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Pentru ca sunt multe probleme legate
in activitatea pe care o desfasurati si
pentru ca fiecare In parte nu le poate
rezolva, va invitam sa va alaturati
Asociatiei Nationale a Distribuitorilor
de Produse de Uz Veterinar din
Romania.

Daca nu sunteti multumit /
multumitd de modul Tn care sunteti
tratati de reprezentantii Directiilor
Sanitare Veterinare si pentru Siguranta
Alimentelor si va simtiti discriminat /
discriminata fata de medicii veterinari
care lucreaza 1n alte locuri de munca,
decat farmaciile veterinare, de
prevederile actelor normative
referitoare la exercitarea drepturilor si
competentelor D-voastra profesionale,
conferite de diploma de medic
veterinar pe care o detineti, In functia
de medic veterinar farmacist, va
invitam sa completati adeziunea
anexata acestei scrisori pentru a deveni
membru a Asociatiei Nationale a
Distribuitorilor de Produse de Uz Veterinar
din Romania.

Este important pentru D-voastra sa
deveniti membru al ANDPUVR pentru ca
aceasta prin statutul sau are drept obiectiv
sa va reprezinte legal si sa va apere
interesele profesionale, In aceasta etapa, in
relatile cu Autoritatea Nationala Sanitara
Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor la
elaborarea actelor normative in domeniu.

In situatia in care printr-un act normativ
sunt incalcate drepturile D-voastra legale,
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ANDPUVR poate ataca in contencios acel
act normativ si obtine suspendarea actiunii
acestuia.

In ultimele doud decenii numarul
medicilor veterinari- farmacisti a crescut
de la un an la altul, ajungand in anul 2013
la numarul de 1175.

in absenta unei structuri
organizatorice legale, la nivel national,
care sa le reprezinte, interesele

profesionale acestia nu au fost o prioritate
pentru ANSVSA si alte organisme ale
profesiei. Marturie a celor afirmate o
reprezinta si ultimul act normativ emis de
ANSVSA in domeniu, respectiv Ordinul
nr.86/16.10.2013.

Structura organizatorica legala care si-a
asumat rolul de a apara intersele tuturor
distribuitorilor de produse de uz veterinar de
furaje pentru animale si utilitati pentru
animalele de companie respectiv societatile
comerciale, persoane fizice autorizate si
medici veterinari care lucreaza in acestea
este ANDPUVR.

Este unanim recunoscut ca intr-o
economie concurentiala de piata, o
structura organizatorica profesionala
reprezentativa la nivel national este o
necesitate stringenta, ca partener legal
de dialog social. In contextul mentionat
pentru a va face oficial auzita vocea si
necesitatile profesionale trimiteti
adeziunea D-voastra de aderare la
ANDPUVR pe adresa: Prof. Univ. Dr.
Teusdea Valer, Calea Giulesti 333, Sect.
6 Bucuresti, pe fax la numerele:
0212202511; 0212205315 sau prin e-
mail la: valerteusdea@yahoo.com.

ANDPUVR, va fi cu atat mai
puternica si reprezentativitatea ei mai
mare, cu cat va avea mai multi membri.

Cotizatia, simbolica, pentru medicii
veterinari, persoanele fizice autorizate
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este de: 5 lei / luna, iar pentru o farmacie 0744510070 sau la e-mail si fax-uri
sau lant de farmacii de 10 lei / luna. mentionate.
Cu stima,
Pentru adeziunile Dvs. (atagat mai _
jos), orice amanunte, propuneri si/sau DIrector executiv
alte sugestii puteti apela la tel: Prof.univ.dr. Valer Teusdea
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Raport privind controlul calitatii microbiologice a produselor farmaceutice veterinare
in anul 2013

Report regarding the microbiological quality control of the veterinary pharmaceutical
products during 2013

Simona Sturzu, Daniela Tirsinoaga, loana Tihulca, Mariana Dumitrache, Alina Karina Draghici
Institute for Control of Veterinary Biological Products and Medicines

Cuvinte cheie: produs farmaceutic, control microbiologic, Farmacopea Europeana
Key words: pharmaceutical product, microbiological control, European Pharmacopoeia

Rezumat

Contaminarea microbiana a produselor farmaceutice poate avea consecinte majore asupra
caracteristicilor fizico — chimice, sigurantei si eficacitatii produselor medicinale, precum si asupra
costurilor asociate rechemarii produselor neconforme. Controlul calitatii produselor farmaceutice trebuie
sa fie un obiectiv major atat pentru industria farmaceutica cat si pentru laboratoarele oficiale pentru
controlul calitatii, iar rezultatele finale ale acestor controale trebuie sa ofere date cat mai exacte asupra
sigurantei si eficientei produselor farmaceutice controlate. In acest raport se prezinta rezultatele obtinute
in anul 2013 in cadrul laboratorului Control microbiologic in urma efectuarii controlului calitatii
produselor tinand cont de formele farmaceutice si grupa terapeutica a produselor testate.

Abstract

The microbiological contamination of pharmaceutical products could have major consequences on the
physical — chemical characteristics, safety and efficiency of the medicinal products and also on the out
of specification products recall-associated costs. Quality control of the pharmaceutical products should
be a major objective for both the pharmaceutical industry as well as for the official quality control
laboratories and the final results of these tests should provide most accurate data regarding the safety
and the efficiency of the controlled pharmaceutical products. This report is presenting the results which
were obtained in 2013 in the Microbiological Control Laboratory following the quality control of the
products according to their pharmaceutical form and therapeutical class.

Introducere nesterile, conform legislatiei [2-5] dupa cum

urmeaza:

Domeniul  microbiologiei farmaceutice 1. determinarea substantelor active prin
constituie unul din cele mai importante metoda  difuzimetrica -  produse
domenii ale industriei farmaceutice si are un farmaceutice sterile si nesterile.
rol major in stabilirea principalelor obiectivele 2 determinarea numéarului total de bacterii
cheie in garantarea sigurantei pacientilor si a aerobe - produse farmaceutice nesterile
calitatii produsului. 3. determinarea numarului total de fungi -

Farmacopeea Europeana stabileste un produse farmaceutice nesterile.
set de cerinte asupra metodologiilor 4. determinarea numarului bacterii gram
standardizate de testare si specificatii clare negative bild - tolerante - produse
referitoare la  calitatea si  controlul farmaceutice nesterile.
microbiologic al produselor medicinale [1]. 5. determinarea patogenilor  specifici

In laboratorul Control microbiologic, din (Staphylococcus aureus, Escherichia
cadrul I.C.B.M.V., se efectueaza o serie de CO”, Pseudomonas aeruginosa’ Candida
analize atat pentru produsele farmaceutice albicans, Salmonella, bacterii gram
sterile cat si pentru produsele farmaceutice negative bila tolerante) - produse

farmaceutice nesterile.
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6. controlul sterilitatii produselor
farmaceutice injectabile, oftalmice,

injectoare intra-mamare, etc.

Unul dintre principalele obiective al
laboratorului Control microbiologic pentru
anul 2013 a fost efectuarea controlului
calitatii pentru parametrii  microbiologici
pentru produsele farmaceutice veterinare
cuprinse in Planul de prelevare si testare, in
conformitate cu cerintele Farmacopeei
europene, n conditiile respectarii
standardelor  si procedurilor privind
asigurarea calitatii rezultatelor [2-5].

Pe langa obiectivul mentionat anterior,
un alt obiectiv important I-a constituit
controlul calitatii produselor farmaceutice
veterinare aflate 1n diferite etape ale
procedurii de obtinerea autorizatiei de
comercializare [2-5].

Pentru realizarea obiectivelor privind
controlul  calitatii  produselor primite in
laboratorul de microbiologie s-a studiat
specificatia parametrilor de calitate inclusa in
documentatia tehnica a fiecarui produs in
parte, s-au efectuat analizele de laborator in
conformitate cu cerintele Farmacopeei
Europene, s-au analizat rezultatele obtinute
si s-au Tntocmit buletinele de analiza.

Astfel Tn 2013 au fost primite pentru
control de laborator un numar total de 122
de serii de produse farmaceutice veterinare
(366 probe), din care 114 serii au fost
prelevate si testate in cadrul Programului de
supraveghere si control si un numar de 8
serii au fost testate in etapa de obtinere a
autorizatiei de comercializare a produselor
respective. In urma centralizarii situatiei
privind rezultatele obtinute la controlul
microbiologic, s-a constatat ca toate cele
122 serii controlate au fost conforme pentru
toti parametrii.

S-a remarcat, de asemenea, ca
activitatea de laborator a crescut Tn 2013,
fata de anul 2012 cu 34,07%.

Produsele  farmaceutice  veterinare
testate in  cadrul  Programului  de
supraveghere si control au reprezentat in
anul 2013, 93,44% din totalul produselor
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farmaceutice veterinare controlate in cadrul
laboratorului control microbiologic.

Diferenta de 6,56% fiind reprezentata de
produsele farmaceutice veterinare aflate in
diferite etape ale procedurii de obtinere a
autorizatiei de comercializare (Figura 1).

7%

OPMYV incluse in Programul de supraveghere si control

BPMYV aflate in procedura de obtinere a autorizatiei de
comercializare/reinnoire a autorizatiei de comercializare

Figura 1. Situatia comparativa a controlului
microbiologic pentru produsele testate in anul
2013

in ce priveste structura analizelor
microbiologice, 1n functie de forma
farmaceutica, (Figura 2) s-a constatat ca in
anul 2013:
¢ 29,51 % au fost produse parenterale,
¢ 14,75 % au fost comprimate si tablete,
©2.46 % au fost pesarii si suspensii
pentru administrare intravaginala,
13,11 % au fost unguente, suspensii si
creme de uz topic,
©18,03% au fost pulberi,
¢18,85% au fost solutii, suspensii si
paste orale,
© 3,28% au fost premixuri.

3%

19%

18% 15%

13%

2%

OProduse parenterale

B Comprimate si tablete

OPesarii, suspensii pt. administrare intravaginala
OUnguente, créeme, suspensii pentru uz topic
BPulberi

OSolutii, suspensii, paste orala

B Premixuri

Figura 2. Situatia comparativa a controlului
microbiologic Tn functie de forma farmaceutica
aferenta produselor testate in anul 2013
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Sub aspectul structurii analizelor de
laborator in functie de grupa terapeutica
(Figura 3) situatia pentru anul 2013 este
urmatoarea:

e 44,26 % antibiotice;

® 27,87 % antiparazitare;

¢ 8,2 % chimioterapice;

¢ 3,28 % antiinflamatoare,
e 2 46 % anestezice;

e 2.46 % hormonale;

¢ 0,82 % sedative;

¢ 0,82 % spasmolitice si

¢ 9,84% alte produse a.u.v.

DOAntibiotice EChimioterapice

OHormonale OAntiparazitare

B Sedative O Spasmoalitice

mAnestezice OAntiinflamatoare
3%

Figura 3: Situatia comparativa a controlului
microbiologic in functie de grupa terapeutica
aferenta produselor testate in anul 2013

Analiza produselor farmaceutice aflate
n control de laborator in anul 2013, tinand
cont de parametrii microbiologici controlati
(Figura 4), a stabilit ca din totalul a 338
determinari microbiologice:
©9,76% au fost determinari de substante
active prin metoda difuzimetrica,
e 7,4% pentru controlul sterilitatii,
©2456% pentru determinarea numarul
total de germeni,
©24,56% pt. determinarea numarul total
de fungi,
¢ 20,12% pt. evidentierea E. coli;
¢ 5,92% pt. evidentierea St. aureus,
¢ 5,62% pt. evidentierea Ps. aeruginosa,
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¢ 0,89 % pt. evidentierea C. albicans,

0,59 % pt. evidentierea Bacteriilor
Gram negative bila-tolerante,

¢ 0,59% pt. evidentierea Salmonella spp.

ODeterminare substante active

BControl sterilitate

ODeterminare NTG

ODeterminare NTF

B Detectare Escherichia coli

ODetectare Staphylococcus aureus

B Detectare Pseudomonas aeruginosa
ODetectare Candida albicans

B Detectare Bacterii Gram negative bila-tolerante
EDetectare Salmonella

Figura 4. Situatia comparativa a controlului de
laborator Tn functie de determinarile
microbiologice aferente produselor testate in anul
2013

In cadul laboratorului se efectueaza
controlul microbiologic pentru toate formele
farmaceutice si  pentru toate categoriile
terapeutice de produse farmaceutice
veterinare, Tn conformitate cu cerintele
stipulate in Farmacopeea Europeana [1].

Analistii din cadrul laboratorului au
participat la o serie de instruiri in laboratoare
de profil In Germania pentru urmatoarele
metode [6]:

o testul de sterilitate,

edeterminarea  numarului

bacterii aerobe,

e determinarea numarului total de fungi,

e identificarea microorganismelor

specific patogene,

e validarea metodelor microbiologice,

everificarea  sterilitati  si  eficientei

mediilor de cultura.

total de

Laboratorul de Microbiologie a obtinut
acreditarea de catre RENAR pentru toate
metodele de control microbiologic a
produselor farmaceutice, iar in luna iunie
2014, va fi auditat de catre expertii
desemnati de catre Directoratul european
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pentru calitatea medicamentelor (European
Directorate for Quality of Medicines -
EDQM).

De asemenea, din 2008, specialistii din
cadrul laboratorului participa constant la
activitatile retelei Laboratoarelor Oficiale de
Control a Medicamentelor (OMCLnet):

e studii colaborative,

o studii de comparare interlaboratoare,

e prelevare / testare produse
farmaceutice veterinare in cadrul
programelor europene de control,
audit reciproc (MJA), etc.
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Raport privind rezultatele testului de competenta a laboratoarelor pentru determinarea
nivelului de microorganisme din produsele farmaceutice

Report concerning results of laboratory proficiency testing on microbial enumeration
level from pharmaceutical products

Simona Sturzu, Daniela Tirsinoaga, loana Tihulca, Mariana Dumitrache, Alina Karina Draghici
Institute for Control of Veterinary Biological Products and Medicines

Cuvinte cheie: shema de competenta a laboratoarelor, compardri inter-lab, filtrare prin membrana,
determinarea numdrului de microorganisme
Key words: proficiency testing schemes (PTS), Inter-Lab Comparisons, membrane filtration, microbial

enumeration

Rezumat

Lucrarea descrie rezultatele obtinute de catre Laboratorul Control Microbiologic din cadrul Institutului
pentru Controlul Produselor Biologice si Medicamentelor de uz Veterinar dupa participarea la shema de
competenta a laboratoarelor pentru determinarea numarului total de microorganisme prin metoda
microbiologica (PTS 274). Schema de competenta a laboratoarelor a fost organizata de catre LGC
Standards, Marea Britanie, organizatie cu competenta in organizarea shemelor de competenta a
laboratoarelor. Tehnica microbiologica utilizata la determinarea numarului de germeni a fost filtrarea prin
membrana care consta in transferarea unei cantitati adecvate din proba, preparata conform prevederilor
Farmacopeei Europene, prin membrana filtranta, incubarea acesteia pe medii corespunzatoare, urmata
de citirea si interpretarea rezultatelor. Rezultatul obtinut de catre Laboratorul Control Microbiologic a fost
de 34 UFC/flacon, iar valoarea atribuita de LGC Standards a fost de 30 UFC/flacon. Scorul Z obtinut a fost
0,16, iar performanta Laboratorului Control Microbiologic a fost apreciata ca fiind foarte buna pentru
determinarea numarului minim de microorganisme.

Abstract

The present study describes the results obtained by the Microbiological Control Laboratory from
Institute for Control of Biological Products and Veterinary Medicines after participating in the proficiency
testing scheme study on low - level microbial enumeration from pharmaceutical products. The
proficiency testing scheme was organized by LGC Standards, Great Britain, organisation with
competences in managing of the proficiency testing scheme for laboratories. Membrane filtration is a
microbiological technique used for the microbial enumeration test, which consist in the transfer of the
appropriate amounts from the sample, prepared according to the provisions of the European
Pharmacopoea, through a membrane filter, incubating it on appropriate culture media, followed by
reading and interpretation of the results. The result obtained by the Microbiological Control Laboratory
was 34 CFU/vial, and the value attributed by LGC Standards was 30 CFU/vial.The Z- scores were 0,16 and
the performance of Microbiological Control Laboratory was very good for low — level microbial
enumeration from sample.

Introducere Verificarea rezultatelor analizelor cu cele

obtinute de alte laboratoare este una din

Participarile la teste de competenta cele mai importante elemente ale controlului
(teste de evaluare intre laboratoare) sunt calitatii.

considerate obligatorii pentru laboratoarele Increderea ca un laborator produce
acreditate conform cerintelor standardului constant rezultate fiabile este de o
ISO/IEC 17025. importanta majora pentru laborator in sine si

pentru organizatia din care face parte.



Sturzu et al.

Laboratorul Control Microbiologic din
cadrul ICBMV participa regulat la schemele
de competenta organizate de catre
Directoratul European pentru Calitatea
Medicamentelor (EDQM).

La testul de competenta (PTS 274) cele
38 laboratoare participante au trebuit sa
determine continutul de microorganisme din
probele de produse farmaceutice, conform
cerintelor  cuprinse in  Farmacopeea
Europeana, editia a 7-a, capitolul 2.6.12. [1].

1. Materiale si Metoda

Principii generale

Tehnica utilizata pentru determinarea
nivelului minim de microorganisme aerobe
din proba a fost filtrarea prin membrana.

Tehnica permite determinarea
cantitativa a bacteriilor mezofile si a fungilor
care pot creste in conditii de aerobioza si
trebuie executata tindnd cont de toate
masurile de precautie, pentru a evita
contaminarea cu microorganisme a probei
de examinat.

Principiul metodei are la baza
concentrarea microorganismelor din probele
analizate pe suprafata membranei filtrante
(diametrul porilor de cel mult 0,45 mm)
urmata de incubarea acestora pe medii de
cultura corespunzatoare.

Materialele

Proba de analizat: produs farmaceutic
primit in stare corespunzatoare
Materiale necesare:
e agar cazeina soia, apa peptonata.
edispozitiv filtrare prin  membrana:
pompa de vid; rampa cu posturi pentru
filtrare, palnie de vid

Metoda

Pentru a obtine rezultate relevante in
controlul  microbiologic, este necesara
respectarea  protocolului de lucru in
laboratorele de microbiologie si asigurarea
eliminarii microorganismelor straine, care

10
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influenteaza negativ rezultatele. Inainte de
inceperea lucrului locul in care s-a
desfasurat analiza a fost dezinfectat (alcool
70%).

Tipul de filtru a fost ales in asa fel incéat
eficienta retinerii microorganismelor sa nu fie

afectatda de componentele probei de
investigat.
Dispozitivul de filtrare, pensetele si

foarfecele au fost sterilizate finainte de
utilizare prin flambare (periodic si prin
autoclavare).

Placile Petri au fost pregatite cu mediul
de cultura adecvat: agar cazeina soia.

Proba de lucru s-a preparat conform
protocolului primit de la LGC Standards [2].

Dupa pregatirea probei de lucru, s-a
plasat membrana de filtru pe rampa filtranta,
iar proba de analizat a fost filtrata.

In timpul procesului, microorganismele
din proba de analizat au fost retinute pe
suprafata filtrului prin actiunea de selectie a
membranei filtrante. Inhibitorii de crestere au
fost indepartati prin spalarea suportului cu
apa peptonata sterila dupa filtrare.

Dupa finalizarea procesului de filtrare, s-
a transferat membrana filtrantd pe suprafata
placilor Petri pregatite cu agar cazeina soia.

Placile astfel pregatite au fost incubate
timp de 5 zile, la 30-35°C.

Rezultate si discutii

In acest studiu microbiologic s-a estimat
cantitatea de microorganisme din proba
furnizata de catre LGC Standards [2].

Rezultatul final s-a obtinut in urma
numaratorilor directe a coloniilor dezvoltate
pe placile Petri dupa 5 zile de incubare, la 30
- 35°C. Rezultatul final a fost de 34 si a fost
exprimat ca UFC / flacon.

Rezultatele studiilor au fost trimise la
LGC Standards - Pharmasure pentru
evaluare. Dupa evaluare datelor primite de la
laboratoarele implicate in acest studiu, LGC
Standards a calculat, valoarea medie,
deviatia standard, deviatia standard relativa
si scorul Z.
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Datele sunt raportate de obicei folosind
o valoare de cut-off, ca scor Z situat n
intervalul cuprins intre - 2 si + 2.

LGC Standards a stabilit ca pentru
proba supusa testarii, media tuturor
rezultatelor (de la 38 de laboratoare) a fost
de 1,49 log 10 si deviatia standard de 0,16
log 10.

Pentru Laboratorul Control Microbiologic
scorul Z a fost de 0,16 (34 UFC / flacon)
pentru numarul de microorganisme din
produsul farmaceutic analizat.

Valoarea LGC Standards atribuita
probelor a fost de 30 UFC / flacon pentru
numarul de microorganisme din produsul
farmaceutic inclus in schema de comparare.

Concluzii

@ PRODUSE ALE

INSTITUTULUI DE

CERCETARE-DEZVOLTARE

PENTRU APICULTURA

ARACHET FORTE

coeca.

ramelor.

VARACHET-FORTE produs medicinal
utilizeaza la albine pentru combaterea varroozei , parazitoza
externa produsa de acarianul Varroa destructor.

Se administreaza sub forma de fumigatii prin urdinis, iar
dozarea produsului se face in functie de tipul de stup folosit.
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Rezultatele obtinute de Laboratorul
Control  Microbiologic au condus la
incadrarea scorului Z in intervalul stabilit de
principiile statisticii (+ 0,16).

Performanta  Laboratorului ~ Control
Microbiologic a fost foarte buna, in
consecinta, LGC Standards a transmis

"Atestatul participarii la schema de teste de
competenta” [3].
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MAVRIROL produs medicinal de uz veterinar: se utilizeaza la
albine pentru combaterea varroozei si braulozei, parazitoze
externe produse de acarianul Varroa destructor si dipterul Braula

Se administreaza sub forma de benzi textile impregnate cu
substanta activa, care se introduc in stup transversal deasupra

SOLUTIA EFICIENTA PENTRU PASTRAREA SANATATH FAMILILOR DE ALBINE
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Rezumat

Nanobiotehnologia este un camp nou de cercetare, constituind interfata dintre stiintele vietii si
nanotehnologie. In acest domeniu unde dimensiunile cu care se lucreaza sunt cuprinse intre: 1 nm si 100
nm. Acest domeniu propune exploatarea calitatii biomoleculelor si a proceselor pe care le implica pentru
dezvoltarea unor materiale sau dispozitive cu activitate certa in medicina. Nanotehnologia terapeutica
cauta sa ofere caracteristici specifice care pot reduce morbiditatea si mortalitatea la om si animale, dintre
care cele mai importante sunt: o terapie invaziva minimala, functii cu densitate Tnalta, concentrarea in
volume foarte mici. Primele origini ale notiunii de nano-medicina provin din ideea vizionara a lui
Feynman a unor nanoroboti si a unor mecanisme asemanatoare care ar putea fi proiectate, construite, si
introduse n organism pentru a efectua reparatii celulare la nivel molecular. Odata cu cristalizarea
prioritatior medicinei secolului XX si mai ales XXI, si namomedicina a luat avant. Prezentul review
propune introducerea cititorilor in acest domeniu fascinant. Sunt prezentate informatii despre
nanoterapia in cancer, exemple de sisteme, aplicatile asupra ADN-ului, separarea magnetica si
manipularea celulelor si biomoleculelor, aplicatiile nanotehnologiei in ingineria tesuturilor etc. De
asemenea sunt prezentate aplicatiile nanotehnologiei in ingineria tesuturilor si nano-robotii.

Abstract

Nanobiotechnology is a new field in research, constituting the interface between the life sciences and
nanotechnology. In this field, the size of the working range is between 1 nm and 100 nm. This new
domain it proposes the exploitation of quality biomolecules and processes involved in the development
of materials or devices with definite activity in medicine. Therapeutic nanotechnology seeks to provide
specific features that can reduce morbidity and mortality in humans and animals, of which the most
important are: a minimal invasive therapy, high density functions and the concentration in very small
volumes. The first origins of the concept of nano-medicine are from Feynman's, who had the visionary
idea of the nanorobots and similar mechanisms that could be designed, constructed, and placed in the
body to perform cellular repairs at the molecular level. With the priorities crystallization in the medicine
domain of XX and especially of the XXI's century, also nanomedicine gained the momentum. In this
respect the review proposes to introduce the reader to this fascinating field. There are provided
information about cancer’s nanotherapy, examples of systems, applications of DNA, magnetic separation
and manipulation of cells and biomolecules, nanotechnology applications in tissue engineering and
many more. Also there are presented applications of nanotechnology in tissue engineering and about
nano-robots

1. Despre nanoterapia in cancer dimensiune), utilizate in legatura cu MRI-ul,

. o o _ ~pot produce imaginici exceptionale ale
Dimensiunile mici ale nanoparticulelor i |4calizarii tumorale.

inzestreaza cu proprietati care pot fi foarte Aceste nanoparticule sunt mult mai
folos!togre in oncologie, mai ales M |ymincase decat colorantii organici si
imagistica. _ _ necesita doar o sursa luminoasad pentru

Punctele quantice (nanoparticule cu  excitare. Acest lucru inseamna ca particulele

proprietati d.e. conflr.lare cuantica, ca de  cyantice fluorescente pot produce o imagine
exemplu emisia luminoasa ajustabila dupa ge contrast mai buni.
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O altd proprietate a acestora este
suprafata mare raportata la volum, care
permite atasarea multor grupari functionale
la nanoparticule, care apoi cauta si se
conecteaza la anumite celule tumorale.

Dimensiunea mica a nanoparticulelor
(10 la 100nm) le permite acumularea
preferentiala la localizarea tumorala (pentru
ca tumorile nu au un sistem limfatic efectiv)

[9l.
Terapia anti-cancerosa fotodinamica

Se bazeaza pe distructia celulelor
canceroase cu ajutorul oxigenului atomic
generat de laser, care este citotoxic.

Celula cancerosa preia o cantitate mai
mare, fata de celulele sanatoase, din
colorantul special care se foloseste pentru
obtinerea oxigenului atomic, deci doar
celulele canceroase vor fi distruse (figura 1).

Din nefericire moleculele de colorant
ramase migreaza in piele si ochi si produc
reactii de sensibilizare la expunerea solara,
timp de aproape 6 saptamani.

Pentru evitarea acestui efect secundar,
varianta hidrofobica a acestui colorant este
inchisa intr-o  nanoparticulda  poroasa.
Colorantul raméane in nanoparticula, nu se
imprastie in tot organismul, dar nici nu isi
pierde capacitatea de a produce oxigen
atomic, care va fi eliberta prin pori de 1 nm

[6].

Molecular imaging & therapy

Figura 1. Utilizarea nanoparticulelor in terapia si
diagnosticul imagistic al cancerului [9]

Halas si West de la Rice University din
Houston au dezvoltat un sistem de
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transportare a substantelor medicamentoase
denumit nanoshell nanosfere din metal
dielectric (siliciu acoperit cu aur).

Aceste nanosfere Tncorporate in polimeri
hidrogel care contin substante
medicamentoase anti-tumorale, sunt
injectate n organism si se acumuleaza langa
celulele tumorale (fig. 2).

Cand sunt incalzite cu un laser
infrarosu, nanosferele (putin mai mari decéat
virusul poliomielitei) absorb selectiv o
frecventad specifica de infrarosii, topesc
polimerul si elibereaza substanta activa ntr-
un loc specific [1, 2].

