwabach, Levis-Federici etc. Audiometria reflex-conditionata, au-
diometria comportamentala se efectueaza la copiii de varsta precoce, care nu sunt cooperabili la AT.

Audiometria tonala (AT) este cea mai exactd metodd de determinare a pragului auditiv, in
functie de spectrul frecvential. Dar ea are limite de efectuare: copiii de varsta precoce si adultii
fara constiintd sau cu boli psihice. Cu toate cd AT este cel mai vechi test audiometric efectuat cu
aparataj electronic, ea totusi raiméane cea mai importantd si mai exactd metoda de stabilire a defi-
cientei de auz si a tipului de hipoacuzie. Testele audiometriei tonale supraliminare continua sa fie
principale in detectarea distorsiunilor acustice, ce apar ca manifestari ale recruitmentului [5, 36,
42,46, 61, 74, 79].

Audiometria vocala (AV) este o metoda de evaluare a capacitatii pacientului de a percepe
cuvintele, adica ce procent de elemente ale vorbirii este recunoscut corect la 0 anumita intensitate.
AV este 0 metoda de studiere metrologica a auditiei, care utilizeaza, pentru a efectua testele sale,
un anumit material fonetic (verbal sau vocal) si examineaza auditia intr-o maniera globala.

Evaluarea auzului pentru tonuri pure (AT) oferd informatii despre sensibilitatea auzului,
dar, in ceea ce priveste capacitatea de comunicare interumana, asigurd doar informatii limitate. AV,
la randul ei, nu ofera informatii despre sensibilitatea auzului ca o functie intensitate-frecventa. To-
tusi pragurile obtinute prin transmiterea stimulului verbal pe cale aeriand oferd informatii despre
sensibilitatea auzului in globalitatea sa, iar cele obtinute prin conducere osoasa — informatii despre
statusul neurosenzorial.

Sunt studii care prognozeaza indicii AV (scorul de inteligibilitate) in baza parametrilor AT
[36, 42, 46]. In unele cazuri, audiometria vocala prezinta dificultati in efectuare, in primul rand, la
copii si varstnici, din cauza necesitatii audiometrelor specializate, a aparatajului de calibrare, a tes-
telor de audiometrie vocala cu specificul de dialect, timpul indelungat de investigatie [3, 4, 198].

In acelasi timp, pentru stabilirea diagnosticului topografic al patologiilor auditive si se-
lectarea individuala adecvata a protezelor auditive, este important de a constata scorul maxim de
inteligibilitate a testelor vocale [213, 246]. Astfel, devine oportuna aplicarea unor noi principii de
determinare ale indicelui respectiv [73, 79, 218].

Impedansmetria reprezinta determinarea compliantei acustice a membranei timpanice
si lantului de oscioare, culege informatii despre integritatea membranei timpanice, volumul de
aer din urechea medie (spatiul aeric din spatele timpanului) si integritatea lantului osicular.
Este o investigatie obligatorie pentru diagnosticarea bolilor urechii medii precum: otite seroa-
se, otosclerozd, modificarile mobilitatii membranei timpanice, disfunctiile reflexului acustic [3,
10, 63, 87].

Otoemisiunile acustice (OEA) sunt semnale acustice, care pot fi detectate cu ajutorul unei

sonde, la nivelul conductului auditiv extern. Intrucat vibratiile radiate la nivelul organului Corti
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se deplaseaza prin lichidele endocohleare spre baza cohleei si pun In miscare membrana ferestrei
rotunde, acestea genereazd o unda acusticd in urechea medie, produc deplasarea lantului osicular
si, in final, timpanul actioneaza ca o0 membrana a unui difuzor, transmitdnd sunetele spre urechea
externd, in care pot fi captate de un microfon suficient de sensibil 3, 6, 10].

Indicatiile OEA in practica medicald: aprecierea integritatii auzului la sugar si copilul mic;
screening-ul auditiv al copiilor (identificarea copiilor care aud si a celor care nu aud); obiectivarea
hipoacuziilor nonorganice (psihologice); aprecierea integritatii functiei urechii interne; monitori-
zarea tratamentului cu medicamente ototoxice; expunerea la zgomot pentru un timp indelungat;
tinnitus (zgomote auriculare/acufene); stabilirea diagnosticului topografic de pierdere a auzului,
cauzata de afectarea nervului auditiv; afectarca cohleara versus cea retrocohleara, adica efectuarea
diagnosticului diferential de afectare a CCE si a componentelor analizatorului auditiv, situate dupa
CCE (CCI, nervul auditiv, trunchiul cerebral, cortexul) [6, 14, 23, 36, 45, 70, 74].

In practica audiologica, adeseori se aplici si potentialele evocate auditive (PEA/ASSR),
pentru a stabili obiectiv pragul auditiv si topodiagnosticul afectiunilor senzorineurale ale AA [14,
19, 72, 79, 244]. Prezinta interes stiintifico-practic cercetarea metodelor computerizate de dia-
gnostic precum: OEA, PEA, Impedansmetrie in testarea preclinicd pe animalele de laborator a

produselor medicamentoase ce urmeaza a fi elaborate.

1.2. Afectiunile inflamatorii ale urechii si farmacoterapia topica combinata

In Republica Moldova, prevalenta generala prin bolile urechii si ale apofizei mastoidie-
ne constituie, anual, 104,3 la 10000 de locuitori. Ponderea pacientilor cu mezotimpanita cronica
supurata este de 65-67%; cu epitimpanita cronicd supurata — de 26-31%, iar 2-7% dintre pacienti
dezvolta ,,maladia urechii operate” dupa epi-mezotimpanita, din numarul total de otite medii supu-
rate cronice [5, 6]. In Romania sunt raportate anual peste 130000 de cazuri de otitd medie la copii
[77, 134], in timp ce in SUA se Inregistreazd anual 2,2 milioane de cazuri, cu un cost de ingrijire
de 4 milioane dolari, fiind principala cauza de incetinire a vorbirii si aparitiei problemelor de com-
portament la copii [100, 200].

Odata ce sporeste rata de rezistentd bacteriana la antibiotice [31, 130, 232], un numar im-
portant de cazuri nu raspund la tratament (rezistenta de peste 60% la tratamentul clasic cu penicili-
ne) si de aici necesitatea criticd de molecule si produse noi [32, 38]. Studiile recente denota faptul
ca cele mai multe cazuri de otitd medie sunt provocate de infectii cu Streptococcus pneumoniae,
care prezintd si cea mai mare rezistenta la antibiotice, urmat de Haemophilus influenzae, Strepto-
coccus pyogenes si Moraxella catarrhalis (1,8%), in timp ce otitele externe pot fi de natura bac-
teriana Staphylococcus aureus - %> din cazuri, urmat de Staphylococcus aureus meticilinorezistent
st Pseudomonas aeruginosa sau fungica: Candida spp. si Aspergillus spp. [11, 23, 225]. OMSC
devin cauza unor pierderi economice considerabile prin invalidizarea bolnavilor, prin numeroase

intreruperi de munca sau de procesul de studiu la elevi si studenti.
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Scheme si metode de tratament cu medicamente combinate sunt utilizate in diverse ramuri,
inclusiv in otorinolaringologie. Metodele contemporane de tratament in ORL includ diverse com-
binatii medicamentoase [2, 178]. Volumul indicatiilor terapeutice depinde de etapa maladiei: in
faza acuta se efectueaza preponderent farmacoterapia etiotropd si cea simptomatica, inclusiv cu
preparate combinate; in faza subacutd — diverse manipulari invazive si terapia medicamentoasa, cu
includerea in complex a imunomodulatoarelor; in cazul unui proces cronic, se suplimenteaza me-
todele chirurgicale si remediile medicamentoase complexe [10, 17, 231]. Astfel, la fiecare etapa,
intensitatea si calitatea terapiei determina eficienta tratamentului, iar farmacoterapia contempora-
nd a afectiunilor ORL impune utilizarea remediilor antibacteriene, imunomodulatoare, regenerati-
ve si simptomatice [2, 5, 15, 167].

Cu toate ca exista suficiente mijloace si metode de tratament medicamentos ale proceselor
inflamatorii ale urechii, cronicizarea otitelor se mentine. Desi farmacoterapia a Inregistrat realizari
incontestabile, cu regret, incidenta complicatiilor nu se diminueaza. Antibioticele, ce nu reusesc
sa inhibe inflamatia cronicd din urechea medie, pot crea un teren favorabil multiplelor bacterii cu
rezistenta la acestea (S.aureus, Coliform.bot. etc.). Antibiorezistenta a fost declarata ca fiind una
dintre problemele majore din domeniul sanatatii.

,,Preparatele medicamentoase combinate presupun asocierea intr-un singur preparat a doi
sau mai multi agenti cu actiune terapeutica diferita, actionand asupra multor mecanisme ce intervin
in declangarea starii patologice”. Medicamentele combinate sporesc efectul terapeutic prin actiune
sinergica, reduc efectele secundare rezultate din administrarea unor doze mai mici de substante ac-
tive cu reactii adverse diferite, intensifica toleranta medicatiei si complianta tratamentului [62, 67].

Metodele contemporane de tratament ale otitelor includ diverse combinatii medicamen-
toase, in functie de etiologia, de patogeneza si localizarea maladiei, una dintre cele mai utilizate
forme farmaceutice pentru tratamentul acestor afectiuni fiind picaturile auriculare [1, 80]. In ulti-
mii ani, pe piata farmaceutica mondiald, au aparut numeroase denumiri de medicamente, inclusiv
sub forma de picaturi auriculare, dar la majoritatea, drept contraindicatie, serveste otita cu perfo-
ratia membranei timpanice. In Republica Moldova, cu regret, arsenalul de remedii autohtone cu
aplicare topica auriculard este nesemnificativ [21, 45, 77].

In tratamentul local al otitelor se utilizeaza picaturi ce contin, ca principii active, atat sub-
stante de sinteza (antibacteriene, fluorochinolone, analgezice, antiinflamatorii), cat si cele naturis-
te: uleiul de busuioc, extracte din seminte de struguri (de exemplu, produsul autohton Regesan),
coaja de nuca (Nucina) etc. [54]. Este cunoscut faptul ca utilizarea diverselor combinatii de medi-
camente are drept scop sporirea eficacitatii tolerantei tratamentului complex.

Actualmente, elaborarea medicamentelor combinate este un proces extrem de complex, care
include numeroase cercetdri farmacologice, toxicologice, farmacocinetice, tehnologice, farmaceutice,
analitice, farmacoeconomice, precum si alte studii aprofundate. Cercetarile farmacologice demonstrea-
za necesitatea si utilitatea includerii fiecdrui component in combinatia solicitatd. Astfel, putem determi-

na dacd actunea combinatd a componentelor se modifica si 1n ce directie. Totodata, tinem cont de faptul
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cd interactiunile farmacologice pot avea caracter de sinergism sau antagonism [34, 36]. Cercetarile
toxicologice au menirea de a demonstra ca substantele combinate nu vor majora toxicitatea [36].

Medicamentele combinate contemporane constituie o0 componentd esentiala in arsenalul de
prescrierea oricarui medicament combinat, se impune cunoasterea componentelor preparatului si
a particularitatilor farmacologice ale fiecarui principiu activ, chiar dacd aceste componente sunt
destul de bine cunoscute [62, 66, 67, 91].

Analiza datelor bibliografice denota faptul ca, din totalitatea maladiilor ORL, cota-parte a afec-
tiunilor urechii constituie circa 14%. Majoritatea afectiunilor o constituie otitele [6, 88]. Totalitatea po-
zitiilor preparatelor specifice, utilizate in terapia ORL sub forma farmaceutica de picaturi auricula-
re, a fost analizatd din punctul de vedere al prezentei acestora pe piata farmaceutica din Republica
Moldova, comparativ cu cele din Rusia, din tarile UE, din SUA si Canada [17, 19, 20, 21, 26].

Majoritatea medicamentelor combinate sunt preparate din diferite grupe farmacoterapeu-
tice: antibiotice, glucocorticosteroizi, vasoconstrictoare, antiseptice, antiinflamatoare, anestezice
locale. Dar nu am identificat o combinatie de principii active de sinteza si naturiste intr-o singura
forma farmaceutica [13]. Valorificarea unor compusi noi, de origine sintetica, cu actiune antimi-
crobiand si combinarea acestora cu produse deja cunoscute, inclusiv de origine vegetala, este o
directie noud si foarte actuala in elaborarea a noi produse pentru tratamentul otitelor [176]. Po-
tentarea activitatii substantelor de sinteza chimica cu extracte din produse naturale si utilizarea
acestor combinatii in profilaxia si tratamentul diverselor boli constituie o realitate de necontestat,
de aceea valorificarea superioard a plantelor medicinale si aromatice reprezintd o preocupare de
perspectiva [100].

In tratamentul otitelor, se utilizeaza picaturi ce contin, ca principii active, atit substante
de sinteza, cat si cele naturiste, dar nu am identificat o combinatie de aceste principii intr-o for-
ma farmaceutica. Valorificarea compusilor de origine sinteticd cu actiune antimicrobiand, prin
combinarea acestora cu produse de origine vegetala, reprezintd o directie actuala in elaborarea
noilor preparate combinate pentru tratamentul maladiilor inflamatorii. Astfel, putem conluziona:
elaborarea unei formule noi de picaturi auriculare combinate este de o actualitate stringenta,
intrucat ar solutiona diverse probleme ce tin de terapia mai multor forme de otite, in special a
celor supurative [5].

In acest sens, a fost elaborat si evaluat farmacologic, preclinic, un produs medicamentos
combinat care contine substante active de sinteza si naturiste, cu indicatii atat in otitele neperfo-
rative, cat si in cele cu perforatia membranei timpanice. Produsul cu denumirea de lucru CB-12,
picaturi auriculare, este o combinatie de ciprofloxacina clorhidrat, ulei volatil de busuioc, indicat
in afectiunile inflamatorii nesupurate si supurate ale urechii externe si urechii medii (Certificat de
inovator nr. 5308 din 15.02.2014, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu™).

Pentru prima data, in tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii se propune, sub forma

de picaturi auriculare, combinatia dintre un antibacterian fluorochinolon si un remediu naturist.
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Produsul a fost supus cercetarii farmaceutice si farmacologice specifice unor produse medicamen-
toase noi, cu actiune polivalentd pentru tratamentul otitelor externe si otitelor medii.

Actiunea bactericida a ciprofloxacinei rezultd din inhibarea topoizomerazei Il (giraza
ADN) si topoizomerazei [V (ambele topoizomeraze de tip II), care sunt necesare pentru replicarea
ADN bacteriene, transcriptia, repararea si recombinarea [32, 44].

Mecanismul de actiune a chinolonelor, inclusiv a ciprofloxacinei, este diferit de cel al altor
medicamente - agenti antimicrobieni, cum ar fi: beta-lactame, macrolide, tetracicline sau aminogli-
cozide. Prin urmare, organismele rezistente la aceste medicamente pot fi susceptibile la ciprofloxa-
cind. Nu exista rezistentd incrucisata cunoscuta intre ciprofloxacina si alte clase de antimicrobiene.
Rezistenta la ciprofloxacind se dezvolta in vitro incet (mutatie in mai multe etape). Rezistenta la
ciprofloxacind, din cauza mutatiilor spontane, se produce la o frecventa generala de la < 10® pana
la 1 x 10%. In acest scop am demonstrat ci ciprofloxacina este activa impotriva majoritatii tulpi-
nilor de microorganisme, atat in vitro, cat si in infectiile cu: Bacterii aerobe gram-pozitive; Coci
aerobi gram-pozitivi, Bacili aerobi gram-pozitivi, Bacterii aerobe gram-negative [53].

Studiile efectuate pe modele de infectii la animale au demonstrat cd anumite teste si pa-
rametri farmacodinamici, cum ar fi corapoartele ASC/MIC si Cmax/MIC, sunt predictori buni ai
eficacitatii antimicrobiene a fluorochinolonelor. Chinolonele prezintd o activitate bactericida de-
pendentd de concentratie: cu cat mai mare este concentratia medicamentului, cu atdt mai mare este
si activitatea bactericida pe care o prezinta [55, 100].

De-a lungul timpului, plantele medicinale au fost o sursd valoroasa si indispensabilad de
produse naturale utilizate in tratamentul bolilor si afectiunilor umane. Aplicabilitatea lor a initiat
elaborarea unor produse farmaceutice si parafarmaceutice. S-a presupus ca extractele de plante
poseda proprietati biocide impotriva bacteriilor, ciupercilor si virusurilor. Interesul sporit in activi-
tatea antimicrobiana a extractelor de plante rezultd din necesitatea de a identifica noi produse ca o
alternativa la antibiotice, care au timp limitat de a actiona eficient [37, 39]. Alt motiv este societa-
tea, care a devenit mai constientd de consecintele pe care le pot avea antibioticele la administrarea
lor frecventd. Mai mult, autonomia crescanda in procesul de tratament si accesibilitatea la produ-
sele pe baza de plante contribuie la o intensificare anuald a interesului pentru extractele de plante
ca mod alternativ de terapie. Avantajul suplimentar al aplicérii produselor pe baza de plante este
diminuarea toxicitdtii lor pentru oameni si o siguranta sporitd fatd de mediul Inconjurator, Intrucat
producerea lor cauzeaza o poluare mai redusa [92].

Extractele naturale contin compusi care pot actiona impotriva agentilor microbieni prin
diferite mecanisme: blocarea aderentei microorganismelor la anumite nivele celulare, cu rol in
profilaxia infectiilor; deteriorarea membranei celulare, cu favorizarea pierderii de electroliti si
continut celular, determinand moartea celulei microbiene; inhibarea unor enzime care intervin in
caile metabolice ale agentului patogen, cu reducerea virulentei; inhibarea sintezei de metaboliti
esentiali (aminoacizi, acizi grasi); inhibarea replicarii si transcriptiei acizilor nucleici; stimularea

sistemului imunitar, a activitatii fagocitare si a celulelor imunocompetente. Studiile recente au
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evidentiat existenta unor compusi naturali capabili sa reduca riscul de aparitie a rezistentei prin
stoparea formarii de biofilm, prin blocarea procesului de semnalizare intercelulara, rezultate pro-
mitatoare obtindndu-se la asocierea substantelor de origine naturald cu antibiotice [100].

Structurile chimice ale compusilor naturali cu potential antimicrobian sunt: uleiurile vola-
tile, compusii polifenolici (flavonoide, taninuri) si cei terpenici (saponine, steroide, carotenoide).

Multe specii de plante nu sunt doar o alternativa la medicamentele sintetice, ci si condi-
mente, agenti flaming si o suplimentare la produsele cosmetice. Ocimum basilicum L. este un
exemplu de astfel de plante. Materia prima este o planta care contine 0,5-2,5% uleiuri esentiale de
substante chimice variabile [166]. O caracteristicd importantd a Ocimum basilicum este hidrofo-
bia, proprietate ce-i permite sd partitioneze lipidele din cadrul membranelor celulare bacteriene,
precum si din mitocondrii, afectand structurile celulare si facandu-le mai permiabile. Uleiurile vo-
latile de busuioc au proprietati antibacteriene, antifungice, antivirale si antioxidante etc. O.basili-
cum, specie care se cultiva si creste spontan pe teritoriul Republicii Moldova, contine, ca principiu
activ dominant, in special linalol (36-55%).

Uleiurile esentiale sunt amestecuri naturale foarte complexe, care pot contine aproximativ
20-60 de componente la concentratii diferite. Acestea se caracterizeaza prin doud sau trei compo-
nente deosebite la concentratii destul de ridicate (20-80%), comparativ cu alte componente pre-
zente intr-o cantitate mica. In general, aceste componente majore determina proprietitile biologice
ale uleiurilor esentiale. Componentele includ doua grupuri de origine biosintetica distincta. Grupul
principal este compus din terpenad sau terpenoida, iar celdlalt — din constituienti aromatici si alifa-
tici, caracterizati printr-o greutate moleculara mica [55].

Componentele principale ale uleiurilor esentiale din O. basilicum depind de originea plantei
si includ urmatoarele substante: metileugenol si eugenol, metil- chavicol, metilcinnamat, linalo-
ol, a-cubbene, 1,8-cineol, nerol, geranial, estragol, epimuurolen, 3,7-dimetiloct-1,5-dien-3,7-diol,
-cuben si p-elemena. Uleiurile esentiale par sa nu aiba tinte celulare specifice din cauza numaru-
lui mare de constituenti ai lor. Proprietatile antibacteriene ale acestor constituenti sunt, printre alte-
le, asociate cu caracterul lor lipofil. Acestea trec prin peretele celular si membrana citoplasmatica,
perturba structura polizaharidelor, a acizilor grasi si fosfolipidelor si le permeabilizeaza. Citotoxi-
citatea pare sa includa o astfel de afectare a membranei. In bacterii, permeabilizarea membranelor
este asociata cu pierderea ionilor si reducerea potentialului membranei si epuizarea ATP [26, 55].

In forme farmaceutice topice monocomponente, sub forma de solutii, emulsii sau suspen-
sii, ciprofloxacina isi pastreaza activitatea antibacteriand inaltd, aceasta fiind influentata (micsora-
td) de numerosi factori, cum ar fi: natura si cantitatea excipientilor, pH-ul mediului. La asocierea
cu alte substante farmaceutice, potenta antibacteriana a ciprofloxacinei se poate diminua sau spori
in functie de proprietatile fizico-chimice si farmacologice ale acestora.

Pornind de la aceste rationamente, devin importante cercetarile microbiologice si farmaco-
logice de determinare a inofensivitatii si eficacitatii picaturilor auriculare combinate CB-12, cu

indicatii in otitele cu si fara perforatia membranei timpanice.
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1.3. Particularitatile etiopatogenice ale surditatii senzorineurale

In functie de segmentul lezat al analizatorului acustic, se disting urmatoarele tipuri de sur-
ditati: de transmisie, de perceptie si mixta [67, 80].

Surditatea de transmisie este produsa de orice afectiune a urechii externe sau/si a celei
mijlocii, care stopeaza transmiterea undei sonore de la nivelul pavilionului urechii la organul Corti
al urechii interne. Intotdeauna sunt hipoacuzii, de la usoare pani la medii, dar nu surditati severe
si profunde [67].

Surditatea de perceptie (SSN) este produsa de orice afectiune, ce blocheaza transmiterea
influxului nervos de la nivelul cohleei la centrii corticali. Substratul patomorfologic al SSN este
o afectare (reducere cantitativd) a elementelor neurale functionale la nivelurile respective [67,
151, 226].

Surditatea mixta afecteaza atat sistemul de transmitere a undei sonore la nivelul urechii
interne si/sau al celei medii, cat si cel de transmitere a influxului nervos la centrii corticali ai SNC
[67, 89].

Odata ce, din punct de vedere anatomo-fizio-patologic, in peste 90% de cazuri se afecteaza
primordial celulele senzoriale ale organului Corti (CCE, CCI), consideram plauzibild denumirea
acestei patologii ca surditate senzorineurala. La etapa actuala, entitatea respectiva este denumita
astfel atdt in literatura de specialitate anglo-saxona ,, sensorineural hearing loss ", cat siin cea rusa
,, cenconespanvuas myeoyxocms . SSN — surditate senzorineurald. Sinonime: surditate, surditate
de perceptie, surditate neurosenzoriala, surditate sensoroneurald, surditate sensoneuronala, hipoa-
cuzie neurosenzoriala.

Termenii surditate si hipoacuzie sunt de asemenea sinonime. Disparitia totald a auzului se
numeste cofoza [80].

Problema surditatii devine tot mai importanta atat in aspect medical, cat si in aspect social,
deoarece se observa o tendintd de crestere a numarului persoanelor care au deficienta de auz. Peste
800 mil. de oameni sufera de tulburari auditive si la 0,7-2% se constata auz social neadecvat. Unul
din 1000 de nou-nascuti sufera de cofoza. Pe parcursul primilor doi-trei ani, se mai alatura doi-trei
copii. Circa 14% din persoanele cu varsta intre 45 si 64 de ani si 30% din cele cu varsta de peste
65 de ani sufera de surditate [3, 53].

Aproximativ 70% de informatii din mediu omul le percepe prin intermediul analizatorului
auditiv. Odata cu afectarea auzului, pozitia personalitatii In societate este alta, intrucat omul 1si
pierde capacitatea de lucru. Surditatea, aparuta in copilarie frageda (precoce), poate cauza surdo-
mutitate, retard psihic [28, 30, 162 182].

In structura deficientelor auditive severe, 70-90% revin SSN. Cu regret, in prezent numarul
afectiunilor portiunii cohleare a analizatorului auditiv sporeste. Problema nominalizata este cau-
zatd de: administrarea irationald a substantelor ototoxice, actiunea ecologica nociva a numerosi

factori, majorarea duratei medii de viata, maladiile cardiovasculare, endocrine, neuropsihice [31,
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39, 40, 148]. In acest context, al structurii patologiei organului auditiv, tot mai mare importanta
capata corectia electroacustica efectuata la timp [160].

Pornind de la aceste rationamente, elaborarea noilor metode efective de reabilitare a bol-
navilor cu SSN este o problema medico-sociald actuala, care tine de competenta medicilor otori-
nolaringologi-audiologi, a inginerilor acustici si electronistilor, a neurofiziologilor [40, 149, 180,
195, 207].

Metoda de baza in tratamentul SSN acute si subcronice este farmacoterapia. Primordial,
fiziologic si cea mai frecvent utilizatd metoda de recuperare auditiva in SSN cronice este corectia
electroacustica. Ultima are consecinte benefice in cadrul utilizarii la surditati usoare, moderate,
severe si doar partial la cele profunde. Metodele alternative (stimularea structurilor cohleare si re-
trocohleare sau transmiterea informatiei sonore la alte organe senzoriale) sunt aplicate la surditati
profunde, la cofoze, atunci cand protezarea auditiva este ineficace [105, 106, 139].

Concomitent cu progresele in domeniul protezarii auditive, nu pot fi neglijate si esecurile
ce au loc in protezarea auditiva, eficacitatea insuficientd [81, 143]. In practica cotidiana survin
cazuri de renuntare la aplicarea protezei auditive (PA), determinate de aparitia a astfel de acuze ca:
cefalee, acufene, oboseala rapida, iritabilitate, reducerea capacitatii de munca. Asemenea acuze
sunt prezentate in diferite surse de literatura [86, 106, 142, 144]. Astfel de simptome pot aparea
atat din cauza alegerii incorecte a protezei auditive, cat si din cauza influentei stimulului sonor
asupra organismului, in special la copii.

Problemele adaptarii la protezele auditive sunt elucidate in numeroase surse bibliografice,
in care ea este guvernatd atat ca un sistem de metode surdopedagogice [13, 170, 182], cat si ca
actiunea protezei asupra a tot organismului copilului.

Potrivit statisticii mondiale, doar 20-60% din utilizatorii protezelor auditive sunt satisfacuti
de rezultatele corectiei electroacustice. Acest fapt este cauzat, in primul rand, de lipsa criteriilor
obiective de selectare a parametrilor adecvati ai protezarii auditive [194, 195]. In acest context este
actuala elaborarea directiilor si a criteriilor obiective de selectare a parametrilor electroacustici si a
controlului eficacitatii protezarii auditive, ce ar favoriza intensificarea efectului protezarii auditive.

Asadar, SSN este o entitate patologica foarte frecventa, cu gravitate variabild, de la un
grad imperceptibil pana la alterarea grava a functiei auditive, cu consecinte sociale marcate [241].
Deoarece debutul este deseori insidios i maladia se asociaza, adesea, cu strategii compensatorii
subite, hipoacuzia trece, uneori, neobservata de catre medic si pacient. SSN este agravanta prin
consecintele sale: este cauza principald a deficientelor auditive profunde si cofozei, gradul de in-
validizare, in special a copiilor, este mai inalt decat la surditatile de transmisie si cele mixte, posi-
bilitatile recuperarii medicamentoase in SSN sunt destul de rezervate, asistenta medicala, inclusiv
electroacustica, surdopedagogica, la pacientii cu SSN este costisitoare [67].

SSN pot fi: cohleara, neurald si combinatd. SSN cohleara (endocohleara sau senzoriald)
afecteaza formatiunile analizatorului auditiv al urechii interne [63, 212]. Surditatea cohleara se

clasificd in: senzoriald, metabolica, striatd. SSN neurala afecteazd portiunile retrocohleare ale
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analizatorului auditiv si se clasifica in: retrocohleara (perifericd) — nerv auditiv, trunchi cerebral,
diencefal; corticala (centrald). SSN combinata (cohleara si neurald) [3, 36, 29, 41].

Surditatile senzoriale apar din cauza alterarii structurii organului Corti, indeosebi a celule-
lor ciliate externe (CCE) si/sau a celor ciliate interne (CCI). Fiind mai vulnerabile, CCE se implica
primele 1n diverse procese toxice, degenerative sau traumatice, care afecteaza urechea interna.
Progresul obtinut in ultimii 30 de ani in fiziologia cohleara a permis elucidarea rolului fundamental
al CCE in auditie [79]. Prin cele doua tipuri de contractie, lenta si rapidd, CCE amplifica si tran-
sforma, in mod foarte localizat si puternic, vibratia membranei bazilare, ca raspuns la perceperea
unei unde lichidiene (acustice). Astfel, ele permit stimularea intensa a unui numar foarte limitat de
CClI si sunt responsabile atat de selectivitatea frecventiala, cat si de sensibilitatea extrema a orga-
nului Corti. Afectarea lor produce, pe de o parte, o diminuare a amplitudinii de vibratie si o largire
a zonei excitate, iar, pe de alta parte, o pierdere a discrimindrii sonore. Acest ultim fenomen se
traduce printr-o senzatie de jend si zgomot, deoarece frecventele apropiate vor fi confundate in
aceeasi zona de stimulare [67].

CCI sunt veritabile celule senzoriale si reprezintd sediul traducerii mecanico-electrice a
mesajului auditiv. Ele sunt, de obicei, lezate mai tardiv decat CCE. Afectarea lor produce o pier-
dere de informatie, destinata fibrelor nervoase cohleare, direct legata de numarul CCI atinse si de
repartitia leziunilor de-a lungul membranei bazilare. Afectarea CCE si CCI reprezinta substratul
morfofunctional principal pentru aparitia SSN — de la forme usoare pand la cofoza. Formele re-
trocohleare si centrale de SSN, de obicei, cauzeaza disparitia totala a auzului [41, 88, 117].

Aspectul patomorfologic principal al SSN cohleare este un proces distrofic al celulelor
ciliate ale organului Corti, care deseori este reversibil in cazul farmacoterapiei precoce [70].

In stadiile moderate si avansate pot interveni schimbari morfologice nerecuperabile, ca-
racteristice cariopicnozei, formarea bulelor pe CCE, ceea ce este caracteristic pentru starile de
apoptoza asociata.

Asadar, SSN sunt dereglari ce afecteaza procesul de percepere a sunetelor. Substratul ana-
tomic al acestor dereglari este situat nu la nivelul urechii externe si al celei medii, ci la nivelul
urechii interne si al creierului. Momentele enumerate anterior au servit drept motiv pentru stu-
dierea aprofundati a afectiunilor senzorineurale. In timpul de fata, SSN este in atentia medicilor:
otorinolaringologi, audiologi, otoneurologi, geneticieni, farmacologi, epidemiologi, embriologi,
electrofiziologi, endocrinologi etc.

SSN pot surveni la orice varsta, inclusiv chiar la o varsta frageda. Cauzele principale ale
acestor dereglari sunt de origine genetica sau sunt provocate de factorii mediului ambiant. Apro-
ximativ 60% din surditatile congenitale sunt determinate de factori ereditari. La copii, SSN poa-
te fi declansata de maladiile nongenetice ale cohleei, urechii interne, sistemului nervos (tumori,
procese inflamatorii, degenerari, traume), de toxicitatea chimica (inclusiv medicamentoasd), de
traumatismul sonor etc. La adulti, adesea, SSN dobandite sunt cauzate de: tulburarile vasculare

cerebrale, presbiacuzie, traumatismul sonor, infectii, ototoxicitate si traumatismul craniocerebral.
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SSN poate surveni ca o complicatie a proceselor inflamatorii ale urechii medii si ale celei interne
[43, 56, 57, 75, 88].

Astfel, efectul farmacoterapiei in tratamentul conservativ al SSN si, in acest caz, cerceta-
rile in domeniul etipo-patogeniei si fiziologiei organului auditiv in afectiunile auriculare sunt de

perspectiva.

1.4. Diagnosticul audiologic primar al surditatii la nou-nascuti si sugari

Auzul normal este o conditie obligatorie pentru dezvoltarea unei comunicari verbale opti-
me. Datoritd acestui simt, putem cunoaste ce se intampla in jurul nostru [67, 248]. Fara perceperea
cuvintelor auzite si vorbite, persoanele nu si-ar putea impartasi semenilor sai ideile, gandurile si
sentimentele. Importanta organului auditiv nu este apreciata de omul sanatos, decat doar atunci
cand atestd o diminuare a auzului [112, 244]. In 2018, OMS a estimat faptul ci persoanele cu SSN
patologie alcdtuiau 466 mil., ceea ce constituie aproximativ 6,1% din populatia globala.

SSN este o maladie relativ frecventd in randul nou-nascutilor. Acesta are, de exemplu, o
incidenta de 1:630 de nou-nascuti in Roménia. Surditatea este depistatd la 1-3/1000 de nou-nas-
cuti sanatosi si la 2-4/100 de nou-nascuti internati n sectiile de terapie intensiva neonatald. Pre-
valenta surditatii neonatale creste de 10-50 de ori la nou-nascutii cu factor de risc [22, 72]. Din
zece nou-nascuti cu hipoacuzie congenitala, noud provin din parinti care nu au deficientd de auz.
Odata ce hipoacuzia nu poate fi depistatd la nastere, copiii hipoacuzi se comporta la fel ca si cei
cu auz normal [247]. De aceea, efectuarea unui test auditiv la nou-nascut este foarte important. In
lipsa unei detectari active a hipoacuziei, aceasta va fi depistata la 12-24 de luni, cand parintii sau
medicul observa lipsa de dezvoltare a limbajului la copil [138]. Hipoacuzia severd, permanenta,
daca nu este detectatd precoce, poate avea repercusiuni grave asupra dezvoltarii vorbirii, asupra
achizitionarii limbajului si dezvoltarii cognitive [8, 9, 10].

Cercetarile stiintifice Tn acest domeniu demonstreaza clar ca nivelul de dezvoltare a lim-
bajului este semnificativ mai bun in cazul copiilor diagnosticati pand la varsta de sase luni si care
sunt reabilitati dupa diagnosticare (prin protezare auditiva sau implant cohlear), comparativ cu
acel copii al caror diagnostic de hipoacuzie se stabileste dupa varsta respectiva. Se considera ca
pana la 80% dintre copiii hipoacuzici in varsta de cinci ani au deficienta auditiva permanenta din
perioada neonatala [7, 11, 124].

Din cauza hipoacuziei severe si profunde, persoana nu poate percepe informatiile acustice
ale limbajului vorbit si, ca rezultat, apare imposibilitatea dezvoltarii comunicarii orale. Hipoacuzia
usoara si moderatd nu stopeaza in totalitate dezvoltarea limbajului, deoarece unele informatii ale
vorbirii sunt disponibile chiar fara amplificare [15, 245].

Factorii de risc pentru dezvoltarea unei surditati la nou-nascufi: surditate de perceptie la
rudele de prima generatie; rubeola suportatd de mama in timpul sarcinii, maladiile infectioase acu-

te (acutizarea infectiilor cronice), cum ar fi: toxoplasmoza, citomegalovirusul, infectiile herpetice,
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IRVA, sifilisul etc.; administrarea antibioticelor din grupul aminoglicozidelor la gravide, mai ales
in combinatie cu diuretice de tipul furosemidei la gravide; nasterea in asfixie (scorul Apgar 0-4 la
1 min., 0-6 la 5 min.); circulatia de cordon; nasterea prematura (hipoponderabilitate mai putin de
1500 g); hiperbilirubinemia, ce a necesitat hemotransfuzie (rezus conflict, altd incompatibilitate a
mamei si fatului); stari de urgenta grave, ce au necesitat o ventilare pulmonara artificiala mai mult
de cinci zile [7, 19, 20].

Otoemisiunile acustice (OAE) sunt semnale acustice care pot fi detectate in conductul au-
ditiv extern. Acestea pot aparea spontan sau dupa stimularea urechii si se datoreaza vibratiilor
produse in urechea internd. OEA evalueaza functia urechii interne si este cel mai raspandit test de
screening auditiv [5, 7, 21, 22, 23]. Testul OEA se efectueaza prin plasarea in ureche a unei son-
de mici, care contine un microfon si un difuzor. Sonda genereaza sunete si, in momentul in care
cohleea proceseaza sunetul, spre creier se transmite un impuls electric. De asemenea, un al doilea
raspuns este receptionat in canalul auditiv al copilului. Acest produs secundar reprezintd emisiu-
nea acusticd, ce va fi Inregistrata de aparatul de diagnostic [24, 25, 26].

Se disting OEA spontane (apar in afara oricarei stimuldri sonore) si OEA provocate (apar
ca un ,,ecou” dupd stimulare acusticd), care, la randul lor, se clasifica in (3, 5): OEA tranzitorii
(OEAT); OEA ca stimul-frecventd; OEA 1inregistrate pe produs de distorsiune (PDOEA). OEA
spontane sunt prezente in lipsa unei stimuldri sonore, la mai putin de jumatate din populatia cu
auz normal, din aceastd cauza nu constituie un test pentru certificarea unui auz normal [67, 137].

OEAT pot fi evocate prin stimulare externa si Inregistrate de la aproape orice ureche cu auz
normal in zona frecventelor medii de 1000 Herzi (Hz). Ele apar peste un anumit interval de timp
dupa expunerea stimulului sonor (5-6 msec.). OEAT nu pot fi atestate la persoanele cu o hipoacu-
zie cohleara mai naltd de 30 deciBelli (dB) si retrocohleara, la o surditate nu mai mare de 80 dB
[7, 8]. Sunt tipurile de otoemisii cel mai des intrebuintate, mai ales in screeningul surditatii la copii
de varsta precoce, fiind o metoda obiectiva, neinvaziva, rapida (1-5 min.), cu o mare sensibilitate
[5]. OEAT sunt lipsite insa de selectivitate de frecventd [10]. Aceastd insuficientd a stat la baza
cercetarii si desfasurarii unei noi metode de inregistrare a OEA, si anume: inregistrarea produselor
de distorsiune a otoemisiei acustice (PDOEA). Produsul de distorsiune se manifesta ca un al trei-
lea sunet care este auzit In urma stimularii simultane cu doud tonuri pure, ale caror frecvente sunt
intr-un anumit raport 5, 31, 153].

Mijloace tehnologice actuale (OEA, PEA/ABR) sunt cruciale in diagnosticul precoce al
deficientelor auditive la copii [3, 4, 5]. Aceste investigatii audiologice reflectd aspecte diferite
ale functiondrii normale a sistemului auditiv: OEA evalueaza functia urechii interne, iar ABR
(Auditory Brainstem Responce, potentiale evocate) — functia cdilor de conducere auditiva pana la
nivelul trunchiului cerebral. Utilizdnd ambele metode, putem majora depistarea corectd a copiilor
hipoacuzici §i micsora rata rezultatelor false pozitive - copiii cu auz normal, care nu sunt supusi
screeningului prin OEA [32, 33, 34, 35]. Metodele de screening teste sunt non-invazive si se des-
fasoara fie In timpul somnului, fie atunci cand copilul este linistit [32, 36, 37, 38, 39].
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Principiile de baza ale evaluarii auditive la sugari: pierderea de auz poate fi confirmata in
primele luni de viatd; este necesar un complex de teste pentru a confirma si a descrie pierderea de
auz; rezultatele evaludrii audiologice sunt importante pentru planificarea strategiilor de interven-
tie; evaluarea audiologica la sugari este un proces in derulare. De exemplu, nivele prag comporta-
mentale pot fi obtinute cel mai devreme la varsta de sase luni [10, 38, 39, 40, 143].

Pe langa succesele incontestabile ale programelor de screening auditiv la nou-nascuti, in
cazul diagnosticului efectuat in primele zile de viata, se constatd un numar mare de rezultate false
pozitive, atunci cand se presupune eronat deficienta auditiva [197, 204, 216]. Astfel, prezinta inte-
res studiile de comparare a rezultatelor diagnosticului efectuat in primele zile cu cele de trei-patru

saptamani dupa nastere.

1.5. Surditatea senzorineurald nonsindromica si diagnosticul genetic

SSN genetica, in calitate de factor etiologic, constituie 50% la copiii de varsta precoce.
Hipoacuzia geneticd, ca unica manifestare, este o hipoacuzie nonsindromica, iar, daca este insotita
de afectarea altor organe sau sisteme, — o hipoacuzie sindromica [238]. Surditatea genetica este
o boala monogenica, caracterizata de o mare heterogenitate. Orice genotip se afla sub influenta
factorilor exogeni. In cazul genotipului modificat, existd factori din exterior care pot influenta
severitatea surditatii [53].

SSN sindromica reprezintd aproximativ 18-25% din cele de cauza genetica. La acesti paci-
enti, hipoacuzia se asociaza cu alte probleme de sandtate. De obicei, rareori pierderea auzului este
considerati o caracteristica majora [111]. In afara de evaludrile din sfera genetica si ORL, SSN
sindromicd necesitd si alte investigari medicale: oftalmologice, renale, cardiace etc. [164]. Aso-
cieri clinice posibile ale hipoacuziei sindromice: dismorfism craniofacial, anomalii oculare si de
pigmentare cutanatd, maladii musculo-scheletale, renale, metabolice, endocrine, cardiovasculare
[97, 239]. Aceste boli sunt posibile, intrucat ochii, inima, rinichii, alte organe se dezvolta in ace-
easi perioada embrionara cu urechea (sindroamele Usher, Penderet, Alport, Waardenburg, Jervell
Lange Nielsen, Stickler, Brahiootorenal, Norrie, Treacher Collins, neurofibromatoza tip 2 Gol-
denhar etc.).

SSN nonsindromica reprezintd 60-80% din surditatile genetice la copii. Dupa modul de
transmitere geneticd, cea mai frecventa este transmiterea autosomal-recesiva (75-80%), urmata de
cea autosomal-dominanta (18-20%). Celelalte modalitati de transmitere — X-linkata si mitocondri-
ala — se identifica rareori [81, 181].

Locusurile cromozomiale responsabile de diferite forme de surditate genetica au fost de-
numite cu acronimul DFN, dupa cuvantul englezesc deafness (deficienta auditiva). Acest acronim
(DFN) este urmat de litera A sau B, care reprezinta modalitatea de transmitere (DFNA — pentru
transmiterea autosomal-dominanta, DFNB — pentru transmiterea autosomal-recesiva) [125, 180].

Cele mai frecvente mutatii responsabile de hipoacuziile ereditare sunt cele legate de locu-
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sul DFNBI, care se gaseste pe cromozomul 13qll. Pe acest locus, la o distant{d mica intre ele, se
afla doud gene foarte importante: GJIB2 si GJB6 (numele acestor gene este, de fapt, tot o prescur-
tare de la proteinele pe care le codifica, ce se numesc conexine si sunt niste proteine de jonctiune
intercelulard la nivelul urechii interne — gap junction) [81, 159]. Gena GJB2 codificd conexina
26, iar gena GJB6 — conexina 30. Conexinele 26 si 30 sunt responsabile in cohlee de majoritatea
jonctiunilor intercelulare, fiind implicate in sustinerea celulelor epiteliale ale organului Corti [52,
81]. Atunci cand existd mutatii ale genelor GJB2 sau GJB6, formarea acestor proteine este defec-
tuoasd, avand, ca urmare, imposibilitatea schimbului de ioni de potasiu si deci hipoacuzia [51, 81].

Cea mai frecventd mutatie a genei GJB2, depistatd la populatia europeana, este mutatia
35delG, responsabild de aproximativ 70% dintre toate mutatiile acestei gene. Frecventa mutatiei
35delG printre purtatorii sdnatosi la populatia Europei este de 1 : 34 [234]. Din aceastd cauza,
mutatiile acestei gene sunt responsabile de aproximativ jumatate din toate hipoacuziile geneti-
ce nonsindromice. Alte gene raportate, ca fiind importante pentru aceasta entitate la populatia
vest-europeand, sunt: TMC1, OTOF si CDH23 [48, 59, 78].

Repere diagnostice si terapeutice. Bilant etiologic: anamneza orientata (pre-, neo-, postna-
tal), semne familiale asociate, examen pediatric, investigatii audiologice la pacienti si rude, consult
ORL si oftalmologic, hematurie/proteinurie, ECG, CT, precum si alte investigatii imagistice [57].

Consult genetic al surditatii: determinarea factorilor favorizanti, depistarea semnelor aso-
ciate, cazuri familiale, prognostic evolutiv, mod de transmitere, tablou clinic, examene comple-
mentare, istoric familial, teste genetice, preventie, indicatie terapeutica, tratament [94].

Beneficiile testarii genetice: identificarea cauzei surditatii, stabilirea factorilor de risc pen-
tru familie si a sarcinilor urmatoare, managementul pacientilor cu hipoacuzie [94, 216].

Limitele testarii genetice. Severitatea hipoacuziei nu poate fi determinata. Desi nu este
diminuata acuitatea auzului, persoana poate avea mutatii, Adica, nu Intotdeauna putem obtine un
raspuns clar [35, 61].

Pentru a determina originea handicapului auditiv, pentru a preveni surditatea (grupul sensi-
bil la medicamente ototoxice aminoglicozide etc.) si a estima riscul evolutiv prin studiul istoricului
diverselor forme de surditate, este necesar diagnosticul molecular [150]. Pentru clinicieni este
diagnosticului deficientelor de auz. SSN, in special formele acute, pot avea si caracter secundar,
fiind o complicatie a tromboflebiilor. In acest sens pot fi constatate mutatia factorului V Leinden
si protrombinei G20210A, polimorfismul in genele care controleaza activitatea metilentetrahi-
drolatreductazei, receptorului trombocitar Gpllla, inhibitorilor activatori plasminogen (PAI-1) si
fibrinogen [237].

In ultimii ani, genetica umani a atestat progrese enorme, de la investigatiile citogenetice,
bazate pe analiza cromatinei sexuale si a cromozomilor, la investigatii genomice performante, care
permit investigarea detaliatd a unor modificéri genetice de mici dimensiuni. Evolutia din ultimele

trei decenii a fost fulminantd [126]. Astfel, daca la inceputul anilor *90 ai secolului al XX-lea
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principalele metode de investigatie genetica erau cariotipul si secventierea Sanger, acum lucrurile
au evoluat semnificativ, fiind aplicate pe scara largad hibridizarea genomica comparatd pe retele
sau secventierea genomica de noud generatie [ 165]. Prima metoda permite evidentierea dezechili-
brelor genomice la nivel infracromosomic, avand aplicabilitate in patologia malformativa prena-
tala sau postnatald, precum si In evaluarea unor sindroame ce asociazd dizabilitate intelectuala.
Secventierea genomica ofera posibilitatea evaludrii Intr-o singura reactie a numeroase secvente
genomice diferite, astfel incat au fost dezvoltate diverse kit-uri de investigatie a diferitor maladii,
in care pot exista mutatii In variate gene [24].

Medicina personalizatd presupune cunoasterea si utilizarea unor noi mecanisme la nivel
molecular si a unor teste de diagnostic, ce permit adaptarea mai reusita a tratamentelor $i un mana-
gement mai eficient al bolilor. In Occident, medicina personalizata devine unul dintre elementele
de baza 1n ocrotirea sanatatii: reducerea cheltuielilor, sporirea eficacitatii si inofensivitatii terapiei
medicamentoase, conformate la necesitatile fiecarui pacient in parte [11].

Actualmente, elementele medicinei personalizate sunt aplicate pe larg in oncologie, in car-
diologie, in patologiile rare care urmeaza sa fie extrapolate si n alte domenii ale medicinei [98].

In cadrul terapiei medicamentoase personalizate, medicul otorinolaringolog tine cont de
indicatorii biologici sau biomarcheri, cum ar fi secventele de ADN sau prezenta ori lipsa unor re-
ceptori de substante chimice, ca indicatori ai modului in care pacientii ar trebui tratati, dar i pentru
a estima probabilitatea c interventia va avea efectele scontate sau cele nescontate. In acest context
nu doar tehnologiile genomice sau alte omics-uri sunt esentiale, ci si factorii ecologici, si modul de
viatd sunt parte integrantd a medicinei personalizate [65].

Monitorizarea terapeutica a medicamentelor (determinarea concentratiei substantei active
in plasmad, in scopul dozarii individuale) este importanta in antibioterapia aminoglicozidicd (in
special la bolnavii cu insuficientd renald poate provoca SSN), in administrarea preparatelor din
grupele digitalice, antiepileptice, bronholitice, imunosupresive, antipsihotice etc. Aceste grupe de
produse medicamentoase pot fi prescrise si in tratamentul SSN [58].

Principiile inovationale ale medicinei personalizate, ce permit individualizarea administra-
riit medicamentelor, sunt: determinarea concentratiei medicamentelor in plasma (farmacocineticad),
stabilirea activitatii izoenzimelor citocromului P-450, responsabile de metabolismul majoritatii
medicamentelor (farmacocineticd), si evaluarea polimorfismului genetic, care codeaza enzime de
biotransformare si transportare a produselor medicamentoase (farmacogenetica). Medicina per-
sonalizatd nu este in contradictie cu medicina standardizatd. Esenta ei consta in prescrierea trata-
mentului medicamentos In functie de particularitatile individuale ale persoanei. Acest fapt permite
eficientizarea farmacoterapiei, ea devenind mai inofensivd. Medicina personalizata include nume-
rosi factori predispozanti, nu doar cei genetici [82, 91].

Farmacogenetica (studiul factorilor genetici care determina raspunsul la medicamente) este
cel mai important factor al medicinei personalizate. Scopul farmacogeneticii este de a percepe

rolul componentei genetice in raspunsul la 0 anumitd terapie medicamentoasa i cauza aparitiei
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efectelor adverse la unii dintre pacientii tratati cu acelasi medicament, de a stabili dozele optime
pentru fiecare pacient in parte. Scopul personalizdrii este ca fiecare pacient sa beneficieze de tera-
pia cea mai eficace si cu cat mai putine efecte secundare [67].

Farmacogenomica analizeazd impactul variatiilor genomului complet al unei persoane asu-
pra efectelor terapeutice ale unui medicament. [65, 69]. Progresele recente in farmacogenetica si
farmacogenomica reprezintd o promisiune reald in ceea ce priveste diagnosticul si managementul
maladiilor.

Asadar, particularitatile genetice ale bolnavului sunt factori ce determina eficacitatea si
inofensivitatea farmacoterapiei. Acesti factori reprezintd polimorfisme in gene, care codeaza pro-
teinele ce participd in procesele farmacocinetice (fermenti de biotransformare etc.) si farmacodi-
namice - receptori, molecule-tinta [233].

Detectarea particularitatilor genetice ale pacientului prin testare farmacogenetica ii permite
medicului sd prognozeze ineficacitatea sau dezvoltarea reactiilor adverse. Deci medicul trebuie sa
personalizeze tactica de tratament si dozele preparatelor medicamentoase [67].

In acelasi context, testele farmacogenetice trebuie s corespunda anumitor cerinte pentru a
fi implementate ulterior in practica medicald; sa fie demonstrata asocierea dintre polimorfismul re-
spectiv si aparitia reactiei adverse la medicament pentru populatia corespunzatoare; sa fie prezent
polimorfismul respectiv la populatia vizatd cu o frecventd minima de 1%; sa fie destul de sensibil
si specific, pentru a determina rezultatul pozitiv si cel negativ; sa fie elaborate algoritme de utili-
zare a medicamentelor, in functie de rezultatele testului farmacogenetic, ce 1i permit medicului sa
interpreteze veridic rezultatele testdrii farmacogenetice [65, 82, 91].

Progresele in cercetarea genetica si farmacogenomica pot contribui la descoperirea genelor
si a interactiunilor asociate care influenteaza dezvoltarea SSN, ca reactie adversa la medicamente.

Transmiterea prin ADN-ul mitocondrial (1-2%) este o forma rara (au loc mutatii in geno-
mul mitocondrial, care pot afecta producerea energiei prin sinteza de ATP si fosforilarea oxida-
tivd). ADN-ul mitocondrial se mosteneste de la mama. Descendenti afectati — 100% (penetranta
variabila).

Diagnosticarea prenatald a bolilor mitocondriale este dificila din cauza heteroplasmiei
ADN-ului mitocondrial [176]. S-a stabilit cd, in afara de conexinele GJB, implicate direct in pro-
cesul de perceptie a sunetului, mutatiile ce au loc in genele de ADN mitocondrial pot fi responsabi-
le de hipersensibilitate la medicamentele ototoxice si de cauzarea deficientei auditive. Substituirea
A1555G in gena 12Sr ARN de ADNmt face ARNr mitocondriale umane o structurad similara cu
ARNTr bacteriene, acesta devenind tinta medicamentelor respective [172, 176]. Odata ce antibio-
ticele aminoglicozide sunt suprasolicitate, studiul frecventei mutatiilor genei A1555G 12Sr ARN
este relevant pentru evaluarea riscului de SSN. Ponderea portajului acestor mutatii la populatia
europeana este mai inalta de 1%.

Prin urmare, pe langa testearea celei mai frecvente mutatii care poate provoca SSN, si

anume mutatiei 35delG in gena GJB2, este importanta profilaxia primard a SSN in sensibilitatea
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constitutionald, determinata de factorii ototoxici — antibioticele aminoglicozidice [48, 78]. Studiile
farmacogenetice pot reduce considerabil riscurile de reactii adverse la pacienti si pot imbunatati

rezultatele studiilor clinice prin stratificarea populatiilor pe grupuri prin diferente genetice.

1.6. Peroxidarea lipidica si farmacoterapia antioxidanta otoprotectoare

Peroxidarea lipidica (POL) este un mecanism autocatalitic, care cauzeaza alterarea oxi-
dativd a membranelor biologice. Dereglarea echilibrului POL contribuie la accelerarea reactiilor
de oxidare peroxidica a lipidelor in membranele biologice si reprezintd unul dintre factorii funda-
mentali Tn patogenia multiplelor stiri patologice: hiperoxie, hipoxie, hiper- si hipotermie, supra-
solicitari fizice, combustii, hepatotoxicitate, ischemie, anemie hemolitica, ateroscleroza, diabet,
inflamatie, inclusiv ototoxicitatea [8, 27, 86]. In acelasi timp, este demonstrata actiunea factorilor
din exterior asupra decurgerii severitatiit SSN. Printre factorii externi figureaza: medicamentele
ototoxice, traumatismul sonor, infectiile virotice, statusul microelementelor [2, 3, 3, 14].

In cazul SSN de origine infectioasa, presbiacuzie, traume craniocerebrale si traume sonore,
diabet zaharat etc., la nivel celular intervin astfel de mecanisme precum: supraefortul mitocondri-
ilor, exotoxicitatea, ischemia, inflamatia [137]. Acesti factori cauzeaza formarea radicalilor liberi
care contribuie la POL, afectarea ADN si a proteinelor avand ca efect apoptoza si necroza celulara
la nivelul OC si NA cu manifestare clinica de deficientd auditiva. Deci, in patogenia surditatii, un
rol deosebit revine dezechilibrului POL [106, 142].

In cursul acestor reactii biochimice complexe, la nivel celular se pot forma, ca intermedia-
re, numeroase specii chimice cu energie intensa, prin urmare instabile, care pot reactiona cu diversi
componenti celulari chimici, generand compusi secundari sau chiar mutatii, care pot cauza aparitia
unei tumori la nivelul organului respectiv [98].

Membrana celulara este o structura complexa, compusa in principal din fosfolipide si con-
stituentii lor, - acizi grasi, implicati intr-o multitudine de functii- cheie la nivelul membranei,
reprezentdnd de asemenea un punct in intersectarea naturald a factorilor genetici cu cei de mediu.
In prezenta speciilor reactive, cum ar fi H,0, incetinirile temporare ale functionarii normale a reti-
culului mitocondrial si a celui endoplasmatic, in special sechestrarea calciului (Ca), pot determina
o sporire a Ca?" intracelular. Astfel, productia de specii reactive de catre mitocondrii sporeste,
provocand daune suplimentare. Odata ce speciile reactive au indus o stare de stres oxidativ in neu-
roni, dupd moartea celulelor, glutamatul se elimind. Acest neurotransmitator excitator continua sa
se lege de receptorii glutamatului pe neuronii vecini, provocand influxul de cationi (Ca** si Na*)
si, in definitiv, necroza. Aceasta initiaza o reactie in lant excitotoxicd, in care neuronii continud sa
prezinte nivele excesive de glutamat extracelular. In continuare apar perturbiri ale transportorilor
de glutamat si ale activitdtii de sinteza a glutaminei [194].

Stresul oxidativ apare in momentul in care speciile reactive de oxigen (SRO) generate de-

pasesc capacitatea antioxidantd a celulelor, aceasta stare provocand diferite tipuri de afectari oxi-
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dative ale componentelor celulare, ce cauzeaza unele patologii. Prin urmare, stresul oxidativ apare
atunci cand sunt depdsite mecanismele naturale de aparare impotriva acestor compusi ce abunda
in energie, deci cu o stabilitate minima, reprezentati de SRO [96].

Principalii radicali liberi, formati in organism, sunt specii reactive de oxigen si de azot.
Majoritatea oxigenului molecular, consumat de celule, este redus la apa prin intermediul citocro-
moxidazei in mitocondrii. Atunci cand oxigenul este redus partial, el se activizeaza si reactioneaza
cu ADN-ul. Datorita cantitatii necesare sporite de oxigen si a continutului maxim de lipide, tesutul
nervos (inclusiv compartimentele neurale ale AA) este sensibil la deteriorarea oxidativa. Etapele
critice importante includ respiratia aerobad intensiva la nivelul celulelor, peroxidarea masiva a prin-
cipalelor componente ale structurilor tisulare [86].

Creierul uman necesitd o cantitate de energie considerabila pentru a functiona corespunza-
tor: 4 x 10*' molecule de ATP/min. Aceasta energie este necesara pentru a mentine si a reface gra-
dientele ionice ce sunt disipate In procesele de semnalizare, cum ar fi potentialele de actiune, elibe-
rarea de neurotransmitatori prin exocitoza, precum si captarea si reciclarea neurotransmitatorilor.
Creierul utilizeaza respiratia aerobd pentru a corespunde acestei solicitari sporite de energie. Desi
creierul reprezintd doar 2% din greutatea totala a corpului, el consuma 20% de oxigen si 25% de
glucoza. Respiratia aeroba permite creierului sa produca molecule de ATP intr-o maniera eficienta.
Lipidele reprezinta 50% din greutatea uscatd a creierului. Avand in vedere compozitia abundenta
a creierului in fosfolipide, trebuie luatd in considerare si lipsa regenerarii neuronale, ceea ce face
creierul, inclusiv partea neurald AA, susceptibile la stresul oxidativ [86, 196].

Sursa primard de SRO este reprezentata de mitocondrii, de lanturile transportatoare de
electroni de la nivelul reticulului endoplasmatic si al membranelor nucleare. Diferite activitati
enzimatice, altele decat cele implicate in lantul transportorilor de electroni, pot genera SRO intra-
celular. Acestea includ NADPH-oxidaza, citocrom P450 (o familie de enzime localizate in reticu-
lul endoplasmatic, ce sunt implicate in metabolismul medicamentelor si al altor xenobiotici sau
compusi endogeni), mono-oxigenaza, ciclo-oxigenaza [127, 186].

NO este sintetizat din L-arginina de catre o familie de izoenzime ale NO-sintetazei (NOS):
NOS-neuronald (n-NOS), NOS-endoteliald (e-NOS), NOS-inductibila (i-NOS). NOS-n si NOS-e
sunt enzime constitutive activate de cresterea calciului intracelular, In timp ce i-NOS este exprima-
ta In maniera calciu-independentd de catre celulele inflamatoare, induse de citochinele endotoxice
sau proinflamatoare [141, 146]. Astfel, inflamatia sau excitarea neuronald, care provoaca cresterea
caliculului intracelular, poate spori producerea de NO. In acelasi timp, producerea excesiva de
NO intensifica stresul oxidativ, ceea ce poate initia reactii de nitrozilare, care modifica structura si
functionarea ADN-ului, proteinelor si lipidelor, avand, drept consecinta, inhibarea functiilor aces-
tora [141]. Astfel se produc afectarea neuronala si distrugerea macromoleculelor celulare, care pot
cauza deteriorarea oxidativa, avand un rol important Tn moartea neuronala excitotoxica.

Odata ce speciile reactive si moleculele toxice, produse in organism, Incep sa interactione-

ze cu ADN-ul, cu lipidele si proteinele, ca sd provoace leziuni, astfel acestea pot modifica functia
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celulard. Este important sd se ia in considerare faptul ca, desi efectele sunt nefaste, nu toate modi-
ficarile cauzate de speciile reactive sunt daunatoare organismului. De exempu, la concentratii in
vivo de la 10® pana la 10* M, H202 determina proliferarea celulei, incetarea cresterii sau initierea
apoptozei, mecanismul de baza in afectarea celulelor ciliate ale organului Corti [127, 133].

Principalele mecanisme de apdrare ale celulei fata de aceste specii reactive implica siste-
mul antioxidant de aparare, format din factori enzimatici precum SOD, GPO, catalaza sau factori
neenzimatici, cei mai importanti fiind vitamina E (tocoferolul) care se gaseste predominant in
membranele celulare, fiind lipofila, precum si vitamina C (acidul ascorbic), vitamina hidrosolu-
bila, care se afld preponderent in citosol, vitamina P [152]. Cercetdrile recente releva faptul ca un
nivel sporit, dar subletal de SRO, poate influenta cdile semnalizatoare intracelulare intr-o gama
variatd de celule neuronale, prin modularea expresiei genice, a cresterii si diferentierii celulare
[108]. Unica enzima substantial antioxidanta din creier este catalaza, care are o capacitate limitata
in detoxifierea H,O,, deoarece este localizata la nivelul microperoxizomilor [27, 39].

Antioxidantii pot fi definiti simplu astfel: un complex de elemente nutritive (vitamine si
minerale) si enzime specifice care au rolul de a reduce efectele toxice ale radicalilor liberi, adica
de a neutraliza moleculele de oxigen instabile, ajutdnd corpul sd nu-si distruga propriile celule.
Antioxidantii mai sunt cunoscuti ca niste compusi ce au capacitatea de a incetini oxidarea altor
substante. Antioxidantii pot fi divizati in douad categorii: endogeni (melatonina, glutationul, impli-
cati in apararea enzimaticd antioxidantd) si exogeni. Mecanismul de actiune a fiecdrui antioxidant
poate varia in functie de locatie, de structura chimica si biodisponibilitatea In organism sau ca grad
de modulare redox pe care celula il prezinta [27, 35].

Flavonoidele reprezintd o clasa de metaboliti secundari ai plantelor , cunoscuti pentru pro-
prietatile lor antioxidante. Flavonoidele sunt sintetizate pe calea fenilpropanolului, unde aminoaci-
dul fenilalanind este utilizat la producerea 4-cumaroil-CoA [132]. Flavonoidele sunt distribuite
in plante, fiind responsabile de culoarea galbena si cea rosie/albastrad ale florilor, avand si rol de
protectie fata de microbi si insecte. Desi sunt variate, au o raspandire vasta si o toxicitate redusa,
comparativ cu alti metaboliti secundari (alcaloizi), flavonoidele determina ingestia lor de catre
oameni si animale in cantitati mari [144]. Datoritd evidentei lor capacitdti de a modifica anumite
reactii ale corpului la alergeni, la virusuri si substante carcinogene, ele se mai numesc si modifica-
tori naturali ai raspunsului biologic (de exemplu, dihidroquercitina — bioflavonoid).

Anterior, In cadrul experimentelor am determinat toxicitatea redusa si efectul antioxidant
marcant al extractelor din frunze si flori Argimoniae herba si Cichorii herba [23]. In opinia noas-
tra, studiul otoprotector al produselor respective pentru SSN este unul de perspectiva.

Astfel, la nivelul creierului, unde se afla si AA, exista valori mai reduse de aparare antioxi-
danti fata de cealalta parte a organismului. In patogenia afectiunilor senzorineurale ale AA, POL
reprezinta unul dintre rolurile primordiale. Deci preparatele care poseda efect antioxidant pot ma-
nifesta efect otoprotector marcant cu tinta asupra organului Corti si nervului auditiv [127]. Astfel,

prezintd interes stiintifico-practic elaborarea si cercetarea acestor preparate medicamentoase.
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1.7. Principii de farmacoterapie in surditatea senzorineurala

SSN brusc instalata/acuta semnifica pierderea auzului mai mare de 30 dB, pe cel putin
trei frecvente audiometrice (tonuri pure), ce apare instantaneu sau in decurs de la cateva ore pana
la doua-trei zile, fiind rezultatul unei perturbari la nivelul cohleei, nervului acustico-vestibular,
ariei corticale [90]. Dupa localizare, poate fi preponderent unilaterala sau, mai rar, bilaterala. In-
cidenta surditatii brusc instalate se determina anevoios, deoarece multe cazuri nu sunt raportate
in conditiile in care pacientii nu se prezintd la medic in momentul instalarii afectiunii. Totusi in-
cidenta anuala este de 1:5000-10000 de persoane, cu distribuire relativ egald in functie de sex si
de partea afectata (stanga sau dreaptd). SSN brusc instalata poate sa apara la orice varsta, dar in-
cidenta maxima se inregistreaza in grupa de varstd de 50-60 de ani, iar cea minima — la copii si la
grupele de varsti peste 60 de ani [90]. In cazul acestei afectiuni, atentia trebuie acordata diagnosti-
carii si instituirii precoce a tratamentului, deoarece de ele depinde in final gravitatea handicapului
auditiv. Obiectivul principal al evaluarii pacientului trebuie sa fie identificarea, printr-o anamneza
riguroasd, a unor cauze definite si tratabile [56].

SSN brusc instalatd/acuta este o urgentd medicala importantd, deoarece pronosticul de-
pinde de tratamentul prompt. Daca aceasta afectiune nu este tratatd precoce, ea se cronicizeaza.
Principala cauza care provoaca incetinirea tratamentului sunt erorile comise la stabilirea diagnos-
ticului, datorate in special faptului ca pacientii trateaza superficial aceastd afectiune, crezand ca
urechea le este infundatd din cauza unei simple raceli. SSN brusc instalata poate fi considerata si
un simptom comun al mai multor afectiuni [11, 56].

Etiologia SSN brusc instalate/acute continua sa fie in discutie. Exista cateva cauze posibile,
insd niciuna nu explica pe deplin procesul care favorizeaza instalarea brusca a hipoacuziei. Cele
mai importante cauze sunt: infectiile, afectarea autoimuna, ototoxicitatea, traumatismele, dere-
glirile de circulatie si bolile neurologice [67, 211]. In numeroase cazuri nu poate fi identificati o
cauza determinanti. In astfel de situatii vorbim de o surditate brusc instalati idiopatici. Survine
afectarea celulelor ciliate din urechea internd, responsabile de transformarea vibratiilor sonore in
stimul nervos. In functie de durata actiunii cauzei care a produs surditatea si de precocitatea trata-
mentului, afectarea acestor celule poate fi tranzitorie sau definitiva [56, 75].

Intoxicatiile exoendogene sunt responsabile de dereglarea homeostaziei organismului prin:
cresterea absorbtiei toxinelor, intensificarea proceselor de formare si diminuarea eliminarii sub-
stantelor toxice din organism, care vor cauza modificarea functiilor organelor si sistemelor, pertur-
barea evolutiei proceselor metabolice si ineficacitatea mecanismelor compensatorii de anihilare a
toxemiei [36]. Mecanismul expus este valabil si in cazul ototoxicitatii medicamentoase (,,intoxi-
carea” urechii), care este provocatd de actiunea medicamentelor sau a substantelor chimice asupra
organului Corti/nervului auditiv sau nervului vestibulocohlear, ce transmite informatii legate de
auz sau echilibru de la urechea interna spre creier [168, 170].

Ototoxicitatea poate produce deficiente temporare sau permanente de auz, de echilibru sau
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ambele [90]. Multe substante chimice au potential ototoxic, inclusiv medicamentele luate abuziv,
substantele din mediu sau medicatiile prescrise de specialisti.

Dupa clasificarea CTC-NCI version 2.0, ototoxicitatea este reflectata ca o forma aparte
de toxicitate care implica UE, UM, Ul. La afectarea UI, sunt patru tipuri de toxicitate: 0 — lipsa
toxicitatii, I — diminuarea auzului stabilita doar la control audiologic, II — hipoacuzie/tinnitus care
nu necesitd tratament sau protezare auditiva, III - hipoacuzie/tinnitus care necesitd tratament sau
protezare auditiva, IV — hipoacuzie/tinnitus incorijabil [64]. Toxinele, asociate cu diminuarea au-
zului, sunt: aminoglicozidele (gentamicina, canamicina afecteaza preponderent organul Corti, iar
streptomicina, tobramicina — preponderent structurile vestibilare — sacula, utricula); medicamen-
tele chimioterapeutice, antineoplazice, in special cele care contin platind (cisplatind, carboplatina)
— afecteaza preponderent stria vasculara a Ul salicilatii in doze mari, chinina (afecteaza procesele
bioelectrice in membranele CCI, CCE — modificarile deseori sunt reversibile). Diureticile de ansa
pot deregla bariera electroliticd dintre endolimfa si perilimfa pe baza modificarii densitatii celule-
lor marginale de sustinere care delimiteaza spatiul endolimfatic. Disbalanta Na, K, Cl, reducerea
nivelului de Ca afecteaza procesul de excitare a CCE, a CCI si a OC. O sursa de toxine pot fi si
muscaturile de sarpe [11, 21].

Date despre ototoxicitatea remediilor medicamentoase au fost obtinute initial din obser-
vatii clinice, iar, ulterior, studiile experimentale pe animale le-au confirmat pe cele clinice si au
evidentiat mecanismele de producere. In afara de toxicitatea medicamentoasa, existd si o patologie
ototoxica nemedicamentoasa, manifestata mai ales in mediul industrial si, intr-o masura mai mica,
in cazul unor intoxicatii acute voluntare sau accidentale. Numeroase comunicari din literatura
medicald cuprind date despre efectele daundtoare ale diferitor substante chimice asupra aparatului
auditiv. Lista preparatelor ototoxice depaseste numarul de 200 si ea va continua sa creasca paralel
cu progresele terapeuticii [45, 67].

Dereglarile de circulatie: cauza vasculara a fost sugerata de anumite particularitati anato-
mice ale cohleei, care depinde extrem de mult de fluxul vascular ce-i asigurd oxigenarea si, astfel,
functionarea normald. Mecanismele precum embolia, tromboza, vasospasmul cauzeaza alterarea
fluxului vascular spre cohlee [242]. Exista si anumite boli vasculare asociate cu surditatea brusc
instalata: insuficienta circulatorie vertebrobazilard, bypass-ul cardiopulmonar, macroglobulinemia
Waldenstrom, anumite forme de leucemie. Nervul cranian VIII poate fi, uneori, afectat de ische-
mie in teritoriul arterei cerebeloase anteroinferioare.

Traumatismele (lovituri ale capului), cu fracturarea osului temporal sau prin producerea
unei fistule perilimfatice, de asemenea pot sa producd surditate brusc instalatd. Si trauma sonora
apartine etiologiei respective. Bolile neurologice, incluse in cauzele acestui sindrom, sunt: scleroza
multipld, migrena, ischemia teritoriului pontin, tumorile de unghi pontocerebelos. Cauzele tumo-
rale includ neurinomul de acustic si hipoacuzia controlaterala secundara chirurgiei neurinomului
de acustic, metastazele in osul temporal (conductul auditiv intern), mielomul, leucemia, meningita

carcinomatoasa [9, 67].
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In acest caz se recomandi un tratament de urgenta in stationarul specializat ORL. Criterii
de internare: deficienta auditiva de orice forma (grad), cu durata de la primele ore pana la 20-25
de zile de la debut [67, 70]. Principiile de baza ale tratamentului surditatii brusc instalate sunt ur-
matoarele: eliminarea factorului etiologic; inceperea tratamentului in termen cat mai precoce de
la debutul bolii, care trebuie sa includa [2, 14, 27, 31, 43, 72, 84]: imbunatatireca hemodinamicii
si a functiei peretilor vasculari ai urechii interne; terapia de deshidratare labirintica; terapia de
dezintoxicare si hiposensibilizare; ameliorarea metabolismului urechii interne; ameliorarea trans-
miterii sinaptice a impulsurilor nervoase; reducerea excitabilitatii sistemului nervos central si a
celui vegetativ.

Timp de cinci-zece zile (cinci-sapte zile pentru formele usoare si moderate, sapte-zece
zile pentru formele severe si profunde de surditate) se efectueaza perfuzii intravenoase cu reme-
dii vasodilatatoare cerebrale, nootrope, vitamine, diuretice, antioxidante, corticosteroizi [90, 128,
147, 161]. Atunci cand este cunoscutd cauza, tratamentul este dictat de factorul etiologic care
a provocat hipoacuzia. Dacd nu se identificd o etiologie probabild, tratamentul este prescris n
functie de examenul clinic si de testele de laborator. La necesitate, in functie de factorul declan-
sator al deficientei de auz si de starea generald a pacientului, se adauga: anticoagulante si antido-
turi (la formele toxice), antibiotice, hiposensibilizante (la formele infectioase si posttraumatice),
sedative. Dupa evitarea factorilor favorizanti si a manifestarilor reactive cauzate de ei, se adauga
stimulatori biogeni si anticolinesterazice [5, 7, 12].

Medicamentele patrund in urechea interna din circulatia sistemica fie prin mecanisme de
transport, fie prin dizolvare in endoteliul capilar. Traversarea barierei hematolabirintice de catre
medicamente depinde de caracteristicile chimice ale acestora. ,,Medicamentele cu greutate mo-
leculard sau incarcatura electricd mare traverseaza cu dificultate Tn mod pasiv. Liposolubilitatea
mare faciliteaza trecerea. Medicamentele care se leaga de proteine traverseazd mai greu” [135].
Potentialul pozitiv din labirintul membranos ingreuneaza suplimentar trecerea, medicamentele in-
carcate pozitiv avand de infruntat un gradient electric suplimentar [20]. Durata aflrii in stationar
este de sapte-douasprezece zile, in functie de gravitatea surditatii. Dupa terapia de perfuzie, trebuie
continuatd administrarea vasodilatatoarelor cerebrale, a nootropelor, a antioxidantelor si a vita-
minelor timp de 20-30 de zile [67, 70].

Cel mai important factor care influenteaza procesul de recuperare a auzului este promp-
titudinea diagnosticului si tratamentului. Pacientii tratati in primele 48 de ore de la debut au un
prognostic mult mai bun decat ceilalti. Instituirea rapida a masurilor de tratament perfuzabil, care
au drept scop recuperarea celulelor ciliate afectate, este esentiald pentru recuperarea auzului [89].

Tratamentul farmacoterapeutic al SSN in perioadele acutd si subcronicd este complex si
include administrarea remediilor medicamentoase din grupe farmacologice diferite, precum si uti-
lizarea metodelor fizioterapeutice. Eficacitatea terapiei SSN brusc instalate/acute este In stransa
legétura cu inceperea tratamentului medicamentos si cu forma de administrare a preparatelor (de

exemplu, la administrarea i/v a medicamentelor, eficacitatea terapiei este mai mare). Intoxicatiile
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medicamentoase si nemedicamentoase au un rol important in etiologia SSN, care reprezinta o
afectiune cu morbiditate avansata. Prevalenta si caracterul potential invalidizant al SSN justifica
utice si de reabilitare in acest domeniu [67, 90, 129].

SSN acuta se caracterizeaza prin schimbari monomorfe de caracter distrofic a celulelor
striei vasculare si celulelor OC, iar SSN subacuta — preponderent, prin necroza de coagulare si/sau
apoptoza reversibild. SSN cronica se caracterizeaza prin apoptoza ireversibila si distructia celule-
lor neuroepiteliale ale organului Corti. Pentru CCE, CClI, starile de distrofie, apoptoza si necroza
poseda particularitati cauzate de structura anatomo-functionala a cohleei [78]. Deci in cazul SSN
cronice, mai bine ar fi sa ne referim la tratamentul maladiilor somatice asociate. Farmacoterapia
afectiunilor cardiovasculare, a sistemului nervos central si a celui endocrin, corijarea statusului
imun, concomitent, si constituie tratamentul profilactic de prevenire a agravarii SSN cronice [209].

Farmacoterapia profilactica primara presupune: eliminarea factorilor nocivi din mediul am-
biant asupra organului auditiv (zgomot, vibratie, factori chimici, toxici); excluderea din tratamen-
tul (in special al copiilor, al pacientilor cu patologie renald) a medicamentelor cu efect ototoxic sau
utilizarea lor in indicatii vitale, cu prescrierea concomitenta a dezintoxicantelor (refortan, reopo-
liglucind), antihistaminicelor, vitaminelor; prescrierea vasodilatatoarelor cerebrale (pentoxifillina,
vincamina etc.) pacientilor care suferd de maladii infectioase cu factori de risc in dezvoltarea SSN
(in special la infectia meningococica).

In stadiul progresiv de stabilizare, principiile de bazi ale terapiei conservative medica-
mentoase sunt: imbunatatirea hemodinamicii si a functiei peretilor vasculari ai urechii interne;
ameliorarea metabolismului urechii interne; stimularea analizatorului auditiv si ameliorarea trans-
miterii sinaptice a impulsurilor nervoase [2, 8, 48]. De doud ori pe an este necesar de efectuat
tratamentul profilactic (doud-trei saptdmani) al SSN cu medicamente din grupele prezentate supra
(vasodilatatoare, nootrope, multivitamine si minerale, antioxidante, fizioterapie, oxibaroterapie).
Monitorizarea pacientilor trebuie sa o faca specialistii: neurologul, cardiologul, endocrinologul (la
necesitate) [21,43].

Astfel, peste 90% din SSN cronice sunt ireversibile, in special formele cohleare. Formele
severe profunde nu beneficiaza de tratament curativ sau profilactic, ci doar de proteza auditiva sau
de implant cohlear [7, 29, 70, 78].

Reabilitarea electroacusticd. Intrucat SSN reprezinti o problema atat medicala, cét si so-
ciald, reabilitarea acestei afectiuni este complexa. Dupa trei luni de la instalarea surditatii, in caz
de necesitate, se efectueaza protezarea auditiva (deficientd de auz la ambele urechi de 35-40 dB si
mai mult la frecventele principale ale zonei vorbirii de 500-4000 Hz). In cazul formelor profunde
de surditate este indicat implantul cohlear. in cazul tulburirilor de vorbire, individual, sunt reco-
mandate lectiile surdopedagogului [4, 59].

Pronosticul este incert din cauza prezentei vertijului, ca simptom asociat. Severitatea afec-

tarii este de asemenea importantd; cazurile severe se recupereaza mai putin. Eficacitatea farmaco-
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terapiei este redusa in cazul pacientilor varstnici [115]. Recuperarea auzului la pacientii cu SSN
cronicd ireversibila este realizata prin utilizarea dispozitivelor care imbunatatesc transmiterea su-
netului spre: urechea interna, nervul auditiv, centrii nervosi (protezare auditiva, implant de ureche
medie, implant cohlear, implant de trunchi cerebral).

Produsele medicamentoase combinate (PMC) presupun asocierea, intr-un singur prepa-
rat comercial, a doi sau mai multi agenti cu actiune terapeutica diferita, in doza fixa [103, 104].
Sunt posibile patru cdi de obtinere a medicamentelor combinate: asocierea compusilor bine cunos-
cuti, deja aprobati/utilizati in combinatie; principiile deja renumite, incluse pentru prima datd in
medicamentul combinat; asocierea unei sau mai multor entitati chimice noi cu una sau mai multe
substante bine cunoscute; combinarea a doud sau mai multe entitati chimice noi [69, 110].

PMC 1in doza fixa sunt medicamente, care au trecut prin toate fazele fabricatiei, inclusiv
conditionarea in ambalajul final si etichetarea, contindnd doua sau mai multe ingrediente farma-
ceutic active intr-un raport fix al dozelor [91, 107]. Ca forma farmaceuticd a PMC, predomina in
descrestere: comprimatele, solutiile de dializa peritoneala si capsulele [91].