Silica Nanorattle Spheres

Figura 2. Nanosfere de aur [10]

Dendrimerele sunt molecule sintetice
de forma stelatd cu diametrul de 5-20
nanometri, formate din structuri ramificate
(figura 3). Baker si Tomalia cit. Freitas,
(2004) sintetizeaza nano-dispozitive multi -
componente numite tecto-dendrimere.

Acestea au Tn mijloc un dendrimer de
care se ataseaza alte tipuri de module
dendrimerice, fiecare tip fiind proiectat
pentru a Tndeplinii functii necesare pentru a
forma un nanodispozitiv terapeutic inteligent.

Un numar mare de combinatii se pot
realiza pentru a fabrica (produce) nano-
dispozitivul dintr-o ,librarie” de componente
dendrimerice, care Tndeplinesc urmatoarele
functii:

e recunoasterea celulelor bolnave,
diagnosticul bolilor,
e transport substante active,
e determinarea locatiei si
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e determinarea rezultatului terapiei.

De exemplu, odatd ce dendrimerele
raportoare de apoptoza, intensificatoare de
contrast Si eliberatoarele de
chemoterapeutice sunt atasate la
dendrimerul central, exista posibilitatea de a
produce cantitati mari din acest tecto-
dendrimer.

Acest schelet poate fi modificat pentru a
fi utilizat impotriva unui tip anume de cancer
prin  substituirea  dendrimerelor pentru
recunoastere tumorald, crednd un nano-
dispozitiv ,personalizat” pentru a distruge
doar un anumit tip de cancer, evitand
celulele sanatoase.

Figura 3. Exemple de dendrimere de la generatia
0la4[13]

La nanodispozitive sintetizate utilizand
generatia 5 de dendrimere din poli-amido-
amida cu centrul din etilendiamina, cu acid
folic, fluoresceina si metotrexat atasat
covalent la suprafata, acestia tintesc celula
tumorala, ajutd in imagisticA si au
capacitatea de a livra intracelular substanta
medicamentoasa (livrarea tintita a
Tmbunatatit raspunsul citotoxic al celulelor la
metotrexat de 100 de ori fata de cel liber).

Céteva tipuri de celule canceroase au
fost asociate cu cel putin o proteina unica pe
care dendrimerele de localizare ar putea sa
le foloseasca pentru identificarea celulelor
canceroase, si datorita progresiei genomice
este foarte probabil sa se identifice proteine
unice pentru fiecare tip de tumora.

Acelasi tip de recunostere a proteineloar
de suprafatd ar putea fi utilizat Tmpotriva
celulelor infectate cu virusuri sau paraziti [1,
2].

Hipertermia produsa de fluide magnetice
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Bazat pe faptul ca particulele magnetice
biocompatibile produc caldura prin diverse
tipuri de pierdere energetica in timpul
aplicarii unui camp magnetic AC.

Este o metoda promitatoare in terapia
cancerului, datorita faptului ca tesuturile se
incalzesc la 42-46 °C, ceea ce reduce, In
general, viabilitatea celulelor canceroase si
le creste sensibilitatea la chemoterapice si
radiatii.

Spre deosebire de chemoterapie si
radiatii, hipertermia are mai putine efecte
secundare. Pentru tratamentul prin
hipertermie au fost utilizate diferite tipuri de

nanoparticule  biocompatibile magnetice,
cum ar:
o fluidele magnetice stabilizate cu
dextran,
e alte tipuri de fluide magnetice
biocompatibile,
e nanoparticule modificate cu

aminosilan,
magnetolipozomi cationici sau
magnetolipozomi cu afinitate [4].

Agenti de contrast

Particulele superparamagnetice sunt
utilizate ca agenti de contrast in rezonanta
magnetica (MRI) (figura 4).

Agentii de contrast particulati includ
particule:

e foarte mici (UPSIO = ultrasmall super-
paramagnetic iron oxides) cu diametrul
intre 10 si 40nm;

e particule mici (SPSIO = small super-
paramagnetic iron oxides) diametrul
Tntre 60-150 nm;

e particule mari (sau orale) cu diametrul
intre 300nm-3,5um.

Agentii de contrast pe baza de oxizi de
fier care se gasesc in comert sunt stabilizati
de obicei cu: dextran, carboximetil dextran,
carboxidextran sau copolimer de steren
divinil benzen [5].
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Mouse Brains

Optical

MRI

Untreated

Nanoparticle Treated

Figura 4. Creierul la soarece utilizand ca agenti
de contrast, nanoparticule (stanga) si tehnici
conventionale (dreapta) [14].

Noile abordari din imagistica utilizeaza
reporteri bioluminiscenti si fluorescenti codati
genetic (etichete de identificare ilumanate
sau luminiscente) oferind o perspectiva
revelatoare asupra organismului viu, cum nu
s-a mai observat inainte. Informatiile oferite
de acesti reporteri pot fi utilizate pentru a
spori cunostintele in biologie si dezvoltarea
abordarilor terapeutice pentru boli care
includ cancerul, infectile diverse, bolile
neurovegetative si cardiovasculare.

Exemple de sisteme:

SPECT/CT

Sistem hibrid, captureaza / capteaza
atat informatiile functionale in procesele
celulare si moleculare (crestere si activitate)
cat si detalile anatomice (dimensiune si
forma) a unei structuri moleculare dorite, mai
rapid, eficient si mai clar decéat dispozitivele
imagistice standard.

Imaginile obtinute prin aceste sisteme
pot ajuta la identificarea rapida a tumorilor,
studierea unui tratament adecvat, livrarea
unei terapii tintite pentru a distruge celulele
dorite si urmarire pentru evaluarea eficacitatii
tratamentului.

Agentii de contrast pentru ultrasunete au
fost fabricati din ,microbule” care imprastie
lumina si permit clinicianului sa vada care
parte a muschiului cardiac functioneaza slab.
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NEUTROSPEC este un agent de
radiodiagnosticare care eticheteaza celulele
albe din sange si precursorii mieloizi fara
necesitatea indepartarii  si  re-injectarii
sangelui in pacienti.

Noul produs este, de exemplu, pentru
pacientii cu semne neclare de apendicita
care au varsta de peste 5 ani.

Faciliteaza deasemenea vizualizarea
imaginilor generate prin camera gamma,
permitand medicilor s& determine usor si
rapid sediul infectiei [3].

Caracteristicile  nanoparticulelor  din
fluidele magnetice (opacitate si absorbtia
razelor X) permit utilizarea lor in examenele
radiologice. Puterea de contrast a
nanoparticulelor, in cazul razelor X, este mai
mare comparativ cu alte substante, ceea ce
rezultdcresterea puterii de contrast cu pana
la 50% [7, 8].

2. Aplicatiile nano-tehnologiei asupra
ADN-ului

Secventierea ADN ultrarapida

Branton si col. de la Harvard University,
folosesc un camp electric pentru a conduce
o varietate de polimeri ADN si ARN prin
nanoporul central al unei B-hemolizine care
avea ca suport un strat bilipidic asemanator
cu membrana celulara.

Branton a aratat ca nanoporul poate sa
faca diferenta intre segmentele de pirimidina
si purina dealungul unei molecule de ARN,
iar in 2000 a demonstrat discriminarea dintre
diverse lanturi de ADN cu aceasi lungime
dar cu o compozitie diferita.

Cercetarile curente sunt directionate
spre fabricarea unor pori cu dimensiuni si
geometrie specifica de o mare precizie, care
ar putea recunoaste fragmentul de ADN
dublu catenar, dar si pe cel monocatenar,
care trece prin pori; si investigarea
beneficilor adaugarii  unor  conductori
electrici la nanopori pentru a Tmbunatati
rezultatele. Acesti nanopori ar putea permite
citirea a 1000 de baze/secunda/ por [2, 8].
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Biomolecule radio-controlate

Jacobson a atasat antene minuscule
pentru radiofrecventa pe nanocristle de aur,
cu marimea de 1,4 nm si sub 100 de atomi,
care apoi au fost atasate ADN-ului.

Cand se emite o radiofrecventd de
aproximativ 1 GHz catre antene, curentii
turbionari alternativi indusi Tn nanocristale
produc 1incalzire inductiva foarte bine
localizata, Tn 2 secunde producand
separarea ADN-ului dublu catenar in doua
catene separate intr-un prosec de
dehibridizare reversibil, care lasa moleculele
vecine neatinse.

Aplicarea pe termen lung ar prevede
atasarea antenelor pe sisteme vii si controlul
expresivitatii  genelor printr-o  comutare
electrica de la distanta.

Nanocristalele de aur pot fi atasate
deasemenea la proteine, deschizand astfel
posibilitatea controlarii electronice a unor
procese biologice mai complexe cum ar fi

plierea proteinelor si activitatea enzimatica
@

Tehnologia nano-ADN

Descoperirea PCR-ului  (polymerase
chain reaction) — reactie polimerazica in lant
a deschis drumul spre o noua era de
cercetari biologice. Impactul se simte nu
doar in aria biologiei moleculare, dar si in
alte domenii stiintifice asociate.

Au fost dezvoltate noi clase de
conjugate semisintetice ADN-proteina, retele
oligomerice formate din streptavidina si ADN
dublu catenar, care se pot transforma in
nanocercuri supramoleculare bine definite.

Conjugatele ADN-streptavidina pot fi
utilizate ca blocuri modulare de constructie
pentru  productia unor noi reagenti
imunologici pentru analiza ultrasensibila a
urmelor de proteine si a altor antigeni, prin
mijloacele metodologiei imuno-PCR.

Imuno-PCR-ul este o0 combinatie a
specificitatii  unui test imuno bazat pe
anticorpi cu puterea exponentiala de
amplificare a PCR-ului. Prin urmare rezulta o
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crestere de 1000 de ori a gradului de
sensibilitate comparativ cu metoda ELISA
(enzyme linked imunosorbent assay).

Conjugatele ADN-streptaviding, auto-
asamblate, au fost utilizate si in
nanotehnologie, conjugatele sunt utilizate ca
sisteme  model pentru retelele de
nanoparticule cu comutare ion dependenta;
ca blocuri de constructie programate, pentru
constructia rationala a biomoleculelor cu
arhitectura complexa, care pot fi utilizate ca
sabloane pentru dezvoltarea nanometrica a
dispozitivelor anorganice.

Conjugatele  covalente de  ADN
monocatenar si streptavidina sunt utilizate ca
adaptori biomoleculari pentru imobilizarea
macromoleculelor biotinilate la substrat solid
prin hibiridizarea acidului nucleic.

Aceasta imobilizare, ADN-dirijata,
permite functionarea selectiva si reversibila a
substratelor  solide cu metalele si
nanoparticulele semiconductoare, ori
viceversa, permite functionalizarea ADN-
dirijatd a nanoparticulelor de aur cu
proteinele, cum ar fi imunoglobulinele si
enzimele. Fabricarea nano-structurilor
biometalice functionale din nanoparticule de
aur si anticorpi sunt utilizate ca instrumente
de diagnostic in bioanalitica [3].

Nanobiotehnologia in analiza
polimorfismului nucleotidelor unice.

Urmarind publicatii ale variatiilor hartii
secventelor genomice, care contine peste 2
milioane de polimorfisme nucleice unice
(SNPs), wurmatoarea provocarea ar fi
dezvolatarea unei noi tehnologii care sa
utilizeze aceasta informatie intr-o maniera
cost efectiva.

Metodele de (genotipare trebuiesc
imbunatatite pentru a creste randamentul
(productivitatea), pentru a permite
cercetarilor farmaceutice, biotehnologice si
academice sa descopere legaturile dintre
unele variante genomice si boala, cu
potential consecvent pentru dezvoltarea de
noi diagnostice si terapii.
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Noile abordari ale extractiei si
amplificarii ADN-ului au scurtat mult timpul
necesar acestor procedee la cateva
secunde. Dispozitive microfluidice permit
detectarea polimorfismului prin separarea
rapida a fragmentelor utilizand electroforeza
capilara si cromatografie lichida, impreuna
cu amestecarea si transportul reagentilor si
biomoleculelor in sisteme integrate.

Obiectivele de baza in dezvoltarea
sistemului de extractie si purificare care vor fi

compatibile cu genotiparea SNP cu
randament crescut;
e Eliberarea ADN-ului din celule 1n

solutie fara accidentarea enzimatica
sau mecanica a acestuia
indepartarea  debriurilor  celulare
(proteiene) care ar putea Tmpiedica
amplificarea sau hibridizarea ADN-
ului

Prepararea de probe de ADN
economice si cu radandament ridicat
cu protocoale simplificate, care reduc
numarul procedeurilor implicate
Evitarea chimicalelor periculoase pe
cat posibil pentru a minimiza costurile
cu manipularea si neutralizarea lor
Consecventa atat in calitatea céat si in
cantitatea randamentului ADN-ului
dintre probe astfel incat cuantificarea
sa nu fie necesara iar amolificarea
si/sau hibiridizarea ulterioara sa fie
de un grad inalt de reproductibilitate.

Pentru a putea stabili asociatii
semnificative intre gene si boli ar trebui
determinat un genotip de ordinul 10’ pe zi

[3].
3. Separarea magnetica

Separarea magnetica este o metoda
foarte simpla, rapida, eficienta si delicata
pentru izolarea rapida a moleculelor dorite,
organitelor  celulare si  celulelor din
amestecuri biologice complexe si probe
crude brute cum ar fi sangele, maduva
osoasa, omogenatele tisulare, urina, fecale
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sau alte materiale biologice. Separarea
magnetica in eprubete este tehnologia de
preferintd cand e nevoie de o productie
ridicata de compusi puri si biologic activi si
structuri biologice la scara mica

Separarea magnetica a fost folosita n
principal pentru separarea imunomagnetica
(IMS) a celulelor eucariote (ex.celule
canceroase, celule stem, sau limfocite T).

Progresul acestei proceduri a fost
activat de catre dezvoltarea anticorpilor
monoclonali si caracterizarea imbunatatita a
anigenilor specifici celular. Este posibila
separarea multor tipuri de celule specifice
din populatii celulare mixte din sange,
maduva osoasa si alte surse fara pierderi
celulare sau deteriorari. Sunt disponibile mai
multe dispozitive comerciale care permit
separarea celulelor dorite dintr-un volum
mare de sange sau suspensii celulare.

o Sistemul CliniMACS  Mtey Blotee
Germania) este bazat pe
MACSTechnology care utilizeaza

MACSMicroBeads (particule super-
paramagnetice de nano-dimensiuni,
aproximativ 50 nm diametru, compusi
dintr-o matrice de fier dextran cupalt
cu anticorpi specifici) s o unitate de
separare magentica.

CliniMacs permite separarea
automata a celulelor la scara clinica
intr-un mediu nchis si steril.
Componentele cheie ale CliniMacs

Plus Instrument sunt
microcomputerul integrat, unitatea de
separare magnetica, pompa

peristaltica si diferitele supape.
Sistemul Isolex 300 este un separator
magentic de celule CD34 pozitive, ex
vivo, din sange periferal mobilizat,
utilizadnd anticorpi monoclonali anti
CD 34 si microsfere
superparamagnetice. Dispozitivul
constd dintr-un instrument pentru
separarea Dynabeads din suspensia
de celule mononucleare din sangele
periferic mobilizat.
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Separarea imunomagnetica (IMS), a
bacterilor patogene importante (Salmonella,
Legionella si E.coli verotoxigen) si a unor
paraziti tip protozoare (Cryptosporidium,
Giardia), a fost utilizata cu succes in
microbiologia alimentara, medicala si chiar si
a apei. Ca eticheta se folosesc atat
particulele magnetice nanomtetrice cat si
cele micrometrice cau anticorpi specifici
imobilizati.

IMS permite scurtarea timpului de
detectie, un caracter important din punct de
vedere medical. Ca o alternativa la IMS s-au
utilizat pentru scopuri similare particule
magnetice cu lectine imobilizate. Particule
magnetice cu anexina As (V) imobilizata au
fost utlizate pentru separarea simpla si
eficienta a celulelor apoptotice din culturi
celulare normale.

Aceasta procedura este bazata pe faptul
cad anexina V este o proteina Ca®*
dependenta care leaga fosfolipidele, cu
afinitate mare pentru fosfatidilserina (PS),
care este redistribuitd din interiorul
membranei palsmatice spre exterior in cazul
celulelor apoptotice sau moarte.

Odata ce se gaseste pe suprafata
celulara, PS este accesibila pentru legarea
la anexina V si cu oricare dintre conjugatii ei
[1, 4, 8].
bind

Starting Material
containing:

Target Molecule
Impurities

MagSi bead will
capture the target
protein specifically

wash

Impurities are

elute

Figura 5. Separare magnetica [19]
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Magnetofectia

Localizarea magnetica a acizilor nucleici
legati la particule magnetice in celulele
receptoare este baza ,magnetofectiei” care
este 0 metoda simpla si foarte eficienta de
transfectie (figura 6).

Nanoparticulele magnetice de oxid de
fier sunt de obicei nvelite cu molecule
cationice specifice care se pot asocia cu
vectori de gena (ADN, ARN antisens, ODN-
oligo-deoxinucleotida, virusuri). Apoi celulele
magnetice sunt concentrate pe celulele
target prin influenta unui camp magnetic
extern generat de magneti. Asimilarea
celulara a materialului genetic este realizat
prin endocitoza si pinocitoza, doua procese
biologice naturale. Prin urmare arhitectura si
structura membranara raman intacte, faté de
alte metode de tranfectie fizice, care
deterioreaza membrana celulara. Acizii
nucleici sunt eliberati in citoplasma prin
diferite mecanisme in functie de formularea
folosita. Cuplarea nanoparticulelor
magnetice cu vectorii de gene de orice fel
rezultd intr-o crestere dramatica a asmilarii
acestor vectori si prin urmare rezulta o inalta
eficientd de tranfectie. Celulele transfectate
pot fi separate de cele netransfectate
utilizdnd tehnici de separare magnetica
adecvate [4].

- (i)
0 e
&

Cytoplasm

(vi)

wen =0

Figura 6. Magnetofectia

Nanoparticulele cu ADN si ARN antisens sunt incubate
impreuna cu celulele, un camp magnetic este asezat sub
suprafata placii in care se afla culturile celulare ceea ce
apropie nanoparticulele de celule (i) si le atrage dintr-o parte
n alta a celulei (ii) favorizand mecanic endocitoza (iii). Odata
ce complexul particula/ADN a fost endocitat se produce
ruperea endozomului (iv) si eliberarea ADN-ului (v), care apoi
transcrie proteina tintita (vi) [16]



Chirila & Cristina

4. Manipularea celulelor si
biomoleculelor

Nanoparticulele magnetizate si-au gasit
multe aplicatii, incluzdnd separarea si
cercetarea celulara. Majoritatea particulelor
magnetice sunt sferoidale, ceea ce a limitat
in oarecare masura posibilitétile de a le face
multifunctionale. Ar putea fi fabricate
nanopatrticule cilindrice prin electro-depozitia
metalelor intr-un model nanoporos de oxid
de aluminiu (111).

n functie de model, raza cilindrului ar
putea fi de la 5-500 nm cu lungimea péana la
60 um, diferiti liganizi pot fi atagati la diferite
segmente; exemplu porfirine atasate cu
linkeri de tiol sau carboxil au fost atasati
simultan de segmente de aur, respectiv
nichel. Este posibila crearea de nanofire cu
parti fluorescente izolate spatial.

S-a aratat ca exista posibilitatea ca un
nanofir sa se autoasambleze 1intr-o
suspensie, prin control magnetic extern,
acest lucru ar putea permite o asamblare
celulara controlata, de diferite forme [6].

Terapia prin inlocuire cromozomiala

Nanorobotii ar putea intervenii la nivel
celular, efectuand citochirurgie in vivo. Cea
mai probabila localizare a unei functii
patologice intr-o celula este nucelul, mai
specific  cromozomul. Intr-o  procedura
citochirurgicala, inlocuirea cromozomiala, un
nanorobot, controlot din exterior, ar putea
extrage cromozomii, specifici unei anumite
boli, si sa ii inlocuiasca cu alti cromozomi
produsi dupa tiparul original al individului,
specifici celulei ,operate”, dar fara gena
defecta. Astfel genele defecte mostenite pot
fi nlocuite, astfel putandu-se trata bolile
genetice [2].

Detectarea de proteine

Proteinele sunt importante in limbajul,
structura si functionarea celulara, si
intelegerea modului de functionare a
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acestora este extrem de importantd pentru
progresele viitoare. Nanoparticulele de aur
sunt larg utlizate Tn imunohistochimie,
pentru identificarea interactiunilor proteina-
proteina.

Totusi capacitatile acestei tehnici sunt
limitate. Spectroscopia difuza Raman este o
tehnica bine pusa la punct pentru detectarea
si identificarea moleculelor individuale de
colorant. Prin combinarea celor doua metode
pe o singura nanoparticula se pot imbunatatii

drastic capacitatile de multiplexare in
examinarea proteinelor.
Prof. Mirkin a proiectat o ,sonda”

multifunctionalé care este construitad in jurul
unei nanoparticule de 13 nm.

Nanoparticula este invelita in
oligonucleotide  hidrofilice care contin
colorant Raman la un capat si sunt terminate
cu un element de recunoastere (biotina).
Aceasta molecula este catalitic activa si va fi
invelita in solutie de argint si hidrochinona.

Solutia de argint si hidrochinona
reactioneaza cu substratul, si se produce
legarea sondei la molecule si o placare cu
argint aproape de colorantul Raman, care
permite detectarea la un microscop Raman
standard. In afard de faptul cad aceasta
sonda este capabila sa recunoasca molecule
mici, ea poate fi modificatd sa contina
anticorpi la suprafata pentru recunoasterea
proteinelor. Sonda nu prezinta reactivitate
incrucisata in determinarea proteinelor si a
moleculelor de dimensiuni mici [6].

Nanofiltrele cu bariera (gated nanosieves)

Debitul substantelor prin nanopori poate
fi controlat si extern. Prima sita nano cu porti
voltaj dependente a fost fabricata de
Nishizawa si col. Tn anul 1995 la Colorado
State University, avea o0 matrice de nanotubi
din aur cu diametrul intern de 1,6 nm.

Cand nanotubii sunt incarcati pozitiv, se
permite doar transportul ionilor negativi, cei
pozitivi fiind exclusi; cu un voltaj negativ vor
fi transportati doar ionii pozitivi.
Nanodispozitive similare combina acum
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portile voltaj dependente cu dimensiunea
porilor, forma si tipul de incarcare pentru a
obtine un control precis al ionilor transportati
cu semnificatica specificitate moleculara
(figura 7).

Figura 7. Nanofiltru [17]

Eforturile recente ale lui Martin si Kohli
au fost directionate spre imobilizarea unor
molecule biochimice, agenti de
recunoastere, cum ar fi enzime, anticorpi,
alte proteine si ADN, inauntrul nanotubilor
pentru fabricarea unor nanosenzori biologic
activi, pentru separarea substantelor active
sau pentru biocataliza selectiva [2].

Imunoizolarea unor celule fata de
organism

Unul din cele mai simple nanomateriale
este reprezentat de o suprafatd cu gauri,
nanopori.

In 1997 Desai si col. au creat ceea ce s-
ar putea considera unul din primele
dispozitive terapeutice nanomedicale,
utilizand microprelucrarea in "vrac”, pentru a
fabrica "camere” minuscule in interiorul unor
casete din silicon cristalin, in care se pot
aseza celule.

Camerele interfereaza (comunica) cu
mediul  biologic  nconjurator  printr-o
membrana filtranta din silicon policristalin, cu
nanopori simetrici de aproximativ 20nm.
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Figura 8. Diagrama unor membrane
biodegradabile nanoporoase;
a-dispozitiv integrat; b- microcapsule; c- capsule
PCL cu porti nanoporoase [20].

Acesti pori sunt destul de mari pentru a
permite trecere moleculelor mici ca oxigenul,
glucoza si insulina, dar sunt destul de mici
pentru a Tmpiedica pasarea moleculelor mai
mari din sistemul imun ca imunoglobulinele
si particule virale.

n spatele acestei bariere artificiale,
celulele pancreatice, de sobolan, incapsulate
si imunoizolate primesc nutrienti si raman
sanatoase timp de mai multe saptamani,
secreta insulind prin pori, in timp ce raman
ascunse fata de sistemul imun, care in mod
normal le-ar ataca si ar respinge celulele
straine.

Microcapsule cu celule insulare
pancreatice de porc ar putea fi implantate
subcutan la pacientii bolnavi de diabet,
restaurand temporal feedback-ul glucozei in
oraganism, in timp ce se evita folosirea unor
imunosupresante puternice, care ar putea
duce la riscuri crescute de infectii.

Furnizarea unor celule encapsulate
organismului ar putea fi de valoare in
tratarea altor boli cu insuficienta hormonala
sau enzimala.

Pe viitor se i-a in considerare folosirea
unor neuroni ncapsulati care ar putea fi
implantati in creier si apoi stimulati electric
pentru eliberare de neurotransmitatori i
folosirea acestora 1in tratamentul bolii
Alzheimer sau Parkinson.
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Desai a activat in studierea
imunoizolarii, transportului de medicamente
si senzori pe baza de celule [2].

Farmaceutice bazate pe fulerene

Derivate solubile ale fulerenelor cum ar
Ceo (un aranjament din 60 atomi de carbon
pe molecula de forma unei mingi de fotbal)
promisiuni

prezinta  mari
farmaceutici.

ca agenti

Figura 9. Fulerend Ceo(H20)g0 ™

Acesti compusi, care sunt deja tema
unor studii clinice, au o biocompatibilitate
buna si toxicitate relativ scazuta chiar si la
doze relativ mari.

Fulerenele pot fi utilizate ca si compusi
antivirali (mai ales Tmpotriva HIV), agenti
antibacterieni (E. coli, Streptococcus spp.,

Mycobacterium tuberculosis), agenti
terapeutici  fotodinamici  antitumorali  si
anticancer, ca agenti antioxidanti si

antiapoptotici in terapia sclerozei laterale
amiotrofice si bolii Parkinson [1, 2].

Actiunea asupra trombilor vasculari

Sonolysis — microbule cu gaz pentru
aplicatii terapeutice.

Pentru dizolavarea trombilor vasculari,
microbulele sunt administrate intravenos sau
injectate local 1intr-o structura vasculara
specifica, cum ar fi o grefa vasculara.

Ultrasunetul va fi aplicat extern (sau
printr-un cateter intern) deasupra zonei cu
coagulului pentru a asigura actiune tintita
localizata. Microbulele perfuzeaza coagulul,
si actioneazd ca dispozitive  micro-
mecanice;prin ultrasunete se sparg bulele
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din campul de actiune, ceea ce duce la
dezintegrarea coagulului.

Nanochirurgia ”sonolysis” (sonolizare)
reprezinta o terapie nanoinvaziva localizata
pentru tratamentul trombozei vasculare
(figura 10).

Comparat cu terapiile alternative pentru
tromboza, sonoliza are meritul de a fi mai
putin invaziva decéat trombectomia mecanica
si mai rapida decat terapia medicamentoasa
conventionala, cu mai putin risc de
sangerare [3].

Figura 10. Tehnica Sonolysis [11].

5. Ingineria tesuturilor

Suprafata osoasa nu este neteda, ea
prezinta denivelari (rugozitati) care pot
ajunge pana la 100 nm dimensiune.

Daca suprafata implantului osos artificial
ar fi neteda, organismul l|-ar respinge, ar
exista posibilitea ca implantul sa fie acoperit
de un strat de tesut fibros, lucru care reduce
contactul dintre implant si os, care duce la
slabirea implantului si produce inflamatie.

A fost demonstrat ca prin crearea unor
rugozitati de dimensiuni nanometrice, pe
protezele de sold, genunchi, se poate reduce
rata respingerii si se stimuleaza productia de
osteoblaste.

Osteablastele sunt celule responsabile
de cresterea matrixei osoase. Efectul a fost
demonstrat cu materiale polimerice,
ceramice dar mai recent si pe metal.

Mai mult de 90% dintr-o suspensie de
celule osoase au aderat la nanostructurile de
pe suprafata metalica.

in final aceste constatari vor ajunge la
proiectarea unor proteze mai durabile
(rezistente), si reduc sansele ca implantul sa
slabeasca. S-a aratat ca utilizand abordarea
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biomimetica, cresterea inceata a unui film
nanostructurat de apatitd din lichidele
corporale stimulate, a rezultat formarea unui
strat nanoporos puternic aderent.

Startul a fost construit din 60 nm de
cristale, si poseda o structura nanoporoasa
stabila si bioactivitate [6, 8].

Aplicatiile nanotehnologiei in ingineria
tesuturilor

Prin ingineria tesuturilor se refera la
dezvoltare de noi tesuturi in vitro, care mai
apoi vor fi plasati chirurgical in corp, sau
stimularea refacerii in situ utilizand implante
bioartificiale din celule vii, introduse aproape
de locul vatamat [3].

Un aspect crucial in transplantul celular
este urmarirea si monitorizarea grefelor
celulare Tn beneficiarul transplatului.

Pentru a verifica celulele in vivo au fost
utilizate nanoparticule superparamagnetice
de oxid de fier pentru etichetare celulara,
permitand vizualizarea ulterioara in vivo pe
MRI. MRI-ul este o metoda neinvaziva care
se poate utiliza nu doar pentru a se confirma
ca celulele s-au grefat, dar poate monitoriza
si timpul scurs in migratia celulara si
supravietuirea acestora in sesutul dorit.

Aceste informatii ajuta la optimizarea
procesului de transplant in ceea ce priveste
numarul de celule necesare, metoda, sau
locul administrarii celulelor si fereastra
terapeutica eficientd Tn ceea ce priveste
timpul scurs din momentul lezionarii si
eficacitatea transplantului [4].

Se foloseste materie (material) de la
acelasi individ, pacient (autolog), sau de la
alti indivizi (alogenic), sau chiar de la alte
specii de mamifere (xenogenic).

S-a luat in vedere, prin implicarea
microelectronicii sau nanotehnologiei,
crearea de tesuturi sau organe bioartificiale
care pot lua locul unui organ care este
bolnav terminal (ochi, ureche, inima sau
articulatie). Dispozitivele prostetice
implantabile  si  nanoschelele  pentru
dezvoltarea (cresterea) noilor organe sunt
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noile scopuri (tinte) ale cercetatorilot n
nanotehnologie. Un avans rezonabil s-a
facut in nanoingineriea hidroxiapatitei pentru
inlocuirea osoasa.

Pe viitor, ne putem imagina o lume unde
nanodispozitevele sunt implantate in mod
curent sau chiar injectate n circulatia
sanguina pentru a monitoriza starea de
sanatate si a participa automat la repararea
sistemelor care au deviat de la normal.

Acesti  nanoroboti ar putea fi
personalizati prin adaptarea lor la genotipul
su fenotipul pacientului pentru a optimiza
interventia 1n stadiile initiale ale bolii
exprimate [3, 7].

,Cresterea” de noi organe

scara
prin

celule la
realizabila

Construirea de
nanometrica poate fi
replicarea lor programata.

Semnalele sunt transmise, inainte si
inapoi cu instructiile, pentru dimensiunea si
forma dorita, la locul constructie.

Cand instructiunile  complete  sunt
terminate, organele pot fi "crescute” conform
conditiilor specificate.

Pentru a fi compatibile cu statutul
imunologic al individului aceste organe ar
putea avea codat ADN-ul necesar. Acest
lucru ar putea spori (usura) integrarea
structurilor  artificiale cu tesuturile  vii,
imprumutand interfata adecvata sistemelor
biologice, avand avantajul absentei reactiei
imune, fata de organele donor care se
utilizeaza.

In anii urmatori asta ar putea reprezenta
un salt major in managementul tulburarilor
prin insuficienta de organ [3].

6. Determinarile biologice

Coduri optice multicolore pentru
determinari biologice

Cresterea numarului de cercetari in
genomica si proteomica genereaza un
numar crescut de secvente de date si
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necesita dezvoltarea unei inalte tehnologii de
screening.

Multe tehnologii de determinare ajung la
saturatie cand numarul elementelor ajunge
la cateva milioane.

O abordare tridimensionala, bazata pe
.coduri de bare optice” din particule de
polimeri in solutie; este limitat doar prin
numarul redus de ,tag”-uri (etichete) unice
pe care le poate produce si detecta.

Figura 11. Celule cancer mamar cu membrana
celulara rosie datorita reactiei punctelor cuantice,
si nuclei colorati Tn albastru [18]

Punctele cuantice (quantum dots)
singulare au fost utilizate cu succes ca un
inlocuitor al colorantilor organici in diverse
aplicatii de bio-tagging.

Aceasta idee a fost dusa mai departe
prin combinarea a diferite puncte cuantice de
diverse marimi, care au diferite culori
fluorescente, combinandu-le Tn microsfere
polimerice. Selectia nanoparticulelor utilizate
in acest experiment are 6 culori diferite de
10 intensitati, si este de ajuns pentru a coda
1 milion de combinatii [6].

Nanotehnologia Tn masurarea oxigenului
dizolvat

Oxigenul este unul din metabolitii majori
in sistemul aeorobic, iar masurarea
oxigenului dizolvat este de importanta
majora in aplicatii din medicina, industrie si
mediu.
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Interesele recente in metode de
masurare a concentratiei oxigenului dizolvat
s-au atintit mai ales asupra senzorilor optici,
datorita avantajelor pe care le au fata de
electrozii ampermetrici conventionali [3].

Nanosenzorii optici PEBBLE (probes
encapsulated by biologically localized
embedding) sunt sonde fincapsulate prin
incorporare biologic localizatd — au fost
proiectati pentru oxigenul dizolvat utilizand
silicati modificati organic (ormosil) ca matrice
pentru nanoparticule.

Nanoparticulele de ormosil sunt formate
dintr-o particula centrala cu
feniltrimetoxisilam ca precursor urmat de
formarea  stratului de  invelis cu
metiltrimetoxisilam ca precursor.

Structura foarte permeabila si natura
hidrofobica a nanoparticulelor de ormosil,
precum si diemnsiunea lor mica, rezultd un
raspuns de fluorescenta la oxigenul dizolvat
si un raspuns liniar in toatd seria de
laconcentratia 0% péna la cea de 100 %
oxigen [3].

Nanoparticulele ca biomarkeri

Nanoparticulele pot fi utilizate atat
pentru detectia cantitativa cat si calitativa a
celulelor tumorale in vitro.

Sporesc procesul de detectare prin
concentrarea  si  protejarea  markerilor
impotriva degradarii, in scopul de a face
analiza mai senzitiva.

De exemplu nanosferele de polistiren
fluorescent invelit in streptavidina,

Fluorospheres- fluorescenta verde si
TransFluorospheres - fluorescenfa rosie, au
fost utilizate pentru detectarea receptorului
factorului de crestere epidermala (EGFR) pe
celule A431 (celule de carcinom epidermoid
uman) prin metoda citometriei de flux cu o
singura culoare.

Rezultatele au aratat ca nanosferele
fluorescente asigura o sensibilitate de 25 ori
ma mare decat conjugatele streptavidina-
fluoresceina.
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in studierea  biomarkerilor  este
dezvoltarea unora care detecteaza timpuriu,
cu succes si mai bine bolile curabile.

Agentii de contrast pot fi incarcati n
nanoparticule pentru diagnosticul tumorilor.

Caracteristicile fizico-chimice ale
nanoparticulei (dimensiunea, polarizarea
suprafetei, invelisul suprafetei, stabilitatea)
permit redirectionarea si concentrarea
markerilor la locul de interes.

Particule coloidale etichetate pot fi
utilizate ca agenti de radiodiagnostic.

Pe de alta parte, niste sisteme coloidale
ne-etichetate sunt deja utilizate sau testate

ca agenti de contrast in metode de
diagnostic CT si RMN.
Pe viitor, nanoparticulele cu afinitati

specifice de legare ar putea fi resuspendate
in fluide corporale recoltate, sau poate chiar
injectate direct in circulatia sanguina.

Nanoparticulele impreuna cu moleculele
legate, ar putea fi capturate direct prin filtre
si studiate prin spectrometrie cu rezolutie
inalta [3, 7].

Detectorii de virus

Grupul lui Lieber a reusit detectarea
electrica directa, cu selectivitate ridicata, a
particulelor virale.

Acestia au utilizat tranzistori cu camp
pentru a masura modificarile minore de
conductanta  caracteristice  legarii i
desfacerii pe matricea de nanofire modificata
cu anticorpi virali. Matricile detecteaza
virusuri atat din fluide corporale cat si din
alte fluide.

Grupul a testat matrici cu receptori
specifici pentru Virusul Influenzei tip A,
paramixovirusuri si adenovirusuri, si au
constatat ca detectorii pot diferensia intre
aceste 3 virusuri, datorita faptului ca s-au
utilizat receptori specifici pentru fiecare in
parte, si pentru ca fiecare virus se leaga
pentru o anumitda perioada de timp la
receptor; astfel sansele unui rezultat fals
pozitiv sunt minime [2].
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7. Robotii biologici

,Biorobotii” bacterieni pot fi construiti de
exemplu din aprox 300 de gene bine
pastrate (aproximativ 150000 baze) ceea ce
constituie genomul minim pentru un microtub
functional.

Utilizati In medicina, acesti microtubi, ar
putea fi proiectati sa produca selectiv
vitamine, hormoni, enzime si citochine n
organismul deficitar, sau sa absoarba si sa
metabolizeze selectiv in produsi finali,
inofensivi, substante daunatoare, otravuri,

toxine sau detritusuri intracelulare
nedigerabile. Egea Biosences  este
proprietara unei tehnologii de scrierea a
genelor  si programarea proteinelor

(GeneWriter and Protein Programming) cu o
baza de date de peste 1 milion de proteine
programate, produce peste 200 de gene
sintetice si proteine, si a reusit sinteza celei
mai mari gene sintetizate chimic (peste
16000 de baze).

Cercetatorii de la Institute of Biological
Energy Alternatives, indeparteaza materialul
genetic din microorganisme (Mycoplasma
genitalium), sintetizeaza un lant de material
genetic asemanator cu cel natural si spera
ca lantul artificial s& contina un numar minim
de gene de M. Genitalium pentru a sustine
viata. Cromozomul artificial va fi introdus in
celula "golita” care va fi apoi testata pentru
abilitatea de a supravietuii si a se reproduce.
Pentru a asigura siguranta, celula va fi
incapabila sa produca infectii, si va fi limitat
si conceput in asa fel incat sa moara daca
ajunge in mediu [2].

Nanorobotii medicali de maine

Pe termen mai lung, poate in 10-20 de
ani, sistemul de masini moleculare si
nanoroboti ar putea fi folosit de medici n
lupta contra bolilor, in sanatate si
imbatranire. Materialele de constructie
organice (proteinele) sunt foarte bune la
autoasamblare, dar cele mai performante
dispozitive moleculare pot fi construite din
materiale ,diamantoide”, cea mai puternica
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substanta, dar proiectul nanorobotilor din
aceste materiale raméane controversat [2, 3].

Respirocitele

Un exemplu al unui nanorobot este
celula rosie (eritrocitul) artificiala mecanica
sau respirocitul”, un dispozitiv sferic de 1
pm dimensiune, cu sistem de pompare activ
prin glucoza serica endogena, capabil sa
transporte de 236 de ori mai mult O, decat
eritrocitul natural.

Nanorobotul este format din 18 miliarde
de atomi aranjati cu precizie si "umpluti” cu
pana la 3 miliarde molecule de O; si CO,.
Mai tarziu gazele se elibereaza din dispozitiv
prin pompe moleculare.

Respirocitele imita actiunea eritrocitului,
senzorii de concentratie a gazelor aflate la
exteriorul fiecarui dispozitiv reactioneaza,
astfel nanorobotul stie cand trebuie sa se
incarce cu O, si cand sa descarce CO; in
plamani (figura 12).

Gluccse

Engine

Figura 12. Schema prototipului unui
respirocit [12]

Un nano computer si numerosi
senzori chimici si de presiune ajuta
dispozitivul sa functioneze corespunzator
si sa poata fi ajustat din exterior.

Injectarea a 5 ml, doza terapeutica,
de respirocite 50% 1n solutie salina,
adica 5 trilioane de nanoroboti, in
circulatia sanguina, ar dubla capacitatea
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de transport a oxigenului (studii efectuate
la un volum de aproximativ 5,4 | sange).

Aplicatii ale respirocitelor:
substituenti Tn transfuzii, tratament in
anemie, disfunctii pulmonare, perinatale
si neonatale, terapie si diagnostic in
cancer, prevenirea asfixiei, respiratie
artificiala [2, 3].

Microbivorii

O celule alba (leucocit) mecanica de
dimensiuni microscopice, care are ca
fuctie  distrugerea  patogenilor  din
circulatia sanguina, utilizadnd digestia si
eliminarea. Prototipul are forma sferiodal
turtita, cu axul mare cu diametrul de 3,4
pum, si axul mica cu diametrul de 2,0 pm.

Microorganismul tintit se va lega la
suprafata dispozitivului datorita
locasurilor speciale de legare specifice
de specie, dupa care niste carlige
telescopice stabilesc ancorarea acestuia
si  introducerea lui in interiorul
dispozitivului. Initial patogenul va fi
marintit intr-o camera de 2 um?, apoi va
fi tranferat 1intr-o alta Tincapere cu
dimensiuni similare unde va fi supus
digestiei enzimatice, cu ajutorul a 40 de
enzime sintetice. Tn urma digestiei
enzimatice vor rezulta produsi ca
aminoacizi, mononucleotide, glicerol,
acizi grasi liberi si zaharuri simple.

Aceste molecule inofensive, sunt
eliminate n torentul sanguin, tot procesul
avand durata de 30 de secunde. Acesti
nanoroboti pot fi de 80 de ori mai activi
ca agenti fagocitanti decat macrofagele,
si ar avea o duratd de viata mult mai
lunga.

O doza de cativa ml de microbivori ar
elimina Tn totalitate o infectie septicemica
in cateva minute la cateva ore, dupa
care microbivorii ar fi eliminati complet,
din corp [2].
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nanoparticulelor de aur bio-conjugate
pentru etichetarea diferitelor componente

Majoritatea companiilor se axeaza celulare. Alte companii aplica materiale
pe dezvoltarea de aplicatii farmaceutice, nano-ceramice in ingineria tesuturilor si
cum ar fi transportul de substante ortopedie. Argintul coloidal este larg
medicamentoase. Mai multe companii utilizat ca formulare antimicrobiala,

Explorarea comerciala

exploateaza efectele dimensiunii reactivitatea mare a oxidului de titan,
cuantice a nanocristalelor poate fi utilizat ca atare sau dupa ce a
semiconductoare  pentru etichetarea fost iluminat cu raze UV ca bactericid
biomoleculelor, sau utilizarea (tabelul 1si figurile 13 si 14).

Tabelul 1

Exemple de nanomateriale comercializate pentru aplicatii bio-medicale (dupa Salata O.V., 2004) [6].

RNEUE Lol (T Ne SR 10l (<Ml Nanoparticule polimerice pentru transportul medicatiei antitumorale care
NECIEINENIGESIN poate traversa bariera hemato encefalica
Reducerea dimensiunii particulelor la 50-100 nm
Nanoparticule micelare pentru incapsularea substantelor
medicamentoase, proteinelor, ADN-ului
SlECR Bl euEM Materiale ceramice nanoporoase pentru filtrarea endotoxinelor, separarea
ADN-ului si a proteinelor.
EECIEN NI /M Nanoparticulele de hidroxiapatita par sa Tmbunatateasca suprafata
dintelui
DIVANEEERER R JEIE M Nanoemulsii
EIGIMETCC NI ESChI M Puncte cuantice semiconductoare cu grupdri amino sau carboxil la
suprafata, emit intre 350-2500 nm (lungime de unda)
DEICWNEICERTIEIE IR Miez magnetic inconjurat de un strat polimeric cu anticorpi pentru
[V CRSCIVIEAN  capturarea celulelor.
FIEPANII®[J Oxitul de titan distruge patogenii din aer.
INEQTIETRANCX W@l (fVM Nanoparticule de aur bio-conjugate pentru TEM sau misroscopie
EGEIFLZI fluorescenta.
EIINE IR IR-TII@ Coduri de bare de ADN atasate la nanosinde pentru identificare, PCR-ul
este utilizat pentru amplificarea semnalului
EEWEICEKOIEEI Nanoparticule transparente pentru absorbtia razelor UV, si transformarea
in caldura
EEQLEIEYACIEIMN Argintul Tn forma de nanocristale foarte activ asupra patogenilor
I EIER G CJ@ Implante ortopedice si dentale, exploatarea propietatilor materiale a
siliconului nanoporos

Figural3. Bandaje Acticoat [21].

Figura 14. Filtrul de aer Airocid [22]
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Viitorul nano-biotehnologiei

n forma actuala, majoritatea
nanoparticulelor comerciale, cu aplicatii in
medicina, duc catre transportul de substante
medicamentoase. in biostiinta,
nanoparticulele inlocuiesc colorantii organici
in aplicatii care necesita fotostabilitate
ridicata si deasemenea capacitati mari de
multiplexare.

Sunt evolutii Tn directionarea  si
controlarea nanoparticulelor, cum ar fi
conducerea  nanoparticulelor  magnetice
catre tumori, apoi ori elibereaza substanta
medicamentoasa ori doar produce
hipertermie localizata, distrugand tesuturile
din jur.

Tendinta majora in dezvoltarile viitoare a
nanomaterialelor este sa le faca
multifunctonale si controlabile la semanle

exterioare sau de mediul local, astfel
transformandule Th nanodispozitive [6].
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Rezumat

Tindnd cont de etiologia multifactoriala a acestei endocrinopatii, confirmarea diagnosticului de
hipertiroidism a intdmpinat numeroase dificultati de-alungul anilor nu numai datorita necesitatii unor
cunostiinte medicale cét si a lipsei posibilitatii de a realizare diferite examene de laborator mai mult sau
mai putin accesibile. Astfel ca in prezent metodele cele mai frecvent utilizate si accesibile sunt dozarea
hormonilor tiroidieni totali sau liberi, testul de supresie cu triiodtironina, iar una dintre metodele ce
necesita aparatura speciala insa nu este accesibila si in tara noastra este scintigrafia.

Introducere ca pisicile din rasa Siameza, Himalayana si

metisii lor sunt mai rar diagnosticate cu

Hipertiroidismul, este endocrinopatia hipertiroidism decét celelalte rase [9,13,15].

considerata numarul unu in ceea ce priveste Etiopatologia acestei afectiuni este
afectiunile sistemului endocrin fintalnite la plurifactoriald si destul de complexd, iar unii
pisica este o afectiune multisistemica ce se autori sustin ca administrarea dietei umede
caracterizeaza printr-o productie si secretie sub formad de conserve joacd un rol
exagerata de hormoni tiroidieni activi la important in aparitia acestei afectiuni, n
nivelul glandei tiroide. special datoritd continutului crescut al

Aceasta este localizata n regiunea acestora in iod, factori goitrogeni, soia,
cervical ventrala, la nivelul gatului, inferior de polifenoli si  resorcinol. Unele  studii

laringe si cartilajul cricoidian in contact cu sugereaza
primele inele traheale. cd pe langa factorii nutritionali un rol

Din punct de vedere macroscopic este important il joacd si factorii de mediu,
formata din 2 lobi, uniti intre ei print-run istm precum:

dar spre deosebire de alte specii, la pisica e utilizarea litierei
este absent [10, 15]. e dormitul frecvent pe podea
Ea afecteaza findeosebi, pisicile cu e consumul de apa murdara

varsta cuprinsa intre 4 si 16 ani afectand cu
predilectie pisicile cu o varstda medie de 10
ani si se poate traduce morfopatologic in
hiperplazie adenomatoasa, ce apare 1in
proportie de 98-99% dar si in carcinom
tiroidian prezent in mai putin de 1-2% din

e parazitismul cu purici

eprezenta eterului difenil polibrominat
din electrocasnice si electronice

e convietuirea exclusiva in casa

etratarea asternutului cu substante
antiparazitare

cazuri. o . -
A s . o o fertilizanti, erbicide, etc.
Pana acum nu se stie cu certitudine ’
daca aceasta afectiune are predispozitie de Toti acesti factori prezenti in viata de zi

sex sau de rasa, dar unii autori atesta faptul ., zi atat a omului cat si a pisicilor nu fac
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decéat sa favorizeze aparitia sau inrautatirea
starii clinice a pacientului facand astfel
dificila depistarea factorilor etiologici si
inlaturarea acestora [15, 17].

Tinand cont de etiologia plurifactoriala a
acestei afectiuni precum si de gradul de
dificultatea a confirmarii unui diagnostic,
pentru evaluarea functiei glandei tiroidiene la
pisicile suspecte de hipertiroidism, au fost
propuse de-a lungul anilor numeroase
proceduri a caror rezultate ne pot indrepta
spre confirmarea sau eliminarea
diagnosticului, precum si gradul de implicare
a cordului sau prezenta unor afectiuni
concurente. Printre acestea se numara
examenul clinic, diagnosticul de imagine,
electrocardiografia si testele de laborator.

Examenul clinic

De cele mai multe ori, semnele clinice
ale pisicilor aduse la cabinet pentru
consultatie, sunt intr-un stadiu de boala
incipient spre moderat, datorita faptului ca
proprietarii acestora nu observa anumite
modificari, (de exemplu slabirea, in ciuda
unui apetit normal sau crescut).

Lipsa sesizarii este rezultatul convietuirii
zilnice cu aceastea, astfel ca pierderea in
greutate a pisicilor vor fi observate de
persoanele ce viziteaza proprietarii, dupa o
anumita prioada de timp.

Proprietarii mai pot observa si modificari
comportamentale, reprezentate de
hiperactivitate, neliniste, chiar agresivitate
fata de stdpani sau alte animale din acelasi
mediu. Foarte rar (10%) se poate observa o
stare de apatie sau de nepasare fata de
activitatile din jur, depresie, inapetenta si
slabiciune, caracteristica unei forme de
hipertiroidism aparte numita hipertiroidismul
apatic. Se mai pot observa modificari ale
tractului gastro-intestinal traduse printr-o
frecventa crescuta a vomitarii si a diareei,
precum si cresterea cantitati de fecale,
datorita polifagiei. Vor apare modificari si la
nivelul blanii, parul avand un aspect murdar
si aspru [4, 5, 17].
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Figura 1. Aspectul murdar al parului la o pisica cu
hipertiroidism (original, Pap)

La examinarea fizica a pisicilor suspecte
de hipertiroidism sunt utilizate procedeele
standard ce cuprind inspectia, palpatia si
ascultatia.

La inspectia regiunii cervicale ventrale,
se poate observa uneori 0 marire a acesteia,
ceea ce coincide, de obicei, cu cresterea
glandei tiroide, asa numita gusa.

Atunci cand se suspecteaza prezenta
unei mase, se recomanda palparea regiunii
cervicale. lar pentru realizarea acestei
manopere, pisica trebuie pozitionata in
sezut, cu gatul in extensie, cu barbia ridicata
la un unghi de 45° si intoarsa spre partea
opusa celei palpate [12, 14, 18].

Fie ramane 1n pozitie stationara,
clinicianul plasandu-se in spatele acesteia,
unde cu o0 mana tine capul pisicii, intr-o parte
si in sus, la un unghi de 45° [14].

Palparea propriu-zisa se realizeaza prin
glisarea degetelor in jgheabul dintre trahee
si muschiul sternoidian (figura 2), de la
laringe spre manubriul sternal.

Glisarea se face pe fiecare parte
individual [12, 14, 18].

n timpul realizarii acestei examinari,
este foarte important sa se evite
hiperextensia gatului, pentru ca lobii tiroidieni
sa nu se incorporeze in muschi sau sa nu fie
derivati retrotraheal facand astfel dificila
palparea sau chiar obtinerea unui rezultat
fals. In cazul unei palpari dificile se
recomanda umezirea regiunii cervicale cu
alcool [12].
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A~

Exista si situati in care datorita
dezvoltarii  excesive, masa tiroidiana
hiperplaziata sa migreze ventral spre

intrarea pieptului, Tn mediastinul cranial [5].

Figura 2. Metoda de palpare a glandei tiroide la
pisica [22].

Tindndu-se cont de faptul ca
dezvoltarea embrionara a glandei tiroide se
realizeaza din pungile faringiene, chiar si
existenta unei hiperplazii tiroidiene ectopice,
a carei pozitie se poate intinde de la faringe
spre cord, este posibila, iar atunci cand se
suspecteaza prezenta unei astfel de mase
intratoracice, se recomanda dispunerea
animalului vertical cu capul Tncapusonat si
realizarea examenului scintigrafic [3, 12].

Totusi, in ciuda acestor manopere,
trebuie mentionat faptul ca, chiar daca, la
examenul fizic, palpator al glandei tiroide se
constata marirea unuia (90%) sau ambilor
lobi, aceasta nu poate da un diagnostic cert
de hipertiroidism [12, 18].

Testele de diagnostic preliminar

Diagnosticul de hipertiroidism trebuie sa
cuprinda rezultatele obtinute din anamneza,
examenul fizic al pisicii, modificarile
biochimice, hematologice, si a hormonilor
tiroidieni.
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Diagnosticul diferential

Diagnosticul diferential in
hipertiroidismul felin se realizeaza fata de
toate afectiunile care au ca si manifestari
clinice aceleasi semne ca si hipertiroidismul
si vor fi prezentate in Tabelul 1.

Diagnosticarea dificila a acestei afectiuni
se datoreaza faptului ca nu toate semnele ce
sunt observate la pacientul felin sunt
specifice endocrinopatiei. Examinarea clinica
a pacientului poate indrepta veterinarul spre
o alta afectiune ce poate aparea primar sau
secundar hipertiroidismului [4].

Tabelul 1.
Diagnosticul diferential Tn hipertiroidismul felin [4]

Semne clinice
intalnite si In
hipertiroidism

Diagnostic diferential

30

Boli endocrine netiroidiene

- diabetul zaharat - poliurie, polidipsie,
polifagie, slabire

- poliurie, polidipsie, -
polifagie, slabire

- poliurie, polidipsie,
slabire usoara

- poliurie, polidipsie,
polifagie

- poliurie, polidipsie,

anorexie, slabire,

cresterea uremiei

- detresa respiratorie,

scadere n greutate,

tahicardie, murmur,

aritmie

- cresterea volumului

fecal, fecale urat

- hiperadrenocorticism (rar)
- diabet insipid
- acromegalie (rar)

Afectiuni renale

Afectiuni ale cordului

- cardiomiopatia hipertrofica
- cardiomiopatia congestiva
- aritmia idiopatica

Afectiuni gastrointestinale

- insuficienta pancreatica

exocrina mirositoare, scadere Tn
- afectiuni inflamatorii ale greutate, polifagie
sistemului Gl -diaree, voma,

- afectiuni neoplazice la nivel — anorexie, slabire

Gl cronica

Afectiuni hepatice - cresterea enzimelor

- modificari inflamatorii hepatice

- modificari neoplazice

Afectiuni pulmonare - detresa respiratorie

Modificarile hematologice

Desi exista modificari hematologice in
hipertiroidism, acestea nu pot fi utilizate
pentru diagosticarea certa a acestei
afectiuni.  Printre acestea se numara
eritrocitoza usoara spre moderata, cresterea
hematocritului (Ht), a volumului eritrocitar
mediu (VEM), a celulelor rosii si a
concentratiei de hemoglobina [5, 10, 11].
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Aceste modificari par a fi rezultatul
cresterii consumului de oxigen precum si a
stimularii  receptorilor  -adrenergici  din
maduva, ceea ce se finalizeaza cu cresterea
secretiei de eritropoietina.