Datorita argumentelor enumerate, combinatiile fixe au Inceput sa fie din ce In ce mai aplicate,
de exemplu, de cardiologi in tratamentul hipertensiunii arteriale [140]. Actualmente, se considera
ca circa 75% dintre pacientii hipertensivi necesita cel putin doud medicamente pentru un control
adecvat al valorilor tensionale [91, 114]. Combinatiile fixe au multiple beneficii in tratamentul anti-
hipertensiv, cele mai apreciate fiind sporirea compliantei pacientului, eliminarea unor reactii adverse
si blocarea simultana a mai multor verigi patogenice ale hipertensiunii arteriale [69].

Pentru eficacitate, cerintele sunt la fel de inalte. Avantajele presupuse trebuie confirmate
de studii stiintifice de eficacitate. Atunci cand un PMC amelioreazd mai multe simptome ale unei
boli, acestea trebuie sd apard simultan, pentru ca produsul sd poata fi considerat rational [ 148]. Este
posibil ca studiile de eficientd sa nu fie realizate separat pentru fiecare component; de exemplu,
desi acidul clavulanic are individual prea putind activitate antimicrobiand, acesta Tmbundtates-
te eficienta antibioticelor betalactamice [91]. Dacd FDC este prezent in mai multe concentratii,
studiile trebuie sa documenteze eficienta fiecarei astfel de concentratii. Studiile nu trebuie sa fie
neaparat noi si originale, mai ales in situatiile in care experimentarea pe componente individuale
ar fi neetica [68, 91, 105].

Din punctul de vedere al eficacitatii, pot aparea trei tipuri de rezultate: de superioritate (fata
de componentele individuale), de echivalenta si de non-inferioritate. Produsele de comparatie se
aleg cu mare atentie si comparatia se face, pentru fiecare efect propus, separat: e.g. daca se sustine
ca PMC afecteaza mai putin maduva osoasa la eficacitate similara, se vor cere rezultate de non-in-
ferioritate pentru eficacitate si de superioritate pentru siguranta [91, 123].

Un alt aspect important este cel al formularii. PMC ridica probleme suplimentare fata de
produsele cu o singurd substanta activa. Pe 1anga problemele relevate supra, apar unele farmaco-
tehnice. Datoritd dimensiunii maxime limitate a unor forme farmaceutice, in special cele orale,

disponibilul de excipienti este adesea redus (uneori chiar critic) in cazul PMC, mai ales ale celor
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care contin doze mai mari de substante active. Proiectarea formei farmaceutice este mai labori-
oasd — sunt preferate planurile experimentale complete in defavoarea celor fractionate; metodo-
logia este altfel similard, bazata pe proiecte multifactoriale. Farmacotehnic, poate fi o provocare
obtinerea unui amestec omogen de substante active, mai ales atunci cand atat concentratiile, cat si
distributiile granulometrice ale produselor sunt diferite [91, 69, 102, 254].

Aproape 1/3 din produsele medicamentoase prezente pe piata farmaceutica reprezintd
combinatii fixe. Medicamentele combinate poseda numeroase avantaje. Astfel, eficienta sporitd a
efectului terapeutic, prin actiune aditiva sau sinergicd, oferd o rata mai buna de raspuns la o parte
mai mare din pacienti. Reducerea efectelor secundare, rezultata din utilizarea unor doze mai mici
de substante active cu reactii adverse diferite, creste tolerabilitatea medicatiei si complianta pa-
cientilor la tratament. Atenuarea sau anularea mecanismelor de contrareglare declansate de unele
dintre componentele folosite, responsabile de limitarea raspunsului terapeutic la cresterea dozelor,
constituie un alt avantaj al terapiei cu medicamente combinate. Asocierea agentilor activi cu acti-
uni complementare la nivelul organelor-{finta poate fi de asemenea benefica 2, 7, 8, 9].

In urma analizei datelor din literatura de specialitate, am constatat ci tratamentul SSN
include preponderent cateva grupe de preparate: vasodilatatoare, nootrope, antiinflamatoare, an-
tioxidanti. Pe piata farmaceutica a Republicii Moldova, grupul nootropelor ocupd doar 1,22%
din totalul de medicamente, iar dintre acestea doar 0,4% sunt autohtone. Dintre substantele ce-
rebrovasculare, utilizate In tratamentul SSN, in Nomenclatorul Republicii Moldova se regasesc
doar 47 de denumiri comerciale, ceea ce constituie 0,74% din total. Insa cota-parte a preparatelor
combinate este mult mai scazuta. Astfel, o singura asociere dintre doua substante medicamentoase
din aceste grupe este prezentd In cinci denumiri comerciale, dintre care doar una apartine unui
producitor autohton. In Nomenclatorul Romaniei, combinatii medicamentoase dintre nootrope si
vasodilatatoare cerebrale nu au fost depistate, iar in Nomenclatorul Federatiei Ruse am atestat doar
doua astfel de combinatii, sub sapte denumiri comerciale [100].

Astfel, drept oportune, pot fi considerate elaborarea si utilizarea remediilor polifunctionale

obtinute din preparate cu eficienta clinica demonstrata, cu efecte polivalente.

1.8. Produse medicamentoase combinate autohtone
cu potential farmacologic in surditatea senzorineurala

Terapia si reabilitarea complexa a pacientilor cu maladii cronice sunt indispensabile de va-
lorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau suplimentele lor ce contin vitamine, minerale,
oligopeptide [145]. Numarul de surse cu proprietati polivalente, concomitent si stimulente, este
insd redus. Interactiunile concurente ale microelementelor, nivelul scazut de asimilare sunt printre
cauzele eficientei reduse a utilizarii lor cu succes in ameliorarea diverselor situatii clinice [62].
Pentru solutionarea problemei in cauza, drept oportuna poate fi considerata utilizarea produselor

combinate polifunctionale, cu eficienta clinica si inofensivitate demonstrata [69].
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Este cunoscut faptul cd utilizarea preparatelor combinate sporeste eficacitatea si durata
tratamentului in totalitate. Un medicament combinat reprezintd un amestec de doze fixe, ce in-
clude doud sau mai multe substante active intr-o singurd forma de dozare, care este fabricata si
distribuita n doze fixe [1, 25].

In prezent, elaborarea preparatelor combinate reprezintd un proces foarte complex, care
include o multime de cercetari farmacologice, tehnologice, chimice, analitice, toxicologice, far-
macocinetice, economice [3].

Deci un tratament cu preparate combinate presupune substituirea mai multor medicaman-
te monocomponente cu unul singur, care contine toate acestea doar Intr-un amestec. Avantajele
preparatelor combinate: usurinta de utilizare pentru pacient (il elibereazad pe pacient de a mem-
oriza cum trebuie administrate mai multe medicamente pentru un tratament complex); confortul
psihologic (este cu mult mai usor de administrat un preparat, indiferent sub ce forma este elaborat,
decat mai multe medicamente); potentarea efectului unui tratament complex; micsorarea inactiva-
rii substantei active in organism datorita scaderii biotransformarii; formarea mediului de activare
a unei substante active cu ajutorul altei substante active; reducerea riscului de aparitie a reactiilor
adverse [14, 17].

Insa preparatele combinate posedd de asemenea si dezavantaje precum: dozele fixate ale
substantelor active (nu este posibil in caz de necesitate schimbarea dozei unei substante active din
componenta preparatului); efectul maxim nu apare concomitent; durata de actiune a substantelor
active este diferita [43].

Asadar, principiile rationale ale unei terapii combinate sunt: indicarea preparatelor combi-
nate doar la necesitatea unei terapii combinate; informarea pacientului de posibilitatea interactiunii
preparatului combinat cu alimentele sau cu alte medicamente; preferarea preparatelor combinate
in caz de necesitate a unui tratament indelungat sau pentru tratamentul unor maladii cronice [3,5].

Metodele contemporane de tratament farmacologic includ diverse combinatii medicamen-
toase. Arsenalul de indicatii in cazul inflamatiilor depinde de etapa maladiei: in faza acutd — pre-
ponderent farmacoterapia etiotropa si cea simptomatica, in cazul unor procese cronice — manipu-
lari invazive si remedii medicamentoase complexe. Astfel, farmacologia afectiunilor inflamatorii
impune utilizarea remediilor antibacteriene, regenerative, simptomatice etc. [2, 45].

Una dintre cele mai frecvent utilizate forme farmaceutice pentru tratamentul otitelor sunt
picaturile auriculare. In ultimii ani, pe piata farmaceutici a aparut un numér impunitor de astfel
de produse, unele fiind autorizate si in Republica Moldova. Insa in prezent exista doar un singur
producator autohton care produce picaturi auriculare [69].

PMC pot manifesta sporirea eficacitatii prin actiune sinergica si reducerea efectelor secun-
dare [67]. Elaborarea medicamentelor este un proces extrem de complex si include numeroase
cercetdri tehnologice, farmaceutice, analitice, farmacologice, toxicologice, farmacocinetice, far-
macoeconomice care, de comun, implicd evaluarea calitatii, a securitatii utilizarii si a eficacitatii
preparatelor [100, 220].
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Farmacoterapia contemporand este indispensabild de valorificarea compusilor chimici si a
principiilor active de origine vegetala. In acest context, drept oportuna poate fi considerata utiliza-
rea medicamentelor polifunctionale, obtinute din preparate care poseda eficienta clinica si inofen-
sivitate bine demonstrata cu efecte polivalente [69, 85].

Conceptul de otoprotectie medicamentoasa presupune apararea OC si Ul prin majorarea
rezistentei nespecifice in conditii nefavorabile pentru existenta celulelor clilate. Medicamente-
le otoprotectoare patrund in urechea internd (UI) din circulatia sistemica fie prin mecanisme de
transport, fie prin dizolvare in endoteliul capilar. Medicamentele, cu greutate moleculara sau in-
carcatura electricd mare, traverseaza cu dificultate in mod pasiv. Liposolubilitatea mare faciliteaza
trecerea [20, 67].

Aminoacidul glicina (metabolit natural) este un neuromediator de tip inhibitor si un regla-
tor al proceselor metabolice in sistemul nervos central. Acest aminoacid: reduce tensiunea psiho-
emotionald, sporeste capacitatea de munca intelectuald, manifestd actiune neuroprotectoare, antis-
tres si sedativa, amelioreaza metabolismul cerebral, normalizeaza somnul, reduce actiunea toxica
a alcoolului, nu provoaca dependenta [44].

Lecitina este o fosfolipida si participd la constituirea membranelor celulare la nivelul creie-
rului si al celulelor nervoase. In deficienta lecitinei, scade eficienta acetilcolinei in tesutul nervos.
Lecitina favorizeaza cresterea si dezvoltarea organismului, sporeste capacitatea de munca fizica si
intelectuald, accelereaza refacerea organismului dupa eforturi intense [45].

Dihidroquercitina este un flavonoid derivat din tulpina copacilor Larix sibirica Ledeb. si
Larix dahurica. Dihidroquercitina poseda urmatoarele actiuni: antioxidanta, capilaroprotectoare,
regeneratoare, detoxifianta si antiinflamatoare [235].

Alcaloizii de sanguiritina se contin in planta Macleaya cordata Will., care se caracterizea-
za prin activitate antimicrobiana fatd de bacteriile gram-pozitive si gram-negative. De asemenea,
poseda actiune antifungica si antimicotica [77, 223, 236].

In cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului (CSM) al IP USMF , Nicolae Testemita-
nu”, in colaborare cu SC ,,CSK Grup Plus” (Chisindu, reprezentant oficial al Companiei SRL
»Standart”, Federatia Rusa), a fost elaborat un produs medicamentos combinat. La baza compusu-
lui propus pentru studiu se afla cercetarile si elaborarile efectuate in cadrul produselor companiei
SRL ,,Standart”, Federatia Rusa [77, 222, 235]. Denumirea Flamena, emulsie orala, 100 ml (CAF-
01). Produsul este elaborat de Compania ,,Standart SRL” din Federatia Rusa [36, 68]. Forma de
prezentare: emulsie orald in flacoane. Principii active: glicinda — 150 mg, dihidroquercetina — 6
mg/5 ml. Certificat de autorizare in Republica Moldova nr. 23972 (conform Ordinului nr. 866 din
16.11.2017 al MSMPS al RM). Detinator al certificatului de autorizare — CSK Grup Plus, produ-
cator — Eurofarmaco SA.

Preparatul medicamentos este original prin faptul ca la baza are un complex liposomal
antioxidant-fosfolipidic, datoritd caruia medicamentul poseda proprietati biologice unice. Acest

produs medicamentos are o actiune antihipoxica, creste viteza difuziei oxigenului in tesuturi, nor-
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malizeaza procesele respiratiei tisulare, imbunatateste activitatea functionala a celulelor endotelia-
le, contribuind la o ameliorare semnificativd a microcirculatiei si parametrilor reologici.

Avand in vedere importanta produselor cu efect antioxidant pentru farmacoterapia afectiu-
nilor senzorineurale ale analizatorului auditiv, devine promitatoare utilizarea produsului medica-
mentos Flamena, cu actiune polivalentd in tratamentul farmacologic al SSN, in special de etiologie
toxica [69].

In acest context am efectuat un studiu experimental preclinic pe animale de laborator pri-
vind proprietdtile farmacocinetice ale preparatului Flamena, cu scopul de a analiza procesele de
absorbtie, distributie, excretie si biotransformare ale dihidroquercetinei dupa administrarea orala a
preparatului la sobolani. Potrivit rezultatelor studiului, s-au constatat urmatoarele [235]:

1. Absorbtie. In organismul sobolanilor, preparatul se determina timp de sase ore. Timpul
de injumatatire constituie aproximativ 1,3 ore. Dupad administrarea emulsiei Flamena, dihidroqu-
ercetina se absoarbe mai lent din tractul gastrointestinal, atingdnd concentratia plasmatica maxima
peste o ord, comparativ cu administrarea substantei, a carei concentratie maxima se determina
peste 0,5 ore [235].

2. Distributie. Biodisponibilitatea relativa a dihidroquercetinei, dupd administrarea unica
in cadrul preparatului Flamena, este de 1,59 de ori mai mare, in comparatie cu substanta dihidroqu-
ercitina aparte. Studiul a demonstrat faptul ca disponibilitatea tisulara a dihidroquercetinei, dupa
administrarea unica a produsului studiat, descreste in seria: rinichi—stomac—plamani—splind—ini-
ma—creier—muschi scheletic (de la 0,693 pana la 0,012).

3. Metabolizare. Dupd administrarea orala a preparatului Flamena, n urina sobolanilor am
identificat, In afara de dihidroquercetind, sapte produse de transformare a acesteia: stereoizomerul
dihidroquercetinei, metabolitul metilat al dihidroquercetinei, stereoizomerul metabolitului metilat
al dihidroquercetinei, glucuronoconjugatul dihidroquercetinei, glucuronoconjugatul stereoizome-
rului dihidroquercetinei, glucuronoconjugatul metabolitului metilat al dihidroquercetinei, glucu-
ronoconjugatul stereoizomerului metabolitului metilat al dihidroquercetinei [235].

4. Eliminare. Dihidroquercetina se excreta in urind in cantitate de 10,03 £ 2,67% din doza
administratd. In masele fecale nu a fost depistat compusul testat [67].

In cadrul studiului clinic, desfasurat cu scopul determinirii proprietatilor farmacocinetice
ale preparatului Flamena, emulsie, s-a constatat cd timpul de injumatatire a dihidroquercetinei
constituie 0,94-1,2 ore. Durata medie de mentinere a substantei in organism este de 2,15-3,11 ore,
iar timpul in care se atinge concentratia plasmaticd maxima (T__ ) este de 0,7-1,2 ore, independent
de doza administratd. Concentratia plasmaticd maxima (C_ ) a crescut de la 0,056 mcg/ml, pentru
doza unicd de 25 ml, pand la 0,245 mcg/ml, pentru doza de 100 ml. Pe masura cresterii de doua
ori a dozei unice de administrare a preparatului — de la 25 la 50 ml si de la 50 1a 100 ml — AUC
(aria de sub curbd) pentru dihidroquercetina a crescut de 1,80 si, respectiv, de 1,94 de ori [84].
In cadrul altui studiu clinic, Flamena, 100 ml, s-au demonstrat efectele detoxifiant, antioxidant si

imunostimulator [47].
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BioR" este un preparat biologic complex, obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis (elaborat la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, director academician Valeriu
Rudic, in colaborare cu ,, Ficotehfarm SRL”’). Contine aminoacizi esentiali $i non-esentiali, inclu-
siv aminoacizi imunoactivi (valina, triptofanul, treonina, acidul aspartic, acidul glutamic, alanina,
arginina, cisteina, glicina, serina, acidul gama-aminobutiric), polizaharide sulfatate, acizi grasi
polinesaturati, inclusiv acidul gama-linolenic, macro- si microelemente esentiale. BioR poseda un
spectru larg de actiune: citoprotector, regenerant, hepatoprotector, antiinflamator, hipolipemiant,
imunomodulator, antiviral. BioR manifestd actiune antioxidanta si de stabilizare a membranelor
celulare si lizozomale prin normalizarea metabolismului glutationului $i mentinerea la un nivel
optim a echilibrului dintre sistemele de oxidare peroxidica a lipidelor si cel antioxidant. Prezenta,
in componenta lui, a aminoacizilor, a oligopeptidelor si a microelementelor Mn, Fe, Zn, Cu, Se,
Cr etc., stimuleaza procesele de regenerare a tesuturilor si influenteaza pozitiv asupra imunitatii
celulare si humorale [43, 85].

BioR® stabilizeaza membranele celulare si lizozomale, normalizeaza si mentine la un nivel
optim echilibrul dintre sistemele de oxidare peroxidica a lipidelor si cel antioxidant, creste poten-
tialul antioxidant al verigilor enzimatice $i neenzimatice: majoreaza nivelul superoxiddismutazei,
al catalazei si al enzimelor glutationice, restabileste continutul glutationului redus, tocoferolului,
SH-grupelor etc. [85, 86].

Precum am mentionat anterior, a fost demonstrat dezechilibrul dintre sistemul de oxidare
peroxidicd a lipidelor si cel antioxidant in afectiunile ficatului (hepatite cronice, ciroza hepatica).
De asemenea, la bolnavii cu afectiuni cronice hepatice, deseori, se constata SSN [13, 71, 79].

In urma cercetirilor farmacologice clinice, efectuate la pacientii adulti cu SSN (bar-
bati, femei cu varsta de 18-60 de ani), am propus o noud metoda de terapie a SSN, care se ma-
nifesta prin majorarea mai evidentd a parametrilor audiologici la pacienti (Brevet de inventie
MD 4277 C1 din 27.10.2014 — ,,Utilizarea extractului din biomasa tulpinei cianobacteriei Spi-
rulina platensis (Nordst) Geitl CNMN-CB-02 pentru tratamentul pacientilor cu hipoacuzie™)
[47].Avantajul farmacoterapeutic propus se datoreaza, in primul rand, efectului antioxidant
pronuntat, fapt ce contribuie la cresterea eficacitatii tratamentului maladiilor analizatorului
auditiv [75].

Desi incidenta hepatitelor virale in Republica Moldova s-a diminuat considerabil, in buna
parte datoritd implementarii Programelor Nationale, in ultimii ani se atesta totusi o crestere succe-
siva a letalitatii cauzate de ciroza hepatica, care depaseste de aproximativ trei ori indicii similari
din tarile vecine [104].

Prin urmare, implementarea inovatiilor si tehnologiilor moderne in tratamentul si profi-
laxia cirozei hepatice este foarte actuald in practica medicala. Produsul medicamentos combinat
Neamon-hepa (capsule, 834 mg), elaborat in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului (CSM)
al USMF , Nicolae Testemitanu”, contine urmatoarele substante active: aspartat de arginind — 450

mg, spironolactond — 24 mg si produsul indigen BioR — 9 mg, pentru prima data propuse sub for-
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ma unei combinatii fixe de medicamente (Certificat de inovator nr. 5177 din 10.01.2013, USMF
,»Nicolae Testemitanu™). Elaborarea produsului Neamon-hepa a fost posibild datorita cercetarilor
si participarii active a regretatului profesor Boris Parii [104].

,Aspartatul de arginind stimuleazd metabolismul celular si cel al ureei, contribuie la ne-
utralizarea si eliminarea amoniacului, regleaza nivelul zaharului in sdnge. Manifesta actiune no-
otropa si antiamnezicd, preintdmpind modificarile metabolice ale aminoacizilor mediatori, creste
fosforilarea proteinelor in SNC. Arginina se prescrie in tratamentul si in profilaxia encefalopatiei
hepatice, cauzate de surplusul de amoniac in creier” [44]. Una dintre explicatii poate fi ca L-argi-
nina este un substrat pentru toate izoformele nitricoxidsintetazelor (NOS) implicate in productia
oxidului nitric (NO). S-a stabilit o redistributie a izoformelor NOS 1in ficatul afectat de ciroza,
unde scade expresia izoformei endoteliale (eNOS) si creste considerabil nivelul celei inductibile
(INOS), pe cand izoforma neuronald ramane neschimbata. Acest fapt sugereaza o participare dife-
rita a lor In patogeneza maladiei [194].

Spironolactona reprezintd un produs medicamentos diuretic, ce economiseste potasiul.
Este un antagonist specific al aldosteronului, legandu-se competitiv cu receptorii acestuia la nive-
lul tubilor contorti distali. Stimuleaza excretia ionilor de sodiu si apa in schimbul celor de potasiu,
de magneziu si hidrogen. Are efecte diuretic si antihipertensiv. Spironolactona este unul dintre cele
mai eficiente diuretice ce mentin ionii de kaliu in celule [53].

Eficacitatea si inofensivitatea produsului au fost demonstrate mai inti prin experimente
preclinice pe un lot de 56 de soareci, cu determinarea toxicitatii subacute si modelarea hepatitei
toxice induse cu CCl, (tetraclorurd de carbon) [104, 219].

Astfel, devine interesantd (datoritd efectelor antioxidant, metabolic si diuretic) cercetarea
produsului respectiv la bolnavii cu SSN acuta, asociatd cu afectiuni hepatice [71, 133].

Dintre preparatele autohtone putem mentiona si produsul medicamentos combinat Noo-
citam, care, de asemenea, este recomandat conform prospectului de utilizare in tratamentul SSN.
Este un preparat combinat sub forma de capsule, ce contine cinarizind si piracetam, producator
., Eurofarmaco SA”. O capsula contine: substante active: piracetam — 400 mg, cinarizina — 25
mg. Acest preparat medicamentos combinat are efecte marcate antihipoxice, nootrope si vasodi-
latatoare. Piracetamul activeaza procesele metabolice in creier prin intensificarea metabolismului
energetic si proteic si prin accelerarea utilizarii glucozei de catre celule i sporirea rezistentei lor
la hipoxie; imbunatateste transmiterea impulsurilor nervoase in neuronii SNC, amelioreaza circu-
latia sangvina regionald in zona ischemica. Cinarizina este un blocator al canalelor de calciu, ce
inhiba aportul ionilor de Ca*"in celule. Poseda efect vasodilatator (in mod deosebit asupra vaselor
cerebrale, marind actiunea antihipoxica a piracetamului) [46].

Nanotehnologiile sunt tehnologii care opereaza cu dimensiuni foarte mici, de ordinul nano-
metrilor (1 nm = o miliardime dintr-un metru). Mai clar, 1 nm are lungimea unui lant de la 5 pana
la 10 atomi, iar un fir de par are diametrul de aproximativ 80 000 nm. Structurile nanometrice nu

numai cd sunt foarte mici, ajungandu-se chiar pana la scara atomica in proiectarea lor, ci ele poseda
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unele proprietdti total deosebite si neasteptate, In comparatie cu trasdturile aceleiasi substante luate
la nivel macroscopic [67].

In ultimele decenii, nanotehnolgia si-a gisit numeroase aplicatii in sfera medicinii, in spe-
cial In domeniul farmaceutic. Patrunderea medicamentelor spre tesuturile sau celulele-tinta este
posibila prin utilizarea nanoparticulelor special preparate. Nanoparticulele, ,,incarcate” cu agenti
terapeutici, pot fi astfel protejate pentru a spori efectul terapeutic, devin rezistente la sucul gastric
si pot sa transporteze substantele active, cu care sunt cuplate, direct in circulatia sangvina. Prin
introducerea nanoparticulelor transportatoare a substantelor farmaceutice, se tinde spre o maxima-
al perioadei de timp in care se elibereaza substanta activa. Nanoparticulele pot transporta medica-
mentele In mediul intern al celulei fard a produce efecte adverse, intrucét ele devin active doar la
atingerea tintei finale [87, 215, 253].

Nanoparticulele pot transporta medicamente sau confinut genetic in mediul intern al celulei
fara a produce efecte adverse, intrucat ele devin active numai dupa ce ating destinatia finald. De
asemenea, se previn si fenomenele de supradozare, evitindu-se astfel intoxicatia medicamentoasa.
Pentru nanoparticule, ca si in cazul medicamentelor, paralel cu eficacitatea, se evalueaza si sigu-
ranta utilizarii. In ultimii 30 de ani, numarul si varietatea sistemelor de transport medicamentos cu
eliberare controlata au crescut considerabil, dar cu toate succesele obtinute, sistemele de transport
nu au fost pe deplin acceptate, din cauza unor probleme privind procesul de reglementare [4, 9,
67, 87].

Deci nanomedicina este un domeniu nou, care poate aduce beneficii atat pentru diagnos-
tic, cat si pentru tratament si contribuie in mod semnificativ la o mai bund calitate a vietii. Desi
beneficiile estimate ale nanomedicinei sunt colosale, riscurile potentiale pentru sandtatea umana
si mediu, de asemenea, sunt considerabile [87]. Cresterea multi-functionalitatii si complexitatii
produselor nanomedicale necesitd standarde 1nalte de calitate, de sigurantd si eficientd. Deci in
cazul tehnologiilor noi, atunci cand datele sunt in proces de elaborare si incertitudinea stiintifica
predomina, gestionarea riscului trebuie si fie sporita. In pofida faptului cd nanomedicina este la un
stadiu incipient de dezvoltare, mecanismele de reglementare ar trebui sa ofere calitate, siguranta
si eficacitate corespunzdtoare produselor nanomedicale. Procesul de studiere stiintifica ar trebui
sa fie sustinut de elaborarea reglementarilor si ghidurilor de conduita, care ar oferi un nivel satis-
facator de siguranta privind protectia sanatatii omului. Abordarea multidisciplinara poate favoriza
adoptarea regulamentelor si ghidurilor, destinate gestiondrii riscurilor si protectiei sanatatii omu-
lui. Patogenetic, prezinta interes tratamentul farmacoterapeutic al SSN, cu nanoparticule de Ag,
Zn, oxid de magneziu [67].

In urma studiului efectuat in comun de citre Catedra oncologie, hematologie si radiote-
rapie, de Centrul Stiintific al Medicamentului al IP USMF ,,Nicolae Testemitanu” si Compania
Farmaceutica SC ,,CSK Grup Plus” din Republica Moldova, a fost obtinutd o noud compozitie
medicamentoasa (Brevet MD 4341 B1 din 30.04.2015) (1). Produsul a fost patentat ca supliment
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alimentar, sub denumirea Merion (MI), suspensie, 100 ml, si reprezintd un complex de vitamine
lipo- si hidrosolubile, microelemente, nanoparticule de zinc; excipient - lactoza monohidrat. Pro-
dusul respectiv a primit Aviz Sanitar favorabil al MS RM pentru produsele alimentare si nealimen-
tare (nr. 2253 din 24.09.2015), producator ,,Farmaco SA”, detinator al certificatului - SC ,,CSK
Grup Plus” SRL [74].

Compozitia pentru 100 ml: vitamina A - 0,8 mg; vitamina D2 - 0,005 mg; vitamina E - 10
mg; vitamina C - 100 mg; vitamina B1 - 3 mg; vitamina B2 - 3,6 mg; niacin — 40 mg; vitamina B6
-2,0 mg; vitamina B12 - 0,003 mg; biotind - 0,06 mg; acid folic - 0,2 mg; acid pantoteic - 15 mg;
oxid de magneziu — 375 mg; oxid de cupru - 1,0 mg; selenat de sodiu - 0,055 mg; nanoparticule de
oxid de zinc — 6,0 mg; sirop de zahar, ml — restul (1). Merion reprezintd o combinatie echilibrata
de vitamine, minerale, nanoparticule, cu actiune antioxidanta si alte efecte polivalente. DM con-
stituie o sursa echilibratd a compusilor enumerati pentru metabolismul uman in caz de carente ale
surselor enumerate, afectiuni cronice si supraefort fizic si intelectual [74].

Vitaminele, mineralele si oligoelementele precum magneziul, selenul, cuprul, sodiul sunt
esentiale pentru crestere si dezvoltare. Acestea au un rol proeminent in procesele energetice si In
transportarea unor substante, fiind implicate In multe reactii biochimice moleculare, si constituie
componente ale scheletului. Magneziul este un constituent celular, cu rol de catalizator pentru
multe functii metabolice si sisteme de transmisie celulard. Toate aceste elemente reprezinta nutri-
enti esentiali pentru procesele vietii [61, 121].

Zincul (Zn) este un element esential care ofera multe beneficii terapeutice. Zn este un com-
ponent structural, necesar unirii proteinelor ADN, si protejeaza de asemenea membrana celulara
impotriva lizei. Zn regleaza nivelurile de vitamina A si cantitatea In care aceasta este eliberatd de
ficat. Zn ajuta la mentinerea in buna stare a prostatei si previne hipertrofiile benigne ale prostatei,
precum si contribuie la prevenirea neoformatiunilor organelor reproductive la femei. Pancreasul
este o altd glanda care utilizeaza Zn. Acesta intrd in compozitia insulinei si este excretat in secreti-
ile pancreatice. Metabolismul este de asemenea partial dependent de prezenta zincului, care ajuta
la transformarea tiroxinei in triiodotironin. In plus, analizatorii gustativ, olfactiv, vizual si auditiv
nu ar functiona in lipsa unei cantititi adecvate de Zn in organism [3, 6]. Contributiile Zn in functia
normala a AA sunt urmatoarele: organul Corti - participa la metabolismul vitaminei A, manifesta
efect antioxidant prin participarea la complexul Cu-Zn superoxiddismutaza si, astfel, protejand
lipidele de POL [179]. Enzimele care contin Zn participa la metabolismul proteic si colagen la CC
(celule ciliate). Zn participd la procesul de mielinizare a axonilor, manifestand efect neuroprotec-
tor la NA [67].

Deci formarea radicalilor liberi reprezintd un rol de baza in dezvoltarea SSN. Este demon-
strat faptul cd administrarea antioxidantelor (vitaminele A, C si B, microelementele Zn si Mg)
manifestd efect otoprotector. in cazul SSN brusc instalate, vitaminele A, C si E sporesc efectul
terapeutic [108]. In acelasi context este dovediti corelarea dintre administrarea micronutrientior

antioxidanti si deficienta auditivd. Administrarea zilnica a antioxidantilor (A, C, E, Mg) se soldea-
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za cu ameliorarea scorului vocal si perceperii sonore la frecvente inalte [122]. De asemenea, este
demonstrat faptul ca administrarea combinatd a micronutrientilor antioxidanti este mai efectiva
decat administrarea lor separatd [168]. Produsele MI, NH, prin componenta sa, pot manifesta efect
otoprotector in tratamentul afectiunilor AA. Astfel, conceptul de otoprotectie medicamentoasa
poate fi consolidat prin elaborarea medicamentelor combinate, tindnd cont de aspectele patogenice

de progresare a surditatii si de mecanismele efectelor protectoare.

1.9. Particularitati ale principiilor de recuperare auditiva
electroacustica — protezarea auditiva

Conform datelor prezentate de OMS, in lume sunt peste 700 mil. de oameni cu deficiente
auditive, 80% dintre care traiesc in tarile in curs de dezvoltare [1]. SSN atat la copii, cat si la
maturi, prin consecintele sale, care deseori cauzeaza invaliditate si tendinta de majorare a nu-
marului de persoane la care se constata aceasta patologie, constituie o problema importanta sub
aspect medico-social. SSN se manifesta clinic, prin deficienta auditiva de tip perceptie, acufene
(tinitus) [221]. Antrenarea, in procesul patologic, a fibrelor portiunii vestibulare a nervului cra-
nian VIII, provoaca aparifia simptomaticii vestibulare concomitent cu cele auditive, si anume:
vertij si dereglari de echilibru. Substratul anatomic al SSN este situat nu la nivelul urechii ex-
terne si al celei medii, ci la nivelul urechii interne si al centrilor nervosi subcorticali si corticali
[67,79].

Tipurile de SSN sunt entitd{i patologice foarte frecvente, cu gravitate variabila, de la un
grad impreceptibil pand la alterarea grava a functiei auditive, cu consecinte sociale marcate,
dupa cum s-a mentionat anterior. Deoarece debutul este deseori insidios si boala se asociaza
frecvent cu strategii compensatorii subite, hipoacuzia trece uneori neobservata de catre medic
si pacient [119]. SSN este agravanta prin consecintele sale: sunt cauzele principale ale surditatii
profunde si cofozei, importanta lor in invalidizare, in special a copiilor, nu se compara cu cele
neurosenzoriale sunt destul de rezervate; asistenta medicala, electroacustica, surdopedagogica
la pacientii cu surditate de perceptie este costisitoare [63, 217]. Deficienta de auz, mai ales
formele severe si profunde, modifica pozifia individului respectiv in societate, acesta pierde
capacitatea de lucru, iar, in cazul unei surditati aparute in copildria frageda, — la surdomutitate,
retard psihic [67, 120].

In structura deficientelor de auz, la care se constata auz social neadecvat, 60-80% {i revine
surditatii neurosenzoriale. Problema nominalizatd este cauzata de administrarea irationala a sub-
stantelor ototoxice, de actiunea numerosilor factori nocivi, de majorarea duratei medii de viata, de
maladiile cardiovasculare si endocrine etc. De reguli, SSN este ireversibild. In contextul structurii
patologiei date a organului auditiv, o importanta deosebita reprezinta recuperarea auditiva realizata
la timp [4, 40].
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Protezarea auditiva este cea mai frecvent utilizatd metoda de recuperare a auzului. Metode-
le alternative (stimularea structurilor cohleare si retrocohleare sau transmiterea informatiei sonore
la alte organe senzoriale) se utilizeaza la surditatea profunda, atunci cand protezarea auditiva este
practic ineficace. Cu regret, in prezent numarul bolnavilor cu indicatii pentru protezare auditiva
este in crestere. Actualmente, conform diferitor surse, in lume sunt circa 25-30 mil. de oameni care
beneficiaza de proteze auditive [6, 83].

Proteza auditiva (PA) este un amplificator, care are drept scop restaurarea functiei auditive
cat mai aproape de cea normali. In circa 85%, protezele auditive moderne pot ameliora considera-
bil problema comunicarii sociale a persoanelor hipoacuzice. Cu regret, chiar si in tarile economic
dezvoltate, doar 10-15% din oameni, la care PA ar fi o solutie, le utilizeaza. In tarile slab dezvol-
tate, o persoana, din 40 de hipoacuzici, beneficiaza de PA. In acelasi timp, datele din literatura de
specialitate indica faptul cd numai 40-50% din utilizatorii protezelor auditive sunt satisfacuti de re-
zultatele protezarii auditive. Un rol important, in acest context, revine reglarii individuale cat mai
adecvate a protezelor auditive. Astfel, devine oportuna intrebuintarea unor principii de prognozare
a eficacitatii protezarii auditive [63, 65].

in general, sunt cunoscute mai multe metode de evaluare a eficacititii protezarii auditive
precum ,.hearing handicap inventory for the eldery” (HHIE), APHAB. Efectul protezarii auditive
se estimeaza in baza unei anchete completate de pacienti. Dezavantajul metodelor respective con-
std n faptul cd acestea contin numeroase compartimente, necesitd mult timp pentru completare si
sunt recomandate preponderent persoanelor de varsta naintata [224].

Diagnosticul si protezarea auditiva a pacientilor cu SSN ar putea fi extinse de cunoasterea
severitatii surditatii si eficientei protezarii auditive. In acest scop, s-a propus perfectarea indexului
de un pronostic, care a cuprins doud aspecte: primul - conditiile evolutiei severitatii surditatii, al

doilea - factorii determinatori ai eficientei protezarii auditive.

1.10. Perspective de creare si utilizare rationala a medicamentelor combinate

,Medicamentul reprezinta orice produs de origine vegetala, animala, minerald sau chimi-
ca, care interactioneaza cu structurile biochimice si morfofunctionale ale organismului viu. El are
la baza molecule chimice endogene sau exogene, descoperite sau incd nedescoperite. Este foarte
important de a studia mecanismul de actiune al fiecarui medicament in parte, fapt fara de care pre-
paratele noi nu pot ocupa un loc onorabil in randul produselor farmaceutice moderne” [60].

Regretatul prof. Boris Parii a propus cateva metode, care permit reducerea riscului de apari-
tie a reactiilor adverse prin alergizare medicamentoasa: ,,formarea compusilor de cuplare (clatrati),
trecerea pulberilor microcristaline in stare amorfa, folosirea principiului amestecurilor eclectice,
diverse metode de transformare a substantelor chimice organice si neorganice intr-o forma apropi-
atd de cea naturald, intrebuintarea metodelor moderne de purificare a remediilor medicamentoase

si a altor produse chimice pe larg folosite in viata de toate zilele, segmentarea particulelor celulare
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etc.” [58, 59, 60].

Tinand cont de faptul ca, din punct de vedere fizic, corpurile vii sunt mult mai aproape de
cele lichide decat de cele solide, am putea presupune ca medicamentele lichide sunt cele mai potri-
vite pentru organismul uman. Aceasta precizie reiese si din legile de baza ale termodinamicii, con-
form carora, daca intr-un sistem Inchis survin unele schimbari, atunci sistemul tinde spre revenirea
lui la starea initiala. In cazul concret, daci in organismul viu (faza lichidd) au patruns gaze sau
corpuri solide, atunci ultimele trebuie sd fie transformate tot in stare lichida. Astfel, si solubilitatea
in apd sau grasimi este importantd pentru aparitia reactiilor adverse. De perspectiva este elaborarea
produselor medicamentoase in forma lichida [56].

Potrivit unui studiu, cu cat este mai mare doza, cu atat este mai mare si probabilitatea aler-

gizarii organismului. In acest context, s-a determinat ca produsele medicamentoase, administrate
in doza de pana la 0,05 g, provoaca alergizare in 9% din cazuri, de la 0,05 pand la 0,5 g —in 38%
si mai mare de 0,5 g —in 89% din cazuri [60, 243].
Aceasta dovedeste rolul fortelor intermoleculare in alergizarea organismului: cu cat ele sunt mai
puternice, cu atat e mai mare probabilitatea aparitiei complicatiilor de origine alergica [58]. Au
fost formate doud grupe de substante, care se utilizeaza timp indelungat in medicin. In prima, s-au
inclus preparatele cu punctul de topire pana la 100°C, iar in a doua — acelasi numar de medica-
mente cu punctul de topire mai sus de 200°C. De asemenea au fost determinate masa moleculara,
doza, solubilitatea in apd si in grasimi. Pe baza acestor date, a fost propusa formula de determinare
a probabilitatii alergizarii organismului [58].

Medicamentele cu punctul de topire mai sus de 200°C au si masa moleculard mai mare si
se dizolva mai putin in apd sau in grasimi. Indicele alergizarii, calculat dupad formula respectiva,
este egal cu 0,44 in prima grupa si cu 3,24 in grupa a doua. La bolnavi, medicamentele din prima
grupa provoaca reactii alergice numai in 3%, iar cele din a doua — in 70% din cazuri. Prin urmare,
cu cat mai mic este indicele de alergizare (< 1,5), cu atat mai inofensiv este medicamentul. Ast-
fel, conform cercetarilor, inofensivitate sporitd posedd urmatoarele produse medicamentoase: cu
temperatura de topire < 100°C; cu masa moleculard mica (< 1000 UC); 1n stare amorfa; utilizate in
doze < 0,5 g; cu solubilitate inalta > 20 g/ [58, 243].

Deoarece procesele metabolice din organism au loc in mediu acvatic sau lipidic, solubilita-
tea medicamentelor in mediile respective este importanta pentru efectele lor farmacologice. Deci
prognozarea farmacodinamiei si farmacocineticii substantelor chimice de sinteza poate fi efectuata
in baza proprietatilor lor fizico-chimice, inclusiv a indicilor termodinamici (solubilitatea in apd sau
lipide, starea de agregare, punctul de topire).

Medicamentele utilizate in tratamentul SSN patrund 1n urechea interna din circulatia siste-
mica fie prin mecanisme de transport, fie prin dizolvare in endoteliul capilar. Traversarea barierei

hematolabirintice de catre medicamente depinde de particularitatile chimice ale acestora [20, 159].
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Medicamentele, cu greutate moleculara sau Incarcatura electrica mare, traverseaza cu dificultate,
in mod pasiv. Liposolubilitatea Tnalta faciliteaza trecerea. Medicamentele, care se leaga de protei-
ne, traverseaza mai anevoios [158].

Astfel, eficacitatea tratamentului medicamentos in formele subacute de SSN este rezervata,
iar SSN cronice, in mare parte, nu sunt compliante farmacoterapiei [44]. Asadar, putem constata ca
numeroasele metode de tratament farmacologic al SSN cronice nu produc efectul benefic scontat,
cauzele de baza fiind dificultatea penetrarii de cétre produsele medicamentoase a barierei hemato-
labirintice si actiunea incompleta asupra tuturor factorilor etiologici si a verigilor patogenetice ale
SSN [155]. Perfectarea conceptului de otoprotectie medicamentoasda a SSN necesita atat elabora-
rea noilor produse farmacologice, cat si revizuirea celor utilizate deja in tratamentul SSN, in baza
cunoasterii tuturor aspectelor patogeniei si a mecanismelor efectelor otoprotectoare. Prognosticul
efectelor farmacologice ale medicamentelor este utilizat in cercetare prin metoda de prognosticare
a efectelor alergizante ale medicamentelor [60]. Spectrul grupelor de medicamente, utilizate con-
comitent in tratamentul farmacologic al SSN, impune elaborarea unor factori de prognosticare a

eficacitatii farmacoterapiei otoprotectoare.

1.11. Concluzii si discutii la capitolul 1

1. Deosebim tratamentul farmacoterapeutic al SSN 1n perioada acuta si in cea cronica. Tra-
tamentul este complex si include administrarea remediilor medicamentoase din grupuri farmaco-
logice diferite, precum si utilizarea metodelor fizioterapeutice. Eficacitatea terapiei SSN brusc
instalate este 1n stransa corelare cu timpul Inceputului tratamentului medicamentos si cu modul de
administrare a preparatelor (la administrarea i/v a medicamentelor de prim-plan, efectul este spo-
rit). Intoxicatiile medicamentoase si cele nemedicamentoase ocupa un loc important in etiologia
unor forme de SSN.

2. Peste 90% dintre formele de SSN sunt ireversibile. Prevalenta si caracterul potential
invalidizant al SSN justificd orientarea unor eforturi considerabile in cercetarea fundamentala si
alte substante ototoxice pot fi cauza SSN si a tinnitusului. Administrarea simultand a agentilor
ototoxici sau tratamentul prelungit cu doze majorate de medicamente ototoxice, necesita a fi evitat.
Strategiile de tratament moderne sunt: farmacoterapia, protezarea auditiva, mascarea electro-acus-
tica a acufenelor, tratamentul chirurgical, psihoterapia etc.

3. Pana in prezent existd nsa aspecte neelucidate privind particularitatile diagnosticului,
in special ale celui genetic, tratamentul farmacologic, pronosticul eficacitatii de recuperare pro-
tetica in surditatea de perceptie. SSN poate modifica pozitia individului respectiv in societate,
acesta poate si-si piarda capacitatea sa de lucru etc. In acelasi timp, eficacitatea tratamentului
medicamentos al afectiunilor analizatorului auditiv subcronice si, in special, formele cronice este

destul de rezervata. Procesele inflamatorii ale urechii medii, la randul lor, reprezinta un pericol
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prin posibilitatea dezvoltarii SSN si a complicatiilor supurate endocraniene si generalizate. Astfel,
devin oportune studiile ce vor contribui la ameliorarea si/sau preintdmpinarea consecintelor SSN
si a otitelor. De asemenea, de perspectiva este elaborarea noilor medicamente pentru tratamentul
afectiunilor inflamatorii supurative si nesupurative ale analizatorului auditiv, inclusiv in scopul
prevenirii dezvoltdrii complicatiilor senzorineurale ale urechii interne.

4. Caracterul maladiei este un factor al conceptului de optimizare a compozitiei medica-
mentului, luand in considerare exigentele fatd de tratament si procesul evolutiv al acestuia. Un
medicament formulat modern trebuie sa fie o forma farmaceutica eleganta, stabild, acceptatd de
pacient, care sa furnizeze in acelasi timp o dozd corecta de substanta medicamentoasd, intr-un
sistem fizico-chimic biodisponibil si activ terapeutic. Realizarea acestor principii poate fi efec-
tuatd doar 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 noastrd, continua sa fie o problema medico-so-

ciala de actualitate.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Date generale

Studiul reprezintd o cercetare complexa, in care au fost utilizate numeroase metode moder-

ne de investigare.

In lucrare am utilizat metode de cercetare standardizate pentru urmatoarele tipuri de studii:

istoric, bibliografico-analitic, logic si derivatele acestuia, care pot fi definite ca cer-
cetare teoretica a surselor: (1) bibliografica — a conceptelor si abordarilor teoretice ale
metodei traditionale; (2) studiu de caz, care prezintd metode moderne de proiectare, de
stimulare si modelare a masurilor manageriale din domeniul cercetat;

matematic — prelucrarea numerica, de analiza, de simulare a datelor primare;

statistic — analiza cantitativa si calitativa a datelor primare in cadrul cercetarii;
epidemiologic — analiza integrald a indicatorilor epidemiologici in cadrul cercetarii date;
metoda de observatie — analiza particularitatilor eficientei metodelor de diagnostic pen-
tru a putea examina dinamica acestora;

sociologic (chestionare, interviu) — colectarea datelor individuale, constatarea particu-
laritatilor pacientilor selectati; selectarea informatiei cu aplicarea chestionarului STEPS;
analiza sistematicd, care este un ansamblu de principii si procedee ce a permis identifi-
carea unui obiect de studiu si a caracterizat cu acuratete, exactitate, sensibilitate, preci-
zie si selectivitate subiectul acestuia;

analiza comparativa a realizat o sistematizare de tendinta naturala a spiritului (impulsul
natural si spontan) cercetatorului: de a compara datele obtinute; Asadar, aceastd metoda
nu dispune de o procedurd tehnica proprie si se utilizeaza la toate etapele si nivelele
cercetarilor. Subiectul cercetat a fost detaliat si specificat in elementele componente si a
fost facut de studiul fiecdreia dintre acestea, ca parte necesara a intregului.

analiza experimentald — sistematizarea rezultatelor obtinute In baza masurilor manage-
riale experimentale (algoritmul conceput, conduita elaborata, formularul medical etc.);
metoda de sintezd presupune unirea elementelor analizate separat in cadrul intregului
unitar, legat prin resorturi interne cauzale si functionale (initial s-a recurs la divizarea

determinantilor, care au provocat elaborarea ipotezei).

Studiul a fost realizat in patru etape:
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Figura 2.1. Designul cercetarii

Etapa I. Definirea problemei

1. Documentarea stiintificd in domeniu prin studierea literaturii stiintifice i metodico-di-
dactice pe tema ce vizeaza cercetarea.

2. Determinarea scopului si a obiectivelor studiului.

3. Precizarea volumului loturilor de studiu.

4. Elaborarea planului de cercetare.

Etapa a Il-a. Observarea statistica si acumularea materialului

1. Elaborarea anchetelor si instrumentelor de colectare a materialului de studiu.

2. Cercetarile farmaceutice (preformulare, formulare, optimizare) si farmacologice experi-
mentale (determinarea inofensivitatii si eficacitatii) pentru elaborarea produselor medicamentoase
combinate otoprotectoare.

3. Inregistrarea caracteristicilor fenomenelor si colectivitatilor studiate, utilizind pro-
cedeele de Inregistrare totald sau partiald: extragerea informatiei din documentatia medicala, in-

registrarea datelor in cadrul anchetelor prin sondaj, metode clinice generale si otorinolaringologice
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de cercetare, examenul obiectiv prin otoscopie, examenul functional auditiv (acumetria fonica,
acumetria instrumentald, probele cu diapazoane, audiometria tonald, impedansmetria, otoemisiuni
acustice), elaborarea metodelor de prognostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala si de
prognostic al eficacitatii protezarii auditive, examenul imagistic si cel microbiologic, diagnosticul
genetic al surditatii senzorineurale nonsindromice prin determinarea mutatiei 35delG gena GJB2.

Etapa a Ill-a. Evaluarea statistica a rezultatelor obtinute

Etapa a IV-a. Analiza rezultatelor obtinute §i argumentarea stiintifica a strategiilor

1. Evaluarea indicilor de baza caracteristici loturilor de studiu.

2. Elaborarea unui algoritm de cercetare farmacologica experimentala a eficacitatii oto-

protectoare la animale de laborator, precum si a unui algoritm de conduita a bolnavilor cu SSN.

2.1. Studii preclinice

Elaborarea produselor medicamentoase include doud compartimente: preclinic (farmace-
utic si farmacologic) si clinic. Experimentele farmacologice au fost efectuate pe sobolani albi,
cu masa corporala de 150-250 g, si pe soareci albi din crescatoria vivariului USMF , Nicolae
Testemitanu”, cu masa corporald de 18-25 g. Animalele, plasate solitar in custi, au avut conditii
standard de intretinere: temperatura mediului constanta — 21-22°C, umiditatea relativa a aerului —
60%, regimul intuneric-luminad — 12:12 ore. Pentru obtinerea aclimatizarii, cu o sdptdmana inainte
de efectuarea experimentului, animalele au fost plasate in camera de carantind. Regimul alimentar
standard pentru animale de laborator, echilibrat in proteine, glucide, lipide, minerale si vitamine,
a fost administrat sub forma de granule si apa ad libitium. Pentru utilizarea apei au fost stabilite
autoapeducte. Animalele nu au primit hrana cu 12 ore inainte de inifierea experimentului si patru
ore dupa administrarea preparatului studiat.

In cercetare au fost utilizati 192 de soareci (Rodeta Muridae domesticus) si 228 de sobo-
lani (Rattus Muridae) pentru determinarea toxicitatii acute, toxicitatii subcronice si a efectelor
ototoxice/otoprotectoare ale produselor medicamentoase combinate. In context am testat urma-
toarele produse:

1. Flamena, emusie (CAF-01) — autorizat, ca medicament in Republica Moldova (RM).
Elaborat in Federatia Rusa. Cercetat farmacologic si farmaceutic in RM;

3. Merion, suspensie (MI) — autorizat in RM ca supliment alimentar; elaborat in RM;

4. Neamon-hepa, capsule (NH-01) — elaborat in cadrul CSM;

5. CB-12, picdturi auriculare, — elaborat in cadrul CSM.

Toate investigatiile toxico-farmacologice au fost efectuate conform legislatiei [41] si apro-
bate de Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Studiile preclinice farmaceutice si farmacologice pe animale de laborator au fost efectuate
la I[P USMF , Nicolae Testemitanu”, in subdiviziunile:

1. Centrul Stiintific al Medicamentului (sef centru — V. Valica, dr. hab. farm., profesor

59



univ.), in cadrul Laboratorului analizd, standardizare si controlul calitdtii medicamentelor (sef la-
borator - L. Uncu, dr. st. farm., conf. univ.) si in Laboratorul evaluare preclinica si clinica a medi-
camentelor (sef laborator - S. Parii, dr. st .med., conf. cercet.). Aici s-au efectuat cercetarile farma-
ceutice ale produselor CB-12, NH-01 si MI; s-a determinat toxicitatea acuta a produsului CB-12,
precum si toxicitatea acuta si cea cronica ale produselor CAF-01 si MI; de asemenea s-au stabilit
inofensivitatea otoprotectoare pe animale de laborator a CB-12 si eficacitatea otoprotectoare pre-
clinica a produselor CAF-01, NH-01, MI pe animale de laborator in SSN indusa.

2. Catedra de farmacologie si farmacie clinica (sef catedra — V. Gonciar, dr. hab. med., profesor
univ.) — au fost determinate toxicitatea acutd si cea cronica ale produsului MI, precum si eficacitatea
otoprotectoare preclinicd a preparatelor CAF-01, NH-01, MI pe animale de laborator in SSN indusa.

3. Laboratorul de biochimie (sef laborator — V. Gudumac, dr. hab. med., profesor univ.).
Aici s-au efectuat cercetdri hematologice si biochimice, s-a analizat statusul microelementelor,
fractiilor lipidice, complexului antioxidant la animalele de laborator pentru a constata eficacitatea
si inofensivitatea produselor CB-12, CAF-01, NH-01, MI.

4. Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare (sef laborator — V. Nacu, dr. hab.
med., profesor univ.) — a fost realizat studiul microscopic si histopatologic al determindrii inofen-
sivitdtii si a eficacitatii preparatelor CB-12, CAF-01, NH-01, ML

5. Catedra de epidemiologie (sef catedrd — V. Prisacari, acad., dr. hab. med., profesor univ.) —

a fost stabilit spectrul antimicrobian al produsului CB-12.

2.1.1. Metode preclinice de determinare a otoprotectiei medicamentoase

1. Anestezie tip, doza: sol. rometar 20 mg/kg - i/m; sol. nembutal 20-30 mg/kg, i/m; tio-
pental de natriu 50 mg/kg 1/p; sol. diazepam 2,0 mg/kg i/p, Analgezie - sol. diclofenac i/m [67].

2. Modelarea experimentald (sobolani). Inducerea SSN a fost efectuata prin administrarea
solutiei de gentamicina 100 mg/kg, cate 1 ml i/m, o data/zi cinci zile [136, 139, 154, 156].

3. Evaluarea auzului la animalele de laborator (sobolani) - Tnainte de experiment, dupa
ototoxicitate, dupa tratament.

Reflexul Rreyer — determinarea reactiei sobolanilor la stimulii sonori de intensitate 70-80
dB 1n camp liber audivit de la distanta de 1 m s-a efectuat cu ajutorul aparatului PAS5 Interacous-
tics [67].

- Otoscopie — AD, AS. Dupa inducerea animalului de laborator in somn medicamentos, cu
otoscopul Visual Ear Pick F180, inzestrat cu sursa de lumina, s-a efectuat otoscopia pentru a eva-
lua conductul extern si membrana timpanica.

Otoemisiuni acustice. Dupa efectuarea otoscopiei, animalelor cu lipsa modificarilor pato-
logice din partea CAE si membrana timpanica, s-a efectuat inregistrarea otoemisiunilor acustice
tranzitorii (TEOEA) si a otoemisiilor pe produs de distorsiune (DPOEA) cu ajutorul aparatului

Neirosoft-Neiro-audio. Pentru inregistrarea TEOEA si PDOEA a fost folosita o sonda acustica,
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calibratd, care cuprinde doud megafoane pentru transmiterea frecventelor primare si un microfon,
care capteaza otoemisiile acustice reflectate in CAE. La capatul sondei se imbraca o oliva din sili-
con, aleasa individual, corespunzator dimensiunilor CAE al animalului de laborator.

Pentru inregistrarea TEOEA au fost determinate intensitatea masurata in dB SPL a OEA si
raportul semnal OEA/zgomot de fond la intensitatile 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000 Hz, la
intensitatea de 90 dB. Stimulul sonor era alcatuit din doud sunete pure de frecventa F, si F, numite
frecvente primare. Au fost studiate produsele de distorsiune a otoemisiei acustice de tipul 2F —F,
fiind respectat raportul F /F, in valoare de 1,22. PDOEA au fost masurate la urmatoarele frecvente
si raport al intensitdtilor stimulilor sonori la frecventele f1 si f2: 1500 Hz — 59/53dB; 2100 Hz —
64/54 dB; 3300 Hz — 62/55 dB; 4200 Hz — 62/54 dB. Intensitatea stimulului sonor f1 — 70 dB,
intensitatea stimulului sonor f2 — 60 dB.

Prezenta PDOEA a fost apreciata dupa analiza spectrald, prin cuantificarea unui ,,pisc” pen-
tru fiecare frecventd care aparea deasupra zgomotului ambiental, respectdndu-se cerintele pentru
testare ( > 3 dB SPL). Rezultatele obtinute apdreau pe ecran in forma grafica, relevand amplitu-
dinea PDOEA 1n functie de frecventele primare. Pentru comoditate, amplitudinea PDOEA a fost
mentionatd in functie de media geometrica a frecventelor primare ale stimulului. Reflexul Preyer
(dupa Hilov) la zgomot de 70-80 deciBelli la frecventele 500, 1000, 2000, 4000 Hz. Animalul in
stare de veghe, peste o ora dupa administrarea alimentelor, se plasa singur In cuscd si se expunea

la sunete cu ajutorul testerului sonor Interacustics PA-5.

2.1.2. Determinarea inofensivitdtii preparatelor otoprotectoare

la toxicitatea acuta

2.1.2.1. Toxicitatea acutd. Cercetarile au fost efectuate conform recomandarilor metodice
pentru studiul toxicitatii generale a substantelor farmacologice. Concentratiile farmaceutice, cu
corespunderea dozelor respective de 50, 100, 300, 600, 1000 si, respectiv, 2000 mg/kg ale compu-
sului, au fost pregatite in cadrul Laboratorului analiza, standardizare si controlul medicamentalor
al CSM. Determinarea toxicitatii acute s-a efectuat in Laboratorul evaluare preclinica si clinica a
medicamentelor prin administrarea enterala si intraperitoneald a Flamena, gel, CB-12, Flamena,
emulsie, Merion, suspensie. Varsta si masa corporald a animalelor de laborator au fost selectate
conform cerintelor indicate in recomandarile date. Animalele au fost obtinute din aceeasi sursa,
conditiile de trai si cele de alimentare au corespuns cerintelor sanitare. Sobolanii si soarecii au fost
cantariti si repartizati in loturi omogene, a cate cinci-sase masculi si cinci-sase femele, conform
masei corporale. Substantele cercetate au fost diluate in volume constante de solutie fiziologica
de 0,9% (cate 3-5 ml pentru fiecare sobolan la administrarea interna si 0,2-3 ml pentru soareci si
sobolani la injectarea intraperitoneald, conform recomandarilor). Preparatele studiate si cele de
referintd au fost administrate sobolanilor enteral prin gavaj, iar soriceilor enteral prin gavaj si in-

traperitoneal. Produsele testate au fost administrate intr-o singura priza.
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Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile si cantdrite in a 2-a, a 7-a, a 14-a zile (ina-
inte de eutanasiere). In timpul observatiilor am inregistrat: comportamentul animalelor, consumul
alimentelor si al apeli, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumi-
nd, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor. De asemenea am inregistrat timpul
aparitiei fenomenelor de intoxicatie si decesul animalelor. Vizual s-a determinat tabloul clinic al
intoxicatiei. Animalele decedate si cele muribunde din fiecare lot (dupa eutanasiere prin decapitare
sau torsionare cervicald, conform cerintelor etice) au fost disecate n mod separat, pentru a efectua
studiul organelor interne si a confirma modificarile obtinute in experienta.

2.1.2.2. Toxicitatea subcronicd. Concentratiile farmaceutice cu dozele de 100 si, respec-
tiv, 1000 mg/kg ale produselor Flamena, emulsie, Merion, suspensie, au fost pregatite in cadrul
Laboratorului analiza, standardizare si controlul medicamentelor al CSM. Preparatele medica-
mentoase (PMC) au fost diluate in volume constante cu solutie fiziologica de 0,9%, 1n functie
de doza substantelor si cantitatea de lichid maxim admisibild pentru administrare. Dozele au fost
selectate conform recomandarilor metodice (3, 7, 9) si datelor obtinute la determinarea toxicitatii
acute. Toxicitatea subcronica s-a stabilit in cadrul Laboratorului evaluare preclinica si clinica a
medicamentelor al CSM pe 24 de sobolani femele, cu masa corporald intre 210 si 240 g, repartizati
in trei loturi a cate opt animale, fiecare In celule separate. Substanta cercetatda CAF-01 si MI s-a
administrat in doua doze (100 si 1000 mg/kg) timp de 30 de zile, indusa intern in terci alimentar.
Lotul-martor a primit doar terci alimentar. Animalele au fost supravegheate pand la ingerarea
completd a alimentelor. In ajun de prelevarea probelor de sange, de la sobolani au fost retrase
recipientele cu mancare. La fiecare sapte zile, animalele din toate loturile se cantireau. Zilnic se
urmareau comportamentul lor, culoarea pielii si invelisul pilos. La inceputul experimentului, prin
incizia pielii In regiunea inferioara a mandibulei, s-a colectat sdnge pentru examinare. Initial si
peste 30 de zile s-a preluat frotiu pentru examinarea formulei leucocitare. Sobolanii au fost euta-
nasiati peste 30 de zile, respectand cerintele etice. Sangele s-a colectat pentru analize biochimice
(determinarea proteinei totale, albuminei, creatininei, ureei, glucozei, colesterolului, AsAT, AIAT,
fosfatazei alcaline), iar animalele au fost disecate si s-a efectuat studiul macroscopic al organelor
interne. Inima, pulmonii, ficatul, splina si rinichii au fost separati, cantariti si utilizati ulterior pen-
tru studiul microscopic.

Testele de laborator au fost efectuate pana la initierea studiului si peste 30 de zile de admi-
nistrare a preparatului. Colectarea sangelui de la animale s-a efectuat peste 12 ore dupa inanitie.
In ajun de prelevare a probelor de singe de la sobolani, au fost retrase recipientele cu mancare. A
doua zi, intre orele 9.00 si 10.00, am colectat proba de sange dupd incizia mucoasei cavitdtii bucale
in regiunea mandibulei inferioare, pana la administrarea preparatului si la sfarsitul experimentului
(dupa decapitare).

Teste hematologice: hematocritul, hemoglobina, eritrocitele, leucocitele, limfocitele. Bi-
ochimia serului sangvin: proteina totald, aspartataminotransferaza (AsAT), alaninamiotransfera-

za (AlAT), fosfataza alcalina (FA), ureea, creatinina, glucoza, albumina, colesterolul, trigliceridele
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(AAT cu ABTS), SH-grupe albumin, produsii finali de glicare avansata (AGE), produsii proteici
de oxidare avansata (PPOA), albumina ischemic modificata (AIM), activitatea antioxidanta prin
metoda CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity), SH-grupe proteice, concentratia
de calciu si fosfor, y-GTP — gama-glutamiltranspeptidaza, PCE — pseudocolinesteraza, DAM —
dialdehida malonica, SOD — superoxiddismitaza. Din ser am evaluat nivelul AIAT, AsAT, FA si
al bilirubinei totale, apreciate cu ajutorul sistemului Beckman Synchron LX (Beckman Coulter,
Villepinte, France); LDH — prin metoda Bergmeyer & Bernt [35, 61].

Examinari fiziologice: comportamentul, activitatea motorie spontana.

Examinarea patomorfologica a inclus: necropsia, examenul macroscopic, cantarirea si
examenul histologic al organelor interne. Necropsia a fost efectuatad sub supravegherea nemijlocita
a morfologului. Dupa eutanasie, animalele au fost examinate cu atentie, In special semnele pato-
logice externe. Am examinat cavitatile toracica si abdominala, am efectuat cercetarea macro- si
microscopicd a organelor interne. Organele care au fost cantdrite: inima, plamanii cu bronhiile,
ficatul, splina, rinichii. Precizia cantarului utilizat a fost verificatda pana la initierea studiului. Or-
ganele supuse examenului macroscopic: ganglionii limfatici, glandele mamare (la femele), aorta,
inima, laringele, traheea, pldmanii cu bronhiile, timusul, esofagul, stomacul (portiunile glandula-
ra si agranulard), duodenul, intestinul subtire, intestinul gros, ficatul, pancreasul, splina, rinichii,
glandele suprarenale, vezica urinard, uterul (la femele), creierul (trei portiuni: anterioara, medie
si posterioard). Organele supuse examenului histologic: inima, plamanii cu bronhiile, ficatul,
splina, rinichii. Investigatiile morfologice au fost efectuate la microtomul de sectionale LEICA
RM2235 (Germania).

Metodele de cercetare a parametrilor biochimici

In prezenta lucrare am utilizat testele de laborator hematologice si biochimice, care reflecti
suficient de amplu gradul de suferinta al organelor afectate 1n starile patologice si evoluarea conse-
cintelor functionale asupra organismului. Cercetarile biochimice s-au efectuat cu reactive standard
ale Firmei ,,Beckman”, la analizatorul Spectrum al firmei ,,Ebbot” (SUA) in Laboratorul clinic al
Centrului Republican de Diagnosticare Medicala.

Sangele proaspat colectat, dupa eutanasierea animalelor, pastrat la temperatura camerei nu
mai mult de patru-sase ore sau proaspat conservat la temperatura de 4°C, se centrifuga timp de 10
min. la 3000 rot./min. Pentru cercetarile biochimice, o parte din ser se folosea imediat, iar alta - era
congelata. Pentru efectuarea analizelor biochimice am utilizat serul obtinut din sangele proaspat.
Serul poate fi pastrat timp indelungat la temperatura de 18-20°C. Pentru a determina continutul en-
zimelor si hidroperoxizilor dupa eutanasierea animalelor, am colectat o parte din ficat cu pastrarea
lui in camera de congelare. Tesutul se dezgheta si apoi se omogeniza cu ajutorul omogenizatorului
de sticld cu pisilog de teflon. In calitate de mediu de suspensie am utilizat solutia de zaharoza
0,25M (pH 7,4), ce contine 0,001M EDTA, astfel ca dilutia finald a homogenatului sa constituie
1:10. Pentru a distruge complet membranele celulare, homogenatul se prelucra cu triton X — 100

in concentratia finald 0,1%. Pentru a separa celulele si nucleele distruse incomplet, homogenatele

63



tisulare se centrifugau timp de 15 min. la 3000 rot./min. Lichidul supernatant se trecea in eprubete
curate si pAni la examinare se pastra in congelator la temperatura de -18-20°C. in ser am determi-
nat activitatea In conformitate cu metodele utilizate pe larg in practica medicala [35].

Determinarea activititii enzimelor sistemului antioxidant. Studiul a inclus aprecierea
activitatii urmatoarelor enzime ale sistemului antioxidant: superoxiddismutazei (SOD); catalazei
(CAT); glutationreductazei (GR); 7-glutamiltranspeptidazei (y-GTP).

Activitatea SOD s-a apreciat conform metodei prezentate de Kostiuc V.A. si al. [237] si s-a
exprimat in procente conventionale de inhibitie la gram de proteina.

Activitatea catalazei s-a efectuat dupd metoda elaboratd de Koroliux M.A. si al. [235],
care se bazeaza pe proprietatea enzimei de a cataliza reactia de scindare a peroxidului de hidrogen
(H202), cu formarea oxigenului molecular (0,) si 1-120.

GR catalizeaza reactia de reducere a glutationului oxidat in prezenta NADPH2. Viteza
oxidarii coenzimei NADPH2 a fost determinata spectrofotometric la 340 nm. Activitatea enzimei
a fost exprimatd in nmol de NADPH2, oxidat timp de 1 sec. la 1 gram de tesut (nmoUseg) [204].

Activitatea y-GTP a fost determinata dupa procedeul prezentat de Kolb V.G. [227], in mod-
ificatia V. Gudumac [49], care se bazeaza pe capacitatea enzimei de a transfera reziduul glutamilic
al y-L-glutamil-p-nitroanilinei la acceptorul glicil-glicina. In urma acestei reactii, se elibereaza
p-nitroanilina, a cdrei concentratie este direct proportionald cu activitatea enzimei. Activitatea en-

zimei s-a exprimat in nmol/sec. la 1 gram de tesut (nmol/seg).

2.1.3. Metode de cercetare a proprietatilor antibacteriene

Forma farmaceutica - 1 (ciprofloxacind + ulei volatil de busuioc + excipienti — produsul
CB12); Forma farmaceutica - 2 (ciprofloxacind + excipienti), Forma farmaceutica - 3 (Placebo/
excipienti). Uleiul eteric Oleum basilicum a fost dizolvat in dimetilformamida (1,2 ml + 1,8 DMF)
si in bulion peptonat din carne (2 ml + 18 ml BP).

Metodologia. Cercetarile au fost efectuate prin metoda diluarilor in serii n mediu nutritiv
lichid (bulion peptonat din carne 2%, pH = 7,0). In calitate de culturi de referinta au fost utiliza-
te: Staphylococcus aureus (tulpina 209), Enterococcus faecalis (t ATCC 19433), Escherichia coli
(tATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (t. ATCC 27853), Proteus vulgaris (t HX 19222), Kle-
bsiella pneumoniae (t.3534/51), Salmonella typhimurium, Acinetobacter.

Initial, uleiul volatil a fost dizolvat. In continuare, culturile investigate de microorganisme,
crescute timp de 24 de ore pe agar peptonat inclinat, au fost spalate cu solutie izotonicad de clo-
rurd de sodiu si diluate pand la nivelul standardului optic de turbiditate cu obtinerea inoculatelor,
ce contin 1 milion de corpi microbieni in 1 ml de mediu. Inoculatele obtinute au fost diluate cu
substanta cercetatd in raport de 1:1. Culturile obtinute le-am supus termostatarii la temperatura de
37°C (timp de 24, 48 de ore).

In calitate de matror au servit mediile nutritive Tnsdmantate cu aceleasi tulpini, fara conti-
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nutul compusilor studiati. Activitatea bacteriostatica [concentratia minima de inhibitie — CMI] a
fost stabilita in cazul lipsei cresterii microorganismelor in mediul nutritiv lichid.

Activitatea bactericidd [concentratia minima bactericida - CMB] s-a determinat in baza lip-
sei cresterii microorganismelor dupa insdmantarea repetatd pe geloza peptonatd, cu termostatarea
ulterioara timp de 24, 48 de ore. Activitatea biocida a O. basilicum Tmpotriva tulpinilor patogene a

fost evaluatd prin aplicarea unei metode de dilutie.

2.1.4. Metode de cercetare farmaceutica

Metodele cromatografice utilizate pentru analiza picaturilor auriculare

Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC, denumita anterior cromatografie li-
chida la presiune inaltd) este o tehnica in chimia analiticd utilizatd pentru a separa, a identifica si
a cuantifica fiecare component intr-un amestec. Se bazeaza pe metoda de pompare, pentru a trece
un solvent lichid sub presiune, care contine amestecul de proba printr-o coloana umpluta cu un
material adsorbant solid [118]. Fiecare component din amestec interactioneazd putin diferit cu
materialul adsorbant, determinand picuri diverse pentru diferite componente si provoaca separarea
componentelor pe masura ce curge din coloana. HPLC se bazeaza pe procesul de trecere a unui
lichid sub presiune si un amestec de proba printr-o coloand umplutd cu adsorbant, ceea ce provoa-
ca separarea componentelor amestecului. Componentul activ al coloanei, adsorbantul, este Tn mod
tipic un material granular, confectionat din particule solide (de exemplu, silice, polimeri etc.), cu
dimensiuni de 2-50 pm. Componentele amestecului de proba sunt separate unul de celalalt datorita
gradelor lor diferite de interactiune cu particulele adsorbante. Lichidul sub presiune este, de obi-
cei, un amestec de solventi (de exemplu, apa, acetonitril si/sau metanol) si reprezintd faza mobila.
Compozitia si temperatura acestuia au un rol deosebit in procesul de separare, prin influentarea
interactiunilor care au loc intre componentele amestecului si adsorbent [12, 84, 169].

In aceste cercetiri am utilizat cromatograful de gaze ,, Chrom-5", dotat cu detector de
ionizare n flacara si cu sistem de colectare si prelucrare a datelor pe baza calculatorului IBM PC.

Metode fizico-chimice pentru aprecierea calitatii picaturilor auriculare

Cu ajutorul PH-metrului CONSORT C86, se masura activitatea ionilor de hidrogen in
solutiile pe baza de apa, care indica aciditatea sau alcalinitatea exprimata, ca si pH. Diferenta de
potential electric este asociatd cu aciditatea sau pH-ul solutiei [50].

Metoda spectrofotometrica, descrisd in FR editia a X-a, cu unele modificari, la spectro-
fotometru UV-VIS model Agilent 8456, a fost efectuatd in Laboratorul analiza, standardizarea si
controlul calitatii al CSM a USMF ,Nicolae Testemitanu”. Mefoda HPLC, descrisa in Ph.Eur.
Pentru alegerea coloanelor si a fazelor mobile in metoda HPLC, se impune selectarea minutioasa a
coloanelor, a fazelor mobile, a detectorului, a regimului de temperatura, toate acestea in functie de
natura analitilor, a substantelor auxiliare ce compun forma farmaceutica si a interactiunilor sterice

presupuse care au loc intre toate componentele procedeului de separare cromatografica [49]
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Determinarea densitatii

Metoda 1. Densitatea se determina cu ajutorul picnometrului sau al areometrului. Picnome-
trul se foloseste la determinarea valorilor densitétii cu precizie pana la 0,001, iar areometrul — la
stabilirea densitatii cu precizie pana la 0,01. Un picnometru curat si uscat se cantareste cu o preci-
zie pana la 0,0002 g. Cu ajutorul unei seringi, se umple cu apa distilata putin mai sus de linie, se
inchide cu dopul si se lasa timp de 20 de minute in termostat, In care se mentine mereu temperatura
de 20°C, cu precizie pana la 0,1°C. La aceasta temperatura, nivelul apei in picnometru se aduce
pana la linie, absorbindu-se excesul de apa cu ajutorul hartiei de filtru sau al pipetei. Picnometrul
iarasi se acopera cu dopul si se lasd inca zece minute in termostat. Apoi acesta se scoate din ter-
mostat, cu hartie de filtru se sterge din exterior si peretii din interiorul sticlei de la suprafata, apoi se
cantareste pe balanta analitica cu aceeasi precizie. Picnometrul se elibereaza de apa, se usuca bine,
apoi se introduce solutia ce urmeaza a fi analizata si procedura se repetd precum cu apa distilata.
[19, 50]

Densitatea se determina dupa formula (g/cm? ):

__ (m2-m)=0.99703
P =—1m + 0.0012, (102)

in care: p reprezinta densitatea la 20°C, g/cm’; m — masa picnometrului gol, g; m1 — masa picno-
metrului, Impreuna cu apa distilatd, g; m2 — masa picnometrului, impreuna cu solutia de analizat,
g; 0,99703 — densitatea apei la 20°C; 0,0012 — densitatea aerului la 20°C [19, 50].

In studiu s-au folosit: ciprofloxacina substanti standard (producitor Sigma Aldrich), spec-
trofotometru UV VIS Agilent model 8453, Germania, balanta electronicai OHAUS DV215 CD,
veseld chimica de laborator, picaturi auriculare cu continut de ciprofloxacina, 3 mg/ml (produsul
testat). Determinarea aspectului, culorii, pH-ului solutiei, dozarea ciprofloxacinei si a clorurii de
benzalconiu, precum si stabilirea impuritatilor inrudite chimic si sterilitatea produsului testat, s-au
efectuat In conformitate cu specificatia de calitate (ICH, Guideline on stability testing: stability
testing of existing active substances and related finished products CPMP/QWP/122/2).

Vascozimetrul rotational MultiViscRheometer, Fungilab; PH-metrul inoLab 7110. HPL-
C:ShimadzuLC cu detector UV-VIS, coloana ZORBAX Eclipse XDB-C 18,5m. Picaturi auricula-
re, serii pilot de laborator; placebo; peroxid de hidrogen; HC1 0,1 mol/l; NaOH 0,1 mol/l

2.2. Studii clinice

2.2.1. Date generale

1. Laboratorul de Genetica (sef laborator — Gh. Curocichin, dr. hab. med., profesor
univ.) — preluarea probelor sangvine si diagnosticul mutatiilor genetice la bolnavii cu SSN si
persoane fara patologie auriculara.

2. Catedra de otorinolaringologie (sef catedra — Ion Ababii, dr. hab. med., prof. univ.,

academician al ASM). Centrul functional de audiologie, protezare auditiva si reabilitare medi-
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co-pedagogica (sef centru — A. Chiaburu, dr. med., conf. univ.) — stabilirea criteriilor de prognostic
al inconvenientelor protezarii auditive.

3. Clinica Oncologie (sef catedra — [.Mereuta, dr. hab. med., profesor univ.) si Clinica Me-
dicind Interna (sef clinica — V.Dumbrava, dr.hab.st.med., prof.univ.) - evaluarea clinica a efectelor
antioxidante ale PMC CAF-01 si NH-01.

4. Spitalul Privat ,,Medpark”, serviciul Audiometrie (S. Parii, dr. med., conf. cercet.) —
stabilirea criteriilor de pronostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala.

Grupurile pacientilor din cadrul studiilor clinice

a) 17 pacienti de ambele sexe, varsta 0-20 de ani cu SSN (determinarea mutatiei genei
GJB2 35 del G); b) 73 de pacienti, de ambele sexe, varsta 7-40 de ani, cu SSN cronicd, protezati
auditiv pentru stabilirea criteriilor de pronostic al audiometriei vocale si a inconvenientelor prote-
zarii auditive; ¢) 1000 de copii nou-nascuti pentru diagnosticul audiologic primar; d) 100 de adulti,
18-30 de ani, de ambele sexe, fara patologie auriculard, pentru determinarea portajului mutatiei
genei GJB2. Probele sangvine pentru colectarea ADN; e) 17 pacienti de ambele sexe, varsta 18-60
de ani, cu SSN pentru determinarea eficacitatii produsului NH-01. f) 20 de paciente, 27-66 de ani,
cu cancer al glandei mamare, pentru determinarea efectului antioxidant al produsului CAF-01.

Metode de diagnostic

Metode de laborator: hemoleucograma, analiza biochimica a sdngelui.

Metode de diagnostic audiologic: status ORL, acumetria instrumentald, audiometria to-
nald liminara si supraliminard, audiometria vocald, impedansmetrie (timpanometrie + reflex sta-
pedian), otoemisiuni acustice tranzitorii (OEAT) si otoemisiuni acustice pe produs de distorsiunie
(DPOEA), audiometria reflex-conditionatd si comportamentala.

Metode de diagnostic genetic - mutatia 35delG - GJB2

La pacientii cu tinnitus suplimentar, au fost efectuate: tinnitus audiometria, evidentierea
tinnitusului obiectiv prin auscultarea (gatului, regiunilor mastoidului si periorbitale), evidentierea
palatomioclonusului prin orofarmigoscopie, consultatiile specialistilor: neurolog, terapeut/cardio-
log, endocrinolog. La necesitate: RNM, CT, Rf coloanei vertebrale (regiunea cervicald).

Chestionare propuse pacientilor: chestionar pentru stabilirea aspectelor genetice ale

SSN, chestionar de evaluare a tinnitusului (acufene, zgomote auriculare).

2.2.2. Design-ul cercetarilor cu utilizarea preparatelor medicamentoase

pe subiecti umani

Toate studiile clinice au fost randomizate, deschise, cu grup-martor. Repartizarea pacientilor
in grupul de studiu s-a efectuat conform schemei de randomizare, aleasd de solicitant - metoda de
randomizare fixa prin bloc. Alegerea corespunderii s-a stabilit prin generatorul aleatoriu al ciftrelor.

Schema de tratament

Preparatul Neamon-hepa, capsule, s-a administrat intern, zilnic, o capsula o data pe zi,
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dupa mese, durata tratamentului constituind 28 de zile. Cei 17 bolnavi (adulti de ambele sexe), cu

diagnosticul de hepatitd virala cronica si ciroza hepatica, au constituit grupul de baza.

Preparatul Flamena, emulsie: lotul de studiu — 20 de femei cu diagnosticul cancer al glandei

mamare (CGM), dupa polichimioterapie neoadjuvantd, care au urmat terapia de baza + preparatul

studiat. Preparatul studiat a fost administrat intern, zilnic, 20 ml de trei ori pe zi, inainte de mese;

durata tratamentului — 28 de zile. Cercetarea farmacoterapeutica a inclus urmatoarele etape: scre-

ening, perioada de acumulare a pacientilor si cea de terapie activa.