Stimularea productiei de eritropoietina
de catre hormonii tiroidieni va duce la
cresterea ratei de diferentiere a celulelor
rosii si la scaderea timpului de maturare, cu

eliberarea in circulatie de reticulocite (20%).
Tabelul 2.

Sinteza dupa Mooney si Broussard [4]

D . Procentaj
Modificari hematologice

Hematocrit crescut 47

Volum eritrocitar mediu crescut 44
Celule rosii crescute 21
Hemoglobina crescuta 17

Modificarile de la nivelul celulelor albe,
desi sunt rare, sunt reprezentate de
leucocitoza cu neutrofilie, asociata frecvent
cu infectiile bacteriene, limfopenie,
eozinopenie, acestea par a se datora
raspunsului organismului la stres precum si
a concentratiei crescute de cortizol datorate
hipersecretiei hormonilor tiroidieni iodati [4,

5, 10, 11].
O complicatie rara asociata
hipertiroidismului este anemia, aceasta

datorandu-se cresterii ratei de formare a
corpilor Heinz, precum si a cresteri
concentratiei sangvine a factorului VIII,
datorita cresterii activitatii adrenergice cu
cresterea plachetelor sangvine ce
favorizeaza tromboza intravasculara [4, 10,
11].

Modificarile biochimice

In  cazul pisicilor afectate de
hipertiroidism, parametrii biochimici mai putin
importanti sau cu un rol de diagnostic redus,
cu exceptia prezentei unei afectiuni non-
tiroide concurente ce pot altera interpretarea
rezultatelor, sunt: colesterolul, sodiul, clorul,
bilirubina, albumina si globulina.

Dar spre deosebire de acestea exista si
alti parametrii biochimici ale caror modificari
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au o importanta deosebita in diagnosticarea
hipertiroidismului.

Astfel ca, cel mai frecvent se observa
modificari ale enzimelor hepatice
reprezentate de alanin aminotransferaza
(ALT), fosfataza alcalina (ALP) si aspartat
aminotransferaza (AST).

Dintre toate enzimele prezentate, cel
putin una este crescutd in aproximativ 90%
din pisicile hipertiroide, iar aceasta crestere
pare a fi corelatd cu concentratia hormonilor
troidieni plasmatici.

Astfel cd in unele studii realizate,
concentratile de ALP erau corelate
semnificativ. cu concentratile homonilor

tiroidieni, iar cele ale ALP si ALT au scazut
in limitele de referintad atunci cand starea de
eutiroidism a fost atinsa [10, 11].

In ceea ce priveste statusul renal,
hipertiroidismul si insuficienta renala sunt
doua afectiuni comune pisicilor batrane.

Astfel ca, aproximativ 20-25% din
aceste pisici prezinta cresterea concentratiei
serice a ureei si a creatininei, iar alaturi de o
densitate urinara cuprinsa intre 1.008-1.020
ar trebui sa ne indice posibilitatea unei
afectiuni renale concurente [12, 13].

Alterarea metabolismului osos este o
alta consecinta a hipertiroidismului, iar o
crestere a activitatii ALP a fost asociata cu
cresteri ale izoenzimelor osoase si hepatice.

Intr-un studiu realizat pe 36 de pisici
hipertiroide, a fost observata o crestere a
izoenzimelor osoase la toate pisicile
apartinand studiului respectiv, dintre care
44% au avut o crestere a osteocalcinei.

Si hiperfosfatemia a fost observata la
aproximativ 35% din pisici, iar 50% din
acestea prezentau o calcemie sub limita de
referinta [4].

Concentratia  parathormonului  (PTH)
circulant este si ea modificata, astfel ca
hiperparatiroidismul a fost demonstrat la
aproximativ 70% din pisicile hipertiroide la
care concentratia parathormonului depasea
de 19 ori limita superioara de referinta [10].
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In ciuda acestor modificari biochimice,
pana in prezent nu au fost observate semne

clinice care sa ateste alterarea
metabolimului  osos la  pisicile  cu
hipertiroidism [4].

Alte modificari biochimice dar

nesemnificative din punct de vedere clinic
pot incadra o usoara hiperglicemie, ce poate
reflecta raspunsul la stres sau chiar un
diabet zaharat preexistent.

In rare cazuri se mai poate constata o
slabiciune  musculara severa corelata
biochimic cu hiperkalemia.

Radiografia si untrasonografia cardiac

Datorita faptului ca hipertiroidismul este

de cele mai multe ori asociat cu
cardiomiopatia hipertrofica reversibila, se
recomanda examinarea functiei cardiace

alaturi de cele ale glandei tiroidiene.
In cadrul imaginii radiografice toracice,
in aproximativ 50% din cazuri se observa o
crestere moderata spre severa a cordului.
" “I HEDORIAWA VET

INDRAY
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Aceasta marire este de cele mai multe

ori insotitd de efuzie pleurald sau edem
pulmonar la picicile cu insuficienta cardiaca

congestiva.
Cele mai frecvente modificari
ecocardiografice sunt reprezentate de

hipertrofia peretelui ventricular stang (70%)
(fig. 3), dilatatie atriala (70%) si ventriculara
stanga (45%), precum si hipertrofia septului
interventricular (40% din cazuri) (fig. 4).

Toate aceste modificari cardiace sunt de
cele mai multe ori reversibile dupa
instaurarea tratamentului contra afectiunii
principale, hipertiroidismul.

Examinarea functiei cardiace este foarte
importanta, in special datoritd faptului ca
aceasta este frecvent asociatda cu
insuficienta cardiaca congestiva si mai putin
cu cardiomiopadia dilatativa [11].
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Figura 3. Ultrasonografie se observa hipertrofia ventriculuilui stang cu Tngustarea spatiului ventricular
(original, Pap).
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Figura 4.Ultrasonografie, se observa hipertrofia septului interventricular cu reducerea camerei
ventriculare (original, Pap)

Electrocardiografia

Cele mai frecvente modificari observate
in  hipertiroidism cu ajutorul electro-
cardiogramei sunt:

e tahicardia sinusala (aprox. 60% din

pisici),

ecresterea amplitudinii undei R in

derivatia Il (in 30-50% din cazuri).

S I nio e

Alte modificari observate dar mai rare

sunt scurtarea intervalului QT, prelungirea
duratei complexului QRS si aritmii atriale sau
ventriculare.
Totusi In ultimele studii, aceste alterari au o
prevalenta mai mica, dar creste cea a
blocarii ramurii drepte a fasciculului His
(figura 5). [4, 10, 11].

Figura 5. Electro-cardiograma cu bloc total de ramura dreapta si bloc atrio-ventricular de gradul | i
ischemie subendocardica (original, Pap)
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In urma analizarii electrocardiogramei
(parametrii de lucru 25 mm /s, 10 mm = 10
mv) prezentate in figura 5 si pe baza
interpretarii valorilor obtinute prezentate in
Tabelul 3 se pot observa caracteristicile
specifice blocului atrio-ventricular de gradul |

(intervalul PR:0,13 s), blocului total de
ramura dreapta (complexul QRS: 0,06
s/2mv)  si ischemiei  subendocardice

(segmentul ST: 0,15 mv) datorata hipertrofiei
miocardice.
Tabelul 3.

Interpretarea electrocardiogramei ti prezentarea
valorilor fiziologice

Valorile obtinute pe EKG

FC= 94 b/min

Unda P: 0,04s/2mv
Intervalul PR:0,13 s
Complex QRS:0,06 s/2mv
Segmentul ST:0,15 mv

Valorile fiziologice

FC=110-130 b/min
<0,04 s

0,05-0,09 s

<0,04 s

<0,2 mv

Confirmarea diagnosticului

Confirmarea hipertiroidismului se
realizeaza pe baza rezultatelor obtinute la
dozarea hormonilor tiroidieni totali sau liberi,
prin intermediul testului de supresie cu
Triiodtironina, a testului de stimulare cu TRH
precum si a interpretarii imaginii scintigrafice
[16].

Masurarea concentratiei totale a hormonilor
tiroidieni

n prezent, exista numeroase modalitati
de a masura concentratia serica a
hormonilor tiroidieni, dintre care cele mai
utilizate sau preferate, datoritd costului
scazut si a disponibilitatii sunt:

e testul radioimunologic si

eimmuno-absorbtia enzimatica (ELISA)

[2, 17, 18].

La pisici, spre deosebire de oameni,
afinitatea de legare a proteinelor plasmatice
este mai redusa, astfel ca toate metodele
utilizate pentru dozarea concentratiei de
hormoni tiroidieni totali utilizate la oameni
trebuie sa fie modificate pentru a depista
concentratiile reduse de hormoni tiroidieni
circulanti la pisici [11].
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Dintre cei doi hormoni tiroidieni, tiroxina
(T4) si trilodtironina (T3), s-a ajuns la
concluzia ca masurarea concentratiei serice
totale T, datorita senzitivitatii de diagnostic
mai mare dar si datorita faptului ca utilizand
aceasta metoda se elimina eventualele teste
aditionale mult mai costisitoare si care
necesita implicarea proprietarului sau un
timp prea indelungat pana la obtinerea si
interpretarea razultatelor.

Un alt avantaj este faptul ca 1in
hipertiroidism concentratia plasmatica de T,
depaseste n aproximativ 90% din cazuri
limita superioara de referintd, pe céand
concentratia serica de T; este normala,
aceasta devenind detectabila doar intr-un
hipertiroidism mai avansat [2, 18].

Se presupune ca aceasta concentratie
plasmatica normala de T3 intalnita la pisicile
cu hipertiroidism moderat se datoreaza
mecanismului compensator de reducere a
conversiei  periferice  de tiroxina 1n
triiodtironind pe masura ce productia de
hormoni tiroidieni continua sa creasca [16].

De obicei, in hipertiroidism, concentratia
serica de T, este de 20 de ori mai mare
decat cea a T; Existd si situatii in care
concentratia de T, este normala in ciuda
prezentei semnelor clinice, mai mult sau mai
putin, caracteristice hipertiroidismului.

Aceasta normalizare a concentratiilor
homonale se datoreaza, cel mai probabil,
fluctuatiei hormonilor tiroidieni si a supresiei
date de anumite boli nontiroidiene asupra
acestora [18].

Astfel ca, intre 20 si 30% dintre pisicile a
caror concentratie serica de T, depaseste
limita superioara, sufera de o boala
concurenta.

Recoltarea si analiza probei

e recoltarea probei de analizat

etrimiterea probei la un laborator
atestat, iar daca nu se trimit la
laborator probele trebuie Tinghetate,
deoarece concentratia serica de T,
este stabila pentru o perioada de 8 zile
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si nu este afectatd de inghet, dezghet
sau hemoliza

etehnica de masurare utilizeaza in
laborator este RIA sau ELISA

Interpretarea
Interpretarea trebuie intodeauna
realizatd prin corelarea concentratiilor

hormonale obtinute la laborator cu valorile
de referinta specifice hormonilor testati
(Tabelul 4) dar si cu cele obtinute la
examenul fizic al pacientului si cu datele din
anamneza care pot cuprinde modificari

comportamentale sau fiziologice.
Tabel 4.
Interpretarea rezultatelor [17].

Concentratia serica

Hipertiroidism

totalade T, (pisici)
<4.0 pg/dl  cel mai probabil, Da
3.0-4.0 pg/dl  posibil
2.5-3.0 pg/dl  nu se stie
2.0-2.5 pg/dl  cel mai probabil, Nu
>2pug/dl Nu

Pentru confirmarea diagnosticului de
hipertiroidism este necesara realizarea mai
multor masuratori ale acestor hormoni
tiroidieni, Tn  special datorita  bolilor
concurente (ex. afectiuni renale, hepatice,
cardiace, diabet insipid, neoplasme), care
supreseaza concentratia hormonilor
tiroidieni, acestia atingand valori sub limita
inferioara de referinta la pisicile extrem de
bolnave.

In aceste cazuri, boala concurenta
devine principala grija a medicului veterinar,
de care va depinde prognosticul animalului si
abia dupa ce afectiunea a fost stabilizata,
concentratia plasmatica a tiroxinei creste
peste limita de referinta.

In cazul In care semnele clinice nu
coincid cu valorile normale (Tabelul 5) ale
hormonilor tiroidieni, T3 si T4, se recomanda
repetarea testelor de evaluare a functiei
tiroide (masurarea T, si T3, examenul fizic
complet, teste biochimice ale séangelui,
diagnostic imagistic), pentru excluderea
prezentei unei boli concurent. Masurarea
concentratiei serice de T,/ T3 se face dupa
aproximativ 1-2 saptaméani deoarece exista
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fluctuatii ale acestora de ordinul orelor sau
zilelor [18].
Tabelul 5
Valorile normale ale T4 si T3 [17].

T, 1.0-4.0pug/dl

T, liber 1-4ng/d
T3 4-16ng/ml

Totusi, la unele pisici este necesar un
timp de aproximativ 3-6 luni pentru a obtine
valoarea reala a acestori hormoni. Daca
dupa o a doua masurare, concentratia
hormonilor tiroidieni este, de aceasta data,
peste limita superioara, hipertiroidismul este
in continuare suspectat si se recomanda
masurarea concencetratie serice de Tj; liber,
testul de supresie cu Ts.

Masurarea concentratie hormonilor

tiroidieni liberi

Determinarea concentratiilor de hormoni
tiroidieni liberi este considerat un test dificil
de efectuat datorita necesitatii de depistare a
unei concentratii reduse de hormoni liberi, in
conditiile Tn care 99,5% din hormoni circula
legati de proteinele transportoare.

La momentul actual, aceste determinari
se realizeaza prin 2 metode, cea de
ultrafiltrare si prin dializa echilibrata [8, 16].

Deoarece doar fractiunea libera este
disponibila celulelor, masurarea acesteia ar
trebui sa reflecte mai precis statusul functiei
glandei tiroide, decat concentratia de tiroxina
libera, ce nu este influentata de bolile
concurente [16].

Atat T3, cat si T, liber reflecta foarte bine
hipertiroidismul, masurarea tiroxinei libere
indicand, de cele mai multe, In 98% din
cazuri, 0 concentratie crescuta.

Existd mai multe situatii in care semnele
clinice nu coincid cu concentratiile serice ale
hormonilor tiroidieni. Astfel ca, in 95% din
cazuri, o concentratie crescuta de T, liber
corelatd cu o concentratie normala de T,
total, se datoreaza fie unui hipertiroidism
moderat sau a fluctuatilor hormonale, fie
unui efect supresiv dat de prezenta bolilor
concurente [16].
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Utilizarea metodei de dializa de echilibru
este din pacate, costisitoare, iar posibilitatile
aparitiei erorilor de diagnostic sunt mai mari
(ex: depozitarea probei la 37° timp de 7 zile,
determina cresterea concentratiei de T, liber
cu pana la 160%, aceasta crestere
datorandu-se degradarii globulinei de legare
sau prin scaderea afinitatii acesteia pentru
tiroxina), precum si a prevalentei crescute a
concentratiei ridicate de tiroxina totala la
pisicile cu hipertiroidism (aprox. 90%).

lar din punct de vedere economic
masurarea tiroxinei totale, fara cea a tiroxinei
libere este mai frecvent realizata.

Totusi, masurarea acesteia se
recomanda atunci cand se suspecteaza
prezenta hipertiroidismului, cu o concentratie
serica totala de T, cuprinsa in limita de

referinta, iar semnele clinice tradeaza
prezenta hipertiroidismului [16].

Un dezavantaj important al acestei
metode de masurare a T, liber este

pierderea specificitati de diagnostic la
pisicile bolnave si eutiroide.

Observandu-se faptul ca pana la 12%
din pisicile bolnave, dar eutiroide au o
concentratie crescuta de Ty.

In aceste situati se recomanda
masurarea concentratiei de T, total, liber si
corelarea acestora cu rezultatele obtinute din
istoric, anamneza, examinarea fizica si
semnele clinice relatate de proprietar.

In cele mai multe cazuri masurarea
concentratiei de tiroxina libera nu are o
valoare de diagnostic mare, iar confirmarea
diagnosticului poate fi falsa datorita
prezentei frecvente a bolilor nontiroide (18).

Totusi, in ciuda acestor dezavantaje, n
ultimele studii, autorii atestd faptul ca
masurarea concentratiei libere de T,
utiizdnd dializa de echilibru reprezinta
urmatorul pas in diagnosticarea
hipertiroidismului, eliminand astfel testele
costisitoare cum ar fi cel de stimulare cu
TRH (2).

Situatiile posibile sunt reprezentate de
obicei de concentratii diferite intre T, liber si
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T, total, fiecare din acestea reprezentand

modifcarile  functiei  tiroide si sunt
reprezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6.
Corelarea concentratiilor de hormoni tiroidieni cu
tipul de afectiune [17].

Concentratid Concentratia :
serica de T4| sericadeT4 i  Afectiunea/Boala
liber total
> LR <LR (10nml/L) ; - nontiroidiana
>LR > LR (25nml/L) } - sugereaza hipertiroidism
>LR <LR/N { - nontiroidiana moderat&
- nontiroidiana
>LR >N - fluctuatii hormonale
- hipertiroidism moderat
> LR >LR { - confirmare hipertiroidism

Unde: LR = limita de referinta;
N = normal, cuprinsa in limita de referinta

Atunci cand nu este posibila masurarea
concentratiei libere de tiroxina, iar pisicile
prezintd semne clinice evidente, nodul
palpabil si o concentratie serica de tiroxina
totala Tn limite normale se recomanda
examinarea functiei tiroidiene utilizand testul
de supresie cu T3 sau testul de stimulare cu
TRH.

Testul de supresie cu triiodtironina

Acest tip de masurare este utilizat la
pisicile suspectate de hipertiroidism la care
rezultatele  obtinute  prin  masurarea
concentratiei serice de T, si Ts totale sunt
nondiagnostice.

Acest test utilizeaza mecanismul normal
de reglare hipofizo-tiroidiana unde
concentratia crescuta de hormoni tiroidieni
circulanti inhiba secretia de TSH de la nvelul
adenohipofizei.

Astfel ca, administrarea exogena de
triiodtironina (T3) la pisicile eutiroide are ca
rezultat scaderea concentratiei serice de
tiroxina (Ty).

In mod contrar, cand functia glandei
tiroide este autonoma, adica independenta
de secretia hipofizara de TSH administrarea
exogena de hormoni tiroidieni determina
modificari reduse sau chiar absente asupra
functiei tiroidiene [18].

Acest fenomen se datoreaza faptului ca
secretia  de TSH a fost deja cronic
depresata.
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Modul de actiune
e se recolteaza o proba de sénge pentru

determinarea  concentratiei  bazale
totale de T4 si T;
ese centrifugheaza proba, iar serul

obtinut se pastreaza refrigerat

e proprietarii sunt instruiti ca timp de 2
zile sa le administreze pisicilor de
aproximativ. 7 ori T3 exogen, se
gaseste sub denumirea comerciala de
Cytomel, Bristol.

Astfel ca in urmatoarele 2 zile
proprietarii vor administra Cytomel in doza
de 25 pg, de 3x1 / zi, iar in dimineata celei
de-a 3-a zi Inca o doza. Ulterior, Tn maxim 2-
4 ore pisica este adusa la cabinet pentru
recoltarea unei noi probe de sange. Atéat
serul pastrat, cat si proba nou recoltata vor fi
trimise la laborator in vederea masurarii
concentratiei totale de T3 si Ta. [17].

Rezultatele obtinute

In ceea ce priveste interpretarea
rezultatelor obtinute la pisicile eutiroide
administrarea de liotironina rezultd intr-o
scadere marcanta a tiroxinei, pe cand la
pisicile hipertiroide supresia secretiei de
tiroxina este absenta. Acest rezultat face ca
liotironina sa fie cea mai buna modalitate de
diferentiere a pisicilor hipertiroide fata de
cele cu boli concurente nontiroide.

Astfel ca la pisicile cu hipertiroidism,
concentratia de T4 dupa administrarea
liotironinei depaseste 20 nmol / L (aprox. 1,5
pg/dL), iar la pisicile eutiroide sau cu boli
concurente, concentratia este sub 20 nmol/L.

Dezavantajul acestui test este
reprezentat de durata acestuia, dar si de
faptul ca implica administrarea medicatiei de
catre proprietari, la care se mai adauga si
faptul ca tabletele sunt dificil de administrat
la pisici, mai ales de catre persoanele fara
experienta, cum sunt proprietarii lor.

Consecinta administrarii neadecvate va
avea ca si rezultat concentratia serica de Ts
identicd cu cea de dinainte, astfel c3a,
secretia hipofizara de TSH nu va fi inhibata.
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Nici valoarea serica de T, nu va fi
supresata, chiar si atunci cand axa hipofizo-
tiroidiana este normala. Masurarea
concentratiei serice de T3 utilizdnd acest test
nu pare a avea valoare de diagnostic, dar
poate fi utilizat pentru monitorizarea
capacitatii proprietarilor de a administra
tratamentul. lar lipsa supresiei serice de T,
ne duce cu gandul la o administrare
neadecvata de liotironind. Toate aceste
deviatii de la normal ale hormonilor tiroidieni,
indiferent ca vorbim de tiroxina sau de
triiodtironina sunt date de numerosi factori,
cum ar fi obezitatea, administrarea diferitelor

medicatii, si sunt relatate in Tabelul 7.
Tabelul 7.
Factorii ce modifica valorile normale
de T4, T4 liber, T3 si TSH [17].

Obezitatea
Slabirea
Exercitii intense
Gestatia

Bolile
concurente

Creste

Scade T4,

Cresc T4, scad TSH,

Creste 4

Scad T4 total si liber depinzand de
boala TSH creste sau scade
Scade T4, TSH si T4 liber

Scad T4 si T4 liber, scade/nu TSH
Scade T4 si T4 liber, creste TSH
Scade T4 si T4 liber,

Scad T4

Scad T4 si T4 liber, cresc TSH

Carprofen
Glucocorticoizii
Metimazol
Fenobarbital
Progestagenii
Sulfamide

Scintigrafia lobilor tiroidieni

Scintigrafia este o0 metoda de diagostic
imagistic de mare sensibilitate considerata
metoda de baza in diagnosticarea pisicilor
cu hipertiroidism moderat.

Una din principalele avantaje prezentate
i In tabelul 8 este depistarea tumorilor
tiroidiene, Tndeosebi a celor cu localizare
ectopica si ofera medicului veterinar
informatii despre glanda tiroida atat din punct
de vedere anatomic cat si functional ajutand

-

la confirmarea diagnosticului de

hipertiroidism si instaurarea tratamentului.
Un alt avantaj al scintigrafiei este

utilizarea acesteia la pisicile la care

concentratiile libere de T, nu coreleaza cu
manifestarile clinice, deoarece la aproximativ
6-12% din aceste pisici hipertiroide nu apar
modificari in ceea ce priveste concentratia
serica de T, Afectiunile non-tiroidiene pot



Pap etal.

modifica concentratiile hormonilor tiroidieni
conducand la erori in diagnosticarea
afectiunii suspectate [1, 9, 20].

Tabelul 8.
Principalele indicatii ale scintigrafiei tiroidiene [6].

evaluarea statusului functional al glandei tiroidiene
determinarea gradului de implicarea al lobilor
tiroidieni, unilateral sau bilateral

detectarea si localizarea tesutuui iroidian ectopic
diferentierea naturii bolii tiroidiene, maligne sau
benigne

determinarea originii masei cervicale

detectarea maselor metastazice
evaluarea eficacitatii terapiei
depistarea eventualelor tesuturi
tiroidectomie

reziduale dupa

Una din dezavantajele acestei metode
de diagnostic este lipsa unitatilor special
echipate si a personalului licentiat in a
utiliza si interpreta rezultatele obtinute [9,
20].

Metoda de lucru

Scintigrafia veterinara utilizeazd ca si
marker radioactiv pertechnetatul se sodiu
sau iodul radioactiv. Initial specialistii au
folosit ca si marker radioactiv pertechnetatul
de sodiu care era administrat intravenos si
ce necesita un timp de 20 de min inaintea
realizarii imaginii scintigrafice, ulterior calea

intravenoasa fiind finlocuitda cu cea
subcutanata [1].
in prezent, numeroase clinici

specializate, de exemplu clinica Hypurrcat,
SUA, utilizeaza ca si marker iodul radioactiv.
Astfel ca medicul veterinar injecteaza o doza
redusa de iod radioactiv subcutanat.

In urméatoarea ord, aceastd doza va fi
absorbita de lobii glandei tiroide dar si de
glandele salivare intr-un raport de 1:1 lodul
radioactiv prezent in glanda tiroida dar si
cele din glandele salivare vor emite raze
Gamma ce vor fi preluate de o camera
Gamma pentru a forma imaginea [20].

Pentru realizarea acestei manopere,
pisica este pozitionata normal, ventral pe
camera (figura 6) sau este pozitionata latero-
lateral pe camerd. Aceasta manopera
dureaza mai putin de un minut, timp n care
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camera gamma formeaza imaginea. Aceasta
Nnu necesita anestezierea pacientului [6, 20].

Figura 6. Pozitionarea ventrala a pisicii Tn
vederea scintigrafiei (Clinica Hipurrcat) [20]

La pisicile eutiroide, lobii tiroidieni la
scanarea radionucleara apar ca doua zone
de acumulare radionucleara, ovale, bine
definite, simetrice atat in dimensiune cét si
ca pozitionare. Cum am mai mentionat,
glanda tiroida si glandele salivare salivare
vor absorbi acest marker in cantitati egale,
un raport de 1:1 si vor fi vizibile la scanarea
radionucleara. Acestea pot fi utilizate pentru
calcularea cantitatii de iod radioactiv absorbit
de glanda tiroida fata de glandele salivare
(figura 7) [6, 20].

sal i\nr}/

glands

\

thyroid
adenoma

salivary

gla nds

thyroid "
- lobes &

Figura 7. Aspectul lobilor tiroidieni si glandelor
salivare la o pisica eutiroida (A) si aportul diferit
de iod radoactiv, in favoarea unui lob tiroidian
(adenom) (B) [20].

La pisicile hipertiroide aspectul lobilor
tiroidieni poate fi observat cu usurinta
datoritd aportului crescut de iod radioactiv,
iar raportul glanda tiroidiana-glanda salivara
se modificda 1n defavoarea glandelor
salivarea care acum sunt aproape
nesesizabile (figura 8) [6].
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Figura 8. Evidentierea lobilor tiroidieni mariti [21]
Concluzii

Tn momentul de fata, iIn Romania pentru
depistarea hipertiroidismul se foloseste doar
masurarea concentratiei totale si libere a
hormonilor tiroidieni si nu pentru ca este o
metoda mai utila sau mai putin costisitoare
ci, pentru ca in prezent, nu dispunem de
clinici corect echipate cu aparatura adecvata
demersului, cum ar fi scintigraful si iodul
radioactiv.
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Rezumat

Impuritatile organice sau anorganice din produsul medicinal veterinar pot proveni din materiile prime, din
procesul de fabricatie, dintr-o purificare incompleta, dintr-o conservare necorespunzatoare. Limitele
admise pentru impuritati in cadrul preparatelor farmaceutice se apreciaza prin comparare cu solutii
etalon, conform monografiilor corespunzatoare. Studiile de degradare fortata definesc stabilitatea
metodei de dozare a compusilor activi si a intregului produs finit in conditii excesive, de degradare
accelerata. De asemenea furnizeaza informatii privind caile de degradare si selectivitatea metodelor
analitice aplicate. Informatiile furnizate de catre studiile de degradare aplicate asupra compusului activ si
produsului farmaceutic final trebuie sa demonstreze specificitatea metodei analitice fata de impuritati.
Studiile de degradare fortata trebuie sa demonstreze ca impuritatile si produsii de degradare rezultati nu
interfera cu compusul activ. Metodele curente de degradare fortata se refera la hidroliza acida, hidroliza
bazica, oxidarea, expunerea la temperatura si lumina produsului medicinal. Metodele HPLC reprezinta un
instrument analitic integral in analiza stabilitatii produsului medicinal. Metoda HPLC trebuie sa poata
separa, detecta si cuantifica diferitii produsi specifici de degradare, care pot rezulta in urma prepararii
sau conservarii produsului medicinal, precum si entitatile nou aparute in urma sintezei. Ghidurile FDA si
ICH recomanda introducerea in documentatia necesara punerii pe piata a produsului medicinal a
rezultatelor, inclusiv cromatogramele specifice produsului medicinal supus degradarii fortate. De
asemenea, utilizarea metodelor HPLC in studiile de degradare fortata aplicate asupra produselor
medicinale ofera informatii importante asupra conditiilor de stabilire a formulei preparatului medicinal, de
sinteza a acestuia, a modalitatilor de ambalare si a conservabilitatii acestora.

Abstract

The organic or inorganic impurities in the veterinary medicinal product can derive from starting
materials, manufacturing process, incomplete purification, inappropriate storage. The acceptable levels
of impurities in pharmaceuticals are estimated by comparison with standard solutions, according to the
appropriate monographs. Forced degradation studies determine the stability of the method of dosage for
the active compounds and for the entire finished product under excessive accelerated degradation
conditions. They also provide information on degradation pathways and selectivity of analytical methods
applied. The information provided by the degradation studies on the active compound and finished
pharmaceutical product should demonstrate the specificity of the analytical method regarding impurities.
Forced degradation studies should demonstrate that the impurities and degradation products generated
do not interfere with the active compound. The current forced degradation methods consist of acid
hydrolysis, basic hydrolysis, oxidation, exposure of the medicinal product to temperature and light.
HPLC methods are an integral analytical instrument for the analysis of the medicinal product. The HPLC
method should be able to separate, detect and quantify various specific degradation products that can
appear after manufacture or storage of the medicinal product, as well as new elements appearing after
synthesis. FDA and ICH guidelines recommend the enclosure of the results, including the
chromatograms specific to the forced degradation-subjected medicinal product, in the documentation for
marketing authorization. Using HPLC methods in forced degradation studies on medicinal products
provides relevant information on the method of determination for the formulation of the medicinal
product, synthesis product, packaging methods and storage.
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Introducere

Cromatografia de lichide de Tnalta
performanta HPLC reprezinta un instrument
analitic important utilizat pentru studiul
stabilitatii produselor medicinale [12, 13].

Metodele HPLC permit separarea
compusilor individuali prezenti intr-un
amestec, identificarea si  cuantificarea
fiecarui component.

Cromatografia poate fi descrisa ca un
proces de transfer de masa care implica
adsorbtia.

In metodele HPLC, datorita presiunii
inalte de lucru, proba de analizat este
trecuta Tmpreuna cu faza mobila printr-o
coloana cromatografica umpluta cu un
sorbent — faza stationara, conducand la
separarea compusilor din proba [12, 13].

Presiunea de lucru poate atinge 400 —
600 bari, permitand separarea compusilor n
timp scurt, comparativ cu metodele clasice
cromatografice, care se bazau pe separarea
la presiune gravitationala.

Compusul activ din coloana
cromatografica este un material granular
format din particule de siliciu sau diferite
tipuri de polimeri.

Componentii dintr-un amestec sunt
separate pe baza gradelor diferite de
interactiune cu particulele fazei stationare.

Faza stationara este alcatuita dintr-un
amestec de solvent (metanol, acetonitril,
apa). In procesul de separare un rol
important il are temperatura de lucru, prin
influenta  asupra interactiunilor  intre
compusul de analizat si faza stationara [1].

Aceste interactiuni sunt: fizice, de tip
hidrofob, dipol — dipol, ionice, sau combinatii
ale acestora. In alegerea fazei stationare si
a fazei mobile se tine cont de structura
chimica a compusului de analizat [1, 2].

Schema unui cromatograf de lichide de
inalta presiune cuprinde: pompa,
autosampler-ul, detectorul si compartimentul
fazei mobile (solventilor). Cu ajutorul pompei
proba de analizat este trecuta prin coloana
cromatografica, ajungand la detector [12].
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Detectorul genereaza un semnal
proportional cu cantitatea de proba trecuta
prin coloana, permitand astfel analiza
cantitativa.

Prelucrarea datelor este facuta cu
ajutorul unui software specific fiecarui
producator de echipamente HPLC.

Pompa poate lucra in gradient (in acest
caz este posibila modificarea fazei mobile si
a fluxului de solvent la diferite intervale de
timp, permitand separarea find a compusilor
unui amestec) sau liniar.

Detectorul poate fi de tip: UV / VIS,
diode array (PDA), detector de
conductivitate, detector de fluorescentsa,
detector de indice de refractie, detector
electrochimic, spectrometru de masa.

In functie de structura chimica a
compusilor de separat si de caracteristicile
fazei stationare (coloana cromatografica)
metodele cromatografice se disting metode
cromatografice cu faza normala, cu faza
inversa, de excludere moleculara, de schimb
ionic, de bio-afinitate.

La trecerea prin coloana cromatografica
compusii dintr-un amestec sunt retinuti la
timpi diferiti — timp de retentie - in functie de
afinitatea acestora pentru coloana si de
procesele de partitie realizate intre faza
stationara si faza mobila.

Timpul de retentie este influentat de
tipul de eluent (faza mobila), compozitia
fazei mobile, tipul de faza stationara, natura
analitului.

Eficienta selectivitatea  fazei
stationare sunt parametri intrinseci ai
coloanei cromatografice, si depind de tipul
de faza stationara, lungimea coloanei,
diametrul particulelor fazei stationare, viteza
de curgere prin coloana  (fluxul),
temperatura, prezenta compusilor ionizabili.

Metodele HPLC utilizate n controlul
produselor medicinale trebuie sa poata
furniza informatii cu privire asupra identitatii,
puritatii si  stabilitati pe perioada de
conservare a compusului activ [2-4].

Metoda analitica trebuie sa cuantifice
riguros compusul activ, de interes, fara sa

si
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interfereze cu  eventualele  impuritati
prezente In materia prima sau cele rezultate
in urma procesului de fabricatie si nici cu
produsii rezultati prin degradare fortata
aplicata asupra produsului medicinal [1-5].

in cazul prezentei mai multor compusi
activi in produsul medicinal, metoda HPLC
trebuie dezvoltatd astfel incat sa permita
separarea acestora — rezolutia metodei.

Metoda HPLC trebuie sa furnizeze
informatii asupra  puritatii peak-ului
compusului activ de interes, tinAnd cont de
influenta fazei mobile si a solventului de
extractie [12, 13].

Studiile de degradare fortata

Conform documentelor ICH si FDA
validarea unei metode HPLC furnizeaza
informatii asupra stabilitati  produsului
medicinal analizat, procedura analitica
avand capacitatea de a detecta modificarile
dependente de timp ale proprietatilor
compusilor activi. O astfel de metoda poate
cuantifica cu acuratete compusii activi, fara
interferenta cu produsii de degradare,
impuritatile intrinseci, excipientii sau alte
impuritati potentiale [7-11].

Aceste metode furnizeaza informatii
asupra modului de eliberare a compusului
activ Si a produsului medicinal,
compatibilitatea  excipientilor, influenta
modului de ambalare. Studiile de degradare
fortata aplicate asupra unui compus activ
sau unui produs medicinal vor furniza, de
asemenea, informatii asupra cailor de
degradare ale acestora, diferentierea intre
produsii de degradare datorati compusului
activ si cei rezultati din degradarea
excipientilor, elucidarea structurii produsilor
de degradare, determinarea stabilitatii
intrinseci a moleculei compusului activ n
solutie si in forma solida, mecanismele de
degradare termica, hidrolitica, oxidativa si
fotolitica ale substantei active si compusului
medicinal [11].

Experimentele de degradare fortata sunt
realizate astfel 1incat sa se obtina
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degradarea  controlata a  produsului
medicinal, respectiv compusilor activi, pentru
observarea modului de elutie In metoda
HPLC.

Prin expunerea probelor la conditii
extreme de tipul temperaturii, radiatiei
luminoase, domeniului larg de pH si
agentilor oxidanti, se obtin compusi
degradati partial care pot fi analizati prin
HPLC in scopul determinarii interferentelor
dintre peak-urile datorate compusilor activi si
cele ale substantelor inrudite [7-11].

Scopul este obtinerea unei degradari de
10%; orice degradare suplimentara de pana

la 30% face subiectul unei degradari
secundare, de aceea se recomanda
conducerea  experimentelor 1n  acest

domeniu (10%).

Documentele reglementarilor FDA si
ICH furnizeaza definitii utile si cometarii
generale asupra studiilor de degradare, insa
informatii putine cu privire la strategiile si
pricipiile de baza pentru realizarea studiilor
de degradare fortatd (ex. Tn cazul
medicamentelor slab solubile sau
compusilor stabili)[3-9].

Degradarea excesiva a unei molecule
poate conduce la profile de degradare care
nu sunt representative pentru conditiile de
stocare si pentru devoltarea metodelor de
preparare si analiza a produsului medicinal.

Astfel, studiile de degradare trebuie sa
nu fie excesive. Trebuie stabilit un echilibru
intre cantitatea de agent degradant si timpul
de degradare, deoarece anumiti factori pot
sa nu conduca la o degradare semnificativa
Pentru fiecare tip de degradare se prepara
cate o proba martor, pentru a discrimina
intre background si proba degradata [11].

Experimentele de degradare fortata se
pot aplica si asupra compusului activ /
excipienti pentru observarea cailor de
degradare a substantei de interes.

De asemenea trebuie luate in calcul
interactiunile care pot apare intre compusul
de interes si capsula / filmul protector.

Conditiile de degradare se ajusteaza n
functie de fiecare compus activ de interes,
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deoarece apar diferente de raspuns legate
de solubilitate sau stabilitatea extrema la
anumite conditi. Ducerea la extrem a
conditilor de degradare fortata poate
conduce la rezultate inexacte,
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neconcludente pentru studiile ulterioare de
stabilitate si conservabilitate a produsului

dupa expunerea de durata, semnificativa
(Tabelele 1 si 2).

Tabelul 1.

Exemple de conditii de degradare fortata aplicate compusului activ si produsului medicinal

Substanta activa Produs medicinal

. . . . . Solutie/
Solid Solutie / Suspensie Solid Semisolid Suspensie
) . Fotoliza
Fotoliza Hidroliza acida/ Fotoliza Oxidare Fotoliza
Termoliza . Oxidare . -
bazica Termoliza Oxidare
Temperaturea Oxidare Temperatura/ Temperatura/ Termoliza
Umiditate Umiditate per
Umiditate
Tabelul 2.
Conditii generale de studii de degradare fortata
Tip Conditii Conditii
de degradare experimentale de stocare
Hidroliza acida HCI 0.1 N, HCI 0.5 N, HCI 1N 15, 60, 90 min.
Hidroliza bazica NaOH 0.1 N, NaOH 0.5 N, NaOH 1 N 15, 60, 90 min.
Oxidare H>0, 3%, H,O, 10% 15, 60, 90 min.
Termoliza 60°C, 80°C, 60, 90 min.; 24, 48 h
Termoliza/ Umiditate 60°C/ 75%RH, 80°C/ 75%RH 60, 90 min.; 24, 48 h
Fotoliza 250 w/ m* 24,48 h
Modelul experimental Parametrii cromatografici urmariti n
studiile de degradare fortata sunt:
Studiile de degradare fortata trebuie sa e aria,
cuprinda toata gama de metode de liza einaltimea,

(hidroliza oxidativa, hidroliza acida, hidroliza
bazica, fotoliza, termoliza), pentru a avea o
imagine de ansamblu a tuturor posibilitatilor
de degradare a compusului de interes si a
produsului medicinal, evaluandu-se astfel
stabilitatea si conservabilitatea acestora.

Prin cumularea rezultatelor obtinute n
urma tuturor conditilor de degradare se
obtin informatii asupra cailor de degradare a
substantei de interes, facilitind punerea la
punct a metodei de preparare si ambalare a
produsului medicinal.

Conditiile initiale se stabilesc pentru a
se obtine o degradare de aproximativ 10%,
in functie de rezultatele obtinute putand
interveni  modificari ale  concentratiei
agentului degradant si / sau timpului de
expunere la acesta. Prepararea probelor
pleaca de la concentratii ale sustantei de
interes cuprinse intre 0.5 — 1 mg/ml.
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e asimetria peak-ului de interes,

erezolutia intre peak-ul compusului de
interes si peak-ul imediat anterior (sunt
acceptate rezolutii mai mari decat 1.0),

e procentul de degradare,

e aria peak-ului standardului compusului
de interes,

e numarul de talere teoretice si

efactorul de capacitate a coloanei
(parametri care indica eficienta
coloanei cromatografice si

sensibilitatea metodei

in studiu) [2, 10, 11].

Experimentele de degradare fortata se
pot realiza si prin cumularea a doua conditii
— de exemplu cuplarea hidrolizei acide/
bazice cu termoliza, Tnsa numai dupa ce au
fost studiate separat. In cazul degradarii
oxidative cu H,O, se recomanda lucrul la
temperatura camerei, deoarece fincalzirea

HPLC utilizata
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excesiva a peroxidului de hidrogen duce la metanol in mediu, efectul oxidativ este dus
formarea de radicali alcoxil. Radicalii alcoxil la extrem (Tabelul 3).
sunt foarte reactivi, amplificand procesul de

degradare. Prin adaugarea, de exemplu, de

Tabelul 3.
Model experimental de studiu a degradarii fortate

Indicator de Substanta Reagent Conditii Concentratia
degradare activa adaugat de lucru finala
SiehleElefe[s8 1 ml solutie stoc 1 Diluare la 9 ml diluant pentru
referinta mg/ml standard concentratia finala ~ metoda HPLC

tmsouiesocl imincioin  eomn  Smidlantpeniu o g
ﬁg;ﬂgﬁfﬂiﬁ%l 1 mlNaOH 0.1 N 90 min. 8 rglquggn;gﬁrgru 0.1 mg/ml
- 1 mIHCI0.1 N - o wae‘:ggznﬁgﬁrgr“ -
- 1 ml NaOH 0.1 N - Bl -
o olle ool AmiMO,3%  1smn O™ SWAMEENIL g gy
T mwem . cmimpe
imedueseol . anowc  Smdbnpn gyngn

___ pda plus Z0nm
acepromazin 0.1
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Retention Time
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1 Theoretical plates (USP) 3
w] Asymmetry 10
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Resolution (USP)

0.1 mg/ml
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Figura 6. Degradare fotolitica
Concluzii Pentru evaluarea stabilitatii intrinseci si
a profilului de degradare compusul chimic de
Testele de stabilitate reprezintd un interes este supus unor etape diferite de
instrument de analiza important pentru conditii de mediu accelerate.
determinarea conditilor de stocare si Metodele HPLC reprezinta principalul

conservabilitatea produselor medicinale.

Pe langa testele de lunga durata
efectuate pentru determinarea precisa a
perioadei de valabilitate a produselor
medicinale, se pot efectua studii accelerate,
prin pastrarea produsului la temperatura si
umiditati excesive. Studile de degradare
fortata reprezintda un model de astfel de
studii accelerate de testare a stabilitatii.
Caracterizarea unui compus activ de interes,
din punct de vedere chimic si structural fac
parte din testele de punere la punct a unei
noi formule de preparat medicinal.

Studile de degradare fortata sunt
conduse astfel Tncat sa permita realizarea
optima a unui profil de degradare.
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instrument analitic pentru caracterizarea
substantei de interes si a impuritatilor
specifice si nespecifice.

Tn mod curent, aceeasi metoda HPLC se
poate aplica pentru studiul unei substante
active si a unui produs medicinal care o
contine, adesea, aceeasi metoda putand fi
utilizata si pentru studiul impuritatilor.

Totusi, determinarea cantitativa si
puritatea pot fi realizate prin metode diferite.

Metoda HPLC aleasa trebuie sa poate
diferentia cu acuratele si sa cuantifice
compusul de interes de impuritatile specifice
si nespecifice.
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Facultatea de Medicina Veterinara Timisoara
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Rezumat

Ecotoxicitatea solului si a apelor este una din preocuparile majore cu implicatii deosebite in calitatea
vitetii omului si animalelor. Tn consecinta, au aparut numeroase metode de stabilire a gradului de poluare
a mediului, care n ultimul deceniu, au cunoscut o dezvoltare extraordinara in ultimii ani, cu aplicare in
legislatiile europene si nationale. In review-ul de fatd se doreste familiarizarea cititorilor cu céativa
indicatori de testare a poluarii apei si solului; respectiv testarea pe pestii zebra si rdme, organisme
recunoscute ca indicatori viabili si sensibili ai poluarii. Sunt descrise metodologiile de testare cele mai
cunoscute: toxicitatea acuta si cronica asupra pestilor; determinarea poluarii prin utilizarea ramelor
(Protocolul OECD 207). In plus, in capitolul Metodologia analitica de stabilire a eco-toxicitatii solului si
apelor este prezentata sintetic gaz- cromatografia cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS) si aplicatiile
in stabilirea gradului de poluare a mediului, iar in ultimul capitol, este prezentata Legislatia Th domeniul
managementul dejectiilor cu legislatia Europeana si Roméneasca conexa.

Abstract

Soil and water ecotoxicity is one of the major concerns with important implications for human and animal
life’'s quality. Consequently, there were appeared many methods to determine the level of environmental
pollution, which in the last decade have seen a tremendous development, with the implementation of
European and national legislations. The present review is intended to familiarize readers with some
indicators of water pollution and soil testing; testing that zebra fish and earthworm bodies recognized as
viable and sensitive indicators of pollution.lt describes the testing methodology known: acute and
chronic toxicity on fish; determining pollution by using earthworms (OECD Protocol 207). In addition,
analytical methodology chapter establishing eco-toxicity is summarized soil and gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS) and applications in determining the degree of environmental
pollution, and the last chapter is presented legislation manure management in the EU and Romanian
legislation related.

1. Despre utilizarea indicatorilor Genele fluorescente sunt extrase din
moderni de poluare apei si solului meduze si injectate in icrele pestilor zebra.
Cu aceste gene corpul pestilor zebra este
1.1. Pestii zebra capabil sa ofere o stralucire fluorescenta

’ (Fig.3).
Cercetatorii de la Universitatea din Activarea acestor gene va functiona ca

Singapore reprezentati prin Gong si col., au un comutator pentru activarea diferitelor
utilizat prin manipulare genetica un tip de tesuturiale pestilor (Fig.4-5).
pesti zebra care detecteaza poluantii din Pana in prezent, cercetatorii au reusit sa
apa prin schimbarea culorii. izoleze doua tipuri de promotori de gene la
De obicei, pestii zebra sunt de culoare pestii zebra, un promotor inductibil de
neagra si argintie iar prin inginerie geneticd estrogen si un promotor receptor de stres.
s-au obtinut varietati de culoare verde sau Acesti promotori au fost utilizati pentru a
rosu fluorescent (Fig.1-2.) [7, 12]. induce genele fluorescente de culoare la
pestii zebra transgenici [7].
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Pestii Tsi schimba culoarea dependent
de tipul de mediu pentru care a fost
specificata culoarea respectiva. Desi s-a
e = conceput doar culoarea rosie si verde a
- pestilor zebra, Gong a evidentiat faptul c&
poate adauga pana la cinci culori pe un
peste zebra, fiecare culoare indicand un
poluant diferit [7, 12, 47].

Bt

Fig.4. Embrioni de pesti zebra- modificari de
culoare ca indicatori de poluare [41]

Fig. 2. Neuroanatomia pestilor zebra:
axoni (verde) si neuropil (rosu) [45]

Fig. 5. Embrioni de pesti zebra- utilizati Tn
cercetarea bolilor infectioase la om [40]

1.2. Ramele

Ramele sunt frecvent folosite ca
determinanti ai poluarii solului [1, 6, 33].

Ramele sunt incluse in Tincrengatura
Annelida, clasa Oligochaeta (Fig. 6), au un
corp aproape cilindric, acoperit cu peri
dispusi numai pe partile laterodorsale si
lateroventrale ale segmentelor. In treimea
anterioara a corpului se observa o ingrosare

Fig. 3. Pesti zebra transgenici [37]

Pestii zebra transgenici vor fi capabili sa
raspunda la prezenta substantelor chimice
ca estrogenul prin promotori estrogenici,
metale grele si toxine prin promotori receptori
de stres.
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a tegumentului cu aspect de sa, denumit
clitellum, cu rol in reproducerea viermilor,
secretdnd un cocon in care sunt depuse
ouale. Formele terestre ale clasei
Oligochaeta traiesc in sol, frunzar, humus
brut etc., sapandu-si galerii in stratul
superficial al solului printre radacinile
plantelor sau in profunzime.

Fig.6. Aspect macroscopic al reprezentantului
clasei Oligochaeta [44]

Efectele benefice asupra solului sunt
reprezentate de aerarea solului, transportul
solului mineral din profunzime spre suprafata
si al solului biogen spre profunzime.

O mare parte participa si la procesele de
transformare a resturilor vegetale in humus.

Mediul de viata este reprezentat de sol,
care odata inghitit trece prin tubul digestiv,
unde substantele nutritive sunt retinute iar
resturile nedigerate eliminate sub forma de
excremente la suprafata solului [1, 10, 14].

1.2.1. Etologia si ecologia ramelor

Ramele nu prezintda organe respiratorii
adecvate astfel fiind necesar un contact intim
intre suprafata corporald si apa pentru a
realiza schimburi gazoase. Amoniacul
excretat se elimina in prezenta unei cantitati
crescute de urina hipotonica.

Presiunea hidrostatica a lichidului
celomic influenteaza mobilitatea si saparea
galeriilor fiind dependente de o cantitate de
apa a organismului de peste 18% [13].

Durata de viata pentru Eisenia fetida
este de 4,5 ani iar pentru Lumbricus
terrestris in jur 6 ani [46].

53

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 8 (1). Mai - lunie 2014

Lumbricidele pot fi Tmpartite n trei
grupuri morfo-ecologice, specii dependente
de modul de hranire si de constructie a
galeriilor dupa cum urmeaza:

1. Epigeice, traiesc pe suprafata solului,
in tavitele plantelor, in substraturi organice.
Sunt organisme de dimensiuni reduse
adaptate la conditile de umiditate si
temperatura de la suprafata solului si sunt
greu adaptabile Tn straturile de adancime.

Pe perioada diapauzei sapa galerii
temporare n solul mineral. Eisenia fetida se
utilizeaza in vermicompostare dispunand de
0 perioada scurta intre generatii.

2. Endogeice, traiesc in straturile de sol
de la suprafatd si se hranesc cu sol si
materie organica. Acestea nu cosntruiesc
galerii permanente, canalele temporare se
vor umple cu material coprolitic in urma
deplasarii ramelor si excretarii din intestine.

Galerile sapate sunt orizontale si
arborescente. Importanta acestora este in
descompunerea radacinilor, amestecarea
straturilor de sol si In aerarea solului.

3. Anecice, care construiesc galerii
verticale permanente, patrunzand adanc in
sol. Sunt detritivore tragand hrana in galerii
sapate pana la cativa metri in sol.

Dezavantajul este ca pot forma dopuri
de materie organica sau coprolite (sol
excretat si particule minerale) astfel blocand
deschiderea galeriilor. Efectul benefic al
acestor specii printre care se afla si
Lumbricus terrestris este de a descompune
materia organica, a realiza circuitul
substantelor nutritive si de a forma solul [1].

Hranirea se realizeaza prin procese de
reactie a materialului de sol coloid, organic si
anorganic neresorbit cu formarea unor
complexe argilo-humice [18, 46].

Mecanismul de hranire se bazeaza pe
triturare si amestecare in stomacul musculos
cu ajutorul grauntelor de nisip Tnghitite, apoi
digestia se continua Tn intestinul mediu cu
participarea enzimelor digestive si a
concretiunilor de calcar produse de glandele
calcaroase urmand apoi resorbtia [10].



Mosneang & Cristina

In excrementele proaspat eliminate de
rame s-a identificat o cantitate de germeni
aproape similara probelor de sol din jur [10].

Continutul de humus si calciu, forta de
retentie a apei si stabilitatea glomerulelor
sunt mai mari in excrementele de rame decét
in probele de sol colectate din apropierea
canalelor sapate de viermi [10].

Lumbricidele sapa galerii in sol prin
contractii coordinative ale benzilor de muschi
circulari si longitudinali din peretele corpului.

Aceste contractii sunt realizabile de
catre segmentele corpului care sunt
mentinute turgescente de catre lichidul
celomic. Aceste miscari coordinative permit
viermelui sa transfere contractia de la un
segment la altul cu efect de unda care
propulseaza organismul spre nhainte [46].

Efectele benefice ale lumbricidelor sunt
reprezentate de faptul ca [10, 36, 38]:

e descompun materia organica moarta si
a celei aflate in descompunere cu o nutritie
bazatad pe bacteriile si ciupercile care se
dezvolta pe aceste substraturi

e reduc incidenta bolilor produse de fungi

e fragmenteaza materia organica,
desfasoara activitati de forare a galeriilor,
amesteca solul si participa la formarea
agregatelor structurale de sol

eajuta la cresterea ratei de infiltrare a
apei si capacitatea de retinere a apei in sol,
imbunatatesc procesele de aeratie din sol

eofera  canale pentru  cresterea
radacinilor plantelor si maruntesc si ingroapa
resturile plantelor

Pe langa materia organica moarta,
lumbricidele ingera particule de sol de
dimensiuni mici amestecand si macerand
totul pana la particule foarte mici asemenea
unei paste fine care apoi va fi digerata in
stomac.

Coprolitele proaspete ale lumbricidelor
sunt de cinci ori mai bogate Tn azot accesibil
plantelor, de sapte ori in fosfor si de 11 ori
mai bogate Tn potasiu comparativ cu primii
centimetri de la suprafata solului. Daca
exista o cantitate mare de humus accesibil,
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greutatea coprolitelor excretate poate depasi
4.5 kg / lumbricid / an, fiind un indicator al
interesului sporit al gradinarilor si fermierilor
de a mentine populatiile de viermi la un nivel

Tnalt [36].
Cercetarile realizate 1n SUA au
evidentiat faptul ca& lumbricidele contin

substante cu proprietati antiinflamatoare
pentu tratarea artritei si a altor patologii ale
articulatiilor [46].

1.2.2. Importanta si efecte asupra
umiditatii din sol

Galeriile grabesc scurgerea apei in si din
sol. O rata crescuta a infiltrarii ajuta la
prevenirea  poluarii  prin  minimalizarea
eroziunii de suprafata si transportul chimic
spre apele de suprafata [46].

Totodata galeriile favorizeaza transportul
poluantilor, nitrati sau pesticide spre panzele
freatice [5].

Galeriile  orizontale  ale  speciilor
endogeice nu transporta apa si solutile la
aceeasi adancime ca si galeriile verticale ale
speciilor anecice [46].