Perfectarea
documentatei
tehnice de

normare a
preparatului

Determinarea
metodelorde
analiza si
standardizare

Elaborarea
tehnologieide
fabricatiea
produsului

Stabilirea
compozitiei si
formuleide
fabricatie a
produsului
medicamentos

Elaborarea
protocolului si

desfasurarea
udiilor preclinic

Efectuarea
studiilorde
stabilitate

Fabricarea

lotului
experimental

Elaborarea
protocoluluisi
efectnarea
studiilor clinice

Figura 2.2. Design-ul general de studii ale produselor medicamentoase

Tabelul 2.1. Design-ul studiului clinic Neamon-hepa, capsule, si Flamena, emulsie

Pana la Mijlocul perioadei| Sfarsitul
Zilele de cercetare inceperea tra-| de tratament |tratamentului
tamentului (zece zile) (30 zile)
Vizite 1 > 3
(puncte de observare)
Controlul corespunderii pacientilor criteriilor de "
includere/excludere (anamneza)
Obtinerea acordului informativ in forma scrisa *
Repartizarea in grupul de studiu *
Examenul obiectiv * * *
Examenul de laborator * *
Examenul instrumental * * *
Inregistrarea acuzelor subiective * * *
Aprecierea §i inregistrarea reactilor adverse * * *
Aprecierea eficacitatii * * *
Aprecierea tolerantei * * *
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2.2.3. Metodele examenului audiologic

Analiza detaliata a datelor anamnezei a precedat examenul audiometric obiectiv si subiec-
tiv. Au fost accentuate principalele momente in declansarea surditatii de perceptie.

Moment important a constituit analiza capacitatilor auditive ale pacientilor in dinamica.
Analizand extrasele din cartelele ambulatorii (carnetele individuale), am selectat cei mai infor-
mativi indici care caracterizeaza starea generald a bolnavului, precum si asocierea surditatii cu
patologiile altor organe. O deosebitd atentie am acordat bolnavilor care acuzau acufene si vertij.
A fost efectuata caracteristica bolnavilor care aveau recent proteze auditive. Toate aceste rezultate
s-au inregistrat in ,,Fisa examinarii clinico-audiologice a copiilor de varsta scolara si a maturilor”,
elaboratd de noi, constituitd din 392 de puncte, care cuprind date anamnestice, clinice, rezultatele
examenului audiologic subiectiv si obiectiv si cele ale examenului In dinamica.

Examenul audiologic cu aparataj electronic a fost precedat de efectuarea examenului ORL
general, otoscopiei optice, acumetriei fonice si acumetriei instrumentale. Otoscopia s-a efectuat prin
intermediul otoscopului optic-electric ,,Smitkline Becham”; in cazul depistarii unui obstacol in CAE,
acesta era eliminat. In cazul spalarii CAE, investigatiile audiometrice se efectuau a doua zi.

Pentru acumetria fonica am testat vocea soptitd si vocea conversata. Acumetria instrumen-
tald a inclus examenul cu camertonul de 250 Hz, probele Rinne, Weber si Levis-Federici. Rezulta-
tele acumetriei fonice §i acumetriei instrumentale nu au fost incluse in fisa de observatie.

Audiometria tonala. Pragurile de auz au fost determinate (evaluate) pe conducerea aeria-
na $i 0soasd, separat, la fiecare ureche in parte. Investigatia a avut loc Intr-o camera izolatd insonor,
cu zgomotul de fond nu mai mare de 30 dB. Au fost utilizate audiometrele: ,,Siemens SD 507,
,,Madsen Orbiter 2027, ,,Maico MA51”.

Castile pentru testarea conductibilitatii aeriene cu indicator rosu au fost imbracate la ure-
chea dreapta, cele cu indicator albastru — la urechea stanga. Pana a incepe testarea, ne asiguram ca
aceste casti erau centrate pe meatele auditive externe, ca existd o presiune suficienta exercitata de
banda de camp, ca nu este par intre casca si ureche. De asemenea, pacientul trebuia sa-si scoata
ochelarii si cerceii. Pacientul era amplasat astfel, incat sa nu observe miscarile noastre la audio-
metru. Subiectul era instruit s raspunda imediat ori de cate ori auzea sunetul (tonul), indiferent
de cat de incet 1l aude. Modalitatea de raspuns a fost urmatoarea: apasarea pe buton sau ridicarea
mainii. Audiometria incepea cu prezentarea sunetului continuu la o intensitate confortabild, la
frecventa de 1000 Hz (fiind frecventa cea mai usor de identificat, primordiald a zonei de conver-
satie). Ulterior, ea descrestea in pasi a cate 10 dB HL, pand cand pacientul nu mai raspundea si de
aici incepea cautarea pragului de auz. Ea crestea in pasi a cate 5 dB HL pe doua-trei secunde, pana
cand pacientul raspundea din nou. Examinarea se repeta de doud-trei ori. Se examinau ulterior
frecventele 1500, 2000, 3000, 4000, 6000, 8000 Hz, apoi 500, 250, 125 Hz. Examinarea se sfarsea
cu determinarea repetata a pragului auditiv la frecventa de 1000 Hz, deoarece prima examinare

putea fi orientativa si nu chiar precisa.
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Determinarea pragului auditiv pe conductibilitatea osoasa incepea cu efectuarea procedeu-
lui Weber audiometric la 500 Hz. Vibratorul osos era plasat pe mijlocul fruntii. Pacientul trebuia sa
indice unde se auzea (lateraliza) sunetul: in mijlocul fruntii, la o ureche sau la ambele. Examenul
incepea cu madrirea treptata a intensitatii. La primirea raspunsului, intensitatea se majora cu 5 dB
HL pentru determinarea lateralizarii posibile. Se examina ulterior urechea, in care se lateraliza
sunetul. Vibratorul se plasa pe pielea mastoidei in proiectia antrumului, fard a fi in contact cu pa-
vilionul urechii sau agezat pe par. Se determina tehnic, ca la conductibilitatea aeriana, frecventele
consecutiv: 1000, 2000, 4000, 6000, 500, 250, 1000 Hz.

Din probele audiometriei tonale supraliminare, am determinat pragul de disconfort auditiv.

La determinarea pragului de disconfort, pacientul era instruit ca intensitatea sunetului se va
madri progresiv. Dacd sunetul devenea neplacut (foarte greu de suportat), trebuia s ridice mana sau
s apese butonul. Investigatia a fost efectuata la frecventele de 250, 500, 1000, 2000, 4000, 6000
Hz la ambele urechi. Incepand de la nivelul perceperii, sunetul era treptat marit pana la primirea
raspunsului de senzatie neplacuta. Rezultatele erau fixate pe blancul audiogramei.

Audiometria vocald Audiometrul ,,Siemens SD50” se regla dupa scara absoluta. Mate-
rialul sonor era expus de la CD player ,,First 2000digital”, montat la sistemul ,,Siemens FF 50”.

In acest scop, am folosit listele pentru audiometria vocala in limbile romana si rusi, ambele
inscrise pe CD. Inainte de a incepe orice examinare, se ficea calibrarea cu un ton de 1000 Hz, timp
de 60 sec. Stimulii sonori se realizau la castile de telefon. Pacientului i se propunea sa asculte si
sa repete cuvintele.

Investigatia incepea cu prezentarea intensitatii de 20-30 dB HL peste pragul auditiv. Inten-
sitatea se schimba 1n crestere i descrestere, in trepte a cate 5 dB HL. La sfarsitul investigatiei, am
studiat componentele principale ale curbei ce reprezinta scorul maxim de cunoastere a cuvintelor:
pragul vocii nediferentiate - 20, 50, 80, 100%. Pentru determinarea cdderii paradoxale a scorului
maxim de recunoastere, a fost efectuata investigatia la 100 dB HL intensitate. Investigatia s-a re-
alizat separat la AD si AS.

Cu vibratorul osos, am determinat pragul de recunoastere vocald. Metodica s-a efectuat cu
casca de telefon, cu vibratorul si in camp liber (cu proteza auditivd). Regulile efectuarii au fost
identice cu cele ale audiometriei tonale.

Rezultatele erau transferate pe audiograma, unde pe abscisa se notau intensitatea in dB, iar
pe ordonatd — procentul clarificarii vocii. Pe formular era expusa norma curbei scorului de recu-
noastere, precum si a pragului de recunoastere, care a fost atestata la investigatia lotului de control.

Impedansmetria. Pentru a evalua starea urechii medii si a portiunii endocochleare a ner-
vului auditiv, am folosit impedansmetrul ,,Maico MI-24”, cu tonul de frecventa fixa de 220 Hz
(figura 5). Pentru a fixa etans sonda acustica in conductul auditiv extern, la capatul ei se imbraca o
oliva de silicon de dimensiuni corespunzatoare diametrului CAE a pacientului. Marirea presiunii
se facea Tn mod automat, presiunea varia de la pozitiv (+) la negativ (-), limitele utilizate au fost

de la + 200 pana la— 300 daPa. Timpanograma, forma grafica a modificarii compliantei, in functie
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de variatia aerului in CAE, in mod automat se inregistra, rezultatul aparea pe ecran. Rezultatele
analizei calitative au fost imprimate. Pentru a analiza rezultatele obtinute, am beneficiat de clasi-
ficarea propusa de J. Jerger (1970). Dupa Inregistrarea timpanogramei (timpanograma tip ,,A” cu
indicii compliantei satisfacatori), am imprimat reflexul muschiului stapedian. Presiunea aerului
in CAE, in momentul reflexometriei, corespundea valorii maxime a compliantei determinate la
timpanometrie.

Otoemisiunile acustice. Produsele de distorsiune a otoemisiei acustice au fost Inregistrate
la aparatul ,,MaicoEroScan”, respectand cerintele si parametrii recomandati pentru testare (77,
102, 161). Pentru a inregistra TEOEA, am determinat intensitatea, dB SPL, a OEA si raportul
semnal OEA/zgomot de fond la intensitatile 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 Hz. Testul pozitiv s-a
inregistrat la raportul semnal/zgomot > 3 dB.

Evaluare diagnostica la nou-nascuti. Screening-ul s-a desfasurat in baza protocolului
elaborat, conform caruia nou-ndscutii, care nu erau supusi testului prin otoemisiuni acustice,
precum si cei care urmau sa fie testati, dar prezentau factori de risc, trebuiau examinati in De-
partamentul audiologie al spitalului prin repetarea TEOEA, iar, in cazul unui rezultat negativ,
se efectuau ABR si ASSR. Echipamentul diagnostic, utilizat pentru screening si audiometria
obiectiva (Ero-Scan, MB11, MI34H), este produs de ,,Maico®, SUA. Stadiul I: otoscopia, impe-
dansmetria (timpanometria), otoemisiuni acustice, stabilirea factorilor de risc pentru surditate.
Stadiul II: audiometria comportamentala, TEOEA, impedansmetria (timpanometria + reflexul
acustic la 500, 1000, 2000 Hz). Stadiul III: potentiale evocate tip ABR — screening. Stadiul I'V:
ABR - clinic, ASSR.

Prognostic scor vocal. Investigatiile au fost efectuate pe un lot de 32 de pacienti, copii
de varsta scolara si adulti, cu surditate neurosenzoriala bilaterald (51 de urechi). Am recurs la:
examenul clinic primar (inclusiv statutul ORL), acumetria fonica, audiometria tonala, audiometria
vocala.

Pragurile de auz la efectuarea audiometriei tonale se determind pe conducerea aeriand si
osoasa separat, la fiecare ureche in parte. Audiometria tonala liminara Incepea cu prezentarea su-
netului continuu la o intensitate confortabild, la frecventa de 1000 Hz (fiind frecventa cea mai usor
de identificat, primordiald a zonei de conversatie). Ulterior se descrestea 1n pasi a cate 10 dB HL,
pana cand pacientul nu mai rdspundea si de aici incepea cautarea pragului de auz. Se crestea in pasi
a cate 5 dB HL pe doua-trei secunde, pana cand pacientul raspundea din nou. Examinarea se repeta
de doua-trei ori. Ulterior, se examinau frecventele 2000, 4000, 6000, 8000 Hz, apoi 500, 250,125
Hz. Examinarea se sfirsea cu stabilirea repetata a pragului auditiv la frecventa de 1000 Hz. La
determinarea pragului de disconfort (audiometria tonald supraliminard), pacientul era instruit ca
intensitatea sunetului se va mari progresiv; cand sunetul devenea neplacut (greu de suportat), tre-
buia sa ridice mana sau sa apese butonul. Investigatia a fost efectuata la frecventele de 500, 1000,
2000, 4000 Hz la ambele urechi. Incepand de la nivelul perceperii, sunetul era treptat marit pani la

primirea raspunsului de senzatie nepldcuta. La necesitate, se efectua mascarea urechii controlate-
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rale. Timpul mediu de efectuare a audiometriei tonale a fost de 15-20 min. Rezultatele erau fixate
pe blancul audiogramei [79].

Materialul acestui studiu a inclus analiza datelor anamnestice, clinice si instrumentale, in-
formativitatea despre diverse metode de investigatii audiometrice si selectarea protezelor auditive
la 26 de pacienti de ambele sexe cu SSN.

Scorul maxim de inteligibilitate vocald a fost determinat atat prin efectuarea audiometriei
vocale (2, 7) prezentate anterior (timpul mediu de efectuare a audiometriei vocale a fost de 25-30
min.), cat si prin evaluarea urmatorilor indici ale audiometriei tonale: aspectul curbei audiometri-
ce (CA), media pragului auditiv (PA) si cea a gradului de surditate (GS), stabilite la audiometria
tonala, media pragului de disconfort (PD), indicele de articulare (IA).

Prognostic al inconvenientelor protezirii auditive. Materialul acestui studiu a inclus
analiza datelor anamnestice, clinice, instrumentale, informativitatea diverselor metode de investi-
gatii audiometrice si selectarea protezelor auditive la 73 de pacienti de ambele sexe, cu surditate
neurosenzoriald. Investigatiile au fost efectuate in cadrul Catedrei otorinolaringologie a Universi-
tatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, in Centrul republican functional de
audiologie, protezare auditiva si reabilitare medico-pedagogicd al IMSP Spitalul Clinic Republi-
can pentru Copii ,,Em. Cotaga”. Factorii decisivi de prognostic au fost stabiliti in baza comparatii-
lor frecventei diferitor factori, In doua grupuri de pacienti: I grup, la care In perioada de reabilitare,
dupa selectarea primara a protezei auditive, s-au constatat unul sau mai multe efecte adverse la
utilizarea aparatelor auditive: acufene, oboseala rapida, cefalee, iritabilitate si grupul II - pacientii
care nu au prezentat astfel de acuze la aplicarea protezei auditive. In baza analizei discriminante,
au fost selectati factorii decisivi de prognostic. Am formulat un criteriu de discriminare, bazat pe
analiza datelor grupurilor I si II, care a permis atribuirea unui nou element (pacient protezat audi-
tiv) la una dintre cele doud multimi, cu o exactitate majora. Folosirea analizei discriminante ,,pas
cu pas”, cu ajutorul SPSS in prelucrarea datelor statistice despre pacientii protezati auditiv, ne-a

permis sa deducem functia discriminantd propusa ulterior.

2.2.4. Metode de analizi geneticd

Studiul de cercetare molecular-genetica pentru depistarea mutatiei 35delG (rs80338939) a
genei GJB2 a fost realizat in cadrul Laboratorului de genetica al IP Universitatea de Stat de Medi-
cind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”. Durata studiului: anii 2013-2019.

Cercetarea a fost desfasurata pe urmatoarele loturi de studiu:

1. Lotul de studiu, reprezentat de 20 de pacienti, nascuti in Republica Moldova, diagnosti-
cati cu SSN bilaterald, forma severa profunda, instalatd prelingual, grupa de varsta cuprinsa intre 1
s1 30 de ani, care au fost selectati pe baza anamnezei si examinarii clinico-audiologice;

2. Lotul de referinta, constituit din 100 de participanti sandtosi, autohtoni, fara deficiente

de auz la examinarea statusului ORL, selectati in baza de date a proiectului institutional, intitu-
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lat ,,Studiul polimorfismului molecular genetic al factorilor de risc metabolic la populatia tana-
ra din Republica Moldova” (investigator principal: - Ghenadie Curocichin, dr. hab., prof. univ.),
aprobat prin Hotararea Consiliului Suprem pentru Stiintd si Dezvoltare Tehnologicd al ASM, din
20.12.2010 (cifrul 11.817.09.21A) si Comitetul de Etica a Cercetarii al I[P USMF , Nicolae Tes-
temitanu”.

Lotul de pacienti cu hipoacuzie neurosenzoriala nonsindromica

Criterii de includere 1n studiu: acordul informat explicit al participantului in studiu; varsta
1-30 de ani; sexul — masculin, feminin; persoanele de varsta diferita, care prezintd hipoacuzie/
surditate nonsindromica in grade variate severa profunda.

Lotul de referinta de persoane sandtoase

Criterii de includere in studiu: tinerii Tnmatriculati la USMF ,N. Testemitanu”, acordul
informat explicit al participantului 1n studiu; varsta 18-29 de ani, sexul — masculin, feminin; per-
soanele de varsta diferitd, autohtoni, sanatosi, fard deficientd de auz.

Criterii de excludere din studiu: tinerii care nu detin cetitenia Republicii Moldova, inma-
triculati la USMF ,,Nicolae Testemitanu”, refuzul individului de a participa la studiu, gravidele.

Participarea in studiu a fost voluntara. Pentru a atinge obiectivele, am aplicat chestionarul
STEPS (WHO), instrument pentru detectia si supravegherea factorilor de risc al bolilor non-comu-
nicabile (steps 1, 2, 3, cited 2016);

avalaible from: http://www.who.int/chp/steps/instrument/STEPS Instrument V3.1.pdf.
Chestionarele au fost depersonalizate, iar datele personale nu au fost accesibile pentru autori.

Design-ul cercetarilor molecular-genetice pe subiecti umani

Etapa I - obtinerea consimtamantului informat al pacientului si a materialului biologic
(ADN genomic); Etapa a Il-a - examenul clinic ORL, alti specialisti (la necesitate); Etapa a Ill-a
- determinarea mutatiei prin 7ag Man: GJB2- 35delG; Etapa a [V-a - stabilirea altor polimorfisme
genetice ale genei GJB2 si GIB6 (la necesitate); Etapa a V-a — postevaluare: corijarea farmacote-
rapiei personificate in concordanta cu rezultatele testarii molecular-genetice [116].

1. Extragerea ADN

Tubul de stocare a sangelui integral, pastrat la — 80°C, s-a extras din congelator pentru de-
congelare completd la temperatura camerei, cu ajutorul setului GeneJET Genomic ADN (K0722,
Thermo Fisher Scientific). Materialul in volum de 200 pl s-a transferat intr-un tub de 1,5 ml, mar-
cat corespunzator. La acesta s-au adaugat 400 pl solutie de liza (Lysis Solution) si 20 pl solutie de
Proteinase K. Continutul s-a amestecat prin pipetare si vortexare, pana la obtinerea unei suspensii
uniforme. Continutul s-a incubat la 56°C, la baia de apa cu vortexare ocazionala si agitare, pana la
lizarea completa a celulelor (cca 10 min.).

Apoi, s-a adaugat 200 pl de etanol (96-100%), iar continutul s-a amestecat prin pipetare
sau vortexare. Lizatul s-a transferat intr-o coloana de tipul GeneJET Genomic ADN, pentru purifi-
carea continutului introdus intr-un tub de colectare. Coloana s-a centrifugat timp de 1 min. la 6000

g. Tubul de colectare ce contine solutia scursd s-a indepartat si s-a utilizat unul nou.
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Coloana s-a spalat cu 500 ul solutie de spalare (Wash Buffer I). Continutul s-a centrifugat
timp de 1 min. la 8000 g, solutia din tubul de colectare s-a aruncat, iar coloana de purificare s-a
plasat inapoi in tubul de colectare. La a doua etapd de spalare s-a adaugat 500 ul solutie Wash
Buffer 11 n coloana de purificare. Continutul s-a centrifugat timp de trei minute la viteza maxima
(>12000 g).

La ultima etapa s-a adaugat 150 pl solutie de elutie (Elution Buffer) in centrul coloanei de
purificare pentru eluarea ADN-ului genomic. Incubarea s-a facut pentru doud minute la tempera-
tura camerei, urmata de centrifugarea continutului timp de 1 minut la 8000 g.

Coloana de purificare s-a indepartat, iar solutia de ADN obtinuta s-a depus pentru aplicari
ulterioare sau stocata la -20°C.

2. Analiza calitatii ADN-ului extras

Evaluarea calitatii extraselor de ADN s-a realizat prin metoda spectrofotometrica la Nano-
Drop 2000 c. Pentru masurarea continutului si calitatii acizilor nucleici, am luat 2 pl de solutie
ADN, plasata cu ajutorul pipetei pe suportul de masurare, la lungimile de unda 230, 260 si 280 nm.
In calitate de blank, s-a utilizat solutia de elutie in care s-a dizolvat ADN.

Cu ajutorul soft-ului NanoDrop Software, datele au fost colectate si stocate pe calculator.
Am evaluat criterii de calitate precum concentratia extrasului si raportul A260/4280. Probele cu
concentratia de cel putin 2 ng/ul si cu valoarea puritatii ADN A260/4280 = (1,7; 2,1) au fost con-
siderate valabile pentru analizele ulterioare.

Ulterior, toate probele au fost ajustate la concentratia teoretica calculata 2 ng/ul, conside-
ratd suficientd pentru realizarea tehnicii 7agMan, cu ajutorul solutiei de elutie.

3. Metode molecular-genetice, TagMan

Evidentierea polimorfismelor mononucleotidice s-a efectuat prin tehnica TagMan, bazata
pe setul de primeri si sonde oligonucleotidice cu fluorescenta, corespunzator, VIC pentru identifi-
carea unei forme alelice si FAM - pentru recunoasterea celeilalte.

In acest sens am utilizat seturile TagMan SNP Genotyping Assay (4351379 sau 4351374,

Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific- Naro Drop) cu urmatoarea prezentare tehnica:

Tabelul 2.2. Sonde utilizate pentru genotipare

Nr. | Denumirea Codul Mutatia Secventa contextuala (sonda)
d/o genei NCBI SNP ’ [VIC/FAM]

TACGGCACGCTGCAGACGATCCTGGGGG
[-/G]TGTGAACAAACACTYCACCAGCATT

1 GJIB2 rs80338939 m.35delG

Configuratia tehnica pentru efectuarea studiului pe esantioane medii a fost pe placi de 384 de
godeuri. Fiecare placa includea cate 150 de probe cu un control negativ (Negative Template Control,
NTC) 1n trei repetari, pentru testarea SNP-ului (rs80338939). Solutia de ADN-ul normalizatd se pi-

peta cate 2 ul si se lasa pentru uscare timp de cca 30 de ore la conditiile camerei (+18-+25°C).
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Amestecul de reactie pentru un godeu utilizat a inclus componentele din cadrul tabelului 2.3.

Tabelul 2.3. Componentele din amestecul de reactie

Nr. Componentele din amestecul de reactie Volum
1. [Solutia 2X TagMan Master Mix 2,5 ul
2 |Solutia 20X TagMan SNP Genotyping Assay 0,25 pl
3. |dH,O 2,25 ul
4. | Volumul final Sul

Initial, se pregatea amestecul dintre solutia 2X TagMan Master Mix si solutia 20X TagMan
SNP Genotyping Assay. Volumul total necesar se calcula dupa formula:

Volumul (2X TagMan Master Mix) = 2,5 pl x N + 10%, volumul (20X TagMan SNP Ge-
notyping Assay) = 0,25 pl x N + 10%, volumul (dH20) = 2,25 pl x N + 10%, unde N este numarul
de godeuri testate pentru un SNP.

TermoFisher/KAT-N
Ulterior, 1n fiecare godeu se pipeta cate 5 pul de amestec preparat. Dupa finalizarea etapei

de pipetare, placa se acoperea cu pelicula optic transparenta (MicroAmp Optical Adhesive Film)

si era plasatd n aparat. Placa se vortexa timp de 10 min., iar ulterior se centrifuga la 1500 rot./min.

timp de 3 min., dupa ce se Incarca in aparat.
Au fost utilizate urmatoarele conditii de realizare a tehnicii PCR in timp real (tabelul 2.4):

Tabelul 2.4. Etapele PCR in timp real

Parametrii
Etapele - -
Timpul Durata | Ciclul
Denaturarea ADN si activarea enzimei polimeraza AmpliTaq Gold® 95°C 10 min | HOLD
Denaturare 95°C 15 sec
Normalizare 65°C 1 min 40
Extensie 65°C 30 sec 1

Toate testarile au fost realizate la aparatul QuantStudio 6 (Applied Biosystems, Thermo-
Fisher Scientific), care permite amplificarea si masurarea nivelului semnalului fluorescent in timp
real. Amplificarea si design-ul placii, cu pozitionarea probelor si controalelor, precum si colecta-
rea datelor, s-au efectuat cu ajutorul programului QuantStudio Real-TimePCR Software (v.1.3,
Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific). Analiza datelor colectate s-a efectuat prin aplicatia
TagMan Genotyper Software (v.1.3.1., Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific).

Datele colectate cu ajutorul soft-ului QuantStudio Real-TimePCR Software (v.1.3, Applied
Biosystems, ThermoFisher Scientific) se validau in baza datelor tehnice precum Quality, care ex-
prima calitatea semnalului fluorescent determinat de echipament. S-au utilizat criteriile de baza de
calitate precum > 95%, in conditii de analiza a rezultatelor in baza datelor pre-PCR si post-PCR,
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pentru determinarea automata a genotipului. Probele care nu satisfaceau conditia data se eliminau
din analiza curenta si se regenotipau.

Probele validate se incdrcau in soft-ul TagMan Genotyper Software (v.1.3.1, Applied Bi-
osystems, ThermoFisher Scientific), unde se analiza parametrul Call rate, fiind eliminate probele
cu determinare duald sau nedeterminate automat, ca acest parametru sd atingd valoarea 100%.
Ulterior, statistic, am determinat frecventa fiecarei din alelele SNP-ului analizat, am observat frec-
venta genotipurilor, am estimat y2 si valoarea Pval, pentru a evalua Echilibrul Hardy-Weinberg
(Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE).

2.3. Metode statistice de cercetare

In cazul determindrii studiilor preclinice (toxicititii acute), rezultatele obtinute au fost
prelucrate statistic dupa:

1) metoda Kurber: DL50= DL100 — suma AxB/ n [251],
unde: A este diferenta dintre doud doze succesive, B — media numarului de animale decedate dintre
doud doze succesive.

Formula de determinare a numarului necesar pentru studiu preclinic (Ivanter):

L ( 1-CV ]2
&
unde: n reprezintd numarul lotului, t — valorile limite de distributie ale t-student, ce corespunde
nivelului de exactitate (P = 0,095), CV — valoarea aproximativa a coeficientului de variatie (%), € —
eroarea planificatd (%). Numarul de animale necesare pentru lot, ce asigura date veridice, eroare de
5%, pentru indicii o = 0,05 (t = 1,96, df > 120) si coeficientul de variatie CV = 9% (variatia este mica
datoritd faptului ca sunt animale de o rasd, tinute si crescute toate In aceleasi conditii).

Analiza statistica a fost efectuata utilizand programul MS Excel si Student T-test, cu sta-
bilirea semnificatiei diferentelor dintre loturile comparate, P < 0,05 fiind considerat semnificativ
[93].

Studiul eficacitatii otoprotectoare s-a efectuat folosind metoda de analiza ANNOVA, cal-
culat criteriul F- Fisher.

Studiu clinic cu selectarea randomizata a pacientilor pentru evaluarea clinica a eficacitatii
antioxidante a preparatelor Neamon-hepa (NH-01) si Flamena (CAF-01).

Statistic, datele obtinute le-am prelucrat cu ajutorul pachetului de programe ,,Statistica for
Windows, Release 6.0 StatSoft, Inc.”, unde s-au calculat urmatoarele criterii: o — deviatia standard,
p — valoarea relativd medie, ¢ — criteriul Student, M1 si M2 — valorile medii aritmetice ale total-
itatilor comparate, m1 si m2 — erorile mediilor aritmetice ale totalitatilor comparate, + m — deviatia
valorii relative medii.

Pentru a determina numarul necesar de pacienti, in cercetare am utilizat urmatoarea for-

mula:
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1 2z,+z,pe (1-P)
B () A Y

unde:

P_, conform datelor bibliografice [74], reusita tratamentului prin aplicarea metodelor traditionale
(chimioterapie, radioterapie) constituie in medie 15,0% (P,= 0,15).

P, in lotul de cercetare, pacientii cu SSN care vor fi tratati prin metoda modificatd (chimioradiote-
rapie si preparatul studiat), reusita tratamentului va fi de 65,0% (P, = 0,65).
P=(P,+P,)/2=0,40.

Zo. — valoarea tabelara. Daca semnificatia statistica este de 95,0%, atunci coeficientul Zo =1,96.
Z— valoarea tabelara. Daca puterea statistica a comparatiei este de 80,0%, atunci coeficientul Z,
=0,84.

f = Proportia subiectilor care se asteapta sa renunte la studiu din motive diferite de efectul investi-
gat q = 1/(1-f), £=10,0% (0,1).

Introducand datele in formula, am obtinut:

1 2(1.6 +0.8 ¥'x0.0 x0.6

1-0.1) 0.5 -0.6 ) -t

Asadar, lotul de cercetare L, va include nu mai putin de 17 pacienti cu SSN, la care va fi
aplicatd metoda modificata de tratament, iar lotul de control L, va contine nu mai putin de 17 pa-
cienti cu SSN, care vor fi tratati prin aplicarea metodei traditionale.

Studiu clinic de determinare a scorului de inteligibilitate vocala si a prognosticului
recuperarii auditive. Fisa examinarii clinico-audiologice, constituita din 340 de puncte, a fost
elaborata pentru comoditatea culegerii informatiei necesare si accesibile analizei ulterioare a
acestea.

Informatia din Fisd a fost stocatd in baza de date a calculatorului si prelucrata cu ajutorul
diverselor programe aplicative. Introducerea informatiei a fost efectuatd in regim de dialog, prin
intermediul unui program special elaborat n acest scop. S-au utilizat metode clasice de prelucrare
statistica. Prelucrarea statistica a valorilor cantitative a fost precedata de calculul mediei aritmetice
(M) si erorii medii aritmetice (m). Relevanta statistica (p) in interiorul lotului si intre diferite loturi
s-a calculat dupa testul de semnificatie t-Student. Deosebirile valorilor medii le-am considerat
relevante, atunci cand pragul de semnificatie (p) era < 0,05. Am studiat criteriul de corespundere
X?; coeficientul de corelare; analiza discriminanta. Pentru a determina gradul de coincidenta a fe-
nomenului studiat, am folosit indicele Pearson.

Sensibilitatea si specificul metodei studiate au fost determinate in baza unei programe spe-
ciale. Metoda analizei discriminante, fiind parte integrantd din teoria metodelor matematice de
identificare a imaginilor, permite, pe calea analizei retrospective, a stabili regularitatile prognosti-

ce. Analiza discriminantd consta in construirea functiei liniare Fj a vectorului X [93]:
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n
Fi=Y A, X+B,
i=1
unde:
j reprezintd numadrul functiei discriminante (de la 1 pana la K),
1 — componentele vectorului X (de la 1 pana la n),
n — numarul de componente, care corespund vectorului X,
A, — coeficientul de greutate al exponentelor vectorului X,
B, — constante libere.

Observatia supusa clasificarii apartine acelei clase (grupe de pacienti) pentru care valoarea
functiei Fj este mai mare. Informativitatea fiecarui component al vectorului X s-a determinat prin
calcularea criteriului F statistic (Fiser).

Datele obtinute au fost prelucrate computerizat, aplicand setul de programe statistice Mi-
crosoft Excel. Pentru a reflecta demonstrativ rezultatele obtinute, datele le-am prezentat in tabele
si 1n grafice.

Dimensiunile esantioanelor pentru studiul genetic le-am estimat dupa formula prezentata, ce
permite respectarea cerintelor de reprezentativitate a esantionului selectat pentru studiul descriptiv de
identificare a unui singur fenomen (determinarea portajului mutatiei 35 del G) in populatie:

n=Nt*Pq, NAx*+t*Pq,
unde:
n — dimensiunile esantionului reprezentativ,
N — totalitatea integrala,
t — criteriul Student = 1,96 cu gradul veridicitatii statistice, stabilit la nivelul de 95,0%,
P — probabilitatea aparitiei fenomenului, determinata ca: q=1-P,
,»Pxq” filnd maximal 1n cazul in care P =q = 0,5,
Ax — limita admisibila a erorii, In cazul veridicitatii de 95%, egala cu 0,05 (5,0%).

Datele obtinute au fost prelucrate statistic cu ajutorul programelor STATISTICA v.6,
Microsoft Excel si mediul de programare R, utilizand aplicatiile ,ggplot2’, ,epitool’, ‘Har-
dyWeinberg’. Variabilele continue au fost exprimate ca medie £ DS (devierea standard) si,
pentru compararea intre grupe a variabilelor continue, am aplicat testele t-student si Fisher.
S-au calculat diferentele dintre valorile medii statistic semnificative (p < 0,05) si intervalul lor
de incredere — 95 %.

Variabilele categorice au fost prezentate ca procent sau numadr, iar pentru estimarea
diferentelor intre grupe s-a folosit testul x2 Pearson sau testul exact Fisher, in cazul grupelor
cu mai putin de cinci observatii. Metoda Monte Carlo s-a utilizat pentru a corecta valoarea p
a criteriului 42 Pearson sau pentru a calcula valoarea p a criteriului Fisher pentru tabelele mai
mari de 2 x 2 (simularea prin 2000 de replicari). Conditiile de pastrare a HWE sunt %2, calculat

< 3,84 si valoarea P > 0,05. Pentru a imbunatati testul 2, am aplicat corectarea continuitatii
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de distributie dupa Weir BS, iar calculele le-am efectuat cu ajutorul pachetului ,,Hardy Wein-
berg”.

Calcularea sanselor (Odds Ratio, OR) si a intervalului de incredere (CI), egal cu 95%,
a fost utilizatd pentru a evalua capacitatea parametrilor de a grupa subiectii in grupele cu val-
ori normale sau patologice. In calitate de criteriu de semnificatie statistica, a fost considerata

valoarea p < 0,05, iar 0,05-0,1 s-a considerat tendinta statistica [25, 93].

2.4. Sinteza capitolului 2

Investigatiile in domeniul ,,eficientizarii diagnosticului si farmacoterapiei afectiunilor auri-
culare” s-au axat pe cercetarile preclinice ale medicamentelor combinate: metode farmaceutice
de stabilire a inofensivitatii, studiul proprietatilor antibacteriene, otoprotectoare ale preparatelor,
bazate pe recomandarile metodice contemporane.

Pentru realizarea lucrarii am selectat metode adecvate de determinare a toxicitdtii prepara-
telor, de studiu in vitro a efectului antibacterian, a proprietatilor chimico-farmaceutice, precum si
de modelare experimentald a surditatii senzorineurale. S-au utilizat indici fiziologici, biochimici
si imunologici ce au permis aprecierea adecvatd a proprietdtilor farmacologice ale preparatelor
studiate.

Selectarea adecvata a sindroamelor clinice, a parametrilor hematologici, audiologici si ge-

netici a permis cercetarea pacientilor cu SSN.
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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 (Laborato-
rul analiza, standardizare si controlul calitatii medicamentelor, Laboratorul evaluare preclinica
si clinica a medicamentelor) si al Laboratorului Patologie ORL al USMF , Nicolae Testemta-
nu”, a fost obtinut un nou produs medicamentos combinat (Certificat de inovator nr. 5308 din
15.02.2014 — ,,Picaturi auriculare pentru tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii’). Ne-
am propus ca obiectiv extinderea portofoliului de preparate medicamentoase pentru tratamentul
otitelor externe, al otitelor medii acute si cronice atat fara perforatia membranei timpanice, cat
si la cele perforative.

Preparatul medicamentos combinat, elaborat cu denumirea de lucru CB-12, contine
pentru 50 ml substante active: ciprofloxacina clorhidrat — 0,15 g, ulei volatil de busuioc — 0,20
g. Ciprofloxacina reprezintd un antibacterian fluorochinolon, cu spectru larg de actiune, activ
fata de un numar impunator de germeni patogeni. Mecanismul de actiune consta in blocarea
ADN-girazei microorganismelor sensibile si a replicarii ADN-ului. Fluorul este responsabil de
largirea spectrului antibacterian pentru gram-negativi si extinderea spectrului la gram-pozi-
tivi. Ciclul piperazinic face preparatul activ contra Pseudomonadelor [77]. Busuiocul (Ocimum
basilicum) este o plantd din familia Laminacea si manifesta vaste efecte terapeutice. Poseda
urmatoarele actiuni: antimicrobiand, antiinflamatorie, regenerativa, calmanta, usoar anestezica
etc. Este utilizat inclusiv in tratamentul afectiunilor aparatului respirator superior si inferior
[44, 45].

Procesul de elaborare a preparatului medicamentos CB-12 s-a efectuat prin parcurgerea
de busuioc in aceeasi forma farmaceutica; 2) elaborarea compozitiei si tehnologiei de preparare
optima a picaturilor auriculare cu continut de ciprofloxacina si ulei volatil de busuioc; 3) concepe-
rea metodelor de analiza pentru CB-12; 4) standardizarea formei farmaceutice.

Procedee tehnologice de preparare a picaturilor auriculare

Pentru formele otologice lichide, FR X indicd metodele de dizolvare, de emulsionare sau
suspendare a substantelor medicamentoase intr-un vehicul adecvat, format din unul sau mai multi
solventi, si completarea la masa prevazuta [12].

Prepararea picaturilor consta in urmatoarele etape:

1. Etapa pregatitoare: analiza compozitiei listei de compatibilitate:
- verificarea dozelor substantelor toxice, stupefiante si precursorii sdi (pentru picaturile de
uz intern);

- pregdtirea materialului de ambalare si de acoperire;
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- efectuarea calculelor necesare.

1I. Dizolvarea substantelor medicamentoase uscate in cantitatea calculata de apa purificata
sau utilizarea solutiilor concentrate.

III. Filtrarea (utilizand filtrarea volumelor mici).

1V. Ambalarea si pregatirea pentru eliberare:

- In flacoane din sticla incolord sau de culoare cafenie, cu dopuri ermetice, se eticheteaza
cu inscriptia ,,extern“ sau ,,intern‘; inscriptiile suplimentare se prescriu in conformitate cu DAN,
cu proprietdtile substantelor active si ale excipientilor formei farmaceutice;

- pe eticheta preparatelor se mentioneaza: denumirea preparatului; denumirea tuturor con-
servantilor antimicrobieni adaugati; in cazuri adecvate, se indica sterilitatea preparatului; in cazul
recipientelor multidoza — durata-limitd de utilizare de la deschiderea recipientului (aceasta durata
nu trebuie sa depdseasca patru saptdmani, cu exceptia cazurilor autorizate).

V. Evaluarea calitatii picaturilor:

- verificarea documentatiei,

- ambalarea si eliberarea corecta,

- controlul organoleptic,

- lipsa incluziunilor mecanice,

- abaterile in volum,

- controlul selectiv-chimic.

VI Caractere si controlul medicamentelor otologice lichide.

Solutiile trebuie sa fie limpezi, emulsiile si suspensiile sd corespundd prevederilor far-
macopeii sau normelor de fabricatie; pH-ul preparatelor apoase sa fie cuprins intre valorile 5-7,5.
Se mai determina: masa totala pe recipient, uniformitatea unittilor de dozare, a continutului, a
masei, continutul in substanta si, la necesitate, sterilitatea.

Particularitatea tehnologiei picaturilor auriculare se datoreaza cantitatii mici de prescriptie
in reteta (de obicei, 5-15 ml). Pentru a pastra volumul si concentratia, substantele medicamentoase
sunt dizolvate Tn aproximativ jumatate din cantitatea de apa purificatd. Solutia rezultatd este fil-
tratd printr-un tampon de bumbac, clitit preventiv cu apa purificata. Cantitatea ramasa de apa este
filtrata prin acelasi tampon [50, 52]. Medicamentele administrate pe cale auriculard denotd mai
putine probleme privind formularea si prepararea, decat formele aplicate pe alte mucoase, intrucat
ele sunt introduse in conductul auditiv (urechea externd) si nu vin in contact direct cu lichidele
biologice. Dar administrarea pe mucoasa otica trebuie sa tind cont nu doar de conductul auditiv, ci
si de starea fiziologica a timpanului [19, 54].

Selectarea excipientilor optimi in corelare cu proprietitile fizico-chimice ale princi-
piilor active

Existenta unor variatii in caracteristicile fizice ale unui excipient ar putea avea consecinte
nedorite pe plan tehnologic la realizarea medicamentului pe scard industriala si pe plan biofarma-

ceutic.
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Premisele utilizarii excipientilor, in functie de destinatie si proprietdtile fizico-chimice
ale substantelor medicamentoase: ciprofloxacina si ulei volatil de busuioc

Pentru compozitiile otice apoase (solutii sau suspensii), de obiceli, se utilizeaza apa purificata
sau deionizata. PH-ul este ajustat prin adaugarea de acizi, baze sau tampoane, care contribuie la ajus-
tarea pH-ului fiziologic si otic, In domeniul cuprins intre valorile 5,5-7,5. Ca exemple de acizi pot
servi: acidul acetic, acidul boric, acidul citric, acidul lactic, acidul fosforic si acidul clorhidric, iar, ca
exemple de baze, - hidroxidul de sodiu, fosfatul de sodiu, boratul de sodiu, citratul de sodiu, acetatul
de sodiu, lactatul de sodiu, trometamina, THAM s.a. Sarurile si tampoanele includ citrat/dextroza,
bicarbonat de sodiu, clorura de amoniu si amestecuri ale acizilor si bazelor mentionate supra. Tam-
poanele de pH sunt introduse in produs pentru a mentine un pH stabil si pentru a imbunatati toleranta
produsului de catre utilizator. Presiunea osmotica a compozitiei otice apoase este, in general, de la
aproximativ 10 miliosmoli (mOsM) pana la circa 400 mOsM, mai preferabil de la 200 pana la 400
mOsM. Daca este necesar, presiunea osmotica poate fi ajustatd prin utilizarea unor cantitati adecvate
de saruri sau excipienti fiziologici acceptabili. Clorura de sodiu poate sa aproximeze fluidul fiziologic
si cantitdtile de clorurd de sodiu, cuprinsa intre aproximativ 0,01 si, respectiv, 1% (preferabil de la
aproximativ 0,05 pana la 0,45%), raportat la greutatea totald a compozitiei. Cantitati echivalente de
una sau mai multe saruri formate din cationi, cum ar fi potasiu, amoniu, sodiu s.a., de asemenea si
anionii precum clorurd, citrat, ascorbat, borat, fosfat, bicarbonat, sulfat, tiosulfat si bisulfat, precum
ar fi bisulfatul de sodiu si altii asemanatori, pot fi utilizati in locul clorurii de sodiu, pentru a obtine
osmolalitdti in intervalul mentionat supra. in mod similar, zaharul, cum ar fi manitolul, dextroza,
sorbitolul, glucoza, poate fi utilizat pentru a regla osmoalitatea [54].

Asadar, ne-am propus ca formula de fabricare sa realizeze o concentratie suficient de mare
pentru a trata sau a preveni infectiile bacteriene. In acest scop, a fost elaborati o tehnica de incor-
porare specifica pentru formarea sau furnizarea unui depozit antibacterian fluorochinolonic — ci-
profloxacina, in contact cu suprafetele urechii, care nu este indepartata rapid de mecanismele de
eliberare a urechii. Acest lucru a permis mentinerea concentratiilor ridicate de principii active n
lichidul de pe suprafetele urechii printr-o singura aplicare. In general, se considera ca absorbtia
depinde atat de concentratia de medicament dizolvata, cat si de durata de contact a tesutului ex-
tern cu fluidul care contine medicamentul. Deoarece medicamentul este indepartat prin eliminarea
fluidului si/sau absorbtia in tesutul urechii, se furnizeaza mai multe medicamente, de exemplu
dizolvat, in lichidul alimentat din vehiculul polimeric. In consecinta, utilizarea unui vehicul poli-
meric faciliteaza Incarcarea tesutului otic, avand 1n vedere rata de penetrare tipica lenta si scazuta
a antibioticului insolubil/slab solubil in apa, dar si a uleiului volatil de busuioc.

Atunci cand se utilizeaza polimeri solubili in apa, ca agent de suspendare, cum ar fi hidro-
xipropilmetilceluloza, vascozitatea reprezinta in mod tipic de la 10 pana la 400 centipoise sau de
la 10 pana la 200 centipoise. Suspensiile polimerice apoase pot fi formulate astfel incat sa retina
aceeasi vascozitate In urechea pe care au avut-o inainte de administrare. Antibioticul se elibereaza

lent, cand particulele suspendate se dizolva in timp. In definitiv, toate aceste evenimente contribuie
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la cresterea att a confortului pacientului, cat si a timpului de contact al antibioticului cu tesuturile
urechii, sporind astfel gradul de absorbtie a medicamentului si durata actiunii formularii in ure-
che. Gelurile vascoase au In mod obisnuit timpul de retinere in ureche, variind de la aproximativ
doud panad la 12 ore. Agentii medicamentosi din aceste sisteme de eliberare a medicamentului vor
fi eliberati intr-o proportie, care depinde de nsusi medicamentul si forma sa fizicd, de gradul de
incarcare a medicamentului si pH-ul sistemului, precum si de adjuvantii acestuia si de rasinile
schimbatoare de ioni, compatibili cu suprafata oticd, care pot fi, de asemenea, prezente.

Uleiul volatil de busuioc manifesta multiple actiuni farmacologice si, in cazul nostru, asi-
gurd proprietati antibacteriene sporite prin potentarea efectului ciprofloxacinei. Fiind in faza ule-
i0asd, Incorporarea uleiului volatil se efectueaza sub forma de emulsie, tip ulei/apa (u/a). Prepara-
rea emulsiei necesitd emulgatori, preferabil pentru amestecuri de substante polisorbatii, care sunt
mai inerti $i nu vor interfera cu celelalte substante medicamentoase din amestec.

Derivatii de polioxietilen ai esterilor acizilor grasi cu sorbitanul (eteri ai spanurilor cu
PEG-uri) sunt cunoscuti sub denumirea de Tween-uri sau polisorbati. Acestia se clasifica in functie
de natura radicalului acidului gras, de numarul si lungimea catenelor de polietilenglicol etc. [55].

Elaborarea compozitiei si tehnologiei de fabricare a picaturilor auriculare

Pentru formularea picaturilor avem nevoie de urmatoarele componente principale: substan-
te active, solventi si adjuvanti auxiliari etc.

La formulare, trebuie s ludm in considerare urmatoarele aspecte: pH-ul favorabil este
cuprins Intre valorile 5,5-7,5; pentru sugari si copiii mici, se utilizeaza preparate sterile; pentru
tratamentul urechii medii se utilizeaza solutii izotonice [77].

Picaturile pentru ureche s-au preparat prin dizolvarea, prin emulsionarea sau suspendarea
substantelor active intr-un ,,vehicul” corespunzator, format din unul sau mai multi solventi, com-
pletandu-se la masa prevazutd (m/m, FR X).

Modul de preparare este conform regulilor generale cuprinse Tn monografiile: ,,Solutio-
nes”, ,,Emulsiones”, ,,Suspensiones”. La preparare s-a tinut cont de proprietatile fizico-chimice
ale substantelor active si ale auxiliarilor folositi, evitindu-se contaminarea cu microorganisme sau
impurificarea cu diferite substante strdine.

Gama largd de excipienti existenti ofera posibilitatea utilizarii lor rationale, in scopul diri-
jarii vitezei si intensitatii efectului de actiune, In functie de scopul terapeutic urmarit [99].

Preformularea si elaborarea tehnologiei optime pentru picaturi auriculare cu continut
de ciprofloxacina si uleiuri eterice

Pentru a selecta formula optima a picaturilor auriculare cu ciprofloxacina si uleiuri eterice
pure, substantele au fost Incorporate in diversi excipienti de naturd diferitd; astfel s-au cercetat
trei compozitii ce contin, in calitate de principii active, ciprofloxacina si uleiul volatil de busuioc,
emulgatori, stabilizanti si ajustatori de pH. Cele mai optime valori ale vitezei si nivelului de ceda-
re le au picaturile pe baza de amestecuri de PEG. Pentru elaborarea formulei optime a picaturilor

auriculare cu ciprofloxacina si uleiuri volatile pure, s-au cercetat urmatoarele prescriptii:
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Picaturi auriculare tip emulsie U/A

Tinand cont de recomandarile indicate in compartimentul de mai sus, am cercetat trei pre-
scriptii cu continut de ciprofloxacina si ulei volatil de busuioc, pentru a selecta substantele auxili-
are potrivite si a alege compozitia optima.

Prescriptia nr. 1. Ciprofloxacind — 0,15 g

Ulei de busuioc - 0,2 g

Polisorbat 20 —2,0 g

PEG400-5,0¢g

Nipagind — 0,02 g

Natriu hidroxid 0,1M — pana la pH = 5,0-7,5
Apa purificatd — pana la 50 ml

Prescriptia nr. 1 reprezintd o forma medicamentoasd lichida - emulsie uleioasa de tipul u/a
pentru uz extern, cu continut de ciprofloxacina clorhidrat (lista B) si ulei volatil de busuioc - sub-
stantd insolubila in apa, mirositoare si excipienti:

- agenti de majorare a solubilitdtii - Polisorbatul 20

- agenti de marire a vascozitatii - PEG-400;

- corectori de pH (pH-ul favorabil este intre valorile 5,0-7,5) - solutie 0,1M NaOH;

- conservanti (nipagina - 0,02-0,08%).

Procesul tehnologic de preparare a picaturilor auriculare cuprinde urmatoarele faze:

Pregatirea emulsiei primare

Intr-o ceasca de portelan se introduce 2,0 g de Polisorbat 20, in care se adauga cu picitura
0,2 g ulei de busuioc (aproximativ sapte picaturi), amestecdm minutios pana la emulsionarea ule-
iului.

Pregatirea substantelor medicamentoase

La balanta analiticd, cantarim masele necesare ale substantelor medicamentoase.

Incorporarea substantelor medicamentoase in emulsia primard

La emulsia primara se adaugd portionat apd purificata (circa 2 din volumul ei) si excipi-
entii 5,0 de PEG 400 si 0,02 nipagind, prealabil dizolvati intr-o cantitate minima de apa purificata
din restul volumului. Se amesteca minutios si apoi se adauga 0,15 g ciprofloxacind, dizolvatd in
cantitate minima de apa din restul volumului. Amestecam bine si omogenizdm emulsia. Masuram
pH-ul emulsiei si, dacd este cazul, il ajustdm cu ajutorul solutiei 0,1M NaOH (ad 1 ml) pana la
pH-ul cuvenit 5,0-7,5. Emulsia obtinuta este transferata intr-un pahar gradat de 50 ml si se com-
pleteaza pana la cota cu restul solventului.

La controlul vizual se observa ca, la adaugarea solutiei 0,1M NaOH, se formeaza un pre-
cipitat cu clorhidratul de ciprofloxacina, fapt ce ne-a sugerat faptul ca este necesar de utilizat alt
adjuvant, cu scopul de a ajusta pH-ul, deoarece emulsia rezultatd nu corespunde cerintelor far-

macopeii.
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Prescriptia nr. 2. Ciprofloxacina — 0,15 g
Ulei de busuioc — 0,2 g
Polisorbat 20 —2,0 g
PEG400-5,0¢g
Nipagind — 0,02 g
Solutie tampon citrat cu pH = 7,8 q.s.
Apa purificatd — pana la 50 ml

Prescriptia nr. 2 este o forma medicamentoasa lichida, emulsie uleioasa de tipul u/a, pentru
uz extern, cu continut de ciprofloxacina clorhidrat (lista B) si ulei volatil de busuioc - substanta
insolubila 1n apa, mirositoare si excipienti:

- agenti de majorare a solubilitatii — Polisorbatul 20;

- agenti de marire a vascozitatii — PEG-400;

- corectori de pH (pH-ul favorabil este intre valorile 5-7,5: solutia sistem tampon citrat cu
continut de citrat de sodiu/clorura de sodiu cu pH = 7,8);

- conservanti (nipagina 0,02-0,08%).

Procesul tehnologic de preparare a unguentului cuprinde urmatoarele faze:

Pregatirea emulsiei primare.

Intr-o ceasca de portelan se introduce 2,0 g de Polisorbat 20, in care se adauga cu picitura
0,2 g ulei de busuioc (aproximativ sapte picdturi), amestecam bine pana la emulsionarea uleiului.

Pregatirea substantelor medicamentoase.

La balanta analiticd, cantarim masele necesare ale substantelor medicamentoase.

Incorporarea substantelor medicamentoase in emulsia primard.

La emulsia primard se adaugd portionat apa purificata (circa %2 din volumul ei) si excipien-
tii 5,0 g de PEG 400 si 0,02 g nipagind, prealabil dizolvati intr-o cantitate minima de apa purificata
din restul volumului. Se amestecd minutios si apoi se adauga 0,15 ciprofloxacind, dizolvata in
cantitate minima de apa din restul volumului. Amestecam bine si omogenizdm emulsia. Masuram
pH-ul emulsiei si, daca este cazul, il ajustam cu ajutorul solutiei tampon citrat cu pH = 7,8 (ad. 1
ml) pana la pH-ul cuvenit (5,0-7,5). Emulsia obtinuta este transferata intr-un pahar gradat de 50 ml
si se completeaza panad la cota cu restul solventului.

La controlul vizual al emulsiei diluate obtinute, nu se observa nicio modificare a aspectului
exterior. Emulsia cercetata corespunde cerintelor: are un aspect lapticios, omogen si este lipsitd de
particule in suspensie; are un miros placut de ulei volatil de busuioc.

Ambalarea produsului finit.

Amestecul se trece in recipient din sticld intunecata, cu capacitatea de 50 g.

Prescriptia nr. 3. Ciprofloxacina — 0,15 g

Ulei de busuioc - 0,2 g
Carboximetilceluloza sodiu—0,5 g
PEG400-5,0¢g
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Nipagind — 0,02 g
Apa purificatd — pana la 50 g

Prescriptia nr. 3 reprezintd o forma medicamentoasa lichida, emulsie uleioasa de tipul u/a
pentru uz extern, cu continut de ciprofloxacina clorhidrat (lista B) si ulei volatil de busuioc — sub-
stantd insolubila in apa, mirositoare si excipienti:

- agenti de majorare a solubilititii — CMCNa;

- agenti de marire a vascozitatii — PEG-400;

- conservanti (nipagina - 0,02-0,08%).

Procesul tehnologic de preparare a picaturilor auriculare cuprinde urmatoarele faze:

Pregatirea emulsiei primare.

Preparam hidrogelul de sodiu carboximetilceluloza - 10%. Pentru aceasta 5,0 g de CMC-
Na se acopera cu 25 ml apa fierbinte (t = 80-90°C), se lasa pentru gonflare, iar, dupa racire, se
adauga restul de apa racitd la frigider; se amestecd si se omogenizeaza pana la consistenta co-
respunzatoare.

Intr-o ceasca de portelan se introduce 2,0 g de CMCNa, in care se adaugi cu picitura
0,2 g ulei de busuioc (aproximativ sapte picaturi), amestecdm bine pana la emulsionarea ule-
iului.

Pregatirea substantelor medicamentoase.

La balanta analiticd, cantarim masele necesare ale substantelor medicamentoase.

Incorporarea substantelor medicamentoase in emulsia primard.

La emulsia primard se adaugd portionat apa purificata (circa %2 din volumul ei) si excipien-
tii 5,0 g de PEG 400 si 0,02 g nipagind, prealabil dizolvati intr-o cantitate minima de apa purificata
din restul volumului. Se amestecd minutios, apoi se adauga 0,15 g ciprofloxacind, dizolvata in
cantitate minima de apa din restul volumului. Amestecdm bine, omogenizdm emulsia. Masuram
pH-ul solutiei. Emulsia obtinuta este transferata Intr-un pahar gradat de 50 ml si se completeaza
pana la cotd cu solventul.

La analiza vizuald a emulsiei obtinute, am observat cd, din momentul obtinerii emulsiei,
are loc stratificarea, aspectul exterior este neomogen; picaturi de ulei neinglobat in emulgator. Nu
este necesara ajustarea pH-ului, intrucat el se incadreaza in limite, dar, dupa parametrii organolep-
tici, emulsia nu corespunde cerintelor.

In urma studiilor de preformulare a picaturilor auriculare, precum si ale celor de compati-
bilitate, a fost selectatd o singurd compozitie, nr. 2, care are, in calitate de principii active, cipro-
floxacina clorhidrat (lista B) si ulei volatil de busuioc si excipienti:

v agent de majorare a solubilitatii si ca emulgator - Polisorbatul 20;

v’ agent de mdrire a vascozitatii - PEG-400;

v corector de pH (pH-ul favorabil este intre valorile 5-7,5) - solutia sistem tampon ci-

trat, cu continut de citrat de sodiu/clorura de sodiu cu pH = 7,8);

v conservant (nipagina 0,02-0,08%).
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Formularea selectata (nr. 2). Ciprofloxacind —0,15 g
Ulei de busuioc — 0,2 g
Polisorbat 20 —2,0 g
PEG400-5,0¢g
Nipagina — 0,02 g
Solutie tampon citrat cu pH = 7,8 g.s.
Apa purificatd — pana la 50 ml

Conform monografiei de generalitati: ,,Suspensii si emulsii”, prescriptia nr. 2 corespunde
tuturor cerintelor si, ulterior, a fost utilizata pentru analize.

Aceasta prescriptie a fost utilizata In continuare pentru elaborarea metodelor de analiza si
standardizare. Astfel, schema fluxului tehnologic de preparare a picaturilor auriculare combinate
este prezentatd in figura 3.1.

Elaborarea metodelor de analiza pentru picaturile auriculare cu ciprofloxacina

FR X prevede controlul unor parametri specifici pentru solutiile otice.

Solutiile otice trebuie sa fie limpezi, iar emulsiile si suspensiile sa corespunda prevederilor
Farmacopeii sau normelor de fabricatie.

Caractere §i control

a) pH-ul solutiei s-a determinat potentiometric, valoarea obtinuta este de 5,3; pH-ul trebuie
sa fie cuprins intre valorile 5-7,5.

b) Masa totald pe recipient s-a determinat prin cantdrirea individuala a continutului din
zece recipiente. Abaterile de la masa declaratd de 50 g au constituit + 2,1%, ceea ce corespunde
normelor prevazute.

c) Solutia otica s-a identificat prin metoda spectrofotometrica in UV si prin efectuarea re-
actiei la cloruri.

Spectrul UV al solutiei otice, inregistrat pentru 0,5 ml solutie adusa intr-un balon cotat
de 250 ml pana la cota cu solutie 0,1M HCI, in cuva cu grosimea 1 c¢m, 1n regiunea 250-300 nm
trebuie sa posede un maximum la lungimea de unda 277 nm si s@ corespunda spectrului ciprofloxa-
cinei standard.

La 1,0 ml solutie otica se adauga 0,1 ml azotat de argint, 0,1 ml acid azotic: apare un pre-

cipitat cazeos alb, solubil in solutie amoniacala.
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Pregatirea spatiului de producere si a utilajului

Pregatirea emulsiei primare Pregatirea substantelor medicamentoase

l

Emulsionarea uleiului de busuioc

Pregatirea recipientelor

Incorporarea substantelor medicamentoase in excipient

|

Omogenizare

A 4

Standardizare

\ 4

Etichetare si ambalare

!}

Produs finit

Fig. 3.1. Schema fluxului tehnologic de fabricare a picaturilor auriculare cu continut

de ciprofloxacina si ulei de busuioc

Dozarea s-a efectuat prin metoda spectrofotometrica, pentru clorhidratul de ciprofloxaci-
nd, si prin cromatografia de gaze, pentru uleiul volatil de busuioc.

Dozarea spectrofotometrica a ciprofloxacinei.

Pentru prepararea solutiei etalon s-a utilizat ciprofloxacina standard, recristalizata consecu-
tiv din apa bidistilata. Lucrand cu vesela de laborator curata si cu un gradient mic de temperatura
la formarea germenilor de cristalizare (1°C/min.), am reusit sa obtinem ciprofloxacina cu puri-
tate 99,99%, prezentandu-se dupa uscare ca o masa cristalind aciculara, cu punctul de topire de
270,4°C. Puritatea s-a stabilit prin cromatografie de lichide de nalta presiune. Tehnica de lucru a
fost elaborata, tinand cont de studiul comportamentului spectral al substantei standard.

S-a preparat solutia etalon cu concentratia 4 pg/ml in HCL 0,1M (0,01 g ciprofloxacina
se dizolva in solutie HCI 0,1M, in balon cotat de 50 ml. Se aduce la cotd cu acelasi solvent si se
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omogenizeazd. Apoi 1 ml se trece in alt balon cotat de 50 ml si se aduce la cotd cu acelasi solvent si
se omogenizeazad. Se masoara absorbanta solutiei standard de ciprofloxacina la spectrofotometru,
in cuva cu grosimea de 1 cm, la lungimea de unda 277 + 2 nm (fig. 3.2). In calitate de solutie de

referintd, a servit solutia 0,1M de HCL

Absorbance, a.u.
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Fig. 3.2. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiei standard de clorhidrat de ciprofloxacina
4,0 pg / ml (a), solutie proba (b) si placebo (c)

Pentru a stabili intervalul de concentratii, In care se respecta legea absorbantei, am con-
struit diagrama de etalonare. Pentru aceasta, intr-un balon cotat de 50 ml, s-a preparat solutia
etalon de baza din 0,0500 +0,0001g de ciprofloxacina de doud ori recristalizata si apd bidistilata
pana la cotd. Solutiile etalon de lucru s-au preparat prin diluarea solutiei de baza, intr-o regresie
patratica. Astfel am obtinut sase solutii cu concentratiile de 1,5625, 3,125, 6,250, 12,50, 25,00,
50,00 pg/ml. De asemenea am obtinut spectrele de absorbanta ale acestor solutii. S-a urmarit
variatia lungimii de unda la absorbanta maxima si valoarea maximelor de absorbanti. in urma
determindrilor, am constatat limita de detectie: 0,400 + 0,02 pg/ml; eroarea relativa a determi-
ndrilor variaza de la + 0,2%, la concentratii 5 pg/ml, pand la + 3%, la concentratia 1,5625 pg/
ml. Sensibilitatea metodei este de 0,4 pg/ml, iar domeniul de liniaritate este cuprins intre con-
centratiile de 3 si 4 pg/ml.

Pentru analiza spectrofotometricd a solutiei otice, la 1,5 ml solutie se adauga 0,1 M de
HCL intr-un balon cotat cu capacitatea de 250 ml. Se completeaza volumul solutiei pana la cota
cu acelasi solvent si se omogenizeaza. Se citeste absorbanta solutiei proba la spectrofotometru,
la lungimea de unda 277 + 2 nm, in cuva cu grosimea stratului de 10 mm, utilizand in calitate de
solutie de compensare HCL 0,1M.

S-a determinat o concentratie de 0,29% ciprofloxacind si s-au stabilit limitele admisibile de
concentratii de la 0,285 péana la 0,315% in preparat.

De asemenea am stabilit selectivitatea metodei de dozare prin analiza unei probe martor, in
cantitati echivalente cu componentele constituente ale solutiei otice. La lungimea de unda de 277
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nm, corespunzdtoare determindrii ciprofloxacinei, proba martor a indus o valoare a absorbantei de
0,0009. S-au preparat trei solutii:
e solutia etalon: 0,05 g de ciprofloxacina se prelucreaza conform tehnicii prezentate;
e solutia martor: 1,0 ml de excipienti se prelucreaza conform tehnicii descrise la solutia
etalon;
e solutia proba: 0,05 g de ciprofloxacina si 1,0 ml de excipienti se prelucreaza conform
tehnicii descrise.
Se nregistreaza spectrele in UV ale acestor solutii, folosind, ca lichid de compensare, HCL
0,1M. Valorile determinate pentru solutia martor se inscriu in intervalul de variatie al ordonatei la origine.
Determinarea exactitatii (acuratetei) metodei s-a efectuat pe trei probe, compuse din cipro-
floxacina si amestec de excipienti in HCL 0,1M, in concentratii corespunzatoare de 80-120% din
cantitatea declaratd. Acuratetea este exprimata in % de analit regasit, comparativ cu valorile reale,
si este prezentatd in tabelul 3.1.
Conditia de admisibilitate este indeplinita atunci cand randamentul de admisibilitate este

minimum de 99%.

Tabelul 3.1. Randamentul de regasire ca o conditie de admisibilitate

Nr. | Cantitatea de ciprofloxacina luati in lucru Cantitatea de Randamentul de
% mg/ml ciprofloxacina, mg/ml regisire, %
1 80,00 8,7 8,85 101,72
2 100 10,4 10,66 102,50
3 120 12,4 12,68 102,25

Precizia metodei de dozare se apreciaza prin coordonarea rezultatelor mai multor serii de
determindri repetate, efectuate pe aceeasi probd sau pe mai multe esantioane prelevate dintr-o
probd micd omogena. Din punct de vedere cantitativ, precizia se exprima in general prin abaterea
standard si abaterea relativa standard.

In cazul metodei de dozare a ciprofloxacinei, s-au analizat trei probe independente, pentru
fiecare din acestea, efectudndu-se cate cinci determinari conform metodei descrise la dozare. S-a
determinat valoarea medie globald — 10,22 mg/ml; abaterea relativa globala este de 0,02914 mg/
ml; abaterea relativa standard (RSD) este de 0,292. Conditia de admisibilitate prevede ca o meto-
da poate sa fie considerata reproductiva, dacd RSD < 2. Asadar, aceastd conditie este Tndeplinita,
astfel determinand precizia.

S-au stabilit conditiile optime de identificare si dozare a solutiei prin metoda spectrofoto-
metrica. Metoda este exacta si reproductibila, erorile fiind in limitele admise de exigentele contro-
lului medicamentelor pentru forme farmaceutice otice.

Dozarea uleiului volatil de busuioc a fost realizata prin cromatografie de gaze, in baza con-
tinutului de linalool, deoarece acest principiu activ se regdseste in cantitati maxime [101].

A fost Inregistrata cromatograma solutiei analizate prin injectarea a 3 ml de solutie analiza-

ta (fig. 3.3). Paralel, se inregistreazd cromatograma standardului de linalool (fig. 3.4)
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Fig. 3.4. Cromatograma standardului de linalool

S-a calculat continutul de linalool in raport cu standardul.

Tabelul 3.2. Rezultatele evaluarii statistice a dozarii linaloolului in solutie auriculara

prin metoda GC

Cantitatea de ulei injectat, mkl sz;jnut Date statistice
s S
: 00875 A= 008815 20,2997

91




Continutul de linalool s-a calculat in raport cu standardul. Rezultatele determinarilor au

fost evaluate statistic. Eroarea relativa a metodei se incadreaza in limitele admisibile (tab. 3.5).

E: Conditionare si control

E . Picaturile pentru ureche sunt conditionate in recipiente bine inchise, de capacitate cu-
prinsd in 25 ml, produse din material plastic si prevazute cu un dop picurator. Flaconul cu solutie
se eticheteaza corespunzator, utilizandu-se si diferite etichete aditionale. De exemplu: ,,A se pastra
la loc racoros”, ,,A se pastra ferit de luminad” etc.

Asadar, in baza cercetarilor farmaceutice, am reusit sa elaboram Monografia farmacopei-

cd temporard si Regulamentul tehnologic de producere a picaturilor auriculare CB12.

3.2. Elaborarea produsului Neamon-hepa (NH-01)

Tehnologia produsului farmaceutic Neamon-hepa, capsule, 834 mg N30, a fost elaborata
in cadrul Laboratorului tehnologie farmaceutica si transfer tehnologic al CSM, avénd, ca principii
active, aspartatul de arginina, spironolactona si produsul BioR (Institutul de Microbiologie si Bio-
tehnologie al ASM, sub conducerea academicianului Valeriu Rudic).

Fluxul tehnologic a inclus urmatoarele etape de baza: cercetarea materiei prime si a
excipientilor, uscarea componentelor cernute, cantarirea si masurarea volumului componen-
telor, impregnarea lactozei cu sol. BioR, uscarea lactozei cu BioR si pulverizarea ameste-
cului uscat, pregatirea mixurilor (fig. 3.5): I (spironolactona: lactoza anhidra in raport 1:2),
IT (se amesteca mixul I cu lactoza impregnata cu BioR), III (se amesteca mixul II, amidon
de porumb, celuloza microcristalind, stearat de magneziu), I'V- final ( se amesteca mixul 111
cu aspartat de L-arginind uscatd), conditionarea in capsule, ambalarea capsulelor in ambalaj
primar (flacoane), amplasarea ambalajului primar in unul secundar, ambalarea colectiva. Con-
tinutul capsulei reprezinta o pulbere de culoare albd, cu nuanta gélbuie si miros caracteristic
slab (fig. 3.6). In cadrul cercetirilor de elaborare a metodelor de standardizare pentru produ-
sul Neamon-hepa, la conceperea tehnologiei produsului farmaceutic, efectuate in Laboratorul
analiza, standardizare si controlul medicamentului al C§M, s-a studiat aplicabilitatea unor
metode farmacopeice si nefarmacopeice de analiza a substantelor active. Metoda USP-29 de
dozare a spironolactonei s-a dovedit a fi utila in acest scop. Cu toate acestea, pentru a standar-
diza produsul finit, am elaborat metoda spectrofotometricd a dozarii spironolactonei pentru
testul de dizolvare a produsului, metoda HPLC de dozare a L-argininei in forma farmaceutica,
care poate fi utilizatd ca o alternativa, de asemenea metoda de identificare a preparatului BioR
in componenta formei farmaceutice, dupd continutul acidului glutamic. Astfel am elaborat
metoda HPLC corespunzdtoare. Pe baza rezultatelor obtinute, am perfectat toatd documentatia
tehnica de normare a produsului cercetat.

Obtinerea capsulelor de Neamon-hepa cu proprietati farmacotehnologice si biofar-

maceutice optimizate
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Preparatul autohton Neamon-hepa (NH-01) a fost conceput ca un remediu cu actiune poli-

functionala in domeniul abordat, in perspectiva reducerii concentratiei de amoniac 1n creier, fapt ce ar

contribui la diminuarea complicatiilor in ciroza hepaticd. Componentele de baza sunt arginina, spiro-

nolactona si BioR-ul, care reprezinta o formula de perspectiva datoritd potentarii efectului antioxidant.

Pregatirea solutiei
alcoolice de BioR

|

. |

Impregnarea lactozei
anhidre uscate cu solutie
de BioR

Uscarea L-argininei si
spironolactonei Uscarea lactoza
(temperatura 40 - 50°C, componentelor cernute | apidra uscata.
30 minute) (temperatura 40 - 50°C,
45 minute)

l

~N

Amestec I

(amestecarea spironolactonei cu lactoza

Uscarea /factozei anhidre
impregnate cu 8/oR
(temperatura 30 - 35°C,
60-90 minute)

anhidrd, in raport 25 mg la 50 mg)

Amestec II
(Amestecul T cu lactozad
impregnata cu BioR)

'

Amestec ITI

(Amestecul IT cu amidon de porumb, celuloza
microcristaling, stearat de magneziu)

X

Amestec IV (final)
(Amestecul III cu L-arginind uscatd)

Cernerea
stearatului de
magneziu (sita
cu dimensiunea
ochiurilor 0,8mm)

r

Capsularea
Amestecului IV in capsule

A

Ambalarea in ambalaj primar

Etichetarea

Ambalarea in ambalaj secundar

Fig. 3.5. Procesul de fabricare a Neamon-hepa (NH-01)
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Formularea continutului capsulelor.

In procesul de formulare trebuie si se tind cont de caracteristicile substantelor active si
ale celor auxiliare, de aparataj. Cunoasterea proprietatilor fizico-chimice ale substantelor active
determind alegerea substantelor auxiliare potrivite si a procedeelor tehnologice adecvate. Pentru a
obtine amestecuri cat mai omogene, particulele de substanta activa si de substante auxiliare trebuie
sd aiba dimensiuni cat mai apropiate, fapt ce asigura si un dozaj corespunzator.

Luand 1n considerare continutul principiilor active pentru o unitate farmaceutica (cap-
suld operculatd), a fost selectat preventiv numarul capsulei, conform caracteristicilor capsu-
lelor operculate, produse de industria farmaceuticd sub numere de la nr. 000 pana la nr. 5
inclusiv. In acest scop am selectat capsulele nr. 00. Potrivit datelor din literatura, capacitatea
acestor capsule este de 0,95 cm?, ceea ce corespunde cantitatilor de amestec de pulberi de la
825 pana la 950 mg, cu densitatea amestecului de la 0,9 pana la 1,0 g/cm®. Dintre substantele
auxiliare am selectat: lactoza anhidra, amidonul, celuloza microcristalina si stearatul de mag-
neziu. Formula pentru o capsula este prezentata in tabelul 3.6, in care sunt indicate denumirea
componentelor, cantitatea lor intr-o capsula si rolul fiecarui component. De obicei, 1n calitate
de diluanti se utilizeaza substante inerte din punct de vedere chimic si farmaceutic, convenabi-
le economic, care prin prezenta lor faciliteaza operatiile de preparare si satisfac exigentele de
calitate a capsulelor. Este preferabil ca diluantii sa posede si alte caracteristici utile, indeplinind
rolul de dezagreganti, adsorbanti etc. Tinand cont de aspectele enumerate, am utilizat amidonul
si celuloza microcristalind care pot fi in acelasi timp diluante si dezagregante, iar, ca lubrifiant,
stearatul de magneziu.

Etapele procesului de preparare (fig. 3.5).

1. L-arginina si spironolactona se tritureaza, se cern prin sita cu marimea ochiurilor de 0,8
mm si se usuca in dulapul de uscare la temperatura de 40-50°C, timp de 30 min.

2. Lactoza anhidra, amidonul si celuloza microcristalind se cern prin sita cu marimea
ochiurilor de 0,8 mm si se usuca in dulapul de uscare la temperatura de 40-50°C, timp de 45 min.

3. La o parte de lactoza anhidra (circa 200 mg) se adauga treptat solutia alcoolica de BioR
si se lasd la loc deschis pana la evaporarea totald a solventului. Operatia se repeta de cateva ori,
pana toata cantitatea de solutie este absorbitd de lactoza. Amestecul obtinut se trece in dulapul de
uscare si se usuca timp de 60 — 90 de minute la temperatura de 30-35°C. Amestecul trebuie sa po-
sede o pulverulentad buna, fara conglomerate.

4. Separat, se amesteca spironolactona (25 mg) cu circa 50 mg de lactoza (restul ramas),
pana se obtine o combinatie omogena. La aceasta combinatie, prin amestecare continud, se adauga
in mai multe reprize BioR cu lactozad. Apoi se adauga amidonul, celuloza microcristalina si steara-
tul de magneziu si se agita timp de 15-20 de minute, pana iarasi obtinem o combinatie omogena.

5. La ultima etapa, in combinatia obtinuta se adauga treptat pulberea de L-arginind uscata
si se amestecd timp de 20-30 de minute. In definitiv vom obtine un amestec omogen, pulverulent,

fara particule de componente separat evidentiate.
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6. Amestecul obtinut se conditioneaza in corpul capsulelor operculate nr. 00, cate 834,0

mg, si se inchid cu capacul respectiv.

7. Preparatul obtinut se ambaleaza a cate 10 sau 20 de capsule, In flacoane din polietilena,

si se eticheteaza conform Monografiei farmacopeice temporare (MFT).

Procesul tehnologic prezentat supra este unul de baza in Regulamentul tehnologic de pro-

ducere (RTP) a capsulelor cu Neamon-Hepa.

Tabelul 3.3. Compozitia produsului farmaceutic NH-01

Nr. Denumirea componentelor Cantltateavpentru ®| Rolul in formuli
crt capsula, mg
1. | Aspartat de L-arginina 450,0 Principiu activ
2. |Spironolactona 24,0 Principiu activ
BioR, solutie alcoolica,
3. 150 mg/ml 9,0 Principiu activ
(recalculat la substanta uscata)
4. |Lactoza anhidra 240,0 Diluant
5. | Amidon de cartofi 60,0 Glisant
6. | Celuloza microcristalina 45,0 Antiaderent, Glisant
7. |Stearat de magneziu 6,0 Lubrifiant
Masa totala 834,0

Etapele procesului de preparare sunt prezentate in figura 3.5.

Elaborarea metodelor de analiza si standardizare pentru produsul Neamon-Hepa

Scopul acestei etape a constat In elaborarea metodelor de analiza si de standardizare pentru
produsul Neamon-Hepa, cu compozitia propusa supra.

In procesul de elaborare a metodelor de analiza si standardizare, s-a tinut cont de struc-
tura si cerintele prezentate de ghidurile europene si internationale de elaborare a documentatiei
analitice de normare a calitdtii produselor medicamentoase. Pentru a identifica spironolactona
si aspartatul de arginina, am elaborat metoda de cromatografie de lichide de 1nalta performanta
(HPLC). Aceeasi metoda a fost implementata si in cazul elaborarii metodelor de dozare a aces-
tor substante. Perioadele de retentie a picurilor cromatografice din proba analizata la efectuarea
testului ,,Dozarea spironolactonei” trebuie sa corespunda timpilor de retentie a picurilor din so-
lutia standard. Similar am procedat si in cazul aspartatului de arginina, unde timpii de retentie
a picurilor cromatografice din proba analizata la efectuarea testului ,,Dozarea aspartatului de
arginind” trebuie sa corespunda timpilor de retentie a picurilor din solutia standard de arginina
si acid aspartic. Metoda HPLC de dozare a principiilor active s-a realizat cu utilizarea fazei

stationare inverse ,,Phenyl”, ea, fiind optima, permite dozarea preparatului prin calcularea unui
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singur varf cromatografic. De asemenea s-au verificat liniaritatea si repetabilitatea metodei
propuse.

In acelasi context am obtinut conditii de separare cromatografic optima, utilizand in com-
pozitia fazei mobile acetonitril in loc de metanol, fapt ce a influentat favorabil forma picurilor si
eficienta sistemului cromatografic (fig. 3.6). Aceastd metoda poate fi utilizata pentru a identifica
spironolactona dupd timpul de retentie si pentru a determina concentratia acesteia in testul de
dizolvare. Paralel, am optimizat si metoda de spectrofotometrie in UV, pentru a determina concen-
tratia spironolactonei in testul de dizolvare.

Metoda HPLC de dozare a aspartatului de L-arginina a inceput cu studiul preliminar al
spectrului UV (fig. 3.7), care permite detectia lui directa In concentratii relativ mari (fig. 3.8). Pe
faza stationard CN (in regim cu faza normald), L-arginina se retine mai bine. Luand in considera-
re structura chimica, se poate presupune obtinerea rezultatelor satisfacatoare pe fazele stationare
schimbatoare de cationi (SCX) sau de anioni (SAX), dar, din cauza lipsei coloanelor cromatogra-
fice corespunzatoare, ne-am limitat doar la coloanele cu faze inverse.

Metodele prezentate supra au fost incluse in compartimentul Dozare al Monografiei far-

macopeice Neamon-Hepa.
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Fig. 3.6. Cromatograma solutiei de spironolactona, 20 mg/l
Conditii cromatografice: coloana Uptisphere 5 ODB, 5 um, 3 x 150 mm;

faza mobila: acetonitril — apa (55:45), debit 0,8 ml/min.; detectie in UV, 242 nm;
volumul probei de injectat 10 ul.
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Fig. 3.7. Spectru de absorbtie in UV a solutiei apoase clorhidrat de L-arginina
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Fig. 3.8. Forma picului L-argininei si eficienta sistemului cromatografic in functie de con-

centratia acetonitrilului in faza mobila

Conditii cromatografice: coloana Extrasil CN, 3 um, 4 x 75 mm; faza mobila:
acetonitril — tampon fosfat (0,01M H3PO4 + 0,01M KH2PO4), debit 1,5 ml/min.;
detectie in UV, 210 nm.



Determinarea acidului glutamic

Principiul metodei consta in faptul ca glutamatdehidrogenaza catalizeaza reactia:

L-glutamat + NAD* < a-cetoglutarat +NAD-H2 + NH4"

Echilibrul reactiei este deplasat in stanga. Datorita legarii a-cetoglutaratului cu hidrazina,
in prezenta surplusului de NAD si in mediu bazic (pH 9), L-glutamatul este transformat cantitativ
in a-cetoglutarat si se masoara absorbanta la 340 sau 366 nm.

Initial, se construieste curba de calibrare. Din solutia stoc, cu concentratia acidului gluta-
mic de 1 mg/ml, se prepara cateva dilutii: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35 si 0,40 mg/ml.