2. Metodologii uzuale

2.1. Toxicitatea acuta asupra pestilor

Metodologiile conform Ordinului nr. 245
din 26 martie 2005 sunt [30]:

2.1.1. Caracteristicile principale

e aprecierea toxicitatii acute letale a
substantelor din apele de suprafata asupra
pestilor;

e necesitatea insusirii proprietatilor fizico-
chimice ale substantelor de investigat: gradul
de solubilitate Tn apa, presiunea vaporilor,
caracterul biodegradabil, stabilitatea
substantei, in vederea alegerii unei metode
de test adecvate pe sistem static, semi-static
sau prin curgere continua in scopul de a
asigura concentratii de substanta
neschimbate pe intreaga durata a testului;
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e conferirea unor informatii legate de
formula chimica, puritatea, natura,
observarea prezentei si a cantitatilor de
aditivi, valoarea coeficientului de partitie n-
octanol / apa, care se vor lua in calcul pentru
0 buna organizare a testului si pentru a
interpreta rezultatele.

2.1.2. Definitii aferente

e Toxicitate acuta — decelarea efectelor
defavorabile intr-un timp scurt (96 h) asupra
organismelor de test Tn prezenta unei
substante; care se expune prin concentratia
medie letala.

e CLso — concentratia care omoara 50 %
din pestii care se gasesc in apa de testare
intr-o perioada de expunere continua.

e Unitatile de masura: greutate/ volum
(mg/L) ori greutate/ greutate (mg/kg) [30].

2.1.3. Principiul de realizare a metodei

Limita superioara de testare poate fi
realizata la 100 mg/L substantd pentru a
dovedi ca ClLg, reprezintd o concentratie
ridicata fata de aceasta concentratie.

Pestii se expun la substanta de testare
in concentratii seriate pe parcursul a 96 h;
mortalitatile fiind inregistrate la intervale de
minim 24 h iar concentratile la care
letalitatea pestilor este de 50 % (CLsg) sunt
luate Tn vedere si inregistrate [30].

2.1.4. Criteriile de calitate

Lotul de control trebuie sa aiba o
mortalitate mai mica de 10 % la sfarsitul
testului. Saturatia oxigenului dizolvat trebuie
sa fie mai mare de 60 %.

Substantele de testare vor reprezenta
circa 80% din concentratia de inceput pe
toata durata testarii. Pentru substantele ugsor
dizolvabile Tn mediu sau care sunt stabile,
concentratia initiala este apreciatda a fi un
echivalent al concentratiei nominale. Se
evidentiaza care au fost concentratiile
utilizate pe toata durata testarii si care au
fost conditile experimentale. Acestea se
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subliniaza pentru substantele
indeplinesc urmatoarele caracteristici:
e detin o solubilitate scazuta in mediul de
testare;
e pot forma dispersii si emulsii stabile;
e sunt instabile in solutji apoase,
e concentratia initiala va fi masurata
solutie la inceputul testarii.
Concentratia va fi apreciatd dupa o
perioada de stabilizare, dar Tinaintea
introducerii pestilor. Determinarile care se
realizeaza pe toata durata testarii trebuie sa
afirme ca pH -ul nu difera cu mai mult de o
unitate [30].

care

n

2.1.5. Modul de lucru

Metoda de testare poate fi de trei feluri:
etestul static — este un test la care
solutia de testare nu se schimba;
etestul semi-static: solutile de testare
sunt reinnoite in mod regulat;

etestul cu curgere continua: apa este
reinnoitd permanent in acvarile de
testare.

Reactivii

Solutia stoc de testare — se prepara
printr-o dizolvare a substantei n apa
deionizata. Concentratile se pregatesc din
solutia stoc printr-o diluare seriata; iar n
cazul utilizarii  unor concentratii mari,
substanta se poate dizolva nemijlocit in apa
de dilutie.

Gradul de solubilitate este important in
obtinerea acestor concentratii. Substantele
se testeaza pana la limita de solubilitate
gasita. Substantele cu solubilitate redusa sau
cele care formeaza o dispersie cu stabilitate,
au la baza realizarea unei concentratii
regasite peste limita de solubilitate a
substantei de testare cu scopul de a obtine o
concentratie maxima solubila sau stabila.

O dispersie ultrasonica se poate utiliza,
pentru substantele cu o solubilitate scazuta
in apa, pentru a prepara solutile stoc.
Utilizarea unor substante auxiliare, implica ca
toate concentratiile de testare sa contina o
cantitate egald de substanta auxiliara [24].
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Martorii se vor expune la o concentratie
identica de substante auxiliare de tipul celor
utilizate 1n seriile de testare.

Concentratia substantelor auxiliare va fi
redusa, fara depasirea a 100 mg /L in mediul
de testare. Testul se va realiza fara ajustarea
pH -ului.

Orice modificare evidentd a valorii pH-
ului implica repetarea testului prin folosirea
unui pH adaptat si cu inregistrarea
rezultatelor.

Astfel, valoarea pH-ului pentru solutia
stoc va fi adaptata cu pH-ul apei de dilutie.

Astfel sunt preferate substantele de tipul
HCl si NaOH. Se va actiona cu prudenta
pentru a nu modifica concentratia substantei
de testare printr-o ajustare a pH-ului. Se va
inregistra orice reactie de precipitare sau
chimica rezultata.

Apa utilizata pentru dilutie:

Se foloseste apa cu caracter potabil,
necontaminata cu clor sau metale grele, apa
naturald cu valoare calitativa sau cea
reconstituita. Duritatea apei trebuie sa fie
intre 10 si 250 mg/L (CaCOs;) si pH-ul sa fie
cuprins intre 6,0 si 8,5 [24].

Aparatura necesara:

e aparatura trebuie sa fie in totalitate din

material inert chimic;

eun sistem de dilutie care va fi

automatic;

e un dozator de oxigen;

eun echipament pentru a determina

duritatea apei;

eun echipament pentru

adecvata a temperaturii;

e un pH-metru.

mentinerea

Pestii utilizati in testare:

Pestii vor fi intr-o stare de sanatate fara
anomalii fizice si comportamentale, alesi
dependent de criterile de varsta, cu o
posibilitate de Tintretinere, sensibilitatea la
substantele chimice va fi relativa, si cu
posibilitatea de a compara datele obtinute cu
cele deja existente la nivel international.

Pregatirea materialului pt. experiment:
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Pestii vor proveni din acelasi stoc, vor
avea aceeasi lungime si varsta si vor fi tinuti
un minim de 12 zile in urmatoarele conditii:

e sistem de recirculare/curgere continua;

e apa,;

e |lumina: 12-16 ore iluminat zilnic;

e concentratia oxigenului dizolvat de cel
putin 80 % saturatie;

ehranirea se va face de trei ori pe
saptamana, hranirea lor incetand cu 24
h Tnainte de inceperea testarii;

e mortalitatea obtinuta ntr-un interval de
48 h de la introducerea pestilor in
acvariile de acomodare.

Se vor inregistra mortalitatile si se vor
aplica urmatoarele criterii:

e mortalitati peste 10% din populatie n
sapte zile conduc la eliminarea lotului
per ansamblu;

e letalitate cuprinsa Tintre 5-10% din
populatie conduce la o prelungire a
perioadei de acomodare pentru inca
sapte zile; iar in cazul in care nu mai
sunt inregistrate mortalitati, lotul se
accepta, altfel se elimina n intregime.

o letalitate sub 5 % din populatie duce la
0 acceptare a lotului.

Adaptare:

Toti pestii se vor mentine in apa la o
temperatura constanta pe o durata de sapte
zile Tnainte de a incepe testului.

Procedura de testare:

Se va face o testare preliminara pentru a
obtine date referitoare la sirul de concentratii
care trebuie utilizat n testul de baza.

Daca se folosesc substante auxiliare
pentru a masura gradul de solubilitate al
substantelor se realizeazd o proba martor
(control). Dependent de proprietatile fizico-
chimice ale substantei de testare se va
selecta metoda cea mai adecvata din cele
mentionate. Pestii se vor expune la actiunea
substantelor astfel:

e durata va fi de 96 h;

enumarul de pesti: minim sapte pentru

fiecare concentratie;
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e acvariile de o capacitate convenabila in
concordanta cu incarcarea cu animale
de test; 1 g/l pentru testele semi-statice
si statice iar pentru cele cu curgere
continua fincarcarea ar putea fi mai
mare;

e concentratia de testare: se aleg minim
cinci concentratii diferentiate printr-un
factor de maxim 2,2, pe un domeniu
care sa acopere mortalitatea intre O -
100 %;

elumina: 12 - 16 h /zi;

e temperatura: dependent de specie, dar
+1°C 1n orice testare;

e concentratia oxigenului dizolvat: minim
60 % saturatie a oxigenului;

e hranire: pestii nu se hranesc.

Pestii se vor observa dupa 2 — 4 ore de
la introducere si la intervale de cel putin de
24 ore. Pestii se considera morti, daca la
atingerea  inotatoarei codale nu se
inregistreaza reactii si nu se observa migcari
respiratorii. Se vor nota pesti morti si se
indeparteaza din acvarii.

Se inregistreaza anomaliile legate de
echilibru, not, respiratie si pigmentatie. Se
va monitoriza zilnic pH-ul, oxigenul dizolvat si
temperatura.

Testul limita:

Prin utilizarea procedurilor descrise se
poate stabili o limita de testare de 100 mg/L
pentru a demonstra ca ClLsy are o valoare
superioara acestei concentrati. Daca
substanta nu permite atingerea unei
concentratii de 100 mg/L in apa de testare,
limita de test se stabileste pentru o
concentratie identicA cu  solubilitatea
substantei.

Pentru testul limitd se utilizeaza acelasi
numar de pesti (7 -10 pesti) — la fel ca pentru
testul martor; teoria distributiei binomiale
afirma ca in cazul in care se utilizeaza 10
pesti cu mortalitate zero, gradul de incredere
va fi de 99,9 % iar CLsq va fi mai mare decéat
concentratia utilizata in testul limita.

Dacad sunt folositi intre 7si 9 pesti,
absenta mortalitati implica un grad de
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incredere de minim 99 %, nsemnand ca
CLsy, va avea o0 valoare superioara
concentratiei folosite. Aparitia mortalitatii
impune dezvoltarea unui studiu complex.
Efectele subletale aparute se inregistreaza.

2.1.6. Evaluarea si raportarea

Fiecare perioada de observatie va avea
drept corespondent un grafic de mortalitate
dependent de perioada de expunere fata de
logaritmul concentratiei. Daca se poate, se
vor estima CLsp si limitele de confidenta (p =
0,05). Daca panta curbei concentratie /
mortalitate depaseste gradul de inclinare,
pentru a permite calcularea CLs,, este
suficienta o estimare grafica valorii [39].

Daca doua concentratii consecutive n
raport de 2,2 au valori ale mortalitatii de 0%
si 100 %, aceste valori sunt suficiente pentru
a aprecia intervalul in care se situeaza ClLsq.

In cazul In care se observa ca nu se
poate mentine o stabilitate si 0 omogenitate
a substantei de testare, se vor nota
observatile si se va tine cont de ele la o
viitoare interpretare a rezultatelor.

Raportul trebuie sa includa urmatoarele:

e observatii referitoare la organismele de

testare — denumire stiintifica, numarul
folosit pentru fiecare concentratie, gen,
specie, marime;

e caracteristicile chimice si sursa pentru

apa de dilutie (pH-ul, duritatea,
temperatura);
epentru substantele cu solubilitate

redusa in apa, se include metoda de
realizare a solutiei stoc si a solutiilor de
testare;

e concentratia substantelor auxiliare;

e lista concentratiilor utilizate si orice alte
date referitoare la stabilitatea
concentratiilor in solutia de testare;

erealizarea analizelor chimice implica
redarea metodelelor utilizate si a
rezultatelor obtinute;

e se va nregistra rezultatul testului limita;

emotivatia si detalile procedurii de
testare (pe sistem static, semi-static, cu
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curgere continua, doza, viteza de
curgere, incarcarea cu organisme de
testare, aerarea apei);

e descrierea echipamentului utilizat;

ejluminarea;

e concentratia oxigenului dizolvat,
valorile pH si temperatura obtinuta la

fiecare 24 h;

e aprecierea ndeplinirii  criterilor de
calitate;

eredarea sub forma tabelara a

mortalitatii cumulative pentru fiecare
concentratie si a martorului la timpul de
observatie recomandat;

e graficul curbei concentratie/ procent
raspuns la sfarsitul testarii;

o CLso la fiecare timp de observatie (
limita de confidenta 95%);

e procedurile statistice utilizate pt. LCs;

e concentratia cea mai mare a testarii, la
care nu se observa mortalitate pe toata
durata testarii;

econcentratia cea mai mica care
provoaca mortalitate 100% pe perioada
testarii [30].

Alte metodologii de testare se vor

descrie in partea de cercetari proprii a tezei.

2.2. Metodologia de determinare a
toxicitatii cronice asupra pestilor

2.2.1. Principiul metodei

Pentru monitorizarea efectelor cronice
ale substantelor cu risc s-a ales metoda de
colorare hematoxilina-eozina, fiind o metoda

accesibila, care permite inregistrarea
efectelor legate de structura mai multor
organe vitale-branhii, intestine subtiri, ficat,

rinichi si musculatura [30].
Modul de lucru
Reactivii:

e alcoolul etilic absolut,
e formol,

e acetona,

e benzen,

e hematoxilina,
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e e0zina,

e albumina,

e parafina.

Aparatura:

e UN microtom;

e un termostat cu includere in parafing;

e plita pentru ntinderea sectiunilor;

e UN microscop;

e un aparat de fotografiat.

Sticlaria utilizata:

e vase de tip Borel,

e lame,

e si lamele [30].

Metodologia de intoxicare:

epestii din experiment se introduc fn
acvarii cu capacitatea de 30 L;

e se utilizeaza 20 de organisme/acvariu;

econcentratile din testare vor fi
subletale;
econcentratile alese depind de

caracteristicile substantei.
Testele cronice se vor realiza In regim
static.

Metoda de prelevare
Pestii intoxicati se vor preleva pentru

investigatii histopatologice la interval de
maximul 30 zile.

Procedura de testare

Recoltarea pestilor pentru testarea

histopatologica se face la un interval de 30,
60, 90,120 si respectiv 150 zile, pana la cel
mult un an. Obfinerea preparatelor
histologice impune o recoltare a fragmentelor
si 0 prelucrare a lor dupa o tehnica de
manipulare histopatologica. Dupa disectia
anatomica a pestelui se vor preleva
fragmente de branhii, ficat, intestin subtire,
rinichi, si musculatura, deoarece acestea
sunt organe vitale si organe f{inta pentru
substantele care se acumuleaza sau au un
efect toxic.

Fixarea

Fragmentele de organe obtinute Th urma
disectiei se fixeaza n formol 10 %, pentru a
opri procesele de degradare care apar dupa
moarte.



Mosneang & Cristina

Deshidratarea si clarificarea

Dupa fixare, piesele se deshidrateaza in
baie de alcool etilic, la concentratii
crescatoare (70° 90° 100°; iar dupa
deshidratare fragmentele se clarificd 1n
acetona si benzen. Piesele astfel
deshidratate si clarificate se includ 1n
parafind si se mentin la o temperatura
constanta de 57°C. Blocurile de parafina, cu
fragmente de organe, vor fi sectionate la
microtom; cu o grosime a sectiunilor de 5 —

6.

Colorarea cu hematoxilina eozina

Sectiunile vor fi intinse pe lame cu
albumina Mayer gi vor fi pastrate la termostat
cu includere n parafina timp de 5 - 24 h, la
temperatura constanta de 37°C.

Pentru observarea efectelor produse de
substantele investigate este necesar sa se
realizeze o colorare a sectiunilor si obtinerea
unor preparate fixe. Astfel lamele cu sectiuni
vor fi deparafinate in benzen. Apoi vor fi
trecute prin bai succesive de alcool etilic cu
concentratii descrescatoare (100°, 90° 70°),
pentru a nlatura solventul parafinei, ultima
baie realizandu-se cu apa distilata.

Sectiunile se coloreaza cu hematoxilina
si eozina. Acesti coloranti evidentiaza nucleul
si citoplasma. Dupa colorare, sectiunile se
deshidrateaza in alcool etilic cu concentratii
crescatoare (70°, 90° 100°) si apoi clarificate
in benzen [30]. Preparatele microscopice
sunt montate in balsam de Canada devenind
preparate fixe.

2.2.2. Examinarea si raportarea

Se realizeaza examinarea la
microscopul optic si se compara cu martorul.
Modificarile celulare se descriu detaliat si se
fotografiaza [30].

2.3. Metode de determinare a poluarii
prin utilizarea ramelor

2.3.1. Protocolul OECD 207

Protocolul utilizeaza raspunsul unei
singure specii, Eisenia fetida, aleasa datorita
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caracteristicii de a nu sapa prea adanc in sol
si a prefentei acesteia pentru soluri bogate n
materie organica, provenita de obicei din
resturi vegetale descompuse sau dejectii
animale [26].

Testul de toxicitate pe hartie de filtru

Pentru acest test sunt necesare
eprubete de sticla cu fund plat, de
aproximativ 8 cm lungime si 3 cm diametru,
care se captusesc cu hartie de filtru, taiata cu

dimensiuni  potrivite pentru a evita
suprapunerea in eprubeta.
Se foloseste substanta de testare

dizolvata in apa distilata, acetona, hexan sau
cloroform, dependent de solubilitate.

Din solutie se va lua 1 ml si se va
introduce in fiecare eprubeta de test iar apoi
eprubetele se aseaza in pozitie orizontald in
fata unui curent slab de aer pentru ca hartia
de filtru din interior sa se usuce.

Dupa uscare, in fiecare eprubeta se
introduce 1 ml solutie de testare respectiv
apa distilata in eprubeta martor.

Eprubetele se inchid cu dopuri
prevazute cu un orificiu pentru aerare.
Inainte de introducerea ramelor fin

eprubete, cate una in fiecare eprubeta pentru
a nu periclita interpretarea rezultatelor in
eventualitatea mortalitatii acestora, acestea
se vor mentine trei ore pe hartie de filtru
umeda pentru golirea tubului digestiv, dupa
care se spala si se usuca.

Pe parcursul testului eprubetele se
mentin n tavi Intr-o pozitie orizontala.

Eprubetele se mentin la 20+2 °C, in
conditii de Tintuneric iar mortalitatea se
inregistreaza dupa 72 h.

Ramele se considera moarte daca nu
raspund la stimuli mecanici fin aplicati pe
capatul anterior al corpului [10, 43].

Testul de toxicitate pe sol artificial

Substanta de testare se amesteca cu
apa distilata care se adauga peste solul
artificial (10% turba de Sphagnum, 20%
argila caolin si 70% nisip industrial).
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Fiecare vas de cultura contine 750 g sol
artificial peste care se pun 10 rame
(mentinute Tn prealabil 24 h intr-un alt vas si
spalate). Vasele se acopera cu folie de
plastic perforatda care sa impiedice
evaporarea si sp permita totodata aerarea
mediului de testare.

Durata testului este de 14 zile iar in ziua
7 si 14 se inregistreaza datele referitoare la
mortalitatea ramelor din testare.

Evaluarea mortalitatii in ziua 7 se face
golind continutul vaselor de sticla pe o tava,
se sorteaza ramele si li se testeaza reactia la
stimuli mecanici aplicati pe partea anterioara
a corpului.

Rezultatele testului cuprind:

e stabilirea biomasei medii vii si
numarului de rame Vvii/tratament
inceputul si la sfarsitul testului
edescrierea modificarilor patologice si

a
la

etologice (leziuni, ulceratii ale
tegumentului, capacitatea de sapare a
galeriilor)

e trasarea grafica a curbei

concentratie/efect

o stabilirea ratei mortalitatii pentru probele
martor

o stabilirea ratei mortalitatii pentru probele
de testare (descompunerea rapida post-
mortem a ramelor va duce la concluzia
ca absenta acestora la momentul
numararii semnifica mortalitatea
acestora)

e determinarea umiditatii solului artificial la
inceputul si sfarsitul testului

eprecizarea  concentratiei la  care
mortalitatea a fost zero
eprecizarea  concentratiei la  care

mortalitatea a fost 100% [10, 43].

3. Metodologia analitica de stabilire a
eco-toxicitatii solului si apelor

3.1. Gaz- cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa (GC-MS)

Gaz-cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa se utilizeaza pentru
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masurarea
din

identificarea calitativa
cantitativa a unor
amestecuri complexe.

si
componente

Strategia analizei calitative

Pentru asigurarea identificarii calitative
a componentelor organice prin GC-MS se
vor respecta anumite criterii: spectrul de
masa a compusilor cunoscuti sau
necunoscuti trebuie sa corespunda intregului
registru de spectre de masa. Astfel spectrele
compusilor autentici vor fi insotite de o
biblioteca de referinta spectralda sau de o
mostra a produsului respectiv.

Strategia analizei cantitative

Cuantificarea vizeaza zona picurilor
cromatogramelor de masa sau monitorizarea
ionica. Cu ajutorul tehnicii de monitorizare
ionica, spectrometrul de masa nu este setat
pentru scanarea tuturor maselor, in schimb,
instrumentul face salturi de la 0 masa la alta.

Avantajul este ca spectrometrul de
masa este retinut o perioada mai mare la o
masa selectata, raportul semnal- zgomot la
acea masa se imbunatateste iar
sensibilitatea globala a experimentului creste
cu un factor de la 100 la 1000 [35].

3.1.1. Gaz-cromatografia

Procesul de separare cromatografica se
desfasoara in coloana cromatografica.

Coloanele in cromatografia de gaze pot fi
clasificate In urmatoarele tipuri:

1) Coloane umplute, in care umplutura
este reprezentatda de catre faza stationara
depusa pe un suport inert iar materialul astfel
rezultat este introdus mecanic intr-o coloana
(metalica sau silice topita, cu diametrul de
ordinul mm si lungimea de pana la 1 m).

2) Coloane capilare (WCOT ~wall
coated open tubular’) avand pe peretele
interior un film lichid imobilizat, cu grosime
de strat intre 0,1 si 5 ym (de regula 0,25
pm). Coloanele capilare sunt construite din
silice topita sau borosilicat, acoperite la
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exterior dintr-un strat protector de polimer.

Lungimea acestora este de péana la
100 m, iar diametrul interior intre 0,05 — 1
mm. Eficienta acestora este foarte mare,
separarile cromatografice pe astfel de
coloane atingdnd 5.000-10.000 talere/m
lungime de coloana.

3) Coloane capilare (SCOT — ,support-
coated open tubular’) avand pe peretele
interior depus un strat cu grosimea de cel
mult 30 pm, alcatuit din particule ale unui
suport inert (de exemplu, paméant diatomeic)
pe care este depusa faza stationara propriu-
zisa data de un film lichid cu grosimea de
maximum 1 pum (Fig. 7) [16].

WCOT

Perete

Strat
imobilizat Particule

de suport

Fig.7. Imagini pe sectiune WCOT si SCOT [16]

Gaz-cromatografia cuplata cu
spectrometria de masa poate fi utilizata
pentru analiza componentelor volatile care
sunt stabile la temperaturi ridicate de
separare.

Hong si col. (2001) a utilizat GC-MS,
cromatografia prin excluderea marimii SEC,
cromatografia de extractie in faza solida SPE
pentru masurarea a 18 pesticide din praf [9].

Pesticidele volatile din plante si sol s-au
analizat prin microextractie de faza solida [2].
Diferente considerabile s-au observat intre
capacitatile de adsorbtie a fibrelor, adsorbtia
pesticidelor fiind mai mare pe
polidimetilsiloxan comparativ cu fibrele de
poliacrilat [4].

Realizarea cuplajului GC-MS are la baza
faptul ca substanta organica este deja in
faza gazoasa.

Daca se utlizeaza coloanele cu
umplutura, debitul de gaz purtator este n jur
de 20+30 cm®min, cu efecte asupra valorii
presiunii din spectrometru (1 cm® de gaz aflat
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la presiune atmosferica ocupa un volum de
10" cm?® la presiunea de 10" mm Hg; astfel
ca pompa de vid trebuie sa asigure un debit
de evacuare de 150 I/s pentru a indeparta 1
cm?® de gaz purtator).

Pentru indepartarea unui volum crescut
din gazul purtator se utilizeaza mai multe
tipuri de interfete, baz&ndu-se pe viteza
superioara de difuzie a eluentului (de obicei
heliu) comparativ. cu moleculele probei

(Fig.8.).

dela GC ——rg " %

; _.—— spre MS

la pornpa

.
- atomi de helin  ® moleculele probei.

Fig.8. Interfatd gaz-cromatograf cuplat cu
spectrometrie de masa de tip jet [16]

Efluentul provenit de la gaz-cromatograf
este ejectat, printr-un orificiu intr-o camera
vidata; din jetul astfel format are loc difuzia
preferentiala a moleculelor gazului purtator,
mai usoare decat moleculele probei.

Un al doilea orificiu, coaxial cu primul gi
aflat la o distanta de circa 1 mm de acesta,
face legatura cu spectrometrul de masa:
aproximativ 90 % din heliu gi 40 % din proba
nu trec prin al doilea orificiu, astfel incat in
aparat ajunge o proba imbogatita.

Coloanele cromatografice capilare pot fi
racordate direct la spectrometrul de masa
deoarece debitele la iesire au valori de
numai 1+5 cm®/min [16].

3.1.2. Spectrometria de masa

Spectrometria de masa este o metoda
instrumentala de analizd a compusilor
organici avand la baza fragmentarea
moleculelor in ioni de masa diferita cu
sarcina pozitiva si separarea lor in fascicule
de ioni cu aceeasi masa folosind
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concomitent interactiunea acestora cu un
camp electric si magnetic.

In  principiu, are loc bombardarea
substantei de cercetat cu un fascicul de
electroni, urmata de accelerarea ionilor
formati si separarea lor in functie de masa
prin actiunea concomitentd a unui camp
electric si magnetic [16].

Un spectrometru de masa cuprinde:

e un compartiment de producere a ionilor
sub actiunea unui fascicul de electroni
1);

eun compartiment de accelerare a
ionilor in camp electric longitudinal (2);

e un compartiment de separare in camp
magnetic transversal functie de raportul
m/e (3);

e un compartiment de detectare a ionilor

(4).

Cand detectorul (4) este o placa
fotografica, care este impresionata mai mult
sau mai putin functie de numarul ionilor,
aparatul se numeste spectrograf.

Aparatele moderne inregistreaza
curentul ionic (proportional cu numarul de
ioni) sub forma de spectru, in functie de
masa ionilor si de abundenta lor; asemenea
aparate se numesc spectrometre de masa.

Majoritatea spectrometrelor de masa
realizeaza  separarea  ionilor  pozitivi,
deoarece la bombardarea moleculelor de
cercetat (cel mai adesea organice) cu un
fascicul de electroni se expulzeaza un
electron din molecula forméandu-se un ion
pozitiv.

Diferenta esentiala a spectrometriei de
masa de celelalte metode spectrale consta in
aceea ca dupa Inregistrarea spectrului
substantei cercetate, aceasta nu mai poate fi
recuperata, fiind transformata in ioni, pe
cand in celelalte metode au loc numai
modificari in starea fizica a substantei [3, 16].

Schema unui spectrometru de masa cu
focalizare magnetica este redata mai jos

(Fig.9):
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Particule de

Proba :
ionizare

i

e

Tensiune de

lonizare Camp magnetic

Tensiune de g+
accelerare

Detector
de ioni

inre gistrator

Fig.9. Schema unui spectrometru de masa [16]

¢ Proba este introdusa in spectrometru gi
vaporizata;

e [onii de sarcina z (un multiplu al sarcinii
electronului)  sunt  produsi  prin
bombardarea probei cu un flux de
electroni Tn camera de ionizare;
energia electronilor trebuie sa fie mai
mare de 70 eV (1leV = 96,5 KJ.mol*;
70 eV = 6750 KJ.mol™)

e lonii rezultati sunt accelerati ntr-un
camp electric capatand o energie
cinetica similara campului;

e lonii de masd m sunt deviati in camp
magnetic functie de raportul m/z pe
diferite traiectorii circulare;

e VVariind taria campului magnetic se pot
focaliza pe detector ionii de o anumita
masa m (m/z) ;

elonii focalizati sunt detectati
inregistreaza spectrul de masa.

e Spatiul interior al spectrometrului de
masa este puternic vidat.

Fiecarui raport m/z 1i corespunde o
traiectorie de o anumita raza:

si se

2 _m.ZUA

r
e H?

(ec.1)

In camp electric energia de accelerare
este egala cu energia cinetica:

mv?

e-U,

= (ec. 2)
unde:

m - masa (Kg);

e - sarcina ionului;

v - viteza ionului (m/s);

Uy - tensiunea de accelerare (V).
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in camp magnetic forta
magnetodinamica este egala cu forta
centrifuga:
2
mv
H.e-v= (ec. 3) sau H-6=T(ec.4)
unde:

H - intensitatea campului magnetic (T - tesla);
r - raza traiectoriei ionului (m).

Rezulta ca viteza are expresia:

H-e-r
V=

(ec. 5)

Tnlocuind 1n relatia (1) valoarea lui v din
expresia (5) obtinem:

_ m-H?.e?.r?

- 2.m?

e-U,

(ec.6) sau

2'm'UA =H2'e'r2 (ec. 7)

de unde rezulta ca:
2

, m 2U, .m
F=— > (ec8) gl —=I""- (ec. 9)
H e 2-U,
m r?.H?
sau — = (ec.10)
z 2-U,

Spectrul de masa: ionii rezultati prin
bombardarea compusului organic sunt
instabili si  se fragmenteaza aproape
instantaneu.

Spectrul de masa al unui compus

organic constituie reprezentarea abundentei
relative a fragmentelor de scindare,
purtdtoare de sarcini pozitive, in funcfie de
raportul m/e al acestor particule [8].

Drept etalon al abundentei se considera,
de regula, cel mai intens maxim din spectru -
picul de baza - base peak.

Atribuind acestuia valoarea 100% se pot
determina cu usurinta abundentele relative
ale tuturor ionilor. Tntrucat abundentele sunt
foarte diferite ca valoare, uneori picurile cele
mai importante prezinta in spectru intensitati
extrem de mici (abundente foarte reduse).
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De regula, spectrul de masa se da sub
forma grafica. In cazul analizelor cantitative,
se Iinregistreaza cantitatea totala de ioni
(curentul ionic total); Tnaltimea unui pic reda
ponderea procentualda a acelui maxim din
cantitatea totala a ionilor.

In acest caz se impune o insumare
riguroasa a intensitatilor tuturor ionilor din
spectru pana la M (masa moleculara) [17].

3.2. Aplicatii

Spectrometria de masa se poate folosi
atdt Tn analiza calitativa cat si in cea
cantitativa. Spectrometrele de masa se
folosesc cuplate cu un gaz cromatograf

pentru detectarea Si inregistrarea
componentelor separate prin gaz
cromatografie.

Tehnica mixta gaz — cromatografie pe
coloane capilare - spectrometrie de masa
(GC-MSD) cét si cromatografia de lichide de
inalta performanta cu detector spectrometru
de masa a putut fi realizata practic datorita
faptului ca metodele necesitd cantitati mici
de proba si de acelasi ordin de marime (de la
miligrame la nanograme).

Spectrometria de masa foloseste si la
determinari de mase moleculare si structuri
ale substantelor organice necunoscute prin:

e furnizarea masei moleculare exacte;

e posibilitatea stabilirii unei formule brute;

eprin aducerea unei dovezi asupra

existentei posibile a wunor element
structural caracteristice (alaturi de alte
metode: RMN, IR etc.) [16].

Procesul de ionizare a unei molecule
poate avea loc in doua moduri:

ecu formare de ioni negativi

inglobarea electronului (mai rar):

prin

M+e—>M

fenomen cunoscut sub numele de
"absorbtie de rezonanta”, cu formarea unui
ion pozitiv (cel mai frecvent) prin expulzarea
unui electron din molecula:

M+e~—>2e~ +M"
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Daca energia electronilor este mica (5 -
10 eV), se formeaza asa numitul "ion
molecular® avand aceeasi masa ca a

moleculei. lonul molecular format este destul

de instabil si se descompune rapid
desfacandu-se intr-un numar mare de
fragmente, de reguld cu formarea unui

radical si a unui ion [16]:

MT—>R+ It

Radicalul fiind neutru din punct de
vedere electric nu va fi observat cu
spectrometrul de masa. Procesul poate avea
loc in mai multe etape. Fragmentarile
moleculelor n spectrometrul de masa
raspund la urmatoarele trei tendinte:

e formarea de ioni cat mai stabili;

e formarea de radicali cat mai stabili;

e eliminarea de particule neutre stabile

(N2, COZ’ Hzo etc.).

e Dintre picurile unui spectru prezinta

interes deosebit:

e picul molecular;

e picul de baza care reprezinta etalonul

de masurare a intensitatii;

e picurile datorate contributiilor izotopice.

De exemplu, in cazul hidrocarburilor
saturate: ionii moleculari sunt instabili si prin
pierderea unui ion de hidrogen se formeaza
ioni de carboniu primari cu formula generala:
[ChHon+1]* O reactie importanta de scindare

a acestora este pierderea unei molecule de
etilena, dar se pot scinda radicali liberi alchil
sau atomi de hidrogen [8, 11].

R——CHy—CHy + CHy=="Chy

R——CHy——CH;—CHy——CH* R—CHy + CHy—CH}

Hf—R—CHy—CH;—CH—CH}

lonii cu sarcina electrica se stabilizeaza
prin mezomerie iar ionii carboniu trec n ioni
mai stabili. lonizarea moleculelor de analizat
se poate face folosind ca reactiv un gaz
(metan, metilpropan sau amoniac) care
introdusi in camera de ionizare, Tn urma
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bombardarii cu electroni, produc ioni
moleculari, care, reactioneazd apoi cu
moleculele probei cu aparitia ionilor de tip
MH*; au loc reactiile:

Reactia primara:

CH,+e —»CH,  +e +e
Reactiile secundare:
CH," - CHs + H

CH4+. + CH; > CHs™ + CH3. (Autoprotonare)

CHs* + CH, — CuHs" +H,

Coliziune cu molecula din proba M:

M + CHs* — MH* + CH, (ionul M+1)

M + C,Hs™ — MC,Hs* (ionul lui M+29)
Daca M este de tipul RH: RH + CHs" - R" +
CH4 + H; (ionul M-1)

Astfel de ionizare se numeste ionizare
chimicg (IC). In spectrul de masa obtinut prin
ionizare chimica predomina picul ionului
molecular. Avantajul acestui tip de ionizare
este cresterea sensibilitafii detectiei la valori
de ordinul femtogramelor (10™*°g) [74,129].

4. Legislatia in domeniul
managementul dejectiilor

4.1. Legislatia Europeana

Conform Directivei nr. 676/ 12
decembrie 1991 privind protectia apelor
impotriva poluérii cu nitrati proveniti din surse
agricole n timpul primului program de
actiune pe patru ani si la sfarsitul acestui
program, statele membre pot fixa cantitati
diferite de cele indicate.

Aceste cantitafi trebuie determinate
astfel incat sa nu compromitd realizarea
obiectivelor prevazute si trebuie sa se
justifice prin criterii obiective precum:

¢ perioadele lungi de vegetatie;

eculturi cu o puternica absorbtie de
azot;

e precipitatii
vulnerabil3;

esoluri cu capacitate de denitrificare
foarte ridicata [21].

nete ridicate Tn zona
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Directiva nr. 278/ 12 iunie 1986 CEE
(Tabelul 1.) privind protectia mediului, n
special a solului, atunci cand se utilizeaza
namoluri de epurare in agricultura, stabileste
[19]:

Tabelul 1.

Valorile limitd pentru concentratiile de metale
grele n sol [19]

Parametri

Cadmiu
Cupru
Nichel
Plumb

Zinc
Mercur

Valori limita (mg/kg

1-3
50-140
30-75
50-300
150-300
1-1,5

Directiva nr. 83/ 3 noiembrie 1998 CE
privind calitatea apei destinate consumului
uman stabileste urmatoarele (Tabelul 2):

Tabelul 2.
Aprecierea parametrilor chimici din apa [22]
Parametri Parametri .

chimici valorici Ui
Cadmiu 5 pa/l
Cupru 2 mg/L
Nichel 20 pa/l
Plumb 10 pa/l
Mercur 1 mg/L
Crom 50 pa/l

Conform anexei 1 a Directivei nr. 63
din 22 septembrie 2010 privind protectia
animalelor utilizate Tn scopuri stiintifice, pestii
zebra sunt inclusi pe lista animalelor de
experiment [20].

4.2. Legislatia Romaneasca

Nivelul maxim de azotati conform Legii
458/2002 este de 50 ppm si 0,5 ppm azotiti,
depasirea acestor valori fiind periculoase
pentru oameni si mai ales pentru copii.
Nivelurile toxice de azotati la animale sunt
cuprinse intre: 133-220 ppm, fiind riscante
daca se utilizeaza o perioada indelungata;
661-880 ppm- creste posibilitatea pierderilor
fiind niste limite nesigure; iar peste 880 ppm
nu se recomanda utilizarea, putand
determina intoxicatii acute [25].

Ordonanta de Urgenta nr. 195/2005
privind protectia mediului face referire la
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faptul ca protectia apelor de suprafata si
subterane si a ecosistemelor acvatice are ca
obiect mentinerea si imbunatatirea calitatii i
productivitatii biologice a acestora, in scopul
evitarii unor efecte negative asupra mediului
si sanatatii umane [32].

Conform Ordinului nr. 296/ 11 aprilie
2005 si Ordinului nr. 216/ 13 aprilie 2005
privind aprobarea Programului cadru de
actiune tehnic pentru elaborarea programelor
de actiune in zone vulnerabile la poluarea cu
nitrati din surse agricole, pentru fiecare
parcela fertilizata trebuie precizate
localizarea (identificarea) suprafetei, data
aplicarii ingrasamintelor, cultura care a fost
fertilizata si cantitatea totala de azot
imprastiat, furnizat de dejectile animaliere
utilizate ca ingrasaminte organice naturale
[31].

Normele de calitate a apei potabile si
cateva aspecte comparative importante sunt
prezentate in Tabelul 3.

Legislatia pentru zonele vulnerabile la
poluarea cu nitrati fixeaza o limita pentru
incarcarile cu ingrasdmant organic (azot),
astfel 250 kg/ha de azot total pe fanete si
210 kg/ha de azot total pe terenurile arabile,
acestea reprezentand valori medii pentru
intreg terenul agricol fincadrat ca zona
vulnerabila la poluarea cu nitrati.

Este necesar a se avea in vedere ca
limita de Tncarcare pentru terenurile arabile
scade la 170 kg/ha dupa primii patru ani de
aplicare a planului de actiune.

Pe solurile nisipoase sau cu un profil
scurt, programul de actiune pentru zone
vulnerabile la poluarea cu nitrati impune, in
functie de tipul de cultura, conditiile
hidrometeorologice si vulnerabilitatea
naturala a zonei, o perioada inchisa maxima
(1 august- 1 februarie) si o perioada minima
(1 august- 1 noiembrie), in care nici un fel de
ingrasamant organic, cum ar fi balegarul
animalier de consistenta solida, semilichida
sau lichida, nu poate fi aplicat pe terenurile
care nu sunt fanete sau nu sunt semanate cu
culturi de toamna si nici daca solurile sunt
nisipoase ori cu un profil scurt.
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Tabelul 3.

Normele de calitate a apei potabile- aspecte comparative [15, 34]

Parametrul

Unitate de
masura

Directiva CEE

Norme
Organizatia

Turbiditate
Temperatura
pH
Conductivitate
Cloruri
Sulfati

Calciu
Magneziu
Sodiu
Potasiu
Aluminiu

Oxigen dizolvat

Nitrati

Nitriti

H.S

Hidrocarburi dizolvate
Fenoli

Fier

Mangan

Cupru

Zinc

Fosfati

Fluor

Argint

Arsen

Cadmiu

Cianuri

Crom

Mercur

Nichel

Plumb

Stibiu

Seleniu

Pesticide totale
Benzen

CCly

Clordan
Clorbenzen
Cloroform

2,4D

DDT
1,2-dicloretan
1,2-dicloretena
Heptaclor si heptaclorepox
Hexaclorbenzen
Gamma HCH (lindan)
Metoxiclor
Pentaclorfenol
Tetracloretena
Tricloretena
2,4,6- Triclorfenol

mg/L
‘C

puS/cm
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

% saturatie

mg/L
mg/L
Ho/l
H/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
mg/L
Ho/l
H/l
H/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
H/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
H/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l
Ho/l

10
25
6,5-8,5
400
25
250

50

150

12

0,2
Saturatie >75% exceptand

apele subterane

50

0,1
Organoleptic nedetectabil

10

0,5

200

50

5000

10
50

50
50

50
50
10
10
0,5

66

Mondiala a Sanatatii

6,5-8,5

250
400

200

0,2

44

Organoleptic nedetectabil

300
100
1000
5000

1500
50

100
50

50
50

10
10

0,3
0,1-3
30
100

10

0,3

0,1
0,01

30
10
10
30
10



Mosneang & Cristina

Perioada 1inchisa maxima pentru
terenurile aflate sub féanete sau culturi de
toamna este de la 1 septembrie la 1
februarie iar perioada minima, de la 15
septembrie la 15 noiembrie.

Aceste perioade minime si maxime pot fi
modificate in functie de conditiile locale, la
recomandarile  specialistilor din  cadrul
Sistemului national de monitoring integrat al
solului, de supraveghere, control si decizii

pentru reducerea aportului de poluanti
proveniti din surse agricole si de
management al reziduurilor  organice

provenite din zootehnie in zone vulnerabile si
potential vulnerabile la poluarea cu nitrati,
infiintat prin Ordinul ministrului mediului si
gospodaririi  apelor si al  ministrului
agriculturii, padurilor si dezvoltarii rurale nr.
242/197/2005 [27].

Prevederile, conform Hotararii de
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000 privind
aprobarea Planului de actiune pentru
protectia apelor impotriva poluarii cu nitrati
proveniti din surse agricole, care duc la
reducerea poluarii cu nitrati, la rationalizarea
si optimizarea utilizarii ingrasamintelor ce
contin compusi ai azotului, luand in
considerare conditiile din diferite regiuni ale
tarii trebuie s& acopere urmatoarele
probleme [23]:

e Perioadele nepotrivite pentru aplicarea
pe teren a ingragamintelor;

e Modul de aplicare a ingrasamintelor pe
terenuri in pante abrupte;

e Restrictiile la aplicarea Thgrasamintelor
pe terenuri saturate de apa, inundate,
inghetate sau acoperite cu zapada;

e Conditiile de aplicare a Thgrasamintelor
pe terenurile amplasate langa cursurile
de apa;

eVolumul si constructia bazinelor de
depozitare a deseurilor de origine
animala cat si normele de prevenire a
poluarii apelor prin infiltrarile de la
suprafata, a celor aparute in apele
subterane si de suprafata a efluentilor
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rezultati in urma stocarii materiilor de
orgine vegetala si animala [23];

e Aplicarea ingrasamintelor de origine
animala si a celor chimice trebuie sa se
realizeze astfel incat pierderile de
nutrienti sa fie mentinute la niveluri
acceptabile (nitratii din apele subterane

si de suprafatd sa fie n limitele
admise);
e Managementul terenurilor, rotatia

culturilor si raportul dintre suprafetele
utilizate pentru culturi permanente
dependent de terenurile cultivate cu
plante anuale;

e Pastrarea pe terenuri a unor suprafete
minime de verdeata care sa acopere
solul pe perioada cu umiditate maxima,
pentru a retine azotul in sol, factor
cauzator al poluarii cu nitrati a apelor;

e Fertilizarea se va face planificat
dependent de tipul de cultura si de
inregistrarile asupra utilizarii
ingrasamintelor;

e Apa provenita din siroire se va proteja
impotriva poluarii, inainte de infiltrarea
apei la radacinile vegetatiei;

eLivrarea se va face exclusiv in vrac,
prin utilizarea sacilor de polietilena,
impermeabili, etichetati corespunzator
pe care se va mentiona tipul de
ingrasamant, concentratia Si
compozitia, solubilitatea, specificatiile
pentru depozitare si transport, adresa
si numele producatorului etc.);

e Normele privind depozitarea, pastrarea
si constructia depozitelor;

e Interdictii in timpul transportului, livrarii,
depozitarii, manipularii si aplicarii pe
teren;

e Modalitati de combinare cu
ingrasaminte organice in vederea
aplicarii pe teren, conform Hotararii de
Guvern nr. 964/ 13 octombrie 2000
[23].

Masurile contin reguli referitoare la:
in care aplicarea anumitor

perioadele 1in
ingrasaminte este nerecomandatda sau
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interzisd, capacitatea rezervoarelor de
stocare a ingrasamintelor de origine animala,
aceasta capacitate trebuind sa depaseasca
necesarul de stocare 1n toate zonele
vulnerabile, tindndu-se seama de restrictiile
legate de aplicarea ingrasamintelor pe sol
exceptand cazul in care se demonstreaza
autoritatii c& un exces de ingrasaminte peste
capacitatea de stocare va fi supus unui
tratament care nu afecteaza mediul,
reducerea aplicarii pe sol a Tngrasamintelor
dependent de caracteristicle zonelor
vulnerabile, conform Hotararii de Guvern nr.
964/ 13 octombrie 2000 [23].

a) panta de inclinare a solului, conditiile
de mediu, clasificarea si
caracteristicile terenurilor etc.;

b) modalitatile de folosire a terenurilor in
practicile agricole, inclusiv rotatia
culturilor.

Aplicarea pe sol a ingrasamintelor are
la baza un echilibru intre:

i) evaluarea cantitatii necesare de azot
din culturi;

ii) aportul de azot din ingragsaminte si sol
regasit in culturi, care trebuie motivat
prin:

e nivelul de azot prezent

dependent de necesarul culturii;

e nivelul de azot obtinut prin mineralizare

a rezervelor de azot sub forma
organica in sol;

enivelul de constituenti ai azotului prin

administrarea pe sol a ingrasamintelor
animale;

enivelul de constituenti ai azotului prin

administrarea de fingrasaminte de
diferite tipuri printre care si chimice.

Ordinul nr. 241/26 martie 2005 si
Ordinul nr. 196/7 aprilie 2005 pentru
aprobarea Listei localitatilor pe judete unde
exista surse de nitrati din activitati agricole si

n sol

a Listei localitatilor din bazinele/spatiile
hidrografice unde exista surse de nitrati din
activitati agricole (zone wvulnerabile si
potential vulnerabile) indica la nivelul

judetului Timis, de exemplu zonele [29]:
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Cenei,
Foeni,
Gataia,
Giarmata,
Giulvaz,
Jebel,
Peciu Nou,
Periam,
Sag,
Satchinez,
Tormac,
Uivar,
Masloc,
Pischia.

Conform  Ordinului  nr. 245 din
26/03/2005 pentru aprobarea Metodologiei
de evaluare a riscului  substantelor
periculoase din listele | si Il si al substantelor
prioritare/prioritar  periculoase Th  mediul
acvatic prin modelare matematica si a
Metodologiei de evaluare a impactului
substantelor periculoase din listele | si ll gi al
substantelor prioritare / prioritar periculoase
asupra mediului acvatic prin  teste
ecotoxicologice — alge verzi, dafnia, pesti
trebuie respectata urmatoarea metodologie
[30].

Conform Ordinului nr. 245 din 26
martie 2005 metodologia utilizata se refera
la determinarea toxicitatii acute si cronice
asupra pestilor [30].

Prima desemnare a zonelor vulnerabile
si potential vulnerabile Th Romania a fost
efectuata Tn anul 2003 de ICPA impreuna cu
Administratia Nationala “Apele Romane”
avand n vedere prevederile HG 964/2000
privind aprobarea Planului de actiune pentru
protectia apelor impotriva poluarii cu nitrati
proveniti din surse agricole se transpun in
legislatia roméaneasca Directiva Consiliul
Europei 91/676/EEC [23].

in aceasta desemnare zonele
vulnerabile la nitrati din surse agricole au
reprezentat perimetrele a 255 localitati din
Romania, ceea ce reprezinta 8,64 % din
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suprafata tarii, respectiv. 13,93% din
suprafata totald agricola a tarii.

Zonele vulnerabile la poluarea cu nitrai
desemnate in anul 2003 (Fig. 10-13) au fost
stabilite pe baza conditiilor naturale de sol,
teren, clima si hidrogeologie referitoare la
transferul nitratilor catre corpurile de ape
subterane si de suprafatd si pe baza
bilantului de azot (azot produs prin dejectiile
animale — azot extras de culturile vegetale)
(Tabelul 4) la nivelul unitatilor administrative
corespunzatoare unitatilor elementare din
nomenclatorul  european al  unitatilor
administrative: comune, orase, municipii [42].
Au fost identificate trei tipuri de zone
vulnerabile:

e Zone vulnerabile potentiale: conditiile
de transfer al nitratilor catre corpurile de apa
sunt favorabile, dar nu exista un bilant pozitiv
al azotului la nivelul localitatii si concentratia
de nitrati din apele subterane masurata in
reteaua ANAR e sub 50 mg/L

e Zone vulnerabile cu surse actuale:
conditile de transfer al nitratilor cétre
corpurile de apa sunt favorabile si exista un
bilant pozitiv al azotului la nivelul localitatii

e Zone vulnerabile din surse istorice:
conditile de transfer al nitratilor catre
corpurile de apa sunt favorabile, nu exista un
bilant pozitiv al azotului la nivelul localitatiii,
in trecut au existat complexe zootehnice pe
teritoriul localitatii si concentratia de nitrati
din apele subterane masurata in reteaua
ANAR este peste 50 mg/L.

T v s B vl
o
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Fig.10. Zone vulnerabile la poluarea cu nitrati —
desemnare 2003 [42]
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Fig.11. Zone potential vulnerabile la poluarea cu
nitrati — desemnare 2008 [42]

Complexe pentru porci din zonele vulnerabile

Fig.12. Distributia complexelor de animale- porci
(conforme si ne-conforme) din zonele vulnerabile
[42]
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Fig.13.Concentratia maxima (2004-2007) a
nitratilor pentru masurarea calitatii apelor de
suprafata [42]
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Tabelul 4.

Cantitatile anuale de dejectii si nutrienti pe specii de animale [28, 42]

Productia

Specia medie
(kg)

Vitei sugari 0-50 2.817
Vitei (0,3—1 an) 50-250 4930
Bovine (1 —2 ani) 250-600 1.746
Vaci de lapte >400 11.408
Porci 98 1.733
Porcilaingrasat 68 1.467
Porcilaingrasat 90 2.000
Scroafe gestante 125 1.333
Scroafe cu purcei 170 5.067
Vieri 160 1.733
Qi/Capre 45 843
Pasarireproductie 1,8 18
Pasari la ingrasat 09 12
Cai 450 9.000
Multumiri
Aceasta lucrare a fost finantata din Fondul Social
European prin Programul Operational Sectorial

Dezvoltarea Resurselor Umane 2007-2013, POSDRU /
159 / 15 / S | 132765 "Programe doctorale si
postdoctorale pentru promovarea excelentei in
cercetare, dezvoltare si inovare Tn domeniile prioritare
agronomic si medical veterinar ale societati bazate pe
cunoastere”.
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Studiul de degradare fortata a metronidazolului, oxitetraciclinei si
furazolidonei folosind Cromatografia de Lichid de Inalta Performanta

Forced degradation of metronidazole, oxytetracycline and furazolidone Study
using High Performance Liquid Chromatography

Violeta Tauber (Giugiu), Viorica Chiurciu
Romvac Company S.A.

Cuvinte cheie: metronidazol, oxitetraciclina, furazolidona, studiu de degradare fortata, coloana C 18.
Key words: metronidazol, oxytetracycline, furazolidone, forced degradation studies, C 18 column.

Rezumat

Studiul descrie dezvoltarea unei metode HPLC —DAD pentru estimarea metronidazolului, oxitetraciclinei
si furazolidonei din produsul Enteroguard M — pulbere. In metoda propusa, separarea s-a facut pe o
coloana Betasil C 18, (4.6 x 250 mm, 5 pm) la 30° C, folosind elutia in gradient a fazei mobile formata din
tampon fosfat 40 mM (pH=7.5) si metanol. Achizitia s-a facut la lungimea de unda de 254 nm, folosind un
debit de 1ImL/min. Produsul a fost expus urmatoarelor conditii de stres: temperatura, lumina, agenti
oxidanti, hidroliza in mediu acid si mediu bazic, si probele rezultate au fost analizate prin metoda
propusa.

Abstract

The study describes development of a HPLC -DAD method for the estimation of oxytetracycline and
furazolidone in Enteroguard M- powder. The proposed method utilizes a Betasil C 18 column, (4.6 x 250
mm, 5 um), at 30° C, optimum mobile phase consisted of 40 mM phosphate buffer (pH=7.5): methanol in
gradient elution. The flow rate was optimized to 1ImL/min and the detection was carrid at 254 nm. The
drug sustance was exposed to temperature, light, oxidants, acid and basic hydrolysis, and the resultant
samples were analysed by the proposed method

Introducere tratamentul infectiilor gastrointestinale la
pasarile de colivie, pisici si caini.
Oxitetraciclina este un antibiotic cu Metronidazolul poseda activitatea contra

spectru larg, utilizat in medicina veterinara protozoarelor si bacterilor anaerobe, fiind
pentru a inhiba sinteza bacteriilor gram- utilizat atat preventiv cat si curativ.
pozitive si gram-negative.

Comunitatea Europeana a aprobat Scopul acestui studiu este de a
folosirea oxitetraciclinei pentru o gams dezvolta o noua metoda HPLC pentru
variatd de specii: pisici, caini, oi, capre si evaluarea furazolidonei, oxitetraciclinei si

porci. substantelor inrudite din produsele destinate

Atat oxitetraciclina, cat si oxitetraciclina UZului veterinar.
hidroclorica contin impuritati, care in materia
prima nu trebuie sa depaseasca limitele 1.Materiale si metoda
impuse de Farmacopeea Europeana.

Furazolidona este un medicament 1.1.Materiale de referinta si reactivi
antibacterian, din clasa nitrofuranilor, care
contine in structura moleculara o grupare Standardul de oxitetraciclina, precum si
nitro. Aceasta grupare are o activitate urmatoarele substante inrudite, au fost

antibacteriana si antiparazitara larga, si din achizitionate de la Farmacopeea Europeana:
acest motiv nitrofuranii sunt larg utilizati in 4-epioxitetraciclina, (4-EOTC);
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e tetraciclina clorhidrat, (TC);

e qa-apo-oxitetraciclina, (a-AOTC);

e [3-apo-oxitetraciclina, (B-AOTC).

e Standardul de furazolidona a
achizitionat de la USP.

e Standardul de metronidazol, precum si
impuritatea A, au fost achizitionate de la
Farmacopeea Europeana.

e Produsul medicamentos supus studiului,
Enteroguard M — pulbere a fost furnizat
de Romvac Company.

e La prepararea tuturor solutiilor s-a folosit
apa ultrapura, obtinuta in-house cu un
sistem Milli-Q (Millipore, USA).

o Metanolul grad HPLC a fost furnizat de
Merck.

o Fosfatul de potasiu dibazic grad HPLC,
acidul clorhidric si hidroxidul de sodiu au
fost furnizate de Fluka.

e Apa oxigenata a fost furnizata de
Chimreactiv SRL.

e Acidul ortofosforic 85%, folosit pentru
ajustarea pH-ului, a fost achizi{ionat de
la Merck.

e Dimetilformamida folosita pentru
prepararea probelor, a fost achizitionata
de la Sigma.

fost

1.2.Sistem si conditii cromatografice

Separarea cromatografica a
substantelor active (metronidazol,
oxitetraciclina si furazolidona) de impuritatile
lor (impuritate A, 4-epioxitetraciclina,
tetraciclina, alfa-apo-oxitetracilina, beta-apo-
oxitetraciclina) si de eventualii produsi de
degradare, s-a facut pe o coloana Betasil C
18, (4.6 x 250 mm, 5 pm).