La 3 ml solutie tampon de glicind/hidrazind (0,5M glicind, 0,4M hidrazind) pH 9,0, se
adauga 0,2 ml NAD, 0,2 ml proba (acid glutamic) si 0,05 ml glutamatdehidrogenaza (3 UA/mg)
in 0,15 M sol. K2S04. Se masoara absorbanta la 340 nm (E1) imediat dupa adaugarea enzimei si
dupa 60 min. de incubare la 300C (E2). Se determina diferenta dintre E2 si E1.

Proba oarba se prepara in mod analog, doar ca, in loc de acid glutamic, se adauga 0,2 ml
H20. La 3 ml solutie tampon de glicind/hidrazina (0,5M glicind, 0,4M hidrazina, pH 9), se adauga
0,2 ml NAD, 0,2 ml H20.

Mersul determindrii. La 0,25 ml 0,5M solutie tampon de glicind/hidrazina (0,5M glicina,
0,4M hidrazind), cu pH-ul 9, s-au adaugat 0,02 ml NAD, 0,02 ml proba diluata si 0,010 ml gluta-
matdehidrogenaza (1,5 UA/mg) in 0,15 M sol. K2SO4 si s-a agitat. Am citit absorbanta la 340 nm
(E1) imediat dupa adaugarea enzimei si dupa 60 min. incubare la 300C (E2). S-a determinat dife-
renta E2-E1. Proba oarba s-a preparat In mod analog, doar c4, in loc de acid glutamic, s-a adaugat
0,02 ml H20: La 3 ml 0,5M solutie tampon de glicind/hidrazina (0,5M glicina, 0,4M hidrazind),
cu pH-ul 9, s-au adaugat 0,02 ml NAD si 0,02 ml H20. Aceasta metoda de asemenea a fost inclusa
in Monografia farmacopeici Neamon-hepa. In continuare sunt redati alti parametri de calitate,
inclusi in aceeasi Monografie farmacopeicid Neamon-hepa.

Masa medie si devieri de la masa medie ale capsulelor intacte

Determinarea se efectueaza conform prevederilor Farmacopeii Europene.

Din esantionul pentru analiza se preiau 20 de capsule. Se cantareste fiecare capsula intacta.
Din 20 de valori obtinute, se calculeazd masa medie a capsulelor intacte, care trebuie sa fie de la
0,820 pana la 1,030 g.

Devierea masei individuale a capsulelor intacte fata de valoarea medie nu trebuie sa depa-
seascad £ 10%, cu exceptia a doud capsule, pentru care se admite abaterea pana la + 20%.

Masa medie si devieri de la masa medie ale continutului capsulelor

Determinarea se efectueaza conform prevederilor Farmacopeii Europene. Din esantionul
pentru analiza se preleveaza 20 de capsule. Se cantareste fiecare capsula intactd, se deschide, se
indeparteaza continutul si se cantareste invelisul capsulei. Se calculeaza diferenta dintre cele doua
cantariri, ce reprezintd masa continutului capsulei. Din 20 de valori obtinute se calculeazd masa

medie a continutului capsulei, care trebuie sa fie de la 0,771 pana la 0,897 g.
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Devierea masei individuale a continutului capsulei fatd de valoarea medie nu trebuie sa
depaseascd + 10%, cu exceptia a douad capsule, pentru care se admite abaterea pana la + 20%.

Dizolvare

Determinarea se efectueaza conform USP-29, utilizand aparatul II (cu palete). Mediul de
dizolvare — solutie 0,1% de laurilsulfat de sodiu in acid clorhidric 0,1 mol/l, volumul — 1000 ml,
viteza de rotatie a paletelor — 75 rot./min., durata dizolvarii — 60 min. In sase vase se introduce
cate o capsuld preparat de analizat, iar in al saptelea vas — o capsula, eliberatd de continut. Dupa 60
min. se preleveaza 5 ml solutie din centrul vasului, se filtreaza prin filtru cu membrana (0,45 um),
aruncand prima portiune de filtrat (solutia probd). Conditiile de analiza cromatografica sunt pre-
zentate In compartimentul Dozare spironolactond. Prepararea solutiei standard spironolactona:
4,5 ml de solutia A, obtinutd in compartimentul Dozare spironolactona, se trece in balonul cotat
cu capacitatea 100 ml, se aduce la cotd cu faza mobila si se omogenizeaza. Solutia contine circa 18
mg/l spironolactona, ce corespunde gradului de eliberare 75%.

Omogenitatea dozarii. Determinarea se efectueaza conform prevederilor Farmacopeii
Europene. Conditiile de analiza cromatografica, prepararea solutiei standard si verificarea utili-
tatii sistemului cromatografic sunt prezentate in compartimentul Dozare spironolactona.

Efectuarea analizei. Din esantionul analizat se preleveaza zece capsule. Continutul fiecarei
capsule se trece cantitativ in balonul cotat cu capacitatea 25 ml, se adauga 15-20 ml faza mobila,
se tine 5 min. pe baie de ultrasunet, se completeaza volumul cu faza mobila si se omogenizeaza. 1
ml solutie obtinuta se trece in alt balon cotat cu capacitatea 25 ml, se completeaza cu faza mobila si
se omogenizeaza. Solutia se filtreaza prin filtru cu membrana (0,45 pm), aruncand prima portiune
de filtrat. Cate 20 pl solutii de analizat si solutie standard spironolactona se introduc consecutiv in
cromatograf.

Din zece valori obtinute se calculeaza valoarea medie si devierile individuale de la aceasta.
Devieri individuale ale continutului spironolactonei in probele analizate de la valoarea medie nu tre-
buie se depdseasca + 15%, cu exceptia unei capsule, pentru care se admite abaterea pana la + 25%.
Daca doua sau trei din zece valori individuale demonstreaza o deviere mai mare de + 15%, dar nu
mai mare de + 25%, aceeasi procedura se repetd incd pe 20 de capsule. Cel mult trei din cele 30 de
valori obtinute in total pot demonstra devieri mai mari de = 15%, dar nu mai mari de + 25% de la
valoarea medie.

Contaminare microbiana. Preparatul trebuie sd corespunda cerintelor Farmacopeii Eu-
ropene, categoria 3A. In conditii de cercetare, preparatul nu poseda activitate bactericida. In 1,0 g
produs farmaceutic se admite prezenta a cel mult 1000 de microorganisme aerobe si cel mult 100

de fungi (levuri si fungi filamentosi) in lipsa E. coli.
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3.3. Sinteza capitolului 3

1.

10.

Teoretic, a fost argumentat rationamentul combindrii in aceeasi forma farmaceutica a
remediului antibacterian cu un produs natural — uleiul volatil de busuioc.

Au fost studiati si prezentati excipientii utilizati la formularea picaturilor auriculare in
functie de proprietatile fizico-chimice ale substantelor medicamentoase selectate, ceea
ce a servit drept bazi pentru efectuarea studiilor de preformulare. In urma cercetarilor
la etapa de preformulare, a fost stabilitd formula optima pentru picaturile auriculare
combinate.

exacte si sensibile - Spectrofotometria UV, HPLC si GC - care au demonstrat ca

substantele nu se interfereaza si pot fi asociate In aceeasi forma farmaceutica.

. Studiile de preformulare au conditionat elaborarea formulei optime si a tehnologiei

de preparare pentru picaturile auriculare CB-12. In acest context au fost elaborate
metodele de analiza si standardizare ale principiilor active din picaturile auriculare si

validata metoda spectrofotometrica in UV de dozare a ciprofloxacinei.

. Studiul farmaceutic demonstreaza compatibilitatea fizicd si chimicd a componentelor,

stabilitatea acestora atit in procesul de formulare, cat si pe toatd perioada de
valabilitate a CB-12 si determind parametrii tehnologici de preparare a formei
farmaceutice selectate.

Metodele concepute au stat la baza elaborarii Regulamentului tehnologic de
producere si a Monografiei farmacopeice temporare a picaturilor auriculare CB12.
La fabricarea CB-12 au fost parcurse fazele procesului tehnologic, caracteristice pentru
picaturi auriculare.

Procesul tehnologic prezentat este bazat pe Regulamentul tehnologic de producere
(RTP) a capsulelor cu Neamon-hepa. S-a studiat aplicabilitatea unor metode
farmacopeice si nefarmacopeice de analiza a substantelor active pentru a standardiza
produsul farmaceutic Neamon-hepa.

Metodele elaborate de asemenea reprezinta baza Monografiei farmacopeice a capsulelor
cu Neamon-hepa. La fabricarea produsului farmaceutic Neamon-hepa au fost parcurse
toate fazele procesului tehnologic, caracteristice pentru capsule.

Studiile farmaceutice demonstreaza compatibilitatea fizicd si chimica a componentelor,
stabilitatea acestora atdt in procesul de formulare, cat si pe toatd perioada de
valabilitate a medicamentului si determind parametrii tehnologici de preparare a
formei farmaceutice selectate a produselor CB-12, picaturi auriculare, Neamon-hepa,
capsule.

Rezultatele cercetarilor farmaceutice au servit ca reper pentru initierea investigatiilor

farmacologice preclinice pe animale de laborator, de determinare a inofensivitétii si
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11.

12.

eficacitatii produselor medicamentoase combinate CB-12, picaturi auriculare, Neamon-
hepa, capsule.

Metodele de analizd si standardizare, precum si cele de preformulare, formulare si
optimizare a CB-12 si NH, elaborate in prezenta lucrare, pot fi utilizate la aprecierea
calitatii, la perfectarea documentatiei analitice si ca bazd metodologica pentru
laboratoarele de cercetare-dezvoltare a producatorilor preocupati de ajustarea
formulelor si tehnologiilor pentru medicamentele combinate.

Rezultatele obtinute se recomandd de a fi implementate in procesul de instruire
universitara si postuniversitard a farmacistilor la ciclurile: ,,Actualitdti in controlul
calitatii medicamentelor”, ,,Standardizarea in domeniul medicamentului si validarea

metodelor de analiza”, ,,Metode fizico-chimice in controlul medicamentelor”.
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4. CERCETAREA TOXICITATII SI EFICACITATII
FARMACOLOGICE PRECLINICE ALE PRODUSELOR
MEDICAMENTOASE COMBINATE OTOPROTECTOARE

4.1. Studii de determinare a inofensivitatii medicamentoase a produsului CB-12

4.1.1. Determinarea toxicitatii acute a produsului CB-12

Toxicitatea acutd (TA) a fost determinata prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei de to-
xicitate, conform TG 423: Acute Toxic Class Method (ATCM) recomandat de Organizatia Econo-
mica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD) si dupa metoda Kerber, prin stabilirea dozei letale
medii (LD — 50%) care indica mortalitatea a /2 din animalele de laborator, incluse in experiment
(10, 11). La 24 de femele, preparatul investigat pentru loturile de studiu (CB-12) si substanta de
referintd sol. NaCl 0,9% la sase femele din lotul-martor au fost administrate enteral. La 24 de mas-
culi, preparatul cercetat la loturile de studiu si aceeasi substantad de referintd la sase indivizi din lo-
tul-martor au fost administrate intraperitoneal. Produsele testate au fost administrate intr-o singura
priza. Cantitatea de lichid inoculatd a fost calculatd 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 soarecilor 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 a fost diluat in volume con-
stante 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.

Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile. In timpul observatiilor au fost inregistra-
te: comportamentul animalelor, consumul alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea
miscdrilor, reactia la excitanti fizici (lumind, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mu-
coaselor. De asemenea au fost inregistrate timpul aparitiei fenomenelor de intoxicatie si decesul
animalelor. Vizual, am determinat tabloul clinic al intoxicatiei.

Toate animalele din studiu, inclusiv cele decedate si cele muribunde din fiecare lot (dupa
eutanasiere), au fost disecate separat, pentru a studia organele interne si a confirma modificarile
obtinute in experienta.

Rezultate

Administrarea enterald la soricei. La administrarea dozei testate, precum si a dozei de
100 mg/kg si supravegherea timp de sapte zile, nu am constatat nici modificdri In comportamentul
animalelor si nici decesul lor (tabelul 4.1).

Administrarea CB-12 in doze de 300, 600, 1000 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 a primelor patru ore (300 mg/kg) si 24 de ore (pentru 600, 1000 mg/kg). La
cate o femela si cate un mascul, carora li s-a administrat dozele de 600, 1000 mg/kg, s-a constatat o

diminuare a activitatii motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni, cu
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dezvoltarea unei stari terminale (gasping) si decesul animalelor - in decurs de 48 de ore a femelei
s1 96 de ore (patru zile) a masculului la doza de 600 mg/kg. La doza de 1000 mg/kg s-a constatat
decesul animalelor n decurs de 48 de ore a femelei si 72 de ore (trei zile) a masculului. Ocazional,
am constatat convulsii [77].

Administrarea intraperitoneald. La administrarea dozei testate, precum si a dozei de 100
mg/kg si supravegherea timp de sapte zile, nu am constatat nici modificari iIn comportamentul
animalelor si nici decesul lor. La administrarea dozei de 300 mg/kg, la o femela s-a observat o
diminuare a activitatii motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni,
cu dezvoltarea unei stari terminale (gasping) si decesul in decurs de cinci zile. La cate o femela si
cate un mascul, carora li s-a administrat doza de 600 mg/kg, s-a remarcat o diminuare a activitatii
motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni, cu dezvoltarea unei stari
terminale (gasping) si decesul animalelor in decurs de 24 de ore - femela si 48 de ore — masculul.
La doud femele si un mascul, cdrora le-am administrat doza de 1000 mg/kg, am constatat o di-
minuare a activitatii motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni, cu
dezvoltarea unei stari terminale (gasping) si decesul animalelor Tn decurs de 72 de ore - femelele si
48 de ore - masculul. Starea soarecilor, care au supravietuit la administrarea dozelor de 300, 600,
1000 mg/kg, s-a caracterizat printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii
exogeni. Animalele au revenit la starea initiala pe parcursul a 48 de ore (tabelul 4.2).

Ocazional, am constatat convulsii. La examinarea macroscopicd a organelor interne ale

animalelor decedate, nu s-au evidentiat modificari vizibile [77].

Tabelul 4.1. Toxicitatea acuta a CB-12 la administrarea enterala

Doza Masculi Femele Decesul animalelor
Nr. animale Deces Nr. animale Deces Nr. animale | Deces, %
100 mg/kg 3 - 3 - 6 0
300 mg/kg 3 - 3 - 6 0
600 mg/ kg 3 1 3 1 6 34
1000 mg/kg 3 1 3 1 6 34

Tabelul 4.2. Toxicitatea acuta a CB-12 la administrarea intraperitoneala

Doza Masculi Femele Decesul animalelor
Nr. animale Deces Nr. animale Deces Nr. animale | Deces, %
100 mg/kg 3 - 3 - 6 0
300 mg/kg 3 - 3 1 6 17
600 mg/ kg 3 1 3 1 6 34
1000 mg/kg 3 1 3 2 6 51

La administrarea enterald a dozei de 50 mg/kg de CB-12, cu supraveghere timp de sapte zile,
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Administrarea produsului CB-12 in doze de 300, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o peri-
oada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Toate animalele au revenit la starea
initiald pe parcursul primelor 24 de ore (300 mg/kg) si in decurs de 24-48 de ore, la administrarea
produsului CB-12 in doza de 2000 mg/kg). La doud animale am remarcat diaree, care s-a norma-
lizat pe parcursul a 24 de ore.

In primele trei zile dupa administrarea CB-12 in dozele de 300 si 2000 mg/kg, ocazional, la
animale au fost observate somnolentd, adinamie, inapetenta, diaree. Aceste simptome au disparut
dupa una-doua zile. In baza rezultatelor preclinice (tabelul 4.3), la sobolani a fost estimat LD, >
2000 mg/kg.

De asemenea, nu s-au evidentiat deosebiri semnificative intre dinamica cresterii masei cor-
porale si consumul alimentelor la animalele din loturile cercetare si lotul-martor.

La necropsia si examinarea organelor interne — limba, mucoasele cavitatii bucale, dintii,
traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta, vezica urinara, ovarele — in lotu-
rile experimentale si cel martor, in ambele cai de administrare, modificari patologice vizibile nu
au fost stabilite [77].

Tabelul 4.3. Toxicitatea acuta a produsului CB-12 la sobolani

Doza Numair animale Decese deceselor
Lotul-martor 6 -
50 mg/kg 6 -
300 mg/kg 6 1
600 mg/kg 6 1
2000 mg/kg 6 2

Datele autopsiei (necropsiei)

Peste doua saptamani dupa inceperea experimentului, la inspectarea exterioara a soriceilor
sacrificati, nu am relevat diferente intre animalele din loturile studiate.

Limba si mucoasele cavitdtii bucale erau palide si curate. Dintii — pastrati. Eliminari din
orificii naturale nu s-au observat. Blana era lucioasa, curata; focare de alopecie de asemenea nu
s-au remarcat. Iritari, eroziuni, ulceratii pe piele nu s-au evidentiat. Mucoasele vizibile erau palide,
stralucitoare, netede. Glandele mamare ale femelelor la palpare erau fard induratii. Organele geni-
tale masculine — normal exprimate.

La examinarea cavitatii toracice si abdominale, exsudat nu s-a depistat, dereglari in ampla-
sarea si dimensiunea organelor interne nu s-au observat. Pleura, pericardul si peritoneul — subtiri,
lucioase si netede.

Glanda tiroida, de consistentd moderat densa, strans adera la laringe. Cat priveste dimen-
siunile ei si forma devierilor de la norma, nu s-au depistat. In sectiune: suprafata — uniforma, de

culoare roz. Timusul — de forma triunghiulara, culoare albicioasa si consistentd moderat densa.
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Diametrul aortei era uniform. Intima aortei — neteda, lucioasa, de culoare albuie. Modifi-
cari In dimensiunea si in forma inimii nu au fost depistate. Muschiul cardiac — de o consistenta
moderat-densd, de culoare maro uniforma. Valvele cardiace — subtiri, netede, lucioase. Cavitatile
cardiace contineau o cantitate micd de sange.

Plamanii s-au colabat la deschiderea cutiei toracice. Modificdri in dimensiunea si in forma
lor nu s-au evidentiat. Suprafata pulmonara era de culoare roz uniforma. Tesutul pulmonar - la
atingere catifelat. Lumenul traheii si bronhiilor mari era larg. Mucoasa - lucioasa, pal-roz si neteda.

Mucoasa esofagului era lucioasa, netedd, avea o culoare palidd. Dimensiunea si forma
stomacului — fara modificiri. In lumenul stomacului se contineau alimente. Hiperemie, eroziuni,
hemoragii, ce ar determina influenta iritanta a preparatului, nu s-au evidentiat.

In lumenul duodenului, modificari nu au fost depistate, mucoasa acestuia era lucioasa,
neteda si de culoare roz-pald. Mucoasa intestinului subtire, la fel, era roz-pala, lucioasa, neteda.
Mucoasa colonului avea o nuantd usor gri, neteda si lucioasa.

Forma si dimensiunea ficatului modificari nu au prezentat. Ficatul avea o suprafata neteda,
de culoare rosu-inchis uniform. Tesutul hepatic in sectiune era rosu-inchis. Capsula hepatica era
subtire si transparentd. Consistenta tesutului hepatic era de o densitate obisnuita.

Modificéri ale formei pancreasului nu au fost depistate. Pancreasul avea o structura lobula-
ra, de culoare roz-pala si textura moderat densa.

Dimensiunea si forma splinei modificari nu prezentau. Suprafata era neteda, de culoare
visinie-inchis. Consistenta - moderat densi. In sectiune s-a evidentiat foliculi de culoare gri.

Dimensiunile si forma rinichilor — fara modificari. Capsula renald — usor detasabila. Supra-
fata neteda, culoarea uniforma bruni-cenusie. In sectiune, portiunea medulari si cea corticald — bine
determinate. Consistenta tesutului renal era de densitate moderata.

Glandele suprarenale de forma rotunjita aveau culoarea alb-galbuie si consistentd mode-
rat-densa. In sectiune, clar se evidentia portiunea medulo-suprarenald de culoare maronie.

Vezica urinard era umplutd cu urind transparentd, de culoare deschisa. Mucoasa vezicii
urinare era neteda, lucioasd, pald, fard semne de iritatie sau inflamatie.

Ovarele aveau o suprafata neregulatd, de culoare rosie-inchis si forma rotunjita. Corpul
uterin — cu densitate moderatd, dimensiuni obisnuite, culoare rosie-inchis. Testiculele masculilor —
cu densitate moderata, culoare alba, dimensiuni obisnuite.

Membranele cerebrale — subtiri, transparente. Substanta creierului densa la palpare, supra-

fata creierului — neteda. In regiunea frontala, largirea ventriculelor nu s-a observat.

Tabelul 4.4. Determinarea clasei de toxicitate acuta

a produsului medicamentos CB-12

Denumirea Clasa de toxicitate LDS50 estimat mg/kg
CB-12 — administrare enterala 5 (practic netoxica) 2000 - 5000 = 2500
CB-12 — administrare intraperitoneala 5 (toxicitate redusa) 501-1250
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Rezultatele obtinute ne-au permis sa stabilim ca LD 0% pentru administrarea enterald este
de 300 mg/kg si pentru cea parenterald - 100 mg/kg.

Procentajul maxim de letalitate LD 34% pentru administrarea enterala a fost stabilit la do-
zele de 600 si 1000 mg/kg. Astfel, matematic, s-a calculat posibila LD 25% = 441 mg/kg, dozele
LD 50, LD 84 si LD 100% nefiind stabilite.

Procentajul maxim de letalitate LD 51% pentru administrarea parenterald a fost stabilit la
doza 1000 mg/kg. Astfel, matematic, s-a calculat posibila LD 25% = 490 mg/kg, dozele LD 84 si
LD 100% nefiind stabilite.
dupad metoda Kurber. Rezultatele studiului denota o toxicitate redusa a preparatului studiat. Rezul-

tatele cercetdrii pot servi ca premisd pentru efectuarea toxicitatii cronice a CB-12.

4.1.2. Determinarea inofensivitatii CB-12 asupra analizatorului auditiv

Concentratiile farmaceutice, cu corespunderea dozelor de 100 si, respectiv, 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 maximal admisibild pentru administrare.

Studiul farmacologic a fost efectuat pe: 18 sobolani (masculi). Lotul 1- martor (s-a inocu-
lat solutie de NaCl 0,9%), lotul 2 - ototoxicitate medicamentoasa cu solutie de gentamicina, lotul
3 — solutie de NaCl 0,9% + CB 12. Animalele au fost obtinute din aceeasi sursa si mentinute in
conditiile de viata ale laboratorului (cutii standarde de masa plasticd) pentru aclimatizare. Condi-
tiile 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 14 zile. In
timpul observatiilor au fost Tnregistrate: comportamentul animalelor, consumul alimentelor si al
apet, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), func-
tia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor. Vizual, s-a determinat tabloul clinic al intoxicatiei.
Animalele au fost cantdrite la I, a VII-a si a XIV-a zile (inainte de eutanasie).

Cercetarea s-a efectuat conform cerintelor nationale si internationale privind efectuarea
experimentelor cu implicarea animalelor de laborator [6, 7].

Analgezie — somn medicamentos. Doza: sol. Diazepam, 2,0 mg/kg, 1.p. [2].

Ototoxicitate — Gentamicina in ureche, 40 mg/ml, cate 0,1 ml i./m. — trei administrari [7, 8].

Preparatele studiate — CB-12 a fost administrat intern prin gavaj — trei administrari.

Evaluarea auzului — Tnainte de experiment si dupa tratament.

- Otoscopie — AD (urechea dreapta), AS (urechea stanga)

- Reflexul Preyer la zgomot de 80 dB (deciBell)

- Inregistrarea otoemisiilor acustice tranzitorii (TOEA) si a otoemisiilor acustice pe produs
de distorsiune (PDOEA) - (determinarea functiei urechii interne) [2, 4, 7].
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Rezultate

In nici un lot de studiu nu au fost constatate modificiri in comportamentul animalelor, con-
sumul alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la excitanti fizici
(lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor.

La efectuarea otoscopiei, la toate loturile am observat bilateral membrana timpanica de
culoare gri si lipsa eliminarilor auriculare, ceea ce denota lipsa procesului inflamator in urechi.

In lotul 1, reflexul Preyer pozitiv (reactionarea animalului de laborator la stimul sonor de
intensitate mare). La animalele din lotul 2 se constata ototoxicitate medicamentoasa indusa prin
Gentamicina (lipsa reflexului Preyer si TOEA, PDOEA). In acelasi timp, timpanograma de tip A
ne indica functia normald a timpanului si urechii medii in toate loturile. Schimbarile sunt caracte-
ristice pentru afectarea organului Corti al urechii interne — surditate neurosenzoriala (lotul 2).

Potrivit rezultatelor studiului, toate animalele din lotul-martor, loturile 1 si 3 au indici ase-
manatori, caracteristici pentru auz normal si functionarea adecvata a analizatorului auditiv, fapt ce

denota lipsa efectelor ototoxice ale preparatelor studiate (tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Inofensivitatea ototoxica a produsului CB-12

Lot martor CB-12 p
Frecventa
OEAT,M +m OEAT, M+m
1500 Hz 5,12+0,25 2,12+ 0,56 > 0,05
2000 Hz 7,85+0,29 5,53+£0,33 > 0,05
2500 Hz 6,11 £0,24 7,22 1,24 > 0,05
3000 Hz 4,56 + 1,57 3,55+£0,67 > 0,05
3500 Hz 10,76 + 2,42 8,34 £ 1,48 > 0,05
4000 Hz 6,14 £ 1,55 7,98 £ 0,84 > 0,05

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

perforatia membranei timpanice.

4.1.3. Cercetari bacteriologice de determinare a eficacitdtii produsului CB-12

Scopul acestui studiu a fost de a determina activitatea antibacteriana a picaturilor auricu-
lare cu continut de ciprofloxacina si ulei volatil de busuioc. Cercetérile au fost efectuate in cadrul
Laboratorului stiintific ,,Infectii nosocomiale” de pe langa Catedra de epidemiologie a USMF ,N.
Testimitanu”, sef laborator — academician Viorel Prisacari, cercetator stiintific principal, profesor
universitar (proces-verbal nr. 495 din 29.05.2018 si proces-verbal nr. 497 din 05.06.2018).

Evaluarea activitatii bacteriostatice (CMI) a fost efectuatd vizual, conform lipsei cresterii

microorganismelor in mediul nutritiv lichid. Activitatea bactericida (CMB) s-a determinat in lipsa
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cresterii microorganismelor dupa Insdmantarea repetata pe geloza peptonatd, cu termostatarea ul-
terioard timp de 24 si 48 de ore.

S-a constatat ca Forma farmaceutica - 1 (produsul CB-12) si Forma farmaceutica - 2 (doar
ciprofloxacin) au manifestat activitate antibacteriand nalta fata de toate test-culturile bacteriene
cercetate.

Activitatea bacteriostaticd (CMI) a produsului CB-12 (ciprofloxacind + ulei volatil de bu-
suioc + excipienti) variaza in limitele dilutiilor 1:8 > 1:512 si constituie: fata de Acinetobacter - in
dilutie 1:8, fata de E.coli, Ps.aeruginosa, Kl.pneumoniae si Styphimurium - in dilutie < 1:128, fata
de S.aureus (t.209), E.fecalis si Pr.vulgaris - in dilutie < 1: > 512 (tabelul 4.62).

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

Activitatea bacteriostaticd a produsului Forma farmaceutica - 2 (Ciprofloxacind+exci-
pienti) variazd in limitele dilutiilor 1:2-1:512 si constituie: fata de Acinetobacter - 1:8, fatd de
Ps.aeruginosa - 1:64; fata de E.coli, Kl.pneumoniae, S.typhimurium — in dilutie < 1:128, fata de S.
aureus (1.209) si E.faecalis 1:256; fatd de Pr.vulgaris — in dilutie de 1:512.

Activitatea bactericida a produsului Forma farmaceutica - 2 (Ciprofloxacina+excipienti)
variaza in limitele dilutiilor 1:2 - 1:512 si constituie: fatd de K/.pneumoniae - 1:2, fata de S.typhi-
murium, Acinetobacter si E.faecalis - in dilutie 1:4, fata de S.aureus (t.209) - in dilutie 1: 16, fata
de Ps.aeruginosa - in dilutie <1:64, fata de E.coli si Pr.vulgaris - 1:512.

Pentru a evalua veridicitatea diferentelor statistice dintre Forma famaceutica - 1 (produsul
CB-12) si Forma farmaceutica - 2 (separat ciprofloxacin si ulei de busuioc), a fost utilizat criteriul
t-Student.

S-a constatat ca uleiul eteric Oleum basilicum a manifestat activitatea antibacteriana inalta
fata de S.aureus (t.209), E.faecalis, E.coli, Kl.pneumoniae, S.typhimurium, Acinetobacter. Fata de
E.coli si S.typhimurium, uleiul eteric cercetat a manifestat activitatea bacteriostatica in concentra-
tie 0,031%, fata de S.aureus (t.209), Kl.pneumoniae si Acinetobacter in concentratie de 0,062%,
fatd de E.faecalis - in concentratie de 0,125%, iar fatd de Ps. aeruginosa - in concentratie mai mare
de 0,5% (tabelul 4.6).

Activitatea bactericidd (CMB) a uleiului eteric Oleum basilicum a manifestat: fata de E.co-
li - In concentratie de 0,031%, fatd de Kl.pneumoniae, S.typhimurium si Acinetobacter - in con-
centratie de 0,062%, fatd de S.aureus (t.209) si E.faecalis - in concentratie de 0,25%, iar fatd de
Ps.aeruginosa - In concentratie mai mare de 0,5% (tabelul 4.7). Substanta ,,Placebo excipienti,
Forma 3” a manifestat activitate antibacteriand scazuta - fata de S.aureus (t.209) in dilutie 1:1; fata

de celelalte test-culturi bacteriene investigate, activitate bacteriana nu a fost constatata.
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Tabelul 4.6. Rezultatele cercetarilor potentialului antimicrobian al CB-12 (partea I)

Test-culturi bacteriene

E.faecalis E.coli (t.ATCC |Ps.aeruginosa
(t.ATCC 19433) 25922) (t.ATCC 27853)

CMI CMB CMI | CMB | CMI CMB CMI CMB
dilutie | >1:512 1:32 >1:512 1:4 | >1:128 | >1:128 | >1:128 | >1:128

Forma farmace- | pg/ml

Substanta S.aureus (t.209)

5,8593* 93,75 *|5,8593* | 750 |23,4375 23,4375 |23,4375%|23,4375*

utica - 1 — cip)
produsul CB -12
“El/f;ﬂ 7’31 123’0 7,81* | 1000 | 31,25 | 31,25 | 31,25% | 31,25*

dilutie | >1:256 | 1:16 | >1:256 | 1:4 | >1:128 | >1:128 | >1:64 | >1:64
Forma farmace- | pg/ml

utica - 2 cip)
(ciprofloxacind) png/ml

11,7185% 187,5* | 11,719* | 750 | 23,4375 23,4375 | 46,875* | 46,875*

15,625* | 250,0* | 15,625* | 1000 | 31,25 31,25 62,5* 62,5*

bus
»Placebo excipienti, 1:1 1:1 SS TS N S 5 B S P R IESES B NS BS I RS 3
Forma 3” dil.
CIP substante active
curate (date bibliografice),| 0,06-2,0 0,25-2,0 0,01-0,16 0,03-4,0
png/ml

% 0,062 0,25 0,125 | 0,25 | 0,031 0,031 >0,5 >0,5
pg/ml | 620,0 | 2500,0 | 1250,0 |2500,0| 310,0 310,0 | 5000,0 | 5000,0

Oleum basilicum

CMI reprezinta concentratia minima de inhibitie (ug/ml), CMB — concentratia minima bactericida
(ng/ml).
* — Diferenta statistic semnificativa dintre CB-12 si forma farmaceutica separata de ciprofloxaci-

nd si ulei volatil de busuioc fata de p < 0,001.

Evident, activitatea antibacteriana a ciprofloxacinei, In amestec cu excipientii utilizati la
prepararea picaturilor auriculare (Forma farmaceuticd - 2), scade in comparatie cu cea a cipro-
floxacinel, substantd farmaceutica individuala. Dar ramane destul de 1nalta, fiind suficienta pentru
exercitarea efectului la aplicare topica. Pe de alta parte, uleiul volatil de busuioc poseda activitate
antibacteriand. Prin urmare, aceste rezultate confirma datele bibliografice referitoare la multiplele
utilizari a acestui produs in medicina populara, ca remediu antibacterian.

Rezultatele testarilor noastre denota faptul cd picaturile auriculare CB-12 (Forma farma-
ceutica -1) poseda o activitate antibacteriand mai inaltd decat forma farmaceutica doar cu cipro-
floxacina, fata de unele tulpini bacteriene (S.aureus (¢t.209); Ps.aeruginosa (tATCC 27853) si
E.faecalis (t ATCC 19433). De aici putem deduce: uleiul volatil de busuioc potenteaza activitatea
ciprofloxacinei in combinatie, in special asupra unor tulpini de microorganisme, care prevaleaza

in declansarea infectiilor canalului auditiv.

109



Tabelul 4.7. Rezultatele cercetarilor potentialului antimicrobian al CB-12 (partea a 1I-a)

Test-culturi bacteriene

Provulgaris (t.HX | Kl.pneumoniae

Substanta 19222) (t.3534/51) S.typhimurium | Acinetobacter
CMI CMB CMI CMB CMI | CMB CMI | CMB
dilutie | >1:512 | >1:512 | >1:128 1:2 >1:128 1:4 1:8 1:4
Forma farmace- pg/ml
- s . 5,8593 | 5,8593 | 23,4375 | 1500 |23,4375| 750 375 750
utica - 1 — c1p.

rodusul CB -12
p pg/ml 7,81 7,81 31,25 2000 31,25 1000 500 1000

dlfl?lsﬁe S1512 | >1512 | >1:128 | 12 | >1:128 | 1:4 1:8 14
Foni?ggace' ”ﬁgﬂ 5,8593 | 5,8593 [23,4375| 1500 |234375| 750 | 375 | 750
(ciprofloxacing) “ffsnl 781 | 7.81 | 3125 | 2000 | 31,25 | 1000 | 500 | 1000
Placebo excipienti, F orl'na

_3 dil. >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1 >1:1

CIP sub act. curate (date
bibliografice) ug/ml

% 0.062 0.062 0.062 0.062 | 0.031 | 0.062 | 0.062 | 0.062
pg/ml | 620,0 620,0 620,0 620,0 | 310,0 | 620,0 | 620,0 | 620,0

0,02-0,5 0,02-0,5 0,02-0,5 0,125-4,0

Oleum basilicum

S-a demonstrat ca ciprofloxacina este activa impotriva majoritatii tulpinilor de microorga-
nisme atat in vitro, cat si in infectiile clinice:

Bacterii aerobe gram-pozitive;, Cocci aerobici gram-pozitivi: Ciprofloxacina este activa in
vitro impotriva majoritatii tulpinilor de Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus
st S. hemolyticus, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes (grupa A p-hemolitic streptococi), S.
agalactiae (streptococi din grupa B) si streptococi viridani, in general, sunt inhibati in vitro prin
concentratii de ciprofloxacind de 4 mcg/ml sau mai putin. Grupurile de streptococi C, F si G si
streptococi din grupa D nonenterococica sunt inhibate in vitro, prin concentratii de ciprofloxacina
de 16 pg/ml sau mai putin. Ciprofloxacina este activa in vitro impotriva unor tulpini de entero-
cocci, inclusiv Enterococcus faecalis (fostul S. faecalis).

Bacili aerobi gram-pozitivi. Ciprofloxacina este activa in vitro impotriva Bacillus anthracis,
iar izolatele care apar in mod natural au fost inhibate in vitro prin concentratii de 0,03-0,25 pg/
ml. MIC-ul medicamentului, raportat pentru tulpina de B. anthracis, utilizat intr-un studiu pe mai-
mutd, rhesus infectatd de antrax inhalator, a fost de 0,08 mcg/ml. Pe baza criteriilor interpretative
stabilite pentru stafilococi, tulpinile de B. anthracis sunt considerate susceptibile la ciprofloxacina.

Bacterii aerobe gram-negative - Neisseria. Ciprofloxacina este activa in vitro Impotriva
Neisseria meningitidis $i impotriva majoritatii tulpinilor producatoare de N. gonorrhoeae. MIC90
de ciprofloxacind este de 0,004-0,06 mcg/mL pentru N. meningitidis si de 0,002-0,05 mcg/mL

pentru cele mai multe producatoare de N. gonorrhoeae.
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Haemophilus. Ciprofloxacina este activa in vitro Tmpotriva Haemophilus influenzae si
MIC90 a medicamentului pentru aceste organisme este de 0,008-0,05 mcg/ml.

Enterobacterii. Ciprofloxacina este activa in vitro impotriva majoritatii Enterobacteria-
ceae importante din punct de vedere clinic si MIC90 a medicamentului pentru majoritatea acestor
organisme este de 1 mcg/mL sau mai putin. Ciprofloxacina este activa in vitro Impotriva unor
enterobacterii rezistente la aminoglicozide si/sau antibiotice -lactamice.

Pseudomonas. Ciprofloxacina este activa in vitro Impotriva majoritatii tulpinilor Ps. ae-
ruginosa $i, de asemenea, are o activitate Tmpotriva altor Pseudomonas. MIC50 si MIC90 ale
ciprofloxacinei pentru Ps. aeruginosa sunt 0,06-1 si, respectiv, 0,03-4 mcg/ml. Ciprofloxacina este
activa in vitro impotriva unor tulpini de Ps. Aeruginosa, rezistente la aminoglicozide, la peniciline
cu spectru extins si cefalosporine.

Astfel putem constata:

a) produsul medicamentos combinat CB -12, picaturi auriculare, si produsul de referinta
(ciprofloxacina) au manifestat activitate antibacteriana Tnalta fata de toate test-culturile bacteriene
cercetate, microorganisme gram-pozitive si gram-negative;

b) substanta ,,Placebo excipienti, Forma 3” — activitate antibacteriand redusa fata de
S.aureus (t.209) in dilutie 1:1. Fatd de celelalte test-culturi bacteriene, investigate in dilutie 1:1,
nu manifesta activitate antibacteriand. Picaturile auriculare CB-12 poseda o activitate antibacte-
riand mai inaltd decat forma farmaceutica doar cu ciprofloxacinad, fata de unele tulpini bacteriene
S.aureus (t.209); Ps.aeruginosa (t. ATCC 27853) si E.faecalis (t. ATCC 19433)). Uleiul volatil de

busuioc potenteaza activitatea ciprofloxacinei in combinatie.

4.2. Evaluarea inofensivitatii produsului NH-01
4.2.1. Determinarea toxicitatii acute a produsului NH-01

Rezultatele investigatiilor pe soareci

Pe parcursul studiului nu s-au constatat modificari in comportamentul si 1n activitatea mo-
torie spontana a animalelor din lotul-martor. Animalele erau in miscare activa, intrebuintau adec-
vat hrana si apa. Starea mucoaselor si invelisului cutanat era In norma, fard schimbari patologice.
Culoarea urinei era galbena-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare
de alopecie. Dintii - pastrati. Mucoasele vizibile erau palide, lucioase, netede. Glandele mamare
ale femelelor la palpare - fara induratii si fara elimindri. Organele genitale masculine - normal
exprimate. Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au remarcat.

La administrarea atat enterald, cat si intraperitoneald a dozei de 50 mg/kg si monitorizarea
timp de sapte zile, nu s-au observat nici modificéri in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea substantelor cercetate in doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat
printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Alte simptome patolo-

gice anatomice si fiziologice nu au fost constatate. Toate animalele au revenit la starea initiala pe
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parcursul a primelor 24 de ore (300 mg/kg) si 24-48 de ore (pentru 2000 mg/kg). La lotul, cérora li
s-a administrat NH-01, s-au observat inapetenta si diaree pe parcursul primelor 24-48 de ore. Doza
maxima tolerantd (DMT) — 2000 mg/kg. Mortalitate in loturile de studiu si martor nu s-a remarcat.
Rezultatele detaliate ale investigatiilor sunt prezentate in tabelele 4.6-4.7.

La monitorizarea consumului de alimente si al apei nu am constatat modificari statistic
semnificative intre loturile cercetate si cel martor. In a doua zi a studiului s-a remarcat o oarecare
pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile, inclusiv cel martor. Analizand datele,
nu am evidentiat diferente semnificative in dinamica de greutate corporala intre animalele expe-
rimentale si cele din lotul-martor. O crestere ceva mai semnificativa in greutate s-a observat la
animalele din lotul-martor, comparativ cu cele experimentale. Explorarea nu a purtat un caracter
semnificativ. La necropsie, in loturile experimentale si martor, modificari patologice vizibile nu au
fost constatate.

La administrarea enterald a dozei de 50 mg/kg si supravegherea timp de sapte zile nu s-au
observat nici 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 primelor 24 de ore (300 mg/kg) si 24-48 de ore (pentru 2000 mg/kg ). La animalele,
carora li s-a administrat NH-01, am constatat inapetenta si diaree pe parcursul primelor 48-72 de
ore. La o femela, careia i s-a administrat NH-01 in doza de 2000 mg/kg, s-au observat diaree, o
diminuare a 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 doua zi).
Rezultatele investigatiilor sunt prezentate in tabelul 4.6.

In perioada de una-trei zile dupa administrarea preparatelor studiate, ocazional, la dozele
de 300 si 2000 mg/kg, la animale s-au remarcat: somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree, simp-
tome care au revenit la normalitate Tn una-doua zile. Luand in considerare rezultatele obtinute, la
sobolani a fost estimat LD, (tabelul 4.8). De asemenea, nu s-au constatat deosebiri semnificative
intre dinamica cresterii masei corporale si consumul alimentelor la animalele din loturile de cer-
cetare si martor. La necropsie, modificari patologice vizibile in loturile experimentale si martor nu

au fost observate [76].

Tabelul 4.8. Mortalitatea. Toxicitatea acuta NH-01 (soareci)

Masculi, intraperitoneal Femele, intragastral Decesul animalelor
boza Nr. animale Deces Nr. animale Deces Nr. animale | Deces, %
50 mg/kg 6 - 6 - 6 0
300 mg/kg 6 - 6 - 6 0
1000 mg/kg 6 - 6 - 6 0
2000 mg/kg 6 - 6 - 6 0
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Tabelul 4.9. Mortalitatea. Toxicitatea acuta NH-01 la sobolani (enteral)

Doza Numaérul animalelor Numarul deceselor
Lotul-martor 6 -
NH-01 50 mg/kg 6 -
NH-01 300 mg/kg 6 -
NH-01 600 mg/kg 6 -
NH-01 2000 mg/kg 6 1

Tabelul 4.10. Determinarea clasei de toxicitate, conform TG 423 pentru produsul NH-01

Denumirea Clasa de toxicitate DL50/LD50 estimat mg/kg

NH-01 5 2000- 5000 (2500)

4.3. Studii preclinice de determinare a inofensivitatii a CAF-01
4.3.1. Determinarea toxicitatii acute a produsului CAF-01

Rezultatele administrarii CAF-01 la soareci

Pe parcursul studiului nu am remarcat modificari in comportamentul si in activitatea mo-
torie spontana a animalelor din lotul-martor. Animalele erau Tn miscare activa, consumau hrana si
apd. Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era in norma, fard 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, glandele mamare
ale femelelor — fara induratii si fara eliminari. Organele genitale la masculi — normal exprimate.
Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au remarcat.

La monitorizarea procesului de alimentare si adapare, nu s-au evidentiat modificari statistic
semnificative intre loturile cercetate si cel martor. In a doua zi a studiului s-a remarcat o oarecare
pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile.

La administrarea substantei de referintd in doza de 100 mg/kg, cu supraveghere timp de
sapte zile, nu s-au constatat nici modificari iIn comportamentul animalelor si nici decesul lor (ta-
belul 4.11).

Administrarea produsului CAF-01 in doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat prin-
tr-o perioadd 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). LD, conform metodei TG 423: Acute Toxic Class Method, a fost estimata la > 5000

mg/kg inofensiva, clasa de toxicitate — 5.
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Tabelul 4.11. Mortalitatea si toxicitatea acuta a CAF-01 la soareci

Masculi Femele
(intraperitoneal) (intragastral) Decesul
Doza imalelor (°
Numiirul Numiirul Numiirul Numirul | animalelor (%)
animalelor deceselor animalelor deceselor
Lotul-martor 6 - 6 - 0
50 mg/kg 6 - 6 - 0
300 mg/kg 6 - 6 - 0
1000 mg/kg 6 - 6 - 0
2000 mg/kg 6 - 6 - 0

10 Nu @ fost posibila determinarea LD, dupa
metoda Kerber.

Rezultatele administrarii la sobolani

La administrarea enterald a dozei de 50 mg/kg, cu supraveghere timp de sapte zile, nu am
stabilit nici modificari Tn comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea produsului CAF-01 in doze de 300, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o
perioadd de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Toate animalele au revenit la
starea initiala pe parcursul primelor 24 de ore (300 mg/kg) si 24-48 de ore (pentru 2000 mg). La
doua animale am constatat diaree, care au revenit la normal pe parcursul a 24 de ore.

In primele trei zile dupa administrarea preparatelor studiate in doze de 300 si 2000 mg/kg,
ocazional, la animale au fost remarcate: somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree. Aceste simpto-
me au disparut dupa una-doua zile.

In baza rezultatelor preclinice (tabelul 4.12), la sobolani a fost estimat LD,,> 5000 mg/kg.

De asemenea, nu am stabilit deosebiri semnificative intre dinamica cresterii masei corpora-
le si consumul alimentelor la animalele din loturile cercetare si lotul-martor.

La necropsie, modificari patologice vizibile la examinarea organelor interne — limba, mu-
coasele cavitatii bucale, dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta,
vezica urinard, ovarele — in loturile experimentale si cel martor, la ambele metode de administrare,

nu au fost constatate [67, 77].

Tabelul 4.12. Mortalitatea in cadrul toxicititii acute la sobolani

Doza, mg/kg Numarul total de animale animalelor Numarul deceselor

Lotul-martor 6 -
CAF-01 50 mg/kg
CAF-01 300 mg/kg
CAF-01 600 mg/kg
CAF-01 2000 mg/kg

(o)l oW e N I @)
1
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Potrivit rezultatelor experimentale, CAF-01, administratd unimomentan animalelor de la-
borator (soareci, sobolani), practic nu manifesta efecte toxice. La soareci, administrarea intragas-
trald si cea intraperitoneald nu au provocat nici decesul animalelor si nici modificdri macroscopice
ale organelor interne. La sobolani, In urma investigatiilor efectuate conform recomandarilor 7G
423 Acute Toxic Class Method (OECD), s-a constatat cd CAF-01 poseda toxicitate redusa: clasa
de toxicitate 5 si LD, estimat > 5000 mg/kg.

Rezultatele cercetarii pot servi ca premisd pentru evaluarea toxicitatii subacute si a celei

cronice ale produsului medicamentos combinat CAF-01.

4.3.2. Determinarea toxicitatii subcronice a produsului CAF-01 (Flamena, emulsie)

Influenta preparatului asupra supravietuirii si masei corporale. Pe parcursul studiului nu
s-au constatat decese, modificari In comportamentul si in activitatea motorie spontana a animalelor
din lotul-martor si cele experimentale. Sobolanii erau in miscare activad, consumau hrand si apa.
Starea mucoaselor si a 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, glandele mamare ale fe-
melelor — fara induratii si fard elimindri. Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au remarcat.

De asemenea, in timpul desfasurarii experimentului, nu s-a constatat decesul animalelor de
laborator, ceea ce indicd cumularea redusa a preparatului testat si tendinta de dezvoltare a obignu-
intei farmacologice in dozele cercetate.

Rezultatele studierii dinamicii a masei corporale a sobolanilor privind influenta CAF-01,
administrata timp de 30 de zile, sunt expuse in tabelul 4.13.

Potrivit datelor obtinute, masa animalelor a crescut nesemnificativ, uniform pe toatad peri-
oada studiului, precum in lotul-martor, asa si in lotul, caruia i s-a administrat doza de 100 mg/kg.
In lotul care a administrat doza de 1000 mg/kg, nu s-a constatat cresterea masei corporale. Nicio
diferentiere ce tine de nivelul de dozare nu s-a remarcat. Insa nu in toate loturile cresterea ponde-
rala era veridica fata de masa initiala.

Dupa decapitare si prepararea organelor, s-a efectuat cantarirea lor, cu stabilirea urmatoa-
relor rezultate: la animalele din lotul in care s-a administrat CAF-01 100 mg/kg, in comparatie cu
cele din lotul-martor, dupa 30 de zile, s-a 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, s-a remarcat o
micsorare a masei rinichilor, a splinei (p < 0,01) si a cordului (p < 0,05) (tabelul 4.14).

Referitor la indicele raportului masa ficatului/masa corpului, putem stabili 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 fara relevanta sta-
tistica (tabelul 4.14). Deci in urma administrarii produsului medicamentos, am sesizat o majorare

nesemnificativa a masei ficatului.
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Rezultatele investigatiilor hematologice

Rezultatele investigatiilor hematologice au demonstrat faptul cd administrarea produsului
medicamentos testat nu modifica indicii eritrocitari. Nivelul eritrocitelor, hemoglobinei, hematocri-
tului nu s-a modificat. Potrivit rezultatelor obtinute, la administrarea CAF-01 1000 si, respectiv, 100
mg/kg, numarul leucocitelor se micsoreaza autentic fata de valorile lotului-martor (tabelul 4.15).

In loturile supuse actiunii CAF-01, in ambele doze, s-a inregistrat o limfopenie evidenta,
manifestatd prin micsorarea veridica a numarului absolut de limfocite. Influenta produsului medi-
camentos CAF-01 asupra formulei leucocitare este prezentatd in tabelul 4.16. Cercetarile efectuate
indica o diminuare veridica a nivelului neutrofilelor segmentate si o intensificare relativa a nive-
lului limfocitelor la administrarea produsului CAF-01 la 1000 mg/kg si, respectiv, 57,5 + 1,78%,
fata de valorile lotului-martor 47,3 £ 1,75% (p < 0,01).

Asadar, dupa o luna de administrare, substanta cercetata poate provoca leucopenie si lim-
fopenie dozo-dependenta (mai evident la doza de 1000 mg/kg), cu o diminuare neesentiald a nive-
lului neutrofilelor segmentate si o intensificare relativa a nivelului limfocitelor, in comparatie cu
valorile din lotul-martor.

Rezultatele investigatiilor biochimice

In tabelele 4.17-4.22 sunt prezentate datele referitoare la influenta CAF-01 asupra indicilor
biochimici de bazi ai sangelui sobolanilor albi, la studierea toxicititii subacute. In loturile exper-
imentale si cele de referinta s-au determinat numerosi parametri, ce caracterizeaza metabolismele
glucidic, proteic si lipidic, functiile ficatului, precum si indicii de baza ai stresului oxidativ si ai
sistemului de protectie antioxidanta.

La administrarea CAF-01, modificéri relevante ale indicilor proteinei totale la animalele
din loturile de experientd, in raport cu cele din lotul-martor, nu au fost inregistrate. In acelasi timp,
se constata o majorare statistic semnificativa a activitatii ureei, albuminei si creatininei la ambele
doze cercetate (tabelul 4.17). Rezultatele respective sunt caracteristice pentru modificarile metab-
olismului azotic ale preparatului studiat in doze toxice.

Influenta preparatului CAF-01 asupra starii functionale a ficatului a fost evaluata prin stud-
ierea activitatii transaminazelor AIAT, AsAT si a fosfatazei alcaline (FA). Din datele prezentate n
tabelul 4.18 reiese ca produsul cercetat in dozele de 100 si 1000 mg/kg determind o atenuare sta-
tistic semnificativa dozodependenta a activitatii AsAT (p < 0,05 la 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 Tn dozele de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg timp de 30 de
zile, CAF-01 nu provoaca modificari cu semnificatie statistica ale nivelului glicemiei, colesterolu-
lui total si trigliceridelor serice (tabelul 4.19). Produsul cercetat nu modifica esential concentratia
de calciu si fosfor (tabelul 4.20). Totodata, 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 nici tulburari ale metabo-

lismelor proteic, glucidic, lipidic si mineral, nici deregléri in functiile ficatului.
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Potrivit datelor expuse in tabelul 4.21, rezultd ca administrarea produsului CAF-01 sobola-
nilor albi timp de 30 de 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 investi-
gatiilor expuse in tabelul 4.22 demonstreaza faptul ca CAF-01 nu modificd AAT-ABTS, ci reduce
veridic AAT-CUPRAC (771,8 £ 20,51 — lotul-martor, CAF-01 100 mg/kg - 396,4 + 50,51 s1418,5
+ 46,30 nM/L - CAF-01 1000 mg/kg, p < 0,001), ceea ce ar putea fi legat de reducerea rezervelor
de antioxidanti (AO) hidrosolubili. Paralel, se inregistreaza cresterea statistic veridica a nivelului
SH-grupe in proteinele si albuminele serice, mai pronuntatd la administrarea CAF-01 in doza de
100 mg/kg, fapt ce potenteaza sistemul antioxidant prin reducerea deficitului de AO hidrosolubili.
Astfel, administrarea CAF-01 in dozele cercetate timp de 30 de zile nu manifesta actiune toxica
asupra metabolismelor proteic, lipidic si mineral, nu deregleaza functiile ficatului la sobolanii albi.
Substantele medicamentoase testate influenteaza pozitiv echilibrul dintre sistemele pro- si antio-
xidante. In acelasi timp, este cunoscuti importanta disfunctiilor ce au loc in sistemele respective
pentru etiologia SSN [67, 78].

REZULTATELE INVESTIGATIILOR FARMACOLOGICE

Tabelul 4.13. Influenta CAF-01 asupra dinamicii masei corporale

. Masa in prima zi (g) Masa in a 30-a zi (g)
Lotul de studiu Mem Mim
Lot martor 226,9 £ 10,13 235,6 £10,63
oF marto (100%) (100%)
232,5+7,50% 231,9 + 6,88%*
CAF-01 1000 mg/kg (118.9%) (112.7%)
230,0 + 8,24* 223,1 + 8,01
CAF-01 100 mg/kg (116.8%) (108,5%)

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

Tabelul 4.14. Influenta CAF-01 asupra indicilor de masa a organelor

(raportul masa organului/masa corpului)

Lotul Cordul (g) Ficatul (g) Pulmonii (g) | Rinichii (g) Splina (g)
de studiu M=+m M=+m M=+m M=+m M=m
Lot martor 1,36 £0,09 8,67+0,38 2,12+0,09 1,0740,06 | 0,92+0,06
© (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
0,99 £0,06% | 7,06£0,48% | 1,78+£0,09% | 0,83+£0,01%* | 0,72+0,03%*
CAF-01 1000 mg/kg (72,8%) (81,4%) (84%) (77,6%) (78,3%)
1,06 £0,03* | 8,87+0,27 1,820,13 0,99+0,01 | 0,70£0,04%*
CAF-01'100 mg/kg (77,9%) (102,3%) (85,9%) (92,5%) (76,1%)

* — diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01.
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Tabelul 4.15. Influenta CAF-01 asupra indicilor sangelui periferic

REZULTATELE INVESTIGATIILOR HEMATOLOGICE

REZULTATELE INVESTIGATIILOR BIOCHIMICE

Tabelul 4.17. Influenta CAF-01 asupra indicilor metabolismelor proteic si azotic

Lotul Eritrocite, x10'2| Hemoglobina, g/LHematocrit, I/L| Leucocglte, lefogcnte
de studiu M=+m M=+m M=+m x10 x10
M=+m M=m
Lot 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%)
8,28+0,52 176,5+10,87 0,49+0,03  |6,73+£0,41%**|3,61+£0,25 **
CAF-01'1000 mg/ke (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;
Tabelul 4.16. Influenta CAF-01 asupra formulei leucocitare
Lotul Nesegmentate, | Segmentate, | Eozinofile Bazofile, | Limfocite, | Monocite,
de studiu % % 10¥/mL % % %
M=m M=m M=m M=m M=m M=m
Lot martor 3,63+0,46 37,4+2,11 4,71+0,61 1,00+0,00 | 47,3+£1,75 | 7,38+1,07
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
CAF-01 4,00+0,72 31,4+1,71 0,00+0,00 0,00+£0,00 | 57,5+1,78 | 7,63+0,78
1000 mg/kg (110%) (84%) (0%) (0%)*** | (122%)** |  (103%)
CAF-01 4,63+0,75 33,4+2,76 3,17+0,70 0,00+£0,00 | 51,6+£2,61 | 7,75+0,84
100 mg/kg (127%) (89%) (67%) (0%) (109%) (105%)
*% — p<0,01; *** — p<0,001.

Lotul Prot. tot., Albumina, Ureea, Creatinina,
de studiu g/LL g/L mM/L pM/L
M=m M=+m M=+m M=+m
Lot martor 64,1+0,76 31,1+0,59 4,67+0,26 62+3,79
(100%) (100%) (100%) (100%)
CAF-01 62,1+1,18 33,94+0,69** 5,49+0,23** 64,243 28%**
1000 mg/kg (97%) (109%) (118%) (104%)
CAF-01 63,3+1,33 34,3+0,55%** 5,46+0,21%%* 67,5+2,78%**
100 mg/kg (99%) (110%) (117%) (109%)

** —p<0,01; *** — p<0,001
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Tabelul 4.18. Influenta CAF-01 asupra nivelului transaminazelor AIAT si AsAT

si fosfatazei alcaline in serul sangvin

Lotul AlAT, u/LL ASAT, u/L Fosfataza alcalina, u/L

de studiu M=m M=m M=m

Lot martor 22,1+0,68 30,4+0,90 206,5+11,24
(100%) (100%) (100%)

15,8+0,61 25+1,13%* 208,5+11,41
CAF-01 1000 mg/kg (71%) (82%) (101%)

CAF-01 15,6+0,82 25,6£1,63* 180,8+11,33
100 mg/kg (70%) (84%) (88%)

*

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

Tabelul 4.19. Influenta CAF-01 asupra principalilor indici ai metabolismelor

glucidic si lipidic
Lotul Glucoza, mM/L | Colesterol, mM/L Trigliceride, mM/L
de studiu M=m M=m M=+m
Lot martor 4,85+0,14 4,71=0,07 1,57+0,01
(100%) (100%) (100%)
4,96+0,13 4,92+0,07 1,64+0,02%**
CAF-01 1000 mg/kg (102 %) (104%) (104%)
CAF-01 4,95+0,10 5,09+0,13* 1,59+0,01
100 mg/kg (102%) (108%) (101%)

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

Tabelul 4.20. Influenta CAF-01 asupra principalilor indici ai metabolismului mineral

. Calciu, mM/L Fosfor, mM/L
Lotul de studiu Mim M<m
Lot martor 2,41+0,03 1,67+0,05
(100%) (100%)
2,23+0,08 1,70+0,07
CAF-01 1000 mg/kg (93%) (102%)
2,29+0,03** 1,79+0,06
CAF-01 100 mg/kg (95%) (107%)

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

Tabelul 4.21. Influenta CAF-01 asupra principalilor indici ai stresului oxidativ

Lotul de studiu AGIE;; ;IJ;]g/ml PPOI\?:L I;lllM/L AII\I/\[/iﬂI:IIlnM/L
Lot martor 1435,8423,76 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%) (114%) (100%)
CAF-01 1447,4+34,53 29,9+3,41** 0,53+0,01
100 mg/ke (101%) (141%) (98%)

AGEs — produsii finali de glicare avansata; PPOA — produsii proteici de oxidare avansata; AIM —

albumina ischemic modificata.

% _ p<0,01.
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Tabelul 4.22. Influenta CAF-01 asupra principalilor indici ai sistemului antioxidant si asu-

pra nivelului SH-grupe in proteinele si albuminele serice

AAT-ABTS, | AAT-CUPRAC, | Sh-grupein | SH-grupe
Lotul prot., pM/g. in albumine,
. mM/L nM/L
de studiu Mem Mim prot. pM/g.album.
M=m M=+m
Lot martor 3,58+0,07 771,8+20,51 7,59+0,56 3,67+0,28
(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%) (54%) (110%) (125%)
CAF-01 3,65+0,08 396,4+50,51%** 9,67+0,73* 5,33+0,48**
100 mg/kg (102%) (51%) (127%) (145%)

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

** — p<0,01; *** — p<0,001

REZULTATELE INVESTIGATIILOR FARMACOLOGICE

Tabelul 4.13. Influenta CAF-01 asupra dinamicii masei corporale

. Masa in prima zi Masa in a 30-a zi
Lotul de studiu Nf m ® M<m ®),
Lotul-martor 2269+ 10,13 235,6 +£ 10,63
(100%) (100%)
CAF-01 1000 mg/kg 232,54+ 7,50% 231,9 + 6,88*
(118,9%) (112,7%)
CAF-01 100 mg/kg 230,0 + 8,24* 223,1 £ 8,01
(116,8%) (108,5%)

* Diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p < 0,05.

Tabelul 4.14. Influenta CAF-01 asupra indicilor de masa ai organelor (raportul masa orga-

nului/masa corpului)

. Pulmonii e .
Lotul Cordul (g), Ficatul (g), Rinichii (g), | Splina (g),
de studiu M+m M+m ©), M£m M<£m
M+m
Lotul-martor 1,36 + 0,09 8,67+0,38 | 2,12+0,09 | 1,07+0,06 | 0,92+0,06
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
CAF-01 0,99 £0,06* | 7,06+ 0,48* |1,78 +0,09%|0,83 £0,01**| 0,72 £ 0,03**
1000 mg/kg (72,8%) (81,4%) (84%) (77,6%) (78,3%)
CAF-01 1,06 = 0,03* 8,87+0,27 | 1,82+0,13 | 0,99+£0,01 |0,70£0,04**
100 mg/kg (77,9%) (102,3%) (85,9%) (92,5%) (76,1%)

* Diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p <0,05; ** —p <0,01.
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Rezultatele cercetarii patomorfologice

Rezultatele cercetarii histologice asupra organelor de necesitate vitald a CAF-01

Obiectele au fost fixate in solutie de formalind de 10% si in parafina. Sectiunile organelor
interne au fost colorate cu hematoxilind-eozina, dupa Van Gison.

La examinarea preparatelor histologice a organelor studiate ale animalelor din lotul-martor si

celor tratate cu produsele testate in doza de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg, diferente nu s-au remarcat.

Flg 4 1. Sobolam CAF 01-1 000 mg/kg 14. Pulmoni. a) sectoare de emﬁzem cu dllatarea

alveolelor, b) exfolierea epiteliului ciliar, c) congestie vasculara acuta. H-E x 90. CAF-01

a) sectoare de emfizem cu dilatarea alveolelor, b) bronhiile mari - fard modificari, nucleele
celulelor bine conturate, epiteliul ciliar exfoliat, ¢) congestie venoasa acuta, d) nucleele epiteliu-
lui alveolar sunt clar delimitate, citoplasma — oxifila. Epiteliul bronhiilor intrapulmonare — fara

schimbari. Modificari inflamatorii acute in tesutul pulmonar nu s-au depistat.

Fig. 4.2. Sobolani CAF-02-100 mg. Ficatul cu. a) tumescenta citoplasmei cu formare de granule
in zonele perilobulare, b) dilatarea spatiilor Disse, c) edem pericentrolobular. H-Ex90 CAF-02
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Structura trabeculara a ficatului in sectiune, obtinuta din diferite obiecte a lobilor ficatului,
modificdri nu prezenta (fig. 4.2). Limitele hepatocitelor bine determinate (a), citoplasma granula-
ra, slab oxifild. Dereglari ale proprietdtilor tinctoriale ale citoplasmei nu s-au observat. Nucleele
contin nucleotide bine conturate si cu suficientd cromatind. Membrana nucleara este subtire. Sinu-

soidele hepatice - pline cu sange (b) si edematiate preponderent pericentrolobular (c).

Fig. 4.3. Sobolani CAF-01-1000 mg. Rinichi. a) intumescenta citoplasmei celulelor epiteliale cu
exfoliere, oxifila, b) dilatarea tubilor renali contorti si glomerulelor dintre capsula si capilarele
glomerulare. H-E x 140 CAF-01

Capilarele glomerulare si tesutului interstitial al rinichilor sunt congestionate (fig. 4.3.),
citoplasma epiteliului tubilor proximali a rinichilor - oxifila (a), limitele celulelor se disting

bine, nucleele nefroepiteliului sunt deschise si clare, tubii renali contorti sunt dilatati cu continut
coloid (b).

o ; o .
Fig. 4.4. Sobolani CAF-02-1000 mg. Splina: a) foliculi limfoizi cu nuclee bine conturate,
hipercrome, b) structura pulpei rosii — pastrata. H-E x 140 CAF-02
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Elementele limforeticulare ale splinei (fig. 4.4.) - cu nuclee clar delimitate (a), distrugere
sau atrofie de foliculi nu se determina. In pulpa rosie a splinei (b) se observa focare de hematopo-

iezd cu megacariocite unice.

Fig. 4.5. Sobolani CAF01-100 mg. Cordul cu: a) nucleele cardiomiocitelor sunt conturate,

hipercrome, b) striatiile cardiomiocitelor sunt pastrate; c) edem interfibrilar. H-E x 90

La investigatia histologica (fig. 4.5) in structura cardiomiocitelor, cordul prezintd: nuclee
conturate, hipercrome (a), striatiile cardiomiocitelor pastrate (b) si un edem neinsemnat interfibri-
lar difuz (c).

Astfel, conform rezultatelor studiului histologic, administrarea intravenoasa zilnica a pre-
paratelor testate Tn doze de 100 si 1000 mg/kg timp de 30 de zile si a loturilor-martor la sobolani
de ambele sexe nu cauzeaza iritatii, inflamarea sau distrugerea tesutului n locul injectarii si nu este
insotitd de dezvoltarea modificarilor degenerative si distructive, precum si de focare sclerotice n
celulele parenchimatoase si stroma organelor interne.

Modificari patomorfologice vizibile ale creierului, inimii, traheii, bronhiilor, plamanilor,
esofagului si intestinelor, ficatului, pancreasului, splinei, rinichilor, vezicii urinare, ovarelor, la
administrarea animalelor a substantei cercetate si la cele din lotul-martor nu au fost constata-
te. La examinarea cavitatilor toracicd si abdominald, nu s-a depistat exsudat, nici modificari n
amplasarea organelor interne nu s-au observat. Foitele parietala si viscerald ale pleurei si perito-
neului — subtiri, lucioase si netede.

Rezultatele studiului efectuat au demonstrat: CAF-01 este practic netoxicd si nu poseda
proprietati cumulative. Administrarea indelungata a produsului medicamentos elaborat nu cauzea-

za dezvoltarea proceselor toxice in organismul animalelor.
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4.4. Determinarea inofensivitatii produsului Merion (MI)
4.4.1. Determinarea toxicitatii acute a produsului Merion

Rezultatele investigatiilor pe soareci

Administrarea enterala

Pe parcursul studiului nu s-au constatat modificari in comportamentul si in activitatea mo-
torie spontana a animalelor din lotul-martor. Animalele erau Tn miscare activa, consumau hrana si
apd. Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era in norma, fard schimbari patologice. Culoarea
urinei era galbend-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare de alopecie.
Dintii — pastrati. Mucoasele vizibile erau palide, lucioase, netede. La palpare, landele mamare ale
femelelor erau fard induratii si fard elimindri. Organele genitale masculine — normal exprimate.
Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au remarcat.

Monitorizarea procesului de alimentare si consumare a apei nu a evidentiat modificari sta-
tistic semnificative intre loturile cercetate si cel martor. In a doua zi a studiului s-a remarcat o
oarecare pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile, inclusiv din cel martor.

La administrarea substantei de referinta si a dozei de 100 mg/kg si supravegherea timp de
sapte zile nu s-au constatat nici modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea MI in doze de 300, 1000 si 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). La cate o
femela, careia 1 s-au administrat doze de 1000 s1 2000 mg/kg, s-a remarcat o diminuare a activitatii
motorii, cu reactie redusa, apoi din ce in ce mai slaba la stimulii exogeni, cu dezvoltarea unei stari
terminale (gasping) si decesul animalelor in decurs de 24 de ore la doza de 2000 mg/kg si 48 de
ore la doza de 1000 mg/kg (tabelul 4.23). Ocazional, am sesizat convulsii.

LD,, conform metodei TG 423: Acute Toxic Class Method a fost estimata la 2500 mg/kg -
practic netoxica (tabelul 4.24).

.....

10> N a fost posibild determinarea LD, dupa
metoda Kerber [74].

Administrarea intraperitoneald

La administrarea dozei de referinta, precum si a dozei de 100 mg/kg si supravegherea timp
de sapte zile, ocazional, s-a constatat hipodinamie, cu revenirea la starea initiald pe parcursul a 24
de ore. La administrarea dozelor de 300, 600 si 1000 mg/kg, la toate animalele s-au remarcat: hipo-
dinamie, diminuare a activitdtii motorii, cu reactie redusa la stimulii exogeni si revenirea la starea
normala pe parcursul a 24-48 de ore. La trei masculi, carora li s-a administrat doza de 300 mg/kg,
la patru — doza de 600 mg/kg si la toate animalele - doza de 1000 mg/kg, hipodinamia si reactia
redusa la stimulii exogeni au evaluat cu dezvoltarea unei stari terminale si decesul pe parcursul a

24 de ore (tabelul 4.25). Convulsii s-au constatat ocazional.
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Conform clasificarii propuse de OECD, pentru administrarea intraperitoneald, MI a fost
plasat in categoria 5, fiind catalogat ca preparat cu toxicitate redusa (tabelul 4.26).

Determinarea LD, la doza de 1000 mg/kg ne-a dat posibilitatea de a stabili LD, dupa me-
toda Kurber, care a constituit 525 mg/kg si de asemenea denota un nivel minim de toxicitate a pre-
paratului studiat (tabelul 4.27). Analiza datelor nu a evidentiat diferente semnificative in dinamica
de greutate corporala intre animalele din lotul de studiu si cel martor. S-a observat o crestere ceva
mai mare in greutate la animalele din lotul-martor, comparativ cu cele experimentale. Explorarea
nu purta un caracter statistic semnificativ, ci unul de tendinta.

La necropsie, la examinarea organelor interne precum: limba, mucoasele cavitatii bucale,
dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta, vezica urinara, ovarele,
in loturile experimentale si cele martor, la ambele metode de administrare, modificari patologice
vizibile nu au fost constatate.

Rezultatele obtinute ne-au permis sa stabilim ca LD, pentru administrarea enterald este de
300 mg/kg, iar pentru cea parenterala — 100 mg/kg.

Procentajul maxim de letalitate LD ., pentru administrarea enterala a fost stabilit la dozele
de 1000 si 2000 mg/kg. Astfel, matematic, s-a calculat posibilul LD,, = 1471 mg/kg, dozele LD,
LD,,, LD, nefiind stabilite pe parcursul experimentului. LD, a fost estimatd dupa metoda TG

423 la doza 2500 mg/kg.

Procentajul maxim de letalitate LD pentru administrarea parenterald a fost stabilit la doza

100
1000 mg/kg. Dupd metoda Kerber, LD, a fost stabilit la doza de 525 mg/kg. Astfel, matematic, s-a
evaluat posibilul LD,, = 263 mg/kg si LD, la doza de 840 mg/kg.

Rezultatele studiului denota o toxicitate acuta redusd atit la administrarea enterala, cat si
la cea parenterala. Aceasta poate servi ca premisd pentru continuarea studiilor preclinice de de-
terminare a toxicitdtii cronice si a eficacitatii, cu planificarea ulterioara a studiilor clinice pentru
produsul MI. In urma cercetarilor farmaceutice, a fost elaborat un nou produs combinat cu actiune
polivalenta. Pentru prima data se propune, sub forma de suspensie, combinatia dintre vitamine,

microelemente si nanoparticule de Zn [67, 74].

Tabelul 4.23. Mortalitatea la determinarea toxicitatii acute

a MI la administrarea enterala

Doza femele
N animale deces % deces
Lot martor 6 - 0
100 mg/kg 6 - 0
300 mg/kg 6 - 0
1000 mg/ kg 6 1 17
2000 mg/kg 6 1 17
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Tabelul 4.24. Determinarea clasei de toxicitate a MI conform TG 423: Acute Toxic Class

Method (OECD) pentru administrarea enterala

Denumirea

Clasa de toxicitate

DL50/LDS50 estimat mg/kg

MI

5 (practic netoxica)

2000 - 5000 = 2500

Tabelul 4.25. Mortalitatea la determinarea toxicitatii acute a MI

la administrarea intraperitoneala

masculi
Doza -
N animale deces % deces
Lot martor 6 - 0
100 mg/kg 6 - 0
300 mg/kg 6 3 0
600 mg/ kg 6 4 0
1000 mg/kg 6 6 17

Tabelul 4.26. Determinarea clasei de toxicitate a MI conform clasificarii OECD

pentru administrarea intraperitoneala

Denumirea

Clasa de toxicitate

DLS50/LDS0 estimat mg/kg

MI

5 (practic netoxica/slab toxica)

501-1250

Tabelul 4.27. Toxicitatea acuta a MI la administrarea intraperitoneala

la soricei dupa metoda Kerber

100 300 600 1000
Doza
mg/kg mg/ kg mg/kg mg/kg

Nr. de animale din lot 6 6 6 6
Nr. de animale decedate 0 3 4 6
A (diferenta dintre doua doze succesive) 200 300 400 -
B (media numarului de animale decedate dintre

< . 1,5 2,5 4,5 -
doua doze succesive)
AxB 300 750 1800 -

Suma A x B = 2850

DL 50 =DL 100 — suma AxB/n DL50 = 1000 mg/kg — 475 mg/kg = 525 mg/kg (LD50% dupa Kerber)

Rezultatele investigatiilor pe sobolani

La administrarea enterala a dozei de 50 mg/kg, cu supraveghere timp de sapte zile, nu s-au

constatat nici modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea produsului MI in doze de 300 si 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o peri-

oada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Toate animalele au revenit la starea

initiala pe parcursul primelor 24 de ore (300 mg/kg) si 24-48 de ore (pentru 2000 mg). La doua

animale s-a remarcat diaree, care au revenit la normal pe parcursul a 24 de ore.
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In primele trei zile dupa administrarea preparatelor studiate in doze de 300 si 2000 mg/kg,
ocazional, la animale au fost observate: somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree. Aceste simpto-
me au disparut dupd una-doua zile.

In baza rezultatelor preclinice, la sobolani a fost estimat LD, (tabelul 4.28).

De asemenea, nu s-au constatat deosebiri semnificative Intre dinamica cresterii masei cor-
porale si consumul alimentelor la animalele din loturile cercetate si lotul-martor.

La necropsie, modificéri patologice vizibile la examinarea organelor interne — limba, mu-
coasele cavitatii bucale, dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta,
vezica urinard, ovarele — In loturile experimentale si cel martor, la ambele metode de administrare,

nu au fost sesizate [49].

Tabelul 4.28. Toxicitatea acuta a produsului MI la sobolani

Doza Mg/k Numarul animalelor Numarul deceselor
Lotul-martor 6 -
MI 50 mg/kg 6 -
MI 300 mg/kg 6 1
MI 600 mg/kg 6
MI 2000 mg/kg 6 2

4.4.2. Determinarea toxicitatii subcronice a produsului medicamentos

Merion (MI)

Influenta preparatului asupra supravietuirii si masei corporale. Pe parcursul studiu-
lui nu s-au constatat decese, modificari in comportamentul si in activitatea motorie spontana a
animalelor din lotul-martor si cele experimentale. Sobolanii erau in miscare activa, consumau
hrana si apd. Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era in norma, fard schimbari patologice.
Culoarea urinei era galben-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fard 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 extremi-
tatilor nu s-au remarcat.

De asemenea, in timpul desfasurarii experimentului, nu s-a constatat decesul animalelor
de laborator, ceea ce indica cumularea redusa a preparatului cercetat si tendinta de dezvoltare a
obisnuintei in dozele cercetate.

Rezultatele studierii dinamicii masei corporale a sobolanilor privind influenta MI, admi-
nistrata timp de 30 de zile, sunt expuse in tabelul 4.29. Potrivit datelor obtinute, masa animalelor
a rimas neschimbati la animalele din lotul- martor, uniform pe toati perioada studiului. in ambele
loturi, carora li s-a administrat produsul MI, s-a constatat micsorarea masei corporale in ziua sa-

crificdrii, comparativ cu prima zi de experiment (p < 0,01 pentru MI 100 mg/kg si p < 0,05 pentru
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MI1000 mg/kg). Nicio diferentiere ce tine de nivelul de dozare nu s-a remarcat. Insi nu in toate
loturile cresterea ponderala era veridica fata de masa initiala.

Dupa decapitare si prepararea organelor, s-a efectuat cantarirea lor, cu stabilirea urmatoa-
relor rezultate: la animalele, carora li s-a administrat MI 100 mg/kg si MI 1000 mg/kg, in compa-
ratie cu cele din lotul-martor, dupa 30 de zile s-a remarcat o majorare dozo-dependentd a masei
rinichilor 2,06 + 0,24 (MI 1000 mg/kg), 2,02 + 0,23 (MI 100 mg/kg) si 1,85 + 0,09 — lotul-martor
(p < 0,05). In lotul MI 1000 mg/kg, in comparatie cu lotul-martor, dupa 30 de zile s-a observat o
majorare a masei pulmonilor 3,33 + 1,85 g, comparativ cu 2,70 + 1,27 g in lotul-martor (p < 0,05).

Referitor la indicele raportului masa ficatului/masa corpului, putem constata ca indicele
respectiv nu diferd la animalele tratate cu MI de cele netratate. O usoara tendinta de crestere a in-
dicelui respectiv, dar nesemnificativa statistic, s-a remarcat la MI 1000 mg/kg. Rezultatele datelor

referitoare la masa organelor sunt indicate in tabelul 4.30.
Rezultatele investigatiilor hematologice

Rezultatele investigatiilor hematologice au demonstrat cad administrarea produsului medi-
camentos testat nu modifica indicii eritrocitari. Nivelul eritrocitelor, hemoglobinei, hematocritului
nu s-a modificat. Analiza rezultatelor obtinute demonstreaza ca, la administrarea M1 in dozele de
100 si 1000 mg/kg, numarul leucocitelor scade fata de valorile lotului-martor, dar datele nu sunt
statistic semnificative (tabelul 4.31).

Totodata, se observa o trombocitopenie statistic neconcludenta la administrarea MI 1000
mg/kg, cu 22% inferior fata de lotul-martor, p < 0,05 (tabelul 4.32).

In loturile MI 100 si MI 1000 mg/kg se constati tendinta de micsorare, comparativ cu
lotul-martor, a indicilor RDW-SD, RDW-CV, PDW, MPYV, fapt ce indica actiunea nefavorabila a
produsului in doze majorate asupra volumului si repartizarii eritrocitelor si devierii lor standarde
(tabelul 4.33).

Produsul studiat nu manifesta anumite efecte nefavorabile asupra formulei trombocitare
(tabelul 4.34).

In loturile supuse actiunii MI in ambele doze, s-a inregistrat o limfopenie, manifestata prin
reducerea numarului absolut de limfocite.

Influenta produsului medicamentos MI asupra formulei leucocitare este prezentata in ta-
belele 4.35-4.36. Cercetarile efectuate indicd o majorare a nivelului neutrofilelor segmentate si o
micsorare statistic relativa a nivelului neutrofilelor nesegmentate la administrarea produsului MI,

fata de valorile lotului-martor: la 100 mg/kg — p < 0,01, iar la 1000 mg/kg — p < 0,05.
Rezultatele investigatiilor biochimice

In tabelele 4.37-4.43 sunt prezentate datele despre influenta MI asupra indicilor biochimici
de bazi ai sangelui sobolanilor la studierea toxicititii subacute. In loturile experimentale si in cele

de referinta s-au determinat numerosi parametri, ce caracterizeaza metabolismele glucidic, proteic
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si lipidic, functiile ficatului, precum si indicii de baza ai stresului oxidativ si ai sistemului de pro-
tectie antioxidanta.

La administrarea produsului MI in ambele doze cercetate, modificari relevante ale indi-
cilor metabolismelor proteic si azotic la animalele din loturile de experientd, in raport cu cele
din lotul-martor, nu au fost inregistrate. Produsul studiat nu manifesta actiune negativa asupra
unor astfel de indici ai metabolismului proteic precum proteina totald si creatinina, exceptie
fiind majorarea pana la 7,69 + 1,84 mM/L, In comparatie cu 6,05 + 1,69 mM/L la lotul-martor,
p < 0,05 (tabelul 4.37).

Influenta preparatului MI asupra starii functionale a ficatului a fost evaluatd prin studierea
activitatii transaminazelor AIAT, AsAT si a fosfatazei alcaline (FA). Din datele prezentate in tabe-
lul 4.38 reiese ca produsul cercetat in dozele de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg determina o reducere
nesemnificativa a activitatii AIAT, AsAT si o tendinta de sporire a activitatii FA, dar fara relevanta
statistica. In schimb provoacd modificiri neunivoce ale functionalitatii PCE, enzima sintetizata in
celulele parenchimale hepatice si care reflectd functia proteosintetica a ficatului: in doza de 100
mg/kg - tendinta de diminuare, iar in doza de 1000 mg/kg — sporirea dubla a activitdtii enzimei
date cu 96% superioara fatd de lotul-martor (p < 0,001). Deci preparatul MI nu manifesta efecte
hepatotoxice considerabile.

Produsul studiat, fiind administrat in dozele de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg timp de 30
de zile, nu provoacd modificdri cu semnificatie statistica ale nivelului glicemiei, colesterolului si
trigliceridelor serice (tabelul 4.39).

In cadrul cercetarilor metabolismului mineral, am stabilit ca MI 100 si 1000 mg/kg nu
modificd nivelul calcemiei, in schimb determina tendinta de crestere a nivelului fosforului seric, in
comparatie cu lotul-martor, dar fara relevanta statistica (tabelul 4.40). Astfel, administrarea produ-
sului MI in ambele doze cercetate timp de 30 de zile nu provoaca nici tulburari ale metabolismelor
proteic, glucidic, lipidic si mineral si nici dereglari in functiile ficatului.

Prin urmare, conform datelor expuse in tabelul 4.41, rezulta cad administrarea produsului
studiat sobolanilor albi timp de 30 de zile influenteazd in mod diferit principalii indici ai stresului
oxidativ: MI 100 mg/kg — manifesta proprietatea de a reduce statistic semnificativ valorile DAM,
respectiv: 11,9 si 7,4 mM/1 (p < 0,001) si PPOA si AIM, dar fard semnificatie statistica si tendinta
de a creste nivelul AGE (p > 0,05). MI 1000 manifestd proprietatea de a reduce valorile DAM si
AIM si de a majora neconcludent valorile PPOA si AGE.

Rezultatele investigatiilor expuse in tabelul 4.42 demonstreaza: MI nu modifica AAT-
ABTS, ci majoreaza veridic AAT-CUPRAC, ceea ce ar putea fi legat de sporirea rezervelor de
antioxidanti (AO) hidrosolubili. Paralel, se inregistreaza cresterea nivelului SOD, SH-grupelor
proteinelor serice (4,32 + 0,93 uM/g prot. la MI 100 mg/kg, comparativ cu 6,81 = 1,34 uM/g
prot. — lotul-martor — p < 0,001), mai pronuntata deci fiind la administrarea emulsiei MI in doza de
100 mg/kg, fapt ce potenteaza sistemul antioxidant prin reducerea deficitului de AO hidrosolubili
(tabelul 4.43).
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Modificari patomorfologice vizibile ale creierului, inimii, traheii, bronhiilor, pldmanilor,
esofagului si intestinelor, ficatului, pancreasului, splinei, rinichilor, vezicii urinare, ovarelor, la
administrarea animalelor a substantei cercetate, precum si a celor din lotul-martor, nu au fost con-
statate. La examinarea cavitatilor toracica si abdominald, nu s-a depistat exsudat. De asemenea

nu s-au observat nici modificari in amplasarea organelor interne. Foitele parietala si viscerala ale

pleurei si peritoneului — subtiri, lucioase si netede.

Tabelul 4.29. Influenta MI asupra dinamicii masei corporale

Loturile de studiu Masa 1 zi (g) Masa 30 zi (g)
171,943,72 171,3+£10,26

martor (100%) (100%)

M+m M+m
235,648,211 %%* 197,50£19,82**

MI-100 mg/kg (137%) (115%)
203,849,971 %** 191,25+22,95*

MI- 1000 mg/kg (118%) (112%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.30. Influenta MI asupra dinamicii indicelui masa organ/masa corp

Loturile de studiu Masa cord | Masa ficat | Masa pulmoni | Masa rinichi Masa splina

M=m M=m M=m M=m M=m

attor 1,4940,16 | 6,59+1,03 2,70+1,27 1,85+0,09 1,29+0,17
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

ML100 ma/k 1,6740,37 | 7,37+0,91 2,73+1,35 2,02+0,23* 1,1740,29
gke (112%) (112%) (101%) (109%) (91%)

1,5640,16 | 7,16£0,55 3,3341,85% 2,06+0,24* 1,30+0,14
MI- 1000 mglkg | 507 (109%) (123%) (111%) (101%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelele statistice la cantitatea de celule si formula leucocitara

Tabelul 4.31. Rezultatele WBC, RBC, HGB, HLT a produsului MI

Loturile de studi WBC *10°/L RBC *10'%/L, HGB g/l HCT %

oturrie de stuciu M=m M=m M=+m M+m
artor 5,91+1,47 7,44+0,90 143,25+18,11 19,43+2.20

(100%) (100%) (100%) (100%)
5,04+0,87 7,3140,92 137,50+14,25 21,5346,71

MI-100 mg/kg (85%) (98%) (96%) (111%)
4,7+1,53 7,83+0,47 144,50+9,37 19,54+1,76

MI- 1000 mg/kg (80%) (105%) (101%) (101%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001
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Tabelul 4.32. Rezultatele MCV, MCH, MCHC, PLT a produsului MI

9
Lotritedesuaia | MCVIL | MCHpg | MCHCguL [ PLT-IOL
ror 52,25+0,90 19,24+0,73 36,83+1,21 499.25+176,54
(100%) (100%) (100%) (100%)
MI-100 mg/ks 50,39+2,33 18.45+0.71 36,61=1,48 562,50£146.53
(96%) (95.9%) (99%) (113%)
49,81+3,03 18,51+0,83 37,06£1,04 | 391,50£109,66*
MI- 1000 mg/ke (95%) (96%) (101%) (78%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.33. Rezultatele RDV-SD, RDV-CV, PDW, MPYV a produsului MI

Loturile de studiu RDW - SD fL RDW-CV % PDW fL MPV fL
M=+m M=+m M+m M+m
artor 26,93+1,59 14,95+0,79 5,90+0,24 6,31£0,17
(100%) (100%) (100%) (100%)
21 31£2,77%%% | 13,16£0,04%* 5,61+0,19% 6,10+0,20%
MI-100 mg/kg (79%) (88%) (95%) (97%)
23,08+1,03%%% | 13,49+0,97** 5,94+0,31# 6,24+0,18
MI- 1000 mg/kg (86%) (90%) (101%) (99%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.34. Rezultatele P-LCR, PCT a produsului MI

- 0 9

Loturile de studiu ’ II\J/[S:I:n " P}\(/:[Irrf)
. 3,79+1,26 0,17+0,03

(100%) (100%)
2,79+0,73 0,18+0,05

MI-100 mg/kg (74%) (106%)
3,16+0,68 0,13+0,04

MI- 1000 mg/kg (84%) (76%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabele statistice pentru formula leucocitara

Tabelul 4.35. Formula leucocitara a produsului MI

0 1 1 o 1 o

Loturile de studiu SegmMeiLalte o leﬁ’;‘f o M"l‘\l/i’if /o

rtor 34,5143,75 53,69+6,23 4,66+3,15
(100%) (100%) (100%)

47,83+8,16 42,75+7,10 4,401,96
MI-100 mg/kg (139%) (80%) (94%)

40,8443 27 47,56+4,69 4,330,90
MI- 1000 mg/kg (118%) (89%) (93%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001
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Tabelul 4.36. Cantitatea eozinofile, bazofile si nesegmentate a produsului MI

1 0 0 0
Loturile de studiu Eozll\r/iiiri;e % Balzvcl)ilz % Neseg;/[njnmtate %

artor 4,79+1,35 0,99+0,42 1,36+0,50
(100%) (100%) (100%)

4,73+1,12 0,79+0,27 0,68£0,28**
MI-100 mg/kg (99%) (80%) (50%)

5,9542,55 1,26+0,64 0,90+0,65*
MI- 1000 mg/kg (124%) (127%) (66%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.37. Indicii metabolismului proteic

Loturile de studiu Proteina totald, g/l Creatinina, pM/L Ureea, mM/L

68,50+10,00 88,50+10,00 6,05+1,69

martor (100%) (100%) (100%)

M=+m M=£m M=+m

70,82+12,64 94,82+12,64 7,69+1,84%

MI-100 mg/kg (107%) (107%) (127%)
64,56+12,53 99,56+12,53 7,39+2,38

MI- 1000 mg/kg (96%) (113%) (122%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.38. Activitatea enzimelor serice

ALAT, ASAT, Fosfataza alcalina, PCE,
Loturile de studiu u/ U/L u/L um/s.L.
M=m M=+m M+m M+m
artor 68,50£10,00 | 88,50+10,00 | 75,98+25,89 82,02+8,15
(100%) (100%) (100%) (100%)
ML100 me/k 70,82+12,64 | 94,82+12,64 | 91,07+18,06 69,55+22,07
Eke (107%) (107%) (120%) (85%)
64,56+12,53 | 99,56+12,53 | 84,16+32,04 161,06:62,68***
MI- 1000 mg/kg (96%) (113%) (111%) (196%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.39. Indicii metabolismului glucidic si lipidic

. . Glucoza, mM/L Colesterol, mM/L Trigliceride, mM/L
Loturile de studiu Mim M Mim
. 4,63+1,10 43740,12 1.22+0.11
(100%) (100%) (100%)
4,38+0,87 4,4140,16 1,1940,06
MI-100 mg/kg (95%) (101%) (98%)
4,38+0,76 4,61+0,24 1,3420,12
MI- 1000 mg/kg (95%) (105%) (110%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001
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Tabelul 4.40. Indicii metabolismului mineral

Loturile de studiu

Calciu, mM/L

Fosfor, mM/L

M+m M+m
martor 2,37+0,22 1,08+0,08
(100%) (100%)
2,34+0,22 1,3440,19
MI-100 mg/kg 99%) (124%)
2,4040,15 1,13+0,09
MI- 1000 mg/kg (103%) (105%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.41. Indicii peroxidarii lipidice

AGE, pg/ml AGE, pg/ml
Loturile de studiu] DAI\&;;M/L PPOQ;;M/L 330/390 370/440 AH\I’\[&EHM/ L
M=+m M=Em

i 115951.67 | 47.95:14.12 | 401.92412637 | 120.77447.69 | 0.6540.02
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

MI100 makg | TAOELES™ | 421051339 | 469.59481.09 | 144.90:4103 | 0612007
(64%) (88%) (117%) (120%) (94%)

ML 1000 makg| 10785321 | SSSOEI7.62 | 4910157469 | 990052987 | 0.590.05°
(93%) (116%) (122%) (82%) (91%)

Nota: diferentd statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.42. Indicii sistemului antioxidant (partea 1)

Loturile de studiu S(;/]I)i, I;11/ c AAT cu ﬁ]il;ls, uM/L AAT Clﬁf; mM/L
otor 1509,96+105,08 0,62+0,02 0,68+0,23
(100%) (100%) (100%)
1646,87+104,33 0,63+0,01 0,97+0,22
MI-100 mg/kg (109%) (102%) (143%)
1538,34+188,22 0,62%0,01 1,6120,98*
MI- 1000 mg/kg (105%) (100%) (237%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

Tabelul 4.43. Indicii sistemului antioxidant (partea 2)

Loturile de studiu Ci’/[fri/L SH-ng;\jI’ ;rlnM/g -prot Y-Cﬁf;l/L
s 275,83458,63 6,81+1,34 2,07+0,73
(100%) (100%) (100%)
286,89£50,22 4,340,903+ 2,87+1,02
MI-100 mg/kg (104%) (63%) (139%)
354,80+123,13 5,4041,35 2,68+1,24
MI- 1000 mg/kg (129%) (79%) (130%)

Nota: diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001
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La examinarea preparatelor histologice ale organelor studiate ale animalelor din lotul-mar-
tor si celor tratate cu produsele testate in doza de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg, diferente nu s-au

remarcat.

Fig. 4.6. Sobolani MI-1000 mg kg. Epiteliul ciliat din peretele bronhiilor este pastrat (a), emfizem usor cu

dilatarea alveolelor (b), bronhii de calibru mic cu lumenul dilatat, conturat celular (c). H-E x 90

Epiteliul ciliat al traheii (fig. 4.6): a) este pastrat, b) emfizem ugor cu dilatarea alveolelor,
¢) bronhii de calibru mic cu lumenul dilatat, conturat celular
Epiteliul bronhiilor intrapulmonare - fara schimbari. Modificari inflamatorii acute in tesu-

tul pulmonar nu s-au depistat.

Fig. 4.7. Sobolani MI -100 mg. Ficatul cu: a) tumescenta citoplasmei cu formare de granule in zonele

perilobulare, b) dilatarea spatiilor Disse, c¢) edem pericentrolobular. H-E x 90

Structura trabeculard a ficatului 1n sectiune, obtinutd din diferite obiecte ale lobilor fica-
tului, modificari nu prezenta (fig. 4.7). Limitele hepatocitelor bine determinate (a), citoplasma

granulara, slab oxifila. Dereglari ale proprietatilor tinctoriale ale citoplasmei nu s-au observat. Nu-
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cleele contin nucleotide bine conturate si cu suficientd cromatind. Membrana nucleara este subtire.

Sinusoidele hepatice - pline cu sange (b) si edematiate preponderent pericentrolobular (c).

- o
=

- s

toplasmei

Fig. 4.8. Sobolani MI-1000 mg. Rinichii: a) intumescenta ci

celulelor epiteliale cu exfoliere, oxifila

Capilarele glomerulare si tesutul interstitial al rinichilor sunt congestionate (fig. 4.8), intu-

mescenta citoplasmei celulelor epiteliale cu exfoliere, oxifila (a), dilatarea tubilor renali contorti si

glomerulelor dintre capsula si capilarele glomerulare (b).

- o
> i Ty > L8 -

Fig. 4.9. Sobolani MI-1000 mg. Splina: a) foliculi limfoizi cu nuclee bine conturate, hipercrome,
b) structura pulpei rosii — pastrata. H-E x 140

Elementele limforeticulare ale splinei (fig. 4.9.): cu nuclee clar delimitate (a), distrugere

sau atrofie de foliculi nu este. In pulpa rosie a splinei (b), se observa focare de hematopoiezi cu

megacariocite unice.
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Fig. 4.10. Sobolani MI-100 mg. Cordul cu: a) nucleele cardiomiocitelor sunt conturate, hiper-

crome, b) striatiile cardiomiocitelor sunt pastrate, c) edem interfibrilar. H-E x 90

Cordul, la investigatia histologica (fig. 4.10), prezinta in structura cardiomiocitelor: nuclee con-
turate, hipercrome (a), striatiile cardiomiocitelor — pastrate (b) si un edem neinsemnat interfibrilar difuz
(c). Astfel, conform rezultatelor studiului histologic, administrarea zilnica a preparatului MI, in doze
de 100 si 1000 mg/kg, timp de 30 de zile, nu este Insotitd de dezvoltarea modificarilor degenerative si

distructive, de modificari focare sclerotice in celulele parenchimatoase si stroma organelor interne.

4.5. Studii preclinice de determinare a eficacitatii otoprotectoare

a produselor medicamentoase combinate in SSN

Numeroase surse indica modelarea SSN la animalele de laborator, controlul reflexelor fi-
ziologice la stimulii sonori si audiometria computerizata (OEA, PEA), in scopul studierii functiei
analizatorului auditiv in diferite stari patologice [14, 67].

Un rol important in prevenirea consecintelor SSN le revine metodelor profilactice, in speci-
al farmacoterapiei otoprotectoare. In acest scop, pani la efectuarea studiilor clinice, este necesara
efectuarea studiilor preclinice, cu implicarea animalelor de laborator.

In literatura de specialitate sunt prezentate mai multe metode de inducere a SSN medica-
mentoase la animalele de laborator (antibacteriene ototoxice — neomicina, canamicina, gentami-
cina, streptomicina; antineoplazice — cisplastina etc.). Produsele respective pot fi administrate:
intravenos, intramuscular, intraperitoneal, in bula otica [67, 182].

Studiile preclinice pe animale de laborator au fost efectuate la USMF ,,Nicolae Testemita-
nu”. Anterior, a fost demonstrata eficacitatea produsului CAF-01 in SSN indusa prin gentamicina
la sobolani. Rezultatele au fost confirmate prin imbunatatirea indicilor OEA si a reflexului Preyer

la animalele, carora li s-a administrat CAF-01 [67].
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Scopul studiilor preclinice: determinarea efectelor farmacologice otoprotectoare pentru
produsele CAF-01, MI si NH (Flamena, emulsie, Merion si Neamon-hepa). Cercetarea a fost efec-
tuatd pe 32 de sobolani albi, repartizati in patru loturi a cate opt indivizi: 1 — lotul-martor (animale
sanatoase); lotul 2 - cu SSN indusa (li s-a administrat sol. 0,9% NacCl, i/g, 3 ml, 14 zile); lotul 3 - cu
SSN indusa si Flamena +Merion, 3 ml, 14 zile: sapte zile pana la ototoxicitate si sapte zile dupa;
lotul 4 - cu SSN indusa si Neamon-hepa, 3 ml, 14 zile: sapte zile pana la ototoxicitate si sapte zile
dupa.

4.5.1. Rezultate morfologice

Morfologic, a fost demonstrata provocarea SSN prin administrarea solutiei de gentamicina.
La administrarea animalelor a gentamicinei, se constata structurile anatomice ale urechii interne si
organului Corti neafectate (figurile 4.11 si 4.12). La animalele, cérora li s-a administrat gentamici-
nd, morfologic a fost constatatd SSN: organul Corti, stria vasculara prezintd elemente de distrofie,

apoptoza si necroza (figurile 4.13 si 4.14).

i

Fig. 4.11. Stria vasculara din canalul cohlear: a) vas sangvin;

b) elemente celulare bine conturate
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Fig. 4.12. Sectiune transversala a melcului: a) rampa timpanica,; b) rampa vestibulara, c) plas-

ma omogend; d) endolimfa cu elemente limfatice conturate. H-E x90

La subiectii din grupul de control, structura striei vasculare a fost normala, in timp ce la
cei tratati cu gentamicind au fost constatate modificarile striei vasculare, organitele celulare, mi-
tocondriile, reticulul endoplasmatic au prezentat grave leziuni. In particular, celulele marginale au
suferit si ele leziuni. Spatiile intercelulare au devenit mai largi, reducand numarul de mitocondrii
pe suprafata libera a celulelor striei vascularis. Mitocondriile s-au edematiat, au prezentat rupturi,
zone de degenerescenta secundard, lizozomii si autofagozomii au crescut ca numar si au prezentat
incluziuni modulative, indicand o severa ototoxicitate.

La cercetdrile microscopice, afectarea cea mai puternicd a OC a fost constatata partial
in primul si total in al doilea tur spiralat al cohleei. Se determina majorarea volumului nuclee-
lor celulelor ciliate externe, asa-numitul fenomen de pulsare, cauzat de majorarea hidrofilitatii
carioplasmei in conditiile de intensificare a POL. Am constatat distructia sau disparitia stereo-
clililor ale CCE si CCI, precum si deformarea placii (membranei) cuticulare a celulelor ciliate.
Stereocilii sunt microvilozitati implantate pe platoul cuticular de pe fata superioara a CCE/I
dupa un aranjament caracteristic, care participd la procesul de traducere mecano-electica a
stimulului sonor. Structura internd a stereocilului constd din microfilamente axiale compacte

care corespund actinei F si sunt polarizate in directia placii cuticulare. Placa cuticulard se afla
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la polul apical al CCE/I si prezintd la om si animale o densificare constituitd dintr-un amestec
de proteine contractile (actind, miozind) si de proteine legate de calciu. S-a determinat CCE
in stare de picnoza cu margini diferentiate, cu structurd nediferentiata a carioplasmei, micso-
rate considerabil in volum (practic uscate). Distructia izolatd doar a CCE poate fi explicata
prin sensibilitatea sporita la hipoxie. Manifestarea organospecifica a procesului necrozei de
~mumificare” a CCE a OC reprezintd sectoare cu hotar diferentiat intre celulele intacte si cele
deformate, fapt ce poate fi explicat nu atat prin afectarea toxica directd a CCE, ci prin afectarea
striei vasculare gentamicin-induse.

Rezultatele morfologice in lotul cu ototoxicitate (figurile 3.2.13 si 3.2.14)

. \ \ 4§ M I c W

Ok 4 ’ i PN,
Fig. 4.13. Stria vasculara: a) vase congestionate;  Fig. 4.14. Sectiune transversala a canalelor
b) diminuarea conturului celular; c) schimbari de — melcului: a) endolimfa cu elemente celulare

apoptoza. H-E <90 repartizate difuz, haotic; b) plasma neomogena,
¢) vezicule hidropice. H-E %90

La animalele de laborator din toate loturile experimentale, otoscopia nu a constatat
modificari patologice ale CAE (fig. 4.16) si ale membranei timpanice (fig. 4.17). Acest lucru
denota functia normala a urechii externe si a celei medii, la animalele incluse in experiment
[67]. Lipsa modificarilor patologice ale urechii externe si ale celei medii a permis Inregistra-
rea OEA.
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Fig. 4.15. Procesul de efectuare a otoscopiei la sobolan cu videootoscop

Fig. 4.16. Otoscopie. Conductul auditiv extern la sobolan
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Fig. 4.18. Procesul de efectuare a determinarii reactiei sobolanilor la stimuli sonori puter-
nici cu testerul sonor PA 5 (70dB)
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Fig. 4.19. Reflexul Preyer. Animalele sunt relaxate, somnolente pana la prezentarea stimu-

o \ [ W &
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Fig. 4.20. Reflexul Preyer. Animalele sunt alertate (se aranjeaza impreuna) la stimulul so-

nor intens
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Fig. 4.21. Procesul de introducere a sondei auriculare a aparatului pentru inregistrarea

OEA la sobolan in stare de somn medicamentos

Fig. 4.22. Procesul de inregistrare a OEA cu aparatul Neirosoft la sobolan in stare de somn

medicamentos
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Fig. 4.23. Procesul de calibrare automata a stimulului generat

de sonda Neirosoft, introdusa in CAE la sobolan

CrabuasHOCTh

BLINDAHEHD

Fig. 4.24. Procesul de inregistrare (analizd automati) a OEA, vizualizata la ecranul apara-

tajului Neirosoft
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4.5.2. Determinarea eficacitatii otoprotectoare a produsului CAF-01

Anterior, pe un lot de sase animale cu surditate indusa a fost demonstrata eficacitatea oto-
protectoare a CAF-01.

Reflexul Preyer prezinta tresdrirea animalelor de laborator — a sobolanilor (ciulirea urechi-
lor, inlemnire etc.) la prezentarea stimulilor sonori puternici. Astfel, constatam ca, la animalele din
lotul-martor, procentajul a fost inalt (denota un auz normal). La animalele din lotul cu surditate
indusa, procentajul a fost minor (pana la 33%), ceea ce Inseamna cd la majoritatea animalelor,
carora li s-a administrat gentamicind, s-a instalat deficienta auditiva. La administrarea majoritatii
animalelor a CAF-01, rezultatele pozitive au constituit circa 75%, fapt ce poate fi atribuit efectului

farmacologic benefic al produsului studiat (tabelul 4.44).

Tabelul 4.44. Reflexul Preyer: raspunsurile pozitive (numérul de animale,%)

Frecventa Lotul Lotul cu surditate Lotul cu surditate+
’ de control 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 testului sonor (reflexul Preyer) au fost confirmate prin audiometria obiectiva
(inregistrarea otoemisiunilor acustice tranzitorii). In acest context am determinat deosebirea statis-
tic semnificativa intre pragul de inregistrare a otoemisiunilor acustice si raportul semnal/zgomotul
de fon la animalele din lotul- martor, caruia 1 s-a administrat doar gentamicina, si lotul ,cdruia 1
s-au prescris gentamicina si CAF-01. Asadar, constatam: la animalele din lotul-martor, procentajul
a fost Tnalt (ce denotd un auz normal). La animalele din lotul cu surditate indusa, nu s-au inregistrat
valori pozitive, fapt ce confirma ca la majoritatea animalelor, carora li s-a administrat gentamicina,
s-a instalat deficientd auditiva. La animalele din lotul, caruia 1 s-a prescris CAF-01, s-au constatat
rezultate asemanatoare cu cele din lotul-martor, fapt ce confirma obiectiv efectul otoprotector al
produsului studiat (tab. 4.45).

Tesutul cerebral, afectat de hipoxie (un factor favorizant de dezvoltare a SSN), in conditia
de reperfuzie ischemicd dupa terapie vasoactiva, este expus la actiune agresiva de oxidare din
partea sangelui, cu dezvoltarea sindromului de afectare reperfuzionald. Astfel, devine rationala uti-
lizarea neuroprotectoarelor si antioxidantelor in farmacoterapia SSN. Tratamentul respectiv este
favorizat de conceptul ,,cascada” a modificarilor patobiochimice in tesutul nervos ischemizat, in
urma dereglarilor circulatiei cerebrale, si se bazeaza pe utilizarea citoprotectoarelor energostabili-

zante precum produsul CAF-01.
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Tabelul 4.45. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice la lotul CAF-01
OEAT - surditate indusa, OEAT - surditate + CAF-01

Frecventa TE (dB) | Diferenta TE (dB) Diferenta P surditate/surditate +produs
1500 Hz -2 -1 7 5 P<0,05

2000 Hz 0 2 8 6 P<0,05

2500 Hz -2 1 7 3 P<0,05

3000 Hz 1 4 6 4 P<0,05

3500 Hz -3 2 10 7 P<0,01

4000 Hz -5 -3 15 5 P<0,01

Asadar, in preexperiment se determina efectul otoprotector al produsului CAF-01 prin pre-
zenta reflexului Preyer, confirmat de parametrii satisfacatori ai otoemisiei acustice. Totusi putem
constata veridicitatea redusa a reflexului Preyer cauzata, in opinia noastra, de caracterul subiectiv
al metodei bazata in exclusivitate pe observarea reactiei (comportamentului) animalului din ex-
periment. De asemenea este dificila efectuarea metodei. Din aceste considerente, in cercetarile
ulterioare ne-am bazat pe audiometria obiectivd/computerizata, si anume inregistrarea OEA. Am
efectuat validarea metodei inregistrarii OEAT in conditiile laboratorului, precum si confirmarea

inducerii SSN prin administrarea parenterald a gentamicinei.

4.5.3. Determinarea eficacitatii otoprotectoare a produselor Flamena, emulsie
(CAF-01), in combinatie cu MI si Neamon-hepa (NH-01)

Rezultatele audiometriei reflectorii au fost confirmate prin audiometria obiectiva (inre-
gistrarea otoemisiunilor acustice tranzitorii). Asadar, atestaim o deosebire statistic semnificativa
intre pragul de Inregistrare a otoemisiunilor acustice (OEAT) si raportul semnal/zgomotul de fon
la animalele din lotul-martor, lotul care a administrat doar gentamicind si lotul caruia 1 s-a pre-
scris gentamicina+CAF-01. In acest sens constatim: la animalele din lotul-martor, procentajul a
fost Tnalt (ce denotd un auz normal). La animalele din lotul cu surditate indusa, nu s-au inregistrat
valori de raport semnal/zgomot pozitive, fapt ce confirma ca, la majoritatea animalelor care au
administrat gentamicind, s-a instalat deficienta auditiva (tabelul 4.46). La administrarea anima-
lelor a produselor medicamentoase CAF-01+MI si NH, am determinat rezultate asemanatoare cu
cele din lotul-martor, fapt ce confirma obiectiv efectul otoprotector al produsului studiat (tabelele
4.47 s1 4.49). Pe fondalul hipoxiei, efectul antioxidant protector al produselor CAF-01 si NH-01
se manifestd prin: reducerea concentratiei lactatului si a activitatii lactatdehidrogenazei, sporirea
activitatii succinatdehidrogenazei. Produsele respective inhibd hiperactivarea POL si sporeste ac-
tivitatea antioxidanta prin restabilirea glutationului, a activitdtii enzimelor antioxidante (catalaza,
glutationperoxidaza si superoxiddismutaza). Prin mecanismele respective se poate explica actiu-
nea beneficd otoprotectoare asupra componentelor senzorineurale ale AA (organul Corti, nervul
auditiv) a produselor CAF-01 si NH-01.
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Asadar, constatdm c4, la animalele din lotul-martor OEAT, au fost Inregistrate la valori supe-
rioare de 5 deciBelli, Sound Pressure Level (dB SPL), cu un raport semnal/zgomot pozitiv. La ani-
malele din lotul cu surditate indusa, nu s-au Inregistrat valori > 0,50 dB SPL (2000-3500Hz), iar la
frecventa 4000 Hz s-a inregistrat valoare medie negativa - 6,17 + 1,8 dB SPL, fapt ce confirma ca, la
majoritatea animalelor care au administrat gentamicind, s-a instalat deficientd auditiva. Totodata, la
animalele din lotul care a administrat NH-01 si CAF-01+MI, s-au constatat rezultate asemanatoare
cu cele din lotul-martor (nu se determina deviere statistic semnificativa nici la o frecventa studiata).
In acelasi timp, rezultatele din grupele respective sunt deosebite practic la toate frecventele supe-
rioare de 3000 Hz fata de lotul cu surditate indusa (tabelele 4.47 si 4.50). Deci se determina deosebiri
statistic semnificative, n special la frecventele 3500 si 4000 Hz intre loturile-martor si surditatea
indusa (tabelul 4.56), intre lotul-martor si loturile cu surditate indusa + produsele studiate si intre

loturile cu surditate indusa + produsele studiate si lotul doar cu surditatea indusa.

Tabelul 4.46. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice ale lotului-martor versus lotul

cu surditate indusa

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

Tabelul 4.47. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice ale loturilor cu surditate

Frecventa Surditate indusa Surditate indusa+CAF-01 si MI p
OEAT, M = m OEAT, M+m
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
4000 Hz 1,42+ 1,12 10,11 + 0,55 <0,001

Tabelul 4.48. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice CAF-01

Frecventa Lotul-martor Surditate indusa+CAF-01 si MI p
’ OEAT,M = m OEAT,M = m
1500 Hz 5,07+0,31 4,08 + 0,24 > 0,05
2000 Hz 8,05+ 0,41 6,85+ 0,29 > 0,05
2500 Hz 7,75 + 0,46 7,11 +£0,31 > 0,05
3000 Hz 8,28 + 0,47 6,87 + 1,48 <0,01
3500 Hz 10,05 + 0,56 9,38 + 0,42 > 0,05
4000 Hz 12,24 £0,73 10,11 +£ 0,55 > 0,01
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cu surditate indusa + NH-01

Tabelul 4.49. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice ale lotului-martor versus lotul

Freeventa Lotul-martor Surditate indusa + NH-01 p
) OEAT,M +m OEAT,M £ m

1500 Hz 5,07+0,31 3,12+0,21 > 0,05
2000 Hz 8,05+ 0,41 4,73 £0,32 > 0,05
2500 Hz 7,75 £ 0,46 6,12 + 0,81 > 0,05
3000 Hz 8,28 £0,47 5,66 £ 1,67 <0,01
3500 Hz 10,05 £ 0,56 7,11 £0,48 > 0,05
4000 Hz 12,24 £0,73 9,11 +£0,51 > 0,01

sa versus surditate indusa + NH-01

Tabelul 4.50. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice ale lotului cu surditate indu-

Frecventa Surditate indusa Surditate indusa + NH-01 P
OEAT,M £+ m OEAT,M +m
1500 Hz 1,55+ 0,67 3,12+0,21 <0,05
2000 Hz 1,36 £ 0,90 4,73 +£0,32 <0,05
2500 Hz 1,15+0,81 6,12 +0,81 <0,01
3000 Hz 0,78 £0,96 5,66 £ 1,67 <0,01
3500 Hz -0,46x1,03 7,11+0,48 <0,001
4000 Hz 1,42+1,12 9,11+0,51 <0,001

+ CAF-01 vs lot surditate indusa + NH-01

Tabelul 4.51. Rezultatele inregistrarii otoemisiunilor acustice ale lotului cu surditate indusa

Frecventa Surditate indusa+CAFO01 si MI Surditate indusa+NH-01 P
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

Odata ce rezultatele la 1500-3000 Hz diferd putin intre toate grupurile de studiu, consi-
deram ca SSN a fost generatd in special la frecventele cuprinse in spectrul 3500-4000 Hz si mai
mult. Comparand loturile care au administrat CAF-01+MI si NH, putem concluziona despre efi-
cacitatea putin mai ridicatd a CAF-01+MI (deosebire statistic semnificativd la 3500 Hz, p < 0,05).
Cercetarile morfologice la animalele din loturile de studiu (CAF-01) indicd lipsa fenomenelor de

necroza celulard. Se constata polimorfismul nucleelor CCE, odata cu lipsa cariopicnozei (predomi-
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nd numai distrofie cu tendinta de mixorare volumului). CCI aveau nuclee vizual intacte. Sobolanii
percep sunetele de la 500-70 000 Hz, labirintul osos avéand 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 bazilard de modiolul urechii interne. Referitor la diapazonul auditiv maxim, datele
sunt diferite: conform unora, auzul optim ar fi de aproximativ 1000 sau 3000-4000 Hz, alti autori
considera 6000-10000 Hz [10, 17]. Rezultatele cercetarilor noastre ne fac sa concluzionam despre
sensibilitatea sporitd a organului auditiv la sobolani, la frecventele medii si acute (> 3500 Hz).

OC, asezat pe membrana bazilara, este constituit dintr-un ansamblu de celule de sustinere
(Deiters, Hensen, Claudiuc, Boettcher) si CCE, CCI asezate intr-o maniera complexa [261, 263].
Pastrarea microstructurii extracelulare la apoptoza CC permite formarea cicatricei epiteliale, ca
urmare a hipertrofiei compensatoare a celulelor de sustinere Deuters [227, 264]. Aceasta, la randul
ei, face posibild protejarea placii cuticulare a CC. Astfel nu se agraveaza defeglarile micromecani-
cii perceperii sonore la regiunile adiacente ale OC cu CC pastrate.

Produsele CAF-01, MI, NH reprezintd combinatii echilibrate de vitamine, minerale si oli-
goelemente, cu actiune antioxidantd si alte efecte polivalente, si constituie o sursd echilibrata de
compusi necesari pentru metabolismul uman 1n caz de carente, afectiuni cronice, supraefort fizic si
intelectual [28]. Rezultatele obtinute in urma determindrii inofensivitatii si eficacitatii produselor
evidentiaza efectele lor otoprotectoare si pot servi ca baza pentru initierea unor studii clinice n
vederea determindrii efectului benefic in tratamentul complex al SSN.

Vitamina A deriva din pigmentii naturali, denumiti carotenoizi (provitamina A). La nivelul
celulelor ciliate ale organului Corti, prin activarea proceselor de expresie genica si regenerare ce-
lulara, contribuie la regenerarea neuroreceptorilor. Prin inhibitia POL, la nivelul tesuturilor urechii
interne, contribuie la reducerea apoptozei celulelor organului auditiv si deci la incetinirea procese-
lor degenerative si reducerea riscului progresiv al deficientei auditive [249].

Vitamina D este necesard pentru formarea oaselor si reglarea metabolismului fosfo-calcic.
In general, alimentele sunt sirace in vitamina D si, din acest motiv, este necesara suplimentarea
dietei cu vitamina D, mai ales la copii. Vitamina E include un grup de compusi, denumiti tocofe-
roli, si manifestd efect antioxidant cu rol protector/stabilizator pentru membranele celulare. De
asemenea, contribuie la prevenirea aterosclerozei si actioneaza ca imunomodulator [253].

Vitamina B1 (tiamina) manifesta influente benefice la nivelul AA: la nivelul endolimfei,
contribuie la stimularea neurotransmisiei prin participarea la producerea acetilcolinei; prin par-
ticiparea la procesele de mielinizare si in calitate de coferment la utilizarea glucozei contribuie
la normalizarea proceselor metabolice, neuroprotectia organului Corti (OC) si a nervului auditiv
[9]. Vitamina B2 (riboflavina) imbunatateste microcirculatia la nivelul UI — profilaxia proceselor
distrofice; la nivel OC si NA, manifestd actiune antioxidanta si neuroprotectoare in cadrul afecti-
unilor degenerative prin participarea ca un coferment al flavoenzimelor si glutationreductazei si
prin mentinerea arhitectonicii OC si NA [26, 171]. Vitamina B6 (piridoxina) este un coferment

si participd la sinteza aminoacizilor si proteinelor, manifestand astfel actiune neurotransmisiva si
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neuroprotectoare la nivelele OS si NA. De asemenea este un vasoprotector la nivelul Ul prin dimi-
nuarea colesterolului, homocisteinei si stimularea formarii EPA si DHA [151, 255].

Vitamina C (acidul ascorbic) este un agent reducétor puternic, care contribuie la formarea
substantei intercelulare din peretii vaselor capilare, a colagenului, a elastinei si tesutului osos; este
implicata in oxidarea celulara si stimuleaza sinteza NO (monoxidului de azot) de endoteliul celu-
lar. In acelasi timp, este stabilit rolul NO in reglarea tonusului vascular. Vitamina C este necesara
pentru cresterea si maturizarea normald a celulelor. Alaturi de vitamina E si beta-caroten (precur-
sorul dietetic al vitaminei A), vitamina C este un antioxidant care poate avea un rol in sustinerea
nutritionald a copiilor bolnavi in stare grava (in stres catabolic). Organismul uman nu este inzestrat
cu capacitatea de a produce vitamina C si, de aceea, se limiteaza la procurarea acesteia din ali-
mente. Un aport crescut de vitamina C este necesar mai ales la persoanele afectate de maladii, la
cei aflati in convalescenta, in cazul expunerii la eforturi fizice si psihice si la oamenii care traiesc
in mediu poluat [161, 215]. Este stabilit, in acelasi timp, ca dihidroquercetina, care se contine in
produsul CAF-01, potenteaza efectele capilaroprotectoare ale vitaminei C.

Mineralele si oligoelementele precum magneziul, seleniul, cuprul si sodiul sunt esentiale
pentru crestere si dezvoltare. Acestea reprezintd un rol proeminent in procesele energetice si in
transportarea unor substante, fiind implicate Tn multe reactii biochimice moleculare, constituie
componente ale scheletului. Magneziul este un constituent celular cu rol catalizator pentru multe
functii metabolice si sisteme de transmisie celulara. Toate aceste elemente reprezintd nutrienti
esentiali pentru procesele vietii [51, 52].

Zincul (Zn) este un element esential care ofera multe beneficii terapeutice. Zn este un com-
ponent structural necesar jonctiunii proteinelor ADN si protejeazd de asemenea membrana celulara
impotriva lizei. Zn regleaza nivelurile de vitamina A si cantitatea In care aceasta este eliberata de
ficat. Metabolismul este de asemenea partial dependent de prezenta zincului care ajuta la transforma-
rea tiroxinei in triiodotironini. In plus, analizatorii gustativ, olfactiv, vizual si auditiv nu ar functiona
in lipsa unei cantitati adecvate de Zn in organism [74]. Contributiile Zn in functia normald a AA sunt
urmatoarele: CO - participd la metabolismul vitaminei A, manifesta efect antioxidant prin partici-
parea la complexul Cu-Zn superoxiddismutaza si astfel protejand lipidele de POL. Fermentii care
contin Zn participd la metabolismul proteic si al colagenulului la CC (celulele ciliate). Zn participa la
procesul de mielinizare a axonilor, manifestand efect neuroprotector la NA [141, 171].

Efectul hipoxic local in UI poate accelera modificarile atrofice care in mod normal au loc in
tesutul de sustinere al canalului cohlear. Hipoxia poate provoca schimbari In sensul alterarii masei
si structurii ligamentului spiral sau a membranei bazilare. Prin urmare, existd o pierdere neurosen-
zoriala de auz in otitele medii supurative cronice, datorita hipoxiei locale consecutiva ingrosarii
membranei ferestrei rotunde [232].

Micsorarea schimbdrilor degenerative ale CC (lipsa proceselor de cariopicnoza la CCE,
nuclee vizibil intacte la CCI) din spiralele 1 si 2, OC pe fundalul functiei pastrate a verigii de per-
ceptie a OC, conform rezultatelor OEAT, denota efectele benefice ale produselor NH-01 si CAF-01
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la surditatea indusa prin gentamicind. Efectele otoprotectoare ale produselor studiate pot fi eluci-
date prin eliminarea spasmului arteriolelor si capilarelor striei vasculare din labirintul membranos,
prin micsorarea intensitatii procesului distructiv al POL asupra membranelor CC, astfel asigurand
mentinerea functiilor trofice si electrochimice si preintampina agravarea complicatiilor ischemice.

Mecanismul efectelor antioxidante ale dihidroquercetinei se efectueaza prin aranjarea mo-
leculelor principiilor acvive In cadrul compartimentelor lipidice ale membranelor celulare si inhi-
ba direct radicalii liberi, protejeaza structura membranei si, astfel, le protejeaza de fosfolipaze,
amelioreaza sistemele de fosforilare, este In legatura cu lipidele, care sunt necesare pentru neutra-
lizarea superoxidanionului [222, 253].

Acidul glutamic, arginina si glicina amelioreaza procesele anabolice (majorarea ADN,
ARN, proteinelor, glicogenului, ATP), asigura dirijarea proceselor catabolice care sunt initiatorii
formarii ROS, astfel se inhiba reteaua finala a POL. Zincul, de asemenea, serveste in calitate de
cofactor pentru reactiile fermentative si participa in procesele anabolice [255, 257]. Astfel putem
considera cd administrarea combinatd a CAF si MI poate cauza inhibarea intregului lant de POL.
Astfel, se structureazd membranele celulare si se contribuie la aranjarea adecvatd a sistemelor
fermentative din membrane.

Cercetarile anterioare [245] au demonstrat [227, 229] c&, in cazul SSN subcronice, celulele
ciliate pot timp Indelungat (pana la trei-patru luni) sa se pastreze in stadiu de ,,mumificare”, n
cazul mentinerii intacte a placii cuticulare. Functia de fagocitaza va fi indeplinita de epiteliocitele
de mentinere. La distructia CC sub placa cuticulard a OC, fagocitoza va fi mentinuta de celulele
Deiters. Daca materialul patologic, de exemplu, format in urma hemoragiei locale in endolimfa,
la expunerea acustica intensa, nu este acoperit de placa cuticulara si liber circuld prin endolimfa,
fagocitoza va fi asiguratd de celulele Hensen, Claudius, Boettcher [9, 79, 227]. Astfel este argu-
mentata, din punct de vedere stiintific, necesitatea efectuarii tratamentului farmacologic in stadiile
acute si subacute ale SSN si a celui medicamentos ,,profilactic” de mentinere a AA sub aspect
morfofunctional.

Efectele farmacologice ale produselor cercetate in cadrul studiului pot fi explicate, de ase-
menea, prin eliminarea spasmului arteriolar si a celuicapilar ale striei vasculare a Ul (indus de
aminoglicozidic), asigurand functiile trofice si electrochimice si prevenind complicatiile ischemi-
co-reperfuzice. Potentialul antiapoptotic este asigurat prin posibilitatea glicinei de a inhiba activi-
tatea endonucleazelor Ca dependente. Produsele farmacologice intervin prin blocarea receptorilor
adenozinici, inhibarea fosfodiesterazei trombocitare cu cresterea concentratiei AMPc (care prein-
tampind trecerea endoperoxizilor ciclici sub actiunea ciclooxigenazei in tromboxan A2, care este
o substantd endogend cu proprietati agregante marcate) si a duratei lui de actiune, mobilizarea
ionilor de calciu. Astfel se obtine: actiune vasodilatatoare cu cresterea fluxului sangvin in zonele
ischemice; imbunatatirea proprietatilor reologice ale sangelui si ameliorarea microcirculatiei prin
micsorarea agregarii plachetare; amplificarea potentialului energetic al AA prin cresterea substan-

telor energetice (glucoza, fosfat) si intensificarea oxidarii lor.
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4.5.5. Algoritm de conduita a investigatiilor audiologice experimentale

Rezultatele obtinute ne-au permis sd elabordm un algoritm de modelare a SSN la animalele
de laborator (fig. 4.25).

Algoritmul este format din doua etape consecutive, si anume: determinarea tipului de anal-
gezie; stabilirea genului de substantd pentru inducerea si dirijarea decurgerii SSN, metodele audio-
metrice experimentale (OEA, impendansmetrie, reflex Preyer) pentru constatarea si monitorizarea
SSN; produsul farmacologic si determinarea eficacitatii prin metodele audiometrice mentionate
mai sus. Datoritd metodei respective, a fost obtinuta proprietatea intelectuala prin acordarea certi-
ficatului de inovator.

MODELAREA SURDITATII MEDICAMENTOASE
(Gentamicina i/m 0,3 ml)
SI CONFIRMARE prin INVESTIGATIILE SUBIECTIVE
(reflex Preyer),

OBIECTIVE (impedansmetrie, OEA)

SURDITATE DE PERCEPTIE NU ESTE CONFIRMATA
SURDITATEA
Este efect farmacoterapeutic nu este efect

(confirmare prin INVESTIGATIILE SUBIECTIVE (reflex Preyer),
OBIECTIVE (impedansmetrie, OEA)

Fig. 4.25. Algoritmul de modelare a SSN la animalele de laborator

4.6. Sinteza capitolului 4

1. Rezultatele experimentale au aratat cd produsul CAF-02 pentru administrarea acuta
unimomentana la animalele de laborator (soareci, sobolani) practic nu prezinta efecte toxice.

2. La soareci, administrarea intragastrala si intraperitoneald nu a cauzat decesul animalelor
si nu s-au depistat modificari macroscopice ale organelor interne. La sobolani, in urma investiga-
tiilor efectuate conform recomandarilor 7G 423 Acute Toxic Class Method (OECD), poseda toxi-
citate redusa, astfel fiind clasificate: CAF-01 clasa de toxicitate 5 si LD50 estimat > 5000 mg/kg,
iar CAF-02 clasa de toxicitate 5 si LD50 estimat - 2500 mg/kg.
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3. Dupa examinarea toxicitatii cronice a produsului CAF-02 putem concluziona ca, pe
parcursul utilizérii acestuia timp de 30 de zile, s-a constatat o crestere ponderalda mai importanta
la animalele din loturile-martor, fard modificari esentiale ale masei corporale si masei organelor
interne, reflectate prin indicele masa organ/masa corp.

4. La analiza hematologica s-a remarcat faptul ca produsul CAF-01 poate provoca o leu-
copenie dozo-dependenta nesemnificativa. Utilizarea sistematicd timp de o lund a compusului sub
forma de gel la lotul-martor si loturile studiate nu a modificat esential parametrii metabolismelor
glucidic, proteic si lipidic, desi s-a constatat o crestere nesemnificativa a nivelului proteinei totale,
a colesterolului care avea caracter dozo-dependent.

5. Analiza spectrului enzimatic ne-a relevat o reducere dozo-dependenta a activitatii tran-
saminazelor. Administrarea timp de o lund a preparatului testat in doze de 100 si 1000 mg/kg a
determinat efectul antioxidant al compusului, micsorarea dozo-dependenta nesemnificativa a Ca,
precum si cresterea concentratiei ureei, creatininei.

6. La examinarea macroscopicd, microscopicd si histopatologicd, modificari patologice
statistic veridice Intre loturile-martor si cele experimentale nu s-au constatat.

7. Rezultatele toxicitdtii subcronice ne permit sd recomandam produsul cercetat pentru
continuarea studiilor preclinice farmacologice de determinare a eficacitatii si inofensivitatii, pre-
cum si planificarea ulterioara a studiilor clinice.

In cadrul studiului preclinic pe animale de laborator (sobolani) s-a constatat ca produsul
medicamentos CAF-01 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 fara perforatia membranei timpanice.

8. In concluzie, dupa o luni de administrare, produsul cercetat in doze de 100 si 1000
mg/kg nu a provocat deces si modificari In comportamentul si masa corporald a animalelor de
laborator. Rezultatele cercetdrilor hematologice indicd faptul cd MI poate provoca limfopenie si
trombocitopenie dozo-dependentd (mai evident la doza de 1000 mg/kg), cu o scadere neesentiald
a nivelului neutrofilelor nesegmentate si o crestere relativa a nivelului limfocitelor, in comparatie
cu valorile din lotul-martor.

9. Potrivit cercetarilor biochimice, MI nu provoaca actiune toxica semnificativd asupra
metabolismelor proteic, lipidic si mineral, nu deregleaza functiile ficatului la sobolanii albi. Sub-
stantele medicamentoase testate influenteaza pozitiv echilibrul dintre sistemele pro- si antioxidan-
te. In acelasi timp, este cunoscuti importanta disfunctiilor ce au loc in sistemele respective pentru
etiologia SSN.

10. Datorita progreselor inregistrate in farmacoterapie la nivel international, tratamentul
SSN acute si subacute ramane un domeniu deschis, in care se pot realiza studii clinice. Numarul
de studii clinice referitoare la tratamentul patologiei respective este insuficient. Dupa decenii de
multiple studii clinice si experimentale, nu s-a ajuns la un protocol terapeutic, unanim acceptat,

pentru tratamentul surditatii brusc instalate.
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11. Rezultatele toxicitatii subcronice a produsului CAF-01 ne permit sa-1 recomanddm
pentru continuarea studiilor preclinice farmacologice de determinare a eficacitatii si inofensivitati,
precum si pentru planificarea ulterioara a studiilor clinice.

12. Farmacoterapia si reabilitarea complexa a pacientilor cu maladii subacute si cronice,
inclusiv cu SSN, sunt in corelatie cu valorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau supli-
mentelor lor ce contin vitamine, minerale, oligopeptide. Numarul surselor vegetale cu proprietati
polivalente, concomitent si stimulente, este Insd redus. Interactiunile competitive ale microele-
mentelor si nivelul scazut de asimilare a lor, in cazul suplimentelor cu continut de acestea, sunt
printre cauzele eficientei reduse a utilizarii lor cu succes In ameliorarea diverselor situatii clinice
[51]. Intru solutionarea problemei in cauza, drept oportuni poate fi considerata utilizarea medica-
mentelor combinate, obtinute din preparate cu eficienta clinica si inofensivitate bine demonstrate,
cu efecte polivalente. In acest context, produsul CAF-01 (care reprezintid o combinatie dintr-un
principiu activ de sintezd — glicina si unul vegetal — dihidroquercitina) si BioR, capsule (extract
din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis), poseda un potential efect otoprotector si pot fi uti-
lizate in schemele farmacoterapeutice ale SSN. De perspectiva sunt studiile clinice de determinare
a eficacitatii produselor NH-01 si MI in tratamentul complex al bolnavilor cu afectiuni cronice
asociate cu SSN. O directie importanta pentru tratamentul SSN constituie elaborarea si utilizarea
in practica medicald a preparatelor medicamentoase combinate, ce contin substante de sinteza si
naturiste. Cercetdrile preclinice ne-au permis sd elaboram un algoritm de modelare si monitorizare
audiologica preclinicd a eficacitatii farmacologice a produselor medicamentoase la animalele de

laborator.
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5. ASPECTE CLINICE DE OPTIMIZARE
A DIAGNOSTICULUI SI DE RECUPERARE AUDITIVA
A SURDITATII SENZORINEURALE

5.1. Rezultatele diagnosticului genetic al mutatiei genei GJB2

in surditatea senzorineurali

Utilizand informatiile stocate in baza de date, cum ar fi NCBI [National Center for
Biotechnology and Information], am preselectat din publicatiile recente o mutatie patogenica
cu impact major in aparitia SSN prelinguale congenitale in populatia de origine europeana
[Gasparini et. al., 2000]. Mutatia studiatd la nivelul genei GJB2 a fost deletia 35delG, cea mai
frecventa mutatie a acestei gene la nivelul populatiei caucaziene/europene [Rabbani B., Man-
hdieh N., 2009].

Tabelul 5.1. Prevalenta mutatiei 35delG in populatiile tirilor Europei Centrale

si Europei de Sud-Est

Tara Frecventa mutatiei 35delG Referenta
Croatia 55,85% Sansovic 1., et.al., 2005
Rusia 42-57,5% Lalaiants M.R., 2011
Belarus 53% Danilenko N., 2012
Austria 23,2% Frei K., et.al., 2002
Bulgaria 43,1% Popova D.P,, et.al., 2012
Romania 27,3% Lazar C., et.al, 2017
Ungaria 38% Toth T., et.al., 2004
Polonia 35,2% Wiszniewski W., et.al, 2001
Slovenia 33% Medica 1., et.al., 2005
Estonia 32,4% Teek R., et.al., 2010
Turcia 15-23,5% Baysal E., et.al., 2008

Drintre tarile europene apropiate, Roméania prezintd o frecventd a acestei mutatii de
27,3% [Lazar C., et.al.], Bulgaria — de 43,1%, Rusia — o frecventa cuprinsa intre 42 si 57%, iar
Belarus — de 53% [253].

Au fost selectati 20 de pacienti cu SSN pe baza anamnezei, examinarii clinice si audiolog-
ice. Criteriul de includere 1n studiu a fost prezenta SSN congenitale cu debut prelingual. Lotul de

studiu a inclus sase subiecti de sex feminin (30%) si 14 de sex masculin (70%).
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In lotul de referinta au fost incluse 100 de persoane, otologic sanitoase. Lotul de referinta s-
a caracterizat prin subiecti cu varsta cuprinsa intre 18 si 29 de ani, mediana fiind 19 ani, valoarea
intalnita la 50 de persoane (50 %). Lotul a inclus 67 de subiecti de sex feminin (67%) si 33 de sex

masculin (33%).

Studiul molecular-genetic s-a realizat conform unei metodologii de genotipare, bazata pe
solutia tehnica TagMan PCR, elaborata in Laboratorul de genetica a USMF ,Nicolae
Testemitanu”, in cadrul temei institutionale de cercetare nr. 61 din 25.06.2013 ,,Sporirea
eficientei diagnosticului prin testare genetica in surditate neurosenzoriald” (investigator principal
- Ghenadie Curocichin, dr. hab., prof. univ.). Metoda respectivd a fost perfectatd in varianta
finala in cadrul proiectului de cercetare bilateral moldo-roman ,,Optimizarea tratamentului cu
implant cochlear la copiii cu hipoacuzie senzorineurala autosomal recesivd nonsindromica, cu
mutatii la nivelul genei GJB2” (cifrul proiectului 16.80013.8007.13/R0). Real-time PCR
(TagMan) este o reactie de polimerizare in lant cu detectie in timp real a produsului PCR
acumulat, prin masurarea fluorescentei emise.

SNP genotiparea

Evidentierea polimorfismului mononucleotidic s-a efectuat prin tehnica TagMan PCR. A
fost utilizat setul Custom TagMan SNP Genotyping Assay, Human (4351379, ThermoFisher
Scientific,  https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4351379), cu urmatoarea
descriere tehnicd de sonde oligonucleotidice cu fluorescentd, corespunzator, FAM - pentru
identificarea Wild Type Allele (wt) si VIC - pentru recunoasterea formei alelice cu deletia 35delG
(rs80338939).

Tabelul 5.2. Sensibilitatea si specificitatea detectarii mutatiei 35delG prin tehnica TagMan
PCR la persoanele cu SSN

Mutatia 35delG prezenta 35delG absenta
alela 1+ alela 2 alela 1+ alela 2
SNP pozitiv 24 1
SNP negativ 2 73
Numdrul 24/ (24+2) 73/ (1+73)
Sensibilitatea Specificitatea
0,92 (92 %) 0.98 (98 %)
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Fig. 5.1. Rezultatele genotiparii SNP GJB2_rs80338939 (m.35delG)
Alela X — alela mutanta 35delG, rs80338939 (VIC); Alela Y — alela normala (alela WT) (FAM)

Astfel, in cadrul cercetarii a fost elaborat setul de reactivi (sonde si primeri) pentru genoti-

parea prin metoda TagMan, pentru detectia mutatiei 35delG din gena GJB2.
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Repartitia cazurilor investigate molecular-genetic dupa prezenta si frecventa mutatiei
m.35delG (rs80338939).

Frecventa de aparitie a acestei mutatii 1n lotul studiat s-a determinat in felul urmator: opt
pacienti au prezentat mutatia 35delG sub forma homozigota (35delG/35delG), ceea ce reprez-
intd 40% de cazuri, doi — mutatia 35delG sub forma heterozigota (wt/35delG) — 10%, zece pa-
cienti — genotip normal (wt/wt) — 50%. Pentru validarea rezultatelor genotipate prin metoda Taq
Man, probele au fost secventiate la Universitatea din Freiburg, Germania, in cadrul proiectului
bilateral moldo-roméan ,,Optimizarea tratamentului cu implant cochlear la copiii cu hipoacuzie
senzorineurala autosomal recesivd nonsindromicd, cu mutatii la nivelul genei GJIB2”. Gradul de

coincidentd a probelor a constituit 98% [82].

Lotul de studiu, N=20

Fig. 5.2. Ponderea subiectilor dupa sex in lotul pacientilor cu SNN

Frecventa de aparitie a homozigotilor pentru alela patologica in lotul pacientilor cu SNN
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 bolnavi care prezinti un genotip homozigot pen-
tru mutatia 35delG, s-a determinat forma severa profunda, rezultate comparabile cu alte cercetari,
in care s-a constatat o concordanta importanta intre genotipul genei GJB2 si gradul hipoacuziei
[96, 190]. La aproximativ 5% din bolnavi nu au avut deletia 35delG, ceea ce sugereaza faptul ca
sunt alte defecte in gena GJB2, GJB6 sau altele nestabilite (tabelul 5.3).
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Tabelul 5.3. Repartitia genotipurilor determinate la pacienti cu SNN (Nr. =20)

Genotipul determinat, % cazuri
Homozigote Heterozigote Homozigote
Mutatie
35delG/35delG wt/35delG wt/wt
Deletia 35delG (rs80338939) 8 (40%) 2 (10%) 10 (50%)

Pentru pacientii cu SSN heterozigoti pentru mutatia 35delG (reprezentand 10% din cazurile
in lotul studiat) si cei homozigoti pentru alela normala (reprezentand 50% din cazurile investigate
molecular-genetic), ar trebui continuate investigatiile molecular-genetice, in sensul cautarii tuturor
mutatiilor la nivelul genei GJB2, deoarece din cercetdrile recente [97] se stie cu certitudine ca
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. Probabil, trebuie efectuata testarea
mai profunda prin secventierea acestei gene, mai ales pentru pacientii cu SSN, si la alti membri ai
familiei, care au prezentat genotip normal in forma we¢/wt, ceea ce poate depista si alte mutatii la
nivelul genei GJB2, chiar daca acestea sunt mult mai rare decat mutatia 35delG, raspunzatoare de
aparitia hipoacuziei congenitale in populatia Republicii Moldova.

Datele obtinute se pot considera ca fiind in concordanta cu autorii [96, 190] care afirma
existenta unei coreldri intre gradul hipoacuziei si amploarea mutatiei, dar remarca si existenta
unei variabilitati semnificative a fenotipului in cadrul aceluiasi genotip. Aceasta variabilitate feno-
tip-genotip se poate explica atat prin efectul genelor modificatoare, cat si prin efectul factorilor de
mediu, care pot genera o penetrantd incompleta si o exprimare variabild. Consideram ca analiza
genetica a acestei mutatii GLB2, cel mai frecvent implicata in aparitia SSN, trebuie sa faca parte
din analizele din perioada prenatala, directionand investigatiile genetice ulterioare si sfatul genetic.

Repartitia cazurilor investigate genetic din lotul de referinta

In lotul de referinta de 100 de persoane sanitoase, preselectate conform criteriilor stabilite
pentru genotipare SNP-ului rs803389939, mutatia 35delG la nivelul genei GJB2 n-a fost depistata,
fiind homozigoti wt/wt (100%) dupa alela normala. in continuare lotul a fost extins pana la 500
de persoane cu auz normal bilateral. La patru personae a fost depistatd mutatia 35delG sub forma
heterozigota (wt/35delG). Concluzionand, putem afirma ca, pentru depistarea purtatorilor acestei
mutatii, este necesara efectuarea diagnosticului respectiv la toti copiii de varsta precoce cu SSN si
trebuie de extins lotul de referintd pana la circa 1000 de persoane.

Pana 1n prezent au fost descrise mai multe mutatii implicate in patologia auzului, dar cer-
cetarile recente au stabilit cd mutatiile genei GJB2 sunt responsabile de peste 50% din cazuri de
surditate bilaterald ereditard. Dintre 150 de mutatii patogene ale genei GJB2, cea mai frecvent
intalnita la populatia de origine caucaziana este mutatia 35delG - deletia guaninei in pozitia 35 (cu
frecventa 70-90%). Frecventa mutatiei 35delG in randul purtatorilor sanatosi (carrier), la populatia

europeand, variazi la diferite populatii intre valorile 0,5-4,5% [8, 9]. In alte populatii decat cea
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europeana sunt intdlnite si alte mutatii patogenice, precum mutatia 235delC (1-3%) la japonezi si
la alte populatii asiatice, 167delT - la evreii ashkenazi (4%), R143W - la africani (3%), W24X —la
indieni si romi (3,5%) [2, 9-11].

La nivelul genei GJB6 sunt detectate doud deletii largi care includ o portiune mare din
exonii 1, 2 si o parte a exonului 3 ale genei cu lungimea 309 kb si 232 kb, respectiv: del(GJB6 —
D13S1830) si del(GJB6 — D13S1854) [3, 12]. Studiile recente au demonstrat faptul ca circa 2%
din cazuri de surditate neurosenzoriala nonsindromica sunt datorate genotipului heterozigot cu
ambele alele mutante ale pattern-ului digenic GJIB2/GJB6 [2, 12].

In stadiu de elaborare este brevetul de inventie cu titlul ,,Genotiparea polimorfismului mo-
nonucleotidic GJB2 rs80338939 prin tehnica TagMan Real Time PCR”. ,,Genotiparea polimorfis-
mului mononucleotidic rs80338939 (m.35delG) prin solutia TagMan PCR” creste performantele
diagnosticarii molecular-genetice ale SSN si poate fi recomandatad ca metoda de screening copiilor
cu patologia data.

Pe langa screening-ul audiologic obisnuit, la evaluarea persoanelor cu deficitul auditiv tre-
buie sa fie recomandata si testarea molecular-geneticd a surditatii neurosenzoriale pentru genele
GJB2 si GJB6 ale locusului DFNBI1. Depistarea purtdtorilor mutatiilor recesive patogenice ale
acestor gene este foarte importantd pentru acordarea serviciilor de consiliere genetica privind po-
sibilitatea de transmitere a acestora la descendenti, deoarece nasterea unui copil cu hipoacuzie la

parinti sanatosi poate avea un impact deosebit.

5.2. Rezultatele diagnosticului auditiv la nou-nascuti si sugari

UI este formata din mai multe cavitati mici ce alcatuiesc labirintul osos, care cuprinde:
vestibulul osos, canalele semicirculare osoase si melcul osos. In interiorul labirintului osos, dar
de dimensiuni mai mici, se afld labirintul membranos, reprezentat de formatiuni cavitare inchise,
ce comunica numai intre ele si contin un lichid, numit endolimfi. Intre peretii labirintului osos si
labirintul membranos se gaseste un alt lichid, numit perilimfa.

Endolimfa are o compozitie chimica asemandtoare cu a plasmei interstitiale, iar compozitia
chimica a perilimfei este similara cu a lichidului cefalorahidian (LCR). Endolimfa este abundenta
in K* si insuficientd in Na'; in perilimfa, repartitia acestor ioni este inversa. Endolimfa este pre-
zenta in rampa medie (labirintul membranos), iar perilimfa — in rampele vestibulara si timpanica;
acestea comunica cu spatiul arahnoidian, de unde si compozitia chimica asemandtoare. Endolimfa
este prezentd si in utriculd, si in saculd si in canalele semicirculare ale aparatului vestibular [5, 11].

La nivelul melcului membranos se gaseste receptorul acustic (organul Corti), care este
format din: o membrana bazilara, vibratorie, ale carei fibre conjunctive constituente au diferite
marimi, fiind mai lungi spre varf si mai scurte spre baza melcului; celule senzoriale (celule ciliate
externe — CCE, celule ciliate interne — CCI) care au rolul primordial de a transforma energia

mecanicd sonord in impuls nervos, astfel generand senzatia auditiva. Axonii neuronilor din gan-
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glionul Corti formeaza ramura acustica a nervului cranian VIII. Acesta face sinapsd cu neuronii
din nucleele cohleare pontine (deutoneuronul caii). Majoritatea axonilor deutoneuronilor se incru-
ciseaza In punte si fac sinapsa cu al treilea neuron, in corpul geniculat medial (metatalamus). Din
metatalamus informatia auditiva ajunge la scoarta cerebrala [67].

Astfel, modificérile acestor structuri pot provoca afectarea AA, o deficientd auditiva, re-
cuperabild sau nerecuperabild, in functie de locul anatomo-functional afectat si durata maladiei.
In acest context, diagnosticul precoce al deficientelor auditive este primordial pentru incadrarea
ulterioara a persoanei hipoacuzice in activitatea sociala.

In cadrul serviciului audiometrie am examinat 505 pacienti nou-nascuti (la termen nor-
mal) la Spitalul privat Medpark. Béieti — 250, fete — 255 (in total, 1010 urechi examinate). La toti
copiii, investigatiile audiologice primare au fost efectuate in perioada cuprinsa intre 21 si 28 de
zile. Din punctul de vedere al rezultatelor testelor auditive, la prima etapa 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 doua, surditatea SSN bilaterald a fost confirmata doar la un
pacient (0,20%) (tabelul 5.4). Deci rezultate false pozitive au fost inregistrate doar la 20 de cazuri
(copii) din 505, ceea ce constituie doar 3,96%. Acest indice este net inferior tuturor metodelor de
screening auditiv, efectuat in prima sdptamand dupa nastere, unde rata rezultatelor false pozitive
(presupusa deficientd auditivad in cazul unui auz normal) este in medie de 10% (56, 89, 107, 129).
Cauzele pot fi: prezenta lichidului miconeal in CAE, prolapsul portiunii cartilaginoase al CAE,
intalnit mai des in primele zile si, nu in ultimul rand, efectuarea procedurii de catre personalul
medical cu instruire imperfectd in domeniul audiometriei pediatrice.

Principiile de baza ale evaluarii auditive la sugari: pierderea de auz poate fi confirmatd in
primele luni de viata; un complex de teste este necesar pentru confirmarea si descrierea pierderii de
auz; rezultatele evaludrii audiologice sunt importante pentru planificarea strategiilor de interven-
tie; evaluarea audiologica la sugari este un proces in derulare. De exemplu, nivele prag comporta-

mentale pot fi obtinute cel mai devreme la varsta de sase luni [10, 38, 40].

Tabelul 5.4. Rezultatele screening-ului auditiv la nou-nascuti

Etapa Total copii PASS REFER unilateral REFER bilateral
Etapa intai 505 (100%) 484 (95,8%) 19 (3,8%) 2 (0,4%)
Etapa a doua 21 (100%) 20 0 (0%) 1 (%)

Protocolul pentru evaluarea audiologica a sugarului. Istoricul copilului — evidentierea
factorilor de risc ce indica pierderi de auz la sugari; Inspectia otoscopica - trebuie sa se verifice
daca conductul auditiv extern (CAE) este curat si nu are cerumen; Impedansmetria - determinarea

starii urechii medii, reactia comportamentald OAE, la necesitate ABR. Evaluarea prin OEA pre-
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supune folosirea stimulilor potriviti; testarea intr-o camera linistita si copilul neagitat; Normal — o
sensibilitate poate fi dedusa pentru toate frecventele la care OAE sunt prezente; Lipsa OAE poate
indica o pierdere de auz senzoriald mai mare de 30-35 dB HL si/sau o disfunctie a urechii medii;
Partial normal — prezenta OAE la cateva frecvente, dar nu la altele poate ajuta la estimarea confi-
guratiei audiometrice. Dacd OAE sunt prezente pe toata raza frecventiala de la 1000 la 4000 Hz,
poate fi scoasa din discutie o hipoacuzie periferica. Daca nu exista factori de risc pentru neuropatie
auditiva, nu trebuie facut ABR. Dacd ABR cu click si OAE sunt normale, testarea este terminata.
Hipoacuzia este confirmata, daca pragul auditiv la ABR este ridicat. Sugarilor, care au urmat ABR,
dar nu au trecut OAE, trebuie exclusa patologia urechii medii sau neuropatie auditiva. Indiferent
de situatie, parintii trebuie sa dea informatii despre dezvoltarea limbajului, despre inceputul hi-
poacuziei sau progresia ei [97].

Desfasurarea optima si eficienta a screening-ului auzului la nou-ndscuti permite o detectie
precoce a hipoacuziei uni/bilaterale permanente, un diagnostic obiectiv al acesteia pana la varsta
de trei luni si o interventie terapeuticd adecvatd pana la varsta de sase luni. Astfel se asigura con-
ditiile optime pentru achizitia normald a informatiilor sonore si dezvoltarea normald a limbajului
copilului [7, 97].

OEA (otoemisiuni acustice) sunt semnale acustice care pot fi detectate in conductul auditiv
extern. Acestea pot aparea spontan sau dupa stimularea urechii si se datoreaza vibratiilor produse
in urechea internd. OEA evalueaza functia urechii interne si este cel mai raspandit test de screening
auditiv [5, 7, 21, 22, 23].

Nivelul stiintific de cunoastere si experienta din practica actuala indica faptul ca aproxima-
tiv toti copiii, chiar si cei cu surditate profunda, pot fi educati sa auda si, astfel, sa insuseasca lim-
bajul sonor. Pentru obtinerea acestor rezultate impundtoare este necesar de a efectua: depistarea si
diagnosticarea precoce a deficientei de auz (screening-ul audiologic al nou-nascutului); protezarea
auditiva timpurie; verificarea criticd permanentd a eficacitatii aparatelor auditive; interventia peda-
gogica imediata in cazul deficientei de auz in scopul formarii unei personalitati integre a copilului;
dezvoltarea auzului si formarea comunicarii verbale (4, 19). Deci principiul de baza in asigurarea
calitatii in cadrul audiologiei si, in special, audiologiei pediatrice il constituie colaborarea interdis-
ciplinard a parintilor, medicilor, profesorilor de educatie speciald si audioprotezistilor.

In concluzie, otoemisiunile acustice reprezinti metoda de baza in diagnosticul precoce al
deficientelor auditive. Cea mai eficientd modalitate de screening se bazeaza pe asocierea celor
doua teste obiective. Screening-ul deficientelor auditive neurosenzoriale contribuie semnificativ
in diagnosticul precoce al surditatii la copii, oferind, in acelasi timp, si date epidemiologice. Pro-
gramul de screening auditiv necesitd a fi extins la alte maternitati din republica, pentru a facilita
diagnosticul precoce si reabilitarea adecvata a copiilor hipoacuzici in scopul integrarii ulterioare
a acestora 1n societate. Eficacitatea diagnosticului precoce si, ulterior, a reabilitdrii depinde de
membrii echipei din care fac parte: medici neonatologi, familia, medic pediatru/medic de familie,

audiologi, otolaringologi, psihologi, logopezi, educatori ai copiilor cu surditate [72].
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5.3. Elaborarea principiilor de prognostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala

Starea auzului rezidual la hipoacuzici caracterizeaza urmatorii indici clinici si audiologici
ca: rezultatele examenului ORL, etiologia, diagnoza clinica, caracterul deficientei de auz, in speci-
al gradul hipoacuziei la urechea dreapta si la cea stanga, configuratia curbei audiometrice, la AD si
AS, raportul dintre pragul auditiv tonal pe conductibilitatea aeriana la frecventele zonei vorbirii si
pragul disconfortului auditiv, diapazonul dinamic al auzului, prezenta sau lipsa acufenelor.

Audiometria tonald reprezintd cea mai accesibilda metoda de diagnosticare a deficientei
de auz. Rezultatele audiometriei tonale liminare denota deosebire intre pragul auditiv si gradul
surditatii, concomitent cu micsorarea pragului auditiv si a numarului de raspunsuri pozitive la
frecventele acute [1, 79].

Problema pe care o rezolva metoda propusa consta in sporirea eficacitatii diagnosticului
audiologic, datorita unei metode de pronostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala.

Avantajul consta in obiectivizarea pronosticarii scorului maxim de inteligibilitate voca-
la. Metoda propusa permite diagnosticul in lipsa testelor de audiometrie vocala, fapt ce ulterior
este important pentru reabilitare si, ca urmare, incadrarea in societate a persoanelor cu handicap
auditiv.

Matematic, problema, fiind formalizata, se reduce la deducerea unei reguli in baza analizei
datelor audiometriei tonale care permite a pronostica parametrul scorului maxim de inteligibilitate
in dB, in urma rezultatelor audiometriei tonale liminare si celei supraliminare. Utilizarea analizei
de regresie in prelucrarea datelor statistice despre pacientii investigati ne-a permis sa deducem
formula propusa infra si care constituie esenta metodei de pronosticare.

Esenta metodei consta in selectarea criteriilor de prognostic al scorului maxim de inteligi-
bilitate vocald, in baza rezultatelor audiometriei tonale liminare, si celei supraliminare, conform
formulei matematice reprezentate in figura 5.3.

Un scor maxim de inteligibilitate vocala, inregistrat pana la 40 dB, este caracteristic pentru
auzul normal. Un scor maxim, inregistrat la valori mai mari de 40 dB, este caracteristic pentru hi-
poacuzie. Diferenta dintre scorul maxim de inteligibilitate pronosticat si cel real (diferenta dintre
valoarea reald si cea pronosticatd), determinat in limitele cuprinse intre valorile 0-5%, este consi-
derata excelentd; > 5-10% - buna; 10% - joasa.

Controlul modelului propus pe date reale (51 de urechi examinate) a permis sa constatam
ca o eroare, ce nu depaseste 5% din valoarea reala, constituie 54,9%, iar o eroare care nu depaseste
10% din valoarea reala — 94,1 % din numarul de urechi investigate.

y =0,784*PA + 0.230*PD — 1,192*xCA - 0,214*IA - 0,590*GS + 51,055,
unde:
CA reprezinta aspectul curbei audiometrice, determinat la: audiometria tonala liminara descenden-
ta — 1, descendent abrupta — 2, plata — 3, ascendenta — 4, in clopot — 5;
PA - media pragului auditiv, stabilit la audiometria tonala (100-6000 Hz), masurat in deciBeli (dB);
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GS — media gradului de surditate, stabilit la audiometria tonala (500, 1000, 2000 Hz), masurat in
deciBeli (dB);

PD - media pragului de disconfort, stabilit la audiometria tonald (500-4000 Hz), masurat in deci-
Beli (dB);

IA - indicele de articulare, stabilit in baza audiometriei tonale liminare (%).

Coeficientul de determinatie R? pentru modelul in cauza, la pacientii testati, este destul de
mare: R?= 0,7255. Coeficientul de determinatie R? cu valori cuprinse: intre 0-0,2999 - nesatis-
facator; 0,3000-0,6999 - satisfacator; 0,7000-1 -inalt. Rezultatul constd in majorarea eficacitatii
diagnosticului audiometric.

Prin rezultatul prognosticat se faciliteaza diagnosticul topografic al patologiilor auditive
si selectarea individuala adecvatd a protezelor auditive. Rezultatul constd in cresterea exactitatii
pronosticarii scorului audiometriei vocale mai efectiva, operativa si ieftina.

Pragurile de auz la efectuarea audiometriei tonale se determind pe conducerea aeriana
si osoasa separat, la fiecare ureche 1n parte. Audiometria tonald liminard Incepe cu prezentarea
sunetului continuu la o intensitate confortabila, la frecventa de 1000 Hz (fiind frecventa cea mai
usor identificabila, primordiala a zonei de conversatie). Ulterior se descrestea in pasi a cate 10
dB HL, pana cand pacientul nu mai raspundea si de aici se incepea cautarea pragului de auz. Se
crestea in pasi a cate 5 dB HL pe doud-trei secunde, pana cand pacientul raspundea din nou. Exa-
minarea se repeta de doua-trei ori. Ulterior, se examinau frecventele de 2000, 4000, 6000, 8000
Hz, apoi cele de 500, 250, 125 Hz. Examinarea se sfarsea cu determinarea repetata a pragului
auditiv la frecventa de 1000 Hz. La determinarea pragului de disconfort (audiometria tonald
supraliminard), pacientul era instruit ca intensitatea sunetului se va mari progresiv; daca sunetul
era neplacut (foarte greu de suportat), trebuia sa ridice mana sau sa apese butonul. Investigatia
a fost realizati la frecventele de 500, 1000, 2000, 4000 Hz, la ambele urechi. Incepand de la
nivelul perceperii, sunetul era treptat marit pana la primirea raspunsului de senzatie neplacuta.
Rezultatele erau fixate pe blancul audiogramei. Stabilirea scorului maxim de inteligibilitate vo-
cald (100%) a fost pronosticat prin evaluarea urmatorilor indici ai audiometriei tonale liminare
si supraliminare: aspectul curbei audiometrice (CA), media pragului auditiv (PA) si cea a gradu-
lui de surditate (GS), stabilite la audiometria tonald, media pragului de disconfort (PD), indicele
de articulare (IA).

Exemplu 1: Pacientul N., 12 ani, diagnosticul surditate neurosenzoriald bilaterala, forma
moderatd. Analiza audiometriei tonale liminare si a celei supraliminare a stabilit urmatorii in-
dici: aspectul curbei audiometrice (CA) — descendentd; media pragului auditiv, stabilit la audio-
metria tonald (PA) — 45 dB; media gradului de surditate, evaluat la audiometria tonala (GS) — 48
dB; media pragului de disconfort (PD) — 101,25 dB, indicele de articulare (IA) — 23%. Scorul
maxim de inteligibilitate, constatat in cadrul audiometriei vocale de 100%, a fost stabilit la in-

tensitatea de 75 dB. La utilizarea formulei matematice elaborate pentru prognozarea scorului
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maxim de inteligibilitate, am obtinut valoarea 75,19 dB, diferenta dintre valoarea reala si cea
prognosticatd constituind 0,25%.

Exemplu 2: Pacientul A., 37 de ani, diagnosticul surditate neurosenzoriald, forma severa. S-a
selectat aparat auditiv pentru forma moderatd de surditate. Analiza audiometriei tonale liminare si
a celei supraliminare a stabilit urmatorii indici: aspectul curbei audiometrice (CA) — descendents;
media pragului auditiv, stabilit la audiometria tonald (PA) — 60,63 dB; media gradului de surditate,
evaluat la audiometria tonala (GS) — 50 dB; media pragului de disconfort (PD) — 90 dB, indicele de
articulare (IA) — 41 %. Scorul maxim de inteligibilitate a fost stabilit la intensitatea de 85 dB. La
utilizarea formulei matematice, elaborate pentru prognozarea scorului maxim de inteligibilitate, am
obtinut valoarea 79,82 dB, diferenta dintre valoarea reala si cea pronosticatd constituind 6,09%.

Investigatiile au fost efectuate pe un lot de 26 de pacienti, de ambele sexe, cu varsta cu-
prinsa intre 7 si 42 de ani, cu diagnosticul SSN, protezati auditiv. S-au efectuat: examenul clinic
primar (inclusiv statutul ORL), acumetria fonicd, audiometria tonald, audiometria vocala. Analiza
matematicd a permis de a calcula faptul ca o eroare, ce nu depaseste 5% din valoarea reala, consti-
tuie 54,9%, iar o eroare, care nu depaseste 10% din valoarea reald — 94,1 % din numarul de urechi
investigate. Indicatie pentru utilizarea acestei metode constituie diagnosticul audiologic la pacienti
cu surditate, in scopul intocmirii ulterioare a protocolului de tratament si reabilitare electroacustica

a auzului. Contraindicatii nu sunt [73].

5.4. Elaborarea principiilor de prognostic al eficacitatii protezarii auditive

Este cunoscutd metoda de evaluare a eficacitdtii protezarii auditive, conform anchetei
,hearing handicap inventory for the eldery” (HHIE), propusa de Ventry 1., Weinsteinn B.: efectul
protezarii auditive se estimeaza n baza unei anchete completate de pacienti. Dezavantajul ei con-
std in faptul cd nu prevede prognozare in baza rezultatelor investigatiilor audiometrice, contine nu-
meroase compartimente, necesitd mult timp pentru efectuarea ei si este recomandata preponderent
persoanelor de varsta inaintata.

Potrivit datelor din literatura, numai 40-50% dintre utilizatorii protezelor auditive sunt sa-
tisfacuti de rezultatele protezarii auditive. Un rol important, in acest context, revine reglarii indi-
viduale cat mai reusite a protezelor auditive. Astfel, devine oportund implementarea unor principii
de prognozare a eficacitatii protezarii auditive.

Materialul acestui studiu a inclus analiza datelor anamnestice, clinice, instrumentale, in-
formativitatea diverselor metode de investigatii audiometrice si a selectarii protezelor auditive
la 73 de pacienti de ambele sexe cu SSN. Factorii decisivi de pronostic au fost stabiliti in baza
comparatiilor frecventei diferitor factori in doud grupuri de pacienti: I grup la care, in perioada
de reabilitare, dupa selectarea primara a protezei auditive, s-a constatat unul sau mai multe efecte
adverse la utilizarea aparatelor auditive: acufene, oboseald rapida, cefalee, iritabilitate, si grupul

I - pacientii care nu au prezentat astfel de acuze la aplicarea protezei auditive.
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In baza analizei discriminante, au fost selectati factorii decisivi de pronostic. Esenta me-
todei consta in selectarea factorilor decisivi de pronosticare a aparitiei inconvenientelor protezarii
auditive la pacientii care sufera de surditate, In baza datelor anamnestice si investigatiilor audio-
metrice. Functia discriminanta (F) se calculeazd conform unei formule, la baza careia sunt urma-
torii indici: varsta pacientului (ani Tmpliniti); 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 au-
diometria tonala 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 manifesta
transpunerea spectrului vorbirii in graficul audiometriei tonale. Proportia, in care sunt auzite in-
formatiile necesare pentru perceperea vorbirii, se numeste indice de articulare (IA). Deci IA este
0 masura care aratd ce proportie din informatia unui semnal de vorbire normala este disponibil
intr-o situatie oarecare de ascultare. Se exprima printr-un indice, care are valoarea cuprinsa intre 0
si 1 (sau 1-100 %), si reprezinta semnalul mediu de vorbire ce este auzit de un subiect dat. IA are
urmatoarele aplicatii clinice: serveste la explicatiile date pacientului despre impactul hipoacuziei
asupra capacitatii de a percepe vorbirea; indicele de articulare are o relatie cunoscuta cu capacita-
tea de recunoastere a cuvintelor, astfel incat scorurile de recunoastere a vorbirii pot fi reprezentate
prin IA (6).

In cazul in care F > 0, se face pronosticul unui rezultat favorabil al protezarii auditive (lip-
sa efectelor adverse), iar F < 0 — a unui rezultat nefavorabil (prezenta efectelor adverse), deoarece
necesitd reglari suplimentare mai frecvente ale protezelor auditive si o perioadd de reabilitare mai
indelungata.

Avantajul consta in sporirea exactitatii si obiectivizarii pronosticarii evolutiei nefavora-
bile a eficacitdtii protezarii auditive la pacientii cu surditate. Metoda propusa 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, reabilitarea si, ca urmare, incadrarea in societate a persoanelor cu
handicap auditiv.

Matematic, problema, fiind formalizata, se reduce la deducerea unei reguli, criteriu de dis-
criminare, in baza analizei datelor a doua selectii (pacienti la care s-a constatat unul sau mai multe
efecte adverse la utilizarea protezelor auditive, si anume: cefalee, oboseala rapida, iritabilitate,
acufene si pacienti care nu au acuzat inconvenientele sus-numite), care permite a atribui un nou
element (pacient protezat auditiv) la una dintre cele doud multimi cu o exactitate destul de buna.
Utilizarea analizei discriminante in prelucrarea datelor statistice despre pacientii protezati auditiv
ne-a permis sd deducem functia discriminanta propusa infra si care reprezintd esenta metodei de
pronosticare.

Esenta inventiei constd In selectarea factorilor decisivi de pronosticare a aparitiei incon-

venientelor protezdrii auditive la pacientii care suferd de surditate, in baza datelor anamnestice si
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investigatiilor audiometrice. Functia discriminanta (F) se calculeaza conform formulei (brevet de
inventie MD 291 Z din 16.07.2011) :
F =-7,927+0,144*VP-0,476* FS — 0,975* ES+0,073* PA +0,065* 1A,
unde:
VP reprezinta varsta pacientului (ani impliniti);
FS — infectiile virotice, bacteriene, ca factor declansator al surditatii: nu — 0, da — 1;
ES — evolutia surditatii: regresiva — 0, progresiva — 1, stabilizanta — 2;
PA — pragul auditiv, stabilit la audiometria tonala, cuprinde limitele intre 0 si 120 deciBeli (dB);

IA — indicele de articulare, ce exprima scorul de recunoastere a vorbirii (%).

In cazul in care F > 0, se face pronosticul unui rezultat favorabil al protezirii auditive
(lipsa efectelor adverse), iar daca F < 0 — a unui rezultat nefavorabil (prezenta efectelor adverse),
deoarece necesita regldri suplimentare mai frecvente ale protezelor auditive si o perioada de reabi-
litare mai indelungata. Rezultatul consta in cresterea exactitatii pronosticarii efectelor adverse ale
protezarii auditive la pacientii cu surditate, datorita utilizarii in metoda data a parametrilor clinici
si anamnestici.

La analiza retrospectiva a pacientilor protezati, s-au evaluat urmatorii indici: varsta bol-
navului (VP), prezenta, ca factor declansator al surditatii, a infectiilor virotice si/sau bacteriene
(FS), evolutia deficientei auditive (ES), pragul auditiv sau severitatea surditatii (PA), indicele de
articulare (IA).

Analiza discriminanta a permis de a calcula ponderea fiecdruia din acesti factori in riscul
dezvoltarii inconvenientelor protezarii auditive. Precizia clasificatiei, conform acestor cinci fac-
tori pentru grupul cu pronostic nefavorabil, este de 93,75% si pentru grupul cu pronostic favo-
rabil — de 84,21% (tabelul 5.5). Verificarea functiei discriminante s-a efectuat la 73 de pacienti
cu diagnosticul surditate neurosenzoriald. Rezultatul a fost considerat favorabil in cazul in care

F > 0 si nefavorabil, daca F < 0.

Tabelul 5.5. Rezultatele prognosticului efectelor adverse la protezarea auditiva

Rezultate reale, corect pronosticate
Rezultatul scontat Lipsa Prezenta Total
efectelor adverse efectelor adverse pacienti
Lipsa efectelor adverse 48 (84,21%) 9 (15,79%) 57
Prezenta efectelor adverse 1 (6,25%) 15 (93,75%) 16
Total 49 (67,12%) 24 (32,88%) 73

Indicatie pentru utilizarea acestei metode constituie depistarea pacientilor cu risc sporit de
dezvoltare a efectelor adverse ale protezarii auditive, in scopul intocmirii unui algoritm optim de

selectare, reglare si adaptare la dispozitivele electroacustice. Contraindicatii nu sunt.
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Exemplul 1:

Pacientul N., 12 ani, diagnosticul surditate neurosenzoriald bilaterald, forma severa. A fost
selectat un aparat auditiv pentru forma severa de surditate. La analiza retrospectiva a pacientilor
protezati, s-au evaluat urmatorii indici: varsta bolnavului (VP) -12 ani, prezenta, ca factor declan-
sator al surditdtii, a infectiilor virotice si/sau bacteriene (FS) = 1, evolutia deficientei auditive (ES)
= 1, pragul auditiv sau severitatea surditatii (PA) = 72 dB, indicele de articulare (IA) = 0%. Va-
loarea calculata a functiei discriminante F = - 2,394, adica F <0, ceea ce permite pronosticul unei
evolutii clinice cu prezenta efectelor adverse. Metoda aplicata a demonstrat coincidenta pronosti-
carii cu rezultatul real la trei sdptamani de la protezare: pacientul acuza cefalee, oboseala rapida in
timpul conversatiilor cu proteza auditiva si iritabilitate pronuntati la expunerea in zgomot. In urma
corijarilor efectuate la algoritmul de reabilitare, efectele nescontate au fost diminuate.

Exemplul 2:

Pacientul A., 37 de ani, diagnosticul surditate neurosenzoriald bilaterala, forma moderata.
S-a selectat aparat auditiv pentru forma moderata de surditate. La analiza retrospectiva a paci-
entilor protezati, s-au evaluat urmatorii indici: varsta bolnavului (VP) — 37 de ani, prezenta, ca
factor declansator al surditatii, a infectiilor virotice si/sau bacteriene (FS) = 0, evolutia deficientei
auditive (ES) = 1, pragul auditiv sau severitatea surditatii (PA) = 42 dB, indicele de articulare
(IA) = 14%. Valoarea calculata a functiei discriminante F = 0,402, adica F > 0, ceea ce permite
pronosticul unei evolutii fara efecte adverse in perioada de adaptare la proteza auditiva, fapt ce
demonstreaza coincidenta pronosticarii cu rezultatul clinic favorabil.

Exemplul 3:

Pacientul C., 37 de ani, diagnosticul surditate neurosenzoriala bilaterala, forma usoara. A
fost selectat aparat auditiv pentru forma usoara de surditate. La analiza retrospectiva a pacientilor
protezati, s-au evaluat urmatorii indici: varsta bolnavului (VP) — 37 de ani, prezenta, ca factor de-
clansator al surditdtii, a infectiilor virotice si/sau bacteriene (FS) = 1, evolutia deficientei auditive
(ES) = 2, pragul auditiv sau severitatea surditatii (PA) = 37 dB, indicele de articulare (IA) = 36
%. Valoarea calculata a functiei discriminante F = 0,016, adica F > 0, ceea ce permite pronosticul
unei evolutii favorabile. In realitate insa, examenul repetat peste o luna indica persistenta efectelor
adverse (acufene), fapt ce demonstreazi necoincidenta pronosticului cu rezultatul clinic. In urma
reglarilor suplimentare si extinderii perioadei de adaptare, efectele adverse la utilizarea protezei
auditive au fost eliminate.

Astfel, pentru a obtine efectul maxim al protezarii auditive, trebuie sa {inem cont de un
complex de factori si conditii ce asigura pacientului o perceptie confortabila a vorbirii. In acest
complex intra factorii fiziologici si psihoemotivi, rezultatele investigatiilor clinice si audiometrice,
ce caracterizeaza: auzul ramas al bolnavului, exteriorul protezei auditive, culoarea, caracteristicele
amplitudine/ frecventa a protezei auditive.

Atat factorii, cat si conditiile enumerate sunt necesare la alegerea modelului concret al pro-

tezei auditive. In fiece caz concret, selectia trebuie sa fie individuald, evidentiind factorii fiecarui
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pacient. In general, rezultatele obtinute permit de a spori eficacitatea reabilitarii sociale a auzului
de diferitd etiologie.

Proteza auditiva, odata ce extinde perceperea sunetelor inconjuratoare, are un efect benefic.
In acelasi timp, ea demasca defectele fata de oamenii sanatosi, ce uneori poate fi cauza unei traume
psihice. Apare necesitatea considerarii acestui factor in recomandarile la alegerea protezelor audi-
tive, la antrenarea ulterioara cu hipoacuzicii protezati.

Analizand in ansamblu rezultatele diagnosticului si protezarii auditive a bolnavilor cu SSN
periferica de diferite tipuri, putem conchide despre particularitatile metodelor atat obiective, cat
si subiective ale diagnosticului diferential al formelor cohleare si retrocohleare. Au fost descrisi
factorii declansatori ai SSN la copii si la adulti.

Eficienta protezarii auditive coreleazd varsta, motivarea bolnavului hipoacuzic cu gradul
deficientei de auz, prezenta inconvenientelor protezarii auditive, regldrii lor conform regulilor de

calcul al castigului protezei auditive si a parametrilor electroacustici [65].

5.5. Studiu clinic de determinare a eficacitatii antioxidante a produsului NH-01

La 18 pacienti cu hepatite cronice B, C si ciroza hepatica, din loturile care au administrat
Neamon-hepa, si la 15 pacienti din loturile-martor, atat la IMSP SCR, cat si la IMSP SBI ,,Toma
Ciorba”, au fost efectuate cercetari asupra efectului antioxidant al preparatului NH-01 in cadrul
Laboratorului de biochimie al USMF , Nicolae Testemitanu”. La investigarea biochimica a enzi-
melor anitoxidante si a hidroxiperoxizilor lipidelor, s-a constatat o ameliorare substantiald a indi-
cilor stresului oxidativ la pacientii din lotul tratat cu produsul studiat. Testarile au stabilit o ameli-
orare 1n sistemul antioxidant, manifestata prin majorarea veridicd a indicilor SOD: initial — 1096
+ 23,5 U/g, dupa tratament — 1199 + 30,6 U/g; a indicilor ceruloplasminei: initial — 243 + 17 mg/l,
dupad tratament — 316 + 11,4 mg/1 (p < 0,05), precum si o crestere a activitdtii antioxidante totale,
a catalazei si Zn la pacientii tratati cu Neamon-hepa. Totodata, s-a constatat si micsorarea indicilor
pro-oxidanti, cum ar fi dialdehida malonica, si reducerea activitatii hidroperoxizilor lipidici [66].
Pentru a aprecia starea sistemului pro-oxidant la pacientii cu ciroza hepatica, s-a determinat nive-
lul dialdehidei malonice si al hidroperoxizilor lipidici (HPL).

Indicii sistemului antioxidant s-au precizat prin determinarea urmatorilor parametri: ac-
tivitatea antioxidanta totala [AAT], nivelul superoxiddismutazei [SOD] si al catalazei, activitatea
glutationperoxidazei [GPO], nivelul ceruloplasminei, Zn, Cu.

Un indiciu caracteristic stresului oxidativ este dialdehida malonicd, produsul final al pero-
xidarii lipidelor si hidroperoxizii lipidici care s-au atestat majorati veridic in lotul pacientilor cu
ciroza hepatica. La fel, la acesti pacienti s-a apreciat o activitate redusd a parametrilor sistemului
antioxidant.

Rezultatele obtinute dupd tratament cu Neamon-hepa nu au demonstrat un efect statistic

concludent 1n sistemul de peroxidare a lipidelor, ci o ameliorare in sistemul antioxidant, mani-
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festatd prin majorarea veridicd a SOD si ceruloplasminei, precum si o intensificare a activitatii
antioxidante totale, a catalazei si Zn la pacientii tratati cu Neamon-hepa. Totodata, s-a remarcat si
micsorarea indicilor pro-oxidanti, cum ar fi dialdehida malonica, si reducerea activitatii hidropero-
xizilor lipidici (tabelul 5.6).

Una dintre cauzele SSN induse este stresul oxidativ. Afectdrile provocate de radicalii
de oxigen, care poseda activitate chimica sporita, inclusiv in organul Corti, in stadiile initiale
sunt reversibile. Mecanismul primordial de aparare de leziunile provocate de radicalii liberi
este ciclul de oxidoreducere a glutationului. Organul auditiv este supus stresului oxidativ.
Pentru prevenirea POL, celulele ciliate ale OC trebuie sd posede urmatoarele caracteristici:
sd nu permita initierea reactiei in lant a radicalilor liberi, de exemplu prin micsorarea sintezei
de O,; s inhibe reactia in lant a radicalilor, de exemplu prin utilizarea peroxiradicalilor; sa
posede efect regenerativ prin prezenta fermentilor, care sd asigure astfel de procese in proteine
si ADN.

Tabelul 5.6. Evaluarea indicilor sistemului de peroxidare a lipidelor

la pacientii tratati cu NH-01

Indicii Initial Dupa tratament P
Numarul pacientilor 18 17 M+m
Ceruloplasmina, mg/dL 243 + 17 316 11,4 p<0,05
Catalaza, mM/L 11,8+1,1 12,3 +£1,04 p>0,05
Glutationperoxidaza, mM/L 7,0+0,5 7,2+0,5 p>0,05
Superoxidismutaza, uc/L 1096 + 23,5 1199 + 30,6 p<0,05
Mg, mM/L 0,79 + 0,005 0,79 £ 0,006 p>0,05
K, mM/L 435+0,3 42+0,3 p>0,05
Zn, mM/L 30,7 +£ 0,86 31,1+0,8 p>0,05
Cu, mM/L 18,77 £0,33 18,15+0,30 p>0,05
Dialdehida malonica, mM/L 40,12 £ 1,66 39,8 £0,9 p>0,05
Hidroperoxizi lipidei (HPL) - I izopropil, uc/ml 385,6+ 1,13 384,05+0,61 p>0,05
HPL-M izopr., uc/ml 4479+ 1,12 446,05+0,54 p>0,05
HPL-T izopr., uc/ml 450,02 £1,32 446,9 £+ 0,66 p>0,05
HPL-I hexan., uc/ml 75,6 £1,18 75,5+0,11 p>0,05
HPL-M hexan., uc/ml 75,01 £0,17 74,9 + 0,07 p>0,05
HPL-T hexan., uc/ml 75,6 £0,18 74,9 + 0,07 p>0,05
Activitatea antioxidanta totald izopr., mM/L 1,37+0,12 1,41 +0,11 p>0,05
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Produsul NH-01 poseda astfel de proprietati, deci poate fi util ca medicament cu propri-
etdti antioxidante 1n tratamentul SSN dobandite, in stadiile acute si subcronice reversibile [104].
BioR — antioxidant puternic. Aspartatul de arginina are un efect metabolic activ, imbunatatind
functiile trofice si anabolismul celular. Prezenta spironolactonei, ca produs diuretic K-protector,
face posibil de recomandat produsul Neamon-hepa, in formele de afectiuni ale AA, in care inter-
vine edemul cerebral (SSN acuta pe fond de traumatism craniocerebral) sau edem al labirintului

membranos din urechea internd (maladia Meniere in faza acuta).

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

In procesul dezvoltarii starii patologice la bolnavii cu cancer si in urma tratamentului ra-
dioterapeutic si chimioterapeutic, au loc procese de intoxicatie endogend tumorala, de formare
a radicalilor liberi, de denaturare a proceselor de oxidoreducere si de dereglare a microcircula-
tiei. Cele mentionate argumenteaza includerea in tratamentul complex a preparatelor cu actiuni si
proprietdti antioxidante, detoxifiante, metabolice si angioprotectoare. Mecanismele enumerate se
includ in actiunea componentelor emusliei Flamena [30, 89]. A fost pus in evidenta faptul ca, in
prezenta speciilor reactive, cum ar fi H,O, unii neuroni si celule gliale permit influxul de Ca** prin
canale specifice de cationi, initiind o cascadd daunatoare, care culmineaza cu leziuni ale citosche-
letului celular. Scopul studiului clinic: evaluarea eficacitatii si inofensivitatii compusului medica-
mentos Flamena (emulsie, 100 ml), 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 + preparatul studiat.

Rezultatele investigatiilor hematologice, biochimice si imunologice au demonstrat eficac-
itatea statistic semnificativa a produsului, in comparatie cu lotul studiat si cel de control [30]. In
urma administrarii emulsiei Flamena, in doza de 100 ml, 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 s-a determinat o diferenta statistic
semnificativa, p > 0,05 [30]. Emulsia Flamena 100 ml poseda proprietati detoxifiante evidente:
micsoreaza bilirubina totald cu 1,1 + 0,3 (p < 0,05), imbunatateste indicii sistemului de peroxidare
a lipidelor: glutationperoxidazei — cu 1,1+ 0,02 mM/L, catalazei — cu 2,05 + 0,07 mM/L, ceru-
loplasminei — 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 Flamena (emulsie, 100 ml) a manifestat o actiune specifica imu-
nomodulatoare prin ameliorarea si cresterea indicilor imunologici, chiar si a celor care initial au
fost denaturati. Acest fapt argumenteaza administrarea emulsiei in combinatie cu preparatele ci-
tostatice si chimioterapeutice, cu radioterapie si de sine statator, in calitate de imunomodulator
specific. A fost inregistratd cresterea nivelului imunoglobulinelor I1gG, IgA, IgM, IgE in medie cu

0,8 £ 0,05 (p <0,05). S-a stabilit o actiune beneficd asupra imunitatii celulare.
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S-a atestat majorarea indicilor imunitatii celulare, a anticorpilor monoclonali CD,, CD,,
Cd,, CD,, in medie cu 0,4 = 0,02 (p < 0,05) si intensificarea activitatii de fagocitare a neutro-
filelor [30].

S-au Tmbunatatit considerabil indicii sindromului de dezintoxicare: superoxiddismutaza,
ureea, creatinina (tabelul 5.7). In urma efectudrii studiului clinic, s-a constatat: administrarea
produsului farmaceutic Flamena, emulsie orald, 100 ml, la bolnavii oncologici de profil mamo-
logic si oncoginecologic, 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 sindromului astenovegetativ cu 30%, a sindromului dispeptic cu
10% si a sindromului dolor. Preparatul Flamena 100 ml este acceptabil, comod de administrat si

se recomanda bolnavilor oncologici dupd polichimioterapie si radioterapie, ca adjuvant, detoxi-

fiant §i imunostimulator.

Tabelul 5.7. Rezultatele investigatiilor de laborator efectuate la pacientele
din lotul cu CGM care au administrat CAF-01

Parametrii Pana la inceper.ea La sfarsitul ' p
tratamentului tratamentului
Parametrii hematologici
Hemoglobina, g/L 110+ 0,71 116,0+1,8 p <0,05
Eritrocite, *10'2 3,78 £ 0,04 39+0,14 p <0,05
Leucocite, *10° 3,8+0,17 4,7+ 1,02 p<0,05
Trombocite, *10%/mL 180 £+ 0,0001 182+0,02 p <0,05
Nesegmentate 0,040 (2%) 0,09 (3%) p <0,05
Segmentate 2000 (47%) 5150 (56%) p <0,05
Eozinofile, *103/mL 0,7% 2,2% p <0,05
Limfocite, *10°/mL 1200 (20%) 2,800 (29%) p <0,05
Sistemul de peroxidare a lipidelor
Ceruloplasmina,mg/dL 242 £16 334 £12,6 p <0,05
Catalaza, mM/L 10,8 + 1,2 13,4£1,06 p <0,05
Glutationperoxidaza, mM/L 6,5+0.,5 7,8+0.,5 p <0,05
Superoxiddismutaza, uc/L 1092 + 22,5 1201+£288 p <0,05
Mg, mM/L 0,78 + 0,003 0,80+0,06 p <0,05
K, mM/L 4,20+ 0,4 4,3+0,2 p<0,05
Zn, mM/L 29,8 +0,86 30,1+0,36 p<0,05
Cu, mM/L 17,22 £0,31 18,1+ 0,23 p<0,05
Dialdehida malonica, mM/L 394+ 1,25 40,2+ 1,02 p <0,05
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Hidroperoxizi lipidici-1 izopr., uc/ml 378,6 £ 1,12 380,1+ 0,94 p <0,05
HPL-M izopr. 4429 £ 1,10 4443+ 1,12 p <0,05
HPL-T izopr. 442,02 £1,30 4413 ’208% p<0,05
HPL-I hexan. 70,2+ 1,15 71,6+£1,42 p <0,01
HPL-M hexan. 72,8 +£0,14 74,6+0,21 p <0,05
HPL-T hexan. 72,6 + 0,15 73,8+0,34 p<0,01
Activitatea antioxidanta totala izopr., 13240,14 1,52+1,02 p <0,05
mM/L

Investigatiile clinice si paraclinice nu au atestat nicio diferenta in dezvoltarea procesului tu-
moral in loturile de studiu si in cele de control, fapt ce denotd inofensivitatea si neimplicarea prepara-
tului Flamena in procesele proliferative tumorale. Cercetarea si analiza clinicd a preparatului Flame-
na, cu scop de administrare si aplicare In medicind, au fost realizate in conformitate cu Protocolul
cercetdrii clinice, cu legislatia nationald si cu principiile de buna practicd ale studiului clinic.

De asemenea, sapte paciente cu SSN din loturile care au administrat produsul studiat au
fost supuse investigatiilor audiologice pana si dupa administrare (certificat de inovator — Metoda
de tratament medicamentos al afectiunilor senzorineurale ale analizatorului auditiv, nr. 5498 din
06.04.2016, IP USMF ,Nicolae Testemitanu™). Au fost efectuate: audiometria tonald liminara,
audiometria tonald supraliminara (proba Short Increment Sensitivity Index — deteminarea nivelului
de disconfort), tinnitus-audiometria. Rezultatele indica: o Imbunatatire a pragului auditiv, majo-
rarea diapazonului dinamic al auzului si micsorarea intensitatii acufenelor cu pana la 10-15 dB.
Prezinta interes continuarea studierii efectelor otoprotectoare ale produsului Flamena, emulsie,
100 ml, la pacientii cu SSN, dobanditd in urma chimio- si radioterapiei.

Aminoacidul glicind este un metabolit natural, care regleaza procesele metabolice in creier,
reduce tensiunea psihoemotionald, creste capacitatea de munca intelectuala. Manifesta actiune de
protectie a creierului, antistres, calmanta, amelioreaza metabolismul cerebral. Glicina de aseme-
nea contribuie la sinteza hemoglobinei. Ca precursor al glutationului, aceasta se combina cu acidul
colic si formeaza glucolcolati. Vitamina P este un sinergist al vitaminei C. Produsele din grupul
vitamunei P (rutina, quercetina, dihidroquercetina) inhiba hialuronidaza, stabilizand substanta in-
tercelulard, astfel manifestand efect antioxidant. Dihidroquercetina, de asemenea, preintdmpina
fragilitatea vaselor sangvine, intensifica rezistenta organismului fata de hipoxie, previne oxidarea
acidului ascorbic si a catecolaminelor, prelungind actiunea lor.

Particularitdtile anatomo-histo-fiziopatologice ale cohleei sunt reunite in structurile neu-
rosenzoriale ale acestia, deosebit de fragile la cele mai diferite noxe. Existenta unei vascularizatii
de tip terminal, asiguratd de vase cu traiect lung si sinuos, caracterizate prin raporturi intime intre

elementele vasculare si nervoase, explicd de ce reversibilitatea fenomenelor patologice ce survin
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la nivelul cohleei depinde de promptitudinea cu care se pune diagnosticul si se instituie o terapie
corespunzatoare.

Urechea internd poseda o structura care poate fi semnificativ alteratd de modificari ale
debitului sangvine si, probabil, de cresterea permeabilitatii capilarelor. Stria vascularis este similar
cu structura glomerulelor renale, a proceselor ciliare ale ochiului si plexului coroid al ochiului.
Complecsii imuni, asemanatori cu cei ce apar in diverse boli ca artrita reumatoida si alte boli
autoimune, pot sd formeze depozite in vasele sangvine ale striei vascularis, iar acest lucru este
favorizat de proprietatile hemodinamice particulare ale structurii respective. Este important sa
retinem faptul ca titrul de autoanticorpi creste cu varsta. Atunci cand vorbim despre autoimunitate
si autoanticorpi, nu trebuie sd ne gandim la ceva daunator sau patologic, pentru cd autoimunitatea
si autoanticorpii sunt importanti in eliminarea celulelor imbatranite.

Factorii daunatori din exo-, endogeni provoaca semne patologice comune: ischemie,
hipoxie, cresterea POL care sunt ca urmare a catabolismului celular. Ele provoaca afectarea mem-
branelor biologice, micsorarea formarii energiei pentru functia celulard, dezorganizarea procelelor
biofizice si biochimice. Aceste procese patologice-cheie cauzeaza distrofie celulara si necroza. Ad-
ministrarea comuna a preparatelor antioxidante, antihipoxante (nootrope) mentin sistemele meta-
bolice ale organismului, asigurand dirijarea hipoxiei si ischemiei. Flamena, emulsie, contindnd un

component antioxidand (dihidroquercetina) si nootrop (glicina), poate asigura tratamentul SSN.

5.7. Cercetari privind utilizarea rationala a medicamentelor otoprotectoare

SSN acuta se caracterizeaza prin schimbari monomorfe de caracter distrofic, iar SSN
subacuta — preponderent, prin necroza de coagulare si/sau apoptoza reversibila. SSN cronica se
caracterizeaza prin apoptoza ireversibila si distructia celulelor neuroepiteliale ale organului Cor-
ti. Pentru CCE, CCI, stdrile de distrofie, apoptoza si necrozd poseda particularitati cauzate de
structura anatomo-functionald a cohleei [78]. Deci in cazul SSN cronice, mai bine ar fi sa vorbim
despre tratamentul maladiilor somatice asociate. Farmacoterapia afectiunilor cardiovasculare, a
sistemului nervos central si a celui endocrin, corijarea statusului imun, concomitent, si constituie
tratamentul profilactic de prevenire a agravarii SSN cronice.

Farmacoterapia profilactica primara:

e climinarea factorilor daunatori din mediul ambiant asupra organului auditiv (zgomot,

vibratie, factori chimici, toxici);

e excluderea din tratament (in special la copii, la pacientii cu patologie renald) a medica-
mentelor cu efect ototoxic sau utilizarea lor la indicatii vitale, cu prescrierea concomi-
tenta a dezintoxicantelor (refortan, reopoliglucind), antihistaminicelor, vitaminelor;

e prescrierea vasodilatatoarelor cerebrale (pentoxifillind, vincamina etc.) pacientilor
care sufera de maladii infectioase, cu factori de risc in dezvoltarea SSN (in special la

infectia meningococicd).
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Mijloacele terapeutice de profilaxie secundara

In stadiul progresiv de stabilizare, principiile de baza ale terapiei conservative medicamen-
toase sunt: imbunatatirea hemodinamicii si a functiei peretilor vasculari ai urechii interne; ameli-
orarea metabolismului urechii interne; stimularea analizatorului auditiv si ameliorarea transmiterii
sinaptice a impulsurilor nervoase.

De doua ori pe an este necesar de efectuat tratamentul profilactic (doud-trei saptdmani)
al SSN cu medicamente din grupele prezentate infra (vasodilatatoare, nootrope, multivitamine si
minerale, antioxidante, fizioterapie, oxibaroterapie). Monitorizarea pacientilor trebuie efectuata de
specialistii: neurolog, cardiolog, endocrinolog (la necesitate) [21, 43].

Astfel, peste 90% din SSN cronice sunt ireversibile, in special formele cohleare. For-
mele severe profunde nu beneficiaza de tratament curativ sau profilactic, ci doar de proteza
auditiva sau de implant cohlear [7, 29, 70, 78].

Analizand Clasificatorul medicamentelor autorizate in Republica Moldova, lucrarile in
domeniul farmacologiei [12, 19, 28, 31, 41], precum si fisele de indicatii ale pacientilor cu SSN,
am selectat medicamentele utilizate in tratamentul SSN (tabelul 5.8).

Reabilitarea electroacustica. Deoarece SSN reprezintd o problema atat medicala, cat si
sociald, reabilitarea acestei afectiuni este complexa. Dupa trei luni de la instalarea surditatii, in caz
de necesitate, se efectueaza protezarea auditiva (deficientd de auz la ambele urechi de 35-40 dB si
mai mult la frecventele principale ale zonei vorbirii de 500-4000 Hz). In cazul formelor profunde
de surditate, este indicat implantul cohlear. in cazul tulburarilor de vorbire, individual, sunt reco-
mandate lectiile surdopedagogului [4, 59].

Prognosticul este incert de prezenta vertijului ca simptom asociat; severitatea afectarii
este de asemenea importantd — cazurile severe se recupereaza mai putin. Eficacitatea farmacote-
rapiei este redusa in cazul pacientilor varstnici. Recuperarea auzului la pacientii cu SSN cronica
ireversibila este realizata prin utilizarea dispozitivelor care imbunatitesc transmiterea sunetului
spre: urechea internd, nervul auditiv, centrii nervosi (protezare auditiva, implant de ureche medie,
implant cohlear, implant de trunchi cerebral).

Dificultatea identificarii mecanismelor de aparitie a SSN a determinat imposibilitatea stabi-
lirii, pana in prezent, a unui tratament eficient, care sa asigure cu certitudine o recuperare auditiva
satisfacatoare dupa administrare [90, 97]. Astfel, principiile terapiei medicamentoase a hipoacu-
ziei neurosenzoriale sunt: imbunatatirea hemodinamicii si a functiei peretilor vasculari ai urechii
interne; terapia de deshidratare labirintica; terapia de dezintoxicare si hiposensibilizare; ameliora-
rea metabolismului urechii interne si a transmiterii sinaptice a impulsurilor nervoase; diminuarea
excitabilitatii sistemului nervos central si a celui vegetativ [36, 41, 44, 50].

Este cunoscuti utilizarea complexelor de multivitamine si minerale la pacientii cu SSN. In
special, in tratamentul medicamentos al SSN, asociat cu tinnitus, este salutara utilizarea prepara-
telor Tmbogdtite cu Zn. Elementul chimic Zn participa la reglarea metabolismului si transmiterea

impulsurilor nervoase in celulele ciliate ale organului Corti, poseda efecte antioxidant si regene-
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rativ etc. (36). Deci prezintd interes utilizarea produsului respectiv in scopul evidentierii efectelor
otoprotectoare 1n tratamentul SSN, de comun cu Flamena, emulsie, care, in opinia noastra, reduce
durata de terapie fard manifestarea unor efecte adverse. Cercetarile in domeniul respectiv au fost
argumentate de Certificatul de inovator ,,Metodd de tratament medicamentos al afectiunilor sen-
zorineurale ale analizatorului auditiv”, nr. 5498 din 06.04.2016, IP USMF , Nicolae Testemitanu”,

Chisinau.

Tabelul 5.8. Lista medicamentelor recomandate in tratamentul SSN

si autorizate in RM si a metodelor de tratament

Denumirea medicamentului si a metodelor de tratament

FARMACOTERAPIE IV. Vitamine, minerale, IX. Desensibilizante
L. Perfuzii intravenoase cu: antioxidante (la surditatea infectioasa)
Polividona Slezavit* X. Antibiotice, antivirale (la
Dextroza 10% Acid ascorbic necesitate)
Amidon hidroxietilat Tiamina XI. Tranchilizante, sedative (la necesi-
Dextran Cocarboxilaza tate)
Clorura de sodiu Riboflavina XII. Stimulatori biogeni

I1. Vasodilatatoare

Piridoxina Cianocobalamina

Humisol*

1. Alcaloizi din vinca minor Cocarnit* Adenozintrifostat de sodiu
Vincamina Flamena* Extract de aloe
Vinpocetind Triovit* XIII. Anticolinesterazice
2. Derivati xantinici BioR* Neostigmina (Proserina)

Pentoxifilind V. Diuretice Galantamina, Ipidacrina
Aminofilind Manitol ALTE METODE
Xantinol nicotinat Uree Fizioterapie

3.Alte vasodilatatoare Acetazolamida Electroforeza endaurala, cervicala cu:
Papaverina Hidroclorotiazida Vasodilatatoare
Tolperisona Spironolactona Anticolinesterazice
Betahistina VL. Corticosteroizi Stimulatori biogeni
Cinarizina Prednisolon Vitamine din grupa B
Nimodipina Dexametazon Inhalatii cu:
Nicergolina Hidrocortizon Vasodilatatoare

II1. Nootrope, metabolice VII. Anticoagulante Antihistaminice
Piracetam Heparina Vitamine

Piritinol Nadroparina Oxibaroterapie
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Acidul gamaaminobutiric X;Isllirlzilgitggttg;iicé) Magnetoterapie
Pantogam Unitiol Acupunctura
Glicina Tiosulfat de sodiu Protezare auditiva
Extract de ginco Biloba Pantotenat de calciu Fangoterapie
Fenibut Atropina Implant cohlear

*Denumirea comerciala a medicamentului.

Tratamentul farmacoterapeutic al SSN in perioadele acuta si cronicd este complex si in-
clude administrarea remediilor medicamentoase din grupe farmacologice diferite si utilizarea me-
todelor fizioterapeutice. Eficacitatea terapiei SSN brusc instalate/acute este in stransa corelatie cu
inceperea tratamentului medicamentos si cu forma de administrare a preparatelor (de exemplu,
la administrarea i/v a medicamentelor, eficacitatea terapiei este mai mare). Intoxicatiile medica-
mentoase si nemedicamentoase au un rol important in etiologia SSN, care reprezintd o afectiune
cu morbiditate avansata. Prevalenta si caracterul potential invalidizant al SSN justifica orientarea
reabilitare in acest domeniu.

Conform cercetarilor prof. Boris Parii, inofensivitate sporitd posedd urmatoarele produse
medicamentoase: cu temperatura de topire < 100°C; cu masa moleculard mica (< 1000 UC); in
stare amorfa; utilizate in doze < 0,5 g; cu solubilitate inalta (> 20 g/l) [59, 60].

Deoarece procesele metabolice din organism au loc in mediu acvatic sau lipidic, solubilita-
tea medicamentelor in mediile respective este importantd pentru efectele lor farmacologice. Deci
prognozarea farmacodinamiei si farmacocineticii substantelor chimice de sinteza poate fi efectuata
in baza proprietatilor lor fizico-chimice, inclusiv a indicilor termodinamici (solubilitatea n apa sau
lipide, starea de agregare, punctul de topire).

Medicamentele utilizate in tratamentul SSN patrund in urechea interna din circulatia sis-
temicd fie prin mecanisme de transportare, fie prin dizolvare in endoteliul capilar. Traversarea
barierei hematolabirintice de catre medicamente depinde de particularitatile chimice ale acestora.
Medicamentele cu greutate moleculara sau incarcatura electrica mare traverseaza cu dificultate, in
mod pasiv. Liposolubilitatea 1nalta faciliteaza trecerea. Medicamentele care se leaga de proteine
traverseaza mai anevoios. Potentialul pozitiv neobisnuit din labirint ingreuiaza si mai mult trece-
rea, medicamentele incarcate pozitiv avand de infruntat un gradient electric [11,79].

Astfel, eficacitatea tratamentului medicamentos in formele subacute de SSN este rezervata,
iar SSN cronice, in mare parte, nu sunt compliante farmacoterapiei [44]. Asadar, numeroasele me-
tode de tratament farmacologic al SSN cronice nu au efectul benefic scontat, cauzele de baza fiind
dificultatea penetrarii de catre produsele medicamentoase a barierei hematolabirintice si actiunea

incompletd asupra tuturor factorilor etiologici si verigilor patogenetice ale SSN. Perfectarea con-
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ceptului de otoprotectie medicamentoasd a SSN necesitd atat elaborarea noilor produse farmacolo-
gice, cat si revizuirea celor utilizate deja In tratamentul SSN, in baza cunoasterii tuturor aspectelor
patogeniei si a mecanismelor efectelor otoprotectoare.

Prognosticul efectelor farmacologice ale medicamentelor este utilizat in cercetare prin me-
toda de prognosticare a efectelor alergizante ale medicamentelor [37, 39]. Spectrul grupelor de
medicamente, utilizate concomitent in tratamentul farmacologic al SSN, impune elaborarea unor
factori de prognosticare a eficacitatii farmacoterapiei otoprotectoare.

In pofida efectelor ototoxice pronuntate ale unor grupe de medicamente, derivatii platinei
(cisplastina, carbaplatina) se utilizeaza in tratamentul tumorilor desiminate, aminoglicozide sunt
medicamentele de electie la tuberculoza, bruceloza, tularemie, iar, in combinatie cu b-lactamice, —
la endocardita infectioasa, meningita posttraumatica, infectii intraabdominale, osteomielita, artrita
septicd. Diureticile de ansa pot fi utilizate chiar si in tratamentul SSN brusc instalate. Din aceste
considerente este important de a elabora mecanisme de farmacovigilenta, care ar permite diminu-
area efectelor adverse ototoxice a acestor grupe de medicamente.

Avand in vedere multitudinea grupelor de preparate medicamentoase utilizate in tratamen-
tul SSN, administrarea combinatd a medicamentelor, corelatia dintre particularitatile fizico-chi-
mice ale medicamentelor si cele clinico-biologice ale organismului, polipragmazia Intalnitd in
farmacoterapia patologiei respective, utilizarea medicamentelor cu efect ototoxic, In special in
tratamentul SSN acute, devin oportune si de perspectiva studiile privind prognosticarea efectului
farmacoterapiei combinate la bolnavii cu afectiuni senzorineurale si mixte ale analizatorului au-
ditiv, In baza urmatorilor indici: caracterul si durata maladiei, rezultatele bilantului audiometric,
preparatul farmacologic, posologia, proprietdtile chimico-farmaceutice, temperatura de topire a
principiului activ etc.

In acest context noi am prezentat medicamentele utilizate frecvent in tratamentul SSN
dupd metoda profesorului Boris Parii si am stabilit urmatoarele aspecte: majoritatea produselor
au punctul de topire intre 100 si 200°C, masa moleculara mica, dar In forma cristalina se denota un
grad mediu de reactii adverse. De aceea, medicul practician trebuie sa fie foarte precaut, mai ales
la utilizarea asociata a produselor medicamentoase in tratamentul SSN (tabelul 5.9).

Prognosticul eficacitatii tratamentului medicamentos

Factorii pronosticului favorabil: hipoacuzie usoara moderata, hipoacuzie la frecventele
joase, medii; lipsa simptomaticii vestibulare; inceperea tratamentului in stadiu timpuriu (primele
ore-zile de la instalarea deficientei auditive); administrarea vasodilatatoarelor cerebrale, antioxi-
dantelor, nootropelor.

Factorii pronosticului nefavorabil: varsta 1naintatd; formele severe profunde de surditate;
hipoacuzie la frecventele inalte; simptome vestibulare obiective; factorii de risc de origine vascu-
lard; tratament tardiv (Inceputul farmacoterapiei peste doua-trei saptamani de la debut).

Pornind de la aceste aspecte, studiile de perspectiva vor avea drept scop: elaborarea prin-

cipiilor de prognosticare a eficacitatii otoprotectoare a medicamentului; asocierea rationald a me-

178



dicamentelor otoprotectoare in tratamentul SSN; majorarea efectelor farmacoterapeutice; apreci-

.....

produselor medicamentoase in forma chimica amorfa, a compusilor de cuplare si a amestecurilor

eclectice de produse medicamentoase, cu posibilitatea cresterii tolerabilitatii produselor farmace-

utice.
Tabelul 5.9. Proprietatile fizico-chimice ale unor produse medicamentoase
utilizate in tratamentul SSN
Substanta /F.F. Tempera.tura Masa < Solubilitatea Forma (crlstzllma
’ de topire moleculara sau amorfa)

Vinpocetini (tab.) 147-153°C | 350,45 gimol | Pslubild in apd, solubila Cristalini
in alcool

Nicergolina (tab.) 136-138°C 484,39 g/mol }nsolublla in apd, solubila Cristalina
in alcool

Betahistini (tab.) 148-149°C | 136,19 gimol | S0Mubila in apd, eter, Cristalini
chloroform

Cinarizina (tab.) 192°C 368,51 g/mol |Solubild in apa Cristalina

Piracetam (tab.) 151,5-152,5°C | 142,23 g/mol | Usor solubil in apa Cristalina

Glicina (tab.) 233°C 75,14 g/mol |Solubila in apa Cristalina

Pentoxifilina (tab.) 105°C 278,32 g/mol }nsolublla in apd, solubila Cristalini
in cloroform

Dexametazon (tab.) 262-264°C | 392,46 g/mol |Insolubil in apa Cristalinad

Metilprednisolon (tab.) 228-237°C | 374,47 g/mol |Insolubil in apa Cristalina

gae];’z“gmma (Prozerin) 170°C 303,26 g/mol | Foarte solubili in apa Cristalina

Spironolactona (tab.) 431-451°C | 416,57 g/mol }nsolublla' in apd, s.olublla Cristaling
in solventi organici

Din punctul de vedere al sporii farmacovigilentei, in farmacoterapie este salutara admi-
nistrarea principiilor cunoscute din punct de vedere biochimic, deoarece cele mai inofensive sunt
produsele endogene, care fac parte din organismul uman. in acest caz nu se dezvolta conflictul
imun si se pot prognostica reactiile farmacologice la medicament, in concordanta cu mecanismele
fiziologice si biochimice cunoscute.

Cercetarile efectuate la interferenta termodinamicii, fizicii statice, chimiei, farmaceuticii
si farmacologiei sunt esentiale, mai ales sub aspectul prognozarii efectelor farmacologice ale sub-
stantelor noi. Aceste principii sunt veridice si in cazul grupelor de medicamente utilizate in tra-

tamentul conservator al SSN.
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5.8. Sinteza capitolului 5

Stabilirea mutatiei 35delG a genei GJB2 prin tehnica TagMan Real Time PCR prezinta
importantd deosebita in diagnosticul SSN. Screening-ul audiologic la nou-nascuti si sugari este
mai eficient dupa a treia saptdmana de nastere, prezentand un numar redus de rezultate false pozi-
tive. Metodele propuse de pronostic al scorului maxim de inteligibilitate vocala si de pronostic al
eficacitatii protezarii auditive sunt importante in managementul bolnavilor cu deficientd auditiva.
Metoda de pronostic a efectului alergizant al medicamentelor, propusa de prof. B. Parii, poate fi
utilizatd in pronosticarea efectelor adverse in farmacoterapia afectiunilor analizatorului auditiv.
Cercetarile efectuate ne-au permis sa elaboram un algoritm de management al bolnavilor cu afec-
tiuni inflamatorii si neinflamatorii ale AA.

Pe langd screening-ul audiologic obisnuit, la evaluarea persoanelor cu deficitul auditiv
trebuie sa fie recomandatd si testarea molecular-genetica a surditatii neurosenzoriale pentru ge-
nele GJB2 si GJB6 ale locusului DFNBI. Depistarea purtatorilor mutatiilor recesive patogenice
ale acestor gene este foarte importanta pentru acordarea serviciilor de consiliere genetica privind
posibilitatea de transmitere a acestora la descendenti, deoarece nasterea unui copil cu hipoacuzie
la parinti sanatosi poate avea un impact deosebit. In cadrul cercetirii s-au efectuat: estimarea
contributiei unor mutatii recesive la nivelul genei GJB2 in loturile de persoane studiate cu SSN;
elaborarea si validarea unui algoritm de screening cu potentialul de a fi ulterior utilizat in alte
laboratoare din regiune; identificarea unor subiecti cu defecte genetice care nu sunt asociate cu
defectele genei GJB2, ce necesita in continuare explorari molecular-genetice profunde de per-
formanta, evaluarea particularitatilor relatiilor genotip-fenotip in vederea pronosticarii efectelor
interventiilor de corectie auditiva la populatia Republicii Moldova; cresterea performantelor de
diagnosticare, a consilierii genetice, imbunatatirea masurilor profilactice si sporirea eficientei ma-
nagementului medical ulterior al pacientilor afectati; facilitarea deciziilor de abordare terapeutica
precoce si ameliorarea recuperdrii auditive, imbunatatirea eficientei serviciilor de integrare sociala
a persoanelor cu deficiente de auz.

Realizérile stiintifice din ultimele decenii privind structura, expresia si reglarea genelor au
determinat o evolutie rapida a stiintelor biomedicale, modificand radical imaginea si conceptele
noastre despre procesele fundamentale ale materiei vii. Cercetarile, care pana nu demult se bazau
in special pe caracteristici fenotipice, fiziologice si biochimice, au marcat un salt calitativ, asigurat
de perfectionarea tehnicilor de investigare la nivel molecular. Pentru prima data, studiul genetic a
propus explorarea profilului molecular-genetic al SSN congenitala la nivelul genei GJB2 din Mol-
dova, pentru elaborarea unui algoritm de diagnostic mai reusit. Aceastda abordare corespunde di-
rectiilor de cercetare in domeniul medicinii personalizate, propuse de Comisia Europeana in cadrul
Provociarii Societale 1 ,,Sanatate, schimbari demografice si bunastare”. In acest context vom crea
premise care sa permitd personalizarea implantarii cochleare in functie de particularitatile fiecarui

copil, astfel incat sansele de reabilitare ale acestora sa fie maxime.
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In acelasi context este cunoscuta utilizarea complexelor de multivitamine si minerale la pa-
cientii cu SSN. In special in tratamentul medicamentos al SSN, asociat cu tinnitus, este bine venita
utilizarea preparatelor antioxidante. Cercetarile privind utilizarea preparatelor Flamena, emulsie,
si Merion au fost argumentate de Certificatul de inovator ,,Metoda de tratament medicamentos al
afectiunilor senzorineurale ale analizatorului auditiv”, nr. 5498 din 06.04.2016, IP USMF ,Ni-
colae Testemitanu”, Chisindu. Odata cu sporirea farmacovigilentei in farmacoterapie, biochimic,
este oportuna administrarea principiilor cunoscute, intrucat cele mai inofensive sunt produsele
endogene, care fac parte din organismul uman. In acest caz nu se dezvolta conflictul imun si se pot
prognostica reactiile farmacologice la medicament, in concordantd cu mecanismele fiziologice si
biochimice cunoscute.

Rolul medicamentelor in lumea modernd este enorm. Actualmente, practic orice act me-
dical, inclusiv in sfera organelor ORL, definitiveaza cu prescrierea medicamentelor. Omul are

dreptul la sdnatate, iar medicamentul este unul dintre instrumentele cu care aceasta se mentine.
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SINTEZA REZULTATELOR

Analizatorul auditiv este organul de simt care asigura perceperea si deosebirea undelor
sonore, orientarea in spatiu si vorbirea, ca mijloc de comunicare interumana. Este format din trei
parti: segmentul periferic (urechea externa, urechea medie, urechea internd), caile de conducere a
impulsurilor nervoase, segmentul central, unde au loc analiza si sinteza definitiva a auzului [1,
198]. Astfel, modificarile acestor structuri pot provoca afectarea AA, manifestatd prin deficienta
auditiva recuperabild ori nerecuperabild, in functie de factorul etiologic (inclusiv genetic), de
structura anatomo-functionala afectata si durata maladiei [20, 67].

Problema diagnosticarii si recuperarii auditive atat la copii, cat si la adulti rimane una
dintre cele mai actuale in aspect medico-social [63, 204].

In Republica Moldova, numarul copiilor aflati la evidentd audiologici depaseste cifra de
3000, iar cel al persoanelor mature cu handicap al auzului — cifra de 10000. Deficienta de auz
provoaca mare dificultate in comunicare, in procesul de invatare; o surditate severd cauzeaza
invalidizarea persoanelor [7, 18].

Recuperarea auzului la astfel de bolnavi implica problema diagnosticarii cat mai sofisticate
a deficientelor auditive si alegerii cat mai reusite a protezelor auditive dupd specificul maladiei
[29]. In acelasi timp, crearea noilor produse medicamentoase, inclusiv cu indicatii in tratamentul
afectiunilor auriculare, este actuald [31, 71].

Prezenta lucrare a fost consacrata problemelor privind: elaborarea si studiul actiunii
curative a unor medicamente combinate otoprotectoare, actualizarea diagnosticului molecular-
genetic si audiologic, precum si stabilirea factorilor de prognostic al eficacitdtii recuperarii
auditive in afectiunile inflamatorii ale urechii si SSN.

Pentru solutionarea obiectivului nominalizat s-au studiat experimental, pe animale de
laborator, si in cadrul studiilor clinice, aspecte de diagnostic si tratament medicamentos (au fost
elaborate preparate medicamentoase combinate) in cadrul afectiunilor inflamatorii si
neinflamatorii ale urechii, si anume: otita acuta si SSN. Pentru prima data a fost modelata SSN si
evaluata preclinic functia auditiva in baza audiometriei comportamentale si a otoemisiunilor
acustice, conform unui algoritm elaborat.

Farmacoterapia modernd presupune utilizarea combinatd a medicamentelor din diverse
grupe farmacologice, fapt determinat in primul rand de necesitatea de a actiona concomitent
asupra mai multor organe si sisteme. Asocierea rationald a medicamentelor include majorarea
eficacitatii terapeutice cel putin a unuia dintre componente sau micsorarea unor proprietdti
nedorite [17, 19, 39]. O astfel de asociere trebuie sd tinda spre urmatoarele aspecte: sporirea

efectului farmacologic scontat, diminuarea efectului farmacologic nescontat si dirijarea
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farmacocineticii substantei/substantelor active ale compozitiei date [19, 243]. Farmacologia
multor medicamente in mare masurd este dozo-dependentd. Anume din aceste considerente,
pentru a diminua efectele adverse, deseori, se recurge la administrarea asociatd a
medicamentelor, cu o farmacodinamie similara, dar in doze terapeutice reduse [15, 21].

Elaborarea produselor medicamentoase combinate constituie unul din domeniile de
dezvoltare a noilor medicamente. Medicamentele combinate presupun asocierea, intr-un singur
preparat comercial, a doi sau mai multi agenti cu actiune terapeutica diferita, in doza fixa [69].
Ele, odata ce contin substante active cu diferita actiune, pot avea o sansa statistica de succes mai
mare, intrucat, actiondnd asupra mai multor mecanisme ce intervin in declansarea starii
patologice, intensifica probabilitatea de a obtine un raspuns terapeutic sporit [3, 31, 191]. Sunt
posibile patru cdi de obtinere a medicamentelor combinate: asocierea compusilor bine cunoscuti,
deja aprobati/utilizati in combinatie; principii renumite, incluse pentru prima data in
medicamentul combinat; asocierea unei sau mai multor entitati chimice noi cu una sau mai multe
substante arhicunoscute; combinatia a doud sau mai multe entitati chimice noi [10, 175].

Aproximativ jumatate din produsele medicamentoase combinate, prezente pe piata
farmaceutica, sunt combinatii fixe. Medicamentele combinate posedda numeroase avantaje
precum: eficienta crescutd a efectului terapeutic prin actiunea aditiva sau sinergica la o parte din
pacienti; reducerea efectelor secundare, rezultatd din utilizarea unor doze mai mici de substante
active cu reactii adverse diferite, cresterea tolerabilitatii medicatiei si compliantei pacientilor la
tratament. Asocierea de agenti activi, cu actiuni complementare la nivelul organelor-tintd, poate
fi de asemenea benefica [20, 21, 31]. Putem prezenta numeroase exemple de medicamente
combinate, utilizate cu succes in farmacoterapia actuala in diverse domenii clinice (cardiologie,
ginecologie, pneumologie, gastrologie, afectiuni inflamatorii ale rinofaringelui etc.) precum:
amoxicilina si acidul clavulanic, paracetamolul si acidul acetilsalicilic, cinarizina si
dimenhidrinatul, losartanul si hidroclorotiazida etc. [40, 187]. Pentru farmacologia clinica sunt
de o mare perspectiva preparatele complexe noi, inclusiv cu componenti adaptogeni si
biostimulante. Produsele combinate pot produce efect terapeutic maxim, cu doze minime [61].

In Republica Moldova, elaborarea si cercetarea farmacologici a produselor
medicamentoase combinate s-au efectuat sub tutela ilustrului profesor Efim Muhin, incepand cu
anii ’70 ai secolului precedent, la Catedra farmacologie a USMF ,Nicolae Testemitanu”, in
perioada respectiva fiind Institutul de Stat de Medicina din Chisinau. Ulterior, directia respectiva
de cercetare a fost dezvoltatd in cadrul Centrului Farmaceutic Stiintific si de Productie al MS
RM (1991-1995) si apoi la Institutul National de Farmacie (1996-2005), sub conducerea

regretatului profesor Boris Parii, discipol al savantului Efim Muhin. In perioadele respective au
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fost elaborati: clatratul strofantinei cu heparina, aspirinei si hexametilentetraminei, a fost
implementat aspicorglicoturonul (un produs medicamentos combinat care continea aspirina
solubila, glicozid cardiac si izoturon, cu utilizare in diverse forme de soc), precum si alti compusi
farmacologici combinati [51, 59]. Din 2007, elaborarea produselor medicamentoase combinate
cu indicatii, inclusiv in domeniul maladiilor ORL, este efectuata in cadrul Centrului Stiintific al
Medicamentului al USMF ,Nicolae Testemitanu” [69].

Afectarea aproximativ a oricarui sistem al organismului uman poate determina alterarea
functiei auditive [21, 37]. In analogie cu complicatiile altor sisteme de organe (insuficienta
cardiovasculara, insuficienta respiratorie, insuficienta renald), surditatea de perceptic de
asemenea poate patogenetic fi interpretata ca insuficienta auditiva [21, 25].

Medicatia ototoxicd sau alte substante ototoxice sunt cauzele aparitiet SSN  si a
tinnitusului subiectiv (zgomote auriculare). In mod curent, un numir mare de grupe de
medicamente include una sau mai multe componente cu proprietati ototoxice [23, 97, 298].

Terapia si reabilitarea complexd a pacientilor cu maladii acute si cronice sunt
indispensabile de valorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau suplimentelor ce contin
vitamine, minerale, oligopeptide. Numarul de surse cu proprietati polivalente, concomitent si
stimulente, este insa redus. Interactiunile competitive ale microelementelor, nivelul redus de
asimilare sunt printre cauzele eficientei reduse a utilizarii lor in ameliorarea diverselor situatii
clinice. Intru solutionarea problemei in cauzi, oportuni poate fi utilizarea produselor combinate
polifunctionale cu eficienta clinica si inofensivitate demonstratd [21, 24, 28].

Utilizarea plantelor medicinale in scop terapeutic are o vechime de milenii si o eficientd
deja dovedita [23]. Printre avantajele ei figureaza: accesibilitatea (plantele sunt usor de procurat
si ieftine), actiunea blanda si lipsa efectelor adverse (cand se respecta dozele adecvate), tratarea
complexd a bolnavului (plantele au efecte fizice si psthoemotionale si echilibreazd organismul la
toate nivelele). Se cunoaste si multitudinea de beneficii terapeutice ale produselor de origine
vegetala, inclusiv cu actiune antibacteriana, in tratamentul otitelor, printre care: favorizeaza
regenerarea si cicatrizarea tegumentului conductului auditiv extern, faciliteaza si potenteaza
eficacitatea curatarii urechilor, diminueaza aderarea secretiei de peretii CAE, regleazd formarea
secretiei, Stopeaza nmultirea microorganismelor, mentine proportiile fiziologice naturale,
previne otita, care poate aparea prin contactul secretiei auriculare cu apa. Produsele de origine
vegetala sunt indicate pentru toate categoriile de varsta [43]. Plantele medicinale pot avea efecte
benefice 1n tratarea otitelor si a simptomelor care le Tnsotesc.

Tinand cont de particularitatile farmacoterapeutice ale principiilor active, produsul

respectiv are un potential de utilizare in tratamentul medicamentos al maladiilor din sfera
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organelor ORL, inclusiv afectiunile inflamatorii, traumatisme, plagi, combustii ale urechii
externe — ale pavilionului urechii si conductului auditiv extern [2, 74]. In Republica Moldova,
prevalenta generala prin bolile urechii constituie anual 105,3 1a 10 000 de locuitori [5].

Conform datelor din literatura, cca 1,5-4% din populatie sufera de diferite forme ale otitei
medii cronice. Pana la 30% din populatie, cel putin o datd in viata, a suferit un puseu de otita
medie acutd. Ponderea pacientilor cu mezotimpanitd cronicd supuratd este de 65-67%; cu
epitimpanita cronica supuratd — de 26-31%, iar 2-7% dintre pacienti dezvolta ,,maladia urechii
operate” dupa epi-mezotimpanita, din numarul total de otite medii supurate cronice [5, 29]. In
Romania sunt raportate anual peste 130000 de cazuri de otita medie la copii [134].

Odata ce rata rezistentei bacteriene la antibiotice a crescut, un numar important de cazuri
nu raspund la tratament (rezistentad de peste 60% la tratamentul clasic cu peniciline) si de aici
reiese necesitatea critica de molecule si produse noi (42). Studii recente denota faptul ca cele mai
multe cazuri de otitd medie sunt provocate de infectii cu Streptococcus pneumoniae (70%), care
prezintd si cea mai mare rezistentd la antibiotice, urmat de Haemophilus influenzae (21%),
Streptococcus pyogenes (4,5%) si Moraxella catarrhalis (1,8%), in timp ce otitele externe pot fi
de natura bacteriana (Staphylococcus aureus (50%), Staphylococcus aureus meticilinorezistent
(10%) si Pseudomonas aeruginosa (30%) sau fungica (Candida spp. si Aspergillus spp.) [134,
192].

Farmacoterapia afectiunilor inflamatorii din sfera organelor ORL include utilizarea
combinata a remediilor antibacteriene, imunomodulatorii, simptomatice, regenerative etc. [2].
Volumul indicatiilor terapeutice depinde de etapa maladiei: in faza acutd se efectueaza
preponderent farmacoterapie etiotropa si simptomatica, inclusiv cu preparate combinate; In faza
subacuta — diverse manipuldri invazive si terapie medicamentoasd, cu includerea in complex a
imunomodulatoarelor; in cazul unui proces cronic se adaugd metodele chirurgicale si remediile
medicamentoase complexe [184]. Astfel, intensitatea si calitatea terapiei la fiece etapa determina
succesul tratamentului.

Conform OMS, rezistenta microbiand la antibiotice reprezintd o preocupare de nivel
global, deoarece noi mecanisme de rezistentd sunt in curs de dezvoltare si se raspandesc,
amenintand capacitatea omenirii de a trata eficient maladiile infectioase, avand ca rezultat
prelungirea bolii, invaliditate.

Administrarea locala a produselor medicamentoase este una dintre cele mai inofensive.
Astfel de administrare este fiziolofgic primordiald, deoarece in acest caz se trateaza numai

organul-tinta si se evitd In mare parte efectele adverse sistemice. Pentru tratamentul local al
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proceselor inflamatorii din urechea medie sunt necesare principii active, cu afinitate sporita,
deoarece prin membrana timpanica patrunde numai o parte a medicamentului [183].

In functie de etiologia, de patogenia si localizarea maladiei, una dintre cele mai des
utilizate forme farmaceutice pentru tratamentul otitelor sunt picaturile auriculare [2, 55]. In
ultimii ani, pe piata farmaceutica autohtond a aparut un numar mare de medicamente sub forma
de picdturi auriculare, dar majoritatea sunt de sinteza si au O contraindicatie — perforatia
membranei timpanice. In acelasi timp, in tard existd doar un singur producitor autohton, care
produce o singura denumire de picaturi auriculare [21, 189].

In tratamentul otitelor se utilizeazi picaturi ce contin, ca principii active, atat substante de
sinteza, cat si cele naturiste, dar nu am intalnit o combinatie de aceste principii intr-o forma
farmaceutica. Valorificarea compusilor de origine sintetici cu actiune antimicrobiana, prin
combinarea acestora cu produse de origine vegetala, reprezintd o directie actuald in elaborarea
noilor preparate combinate pentru tratamentul maladiilor inflamatorii.

Uleiurile esentiale pot sa deterioreze lipidele si proteinele. Deteriorarea peretelui celular si
a membranei poate cauza scurgerea macromoleculelor si lizarea lor. Uleiurile esentiale derivate
din plante sunt cunoscute a fi active impotriva unei largi varietati de microorganisme. Efectele
citotoxice au fost observate in vitro la majoritatea bacteriilor patogene gram-pozitive si gram-
negative, in general, prin metoda difuziei discului sau prin metoda de diluare [55, 100].

Asadar, noi am reusit sa elaboram si sa evaluam farmacologic preclinic un produs
medicamentos combinat, care contine substante active de sinteza si naturiste, cu indicatii atat in
otitele neperforative, cat si in cele cu perforatia membranei timpanice. Produsul cu denumirea de
lucru CB 12, picaturi auriculare, reprezintd o combinatie [77] de ciprofloxacind clorhidrat, ulei
volatil de busuioc, indicat in afectiunile inflamatorii nesupurate si supurate ale urechii externe si
urechii medii (Certificat de inovator nr. 5308 din 15.02.2014, IP USMF , Nicolae Testemitanu”).

Ciprofloxacina este un antibacterian fluorochinolon, cu spectru larg de actiune, activ fata
de un numar mare de germeni patogeni. Mecanismul de actiune consta in blocarea ADN-girazei
microorganismelor sensibile si a replicarii ADN-ului. Fluorul este responsabil de extinderea
spectrului antibacterian pentru gram-negativi si a spectrului la gram-pozitivi. Ciclul piperazinic
face preparatul activ contra pseudomonadelor.

Busuiocul (Ocimum basilicum) este o planta din familia Laminacea si manifestd
numeroase efecte terapeutice. Poseda actiune antiinflamatorie, regenerativa, calmanta,
antipiretica, usoard anestezica etc. Este utilizat inclusiv in tratamentul afectiunilor aparatului
respirator superior si inferior [14, 18]. Ca rezultat al cercetarilor farmaceutice ale principiilor

active - ciprofloxacina, ulei de busuioc (modificat la vascozitatea de solutie pentru comoditatea
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administrarii locale in conductul auditiv extern) si a combinatiei lor, a fost elaborat un nou produs
medicamentos, cu actiune polivalenta pentru tratamentul otitelor externe si otitelor medii. Pentru
prima data s-a propus, sub forma de picdturi auriculare, combinatia dintre un antibacterian
fluorochinolon si un remediu naturist in tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii [77].

Studiile efectuate pe modele de infectii animale au demonstrat faptul ca anumite teste si
parametri farmacocinetici, cum ar fi corapoartele ASC/MIC si Cmax/MIC, sunt predictori buni ai
eficacitatii antimicrobiene a fluorochinolonelor. Antibioticele chinolone prezinta o activitate
bactericida, dependentd de concentratie: cu cat este mai mare concentratia medicamentului, cu
atat mai mare este activitatea bactericida pe care o reprezinta. Ratele de AUC/MIC si Cmax/MIC
pentru doudzeci de ore egale cu 125 si, respectiv 12, sunt parametrii optimi pentru a prezice o
eficacitate bacteriologicd si clinica buna impotriva infectiilor gram-negative pentru
fluorochinolone.

Absorbtia substantelor medicamentoase din picaturile auriculare depinde atat de
concentratia acestora, cat si de durata de contact a tesutului extern cu produsul medicamentos.
Deoarece medicamentul este Indepdrtat prin eliminarea fluidului si/sau absorbtia In tesutul
urechii, substanta activa se furnizeaza din vehicul polimeric. Astfel, utilizarea unui vehicul
polimeric in picaturile auriculare CB-12 faciliteaza incarcarea tesutului otic, avand in vedere rata
de penetrare tipica lenta si redusa a antibioticelor insolubile in apa.

Analiza calitativa (identificare si puritate) a CB-12 a fost efectuata prin metode chimice
(reactii de identificare a substantelor active) si metode fizico-chimice: spectrofotometria UV-VIS
si HPLC. Pentru analiza cantitativa a substantelor medicamentoase din CB-12, s-au elaborat si
validat metodele: spetrofotometricai UV si HPLC. Acestea au fost lineare, selective, exacte,
precise si robuste [99].

Cercetarile farmaceutice au demonstrat compatibilitatea ciprofloxacinei si uleiului de
busuioc prin metode exacte si sensibile — spectrofotometria UV (ultraviolet), HPLC
(cromatografia lichida de inalta performantd) si GC (cromatografia de gaze) —, ceea ce
semnifica faptul cd substantele nu interfereaza si pot fi asociate in aceeasi forma farmaceutica.
Studiile de preformulare au contribuit la elaborarea formulei optime si a tehnologiei de preparare
pentru picaturile auriculare. In acest sens au fost elaborate metodele de analizi si standardizare a
principiilor active din picaturile auriculare; metoda spectrofotometrica in UV de dozare a
ciprofloxacinei a fost validata [101].

Scopul oricarui medicament consta in manifestarea efectului terapeutic dupa administrare.
De aceea, este extrem de important ca produsul sd aiba un continut corespunzator de substantd

activa si sa mentina proprietatile specifice ale substantelor auxiliare pana la depasirea termenului
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de valabilitate. Astfel este important ca medicamentul elaborat sa fie testat din punctul de vedere
inocuitate, un factor important in asigurarea calitdtii acestuia. Un medicament poate fi
administrat doar daca nu mai mult de 10% din substanta activa a suferit degradari, iar produsii de
degradare nu sunt toxici. Un medicament se considera stabil atat timp cat modificarile aparute nu
depasesc valorile prevazute in specificatiile de normare ale calitatii. Testele de stabilitate a
picaturilor auriculare CB-12 au determinat un termen de valabilitate de 24 de luni.

Produsul CB-12 a fost standardizat in baza regulamentelor farmacopeice, dupa urmatorii
parametri: descriere, omogenitate, pH, proprietiti reologice, sterilitate, dozare si stabilitate. in
urma studiilor de stabilitate prin metoda clasica, in timp real a fost determinat termenul de
valabilitate de doi ani.

Fata de picaturile auriculare care se introduc in urechea medie sunt cerinte speciale de
sterilitate: ele trebuie sa fie izoosmotice ori sd aiba presiune osmotica cuprinsa intre valorile de
260 si 460 mOsm. CB-12 se incadreaza in cerintele respective.

Rezultatele farmacologice indica toxicitate redusd (clasa de toxicitate 5-LDsp = 2500
mg/kg) a preparatului studiat si pot servi ca premisd pentru continuarea cercetarilor
farmacologice de evaluare a eficacitatii si inofensivitatii, precum si planificarea studiului clinic
al preparatului CB-12 (29, 32). in cadrul cercetirilor microbiologice s-a constatat ci produsul
CB-12 a manifestat activitate antibacteriand inalta fata de toate test-culturile bacteriene cercetate,
microorganisme gram-pozitive si gram-negative. Uleiul volatil de busuioc potenteaza activitatea
ciprofloxacinei in combinatie. Picaturile auriculare CB-12 poseda o activitate antibacteriand mai
inaltd decat forma farmaceutica doar cu ciprofloxacind, fatd de unele tulpini bacteriene (S.
aureus (1.209); Ps. aeruginosa (t.ATCC 27853) si E. faecalis (t. ATCC 19433)).

In cadrul CSM al IP USMF ,Nicolae Testemitanu”, in colaborare cu Compania
farmaceutica SC ,,CSK Grup Plus”, a fost evaluat, farmacologic preclinic, un produs
medicamentos combinat — Flamena, gel. Producator - ,,Standart SRL” (Federatia Rusa). Forma
de prezentare farmaceutica - gel in dispersator. Compozitia la 50 ml: glicind — 1500 mg,
dihidroquercitinda — 150 mg, lecitina — 1000 mg, sanguiritinda — 4 mg. Produsul farmaceutic
Flamena, gel, cu indicatie in procesele inflamatorii acute si cronice ale mucoaselor, inclusiv de
utilizare in otita externa, in cadrul cercetarilor farmacologice de inofensivitate, de asemenea
manifesta toxicitate acutd redusd, fiind clasificat in clasa de toxicitate 5, si doza letalda medie,
care provoaca decesul a 50% din numarul animalelor experimentale (LDsp) > 2500 mg/kg —
practic netoxic. Rezultatele cercetarii toxicitatii subcronice, de asemenea, au remarcat toxicitatea

redusd a produsului studiat [66, 76]. Alcaloizii de sanguiritind se contin in planta Macleaya
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cordata Will., care se caracterizeaza prin activitate antimicrobiana fatd de bacteriile gram-
pozitive si gram-negative. De asemenea, poseda actiune antimicotica [13, 249, 254].

In concluzie, o directie importantd pentru tratamentul —maladiilor inflamatorii si
neinflamatorii ale urechii constituie elaborarea si utilizarea in practica medicala a preparatelor
medicamentoase combinate, ce contin substante de sintezd si naturiste. Astfel, produsele
Flamena, gel, si CB-12, picaturi auriculare, care, datoritd proprietatilor sale antimicrobiene,
antiinflamatorii, regenerative, prezinta interes in tratamentul afectiunilor inflamatorii ale urechii
externe si celei medii. Afectiunile inflamatorii ale urechii — otitele externe si medii — sunt boli
semnificative din punct de vedere socioeconomic, deoarece se dezvolta preponderent la copii si
adulti de varsta activd. Farmacoterapia combinatd este cea mai reusitd metoda de tratament a
otitelor. Elaborarea noilor produse combinate pentru tratamentul afectiunilor inflamatorii ale
urechii este oportund si vine sd completeze arsenalul de remedii pentru combaterea acestor
maladii.

Surditatea senzorineurald (SSN) se manifesta clinic prin deficientd auditiva de tip perceptie
si/sau acufene (zgomot auricular). Antrenarea, In procesul patologic, si a fibrelor portiunii
vestibulare a nervului cranian VIII, provoacad aparitia simptomaticii vestibulare odata cu cele
auditive: vertij, nistagm si dereglari de echilibru. SSN afecteaza procesul de percepere a
sunetelor [69]. Din punctul de vedere al evolutiei clinice, SSN se clasifica in: acute, subacute si
cronice.

Substratul anatomic al SSN este situat nu la nivelul urechii externe si al celei medii, ci la
nivelul urechii interne (organul Corti), nervului auditiv, centrilor nervosi subcorticali si corticali
[21, 37]. Deci SSN poate fi cohleara, retrocohleara si centrald. Majoritatea leziunilor cohleare
debuteza prin lezarea celulelor ciliate externe (in special a leziunilor ototoxice, traumei sonore,
presbiacuziei etc). Aspectul patomorfologic principal al SSN cohleare (peste 90% din cazuri) este
procesul distrofic si apoptoza celulelor ciliate ale organului Corti, care deseori este reversibil in
cazul farmacoterapiei precoce (indeosebi la formele acute si subacute de SSN). La randul sau,
medicatia afectiunilor cardiovasculare, a sistemului nervos central si a celui endocrin, corijarea
statusului imun, concomitent, sunt si tratamentul profilactic de prevenire a agravarii SSN cronice
(metoda de recuperare auditiva de baza a careia este protezarea auditiva si implantul cohlear [21,
37].

Se considera ca cele mai importante cauze ale SSN acute sunt: infectiile, afectarea
autoimuni, ototoxicitatea, traumatismele, dereglarile de circulatie si bolile neurologice. In multe
cazuri nu poate fi identificatd o cauza determinanti [203]. In astfel de situatii vorbim de o

surditate brusc instalatd idiopaticd. Survine afectarea celulelor ciliate din urechea interna,
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responsabile de transformarea vibratiilor sonore in stimul nervos. In functie de durata actiunii
cauzei care a produs surditatea si de precocitatea tratamentului, afectarea acestor celule poate fi
tranzitorie sau definitiva [56, 67, 69, 75].

In patogeneza afectiunilor circulatiei cerebrale, inclusiv ale portiunilor analizatorului
auditiv, un rol important ii revine endoteliului vascular, substantelor endogene biologic active si
microcirculatiei. Ca rezultat al ocluziei arterelor cerebrale, se reduc fluxul sangvin si
aprovizionarea cu substante energetice ce cauzeazd lezarea neuronald. Ischemia cerebrala, la
randul ei, provoaca micsorarea continutului de ATP, hipoxia stimuleaza trecerea la glicoliza
anaeroba pentru mentinerea sintezei de ATP. Ca rezultat al epuizarii substantelor energetice, Se
deregleaza transportarea ionilor prin membrana celulara, sufera pompa Na-K, se produce
depolarizarea membranei celulare si un influx al ionilor de Ca din lichidul interstitial in celuld,
care, la randul ei, cauzeaza necroza celulara.

Principiile de bazad ale tratamentului SSN acute sunt: eliminarea factorului etiologic;
inceperea tratamentului in termen cat mai precoce de la debutul bolii, care sd includa:
imbunatatirea hemodinamicii si a functiei peretilor vasculari ai urechii interne; terapia de
deshidratare labirintica, detoxicare si hiposensibilizare; ameliorarea metabolismului urechii
interne; imbundtatirea transmiterii sinaptice a impulsurilor nervoase; diminuarea excitabilitatii
sistemului nervos central si a celui vegetativ [2, 17, 21, 67, 69, 193]. Dinamica fenomenelor
patologice in focarul ischemic al AA creeaza premise pentru administrarea oportund a
medicamentelor ce vor restabili microcirculatia si vor sustine o corelatie optimd a
metabolismului cerebral si a fluxului sangvin la diverse etape patofiziologice si vor creste
rezistenta zonei afectate a AA la ischemie. Medicamentele de prima linie, utilizate in tratamentul
SSN (luand in consideratie mecanismele de actiune celulara a factorilor declansatori), sunt:
vasodilatatoare cerebrale, nootrope, antioxidante, vitamine, diuretice, corticosteroizi.
Medicamentele patrund in urechea internd din circulatia sistemicd fie prin mecanisme de
transport, fie prin dizolvare in endoteliul capilar [4, 7, 11]. Scopul principal al tratamentului
tulburarilor senzorineurale ale AA consta in diminuarea si preintampinarea agravarii ulterioare a
proceselor patologice ce provoaca instalarea deficientei auditive.

Actualmente, se utilizeaza si introducerea intratimpanica a preparatelor farmacologice [12,
20]. Traversarea barierei hematolabirintice de catre medicamente depinde de caracteristicile
chimice ale acestora. Medicamentele, cu greutate moleculara sau incarcatura electrica inalta,
traverseazd cu dificultate in mod pasiv [4, 20]. Liposolubilitatea sporitd faciliteaza trecerea.
Medicamentele care se leagd de proteine, traverseaza mai greu. Potentialul pozitiv neobisnuit din

scala media a urechii interne (care contine endolimfd) ingreuneaza suplimentar trecerea
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medicamentelor incércate pozitiv, deoarece acestea au de infruntat un gradient electric invers (4).
Tratamentul SSN este caracteristic prin: administrarea preparatelor din diverse grupuri
farmacologice, asocierea combinata a medicamentelor, utilizarea medicamentelor cu potential
efect ototoxic (diuretice, antiinflamatorii, antibacteriene), in special pentru tratamentul formelor
acute. Aspectele mentionate indicd necesitatea studiilor privind elaborarea si utilizarea
produselor combinate in farmacoterapia SSN [67].

in formele de SSN cronice sau ireversibile, care nu beneficiazi de tratament preventiv sau
curativ, se recurge la proteza auditiva sau implant cohlear. Desi nu existd Tncd un tratament
eficient unanim acceptat, in medicatia SSN se utilizeaza cateva grupe de preparate, in functie de
etiologia bolii. [5, 18, 29, 39]. Schema terapeutica trebuie individualizata in functie de
comorbiditatile asociate, de istoricul fundamentat farmacologic si de terenul biologic al
pacientului: in cazul afectiunilor cardiovasculare, schema terapeutica trebuie completata cu
tratamentul cardiologic; in cazul pacientilor diabetic, se administreaza antidiabetice orale sau
insulinoterapie; in cazul pacientilor hipotiroidieni, se indica tratament de substitutie hormonala,
iar la dislipidemiii se recomanda tratament hipolipemiant, cu analiza si tratamentul sindromului
antifosfolipidic etc.

Agentii terapeutici, cel mai frecvent utilizati in tratamentul SSN, sunt: vasodilatatoarele —
imbunatitesc cantitatea de oxigen adusd la cohlee de catre fluxul sangvin;
antiinflamatoarele/agentii imunologici; remediile nootrope — exercita o influenta pozitiva asupra
metabolismului neuronal; antioxidantii — protejeazd nervul cohlear de actiunea radicalilor liberi
(acidul alpha-lipoic, N-acetilcisteina, extracte de Ginkgo biloba, paducel si alte suplimente
alimentare); oxigenoterapia hiperbara — este utilizata, intrucat permite cresterea fluxului de
oxigen la cohlee (Carbogen (95% O2 si 5% CO2), Oxigenul hiperbar); alti agenti si proceduri
adjuvante: Vit. A, E (Tocoferol), Acupuntura, Fier, Procaina, Coenzima Q10, Zn, Mg [69, 188].

In farmacoterapie este salutari administrarea principiilor cunoscute din punct de vedere
biochimic, deoarece cele mai inofensive sunt produsele endogene, care fac parte din organismul
uman. In acest caz nu se dezvolti conflictul imun si se pot prognostica reactiile farmacologice
la medicament, in concordanta cu mecanismele fiziologice si biochimice cunoscute [184].

Astfel, ideea unei etiologii vasculare a surditatii brusc instalate, ca fiind una dintre cele mai
probabile, cunoscuta fiind vascularizatia de tip terminal a cohleei si dependenta acesteia de un
singur ram terminal al arterei labirintice, precum si afectarea directd a nervului auditiv in
hipoacuzia neurosenzoriald, au condus la asocierea unui agent vasodilatator cu efect nootrop
(glicina), precum si potentarea actiunii acestora prin asocierea cu un antioxidant de origine

vegetala, cu tropism asupra celulelor neuronale — dihidroquercetina.
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Produsul medicamentos combinat, Flamena, emulsie orald, este original prin faptul ca la
baza are un complex liposomal antioxidant-fosfolipidic, datoritd caruia medicamentul poseda
proprietati biologice polivalente. Ca principii active, contine glicina si dihidroquercitina [76, 78].

Dihidroquercetina (taxifolin) este un flavonoid derivat din tulpina copacilor Larix sib.,
Larix dahurica. Dihidroquercitina posedd urmatoarele actiuni terapeutice: antioxidanta,
capilaroprotectoare, regeneratoare, detoxifiantd si antiinflamatoare [235, 249]. Aminoacidul
glicina (metabolit natural) este un neuromediator de tip inhibitor si reglator al proceselor
metabolice in sistemul nervos, manifestd actiune neuroprotectoare [14]. Glicina influenteaza
pozitiv asupra metabolismului cerebral, mareste consumul glucozei, viteza circuitului ATR si
ARN, contribuie la sinteza fosfolipidelor, activeaza procesele respiratorii in mitocondrii. Glicina
amelioreaza structura neuronilor, in special asupra membranei celulare si nucleare, aparatului
lizozomal, mitocondriilor, ribosomilor. Lecitina este o fosfolipida si participa la constituirea
membranelor celulare la nivelul celulelor nervoase. in cazul deficitului de lecitind, se reduce
eficienta acetilcolinei in tesutul nervos. Lecitina participa la restabilirea activitatii functionale a
celulelor endoteliale, la sinteza si eliberarea factorului de relaxare endotelial, imbunatateste
microcirculatia si proprietitile reologice ale sangelui. Lecitina inhiba procesele de peroxidare a
lipidelor in sange si tesuturi, sustine activitatea sistemelor antioxidante ale organismului,
manifestd actiune membrano-protectoare [21]. Produsul Flamena provoaca efect vasodilatator,
cauzat de inhibitia fosfodiesterazei, cu cresterea concentratiei de AMPc in musculatura vaselor.
De asemenea, efectul de vasodilatatie se datoreaza reducerii captarii adenozinei in celulele
cerebrale. Flamena intensifica transferul glucozei in creier si metabolismul ei, creste formarea de
ATP, contribuie la modificari pozitive in lantul respirator si utilizarea oxigenului, imbunatateste
circulatia cerebrala, reduce fluxul de kaliu in SNC, intensificd includerea fosforului in
fosfolipidele neurogliei.

Acest produs medicamentos manifesta o actiune antihipoxica, creste viteza difuziei
oxigenului in tesuturi, normalizeaza procesele respiratiei tisulare, imbundtiteste activitatea
functionala a celulelor endoteliale, contribuind la ameliorarea microcirculatiei si parametrilor
reologici. Rezultatele toxicitatii acute si subcronice au permis continuarea studiilor de
determinare a eficacitdtii si inofensivitatii, precum si pentru planificarea ulterioara a strategiei
studiului clinic [6, 41, 42]. Luand in considerare potentialul antitoxic si citoprotector, devine
promitatoare utilizarea produsului Flamena, emulsie, in tratamentul farmacologic al SSN la
pacientii cu SSN dupa chimio- si radioterapie. Rezultatele investigatiilor hematologice,
biochimice si imunologice au demonstrat eficacitatea statistic semnificativa a produsului, in

comparatie cu lotul studiat si cel martor [47]. In urma administrarii emulsiei Flamena in doza de
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100 ml, 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 pana la 120,18 = 0,4 g/L (p < 0,05), iar in
loturile de control nu s-a determinat o diferenta statistic semnificativa, p > 0,05 [30]. Emulsia
Flamena, 100 ml, poseda proprietiti detoxifiante evidente: micsoreaza bilirubina totala cu 1,1 +
0,3 (p < 0,05), imbunatateste indicii sistemului de peroxidare a lipidelor: glutationperoxidazei —
cu 1,1 + 0,02 mM/L, catalazei — cu 2,05 + 0,07 mMY/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 [47].

Produsul medicamentos Flamena (emulsie, 100 ml) a manifestat o actiune specifica
imunomodulatoare prin ameliorarea si cresterea indicilor imunologici, chiar si a celor care initial
au fost denaturati. Acest fapt argumenteaza administrarea emulsiei Tn combinatie cu preparatele
citostatice si chimioterapeutice, cu radioterapia si de sine statator, in calitate de imunomodulator
specific. A fost Inregistrata cresterea nivelului imunoglobulinelor IgG, IgA, I1gM, IgE in medie
cu 0,8 = 0,05 (p < 0,05). S-a stabilit o actiune benefica asupra imunitatii celulare. S-a atestat
majorarea indicilor imunitatii celulare, anticorpilor monoclonali CD3;, CD4, Cds, CD;6 in medie
cu 0,4 £0,02 (p < 0,05) si intensificarea activitatii de fagocitare a neutrofilelor [47].

Rezultatele studiului efectuat au demonstrat cd emulsia Flamena este practic netoxicd si nu
poseda proprietati cumulative. Administrarea indelungata a produsului medicamentos elaborat nu
cauzeazd dezvoltarea proceselor toxice in organismul animalelor [26, 27]. Studiile clinice de
fazele 1 si 2 au inregistrat indicii farmacocinetici si farmacoterapeutici [15, 41]. A fost
demonstrata eficacitatea produsului Flamena, emulsie, in tratamentul bolnavilor cu cancer dupa
chimio- si radioterapie [15, 21].

Datele studiilor preclinice cu modelarea SSN pun in evidenta efectul otoprotector al produ-
sului Flamena. A fost constatatd Tmbundtatirea indicilor reflexului Preyer si a otoemisiunilor
acustice, care indicad functia adecvatd a organului auditiv. Rezultatele obtinute in urma
determinarii inofensivitatii si eficacitatii produsului Flamena pe animale de laborator, cu
modelarea SSN, pot servi ca baza pentru initierea unor studii clinice postautorizare (faza a patra)
in vederea determinarii efectului benefic al produsului studiat in tratamentul complex al SSN
[21, 202].

La sapte paciente cu SSN din loturile care au administrat Flamena in cadrul studiului clinic
la Clinica de Oncologie au fost supuse investigatiilor audiologice pana la si dupa administrare
(certificat de inovator — Metoda de tratament medicamentos al afectiunilor senzorineurale ale
analizatorului auditiv, nr. 5498 din 06.04.2016, IP USMF , \Nicolae Testemitanu”). Au fost

efectuate: audiometria tonala liminara, audiometria tonala supraliminara (proba Short Increment
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Sensitivity Index — determinarea nivelului de disconfort), tinnitus-audiometria. Rezultatele indica
o imbunatatire a pragului auditiv, majorarea diapazonului dinamic al auzului si micsorarea inten-
sitatii acufenelor cu pana la 10-15 dB. Deci produsul Flamena, emulsie, poate fi utilizat in
tratamentul complex al SSN acute, subacute si in tratamentul de mentinere a SSN cornice,
datorita proprietatilor antioxidante, detoxifiante, metabolice si angioprotectoare [47]. Produsul
Flamena asigura efectul terapeutic prin: cresterea fluxului cerebral; ameliorarea microcirulatiei
cerebrale, inclusiv al urechii interne; intensificarea metabolismului in creier.

Datoritd efectului vasodilatator al produsului Flamena, ameliorarii microcirculatiei si
proprietatilor reologice, Se restabilesc procesele metabolice si energetice in creier; Se intensifica
utilizarea oxigenului si glucozei, care contribuie la cresterea rezistentei la hipoxie. Efectul
antioxidant face sd predomine reactiile aerobe de scindare a glucozei cu preintdmpinarea
acidozei.

In ultimele decenii, nanotehnologia si-a gasit numeroase aplicatii in sfera medicinii si
farmaciei. Nanoparticulele sunt particule a caror dimensiune variaza intre 1 si 100 de nanometri
(nm). Medicamentele patrund spre tesuturile sau celulele-tinta prin utilizarea nanoparticulelor
special preparate. Nanoparticulele ,,incarcate” cu agenti terapeutici pot fi astfel protejate pentru a
spori efectul terapeutic, devin rezistente la sucul gastric si capabile sd transporteze substantele
active cu care sunt cuplate direct in circulatia sangvind. Prin introducerea nanoparticulelor
atat din punctul de vedere al tesutului-tinta, cat si din punctul de vedere al perioadei de timp in
care se elibereaza substanta activa. Nanoparticulele pot transporta medicamentele in mediul
intern al celulei fard a produce efecte adverse, intrucat ele devin active numai la atingerea
Htintei” finale [74].

Pentru prima data, nanoparticulele au fost sintetizate Tn 1963 si aplicate in diverse
tehnologii industriale. O particularitate semnificativa a nanoparticulelor este ca ele patrund in
membrana celulara si pot precipita la suprafata sfericd a mai multor celule substante biologic
active, medicamente, polimere etc. Aceste caracteristici au stat la baza aplicarii nanoparticulelor
cu scop de dezintoxicare si drept conductoare [74].

Produsul Merion reprezintd o combinatie echilibratd de vitamine, minerale, nanoparticule,
cu actiune antioxidanta si alte efecte polivalente, si constituie o sursd echilibratd de compusi
necesari pentru metabolismul uman in caz de carente, afectiuni cronice, supraefort fizic si inte-
lectual (28). Contributiile Zn in functia normald a AA sunt urmatoarele: CO - participa la
metabolismul vitaminei A, manifesta efect antioxidant prin participarea la complexul Cu-Zn

superoxiddismutaza si, astfel, protejand lipidele de POL. Fermentii care contin Zn participa la
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metabolismul proteic si colagenul la CC (celulelor ciliate). Zn participd la procesul de
mielinizare a axonilor, manifestand efect neuroprotector la NA [206].

Asadar, formarea radicalilor liberi reprezinta un rol de bazd in dezvoltarea SSN. Este
demonstrat faptul ca administrarea antioxidantelor (vitaminele A, C, B, microelementele Zn,
Mg) manifesta efect otoprotector. in cazul SSN brusc instalate, vitaminele A, C si E majoreazi
efectul terapeutic. Este doveditd corelarea intre administrarea micronutrientior antioxidanti si
deficienta auditivd. Administrarea zilnicd a antioxidantilor (A, C, E, Mg) se soldeaza cu
ameliorarea scorului vocal si perceperii sonore la frecvente inalte [201]. De asemenea este
demonstrat faptul ca administrarea combinata a micronutrientilor antioxidanti este mai efectiva
decat administrarea separata a lor. Produsul Merion, prin componenta sa, poate manifesta efect
otoprotector in tratamentul afectiunilor AA.

Rezultatele studiului de inofensivitate denotd toxicitate acutd si toxicitate cronica redusa
atat la administrarea enterald, cat si la cea parenterala a produsului Merion. Aceasta poate servi
drept premisa pentru continuarea studiilor preclinice de determinare a eficacitatii, cu planificarea
ulterioard a studiilor clinice pentru produsul Merion (suspensie 100 ml). in urma cercetarilor
farmaceutice, a fost elaborat un nou produs combinat cu actiune polivalentd. Pentru prima data se
propune combinatia dintre vitamine, microelemente si nanoparticule de Zn sub forma de
suspensie [74].

Peroxidarea lipidica (POL) este un mecanism autocatalitic, care cauzeaza alterarea
oxidativa a membranelor biologice. Dereglarea echilibrului POL accelereaza reactiile de oxidare
peroxidica a lipidelor in membranele biologice si reprezinta unul dintre factorii fundamentali in
patogenia multiplelor stari patologice: hiperoxie, hipoxie, hiper- si hipotermie, suprasolicitari
fizice, combustii, hepatotoxicitate, ototoxicitate, ischemie, anemie hemolitica, ateroscleroza,
diabet, inflamatii etc. [6, 11, 21]. Numerosi factori, atat de origine genetca, cat si non-genetica,
in opinia noastra, sunt implicati in cresterea nivelelor celulare de specii reactive de oxigen, peste
capacitatea mecanismului de apdrare antioxidativa. Acesti factori induc deteriorarea celulara
oxidativa a lipidelor, proteinelor si a ADN-ului, ceea ce cauzeaza o crestere si diferentiere
anormala neuronala. Perturbarile sistemului antioxidativ si prezenta stresului oxidativ au un rol
definitoriu in cazul mecanismelor biochimice implicate In SSN. Astfel, in patogenia SSN, un rol
deosebit i revine dezechilibrului POL [208, 210]. In acest context, administrarea antioxidantilor
este bine venita in farmacoterapia SSN.

In acelasi timp este demonstrati actiunea factorilor din exterior asupra decurgerii severitatii

SSN precum: medicamentele ototoxice, traumatismul sonor acut si cronic, infectiile virale
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bacteriene, infectiile virale, inclusiv hepatitele cronice si encefalopatia, in cadrul cirozei hepatice
etc. [149].

In procesul evolutiei ischemiei in neuronii cercebrali, inclusiv ale AA, se deregleazi sinteza
neuromediatorilor, precum si a unor aminoacizi ce indeplinesc aceasti functie. In creier creste
continutul de acid gama-aminobutiric, dar se micsoreaza concentratia de glutamat si aspartat. Se
constatd diminuarea sintezei dopaminei si norepinefrinei, iar eliberarea serotoninei creste
substantial. Totalitatea reactiilor fiziopatologice cauzeaza dereglarea autoreglarii circulatiei
cerebrale, spasmul vaselor, accelerarea agregarii trombocitelor si staza intravasculard. Aceste
procese agraveaza gradul ischemiei in structurile urechii interne, centrilor nervosi auditivi
subcorticali si corticali, ea devenind in multe cazuri ireversibila. Astfel, luand in considerare
mecanismele fiziopatologice de dezvoltare a focarului ischemic pe parcursul farmacoterapiei, se
poate recurge la preparate din diverse grupe farmacologice cu diverse mecanisme de actiune.
Unele dintre acestea poseda efecte polivalente si sunt in stare sa influenteze asupra mai multor
verigi patogenetice ale SSN.

Produsul medicamentos combinat Neamon-hepa (capsule, 834 mg), elaborat in cadrul CSM
al USMF ,Nicolae Testemitanu”, contine urmatoarele substante active: aspartat de arginina,
spironolactond si produsul indigen BioR pentru prima data propuse sub forma unei combinatii
fixe de medicamente [219]. Modul de preparare a formei farmaceutice Neamon-hepa, capsule:
cantarirea si masurarea volumului componentelor, impregnarea lactozei cu solutia BioR, uscarea
lactozei cu BioR si pulverizarea amestecului uscat. Pregatirea mixurilor: I — spironolactona:
lactoza anhidra in raport de 1 : 2; Il — se amesteca mixul I cu lactoza impregnata cu BioR; III —
se amesteca mixul II cu amidon de porumb, celuloza microcristalina, stearat de magneziu; IV
(final) — se amesteca mixul III cu aspartat de L-arginina uscata, conditionarea in capsule [104].

Eficacitatea si inofensivitatea produsului au fost demonstrate mai intdi prin experimente
preclinice pe un lot de 56 de soricei, cu determinarea toxicitatii acute si subcronice si modelarea
hepatitei toxice induse cu CCly (tetraclorura de carbon). Rezultatele au indicat faptul ca la
animalele de laborator, cu afectarea cronica indusa a ficatului, carora li s-a administrat preparatul
Neamon-hepa, s-a redus semnificativ declinul masei corporale, s-a diminuat hepatomegalia, s-a
ameliorat starea functionala a ficatului, exprimata prin reducerea bilirubinei totale, AIAT, AsAT,
fosfatazei alcaline, lactatdehidrogenazei si colesterolului seric (34). Efectele hepatoprotectoare si
antioxidante ale produsului au fost demonstrate si in cadrul studiului clinic multicentric de faza a
doua [96, 104, 194].

Spirulina platensis este un amestec echilibrat din punct de vedere fiziologic de proteine

(60-70%), hidrocarburi (12-16%), vitamine, aminoacizi, micro- si macroelemente, acizi grasi
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esentiali, clorofila, carotenoizi totalizand peste 50 de componente. Contine doar 5-7% de grasimi
si 0,8% de colesterol. Spirulina contine toti aminoacizii esentiali si neesentiali, in cantitati
incomparabil mai mari decat produsele traditionale. S-a stabilit rolul aminoacizilor din Spirulina
pentru producerea polipeptidelor, hormonilor cerebrali si corectarea functiondrii sistemului
endocrin in producerea hormonului vital - insulinei. Spirulina difera de celelalte plante si prin
aceea ca depoziteaza glicogenul, si nu amidonul, precum plantele, ceea ce o apropie de regnul
animal. Spirulina platensis contine ficocianina. Aceste substante au rol de oxidoreducatori, cu
reglaj in multe din procesele care au loc la nivel celular, ceea ce face ca aceasta sa-si pastreze
elasticitatea si puterea membranara de transfer energetic.

BioR manifesta actiune antioxidanta si de stabilizare a membranelor celulare si lizozomale
prin normalizarea metabolismului glutationului si mentinerea la un nivel optim a echilibrului
dintre sistemele de oxidare peroxidici a lipidelor si cel antioxidant [85]. In cadrul cercetarilor
preclinice pe animale de laborator (sobolani), cu inducerea aminoglicozidica a SSN, a fost
demonstrat efectul otoprotector al BioR si Neamon-hepa. Ulterior a fost demonstrata eficacitatea
produsului BioR 1n cadrul SSN asociate cu tinnitus [86].

Peroxizii contin grupa peroxidica O-O-. Initiatorii POL sunt radicalii liberi (atomi, grupuri
de atomi, molecule, care au pe orbita externd electroni neconjugati si capacitate de reactivitate
chimica majora). Ei se formeaza in urma procesului continuu de catabolism al substantelor si
reactiilor de oxido-reducere. La oricare influente exagerate asupra organismului a factorilor
fizici, chimici si psihici, are loc intensificarea POL, care este mecanismul de declansare a
patologiei membranare (caracteristic si pentru CC a OC), se formeaza DAM. Intensificarea POL
are loc in urma afectarii proteinelor si lipidelor membranare (de exemplu, factorii toxici endo-,
exogeni, hipoxia, ischemia etc).

Mecanismul comun al patologiei membranare, cauzat de intensificarea POL, consta in
urmdtoarele aspecte: majorarea hidrofilitdtiic membranelor celulare, astfel devenind mai
permiabile pentru ionii de Ca etc.; intervenirea disfunctiei in respiratia si fosforilarea celulara;
dereglarea functiilor fermentative; slabirea legaturilor fosfolipidelor cu receptorii proteici ai
membranelor celulare; inactivarea fermentilor tiolici, SH-grupelor a amiloacizilor si proteinelor;
afectarea ADN-ului; umflarea si liza membranelor, in special lisozomale, cu iesirea din ei a
fosfolipazelor si altor fermenti proteolitici care provoaca autoliza celulard. Astfel, POL exagerata
cauzeaza micsorarea detoxifierii substantelor endogene si a xenobioticelor, distrofia si necroza
celulard (incetarea functiilor vitale). Mecanismul respectiv este valabil si in cadrul SSN.

Pentru reglarea POL, prin evolutie a fost creat mecanismul de oxidare biologica

fermentativa a substantelor prin oxigen molecular neoxidat (POL este micsorat cu ajutorul
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protonilor). Pentru aducerea POL 1in limitele fiziologice, este necesara functia rapida si adecvata
a fermentilor celulari. SOD 1incetineste activarea POL, apoi catalaza si GTP micsoreaza
toxicitatea H,O, prin descompunere,

Medicamentele antioxidante pot interveni in procesul patologic prin inhibarea radicalilor
liberi, reducandu-i la forma stabild prin cedarea hidrogenului si micsorand POL prin stimularea
activitatii fermentative antioxidante, prin crearea conditiilor optime pentru sinteza proteinelor.

Produsele medicamentoase antioxidante au capacitatea de a inhiba POL membranelor
biologice, stabilizand structura si functia membranelor si, astfel, creand conditii optime pentru
homeostazia celulelor si tesuturilor. Antioxidantii posedd efect antinecrotic, deoarece
stabilizeaza membranele si nucleele celulare. Astfel sunt benefice in tratamentul SSN, intrucat
distrofia si necroza celulelor ciliate si altor structuri ale OC sunt factori declansatori ai patologiei
respective. Astfel, utilizarea produselor combinate Flamena, emulsie, si Neamon-hepa, capsule,
avand marcante efecte antioxidante, sunt bine venite in tratamentul complex al SSN.

Deficienta de auz, mai ales formele severe si profunde, modifica pozitia persoanei
respective in societate. Persoana isi pierde capacitatea de lucru, se schimba structura psihologica
a acesteia. In acelasi timp, eficacitatea tratamentului medicamentos al afectiunilor analizatorului
auditiv subcronice si, in special, formele cronice este destul de rezervata. Procesele inflamatorii
ale urechii medii, la randul lor, prezinta pericol prin posibilitatea dezvoltirii SSN si a
complicatiilor supurate endocraniene si generalizate, existand aspecte neelucidate ce tin de
tratamentul farmacologic al afectiunilor analizatorului auditiv. Astfel, au fost oportune studiile
privind ameliorarea si/sau preintampinarea consecintelor SSN si a otitelor. De asemenea, de
perspectiva este elaborarea noilor medicamente pentru tratamentul afectiunilor inflamatorii
supurative si nesupurative ale analizatorului auditiv, inclusiv in scopul prevenirii dezvoltarii
complicatiilor senzorineurale ale urechii interne.

Farmacoterapia si reabilitarea complexd a pacientilor cu maladii subacute si cronice,
inclusiv cu SSN, sunt in corelatie cu valorificarea compusilor chimici ai bioelementelor sau
suplimentelor lor ce contin vitamine, minerale, oligopeptide. Numarul surselor vegetale cu
proprietati polivalente, concomitent si stimulente, este nsa redus. Interactiunile competitive ale
microelementelor si nivelul redus de asimilare a lor, in cazul suplimentelor cu continut de
acestea, sunt printre cauzele eficientei reduse a utilizarii lor cu succes in ameliorarea diverselor
situatii clinice [67]. Intru solutionarea problemei in cauzi, drept oportuni poate fi consideratd
utilizarea medicamentelor polifunctionale obtinute din preparate cu eficientd clinica si

inofensivitate bine demonstrate, cu efecte polivalente, cum ar fi Neamon-hepa, capsule, care este
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promitator in tratamentul complex al SSN, in special asociata cu hepatita cronica si hidrops
endolimfatic [69].

In acest context este cunoscutid audiometria vocala — 0 metoda de evaluare a auzului. Prin
castile de telefon sau prin difuzoare, in camp liber sonor, sunt emise testele vocale calibrate si
pacientul trebuie sa repete cuvintele percepute, astfel calculandu-se scorul de inteligibilitate
vocald, care este foarte necesar in diagnosticul audiologic si, ulterior, in reabilitarea protetica.
Dezavantajul ei consta in necesitatea audiometrelor specializate, aparatajului sofisticat de ca-
librare, testelor de audiometrie vocala cu specificul de dialect, dificultatea de efectuare la copii si
la varstnici. In acelasi timp, pentru stabilirea diagnosticului topografic al patologiilor auditive si
selectarea individuala adecvata a protezelor auditive, este important de a stabili scorul maxim de
inteligibilitate a cuvintelor. Astfel, a devenit oportuna intrebuintarea unor principii de prognozare
a indicelui respectiv in baza datelor anamnezei, clinice, instrumentale, informativitatii diverselor
metode de investigatii audiometrice. Avantajul unei astfel de metode este obiectivizarea
prognosticarii scorului maxim de inteligibilitate vocala, fapt ce permite stabilirea diagnosticului
in lipsa testelor de audiometrie vocald, ceea ce este important in reabilitarea si, ca urmare, in In-
cadrarea in societate a persoanelor cu handicap auditiv.

Protezarea auditiva reprezintda 0 metoda de recuperare a auzului cea mai frecvent utilizata.
Metodele alternative (stimularea structurilor cohleare si retrocohleare sau transmiterea
informatiei sonore la alte organe senzoriale) se utilizeaza la surditatea profunda, daca protezarea
auditiva este practic ineficace. In prezent, numarul bolnavilor cu indicatii pentru protezare
auditiva este in crestere. Actualmente, conform diferitor surse, in lume sunt circa 25-30 mil. de
oameni care utilizeaza proteze auditive [6, 7]. Diagnosticul si protezarea auditiva a pacientilor cu
SSN ar putea fi extinse de cunoasterea severititii surdititii si eficientei protezirii auditive. In
acest scop a fost perfectat indexul pronostic, care a cuprins doud aspecte: primul - conditiile
evolutiei severitatii surditatii, al doilea - factorii determinatori ai eficientei protezarii auditive.

Avantajul metodei de pronostic al eficacitatii protezarii auditive constd in sporirea
exactitatii si obiectivizarii pronosticdrii evolutiei nefavorabile a eficacitatii protezarii auditive la
pacientii cu surditate. Metoda propusa 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,
reabilitarea si, ca urmare, incadrarea in societate a persoanelor cu handicap auditiv.

Cercetdrile stiintifice in domeniul audiologiei denota faptul cd nivelul de dezvoltare a
limbajului este semnificativ mai bun in cazul copiilor diagnosticati pana la varsta de sase luni si

care sunt reabilitati dupa diagnosticare (prin protezare auditivd sau implant cohlear), fata de
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copiii la care diagnosticul de hipoacuzie se stabileste dupa varsta respectiva. Se considera ca
pana la 80% dintre copiii hipoacuzici in varsta de cinci ani au deficienta auditiva permanenta din
perioada neonatald. Otoemisiunile acustice si Inregistrarea potentialelor evocate auditiv sunt
principalele metode in diagnosticul precoce al deficientelor auditive. Cea mai eficientad
modalitate de screening se bazeaza pe asocierea celor doua teste obiective.

Screening-ul deficientelor auditive contribuie semnificativ in diagnosticul precoce al
surditatii la copii, oferind, in acelasi timp, si date epidemiologice [207]. Diagnosticul primar,
efectuat la intervalul de 20-28 de zile, micsoreaza vadit rata raspunsurilor false pozitive, care pot
provoca disconfort considerabil parintilor copilului. Programul de screening auditiv necesita a fi
extins la alte maternitati din republica, pentru a facilita diagnosticul precoce si reabilitarea
adecvata a copiilor hipoacuzici in scopul integrarii ulterioare in societate. Eficacitatea
diagnosticului precoce si, ulterior, al reabilitarii depinde de membrii echipei din care fac parte:
medici neonatologi, familia, medic pediatru, medic de familie, audiologi, otolaringologi,
psihologi, logopezi, educatori ai copiilor cu surditate.

Abordarea terapeutica traditionald, prin aplicarea acelorasi protocoale terapeutice tuturor
pacientilor posesori ai aceluiasi diagnostic, s-a dovedit astazi a avea anumite limite, care sunt
datorate contrapunerii unui numar mare de factori care provoaca aparitia, dezvoltarea, agravarea
si complicarea bolilor, factori cu influente si asupra eficacitatii si sigurantei medicamentelor
prescrise pacientilor. Medicina de precizie este un concept medical nou, de abordare integrativa a
pacientului, ce-si propune personalizarea serviciilor de asistentd medicald, cu decizii si practici
medicale adaptate fiecarui pacient in parte, utilizate pentru a selecta tratamente adecvate, optime
acestuia, bazate pe necesitatile si caracteristicile genetice ale pacientului.

SSN de origine genetica se refera la boli monogenice, caracterizate de 0 mare eterogenitate.
50% din cauzele lor sunt de mediu sau interactiune mediu-genetica si 50% — cauze genetice,
dintre care 20% — hipoacuzie sindromica, iar 80% — hipoacuzie nonsindromica. Dupa moda-
litatea de transmitere genetica, cea mai frecventa este transmiterea autosomal recesiva (75-80%),
urmata de transmiterea autosomal dominanta (18-20%); celelalte modalitati de transmitere gene-
ticd — X-linkatd si mitocondriala, intalnite foarte rar. Prin urmare, testarile genetice trebuie sa
faca parte din evaluarea copiilor si adultilor hipoacuzici, pentru o cunoastere mai buna a cauzei si
pentru eficientizarea interventiei de recuperare auditiv-verbald, terapiei si consilierii genetice.

Proteinele membranare codificate de gene, GJB2 si GJB6, participa la formarea contactelor
intercelulare — conexoni — in tesuturile urechii interne, care sunt responsabile de transportarea

moleculelor mici si oferd in special circulatia K™ in cohlee. Daci este dereglati sinteza acestor
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proteine, se produce un dezechilibru al homeostaziei endolimfatice, ceea ce induce atrofierea
celulelor ciliate si dezvoltarea SSN [205].

Mutatiilor din genele GJB2, GJB3, GJB6 le revin circa 90% din factorii etiologici ai SSN
genetice la populatia europeana. In acelasi timp, este demonstrata actiunea factorilor din exterior
asupra severitatii surditatii genetice — actiunea medicamentelor ototoxice, traumatismului sonor,
infectiilor virotice, alimentatiei etc. [190].

Farmacogenetica (studiul factorilor genetici, care determina raspunsul la medicamente)
este cel mai important factor al medicinei personalizate [195]. Scopul farmacogeneticii este de a
percepe rolul componentei genetice in raspunsul la o anumita terapie medicamentoasa si aparitia
efectelor adverse la unii dintre pacientii tratati cu acelasi medicament, de a stabili dozele optime
pentru fiecare pacient in parte. Scopul personalizarii este ca fiecare pacient sda beneficieze de
terapia cea mai eficace si cu cat mai putine efecte secundare.

Farmacogenomica analizeaza impactul variatiilor genomului complet al unei persoane asupra
efectelor terapeutice ale unui medicament. In farmacogenomica, studiul se desfisoard pe doud
directii: 67] analiza genomului pacientilor pentru identificarea variantelor genetice ce cauzeaza
modificarea eficacitatii unui medicament (de exemplu, prin decelarea SNP-urilor — Single
Nucleotide Polymorfism) si a altor factori genetici si epigenetici, raspunzatori de modificari in caile
de metabolizare a medicamentelor, modificari ale tintelor terapeutice, ale abilitatii organismului de a
activa medicamentul administrat in forma sa inactiva etc.; studierea bazelor moleculare ale diferitor
maladii, cu stabilirea cailor metabolice implicate (a gradului de alterare al acestora) si a tintelor tera-
peutice (233).

Pe langa conexinele implicate direct in procesul de perceptie a sunetului, s-a stabilit ca
mutatiile ce au loc in genele de ADN mitocondrial pot fi responsabile de ,.hipersensibilitate” la
medicamente ototoXice si cauzarea deficientei auditive. Substituirea A1555G 1n gena 12S ARNTr
de ADNmt face ARNr mitocondrial uman o structura similara cu ARNr bacterian, acesta
devenind tinta lor. Odata ce cererea de antibiotice aminoglicozidice este foarte raspandita, studie-
rea frecventei mutatiilor din gena A1555G 12SrRNA este relevanta pentru evaluarea riscului
SSN. Prin urmare, este importanta profilaxia primara a SSN 1n sensibilitatea constitutionala,
determinatd la factorii ototoxici (antibiotice aminoglicozidice, antineoplazice, antiinflamatoriile
nesteroidiene).

In Republica Moldova, aceasti problema este actuald si impune dificultiti in solutionarea
unor aspecte ale patologiei date, cum ar fi diagnosticul genetic si corijarea precoce a formelor
genetice de surditate. In cadrul Laboratorului de genetica al USMF , Nicolae Testemitanu”, s-a

efectuat un studiu complex al factorilor genetici cauzali de SSN, inclusiv SSN ototoxica, valabili
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pentru Moldova. Cercetarea a avut ca obiective: determinarea, pentru prima data pentru populatia
Republicii Moldova, a ponderii marcherilor genetici pentru mutatia 35 del G gena GJB2 in
producerea SSN nonsindromice; testareca geneticd a bolnavilor cu surditate; evaluarea riscului
dezvoltarii surditatii ototoxice, cauzate genetic la copiii din cuplurile cu factori de risc.

In studiu au fost inclusi copii si adulti, diagnosticati cu SSN, si persoane fira patologie
auriculara de diferite etnii (barbati, femei 1-20 de ani). Bateria testelor audiologice la pacientii cu
surditate: audiometria tonala, audiometria vocala, impedansmetria, la necesitate — OEA, PEAP,
ASSR. Determinarea mutatiei prin genotipare, a mutatiei 35delG gena GJB2 prin metoda
Tagman Real time PCR. Au fost preluate probe de sange de la 20 de pacienti cu SSN bilaterala,
de formele severa si profunda, si la 100 de persoane cu auz normal. Studiul este in derulare, dar
rezultatele provizorii indica faptul sensibilizarii problemei screening-ului genetic la persoanele
care necesita antibioterapie cu aminoglicozidice. Au fost stabilite urmatoarele rezultate ale
analizei molecular-genetice: 20 de pacienti cu SSN: 18% (noua pacienti) homozigoti cu mutatii
35delG, 14% (sapte pacienti) - heterozigoti cu mutatii 35delG

In cadrul cercetarii: a fost creati biobanca de specimene biologice si de ADN, dedicate
proiectului de studiu, a fost extras ADN-ul genomic, conform POS-urilor elaborate pentru
genotiparea TagMan. Au fost partial asigurate etapele studiului molecular-genetic cu reactivii
necesari in realizarea proiectului de cercetare. A fost realizatd analiza molecular-genetica a
lotului subiectilor de studiu (pacienti) si persoanelor sdnatoase si estimarea contributiei mutatiei
genice (deletiei 35delG a genei GJB2) cu impact major, asociatd cu SNN in populatia din
regiunea Moldovei. In cadrul colaboririi cu laboratorul Centrului Medical al Universitatii din
Freiburg, Germania, a fost realizata validarea datelor de genotipare prin tehnica TagMan a genei
GJB2 prin metoda alternativa — secventierea de ADN cu ajutorul secventiatorului Amersham
MegaBACETM 500 (American Biosciences, GE Healthcare Europe, Muenchen, Germany). S-a
efectuat stabilirea particularitatilor relatiilor genotip-fenotip caracteristice populatiei din regiunea
Moldovei. Au fost realizate: analiza statistica a rezultatelor obtinute, formularea concluziilor
studiului, definirea perspectivelor de investigare ulterioara si a recomandarilor de nivel clinic.

In acest context a fost elaborata si completatd metoda tehnologica ,,Genotiparea
polimorfismului mononucleotidic GJB2 rs80338939 prin tehnica TagMan Real Time PCR”.
Genotiparea polimorfismului mononucleotidic rs80338939 (m.35delG) prin solutia TagMan
PCR sporeste performantele diagnosticarii molecular-genetice ale SSN si poate fi recomandata
ca metoda de screening la copii cu patologia SSN. Sondele TagMan sunt sonde de hidroliza,
concepute pentru a creste specificitatea PCR cantitativa. Principiul sondei TagMan se bazeaza pe

activitatea exonucleazei 5-3" a Taq polimerazei, pentru a cliva o sonda cu etichetda dubla in
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timpul hibridarii la secventa tintd complementara si detectarea pe baza de fluorofor. Ca si in alte
metode PCR cantitative, semnalul de fluorescentd rezultat permite masuratori cantitative ale
acumularii produsului in timpul etapelor exponentiale ale PCR. Cu toate acestea, sonda TagMan
creste semnificativ specificitatea detectarii.

Cunoasterea profilului genetic al pacientului poate contribui la prezicerea raspunsului
acestuia la un anumit medicament. Farmacoterapia personificatd are drept obiectiv principal
imbunatatirea specificitdtii, eficacitatii si sigurantei medicamentelor, prin alegerea de produse
tintite, pentru fiecare pacient in parte. Astfel sunt importante implementarea programelor de
farmacogenomica clinicd cu scopul de a imbunatati aderenta, siguranta si rezultatele
tratamentului.

Desi performantele si avantajele tehnicilor genetice de ultima generatie sunt evidente, ele nu
pot sa substituie complet analiza cromosomicd sau secventierea genica clasica. In plus, pretul
platformelor de genomica este costisitor, iar evaluarea datelor oferite de aceste analize impune o
dotare informatici performanti. In concluzie, investigarea genetici de laborator, desi s-a
dezvoltat de o manierd impresionantd, ramane legata de clinica, care furnizeaza supozitia de
diagnostic.
genetice, utilizate in cadrul diagnosticarii SSN. Pentru a identifica cauza, este important sa se
coreleze informatiile obtinute din examinarea fizica, testele clinice (inclusiv screening-ul auditiv
la nou-nascuti), istoricul familial (arborele genealogic) cu testele genetice. Acest lucru poate
contribui la stabilirea tratamentului si managementului hipoacuziei si poate prezice posibilitatea
transmiterii acestei afectiuni generatiilor urmatoare. Pentru o cunoastere mai bund a cauzeli,
precum si pentru eficientizarea interventiei de recuperare auditiv-verbala, a terapiei, a consilierii
genetice si prevenirii reactiilor ototoxice la pacientii predispusi genetic la SSN, testarile genetice,
in special pentru conexina 26 si A1555G, trebuie sa faca parte din evaluarea pacientilor cu SSN.

Medicina personalizatd sugereazd, chiar si in randurile pacientilor care sufera aparent de
aceeasi boala si cu aceleasi simptome, tratamentul individualizat in baza unor teste predictive sau
de prognoza [196]. Altfel spus, tratamentul presupune o abordare terapeuticd, bazata mai mult pe
tratamentul individual, decat pe cel al unor grupe de pacienti, pe uniCitatea clinica, genetica,
genomica a fiecarui individ. Acest tip de medicind poate fi definit si ca ,folosirea datelor
genomice si moleculare pentru o mai bund aplicare a tratamentului tintit, pentru a facilita desco-
perirea si testarea clinica de noi produsi, dar si pentru a ajuta la determinarea predispunerii unei

persoane la o anumitd boala”.
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Diferentele interindividuale ale secventelor de ADN si capacitatea de a manifesta un
anumit raspuns la medicamente datorate variatiilor genomului uman pot contribui la
imbunatatirea eficacitatii si sigurantei terapeutice. Studiile farmacogenetice pot reduce riscurile
de reactii adverse la pacienti si pot imbunatati rezultatele clinice prin stratificarea populatiilor pe
grupuri prin diferente genetice. Fiecare individ poartd propria amprentd geneticd a riscului de a
dezvolta maladia.

Pe langa screening-ul audiologic obisnuit [197], la evaluarea persoanelor cu deficitul
auditiv trebuie sa fie recomandata si testarea molecular-genetica a SSN pentru genele GJB2 si
GJB6 ale locusului DFNB1[199]. Depistarea purtatorilor mutatiilor recesive patogenice ale
acestor gene este foarte importantd pentru acordarea serviciilor de consiliere genetica privind
posibilitatea de transmitere a acestora la descendenti, deoarece nasterea unui copil cu hipoacuzie
la parinti sanatosi poate avea un impact deosebit.

Pronosticul efectelor farmacologice ale medicamentelor este pe larg utilizat in cercetare (de
exemplu, metoda de pronosticare a efectelor alergizante ale medicamentelor (B. Parii, 2007).
Spectrul grupelor de medicamente, utilizate concomitent in tratamentul farmacologic al SSN, impune
elaborarea unor factori de pronostic al eficacitatii farmacoterapiei. Avand in vedere multitudinea
preparatelor si corelatiilor lor cu particularitatile fizico-chimice si clinico-biologice ale organismului,
devin oportune si de perspectiva studiile privind pronosticarea efectului farmacoterapiei combinate la
bolnavii cu afectiuni senzorineurale si mixte ale analizatorului auditiv in baza unor indici: caracterul
si durata maladiei, rezultatele bilantului audiometric, preparatul farmacologic, posologia, proprietatile
chimico-farmaceutice, temperatura de topire a principiului activ etc.

Activitatea analizatorului auditiv este conditionatd de functii vasculare, hematologice,
metabolice si endocrine normale. Ca urmare, afectarea aproape a oricarui sistem al organismului
uman poate determina alterarea functiei auditive. Tratamentul afectiunilor urechii este
caracteristic prin: administrarea preparatelor din diverse grupe farmacologice, indicarea
combinatd a medicamentelor, utilizarea medicamentelor cu potential efect ototoxic (diuretice,
antiinflamatorii, antibacteriene), in special, pentru tratamentul formelor acute de SSN.

Prevalenta si caracterul potential invalidizant al maladiilor auriculare justificd orientarea
unor eforturi considerabile 1in cercetarea fundamentala si clinica a posibilitatilor
farmacoterapeutice si de reabilitare in acest domeniu. O directie pentru tratamentul farmacologic
al maladiilor urechii constituie elaborarea si utilizarea in medicina a preparatelor
medicamentoase combinate, ce contin substante de sinteza si naturiste. Pentru clinicieni este
foarte important ca de la inceperea tratamentului sa se poate prezice efectele curative, secundare

st adverse la fiecare pacient. In acest context, farmacoterapia medicamentoasd combinatd a SSN
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impune o colaborare intre medic, farmacolog si farmacist clinician. Elaborarea si implementarea
noilor compusi medicamentosi sau sporirea eficientei celor deja cunoscuti, care manifesta
actiunea scontatd asupra organismului uman, constituie unul dintre obiectivele de baza ale
biomedicinei.

Datorita progreselor inregistrate in farmacoterapie, tratamentul SSN acute si subacute este
in continuare un domeniu deschis, in care se pot realiza studii clinice. Cu regret insa, numarul de
studii clinice referitoare la tratamentul patologiei respective este insuficient. Dupa decenii de
multiple studii clinice si experimentale, nu s-a ajuns la un protocol terapeutic, unanim acceptat,
pentru tratamentul surditatii brusc instalate.

PMC studiate in cadrul studiului micsoreazd agregarea plachetard si eritrocitara,
imbunatatesc permiabilitarea vasculard, amelioreaza circulatia cerebrald si procesele metabolice
in creier, cresc rezistenta la hipoxie. Asocierea principiilor active este oportund din punct de
vedere farmacocinetic si farmacodinamic.

PMC presupun asocierea, intr-o forma farmaceutica, a doi sau mai multi agenti cu actiune
terapeutica diferita, actionand asupra mai multor mecanisme ce intervin in declansarea starii
patologice. PMC manifesta: sporirea efectului terapeutic prin actiune sinergica, reducerea
efectelor secundare, cresterea tolerantei medicatiei si compliantei tratamentului. Elaborarea
medicamentelor este un proces extrem de complex, care include numeroase cercetari
farmacologice, toxicologice, farmacocinetice, tehnologice, farmaceutice, analitice,
farmacoeconomice care, de comun, implica evaluarea calitatii, securitatii utilizarii si eficacitatii
preparatelor. O directie importantd pentru tratamentul afectiunilor analizatorului auditiv
constituie elaborarea si utilizarea in practica medicala a PMC, ce contin substante de sinteza si
naturiste. Alegerea rationala a principiilor active poate permite intensificarea efectului
farmacoterapeutic ori reducerea efectelor adverse.

Pentru a aprecia valoarea diagnostica si a eficientiza eficacitatea farmacoterapiei, precum
si a majora efectul de recuperare, am elaborat un algoritm complex de metode subiective si
obiective de efectuare a diagnosticului SSN, farmacoterapie ce permite asigurarea, in limita

Metodele algoritmului sunt divizate in doua 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
pronostic al scorului vocal si al eficacitatii protezarii auditive. Etapa a doua prevede metodele
complexe de farmacoterapie, selectarea PA, controlul eficacitatii lor. Un factor important este

controlul audiologic in dinamica (fig. 5.3).
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I etapa
ANAMNEZA
Diagnostic ~ audiologic ~ primar  nou-nascuti, INVESTIGATIILE
SUBIECTIVE (acumetria fonica,
audiometria tonala, audiometria vocald), OBIECTIVE (impedansmetria)
4/\>
SURDITATE DE PERCEPTIE ALTE FORME ALE SURDITATII (in
cazul afectiunilor inflamatorii —

farmacoterapie combinata)

INVESTIGATIILE OBIECTIVE (impedansmetria, OEA, PEA), Diagnostic

genetic
SURDITATE ACUTA, SUBCRONICA SURDITATE CRONICA
NECESITA FARMACOTERAPIE NECESITA
l PROTEZARE (la necesitate, utilizare scor

vocal, pronostic eficacitate)

IT etapa

UTILIZARE, PRONOSTIC, INOFENSIVITATE MEDICAMENTOASA (la necesitate)

'

CONSULTATIILE MEDICALE SUPLIMENTARE

!

CONTROL iN DINAMICA
(utilizarea metodelor de diagnostic, a indrumarului de verificare a PA, reglarea PA,

farmacoterapie la necesitate)
Fig. 5.3. Algoritmul diagnosticului si terapiei pacientilor cu surditate senzorineurali

Algoritmul propus permite respectarea succesiunii etapelor de diagnostic si prognosticarea
formelor de surditate. Astfel se va respecta logica profesionald dintre scopul initiat si efectul

scontat al asistentei medicale Tn managementul afectiunilor analizatorului auditiv.
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In incheiere putem estima ¢ examenul audiologic longitudinal al copiilor si maturilor cu
SSN permite sa apreciem eficacitatea de tratare si recuperare in termene tardive. Elaborarea
principiilor de prognosticare a inofensivitatii farmacoterapeutice si a eficacitatii protezarii
auditive, a algoritmului de diagnostic si recuperare acusticd a SSN va permite optimizarea
farmacoterapiei si eficacitatii protezarii auditive a pacientilor care sufera de maladia descrisa.

In cadrul studiului disertational au fost elaborate: un nou concept ce prevede utilizarea
preparatelor medicamentoase combinate cu principii active de sintezd si naturiste in tratamentul
afectiunilor inflamatorii si neinflamatorii ale urechii; principiile de pronostic al eficacitatii de
diagnostic si recuperare auditiva in surditatea senzorineurald si diagnosticul genetic al SSN 1n
vederea profilaxiei si majorarea eficacitatii farmacoterapiei SSN.

Contributia personalda a autorului in realizarea obiectivelor tezei este de peste 90%.
Proprietatea intelectuald a fost asigurata prin patru brevete de inventii si sase certificate de
inovator. Valorificarea practica este dovedita prin: un certificat de autorizare a produselor
medicamentoase, un certificat de autorizare a suplimentelor, 12 acte de implementare a

inventiilor si inovatiilor in activitatea stiintifica si clinica.
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CONCLUZII GENERALE

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor habilitat
»Eficientizarea diagnosticului si farmacoterapiei afectiunilor analizatorului auditiv”, au
generat formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. A fost argumentat rationamentul combinarii, in aceeasi forma farmaceutica, 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 favorizat elaborarea formulei optime si a tehnologiei de
preparare pentru produsul CB-12.

2. Picaturile auriculare cu ciprofloxacind si ulei volatil de busuioc CB-12 posedad o activitate
antibacteriand mai inaltd decit forma farmaceutica doar cu ciprofloxacina, fatd de unele
tulpini bacteriene (S.aureus (t.209); Ps.aeruginosa (tATCC 27853) si E.faecalis (tATCC
19433)).

3. Cercetarile farmacologice ale toxicitatii acute (clasa de toxicitate 5 LDsg > 2000 mg/kg) si
toxicitatii subcronice (parametrii hematologici, biochimici si morfologici) a produselor
farmacologice combinate CB-12, CAF-01, MI au demonstrat toxicitatea redusa a produselor
respective, fiind clasificate ca practic inofensive.

4. Produsele medicamentoase combinate CAF-01 si NH-01 manifesta eficacitate otoprotectoare
deosebita in tratamentul surditatii senzorineurale induse cu gentamicind (indicii reflexului
Preyer, OEAT p < 0,001), administrarea la subiectii umani, de asemenea, contribuie la
ameliorarea simptomaticii, confirmata prin indicii hematologici, biochimici si audiologici.

5. In cadrul studiilor clinice au fost demonstrate 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.

6. In cadrul cercetirilor genetice a fost elaborati si validati o noud metoda tehnologica de
diagnostic molecular-genetic al deletiei 35delG (rs80338939) in gena GJB2, mutatie
responsabila pentru instalarea SSN prin genotiparea TagMan PCR.

7. La evaluarea geneticd S-a depistat frecventa sporitd (50%) la bolnavii cu SSN prelingvala
nonsindromica si a nivelului infim de portaj la persoane fara patologie auriculard a mutatiei
35delG in gena GJB2.

8. A fost elaboratd si demonstrata eficienta unei noi metode de prognostic al scorului maxim de

inteligibilitate vocald si am stabilit criterii de prognostic al eficacitatii recuperarii auditive la
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bolnavii cu hipoacuzie, in baza factorilor anamnestici, audiometriei tonale liminare si
supraliminare.

Studiile experimentale au permis de a elabora un protocol de monitorizare preclinica a
produselor farmacologice, cu posibile efecte ototoxice sau otoprotectoare. De asemenea,
studiile clinice audiologice, farmacologice si genetice au permis de a concepe un algoritm
complex de explorare si tratament medicamentos si recuperare la pacientii cu afectiuni ale

analizatorului auditiv, in special, pentru conduita medicala a SSN.

RECOMANDARI PRACTICE
Metodele de analizd si standardizare a produselor medicamentoase combinate (CB-12,
picdturi auriculare, si NH-01, capsule) se recomanda pentru utilizare in cadrul laboratoarelor
de control al calitatii medicamentelor si in departamentele de cercetare-dezvoltare a
companiilor farmaceutice, care poseda, ca domeniu, producerea medicamentelor 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 diagnosticdrii molecular-genetice si se recomanda ca metoda de
screening genetic mai accesibila la copii si adulti cu SSN.
Crearea unui nucleu multidisciplinar de competentd in investigare, diagnosticul molecular-
genetic, reabilitarea copiilor si adultilor cu surditate senzorineurala (SSN) pot fi
implementate in vederea stratificarii tratamentului conform principiilor medicinii
personalizate.
Efectuarea unui studiu multicentric pentru a stabili raspandirea factorilor genetici ai SSN
nonsindromice si nivelul de portaj in regiunile tarii noastre poate servi la elaborarea unui
program national pentru determinarea nivelului de risc al SSN la copiii parintilor fenotipic
sanatosi.
Metoda de diagnostic, cu prognosticarea scorului de inteligibilitate vocala, 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 implementat in cadrul
serviciilor audiologice si ORL din republica.
Metoda de prognostic al eficacitatii protezarii auditive, bazata pe varsta bolnavului, prezenta,

ca factor declansator al surditdtii, a infectiilor virotice si/sau bacteriene, evolutia deficientei
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10.

11.

auditive, pragul auditiv sau severitatea surditatii, indicele de articulare, se recomanda a fi
utilizata in cadrul selectarii protezelor auditive la bolnavii cu SSN cronica.

Produsul medicamentos combinat Flamena, emulsie oralda, 100 ml, se recomanda a se
administra in tratamentul complex al bolnavilor cu SSN.

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

Metodele aplicate si rezultatele obtinute pot fi utilizate in procesul de instruire universitara si
postuniversitard 1n cadrul disciplinelor: farmacologie si farmacologie clinica, farmacie
clinica, otorinolaringologie, chimie farmaceutica si toxicologica, biologie si geneticd umana;
in activitatea Centrului Stiintific al Medicamentului, Laboratorul de otorinolaringologie,
Laboratorul de genetica, precum si in centrele medicale (specialitatea otorinolaringologie).
Elaborarea, in baza rezultatelor studiului disertational, a unui standard national de conduita

farmacoterapeutica si protezare auditiva a bolnavilor cu SSN.
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ANEXE
Anexa 1. Proprietati fizico-chimice ale produsului medicamentos Flamena, emulsie orala
Descriere
Suspensie omogena de culoare albd pana la galbena-pal, cu un usor miros caracteristic. La
pastrare, suspensia se stratifica si la suprafata se formeaza un lichid supernatant, iar sub el — un

sediment friabil de culoare alba pana la galben-pal, care la agitare se mixeaza.

Dihidroquercetina

Denumirea chimica:
[2,3-dihidro-3,5,7-trihidroxi-2-(3,4-dihidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-OH]
OH
HO O
OH
OH
OH O
Figura Al.1. Formula de structura a dihidroquercetinei
Formula empirica:
C15H1207
Masa moleculara:
304,26

Glicina

OH
H2N/\n/

O

Figura A1.2. Formula de structura a dihidroquercetinei

Denumirea chimica:

Acidul 2 — aminoacetic

Formula empirica. C,HsN10,

Masa moleculara: 75,07
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Fosfatidilcolina

Denumirea chimica: 1,2 — dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfocoline

e

e

ov[ X

S__/\__O \ \H/W\/\/W\/\/

Figura A1.3. Formula de structura a lecitinei (fosfatidilcolinei)
Formula empirica: C 4;H g;NOgP
Masa moleculara: M = 329,1+R + R’ (760,22)
Identificarea preparatului:

Dihidroquercetina:

1. Reactie calitativa cu Zn in mediu acid. 2. Spectroscopie UV. 3. HPLC.
4. CSS.
Glicina:
1. Reactie calitativa cu ninhidrina. 2. CSS.

Fosfatidilcolina:

1. Reactie calitativa cu solutie de bromura de cadmiu. 2. CSS.
Stabilitatea de sedimentare se determina vizual. pH-ul suspenziei se poate stabili potentiometric.
De asemenea se determina puritatea microbiologica a suspensiei.
Determinarea cantitativa:

Dihidroquercetind: HPLC, spectrofotometria UV (trebuie sa constituie nu mai putin de 0,1%).

Glicina: Spectrofotometria UV (trebuie sd constituie nu mai pugin de 3%).

Fosfatidilcolind: HPLC (trebuie sd constituie nu mai putin de 1%).

S-a constatat: concentratul fosfolipidic (lecitina) este un sistem multi-component. Primul
component caracterizeaza moleculele de triacilglicerol, care sunt regasite sub forma de molecule
individuale, cel de-al doilea — molecula triacilglicerol, sub forma asociata — dimeri, al treilea —
moleculele fosfolipidice sub formd de asociatii de fosfolipide de grad inalt, iar al patrulea —
moleculele fosfolipidice sub forma de micelii, Intr-o compozitie ce contine zece molecule de
fosfolipide. Deoarece lecitina, la separarea cromatografica, se manifesta in mai multe varfuri de
componente individuale, pentru a determina continutul sau a fost ales varful principal al
fosfatidilcolinel, a carui fractiune de masa in lecitina constituie aproximativ 73%.

Continutul total de fosfor: Spectrofotometria UV (trebuie sa constituie nu mai putin de 1%).
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Anexa 2. Rezumatul caracteristicilor produsului (RCP), certificatul de inregistrare si
ambalajul preparatului medicamentos Flamena, emulsie orala

1. DENUMIREA COMERCIALA A MEDICAMENTULUI
FLAMENA, 150 mg/6 mg/5 ml, emulsie

2. COMPOZITIA CALITATIVA SI CANTITATIVA
5 ml emulsie contin:

substante active: glicina — 150 mg, dihidroquercetind — 6 mg. Pentru
lista tuturor excipientilor, vezi pct. 6.1.

3. FORMA FARMACEUTICA
Emulsie. Emulsie omogena de culoare alba pana la galben-deschis, cu miros caracteristic usor.

La stocare se separa un strat de lichid si unul de sediment de coloare alba pana la galben, iar la agitare
intensd se omogenizeaza.

4. DATE CLINICE

4.1 Indicatii terapeutice
Datoritd proprietatilor detoxifiante si actiunii citoprotectoare, este recomandat pentru ameliorarea
sindromului de intoxicatie de diferita geneza, inclusiv in combustii, hepatite toxice, colecistite, colestaza
de diversa etiologie, in terapia complexa a diareei, enterocolitei si disbacteriozei intestinale. Compozitia
preparatului permite utilizarea eficienta a acestuia in stimularea procesului regenerativ al patologiilor
eroziv-ulceroase, inclusiv in leziunile esofagului, stomacului, duodenului. Efectele nootrop si
antioxidant permit utilizarea preparatului in: tratamentul complex al intoxicatiei de etiologie exogena
(alcool, saruri de metale grele, stupefiante); neurite, encefalopatii discirculatorii, hipoacuzie
neurosenzoriala, acufene; afectiunile sistemului cardiovascular.

Produsul poate fi utilizat in tratamentul afectiunilor dermatologice (neurodermatite, diateze) si cele
sistemice ale tesutului conjunctiv (lupus eritematos sistemic, sclerodermia sistemica, artrita reumatoida),
procese septice complicate cu intoxicatie; neutralizarea efectelor toxice ale terapiei cu citostatice si
radioterapiei in afectiunile oncologice.

Produsul se indica 1n cadrul terapiei complexe in insuficienta fetoplacentara si gestoza gravidelor.

4.2 Doze si mod de administrare
Doza pentru administrare zilnica - 20 ml de trei ori pe zi, cu 30 min. inainte de mese.
Durata tratamentului constituie 28 de zile. Mod de administrare

Produsul Flamena este disponibil sub forma de emulsie, in flacoane a cate 100 ml. A
se agita energic Tnainte de utilizare!

4.3 Contraindicatii
Hipersensibilitate la substantele active sau la oricare dintre excipientii enumerati la pct. 6.1. In caz de
hipersensibilitate individuala la preparate, se pot manifesta reactii alergice, urticarie, greata sau prurit. in
acest caz, administrarea preparatului este sistata.

Siguranta si eficacitatea la copii nu au fost stabilite, de aceea utilizarea preparatului la copii este
contraindicata.
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4.4 Atentionari si precautii speciale pentru utilizare
Preparatul trebuie prescris cu precautie in cazul prezentei afectiunilor ce predispun la dezvoltarea acidozei
si/sau hiperkaliemiei.

45 Interactiuni cu alte medicamente si alte forme de interactiune
La respectarea dozei si conditiei ca preparatul si medicamentele concomitente se administreaza separat
in timp, produsul poate fi utilizat in terapia complexa cu alte preparate pentru profilaxie si tratament,
precum si cu lacto-, bifidumbacterii, preparate adaptogene, fitopreparate.

4.6 Fertilitatea, sarcina si aliptarea

Se permite administrarea preparatului in timpul sarcinii, conform indicatiilor.
Preparatul este contraindicat in perioada de alaptare.

4.7 Efecte asupra capacititii de a conduce vehicule si de a folosi utilaje
Preparatul nu manifesta efecte care influenteaza conducerea vehiculelor si folosirea utilajelor.

4.8 Reactii adverse
Frecventa reactiilor adverse este determinata in urmatorul mod, conform conventiei MedDRA: frecvente
(>1/100, <1/10), mai putin frecvente (>1/1000, <1/100), rare (>1/10 000, <1/1000), foarte rare (<1/10
000).

Pana in prezent nu au fost observate reactii adverse asociate cu utilizarea preparatului Flamena. In caz
de hipersensibilitate individuala la preparate, se pot manifesta reactii alergice, urticarie, greatd sau prurit.

Raportarea reactiilor adverse suspectate
Raportarea reactiilor adverse suspectate dupa autorizarea medicamentului este importantd. Aceasta
permite monitorizarea in continuare a raportului beneficiu/risc al medicamentului. Profesionistii din
domeniul sanatatii sunt rugati sa raporteze orice reactii adverse suspectate, prin intermediul sistemului
national de raportare, disponibil pe site-ul oficial al Agentiei Medicamentului si Dispozitivelor Medicale
la urmatoarea adresa web: www.amed.md sau e-mail: farmacovigilenta@amed.md.

4.9 Supradozaj
Cazuri de supradozaj nu se cunosc.

5. PROPRIETATI FARMACOLOGICE
5.1 Proprietati farmacodinamice

Grupa farmacoterapeutica: Alte produse terapeutice. Antitoxice in tratamentul citostatic.
Codul ATC: VO3A F.
Mecanism de actiune

Preparatul este original prin faptul ca la baza are un complex liposomal antioxidant-fosfolipidic,
datoritd caruia medicamentul poseda proprietati biologice unice. Acest produs medicamentos are 0
actiune antihipoxicd pronuntatd, creste viteza difuziei oxigenului in tesuturi, normalizeaza procesele
respiratiei tisulare, Tmbunatiteste activitatea functionalda a celulelor endoteliale, contribuind la o
ameliorare semnificativa a microcirculatiei si parametrilor reologici.

Efecte farmacodinamice

Aminoacidul glicina (metabolit natural) este un neuromediator de tip inhibitor si reglator al proceselor
metabolice in sistemul nervos central, reduce tensiunea psiho-emotionala, creste capacitatea de munca
intelectuala. Manifestd actiune neuroprotectoare, antistres, sedativa,
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amelioreazd metabolismul cerebral, normalizeaza somnul, reduce actiunea toxica a alcoolului, are un
efect de normalizare asupra proprietatilor reologice ale sangelui si microcirculatiei. Nu provoaca
dependenta.

Dihidroquercetina, fiind unul dintre cei mai puternici antioxidanti naturali, asigura nu numai stabilitatea
formei tridimensionale a complexului, ci si neutralizeaza efectele nocive ale radicalilor liberi, poseda
actiune antitoxica; imbunatateste performanta capilarelor si restabileste microcirculatia sangelui.
Actiunea complexa a preparatului asigurd normalizarea nivelului de secretie a mediatorilor imunitatii i
creeaza conditii pentru un raspuns imun eficace.

Lecitina este o fosfolipidd si participa la constituirea membranelor celulare la nivelul creierului si
celulelor nervoase. In cazul deficitului de lecitind, scade eficienta acetilcolinei in tesutul nervos. Lecitina
participa la restabilirea activitatii functionale a celulelor endoteliale, la sinteza si eliberarea factorului de
relaxare endotelial, imbunatateste microcirculatia si proprietatile reologice ale sangelui. Lecitina inhiba
procesele de peroxidare a lipidelor in sange si tesuturi, sustine activitatea sistemelor antioxidante ale
organismului, manifesta actiune membrano-protectoare, creste imunitatea nespecifica.

Eficacitate si sigurantd clinica

Studiul clinic a fost efectuat cu scopul demonstrarii proprietitilor citoprotectoare ale emulsiei orale
Flamena, 100 ml, la pacientele cu cancer mamar si cancerul organelor reproductive, supuse chimio- si
radioterapiei. Cercetarea a demonstrate ca sindromul astenovegetativ s-a diminuat in grupurile de
cercetare cu 40% in grupul bolnavelor cu CGM (cancerul glandei mamare) si cu 20% 1in grupul
bolnavelor cu CORF (cancerul organelor reproductive la femei). In grupurile de control cu 5 si, respectiv,
cu 5% (p <0,05).

SindromAuI dispeptic s-a determinat cu 15% mai mic in grupul bolnavelor cu CGM si cu 5% in grupul cu
CORF. In grupul de control, corespunde diminuarii cu 5% la bolnavele cu CGM si stabilit in grupul
CORF (p < 0,05).

Sindromul dolor de asemenea a avut o evolutie diferita - diminuare cu 10% in grupul de cercetare a
bolnavilor cu CGM si 10% in grupul bolnavelor cu CORF. In grupul de control nu s-a atestat nicio
dinamica (p < 0,05). Hemoragia a diminuat in grupurile de studio, iar in cele de control — fara schimbari
semnificative.

Administrarea preparatului Flamena, 100 ml, la bolnavii oncologici de profil mamologic si
oncoginecologic, a Inregistrat actiuni benefice — s-a imbunatatit starea generald a bolnavelor, a crescut
pofta de mancare, s-a majorat masa corporala cu 1,8 + 0,2 kg (p < 0,05), statutul psihoemotional al
bolnavelor, atestindu-se diminuarea sindromului astenovegetativ cu 30%, a sindromului dispeptic la
10%, diminuarea sindromului dolor.

Preparatul Flamena, 100 ml, dispune de proprietati dezintoxicante evidentiate prin micsorarea bilirubinei
totale cu 1,1 + 0,3 (p < 0,05), imbunatatirea indicilor sistemului de peroxidare a lipidelor
glutationperoxidaza cu 1,1 + 0,02, catalaza cu 2,05 + 0,07, ceruloplasmina cu 53,3 + 1,2, dialdehida
malonica - 0,7 £ 0,04.

Preparatul medicamentos Flamena, emulsie, 100 ml, a avut 0 actiune specifica imunomodulatoare,
manifestatd prin ameliorarea si ridicarea indicilor imunologici chiar care initial au fost denaturati, ce
argumenteaza administrarea in combinatie si de sine statitor cu preparatele citostatice, chimioterapeutice
si a radioterapiei in calitate de imunomodulator specific.

5.2 Proprietati farmacocinetice
In cadrul studiului clinic desfasurat cu scopul determinarii proprietitilor farmacocinetice ale preparatului
Flamena, s-a constatat ca timpul de injumatatire a dihidroquercetinei constituie 0,94-1,2 ore. Timpul
mediu de mentinere a substantei in organism este de 2,15-3,11 ore, iar timpul in care se atinge
concentratia plasmaticdi maxima (Tna) este de 0,7-1,2 ore, independent de doza administrata.
Concentratia plasmaticd maxima (Cpnay) @ crescut de la 0,056 mcg/ml pentru doza unica de 25 ml, pana la
0,245 mcg/ml pentru doza de 100 ml. Pe masura cresterii de doud ori a dozei
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unice de administrare a preparatului de la 25 ml la 50 ml si de la 50 ml la 100 ml, AUC pentru
dihidroquercetina a crescut de 1,80 si, respectiv, de 1,94 de ori.

53 Date preclinice de siguranta
Rezultatele experimentale au demonstrate faptul ca preparatul Flamena, la administrarea unimomentana
la animalele de laborator, practic, nu prezinta niciun efect toxic. Administrarea intragastralda si cea
intraperitoneald nu au provocat decesul animalelor si modificari macroscopice ale organelor interne.
Dupa examinarea toxicitatii subcronice a produsului Flamena, s-a constatat ca pe parcursul utilizarii
timp de 30 de zile s-a atestat o crestere ponderalda mai importanta la animalele din grupurile-martor, fara
modificari esentiale ale masei corporale si masei organelor interne, reflectate prin indicele masa
organ/masa corp in cazul cordului, pulmonilor, ficatului, rinichilor, splinei.
Utilizarea sistematica timp de o luna a preparatului sub forma de suspensie la grupul-martor si grupurile
studiate nu au modificat esential parametrii metabolismelor glucidic, proteic si lipidic, desi s-a constatat
o crestere nesemnificativa a nivelului proteinei totale si a colesterolului, care avea caracter dozo-
dependent.
Analiza spectrului enzimatic a relevat o micsorare dozo-dependentd a activitatii transaminazelor.
Administrarea timp de o lund a preparatului testat in doze de 100 si 1000 mg/kg a determinat efectul
antioxidant al compusilor.

6. PROPRIETATI FARMACEUTICE

6.1 Lista excipientilor
Lecitind din
nou Apa
purificata

6.2 Incompatibilitati. Nu este cazul.
6.3  Perioada de valabilitate
24 de luni. Perioada de valabilitate dupa deschiderea flaconului - sapte zile.

6.4 Precautii speciale pentru pastrare
A se pastra la frigider (2-8 °C).

A se pastra in ambalajul original, pentru a fi protejat de lumina gi umiditate. A
se utiliza cel mult sapte zile dupa prima deschidere a flaconului.

6.5 Natura si continutul ambalajului
Cutie cu 1 flacon din sticla de culoare bruna, cu capacitatea de 100 ml, o lingurita dozatoare gradate, cu
volumul de 5 ml, si prospectul pentru utilizator.

6.6 Precautii speciale pentru eliminarea reziduurilor
Fara cerinte speciale.

7. DETINATORUL CERTIFICATULUI DE iNREGISTRARE
SRL ,,STANDARD?”, str. Gagarin, nr. 2, or. Reutov, Rusia

8. NUMARUL CERTIFICATULUI DE iNREGISTRARE — nr. 23972
9. DATA AUTORIZARII - 16.11.2017
10. DATA REVIZUIRII TEXTULUI - aprilie 2018.

Informatii detaliate privind acest medicament sunt disponibile pe site-ul Agentiei Medicamentului si
Dispozitivelor Medicale (AMDM) http://nomenclator.amed.md/
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e GUVERNUL
AGENTIA MEDICAMENTULUI REPUBLICII MOLDOVA
SI DISPOZITIVELOR MEDICALE ]

CERTIFICAT

DE INREGISTRARE A MEDICAMENTULUI
MARKETING AUTHORIZATION OF MEDICINAL PRODUCT

in baza ordinului MS RM (nr. 866 din 16 noiembrie 2017)
in accordance with order of MoH RM (nr. 866 from November 16, 2017)

se decide autorizarea produsului:
has been decided the registration of product:
Denumire comerciala: Flamena
Name:
Form3 farmaceuticd, dozi, mirimea ambalajului:  emulsie orald 150 mg + 6 mg/5 ml
Dosage form, strength and package size: 100 mi N1
Compozitia: 5 ml contine
Composition: substante active: glicind 150 mg,
Dihidroquercetind 6 mg.
excipienti: anexa 1

Detinitor al Certificatului de Inregistrare: Standart SRL,
Marketing Autorization Holder: Rusia

Producdtor: i.c.s. Eurofarmaco S.A.,
Manufacturer: Republica Moldova

Clasificare ATC: VO3AF
ATC classification:

Termen de valabilitate: 24 luni
Shelf life:

Numéir de inregistrare, data emiterei: 23972 din 16 noiembrie 2017
Registration number and date of issue:

Rezumatul caracteristicilor produsului si prespect anexa 1
Summary of the product and patient information leaflet

sau

Instructiunea pentru administrare
Instructions for administration

Informatii privind etichetarea anexa 2
Information on the labeling

Parametrii de calitate ai produsului sunt cei previzuti in documentatia care a stat la
baza eliberdrii prezentului Certificat de inregistrare. Orice modificare a datelor
specificate in Certificatul de Inregistrare sau in documentatia de autorizare trebuie
raportatd si aprobatd de Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale. Prezentul
Certificat de Inregistrare are o valabilitate de 5 ani de la data emiterii si nu
conditioneaza importul.

The quality of the product is that which is stipulated by the documentations which were the basis for giving this particular
Marketing Authorization. Any modification of the data stipulated by the Marketing Authorization or documentation must be (4

reported to the Medicines and Medical Divice Agency and have its approval. The Marketing Authorization is valid for 5 years
after emission and doesn’t guarantee the Import of the medicinal product.

Director general Viadislav Zara

) e @ @ D) I S\U)

Figura A 2.1. Certificatul de inregistrare a produsului Flamena, emulsie
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Figura A2.2. Ambalajul secundar al produsului Flamena, emulsie




Anexa 3. Metode de elaborare si raportul incercérilor de laborator ale produsului Merion

Procesul tehnologic de obtinere a produsului ,,Siropul nutritional administrat in scopul
curativo-profilactic al maladiilor oncologice” — MERION, include urmatoarele ctape:
1. Obtinerea mixului:
Substantele active cantdrite se trec in reactor-malaxor si se amestecd timp de 10
min.
2. Obtinerea siropului:
dizolvarea sorbitolului, sorbatului de potasiu in extract.
Extractul filtrat In reactor-malaxor se incalzeste pana la temperatura 55-65°C, se incarca pe rand
(cu malaxorul conectat) sorbitolul si sorbatul de potasiu.
Se amestecd pand la dizolvarea completa. Indicele de refractie trebuie sa fie 1,4486-1,4532.
Siropul se da in aparatul cu vapori - vacuum.
a) obtinerea siropului propriu-zis.

Pasteurizarea se face in aparatul cu vapori - vacuum, timp de cel putin 20 de minute, la

temperatura 98-100°C.
¢) adaugarea mixului

Mixul obtinut se adaugd in reactor, se amesteca timp de 20-30 de minute si se efectueaza
controlul fizico-chimic al produsului finit.

3. Conditionarea siropului. Siropul se conditioneazd in flacoane din polietilen tereftalat cu
volumul de 100, 200, 250 ml si se etanseaza cu dopuri din polietilena.

4. Ambalarea si transportarea. Pe flacon se aplica eticheta, pe care se tipareste instructiunea
de administrare. Fiecare flacon se plaseaza in cutia individuala din carton.

Cutiile individuale se plaseaza in cutii colective, inzestrate cu pereti despartitori din carton
gofrat sau in pelicula termoizolatoare. Se permite ambalarea flacoanelor fara plasarea in cutia
individuala. Termenul de valabilitate — 3 ani.

Compozitia produsului Merion este prezentata in tabelul A3.1. Caracteristicile
organoleptice si parametrii fizico-chimici ai suplimentelor alimentare sub forma de sirop trebuie
sd corespunda tabelului A3.2.

Tabelul A3.1. Compozitia produsului Merion, suspensie

DENUMIREA Unitatea de Doza
masura
Vitamina A - retinol ng 0.0008% 800 (0,8 mg)
Vitamina D - ergocalicferol ng  0.000005% 5 (0,005)
Vitamina E acetat de DL -alfa-tocoferil mg 0.001% 10
Vitamina C acid L-ascorbic mg 0.1% 100
Tiamina — colrhidrat de tiamina mg 0.0035% 3
Riboflavina riboflavin-5-phosphat de sodiu | Mg 0.0036% 3,6
Niacina — niacinamid mg 0.04% 40
Vitamina Bg clorhidrat de piridoxina mg 0.002% 2
Acid folic - png  0.0002% 200 (0,2)
Vitamina B> ciancobolamina ug 0.000003% 3 (0,003)
Biotina D-biotina png  0.00006% 60
Acid pantotenic D- phantotenat de calciu mg 0.0015% 15
Magneziu sulfat de magneziu mg 0.375% 375
Cupru sulfat de cupru Mg 0.001% 1
Seleniu - ... png  0.000055% 55 (0,055)
Crom — clorura de crom (111) ng  0.00004 40 (0,040)
Nanoparticole Zn+++ Mg 0.004% 4,0/24h
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Tabelul A3.2. Caracteristici organoleptice Merion

Caracteristici Criterii de acceptare pentru suplimentele Metode de
alimentare sub forma de sirop analiza
Descriere Lichid vascos, netransparent. Pe parcursul pastrarii | Organoleptic
se admite aparitia unui precipitat neesential
Culoarea De culoare galbena-deschis pana la galbena- inchis. Vizual
Miros si gust Dulce, cu miros caracteristic vitaminelor. Idem  sau
GOST 1936
Uniformitate volum, Conform
ml p.8.2.3
Flacon 100 ml Cel putin 98 ml si cel mult 102 ml
-volumul individual Cel putin 100 ml
-volumul mediu
Uniformitatea masei | Cel mult £10% de la masa medie. Conform
unei doze Pentru doua doze din 20 se admite abaterea cel mult | p.8.2.4
+20%

Metode de testari farmaceutice ale produsului Merion

Cerinte generale Asigurarea metrologicd a incercarilor, conform SM 8-23:2005 ,,Sistemul
National de Metrologie. Asigurarea metrologica a incercarilor produselor in scopul asigurarii
conformitatii. Principii generale”.

Mijloacele de masurare folosite pentru efectuarea incercdrilor trebuie sd fie verificate
metrologic in conformitate cu RGML 12:2013 , Verificarea metrologicda a mijloacelor de
masurare. Organizarea si modul de efectuare”, iar utilajul de incercari trebuie sa fie atestat in
conformitate cu SM 8-21.

8.1.2 Prelevarea probelor conform GOST 15113.0, pregatirea probelor pentru determinarea
elementelor toxice conform GOST 26929, metodele de prelevare a probelor pentru analizele
microbiologice conform GOST 26668 pregatirea probelor conform GOST 26669.

8.2. Efectuarea incercarilor

8.2.1. Determinarea caracteristicilor organoleptice se efectueaza prin examinare vizuala si

organoleptic.

8.2.2. Determinarea fractiei masice de umiditate conform GOST 15113.4.

8.2.3. Determinarea uniformitatii volumului conform metodei:

De la fiecare serie de produs se preleveaza cate zece flacoane.

Se inlatura eticheta, apoi flaconul se cantareste cu precizia 0,01 g. Flaconul se elibereaza
de continut, se spald cu apa fierbinte, se inlatura ramasitele de apa prin prelucrare consecutiva cu
etanol (96 %) R si eter R, se etanseaza cu capacul si din nou se cantareste.

Masa continutului flaconului se determina prin diferenta dintre masa flaconului cu continut
si masa flaconului gol.

Volumul continutului flaconului (V), in mililitri, se calculeaza conform formulei:

V= unde

20°
dZO

m — masa continutului falconului, in grame;

d23 — densitatea relativi.

Determinarea se repetd pe incad noud flacoane si se calculeaza volumul mediu al
continutului flaconului.
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Volumul individual al continutului flaconului trebuie sa fie cel putin 98 ml si cel mult 102
ml.

Volumul mediu al continutului flaconului trebuie sa fie cel putin 100 ml respectiv cu
volumul declarat pe ambalaj.

8.2.4. Determinarea uniformitatii masei unei doze conform metodei: 20 de doze a cate 5 ml
prelevate cu dispozitivul de mdsurat, se cantaresc individual cu exactitatea 0,001 g si se
calculeaza masa medie.

Abaterea procentuald a masei individuale, fatd de masa medie, nu trebuie sa depaseasca
+10 %, cu exceptia a doua doze, la care se admite abaterea cel mult + 20 %.

8.2.5. Determinarea substantelor de baza se efectueaza conform Specificatiei pentru produs
in laboratoare acreditate. Verificarea continutului substantelor de baza in flacon se efectuecaza la
sarjarea de referinta si se garanteaza de intreprinderea producatoare.

8.2.6. Determinarea continutului de elemente toxice:

—mercur, conform GOST 26927 sau MU 5178;

—plumb, conform GOST 26932 sau GOST 30178, sau GOST 30538;

—cadmiu, conform GOST 26933 sau GOST 30178, sau GOST 30538;

—arsen, conform GOST 26930 sau GOST 30538.

8.2.7. Determinarea caracteristicilor microbiologice:

—cantitatea de microorganisme mezofile aerobe si facultativ anaerobe, conform GOST
10444.15;

—drojdii si filamente de mucegai, conform GOST 10444.12;

—Bacillus cereus, conform GOST 10444.8;

—Staphylococcus aureus, conform GOST 10444.2;

—bacterii coliforme, conform GOST 30518;

—bacterii de genul Salmonella, conform GOST 30519;

—bacterii E.coli, conform GOST 30726.

8.3. Verificarea starii ambaldrii si etichetarii se efectueazd prin examinare vizuala. In
cadrul verificarii defectate se considera unitatea de ambalaj cu unul din urmatoarele defecte:
- deteriorarea mecanica a ambalajului;
- denaturarea textului pe etichet;
- necorespunderea textului cerintelor prezentelor prescriptii tehnice.
Nu se admite receptia suplimentelor cu ambalajul defectat, neetichetat sau etichetat.

Continutul de elemente toxice In suplimente alimentare nu depdseste limitele admisibile
stabilite conform Hotararii Guvernului al Republicii Moldova ,,Cu privire la aprobarea
Regulamentului sanitar privind contaminantii din produsele alimentare” nr. 520 din 22.06.2010
si Normele fundamentale de radioprotectie. Cerinte si reguli igienice (NFRP-2000) din
27.02.2001 sau sd corespundd normelor stabilite conform «l'uruennyeckue TpeOOBaHUSA
0€30MacHOCTH U MHUIIEBOW IIEHHOCTH MuIleBbiX mpoaykroB. CanlluH 2.3.2.1078-01», specificate

in tabelul A3.3.
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Norme de continut pentru suplimente alimentare Tabelul A 3.3

Denumirea Caracteristici Limitele de admisibilitate, mg/kg, max.
Elemente toxice:
Plumb 5,0
Arsen 3,0
Cadmiu 1,0

] Mercur 1,0

Suplimente Pesticide*:

alimentare pe - "Hayacjorociclohexan 0,1

baza de vitamine BT i metaboliti 0,1

si minerale Heptaclor Nu se admite
Aldrin Nu se admite
Radionucleizi:
Ceziu-137 200
Stronciu-90 100

Caracteristicile microbiologice ale suplimentelor alimentare trebuie sd corespunda
normelor stabilite conform «['uruenndyeckue TpeGoBaHUsI OE30MACHOCTH M MUIIEBOI IIEHHOCTH
nunieBblx npoaykroB. CaulluH 2.3.2.1078-01» sau indicilor stabilite in Regulile privind
criteriile microbiologice pentru produsele alimentare, aprobate prin Hotararea de Guvern nr. 221
din 16.03.2009; Regulile de igiend a produselor alimentare, aprobate prin Hotararea de Guvern
nr. 412 din 25.05.2010 si specificate in tabelul A3.4.

Tabelul A3.4.
Caracteristici microbiologice

Caracteristici microbiologice Limite admise Metoda de analiza
Numarul de microorganisme aerobe si facultativ- 5*10° GOST 10444.15
anaerobe, UFC/g, max. GOST 10444.8
Drojdii si mucegai Cel mult 100 UFC/g GOST 10444.12
Masa produsului (g), in care nu se admite

Bacterii coliforme 0,1 GOST 10444.8
E.coli 1,0 GOST 30726
Patogene, Salmonella 10,0 GOST 30519
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IL. Cercetirile microbiologice:
MHWKPOBHOJIOIT'MYECKUE UCCJIEJJOBAHUS:

Mostra a sosit AT T 15 09 2015
O6pasew nocTymun 18D e
Codul 4876.5.1.1.15
Kon
Nr. de inregistrare 507 in registru Nr 507 Procesului — verbal din 22.09.2015
PeructpaumonHsrii B XKypHase No, MPOTOKOIA UCTIBITAHMIT
2 3 - < 6
1. | NGMAFA <1x10° UFC/g 1 x 10°UFC/g | GOST 10444.15-94
2 Levuri, micete <10 UFC/g 1x10° UFC/g | GOST 10444.12-88
3 F.enterobacteriacea <3 UFC/g 1 x 10" UFC/g | SM SR ISO
21528:1
4. Salmonela In 25.0g - absent In 25.0g - SM EN ISO 6579
absent
3. E.coli In 10.0g - absent In 10.0g - SM ISO 7251:2014
absent
6 | Micete, levuri <1x10° UFClg 1 x 10°UFC/g | GOST 10444.12-88
1 S.aureus In 1.0g - absent In 1.0g - GOST 10444.2-94
absent

v N

N.P, functia persoanei responsabile de oformarea raportului medic igienist Jana Oloinic

@.1.0. 10mKHOCTS JIHLA OTBETCTBEHHOTO 32 O(GOPMICHHE AAHHOTO MPOTOKOJIA

Concluzie Proba investigatd corespunde Regulilor privind criteriile microbiologice
N pentru produsele alimentare aprobat prin HG nr. 221 din 16.03.2009,
Regulamentului Sanitar privind contaminantii din produsele alimentare
aprobat prin HG nr.520 din 22.06.2010, specificatii tehnice
Amendamente:

-Rezultatul se referd numai la proba analizati. Este strict interzisd reproducerea partiali a rezultatului.
Hnumeqaune: Pesynerar pacrnpoc AHSETCH TONBKO Ha aHAIM3UPYEMVIO poly. YacruuHoe Bocr 03BCACHHUE PE3YJIbTAaTa CTPOro 3anpelicHo.

*. Parametrii cercetati nu sunt inclusi in Domeniul de acreditare CIL aprobat MOLDAC
*- Onpesienembic NoKasaTenH He BKIoueHs B O6nacts akpeautaunu MIIL] MOLDAC

Nume, prenume, functia_vicedirector
®.1.0., 1omKHOCT "MINISTERUL SANATATI! AL REPUBLICH

. Radu Cojocaru

MIN

Figura A 3.1. Raportul incercérilor de laborator ale produsului Merion
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Anexa 4. Prospectul de administrare, ambalajul si avizul sanitar pentru materia prima
MERION Supliment alimentar

»MMERION®” suspensie

Complex de vitamine si minerale

Un mililitru de suspensie contine:

Magneziu — 3,75 mg, vitamina C — 1,0 mg, niacina — 0,4 mg, acid pantotenic— 0,15 mg,

vitamina E — 0,1 mg, zinc — 0,04 mg, vitamina B2 — 0,036 mg, vitamina B1 — 0,03 mg,

vitamina B6 — 0,02mg, cupru — 0,01 mg, vitamina A — 8,0 mkg, acid folic — 2,0 mkg,

biotina — 6,0 mkg, seleniu — 0,55 mkg, crom — 0,4 mkg, vitamina D3 — 0,05 mkg, vitamina B12 —

0,03 mkg.

Alte ingrediente: lactoza monohidrat pana la 100,00 ml.

* DZR — procent din doza zilnica recomandata

Actiune:

Supliment alimentar MERION® prezintd un complex de vitamine si minerale, care sunt necesare pentru
functionarea normala a sistemelor si organelor organismului uman. Datoritd prezentei in complex a
vitaminelor A si C, are un rol important in protejarea celulelor impotriva stresului oxidativ, metabolismul
normal al fierului.

Cuprul, vitamina B2 si acidul pantotenic contribuie la functionarea normala a sistemului imunitar si a
metabolismului energetic normal.

Biotina si cromul contribuie la metabolismul normal al macronutrientilor si la mentinerea concentratiilor
normale ale glucozei din sange.

Magneziul si vitamina D contribuie la reducerea oboselii si extenuarii si la functionarea normala a
sistemului muscular.

Seleniu contribuie la mentinerea sanatatii parului, unghiilor si functionarea normald a glandei tiroide.
Vitamina B6 contribuie la sinteza normala a cisteinei si metabolismul normal al proteinelor si al
glicogenilor.

Zincul contribuie la metabolismul normal al carbohidratilor, acizilor grasi si macronutrientilor, la functia
cognitiva normald, la sinteza normala a proteinelor.

Mod de administrare: intern.

A se agita inainte de intrebuintare.

Se administreaza cate 10 ml de doua ori pe zi.

* DZR reiesind din doza de administrare este:

vitamina B1 — 54,5%, vitamina B2 — 51,4%, acid pantotenic — 50%, niacina — 50%, vitamina B6 — 28,6%,
vitamina C — 25%, biotina — 24%, vitamina B12 — 24%.

Forma de prezentare:

Flacon din sticla sau plastic de culoare bruna, cu capacele din plastic, cate 100 ml de suspensie.
Mentiuni:

Acest produs este un supliment alimentar.

Suplimentele alimentare nu trebuie s inlocuiascad un regim alimentar variat si echilibrat.

A nu se depasi doza zilnica recomandata.

Ca indulcitor, contine lactoza monohidrat. Nu se recomanda persoanelor cu intoleranta la lactoza.
Consumul excesiv poate avea efecte laxative.

A se pastra la temperaturi sub 25°C, in ambalaj original.

A se consuma de preferinta pana la sfarsitul perioadei de valabilitate, inscriptionate pe ambalaj.
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A nu se lasa la Indemana copiilor!

Reclamatii:

Orice reclamatie trebuie sa fie insotitd cu numarul de serie, Inscris pe cutie.
Producator

iM ,,FARMACO” SA, Republica Moldova, mun. Chisiniu
str.VVadul lui Voda, 2

tel./fax: (+ 373 22) 87-82-20, e-mail: info@farmaco.md
Detinator al notificarii

iM ,,FARMACO?” SA, Republica Moldova, mun. Chisiniu
str.VVadul lui Voda, 2

tel./fax: (+ 373 22) 87-82-20, e-mail: info@farmaco.md

i ]

™

Supliment afementar
DOCTOR MERION®
suspensie
Komnnexc sumamunoa e Tas 1.0 11 Complex de vitamine Vasoar s rastiitied gl aneegeticd
u Munepanoe H si minerale .

A plsti bt mpertun R 25 € B o
3t fer s Agen3.

, e
Aokmop | S Docbor
= e S A
e

MEPUOH®, ===="=1:I MERION®, Z======

cycnedsiun Am 53il3 ' Sate e Setretasiegare)

suspensie

100 mn _ ] | 100 ml mmersbu g vabo Wt T3t Do
= 4 T rotetort e Meldeve

| I l I ¥ 00481028-004.2015

Danmsii npogyxr o “ Acest produs

He ABARSTCA MeHKA MENTOM
" nu este medicament

Docltor
MERIONV® 100 ml

suspensie 3g/7T700mi

Acest produs nu este medicament

COMPOZITIA:

substante active: seleniu, vitamina A, niacina, biotins, vitamina D3,
vitamina B12, cupru, magneziu, vitamina B6, vitamina B1, vitamina
B2, vitamina E, acid pantotenic, crom, acid folic, vitamina C, zinc.
excipienti: lactoza monohidrat.

Intern, conform indicatiilor instructiune. A se agita inainte de
intrebuintare! A se pastra la temperatura sub 25 =C,

Ia locuscat, ferit de lumina.

A nu se Iasa la indemana si vederea copiilor!

A nu se administra dupa expirarea termenului

de valabilitate indicat pe ambalaj.

IM , Farmaco” SA,
str. Vadul lui Voda, nr. 2, MD — 2023, mun. Chisinau,
ey \ Republica Moldova, tel.: (+373) 22-87-82-13,
mmmsmancoe fax:(+373)22-49-78-51, e-mail: info@farmaco.md

Figura A 4.1. Ambalajul produsului Merion
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Anexa 5. Proprietitile fizico-chimice, farmacologice ale substantelor medicamentoase,
continute in picaturile auriculare. Monografia farmacopeica temporari a produsului

CB-12

Caracteristica generala a ciprofloxacinei

Figura AS.1. Formula chimica a ciprofloxacinei

Denumire: Ciprofloxacina ( fig.A5.1.)

Tip: Molecule mici

Descriere: Ciprofloxacina este o carboxifluorochinolind, cu actiune antimicrobiand si spectru larg.
Actiunea bactericida a ciprofloxacinei rezultd din inhibarea enzimelor topoizomeraza II si topoizomeraza
IV, care sunt necesare pentru replicarea, transcriptia, repararea ADN-ului bacterian si recombinarea
acestora.

Formula chimica : C;7HgFN5O;

Masa moleculara: 331.341523 g/mol

Denumirea IUPAC: 1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-ylquinoline-3-carboxylic acid

Cod ATC: JO1IM AOQ2 [24]

Farmacodinamica: Ciprofloxacina este un agent antimicrobian, cu spectru larg de actiune din clasa
fluorochinolonelor. Are activitate in vitro impotriva unei game largi de microorganisme gram-negative si
gram-pozitive. Mecanismul de actiune al chinolonelor, inclusiv al ciprofloxacinei, este diferit de cel al
altor agenti antimicrobieni, cum ar fi beta-lactame, macrolide, tetracicline sau aminoglicozide. Prin
urmare, organismele rezistente la aceste medicamente pot fi susceptibile la ciprofloxacind. Nu exista
rezistenta incrucisatd cunoscuta intre ciprofloxacina si alte clase de antimicrobiene. [2, 6]

Mecanism de actiune: Actiunea bactericidd a ciprofloxacinei rezultd din inhibarea enzimelor
topoizomeraza Il (giraza ADN) si topoizomeraza IV, care sunt necesare pentru replicarea, transcriptia,
repararea ADN-ului bacterian si recombinarea ADN-ului bacterian.

Absorbtie: Rapid este absorbit din tractul gastrointestinal. Biodisponibilitatea absolutd este de
aproximativ 70%, fara pierderi semnificative prin metabolizarea primara.

Metabolism: Se metabolizeaza in ficat. Au fost identificati patru metaboliti in urind umana care
impreund reprezintd aproximativ 15% din doza orald. Metabolitii au activitate antimicrobiand, dar sunt

mai putin activi decat ciprofloxacina nemodificata. [7, 24]
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Calea de eliminare: Aproximativ de la 40 pana la 50% din doza administrata oral este excretata in urina
ca medicament nemodificat.
Timpul de injumatitire: patru ore.
Toxicitatea: efectul advers major in timpul administrarii este iritarea gastrointestinald, reactie comuna
pentru multe antibiotice.
Caracteristica generald a uleiului volatil de busuioc

Uleiul esential de busuioc (Basilici Aetheroleum) este obtinut prin antrenarea cu vapori de apa a
partilor aeriene proaspete de busuioc (Ocimum basilicum, fam. Lamiaceae, specie care prezinta
aproximativ 150 de varietati). [23]
Descriere: Busuiocul (Ocimum basilicum) este o planta din genul Ocimum, familia Lamiaceae. Este o
planta ierboasa, originara din Asia tropicala.
Raddcina este ramificata, situatd superficial.
Stem direct, tetraedric, puternic ramificat, de 50-70 cm inaltime, bine frunzit.
Frunzele sunt scurte, alungite-ovate, rar-dintate. Stemul si frunzele sunt acoperite cu fire de par.
Flori bilabiate, albe, pal-roz, mai putin violete, cresc din sinusurile frunzelor apicale, dispuse in racem.
Fructele constau din patru nuci de culoare brun-inchis, care dupa maturizare sunt separate una de alta.
Masa la 1000 de seminte este de 0,5-0,8 g. Semintele isi pastreaza capacitatea de germinare timp de la
patru pana la cinci ani. [40]
Compozitia chimicid: Partea aeriand a plantei contine 1-1,5% ulei esential, pana la 6% taninuri,
glicozide, saponine, minerale, acid ascorbic, zahar, fibre, proteine, vitamina P, provitamina A, camfor.
Uleiul esential contine eugenol, cineol, linalol, camfor, ocimene (fig. A3.2). Eugenolul este o componenta
principald a uleiului esential (pana la 70%). Uleiul esential este in principal in inflorescentd. Cea mai
mare productie de ulei este observatd in faza de inflorire completd. Uscarea reduce foarte mult
randamentul uleiului. Semintele contin 12-20% ulei gras; in frunze se contine 0,003-0,009% caroten. Au

mai fost identificate saponozide triterpenice, subsante tantante. [10, 22]
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Figura AS.2. Formulele de structura a compusilor uleiului volatil de busuioc
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Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”
Centrul Stiintific al Medicamentului

Aprob

Director Centrul Stiintific al

Vol

Medicamentului
Viadimir VALICA

" ”i "

Ma 2T/ 2021

MONOGRAFIA FARMACOPEICA TEMPORARA

(Proiect)

»CB —12%, picaturi auriculare

MFT MD-08/

Pusa in aplicare din

"O7" MaPTiE 2021

Prezenta Monografie Farmacopeicd Temporara reglementeaza calitatca preparatului
farmaceutic cu denumirea ,,CB — 12", picaturi auriculare cu continut de ciprofloxacina
clorhidrat (acide 1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7-pipérazin-1-yl-quinoline-3-carboxylique) si
ulei volatil de busuioc (ocimum basilicum), utilizat pentru uz extern.

Componenta pentru o capsula:

Nr. | Denumirea materiei prime Cantitatea, mg Conditii de calitatea
1 | Ciprofloxacina clorhidrat 150,0 Ph.Eur
2 Ulei volatil de busuioc 200,0 Ph. Eur.
3 Polisorbat 20 200,0 FR X., Ph. Eur.
4 | Polietilenglicol 400 500,0 FR X, Ph. Eur.
5 | Nipagina 20,0 FR X, Ph. Eur.
6 | Solutie tampon citrat cu pH=7,8 q.s. 45,0 FR X, Ph. Eur.
7 | Apa purificata pana la 50 ml FR X, Ph. Eur.
Masa totala 50,0 ml

Editie oficiala

Fig.A.5.3. Monografia farmacopeica temporara picaturi auriculare CB-12
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Anexa 6. Regulamente farmaceutice ale produsului Neamon-hepa (NH-01)
Figura A.6.1. Monografia Farmacopeica Temporara

@ EUROFARMACO

str. Vadul lui Voda,2
mun. Chisiniiu, Republica Moldova

"M PROB
imy-vicedirector al
edicamentului
7 —Viadimir Safta
wbze 2009

MONOGRAFIA FARMACOPEICA TEMPORARA

Neamon-hepa MFET MD-08/77/27 - 77 c%
capsulae

Neamon-hepa Se pune 1n aplicare

capsule prima data

~ Pusa in aplicare din
"AS " noicres o e 2009

Valabila pana la
27C Lt Ete/é2s £ 2012

P
Lo "

Prezenta Monografie Farmacopeicid Temporara reglementeazi calitatea produsul farmaceutic
Neamon-hepa capsule. cu continut de aspartat de arginina ((2S)-2-aminobutandioat de acid (2S)-2-
amino-5-guanidinopentanic), spironolacton (7d-(acetilsulfanil)-3',4'-dihidrospiro-[androst-4-en-
17.,2'(5'H)-furan]-3.5'-dion) si BioR, fabricat de .,Eurofarmaco™ SA.

Componenta pentru o capsula:

Nr. Denumirea materiei prime Cantitatea, mg Conditii de calitatea

1 Aspartat de arginina 450,0 Specificatia producatorului

2 Spironolactona 24.0 Ph. Eur.

3 BioR, solutie alcoolica 50 mg/ml 9.0 MF MD-08/0544-04.09
(recalculat la substanta uscata)

4 Lactoza anhidra 240,0 Ph. Eur.

s Amidon de cartofi 60.0 Ph. Eur.

6 Celuloza microcristalina 45,0 Ph. Eur.

7 4 Stearat de magneziu 6.0 Ph. Eur.
Masa totala 8340

D mmmn Arrmmcnn Jeabacmd X

AN~ A alals

Figura A.6.2. Ambalajul primar si secundar a produsului Neamon-hepa
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Anexa 7. Analiza statistica — prognestic scor maxim de inteligibilitate vocala

y1= 0.784*mx102_9 +0.230*mx120_3 - 1.192*x332 -0.214*x213
-0.590*x214 + 51.055; y

dx144pr=abs(((x144-y)*100)/x144) ;
dx144prl=abs(((x144-y1)*100)/x144) ;

OBS NANK MX102_9 MX120_ 3 X332 X213 X214 X144 Y  DX144PR Y1
DX144PR1

1 1 0.000 90.000

2 2 5625 115.000

3 3 0.000 90.000

4 4 0000 92500

5 5 0000 88.750

6 6 0.000 92.500

7 7 0.000 100.000

8 8 5.000 90.000

9 9 0.000 92.500

10 10 0.625 93.750

11 11  1.875 101.250

12 12 0.625 91.250

13 13 0.000 95.000 . . .

14 14  0.000 103.750 . . .40

15 15 0.625 97.500 . . .40

16 16  5.000 102.500 . . .40

17 17  5.000 103.750 . . . 45

18 18 10.000 98.750 . . . 50

19 19 10.625 95.000 . . . 50

20 20 10.000 92500 . . .40

21 21 7500 92500 . . .40

22 22 10.000 87.500 . . . 45

23 23 7500 88.750 . . . 45

24 24 8750 95.000 . . .40

25 25 6.875 85.000 . . .40

26 26 10.000 85.000 . . . 45

27 27 10.625 87.500 . . . 45

28 28 5000 86.250 . . . 45

29 29 8750 86.250 . . . 45

30 30 3.750 88.750 . . . 45 . . . .
31 31 56.250 102500 1 4 54 80 84.8027 6.0033 84.8220 6.0275
32 32 73125 96250 1 0 72 . 86.8305 . 86.8505 .
33 33 39375 82500 2 49 30 65 703103 8.1696 70.3300 8.2000
34 34 61250 85000 1 17 60 . 783759 . 78.3950
35 3 66875 97500 1 1 67 . 849545 . 84.9740
36 36 39375 82500 3 37 33 . 699182 . 69.9360
37 37 73125 83333 1 7 55 . 923917 . 92.4117
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Anexa 8. Aparatajul pentru audiologia experimentala preclinica

Figura A8.1. Testerul sonor PA5

' .@Neuro-Audlo-Screen

Figura A8.2. Aparatul NeiroAudioScreen pentru determinarea otoemisiunilor acustice
(OEA)
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Figura A8.3. Otoscop cu set de olive auriculare (pentru introducerea

in conductul auditiv extern)
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Anexa 9. Brevete de inventii si cetificate de inovator la tema tezei

Brevete de inventii

1.

I.Ababii, S.Parii, A.Chiaburu, C.Jucovschi. Metoda de pronostic al aparitiei efectelor
adverse la protezarea auditiva. MD 291 Z din 2011.07.16.

S.Parii, C.Jucovschi. Metoda de determinare a scorului maxim de inteligibilitate vocala.
MD 792 Z din 2014.09.30.

S.Parii, V.Rudic. Utilizarea extractului din biomasa tulpinei cianobacteriei Spirulina
platensis (Nordst) Geitl CNMN-CB-02 pentru tratamentul pacientilor cu hipoacuzie
neurosenzorialda. MD 4277 C1 din 2014.10.27.

Mereuta L., Valica V., Caraus V., Parii S. Sirop pentru tratamentul starilor

precanceroase gastrice. MD 4341 C1 din 2015.04.30

Certificate de inovator la tema tezei
1. Parii B., Valica V., Parii S., Todiras M., Rusnac L., Golovin P. Preparat

medicamentos Neamon-hepa, capsule. Nr. 5177 din 10.01.2013, USMF ,Nicolae
Testemitanu”, Chisinau.

Rudic V., Parii S. BioR in tratamentul acufenelor. Nr. 5207 din 14.03.2013, USMF
,Nicolae Testemitanu”, Chiginau.

Parii S. Optimizarea metodei de screening audiologic. Nr. 5424 din 16.02.2015, IP
USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chiginau.

Parii S. Metoda de prognostic al eficacitatii tratamentului farmacologic la bolnavii cu
surditate. Nr. 5425 din 16.02.2015, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau.

Maniuc M., Valica V., Parii S., Uncu L., Ababii P., Rusnac L., Nicolai E. Picaturi
auriculare pentru tratamentul  afectiunilor inflamatorii ale urechii. Nr.5308, din
15.02.2014, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau.

Parii S. Metoda de tratament medicamentos al afectiunilor senzorineurale ale
analizatorului auditiv. Nr. 5498 din 06.04.2016, IP USMF , Nicolae Testemitanu”,
Chisinau.
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Anexa 10. Acte de implementare a inventiilor si inovatiilor si certificate de inregistrare a

preparatelor medicamentoase

Certificate de inregistrare

1. ,Flamena emulsie, 100 ml”, preparat medicamentos. Certificat de autorizare in
Republica Moldova nr. 23972 (conform Ordinului nr. 866 din 16.11.2017 al MS RM).
Detinator al certificatului de autorizare — CSK Grup Plus, producator — Eurofarmaco SA
(22).

2. ,Merion suspensie, 100 ml”. Aviz Sanitar pozitiv al MS al RM pentru produsele
alimentare si nealimentare (nr. 2253 din 24.09.2015), producator — ,,Farmaco SA”,
detinator al certificatului — SC ,,CSK Grup Plus” SRL.

Acte de implementare in activitatea stiintifica si curativa la tema tezei
Acte de implementare a inventiilor

1. Ababii, S. Parii, A. Chiaburu, C. Jucovschi. Metoda de prognostic al aparitiei efectelor
adverse la protezarea auditiva. Act de inplementare in procesul stiintifico-practic al
Laboratorului ORL al USMF ,,Nicolae Testemitanu” din 16.11.2012.

2. Ababii, S. Parii, A. Chiaburu, C. Jucovschi. Metoda de prognostic al aparitiei efectelor
adverse la protezarea auditivd. Act de implementare in activitatea clinici a SCRC
»Em.Cotaga” din 16.11.2012.

3. V. Rudic, S. Parii, V. Cabac, V. Valica, T. Chiriac. Utilizarea extractului din biomasa
tulpinei cianobacteriei ~ Spirulina platensis  (Nordst) Geitl CNMN-CB-02 pentru
tratamentul pacientilor cu hipoacuzie neurosenzoriala. Act de inplementare in activitatea
clinica a Centrului medical privat ,,Neuroscan”, Chisindu, din 2016.

4. S. Parii, C. Jucovschi. Metoda de determinare a scorului maxim de inteligibilitate
vocald. Act de inplementare 1n activitatea clinica a Centrului medical privat ,,Neuroscan”,
Chisinau, din 2016.

5. Ababii, S. Parii, A. Chiaburu, C. Jucovschi. Metoda de prognostic al aparitiei efectelor
adverse la protezarea auditiva. Act de implementare in lucrul curativ profilactic al sectiei
Otorinolaringologie, IMSP Spitalul Clinic Municipal ,,Sf. Treime” din 2020.

6. S. Parii, C. Jucovschi. Metodda de determinare a scorului maxim de inteligibilitate
vocald. Act de implementare in lucrul curativ profilactic al sectiei Otorinolaringologie,

IMSP Spitalul Clinic Municipal ,,Sf. Treime” din 2020.

260



7.

S. Parii, V. Rudic. Metoda de tratament medicamentos al hipoacuziei. Act de
implementare in activitatea stiintifico-practicd a Clinicii ORL ,,Sf.Treime”, USMF

»Nicolae Testemitanu” din 2020.

Acte de implementare a inovatiilor

Rudic V., Parii S. BioR in tratamentul acufenelor. Act de inplementare in procesul
stiintifico-practic al Centrului Stiintific al Medicamentului al USMF , Nicolae
Testemitanu”™ din 2013.

Parii S. Protocol de evaluare a acufenelor la pacientii cu surditate neurosenzoriala. Act
de inplementare in procesul stiintifico-practic al Centrului Stiintific al Medicamentului al
USMF ,,Nicolae Testemitanu” din 2013.

Buza A., Parii S., Chiaburu-Chiosa D., Levitchi A., Abdusa-Galea D., Butovscaia C.,
Maniuc M. Genotiparea mutatiei 35delG/rs80338939 in gena GJB2 prin tehnica TagMan
Real Time PCR. Act de implementare in procesul stiintifico-practic al Laboratorului de

genetica al USMF , Nicolae Testemitanu” din 2020.

Acte de implementare in activitatea stiintifico-didactica

Uncu L., Parii S. Elaborarea picaturilor auriculare cu continut de ciprofloxacina
clorhidrat si ulei volatil de busuioc. Act de implementare in procesul stiintifico-didactic
al Catedrei de chimie farmaceuticd si toxicologica din cadrul USMF | Nicolae
Testemitanu” din 2020.

Parii S. Determinarea efectelor otoprotectoare ale produselor farmacologice Flamena,
emulsie, si Neamon-hepa, capsule, prin evaluarea rezultatelor cercetarilor preclinice in
surditatea de perceptie indusa la animale de laborator. Act de implementare in procesul
stiintifico-didactic al Catedrei de farmacologie si farmacie clinica din cadrul USMF

»Nicolae Testemitanu” din 2020.
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Anexa 11. Mentiuni, distinctii, diplome obtinute (la tema tezei) la expozitii de inventica

nationale si internationale

1.

I. Ababii, S. Parii, A. Chiaburu, C. Jucovschi. Expozitia Internationala Specializata
INVENTICA, 19-21 iunie, lasi, Romania, 2013. Medalie de aur. Expozitia
Internationala Specializata PRO INVENT, 19-21 martie, Cluj-Napoca, Romania, 2014.
Medalie de aur.

V. Rudic, S. Parii, V. Cabac, V. Valica, T. Chiriac. Utilizarea extractului din biomasa
tulpinei cianobacteriei  Spirulina platensis  (Nordst) Geitl CNMN-CB-02 pentru
tratamentul pacientilor cu hipoacuzie neurosenzoriala. Expozitia Internationald
Specializata EUROINVENT, 22-24 mai, lasi, Romania, 2014. Medalie de argint.
Expozitia Internationald Specializatda INVENTICA, 2-4 iulie, Iasi, Romania, 2014.
Medalie de aur. Salonul de Inventii si Inovatii INVENTIKA, 15-18 octombrie,
Bucuresti, Romania, 2014. Medalie de bronz. INFOINVENT, 25-28 noiembrie, 2015.
Chisinau, Republica Moldova. Medalie de bronz.

S. Parii, C. Jucovschi. Metodd de determinare a scorului maxim de inteligibilitate
vocala. Expozitia Internationala Specializatda EUROINVENT, 22-24 mai, lasi, Romania,
2014. Medalie de bronz. Expozitia Internationalda Specializata PRO INVENT, 25-27
martie, Cluj-Napoca, Romania, 2015. Medalie de aur cu mentiune speciala.

Mereuta 1., Valica V., Caraus V., Parii S. Sirop pentru tratamentul starilor
precanceroase. Expozitia Internationala Specializatda INFOINVENT,

25-28 noiembrie, 2015. Chisinau, Republica Moldova. Medalie de aur.

Parii S., Rudic V., Maniuc M., Valica V., Uncu L., Ababii P., Nicolai E., Jucovschi
C. Expozitia Internationald Specializata EUROINVENT, editia a VIII-a. Iasi, Romania,
19-21 mai 2016. Medalie de aur. Expozitia Internationala Specializata INVENTICA, 29-
30 iunie, Iasi, Romania, 2016. Medalie de aur.

Parii S., Gonciar V., Curocichin G., Uncu L., Buza A., Nicolai E, Valica V.
Improvement of diagnosis and pharmacotherapy of the ear disorders. Salonul
International Specializat INVENTICA, editia a 24-a. lasi, Romania, 29-31 iulie 2020.
Medalie si diploma de excelenta.

Parii B., Valica V., Parii S., Todiras M., Rusnac L., Golovin P. Preparat medicamentos
Neamon-hepa, capsule. Expozitia nationala ,,Fabricat in Moldova”. Chisinau, 29.01.-02.02.2014.

Diploma de mentiune.
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https://www.researchgate.net/project/Improvement-of-diagnosis-and-pharmacotherapy-of-the-ear-disorders

9. S. Parii. USMF ,Nicolaec Testemitanu”. Diploma Cu ocazia Zilei Inventatorului i
Rationalizatorului pentru rezultate remarcabile in activitatea inovativ-inventiva, 28 iunie
2012.

10. S. Parii. Diploma de excelenti in semn de apreciere si recunoastere a competentei si
Initiativei in sprijinirea Conferintei Zilele Spitalului Clinic de Recuperare ,,Trecut,

prezent si viitor in recuperare”, editia a XVI-a. 12-17 martie 2018, Iasi, Romania.
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AR

MD 291 Z 2011.07.31

MD 291 Z 2011.07.31

REPUBLICA MOLDOVA

o)

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

(12)

an 291 a3 Z

(51) Int. CL: A61B 10/00 (2006.01)

A61B 5/12 (2006.01)

BREVET DE INVENTIE

DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2010 0154
(22) Data depozit: 2010.07.19

(45) Data publicarii hotararii de

acordare a brevetului:
2010.11.30, BOPI nr. 11/2010

(67)* Nr. si data transformarii cererii:

a 2010 0082, 2010.09.16

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"

DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD
(72) Inventatori: ABABII Ion, MD, PARII Sergiu, MD; CHIABURU Anghelina, MD;

JUCOVSCHI Constantin, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Reprezentant: VOZIANU Maria

(54) Metodi de pronostic al aparitiei efectelor adverse la protezarea auditiva

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicina, in special la
otorinolaringologie.

Esenta inventiei constd in aceea cd metoda
de pronostic al aparitiei efectelor adverse la
protezarea auditiva include examenul clinic i
paraclinic ce releva urmétorii parametri: varsta
pacientului (VP), infectiille suportate (FS),
evolutia surdititii (ES), pragul auditiv in
limitele 0...120 dB (PA), indicele de articulare

10

264

2

(IA), apoi se calculeaza functia discriminantd
(F) conform formulei:

F= -7,927 + 0,144 - VP - 0,476 - FS -
0,975 - ES + 0,073 - PA + 0,065 - IA, si in
cazul in care F>0 se prognozeaza lipsa riscului
de aparitie a efectelor adverse, iar cdnd F<0 —

riscul aparitiei efectelor adverse.

Revendicari: 1
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MD 732 Z.2014.09.30

A AT

MD 732 Z.2014.09.30

REPUBLICA MOLDOVA

Al

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

an 732 a3 Z

(51) Int.Cl: A61B 5/12 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2013 0066
(22) Data depozit: 2013.04.12

(45) Data publicirii hotararii de

acordare a brevetului:
2014.02.28, BOPI nr. 2/2014

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: PARII Sergiu, MD, JUCOVSCHI Constantin, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Mandatar autorizat: VOZIANU Maria

(54) Metodi de determinare a scorului maxim de inteligibilitate vocala

(57) Rezumat:

Inventia se refera lla medicina, in special la
otorinolaringologie si poate fi utilizatd pentru
aprecierea inteligibilitatii vocale.

Esenta metodei constd In aceea cid se
efectueaza examinarea audiometrica tonala cu
stabilirea  urmatorilor  parametri: media
pragului auditiv (PA), media pragului de

disconfort (PD), aspectul curbei audiometrice
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2
(CA), indicele de articulare (IA), media

gradului de surditate (GS), apoi in baza
rezultatelor obtinute se calculeazd scorul
maxim de inteligibilitate vocala (y), conform
formulei:

y = 0,784xPA + 0,230xPD — 1,192xCA —
0,214xIA — 0,590xGS + 51,055.

Revendicari: 1
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MD 4277 C1 2014.10.31

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

O A

MD 4277 C1 2014.10.31

and277 a» C1

(51) Int.Cl: A6IK 36/05 (2006.01)

A61P 27/16 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2013 0056
(22) Data depozit: 2013.05.24

(67)" Nr. si data transformirii cererii:
s 2013 0090, 2013.08.09

(45) Data publicirii hotararii de
acordare a brevetului:
2014.03.31, BOPI nr. 3/2014

(71) Solicitant: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: PARII Sergiu, MD; RUDIC Valeriu, MD

(73) Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(74) Mandatar autorizat : VOZIANU Maria

(54) Utilizarea extractului din biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis
(Nordst) Getil CNMN-CB-02 pentru tratamentul pacientilor cu hipoacuzie

neurosenzoriala

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la medicing, in special la
otorinolaringologie si poate fi utilizata pentru
tratamentul ~ pacientilor cu  hipoacuzie
neurosenzoriala.

Conform inventiei revendicate se utilizeazi
extract din biomasa tulpinii cianobacteriei

Spirulina platensis (Nordst) Getil CNMN-CB-
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2

02 pentru tratamentul pacientilor cu hipoacuzie
neurosenzoriald, cate Smg, de 2 ori pe zi,
inainte de masd, timp de 20 zile.

Revendiciri: 1
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MD 4341 C1 2015.11.30

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuali

A

MD 4341 C1 2015.11.30

an 4341 13y C1

(51) Int.Cl: A6IK 9/08 (2006.01)

AGIK 31/07 (2006.01)
AGIK 31/592 (2006.01)
AGIK 31/355 (2006.01)
AGIK 31/375 (2006.01)
AGIK 31/51 (2006.01)
AGIK 31/525 (2006.01)
AGIK 31/455 (2006.01)
AG1K 31/4415 (2006.01)
AGIK 31/714 (2006.01)
AGIK 31/4188 (2006.01)
AG1K 31/197 (2006.01)
AG1K 33/06 (2006.01)
AGIK 31/695 (2006.01)
AGIK 33/04 (2006.01)
AGIK 31/70 (2006.01)
B82Y 5/00 (2011.01)
AGIP 1/04 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE

(21) Nr. depozit: a 2013 0088
(22) Data depozit: 2013.11.21

(45) Data publicarii hotérarii de
acordare a brevetului:
2015.04.30, BOPI nr. 4/2015

(71) Solicitant: MEREUTA Ion, MD

(72) Inventatori: MEREUTA Ton, MD; VALICA Vladimir, MD; CARAUS Vladimir, MD; PARIL

Sergiu, MD
(73) Titular: I\/LEREUIA Ton, MD

(54) Sirop pentru tratamentul starilor precanceroase gastrice

(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la gastroenterologie, in
special la substante biologic active in forma de
siropuri care pot fi utilizate pentru tratamentul
starilor precanceroase gastrice.

Conform inventiei, siropul revendicat
contine: vitamina A, vitamina D,, vitamina E,
vitamina C, vitamina B,, vitamina B,, niacina,
vitamina Bg, vitamina B;,, biotini, acid folic,
acid pantoteic, oxid de magneziu, oxid de
cupru, selenat de sodiu, nanoparticule de oxid
de zinc si argint, luate in raport de 9:1, §i sirop
de zahar, ingredientele fiind luate iIn urmatorul
raport cantitativ pentru 100 ml:

vitamina A, mg 0,8
vitamina D,, mg 0,005
vitamina E, mg 10
vitamina C, mg 100
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2
vitamina By, mg 3
vitamina B,, mg 3,6
niacind, mg 40
vitamina Bg, mg 2
vitamina By, mg 0,003
biotind, mg 0,06
acid folic, mg 0,2
acid pantoteic, mg 15
oxid de magneziu, mg 375
oxid de cupru, mg 1
selenat de sodiu, mg 0,055
nanoparticule de oxid de
zinc §i argint, mg 6
sirop de zahar, ml restul.

Revendicari: 1
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Pentru inovatia cu titlul

Preparatul BioR in tratamentul acufenelor

w3

LTy XY

Inovatia a fost inregistrati pe data de 14.01.2013
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoagte calitatea de autor(i)

RUDIC VALERIU,
PARII SERGIU

berarii /)/’ p
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ANEXA 8. - Acte de implementare a inventiilor, inovatiilor si certificate de
inregistrare a preparatelor medicamentoase

Certificate de inregistrare

() GUVERNUL
AGENTIA MEDICAMENTULUI ! 4 | REPUBLICIl MOLDOVA
SI DISPOZITIVELOR MEDICALE 7\

CERTIFICAT

DE INREGISTRARE A MEDICAMENTULUI
MARKETING AUTHORIZATION OF MEDICINAL PRODUCT

in baza ordinului MS RM (nr. 866 din 16 noiembrie 2017)
in accordance with order of MoH RM (nr. 866 from November 16, 2017)

‘D se decide autorizarea produsului:
has been decided the registration of product:
Denumire comerciala: Flamena
Name:
Form3 farmaceuticd, dozd, mirimea ambalajului:  emulsie orald 150 mg + 6 mg/5 ml
Dosage form, strength and package size: 100 ml N1
Compozitia: 5 ml contine
Composition: substante active: glicind 150 mg,
Dihidroquercetind 6 mg.
excipienti: anexa 1

Detindtor al Certificatului de inregistrare: Standart SRL,
Marketing Autorization Holder: Rusia

Producédtor: i.C.S. Eurofarmaco S.A.,
Manufacturer: Republica Moldova

Clasificare ATC: VO3AF
ATC classification:

Termen de valabilitate: 24 luni
Shelf life:

Numair de inregistrare, data emiterei: 23972 din 16 noiembrie 2017
Registration number and date of issue:

Rezumatul caracteristicilor produsului si prospect anexa 1
Summary of the product and patient information leaflet

sau

Instructiunea pentru administrare
Instructions for administration

Informatii privind etichetarea anexa 2
Information on the labeling

Parametrii de calitate ai produsului sunt cei prevézuti in documentatia care a stat la
baza eliberdrii prezentului Certificat de Inregistrare. Orice modificare a datelor
specificate in Certificatul de Inregistrare sau in documentatia de autorizare trebuie
raportata si aprobatd de Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale. Prezentul
Certificat de Inregistrare are o valabilitate de 5 ani de la data emiterii si nu
conditioneaza importul. \

The quality of the product is that which is stipulated by the documentations which were the basis for giving this particular
Marketing Authorization. Any modification of the data stipulated by the Marketing Authorization or documentation must be

reported to the Medicines and Medical Divice Agency and have its approval. The Marketing Authorization is valid for 5 years
after emission and doesn’t guarantee the import of the medicinal product.

Director general

272



MINISTERUL SANATATIL AL REPUBLICII MOLDOVA 5
CENTRUL NATIONAL DE SANATATE PUBLICA

MD 2028, mun. Chigindu, str. Gh. Asachi 67A, Tel. +373 22 574 501; Fax. + 373 22 729 725,
hup://www.cnsp.md, e-mail: anticamera@ensp.md, ¢nspf@cnsp.md, IDNO 1007601001123

13-7.2075 N 0687/ R3S

Lanr. din

AVIZ DE NOTIFICARE

in conformitate cu prevederile Hotarirli Guvernului nr.538 din 02.09.2009
,Pentru aprobarea Regulamentului sanitar privind suplimentele alimentare” Ordinului
Ministerului Sanatatii nr.263 din 30.03.2014 ,,Cu privire la implementarea Hotaririi
Guvernului nr.538 din 02.09.2009”, Ordinului CNSP nr.37 din 09.04.2014 ,,Cu privire
la organizarea notificarii si inregistrarii suplimentelor alimentare”, urmare examinarii
materialelor prezentate se autorizeazd plasarea pe piata Republicii Moldova
urmétorului produs:

Denumirea produsului: MERION
Forma de comercializare: suspensie, 100 ml
Domeniu de utilizare: supliment alimentar

Compozitia per 100 ml.: Seleniu (selenit de sodiu)- 55,00 ug, Crom (clorurd de crom III)- 40,
00 mkg, Zinc (lactat de zinc) nanoparticule- 4,00 mg, Cupru (sulfat de cupru)- 1,00 mg,
Magneziu (saruri de magneziu ale acidului citric)- 375,00 mg, Vitamina A (acetat de retinil)-
800, 00 mkg, Niacind (nicotinamida)- 40,00 mg, Biotind (D-biotind)- 60,00 mkg, Vitamina D3
(colecalciferol)- 5,00 mkg, Vitamina Bz (cianocobolamind)- 3,00 mkg, Vitamina Bs (clorhidrat
de piridoxind)- 2,00 mg, Vitamina B (clorhidrat de tiamind)- 3,00 mg, Vitamina Bz (riboflavin-
5-phosphat de sodiu)- 3,60 mg, Vitamina E (acetat de DL-alfa-tocoferil- 10,00 mg, Acid
pantotenic (D-pantotenat de calciu)- 15,00 mg, Acid folic (L-metilfolat de calciu)- 200,00 mkg,
Vitamina C (acid L-ascorbic)- 100,00, lactozad monihidrat.

Producator/Detinétorul notificarii: i.M. FARMACO S.R.L., mun. Chisindu,
str. Vadul-lui-Vodi 2, Republica Moldova

Este interzisa inscriptionarea ambalajului/si sau prospectului produsului cu proprietati
de prevenire, tratare sau vindecare a unor boli sau si se facid referire la asemenea
proprietati

ul in situatia modificarii compozitiei si calitatii produsului.

medicnlui sef sanitar de stat ¢
Moldova ’% &J lon Bahnarel

Ex Nieafat Gpopol 022574682
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Acte de implementare a inventiilor

Ji Seadtdil

i
L.

Repubilc: @aide
iptiatul Clinit Repuitican pantry Comid
<EMILIAN COTAQA: |
MD 2009, Chigin® . '
str.V.Alpcsandr! v .0
WL TR77-T¢

. 7
We. 4176 oliv 164772 ACT DE IMPLEMENTARE

Denumirea: Metoda de pronostic al aparitiei efectelor adverse la protezarea auditiva
Autori: lon Ababii, academician al AS$M, dr.hab.. profesor universitar; Sergiu Parii. dr. med..
conferentiar cercetitor; Anghelina Chiaburu, dr.med., conferentiar universitar; Constantin Jucovschi.
Locul implementarii: IMSP Spitalul Clinic Republican pentru Copii ,.Em.Cotaga™. Centrul de
Audiologie, protezare auditiva si reabilitare medico-pedagogica.

Esenta metodei aplicate in practicd constd in selectarea factorilor decisivi de pronosticare
a aparitiei inconvenientelor protezarii auditive la pacientii ce suferd de surditate in baza datelor
anamnestice §i investigatiilor audiologice. Inventia a fost brevetatd (copia brevetului MD 291 Z
se anexeazd). Problema pe care o rezolva inventia care este la bazd consid In majorarea
cficacitatii protezarii auditive, datoritd unei metode de pronostic a efectelor adverse la utilizarea
protezelor auditive. Metodica propusa a fost verificatd matematic la 73 pacienti cu surditate
neurosenzoriald si ulterior aplicatd in activitatea de recuperare auditiva. Conform datelor
obtinute metoda de pronosticare a eficacitatii protezarii auditive permite depistarea certd a
bolnavilor cu risc de evolutic a inconvenientelor protezarii auditive, facilitind nu numal

pronosticarea aparitiei acestora ci si conduita ulterioara de reabilitare.

Vicedirector V4 W

dr.med., conferentiar universitar Tatiana Raba
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e “APROB”
et '”’Co‘ /Prorector pentru activitate stiintificii

=2
IWF “Nicolae Testemnanu

9e4€ 2012

ACT

Cu privire la implementarea in procesul stiintifico-practic al Laboratorului Patologie ORL

al Universititii de Stat de Medicina si Farmacie ,Nicolae Testemitanu™

Denumirea ofertei: Metodi de pronostic al aparitiei efectelor adverse la protezarea auditivi

Autorii ofertei: Ion Ababii, academician al ASM, dr.hab., profesor universitar: Sergiu Parii, dr.
med., conferentiar cercetitor;  Anghelina Chiaburu, dr.med., conferentiar universitar
Constantin Jucovschi, dr.mat.

Esenta implementdrii consta in selectarea factorilor decisivi de pronosticarc a aparitici
inconvenientelor protezarii auditive la pacientii ce suferd de surditate in baza datelor
anamnestice si investigatiilor audiometrice precum vérsta pacientului, infectiile suportate.
evolutia surditatii, pragul auditiv, indicele de articulare. Rezultatele implementirii constau in
cresterea exactititii pronosticarii efectelor adverse ale protezarii auditive la pacientil cu surditate.
datorita utilizarii in metoda datd a parametrilor clinici si anamnestici. Metoda propusi permite
depistarea precoce a bolnavilor cu risc sporit de dezvoltare a inconvenientelor. fapt ce impune o
atentie majord pentru categoria respectiva de pacienti cu corijare a programului de tratament,

selectare a protezelor auditive si reabilitare.

Sef Laborator

dr.hab., profesor universitar Mihail Maniuc
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ACT DE IMPLEMENTARE

in activitatea medicalid a inventiei

Denumirea: Utilizarea extractului din biomasa tulpinei cianobacteriei Spirulina
platensis (Nordst) Geitl CNMN-CB-02 pentru tratamentul pacientilor cu
hipoacuzie neurosenzoriala. Brevet nr MD 4277 din 2014.10.27.

Autori: Sergiu Parii, dr. st. med., conferentiar cercetator; Valeriu Rudic,

academician al ASM, dr.hab.st.med., profesor universitar;

Locul implementarii: ,,Cercetari Medicale Private”, mun. Chiginau, str.Calea

lesilor,8.
Anul implementarii: 2016

Esenta implementarii inventiei consta in aceea ca pentru tratamentul bolnavilor
cu hipoacuzie neurosenzoriala se administreazd preparatul medicamentos BioR
capsule 5 mg, cite 1 capsula de 2 ori pe zi inainte de mese timp de 20 zile.

Rezultatul consta in obtinerea unui scor mai inalt de terapie medicamentoasd la
pacientii cu hipoacuzie neurosenzoriala. Metoda a fost implementata In activitatea
practicd a serviciului audiologie.

Eficacitatea implementarii: constd in aceea ca@ preparatul propus contribuie la
majorarea eficacitatii tratamentului maladiilor neurosenzoriale analizatorului
auditiv.

Director Alexandr Musteata
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ACT DE IMPLEMENTARE

in activitatea medicald a inventiei

Denumirea: Metoda de determinare al scorului maxim de inteligibilitate vocala,
(brevet nr MD 792 Z din 2014.09.30).

Autori: Sergiu Parii, dr. st.med., conferentiar cercetator; Constantin Jucovschi.

Locul implementarii: ,,Cercetari Medicale Private”, mun. Chisinau, str.Calea

lesilor,8.
Anul implementarii: 2016

Esenta implementarii inventiei consta Tn selectarea criteriilor de pronostic a
scorului maxim de inteligibilitate vocala in baza datelor anamnestice, clinice si
audiometrice.

Rezultatul constad in majorarea eficacitatii diagnosticului audiologic prin metoda
mai efectivd si operativd. Metoda a fost implementatd in activitatea medicalad a
serviciului audiologie.

Eficacitatea implementarii: Obiectivizarea pronosticarii scorului maxim de
inteligibilitate vocala. Metoda propusa permite diagnosticul in lipsa testelor de
audiometrie vocald, fapt important in reabilitarea electro-acusticé si incardrarea in
societate a persoanelor cu handicap auditiv.

Director é Ty Alexandr Musteata
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Acte de implementare a inovatiilor

“APROB”

144 Viorel Pnsacari
2013

ACT
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic)

Denumirea ofertei: Metoda de tratament al acufenelor la pacientii cu surditate neurosenzoriald
Autorii ofertei: Valeriu Rudic, dr.hab., profesor universitar, academician al ASM . Sergiu Parii,
dr. med., conferentiar cercetator.

Sursa de informatie: Prezenta propunere/metoda este claborata la Centrul Stiintific in Domeniul
Medicamentului, si sc bazeaza pe un lot de studiu de 20 pacienti ce sufera de surditate
neurosenzoriala si acufene.

Locul implementirii: USMF _Nicolae Testemitanu”,  Centrul Stiintific in Domeniul
Medicamentului. Laboratorul evaluare preclinica si clinica a medicamentelor

Eficacitatea implementarii: Semnificatia stiintifica a implementdrii metodei propuse in
procesul stiintifico-practic constd in includerea a protocolului de tratament al acufenelor la
bolnavii cu surditate neurosenzoriald in calitate de remediu antioxidant a preparatului
medicamentos BioR.

Obiectii/ propuneri: Valoarea aplicativa a metodei o constitute imbunatatirea calitatii si
micsorarea timpului necesar pentru investigatia pacientilor care necesitd protezare auditiva.

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cererea de inovatie, certificati cu nr.
5207

Sef cadedri/laborator Scmm‘lt\ra Numele pronumele
(unde este implementata propunerea) \
\ \!P/

Sef CSDM
dr.hab.. profesor universitar,

Vladimir Valica

Al

Sel Sectie Inovare, C it Eugenia Groza
Marketing si transfer tehnologic
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“APRODB”

&y AR, profesor universitar
i -corespondent al ASM

‘s - Viorel Prisacari

2013

ACT
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

(in procesul stiintifico-practic)

Denumirea ofertei: PROTOCOL DE EVALUARE A ACUFENELOR LA PACIENTII CU
SURDITATE NEUROSENZORIALA

Autorul ofertei: Sergiu Parii, dr. med., conferentiar cercetator.

Sursa de informatie: Prezenta propunere/metoda este elaborata la Centrul Stiintific in Domeniul
Medicamentului

Locul implementarii: USMF  _Nicolae Testemitanu™,  Centrul Stiintific in Domeniul
Medicamentului. Laboratorul evaluare preclinica si clinicd a medicamentelor

Eficacitatea implementarii: Semnilicatia implementarii metodei propuse in procesul stiintifico-
practic constd in majorarca calitatii asistentei de reabilitare la pacientii cu tinnitus prin includerca
in protocolul de evaluare a noilor metode de investigatii (spectrul diapazonului dinamic al
auzului, statusului microelementelor), si de recuperare (farmacoterapie)

Obiectii/ propuneri: Valoarea aplicativi a metodei o constitute imbunatatirea calitatii si
micgorarea timpului necesar pentru investigatia pacientilor care necesitd protezare auditiva.

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cererea de inovatie, certificati cu nr.
5221

Sef cadedri/laborator Semnitura Numele pronumele
(unde este implementatd propunerea)
i VN 7
Sef CSDM i Vladimir Valica

dr.hab.. profesor universitar,

- i
Sef Sectic Inovare, Cf %A”‘P ¢ Eugenia Groza
Marketing si transfer tehnologic
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italul Clinic

| T;{,Sf.Treime”
@t Oleg Crudu
2020

ACT DE IMPLEMENTARE

in lucrul curativ-profilactic al sectiei otorinolaringologie a Spitalului Clinic Municipal
Sf.Treime” a rezultatelor cercetdrilor stiintifice ale conferentiarului cercetétor Parii Sergiu, sef
Laborator de evaluare preclinica i clinicd a medicamentului, Centrul $tiintific al

Medicamentului, USMF *Nicolae Testemitanu™

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Determinarea scorului maxim de inteligibilitate
vocala.

2. Autorul ofertei: Parii Sergiu, dr.st.med., conferentiar cercetator, sef laborator, Centrul
Stiintific al Medicamentului, USMF “Nicolae Testemitanu™

3. Surse de informatie:

e Parii S. Surditatea si tratamentul medicamentos. Monografie. Chisinau, 2018. Centrul
Editorial-Poligrafic Medicina. pp. 19-20.

e Metoda de determinare al scorului maxim de inteligibilitate vocala. Brevet de inventie
MD 792 Z din 2014.09.30.

4. Locul si timpul implementarii: Sectia Otorinolaringologie in anul 2020.

5. Rezultatele implementdrii: Comisia in componenta sefului Clinicii ORL ,,Sf.Treime”
dr.st.med., conferentiar universitar Cabac Vasile si medicul sectiei Otorinolaringologie
Popov Alexandru confirma, cd datele clinice despre metoda de determinare al scorului
maxim de inteligibilitate vocald la pacientii cu deficientd auditivd sunt binevenite si
rafionale pentru includerea in diagnosticul afectiunilor analizatorului auditiv.

6. Obiectii si propuneri: nu sunt.

Sef clinica ORL
dr.st.med., conf. univ. % Cabac Vasile

-

Medic ORL
Popov Alexandru
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ACT DE IMPLEMENTARE

In lucrul curativ-profilactic al sectici otorinolaringologie a Spitalului Clinic Municipal
»Sf. Treime” a rezultatelor cercetarilor stiinfifice a conferentiarului cercetator Parii Sergiu, sef
Laborator de evaluare preclinica si clinicd a medicamentului al Centrului Stiintific al

Medicamentului, USMF “Nicolae Testemitanu”

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Metodd de prognostic al aparitiei efectelor
adverse la protezarea auditiva.
2. Autorul ofertei: Parii Sergiu, dr.st.med., conferentiar cercetitor, sef laborator, Centrul

Stiintific al Medicamentului al USMF “Nicolac Testemitanu”

(95}

Surse de informatie:
e Parii S. Surditatea si tratamentul medicamentos. Monografie. Chisinau, 2018. Centrul
Editorial-Poligrafic Medicina. pp. 19-20.
® Metodd de prognostic al aparitiei efectelor adverse la protezarea auditiva. Brevet de
inventie MD 291 Z din 2011.07.16.
4. Locul si timpul implementarii: Sectia Otorinolaringologie in anul 2020.
5. Rezultatele implementdarii: Comisia in componenta sefului Clinicii ORL “Sf Treime”
dr.st.med., conferentiar universitar Cabac Vasile si medicul sectiei Otorinolaringologie
Popov Alexandru confirma, ci datele clinice despre metoda de prognostic al aparitiei
cfectelor adverse la protezarea auditiva la bolnavii.cu hipoacuzie sunt binevenite si
rationale pentru includerea in procesul de recuperare auditiva.

6. Obiectii si propuneri: nu sunt.

Sef clinicd ORL \k
dr.st.med., conf. univ. Cabac Vasile

Medic ORL /'/
Popov Alexandru
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ACT DE IMPLEMENTARE

in procesul stiintifico-didactic, a rezultatelor cercetirilor stiintifice ale conferentiarului

cercetator Parii Sergiu, cercetitor stiintific coordonator, Centrul Stiintific al Medicamentului,
USMF ,Nicolae Testemitanu”:

1.

2.

6.

Denumirea ofertei pentru lmplementare Elaborarea picaturilor auriculare cu continut de
ciprofloxacina clorhidrat si ulei volatil de busuioc.

Autorii ofertei: Uncu Livia, dr. st. farm., conferentiar universitar; Parii Sergiu, dr. st.
med., conferentiar cercetator.

. Surse de informatie:

* S.Parii, L.Uncu, V.Valica, E.Nicolai, M.Maniuc. Elaborarea si evaluarea toxicitatii
acute a unui nou produs medicamentos pentru tratamentul otitelor. In: ,,Revista
Medico-Chirurgicald a Societdtii de medici si naturalisti din lasi”, Romania, 2016,
vol. 120, nr.2/supl. 1, p. 61-69.

e L.Uncu, T.Goncear, E.Nicolai, O.Vislouh, S.Parii. Evaluarea calitativa a principiilor
activi in ulei volatil din diferite specii de busuioc. In: Materialele Conferintei
stiinfifice cu participare internationald  Farmacia etica: istorie, realititi si
perspective” dedicatd memoriei acad. Vasile Procopisin si a conf. Nadejda Ciobanu.
Chisinau, 2018, p.172-173.

e L. Uncu, E. Donici, V. Valica, O. Vislouh, V. Gonciar, S. Parii. Development and
validation of an assay method for ciprofloxacin hydrochloride determination in
combination ear drops. In: Chemistry Journal of Moldova. Chisinau. 2019, nr. 2(14).
ISSN:1857-1727. doi: 10.19261/¢jm.2019.607 (IF: 0,52)

. Locul si timpul implementdrii: Catedra de chimie farmaceutica si toxicologici a USMF

»Nicolae Testemitanu™ in anul 2020.

. Rezultatele implementdrii: Comisia, in componenta sefului Catedrei de chimie

farmaceutica si toxicologica din cadrul USMF ,Nicolae Testemitanu”, dr. hab. st. farm.,
profesor universitar, Valica Vladimir §i conferentiarul universitar, Treapitina Tatiana,
confirmé, ci datele stiintifice experimentale obtinute in procesul de elaborare, analizi si
standardizare a picaturilor auriculare cu continut de clorhidrat de ciprofloxacina si ulei
volatil de busuioc sunt valoroase, originale, fiind binevenite i rationale pentru a fi
incluse in curriculele disciplinelor de la catedra pentru.instruirea didactici a studentilor
Facultatii de Farmacie si a rezidentilor la spec1a11tatea “Farmacie analitica”. Totodat
aceste rezultate pot servi ca premise pentru noi cercetdri farinaceutice si clinice, cu
includerea produsului medicamentos combinat elaborat sub forma de picaturi auriculare
in farmacoterapia maladiilor inflamatorii ale urechii.

Obiectii §i propuneri: nu sunt.

Sef catedra, Catedra de chimie farmaceutic3 si toxicologici
dr. hab. st. farm., profesor universitar " Valica Vladimir

Sef de studii, Catedra de chimie farmaceutica si toxicol
dr. st. farm., conferentiar universitar

ogicd
ﬂ\/ Treapitina Tatiana
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ACT DE IMPLEMENTARE

in procesul stiintifico-practic, a rezultatelor cercetarilor stiintifice ale conferentiarului

cercetator Parii Sergiu, cercetitor stiintific coordonator, Centrul Stiintific al Medicamentului,
USMF “Nicolae Testemitanu™:

1

2

3

. Denumirea ofertei pentru implementare: Genotiparea mutatiei 35delG/rs80338939 in
gena GJB2 prin tehnica TagMan Real Time PCR.

Autorii ofertei: Curocichin Ghenadie, dr. hab. st. med., profesor universitar; Buza
Anastasia, cercetdtor stiintific; Parii Sergiu, dr. st. med., conferentiar cercetitor;
Chiaburu-Chiosa Doina, dr. st. med., asistent universitar; Levitchi Alexei, dr. st. biol,;
Abdusa-Galea Daniela, dr. st. biol.; Butovscaia Cristina, cercetitor stiintific; Maniuc
Mihail, dr. hab. st. med., profesor universitar.

. Surse de informatie:

* S.Parii. Hipoacuzia neurosenzoriald geneticd: particularitifi clinice si aspecte
diagnostice. In: ,,Curierul Medical”. Chisinau, 2012, nr. 4, p. 50-53.

* A.Buza, A.Levitchi, S.Parii, A.Chiaburu, Gh.Curocichin. Molecular genetic profile
of nonsyndromic sensorineural hearing loss. In: Volum rezumate Conferinta Zilele
Spitalului Clinic de Recuperare ,,Trecut, prezent si viitor in recuperare”- Editia a-
XVlI-a. lasi, Romania, 2018, pag. 89-90.

* L.Radulescu, Gh.Curocichin, A.Buza, S.Parii, T.Meriacre, D.Chiaburu-Chiosa,
C.Butnaru, R.Birkenhager, C.Martu. Efficiency of SNPs for the Detection of 35DelG
Mutation in 50 Cases with Nonsyndromic Hearing Loss. In: ,,Revista de Chimie”.
Bucuresti, Romania, 2018, vol.69, nr.8, p. 2273-2277. (IF: 1,41)

. Locul si timpul implementdrii: Laboratorul de genetici a USMF , Nicolae Testemitanu”

in anul 2020.

- Rezultatele implementarii: Comisia, in componenta cercetitorului stiintific coordonator al

Laboratorului de genetici din cadrul USMF ,Nicolae Testemitanu, dr. st. biol.,
conferentiar universitar, Popescu Victor §i cercetdtorul stiintific Olsanscaia Melania,
confirmd cd datele stiintifice experimentale despre determinarea mutatiei 35delG in gena
GJB2 pentru stabilirea surditdtii neurosenzoriale nonsindromice sunt binevenite si
rationale pentru cercetarea geneticd, instruirea didactici a studentilor si rezidentilor,
precum si In diagnosticul genetic in cadrul laboratoarelor medicale.

6. Obiectii §i propuneri: nu sunt.

Cercetator stiintific coordonator, Laboratorul de genetica
dr. st. biol., conferentiar universitar C@‘j/ "~ Popescu Victor

Cercetator stiintific, Laboratorul de genetici M . Olsanscaia Melania
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Offered Mr / Ms

Ababii Ion, Parii Sergiu,
Chiaburu Anghelina, Jucovschi Constantin

' METHOD FOR PREDICTING THE DEVELOPEMENT
OF ADVERSE EFFECTS IN HEARING AIDS FITTING
State University of Medicine
and Pharmacy “N. Testimitanu”

THE XVII-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
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Treatment of patients with sensorineural deafness using extract of
Spirulina platensis (Nordst.) Geitl., CNMN-CB-02 cyanobacterium biomass

RUDIC Valeriu, PARII Sergiu, CABAC Vasile, CHIRIAC Tatiana

SILVER MEDAL -

President of International Jury President of Exhibition /0
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UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

sub egida MINISTERULUI EDUCATIE| NATIONALE si
ACADEMIE| DE STIINTE TEHNICE DIN ROMANIA, FILIALA CLUJ

SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
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Se acorda: Ababii lon, academician ASM, profesor universitar, doctor habilitat in medicina; Parii Sergiu,
doctor in medicina, conferentiar cercetator; Chiaburu Anghelina, doctor in medicina,
conferentiar universitar; Jucovschi Constantin, doctor in matematica

Pentru: METODA DE PRONOSTIC AL APARITIEI EFECTELOR ADVERSE LA
PROTEZAREA AUDITIVA

PRESEDINTELE SALONULUI,

PRESEDINTELE JURIULUI,
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DIPLOMA

se acordd

UNIVERSITATII DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE
+~NICOLAE TESTEMITANU"” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Autori
Rudic V., Parii S., Cabac V., Chiriac T.

cu ocazia celei de a 16-a editii a
SALONULUI DE INVENTII SI INOVATII

INVENTIKA

15 - 18 OCTOMBRIE 2014 | Bucuresti, Romania

Mihnea COSTOIU s Catalin TRIFU

Ministru delegat ¥ Director General
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se acordd

PARII SERGIU, RUDIC VALERIU, CABAC VASILE,
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pentru
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25-28 noiembrie 2015, Chisindu, Republica Moldova
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UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

sub egida MINISTERULUI EDUCATIEI S| CERCETARII STIINTIFICE
si ACADEMIEI DE STIINTE TEHNICE DIN ROMANIA, FILIALA CLUJ

SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
PRO INVENT, Editia a Xll-a, 2015, Cluj-Napoca,Romania

nimil AI. l

e e e
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S| MEDALIA DE AUR CU MENTIUNE SPECIALA

Se acorda SERGIU PARII, JUCOVSCHI CONSTANTIN

UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE “NICOLAE TESTEMITANU
REPUBLICA MOLDOVA
Pentru METODA DE DETERMINARE AL SCORULU|I MAXIM DE INTELIGIBILITATE VOCALA

PRESEDINTELE SALONULUI,

Prof. dr. ing. AUREL VLAIC
Rector al
Universitatii Tehnice din Cluj-Nap, 5,./

PRESEDINTELE JURIULUI,
Prof. dr. ing. RADU MUNTEANU
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* UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

sub egida MINISTERULUI EDUCATIEI NATIONALE SI CERCETARII STIINTIFICE
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SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
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NEW METHODS OF AUDIOLOGY DIAGNOSIS,
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, Parii Sergiu, declar pe proprie raspundere ca materialele prezentate in teza
de doctorat se refera la propriile activitati si realizdri, In caz contrar urmand sa suport

consecingele, in conformitate cu legislatia in vigoare.

Parii Sergiu
Data 24.08.2019

Declaration on accountability
| declare the personal responsibility that information presented in this thesis are the result

of my own research and scientific achievements. | realize that, otherwise, will suffer the
consequences in accordance with law.

Parii Sergiu
Data 24.08.2019
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é\,< Curriculum Vitae Parii Sergiu

INFORMATII e :
PERSONALE Parii Sergiu
@ str. 0.Ghibu 1, ap.111, cod postal MD-2051, mun. Chisinau, Republica
I £ ‘ Moldova
- L 0-22-205-239 E +373-69616999
-

4 sergiu.parii@usmf.md

!.A_-J\ A

Sexul Masculin | Data nasterii 22/10/1974 | Nationalitatea Republica Moldova

TITLUL STIINTIFIC
Doctor in stiinte medicale (2004), conferentiar cercetator (2011). IP
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”,
CATEGORIA MEDICALA

Medic ORL-audiolog, categorie superioara (2007)

EXPERIENTA I

PROFESIONALA

2010 - prezent Sef laborator/ cercetator stiintific coordonator
Laboratorul de evaluare preclinica si clinica a medicamentelor
Centrul Stiintific al Medicamentului, USMF “Nicolae Testemitanu”
Domeniul de activitate: farmacologie si farmacologie clinica,
Tipul sau sectorul de activitate: management studii preclinice si studii
clinice, cercetare

2011 - 2020 Medic ORL-audiolog

Spitalul privat ,Medpark International Hospital”, Chisinau
Tipul sau sectorul de activitate: practica medicala

2015 - prezent Lector

Scoala Doctorala, USMF “Nicolae Testemitanu”, modul Bunele Practici
de Laborator/Bunele Practici in Studiul Clinic (GLP/GCP)

- elaborarea materialelor didactice pentru doctoranzii anului I-I

- instruirea doctoranzilor Tipul sau sectorul de activitate: didactic

2020 - prezent Medic ORL-audiolog
AMT-Centru, Chisinau
Tipul sau sectorul de activitate: practica medicala

2004 - 2010 Asistent universitar
USMF “Nicolae Testemitanu”, catedra Otorinolaringologie
- instruirea studentilor
Tipul sau sectorul de activitate: didactic si de cercetare

2002 - 2009 Medic ORL-audiolog
Centrul republican functional de audiologie, protezare auditiva si
reabilitare medico-pedagogica din cadrul IMSP Spitalul Clinic Republican
pentru Copii “Emilian Cotaga” al MS RM.

© Uniunea Europeana, 2002-2013 | http://europass.cedefop.europa.eu Pagina1/6
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é\,< Curriculum Vitae Parii Sergiu

Tipul sau sectorul de activitate: practica medicala

EDUCATIE $1 FORMARE I

2018-2019 Curs de perfectionare
,Metodologia cercetarii clinice”. Organizator: Universitatea
de medicina si farmacie “Gr.T. Popa”, lasi, Romania.
Desfasurare: USMF “"Nicolae Testemitanu”, Chisindu
- Perfectionarea cunostintelor in domeniul studiului clinic

2012-2013 Curs de perfectionare
- Curs acreditat de technician acustician-audioprotezist-
Asociatia pentru studiul Auzului, Clinica Urechii,

Bucuresti, Romania

Decembrie 2011 Training practic in cercetare
- Delbruck Center for Molecular Medicine (Berlin, Germany)
= Necropsia animalelor de laborator, procesarea tesuturilor;
» Interpretarea rezultatelor farmacologice experimentale preclinice.

Februarie 2008 Curs de Farmacologie
USMF “Nicolae Testemitanu”, catedra Farmacologie si farmacologie
clinica
= Competente in domeniul farmacologiei clinice
2000 - 2003 Doctorat ISCED 8

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”
= Diagnostic audiologic, tratament farmacologic, protezare auditiva la copii
si adulti cu maladii ale urechii Colectarea anamnezei, prescriptii pre- si
post-operatorii pentru pacientii cu limfadenopatii;
= Teza: "Particularitatuile diagnosticului si selectarii protezelor auditive la

bolnavii cu surditate sensoroneuralad” sustinuta in 2003
1997 - 1999 Rezidentiat ISCED 7
- USMF “Nicolae Testemitanu”, Catedra de otorinolaringologie
(bazele clinice: Spitalul Clinic Republican, SCRC "Em.Cotaga”, Spitalul
Municipal nr. 4)
=Competente practice si teoretice in diagnosticarea si tratamentul
maladiilor organelor din sfera ORL
1991 - 1997 Medic generalist ISCED 7
IP USMF “Nicolae Testemitanu”,
= Competente practice si teoretice necesare medicului generalist

COMPETENTE |
PERSONALE
Limba materna Romana, rusa
Alte limbi straine INTELEGERE VORBIRE SCRIERE
cunoscute Participare
Ascultare Citire la Discurs oral
conversatie

Engleza B2 B1 B1 A2 A2

© Uniunea Europeana, 2002-2013 | http://europass.cedefop.europa.eu Pagina 2/ 6



Competente de
comunicare

Competente
organizationale

Competente dobandite
la locul de munca

Competente

informatice

Permis de conducere

INFORMATII
SUPLIMENTARE

Publicatii

Curriculum Vitae

Parii Sergiu

*bune competente de comunicare dobandite prin munca didactica si

manageniala pe parcursul anilor 2002 — 2019.

=experienta organizatorica in coordonarea activitatii Laboratorului de
evaluare preclinica si clinica a medicamentelor al CSM (2010-2019);

= otorinolaringologie-audiologie, farmacologie

*0 buna cunoastere a instrumentelor Microsoft Office™(Word, Excel,
Access, Power Point), Adobe Photoshop, statistica medicala.

* B

210 publicatii, 130 in ultimii 5 ani, dintre care 1 monografie monoautor,
3 articole in reviste de specialitate cotate WoS si SCOPUS, 3 lucrari in
indexate ISI, 7
articole in reviste din strainatate recunoscute, 60 articole in reviste din
Registrul National al revistelor de profil, 6 brevete de inventii, 1 ghid, 3

volume ale unor manifestari stiintifice internationale

recomandari metodice

1. S.Parii. Surditatea si tratamentul medicamentos. Chisinau, 2018.

Centrul Editorial-Poligrafic Medicina. 136 p.

2. L.Radulescu, G.Curocichin, A.Buza, S.Parii, T.Meriacre, D.Chiaburu-
Chiosa, C.Butnaru, R.Birkenhager, C.Martu. Efficiency of SNPs for the
Detection of 35DelG Mutation in 50 Cases with Nonsyndromic Hearing
Loss. In: ,Revista de Chimie”. Bucuresti, Romania, 2018, vol.69, nr.8, p.

2273-2277. (IF 1,6)

3. L. Uncu, E. Donici, V. Valica, O. Vislouh, V. Gonciar, S. Parii.
Development and validation of an assay method for ciprofloxacin
hydrochloride determination in combination ear drops. In:
Journal of Moldova. Chisinau. 2019, nr. 2(14). ISSN:1857-1727. doi:

10.19261/cjm.2019.607 (IF: 0,52)

Chemistry

4. Mapwn B.W., Tognpaw M.M., Napun C.B., Banuka B.B., PycHak J1.T".,
YHrypsaHy A.W., TonosuH IN.B. 'enatonpoTekTOpHOE M aHTUOKCUAAHTHOE
OencTBMa MHOrOKOMMOHEHTHOro npenapata Neamon-hepa npu renatute

MHOYUMPOBAaHHOM YETbIPEXXITOPUCTHbLIM yrnepoaom.

B:

XypHan

"IlekapcTBeHHble nNpenapatbl W pauuoHanbHad gapmMakoTepanua’.

Mocksa, Poccuiickaa ®egepaumsa, 2013, Ne 2, ctp. 34-42.

5. S.Parii, V.Josanu, M.Ciocanu. Screening-ul auditiv la nou-nascuti. In:
"Revista specializata ORL.ro”. Bucuresti, Romania, nr. 19 (2/2013), p. 42-

44. doi: 10.26416/0Orl (Index Copernicus)

6. I.Ababii, S.Parii, A.Chiaburu, C.Jucovschi. Method for predicting the
developement of adverse effects in hearing aids. In: Europe PubMed

Central (PMC) Repository.
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7. 8.Parii, V.Rudic. Utilizarea extractului Spirulina platensis (Nordst) pentru
tratamentul pacientilor cu hipoacuzie neurosenzoriala. In : Buletinul Oficial
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Curriculum Vitae Parii Sergiu

de Proprietate Industriala. Chiginau, 2014, nr.03, p. 27. MD 4277 C1

Proiecte Membru de echipa a 12 proiecte in domeniul S&natatii si biomedicinei: 3
proiecte de cercetare institutionale aplicative (cercetator stiintific superior-
2, coordonator -1); 3 proiecte nationale din cadrul Programelor de Stat
(cercetator stiintific superior); 2 proiecte de inovere si transfer tehnologic
(cercetator stiintific superior); 2 proiecte de cercetare bilaterale (Republica
Moldova-Romania — 1 - cercetator stiintific coordonator, 1- director proiect);
1 proiect de cercetare bilateral R.Moldova-R.Belarusi (cercet. st. superior);
1 proiect international de asistentd medicald (medic). Cele mai relevante:

e _Deschiderea claselor integrative pentru copiii cu dereglari auditiv-
verbale”. “Every Child” (USA, UE) Filiala din Moldova in
parteneriat cu Guvernul Republicii Moldova, 2011

e “"Optimizarea tratamentului cu implant cochlear la copiii cu
hipoacuzie senzorineurald autosomal recesiva nonsindromica cu
mutatii la nivelul genei GJB2”. Proiect bilateral de cercetare in
domeniul Sanatatii umane. UMF “Gr.T.Popa”, lasi, Romania
USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova,
2016-2018

e ’“Obtinerea si cercetarea farmaceutica a derivatilor de
propiltiodiazolochinazolinond cu proprietati biofarmaceutice
optimizate”. Proiect bilateral de cercetare in domeniul Sanatate si
biomedicina. USMF “Nicolae Testemitanu”, si Chisinau,
Republica Moldova. Universitatea de Stat de Medicina din
Belarus 19.80013.80.07.08A/BL, 2018-2020

e "Cercetari complexe in domeniul elaborarii si implimentarii de noi
forme farmaceutice ale medicamentelor de origine vegetala si
obtinute prin sinteza”. ASM/ANCD, USMF “N.Testemitanu”-
Proiect institutional aplicativ 15.817.04.44A, 2015-2019

Stagieri e Audiologie clinica si experimentala. Universitatea de Medicina

"acad.|.P.Pavlov” St.Petersburg, Federatia Rusa (2013)

e Farmacologie/GLP. Institutul National de Farmacologie si
Toxicologie. Kiev (2011);

e Audiologie. Institutul de Fono-Audiogie si Chirurgie Functionala
ORL ,D.Hociota”. Bucuresti, Romania (2002)

e Audiologie. Institutul National de Otorinolaringologie
”O.Kolomiicenco”, Kiev, Ucraina (2001)

Cursuri o« “Regulile de Buna Practica Medicala GCP. Curs pentru
investigatori si monitori, "Verum.edu.”, Bucuresti, Romania, 27
iunie — 10 iulie 2011

e ,GCP requirements and their compliance at clinical trials in
Ukraine”, Course of International Foundation for Clinical
Research, 29 -30 ianuarie 2011

o “Actualitati in farmacologia clinica”, 01 noiembrie-01 decembrie
2010, USMF “N.Testemitanu”, catedra Farmacologie si
farmacologie clinica

o Training “Tehnici de analiza moleculara”, Centrul de Biologie
Moleculara, Universitatea ASM, Chisinau, 17-20 septembrie 2013

o Writing and management of innovation and technology transfer
projects, Tallinn University of Technology, Estonia, 27-28
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February, 2014;

Curs de instruire: Sisteme de management pentru laboratoarele
medicale ISO 15189 - auditori sisteme de management.
Business Research Company, Miscarea Roméana pentru Calitate.
Bucuresti, Romania. Chisinau, 15-17 decembrie 2014

Work-shop, partnering event: “Oportunitis for Horizon 20207,
Estonian Genome Center. Tartu, Estonia, 3-5 decembry 2014
Cursul: “Patologia echilibrului metode de investigatii si tratament”,
UMF “Gr.T.Popa”, Spitalul Clinic de Recuperare, 19-21
septembrie 2014Seminarul de instruire:“Managementul maladiilor
cronice”. Proiect UE: Reteaua Est-Europeana de Excelenta
CHRONEX-RD”. 20-23 mai, 30-31 mai 2014

Societatea stiintifico-practica a medicilor otorinolaringologi din RM
(din 2001)

Societatii Romane de Cercetare a Magnesiului (2009-2010)
Societatii Romane de ORL Pediatrie (din 2010)

Societatea stiintifico-practica a farmacologilor si farmacologilor
clinicieni din RM (din 2011)

Societatea Roméana de Audiologie si Patologie a Comunicarii (din
2016)

Membru al Comisiei de distribuire a protezelor auditive a MS RM
(2006-2008)

Membru al Asociatiei Copiilor Surzi din Moldova, medic
audioprotezist prin voluntariat  (2013-2015)

Membru al colegiului de redactie al revistei ,Pharmacology and drug
toxicology”, Kiev, Ukraina (din 2013)

Abilitat cu dreptul de conducator/consultant stiintific al tezelor de
doctorat pe specialitatea 14.00.25 —Farmacologie, farmacologie
clinica (din 2013)

Membru al Comisiei de evaluare a activitatii laboratoarelor stiintifice
ale IP USMF ,Nicolae Testemitanu” (2014, 2020)

Membru al grupului de lucru pentru elaborarea si implementarea
Manualului Calitatii in unitatile de cercetare ale IP USMF ,Nicolae
Testemitanu” (2015-2016)

Membru al Comitetului de Etica a Cercetarii al IP USMF ,Nicolae
Testemitanu” (2015-2020). Vice presedinte (2018-2020).

Membru al Consiliului Facultati  Farmacie USMF “Nicolae
Testemitanu, (2017 — 2019)

Participant la peste 120 manifestari stiintifice nationale si internationale
(40 comunicari)

Congres National ORL. lasi, Romania. 22-25 septembrie 2010

II Congres Asociatiei farmacologilor clinicieni si farmacistilor din
CSI. Moscova, F. Rusa, 20-21 octombie 2010

Xl International Magnesium Simposium. lasi, Romania. 23-25
septembrie 2009

IV Conferinta Nationala cu participare internationala. “"Clinical
trials of medicinal products”. Kiev, Ukraina. 4-5 octombrie 2012.

I Congres a Scoietati  Roméne de ORL Pediatrie. Timisoara,
Romania, 21-24 septembrie 2011.

Congresul Roman de ORL si ChCF. Targu-Mures, Roméania, 8-10
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iunie, 2012

e A VIll-a Conferinta Nationala de Bioetica din Romania. Cluj-
Napoca, 13-16 septembrie 2012

e Conferinta "Conclusions of the 7-th Farmework Programme ”.
Tartu, Estonia, 03.12.2014

e Forumul National ,Stiinta-Business”, ,Dezvoltarea mediului de
afaceri prin inovatii”. Chisinau, 10- 11 decembrie 2014.

e Final Conference CHRONEX-RD Project. Chisinau, 18-19
decembrie 2015.

e Conferinta Zilele Spitalului Clinic de Recuperare ,Continuitate
sau contradictie’ Editia a XIV-a. lasi, Romania, 22-25 martie
2016.

e Al ll-lea Congres National de ORL Pediatrie. lasi, Romania,
18-21 mai 2016

e Al XVI-lea Congres National de Farmacie. Bucuresti, Romania,
29 septembrie-01octombrie 2016.

e al XV-lea Congres European Balkanic “Implantul cohlear — noi
solutii in recuperarea auditiva”, lasi, Romania, 19-21 octombrie
2017

e A 3-a Conferinta nationala a Asociatiei de medicina de Laborator
din Romania. 5-7 iunie 2019, lasi

e | Congres National al Societatii Romane de Audiologie si
Patologie a Comunicarii, 12-14 septembrie 2019, lasi.

e Conferinta Nationala de Farmacie Clinica, editia a Ill-a,”"Farmacia
Clinica in sec.XXI”. Bucuresti, 19-21 septembrie 2019

Distinctii e Diploma Cu ocazia Zilei Inventatorului si Rationalizatorului
pentru rezultate remarcabile in activitatea inovativ-inventiva 28
iunie 2012. USMF ,NicolaeTestemitanu”

e Diploma de onoare pntru merite deosebite in activitate.
Chisnuau, 25 iunie 2015. USMF ,NicolaeTestemitanu”

e Diploma de excelenta in semn de apreciere si recunoastere a
competentei si initiativei in sprijinirea Conferintei Zilele Spitalului
Clinic de Recuperare ,Trecut, prezent si viitor in recuperare”,
editia a-XVI-a. 12-17 martie 2018, lasi, Romania.

e Diploma de lector invitat. Conferinta Nationala Zjlele
Medicamentului - Mdicamentul de la idee la clinica”. Editia a
XXVI-a. lasi, Romania. 10-12 octombrie 2019.

e Medalii la saloanele internationale de inventica: aur-18,
argint-4, bronz-4 (2013-2020);

e Topul inovatiilor, AGEPI/ASM Locul | sectia Sanatate si
Biomedicina (2014).
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