Elutia in gradient, a fazei mobile formata
din tampon fosfat 40 mM (pH=7.5) si
metanol, reprezinta conditiile potrivite pentru
aceasta separare cromatografica.

Achizitia s-a facut la lungimea de unda
de 254 nm, la 30 "C folosind un debit de 1mL
/ min.

Gradientul folosit pentru elutie este
prezentat in tabelul 1.
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Tabelul 1
Programul gradientului folosit pentru separare

. . % solvent A %solvent B
Timp (min) METANOL HK,PO,

0.00 25.00 75.00
9.00 43.00 57.00
18.00 43.00 57.00
22.00 25.00 75.00
30.00 25.00 75.00

1.3.Prepararea solutiilor standard

Solutia standard de metronidazol (C=
0.5 mg/mL) a fost preparati in metanol.
Solutia standard de furazolidona (C= 0.5 mg
/ mL) a fost preparata in DMF.

Solutia standard stoc de oxitetraciclina
(C=1 mg / mL) a fost preparata in HCI 0,01
M.

Solutiile de lucru de diferite concentratii
(0.08 mg/mL metronidazol, 0.05 mg/mL
oxitetraciclina, 0.017 mg/mL furazolidona) au
fost preparate din stocurile precizate si
diluate cu HCI 0,01 M.

Solutiile au fost agitate bine, filtrate prin
filtru PVDF 0,45 pum si injectate in sistemul
cromatografic.

Prepararea stocurilor de impuritati s-a
facut cantarind, separat, 4-epioxitetraciclina
(C= 1 mg/mL), tetraciclina clorhidrat (C= 1
mg/mL), alfa-apo-oxitetraciclina (C= 0.08
mg/mL) si beta-apo-oxitetraciclina (C= 0.08
mg/mL), etapa urmata de dizolvarea in HCI
0,01 M. Impuritatea A (C= 1mg/mL ), a
metronidazolului a fost dizolvata in metanol.

Solutile s-au agitat pe baia de
ultrasonete timp de 10 minute. Solutile de
lucru de diferite concentrati au fost

preparate in HCI 0,01 M. Stocurile solutijilor
standard au fost pastrate la frigider.

1.4.Prepararea solutiilor de probe

Cantitatea de pulbere echivalenta cu
66.6 mg metronidazol, 40 mg de
oxitetraciclina si 13.3 mg de furazolidona, a
fost cantarita intr-un balon cotat de 50 mL.
Peste aceasta cantitate s-au adaugat 15 mL
de HCI 0,01M, 5 mL metanol si 16 mL DMF,
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iar solutia obtinutad s-a ultrasonat timp de 10
minute.

Dupa racire, volumul de 50 mL a fost
completat cu HCI 0,01M. Din aceasta solutie
s-au preparat solutile de lucru in HCI 0,01
M, pentru a obtine concentratiile finale de
0.08 mg/mL metronidazol, 0.05 mg/mL
oxitetraciclina, 0.017 mg/mL.

Solutiile au fost agitate bine, filtrata prin
filtru PVDF 0,45 pum si injectate in sistemul
cromatografic.

1.5. Studiul de degradare

Studiul de degradare a fost realizat
pentru a evalua specificitatea metodei
analitice Tn prezenta impuritatilor si a
produsilor de degradare.

Solutia stoc - proba

Intr-un balon cotat de 50 mL au fost
cantarite 0.6666 g de Enteroguard M -
pulbere, cantitatea fiind echivalenta cu 66.6
mg metronidazol, 40 mg de oxitetraciclina si
13.3 mg de furazolidona. Peste aceasta
cantitate s-au adaugat 15 mL de HCI 0,01M,
5 mL metanol si 16 mL DMF, iar solutia
obtinutd s-a ultrasonat timp de 10 minute.
Dupa racire, volumul de 50 mL a fost
completat cu HCI 0,01M si solutia a fost
filtrata pe hartie de filtru calitativa, tip 1289.

Degradarea in mediu acid

Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL
din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6
mL de HCI 0.1 N timp de 90 minute la
temperatura de 25° C. Dupa racire, volumul
de 10 mL a fost completat cu HCI 0,01M
pana la semn. Inainte de injectarea n
sistemul cromatografic, solutia a fost filtrata
prin filtru PVDF 0,45 pm.

Degradarea in mediu bazic

Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL
din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6
mL de NaOH 0.01 N timp de 90 minute la
temperatura de 25° C. Dupa racire, volumul
de 10 mL a fost completat cu HCI 0,01M
pana la semn. Inainte de injectarea n
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sistemul cromatografic, solutia a fost filtrata
prin filtru PVDF 0,45 pm.

Degradarea oxidativa

Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL
din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6
mL de H,O, 3% timp de 90 minute la
temperatura de 25° C. Dupa racire, volumul
de 10 mL a fost completat cu HCI 0,01M
pana la semn. Inainte de injectarea n
sistemul cromatografic, solutia a fost filtrata
prin filtru PVDF 0,45 pm.

Degradare termica

Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL
din solutia stoc de proba au fost tratati cu 6
mL de HCI 0,01 M timp de 60 minute la
temperatura de 60° C. Dupa racire, volumul
de 10 mL a fost completat cu HCI 0,01M
pana la semn. Inainte de injectarea n
sistemul cromatografic, solutia a fost filtrata
prin filtru PVDF 0,45 pm.

Degradarea fotolitica

Intr-un balon cotat de 10 mL, 0.64 mL
au fost a fost expusi la lungimi de unda
scurte (253nm) timp de 12 h. Dupa expirarea
timpului, volum de 10 mL a fost completat cu
HCI 0,01M pana la semn. Tnainte de
injectarea Tn sistemul cromatografic, solutia
a fost filtrata prin filtru PVDF 0,45 pm

2. Rezultate si discutii

Metoda propusa s-a dovedit a fi
adecvata pentru determinarea
metronidazolului, oxitetraciclinei Si
furazolidonei 1n prezenta agentilor de

degradare.

Faza mobila, formatd din metanol si
fosfat de potasiu dibazic 40 mM ajustat la pH
7.5, este optima, prezentdnd o separarea
corespunzatoare a:

e metronidazolului (tzg= 5.6 min),

o furazolidonei (tg= 7.2 min),

e oxitetraciclinei (tg= 10.5 min).
in prezenta substantelor inrudite la un debit
de 1 mL/min. Volumul de 10 pL, lungimea de
unda de 254 nm si temperatura de 35 C s-
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iar

figurile  1-5,

din
insumarea parametrilor calculati in tabelele

in 3-5.

au dovedit a fi potrivite pentru aceasta cromatogramele

urma

in
ilustrate

Rezultatele obtinute

de degradare sunt

metoda.
studiului

i} & ® il A i} 5] a 8 [} a f
000000°0 0000000 (eur[atagnajizo vlaq)
0000000 000000°0 (surarana)
0000000 000000°0 (BUI[O19BIA11R0 BJ[E)
086000°0 ¥YECUU0 O ELsetot oo l[alagajajizo ¢
000000°0 000000°0 {(ruroraenajixotda p)
BOCU00 0 o000 U JuUss e LUE & Zeiny §
T O o000 0 OFRLs TE bho 5 [ose onaw g
0000000 0000000 (v du)
= . 000000'0 0000000 #10ZF1 SpE's nusidioxa |
E «— =]
= e 8¢
gz 5 S8
a =]
2. 30,28
| BAZeda =
f R [} ] & 2] ] a g L] = L)

Fig .1. Degradarea produsului Enterogurd M —pulbere in mediu acid.
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Fig .2. Degradarea produsului Enterogurd M —pulbere in mediu bazic.
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Fig .3. Degradarea produsului Enterogurd M —pulbere in mediu oxidant.
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Fig .5. Degradarea produsului Enterogurd M —pulbere in prezenta temperaturii.

Tabelul 3.
Rezultatele obtinute pentru Enteroguard M - pulbere Tn diferite medii de degradare.

Durata de Parametrii calculati
Conditiile de | degradare

stres . . % % Timp de . . Talere

Metronidazol| ~ Aria recuperare | degradare retentie Asimetria teoretice

enteroguard M| 16 iy | 3208117 568 | 1.12063 | 18845.00
pulbere

PDHCI0.1N 90 min 3157869 | 97.82 2.18 5.69 1.12027 18912.00

PD NaOH 0.01 N 90 min 3127616 | 96.89 3.11 5.68 1.10828 18763.00

PD H202 3% 90 min 3147183 | 97.49 251 5.67 1.11132 18667.00

PD termic 60 min 3128667 | 96.92 3.08 5.67 1.1239 18871.00

PD UV 720 min | 3212948 | 99.53 0.47 5.68 1.11635 19035.00

Tabelul 4.

Rezultatele obtinute pentru Enteroguard M - pulbere Tn diferite medii de degradare.

Parametrii calculati
degradare

Conditiile de stres

. . % % Timp de . . Talere
Furazolidona Ana recuperare | degradare reteFr)nie Asimetria teoretice

enteroguard M| i | 2481414 7.282 1.11455 27157
pulbere

PDHCIO0.1N 90 min 2355096 94.91 5.09 7.307 1.1207 27461

PD NaOH 0.01 N 90 min 123462 4,98 95.02 7.283 1.10625 26954

PD H202 3% 90 min 2306636 92.96 7.04 7.27 1.09643 27164

PD termic 60 min 2172112 87.54 12.46 7.26 1.11123 27408

PD UV 720 min 2264164 91.24 8.76 7.282 1.10136 27536
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Tabelul 5.

Rezultatele obtinute pentru Enteroguard M - pulbere Tn diferite medii de degradare.

Conditiile de stres

Parametrii calculati
degradare

Oxitetraciclina  Aria % % Timp (.je Asimetria Ta'efe
recuperare | degradare| retentie teoretice
enteroguard M| 4 iy | 3106282 1050 | 0.91604 | 16222.00
pulbere
PDHCI0.1N 90 min 3022523 97.30 2.70 10.55 0.92040 16476.00
PD NaOH 0.01 N 90 min 2915831 93.87 6.13 10.52 0.91773 16284.00
PD H202 3% 90 min 2941717 94.70 5.30 10.49 0.90556 15752.00
PD termic 60 min 2763048 88.95 11.05 10.50 0.95738 16003.00
PD UV 720 min | 2807896 90.39 9.61 10.52 0.93563 16204.00
Concluzii Metoda poate fi aplicatd cu succes

Lipsa peak-urilor suplimentare, indica
faptul ca produsul este stabil in mediu acid.

Produsul Enteroguard M- pulbere este
sensibil in mediu alcalin, deoarece dupa
expunerea la temparatura de 25 °C in NaOH
0.01N, timp de 90 minute, furazolidona s-a
degradat aproximativ 95 %, si apar trei peak-
uri suplimentare cu retentie la minutele: 3.8,
6.4,9.4.

In urma expunerii produsului
Enteroguard M pulbere la radiatiile
ultraviolete, la temperatura de 60 ‘C (timp de
60 de minute), precum si in prezenta apei
oxigenate 3%, nu s-a observat aparitia de
peak-uri de degradare, ceea ce indica faptul
ca produsul este stabil in prezenta
urmatorilor agenti: oxidat, termic si fotolitic.

Studiul de degradare ne indica faptul ca
in mediul bazic, furazolidona se degradeaza
95%, in timp ce in mediu fotolitic,
furazolidona se degradeaza 12%, iar
oxitetraciclina 11%.

In acest studiu a fost folosita 0 metoda
HPLC noua pentru determinarea
impuritatilor si  substantelor active din
produsul Enteroguard M pulbere in prezenta
agentilor de degradare.
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pentru acest produs deoarece nu s-au
observat interferente datorate excipientilor
sau altor compusi rezultati din produsul
farmaceutic.
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Dezvoltarea si validarea unei metode HPLC pentru determinarea
metronidazolului, oxitetraciclinei si furazolidonei din produse farmaceutice
veterinare

Development and validation of a HPLC method for the determination of
metronidazole, oxytetracycline and furazolidone in veterinary formulations

Violeta Tauber (Giugiu), Viorica Chiurciu
Romvac Company S.A.

Cuvinte cheie: determinare simultand ,metronidazol, furazolidona, oxitetraciclinei, metoda HPLC
Key words: simultaneous determination, metronidazole, furazolidone, oxytetracycline, HPLC method
Rezumat

Determinarea metronidazolului, oxitetraciclinei si furazolidnei s-a facut printr-o metoda de cromatografie
de lichid de inalta performanta, prin elutie izocratica. Faza mobila a fost formata din fosfat de potasiu
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si acetonitril (70:18:12). Detectia s-a facut la lungimea de unda de
264 nm, folosind un debit de 1.100 mL/min. Separarea s-a realizat pe o coloana Nucleosil C18 column, 5
pm 250 mmx 4.6 mm, mentinuta la temperatura de 25 °C. Metoda a fost validata urmarind parametrii:
system suitability, liniaritate, limita de detectie si de cuantificare, precizie si acuratete.

Abstract

An isocratic reversed phase high performance liquid chromatographic method with DAD detection was
developed for the analysis of metronidazole, oxytetracycline and furazolidone. The mobile phase
consisted of pH 2.5 phosphate buffer solution, methanol and acetonitrile (70:18:12). The UV detection
was carried out at 264 nm, and the flow rate was 1.100 mL/min. The separation was carried out on a
Nucleosil C18 column, 5 um 250 mmx4.6 mm, which was maintained at 25 °C. This method was validated
by system suitability parameters, linearity, limits of detection and quantification, precision and accuracy

Introducere acest motiv nitrofuranii sunt larg utilizati in

tratamentul infectilor gastrointestinale la
Oxitetraciclina este un antibiotic cu pasarile de colivie, pisici si caini.

spectru larg, utilizat in medicina veterinara Metronidazolul poseda activitatea contra
pentru a inhiba sinteza bacteriilor gram- protozoarelor si bacteriilor anaerobe, fiind
pozitive $i gram-negative. utilizat atat preventiv cat si curativ.
Comunitatea Europeana a aprobat Metoda propusa este simpla, precisa,
folosirea oxitetraciclinei pentru o gama specifica si mai presus de toate, este
variata de specii: pisici, caini, oi, capre $i gdecvata pentru determinarea
porci.  Atat  oxitetraciclina, cat $i  metronidazolui, oxitetraciclinei Si

oxitetraciclina hidroclorica contin impuritati,  furazolidonei din produsul Enteroguard M-
care n materia prima nu trebuie sa pylbere.

depaseasca limitele impuse de

Farmacopeea Europeana. 1.Materiale si metoda
Furazolidona este un medicament

antibacterian, din clasa nitrofuranilor, care 1.1.Materiale de referinta si reactivi

contine in structura moleculara o grupare

nitro. Aceasta grupare are o activitate e Standardul de metronidazol a fost

antibacteriand si antiparazitard larga, si din achizitionat de la Sigma.
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e Standardul de oxitetraciclina de la

Farmacopeea Europeana.

e Standardul de furazolidona a fost
achizitionat de Ila USP Produsul
farmaceutic supus studiului,

Enteroguard M comprimate a fost
furnizat de Romvac Company.

elLa prepararea tuturor solutilor s-a
folosit apa ultrapura, obtinuta in-house
cu un sistem Milli-Q (MILLIPORE,
USA).

e Metanolul si acetonitrilul grad HPLC,
au fost furnizate de Merck.

e Fosfatul de potasiu monobazic grad
HPLC si acidul clorhidric au fost
furnizate de Fluka.

e Acidul ortofosforic 85%, folosit pentru
ajustarea pH-ului, a fost achizitionat de
la Merck.

e Dimetilformamida  (DMF)
pentru prepararea probelor,
achizitionata de la Sigma.

folosita
a fost

1.2.Sistem si conditii cromatografice

Sistemul cromatografic folosit LC Surveyor
(Thermo Electron Corporation, USA) este echipat
cu pompa cuaternara, autosempler, bucla de 25
pL, termostat pentru coloand, termostat pentru
autosampler si detector UV-VIS diode array.

ntregul sistem cromatografic este controlat
cu softul ChromQuest.

Separarea cromatografica s-a realizat pe o
coloana Nucleosil C18, 5 um, 250 mm x 4,6 mm.
Faza mobila folosita contine: fosfat de potasiu
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si
acetonitril (70:18: 12).

Debitul de 1.1 mL/min, lungimea de unda
de 254 nm si volumul de injectie de 10 plL sunt
parametrii setati pentru aceasta metoda.

1.3 Preparare solutii standard stoc

Solutia standard de metronidazol a fost
preparata dizolvand 10 mg de standard in 10
mL de metanol.
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Solutia standard de furazolidona a fost
preparata dizolvand 10 mg de standard in 10
mL DMF.

Solutia standard stoc de oxitetraciclina
clorhidrat a fost preparata, dizolvand 10 mg
de standard in 10 mL HCI 0,01 M.

1.4. Prepararea probelor

Intr-un balon cotat (de 50 mL) au fost
cantarite 0.254 g de Enteroguard M
pulbere, (cantitate echivalenta cu 25 mg de
metronidazol, 15 mg de oxitetraciclina si 5
mg de furazolidona.

Peste aceasta cantitate s-au adaugat 5
mL de HCI 0,1M, 8 mL DMF si 15 mL apa,
iar solutia obfinuta s-a ultrasonat timp de 10
minute.

1.5.Validarea metodei cromatografice

Acesta metoda a fost validata urmarind
mai multi parametrii: specificitate, liniaritate,
limita de detectie si cuantificare, precizie si
acuratete.

Specificitatea a fost verificata calculand

parametrii ca: timp de retentie, talere
teoretice, asimetrie, rezolutie si factor de
capacitate.

Pentru stabilirea liniaritatii curbelor de
calibrare, o serie de cinci concentratii in
domeniul 10%-200% au fost preparate din
solutiile stoc de metronidazol, oxitetraciclina
si furazolidona.

Curbele de calibrare efectuate au fost
folosite pentru determinarea limitelor de
detectie si de cuantificare.

Precizia metodei a fost determinata prin
injectarea a sase probe individuale de
Enteroguard M- pulbere.

Acuratetea metodei poate fi evaluata
prin  procentele de recuperare ale
metronidazolului, oxitetraciclinei Si
furazolidonei.

Studiul de recuperare a fost realizat
folosind solutii de proba cu concentratiile Tn
domeniul 80%-120%.
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2. Rezultate si discutii

Obiectivul acestei metode a fost de a
dezvolta o metoda HPLC, care sa permita
separarea metronidazolului, oxitetraciclinei
si furazolidonei.

O cromatograma tipica a unei probe de
Enterogurd M-pulbere este prezentata in
figura 1. Substantele active au fost separate
Cu o0 asimetrie buna in opt minute.
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Timpii de retentie au fost 2.5, 4.1 si
respectiv 5.3 pentru metronidazol,
oxitetraciclina si furazolidona.

Confirmarea identificarii  substantelor
active a fost facuta cu ajutorul soft-ului , cu
care s-au calculat si alti parametrii de
performanta ca rezolutia, asimetria, timpul
de retentie si talerele teoretice, tabelul 2.

Evaluarea statistica a rezultatelor
obtinute pentru substantele active din
produsul Enteroguard M —pulbere sunt
prezentate in tabelul 3.

s pde-284nm
— enteroguard Il pulbere
enteroguard M pulbere 5-03-14-3.dat
Pk#
Name
Retention Time
Area
1 MTMLOD
ASTMLOQ

!

vy
=
o1

3 furazolidona 5.300 1422186 0.000035 0.000118

=y =
1 metronid agol 2583 2 TS5 850

2 oxitetrapiclina clorhidraf

m 0x L1 Y 1m 15 18 i\ am 2% L Y w3 A

W W 4%
(3

LY ] im 58X 54 % AN A% LY m iE i mam

Fig.1. Cromatograma tipica a produsului Enterogurd M - pulbere

Tabelul 1

Parametrii calculafi pentru amestecul din figura 1.

Timp

Substanta Aria

Retentie

Rezolutie

Talere
teoretice

Capacity

Asimetria
factor

- Metronidazol ~ 2.593 2519440 0.00000 1.01999 2 6726
_ 4.155 2692618 8.67410 0.97944 3 5021
[ FurazZolidenay  5.300 1422186 4.96785 0.90892 4 8673
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Tabelul 2

Rezultatele metodei validate

Parametri de validare

Metronidazol

Oxitetraciclina Furazolidona

LOD mg/mL 0.000358
LOQ mg/mL 0.001194
Ecuatie de regresie y Zbéggfgjlg(;sx
Coeficientul de corelatie (r2) 0,998711
Domeniul de liniaritate mg/mL 0.005-0.1
Repetabilitate %RSD n=6 0. 356
Reproductibilitate %RSD 0.525
% recuperare 100.7
Concluzii

In acest studiu, parametrii analitici 4
pentru cele trei substante active au fost
optimizati folosind cromatografie de lichid de
inalta performanta.

Separarea s-a facut izocratic, cu faza
mobila formata din fosfat de potasiu
monobazic 50 mM cu pH 2.5, metanol si 5.
acetonitril (70:18: 12) si un debit de 1.100

6.

mL/min.

Timpul analizei cromatografice a fost
scurt (8 min), iar rezolutia peak-urilor este
buna pentru toate substantele active.

In concluzie, acest studiu demonstreaza
ca metoda analitica aplicata este sensibila,
selectiva si rapida pentru determinarea
metronidazolului, oxitetraciclinei Si
furazolidonei din produsul Enteroguard M —
pulbere.
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Interactiunea de tip sinergic dintre paracetamol (acetaminofen) si
carbamazepina la gsoarece

Synergistic interaction between acetaminophen and carbamazepine in mice
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Rezumat

Studiul de fata isi propune investigarea tipului de interactiune farmacodinamica si demonstrarea actiunii
antinociceptive a unei combinatii binare in proportie fixa intre un analgezic non-opoid (Acetaminofen) si
un anticonvulsivant (carbamazepina) ca o modalitate rationala de tratament al durerii. Toate procedeele
experimentale utilizate n realizarea acestui studiu au fost in stransa concordanta cu reglementarile
bioetice internationale referitoare la experientele realizate pe animale de laborator. Pentru cuantificarea
interactiunii s-a utilizat metoda dreptei aditive compuse, care permite evaluarea cantitativa a
interactiunilor de tip farmacodinamic din combinatiile binare in proportie fixa. Interactiunea intre aceste
substante este de tip sinergic (potentare), dovedita prin deplasarea la stanga a dreptei de regresie a
asocierii fatd de dreapta aditiva compusa. Parametrii statistici ai analizei de regresie pun in evidenta
sinergismul dintre cele doua substante (Zmix = 39.276 + 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd), indice de interactiune
y = 0,387, p < 0.05, tc = 3.753, tt = 3.511, Fc = 10.825, Ft = 4.260). Sinergismul dintre cele doua substante
se explica prin mecanismele de actiune specifice fiecarei substante.

Abstract

This study aims to demonstrate the type of pharmacodynamic interaction and the demonstration of an
antinociceptive action of fixed-ratio binary combinations between a non-opioid analgesic
(acetaminophen) and an anticonvulsant (carbamazepine) as a rational way to treat pain. All experimental
procedures used in this study were closely in line with international bioethical regulations on
experiments conducted on laboratory animals. For quantifying the interaction, we used the method of the
additive composite curve, which allows the quantitative assessment of the pharmacodynamic
interactions of binary combinations in fixed proportion. The interaction between these substances is the
synergistic (potentiation), as evidenced by the left shift of the regression curve of the combination
compared to the composite additive curve. The statistical parameters of regression analysis reveal the
synergism between the two substances (Zmix = 39.276 + 7.54 mg / kg ( Zmix < Zadd ) the interaction
index y =0.387, p <0.05, tc = 3.753, t; = 3.511 , Fc = 10.825 , Ft = 4.260 ). The synergism between the two
substances is explained by the specific action mechanisms of each substance.

Introducere dezvoltat o multitudine de noi variante
sintetice Tmbunatatite, la fel ca si o serie de
Terapia analgezica moderna este caj de administrare optimizate, dar inovatiile
dominata la ora actuala de cele doua clase conceptuale nu au fost pe deplin
principale de medicamente analgezice $i satisfacatoare. Aceasta se datoreaza,
anume: analgezice opioide si analgezice probabil, unui avans relativ lent al intelegerii
neopiode  (analgezice antipiretice  $i  patogenezei durerii inflamatorii.
antiinflamatoare nesteroidiene AINS). In Pe de alta parte, un principiu formulat in

privinfa substantelor analgezice-AINS, s-au cadrul  farmacologiei  asocierilor  de
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analgezice, ca o modalitate rationala de
ameliorare a tratamentului durerii, este acela
ca, asociind substante medicamentoase cu
mecanisme de actiune diferite, se poate
obtine o acoperire multimodala a unui
spectru mai larg de tipuri de durere, creéand,
in acest mod, posibilitatea potentialda ca
interactiunea care apare sa fie mai mare
decat aditiva, adica sinergica [14].

In studile noastre a fost luat Tin
consideratie rolul citokinelor proinflamatoare
in starile de durere patologica [22].

In aceasta lucrare se tenteaza luarea in
discutie a perspectivelor unor asocieri

(combinatii) intre medicamente care sa
influenteze durerea din procesele
inflamatorii.

1. Material si metoda

In cercetérile din prezenta lucrare s-au
utilizat gsoareci masculi Swiss (Sursa
Institutul ~ Cantacuzino  Bucuresti) cu
greutatea 20-25 g. Conditiile de habitat s-au
realizat Tn  incinta laboratorului  de
Farmacodinamie experimentala din cadrul
disciplinei de Farmacodinamie si Farmacie
clinica, UMF ,Grigore T. Popa” lasi, Intr-o
camera cu temperatura si umiditate
controlata (21°C = 2°C), si un ciclu de
lumina/intuneric,12ore/12 ore (07.00AM /
07.00PM).

Animalele au fost cazate in custi de
plexiglas, prevazute cu adapator grupate
cate 8-10 animale-cusca. Acestea au primit
apa si hrana standard (sursa Biobaza
Baneasa). Testarile au fost efectuate
incepand cu orele 10.00 AM. Cu 3 ore
fnainte de testari s-a sistat accesul la hrana
si apa. Toate procedeele experimentale
utilizate Tn realizarea acestui studiu au fost in
stransa concordanta cu normele specifice
aprobate in UMF ,Grigore T. Popa”’ si
reglementarile bioetice internationale
referitoare la experientele realizate pe
animale de laborator [23].

In acest studiu s-au utilizat urmatoarele
substante:
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e acetaminophen (Sigma),

e carbamazepina (Sigma),

e Zymosan A (Sigma),

e CMC-Na (Sigma),

e ser fiziologic (Zentiva).

Carbamazepina si acetaminofenul au
fost administrate singure si in asociere pe
cale orala in secvente de doze in progresie
geometrica. S-a utilizat un model de
nociceptie cu stimul chimic cu specificitate
pentru durerea inflamatoare. In acest studiu
testul raspunsului constrictiv.  abdominal
(metoda Iui Siegmund si col. 1957, tehnica
lui  Koster si col. 1959) consta 1in
administrarea  intraperitoneala a unei
suspensii de Zymosan A in doza de 40mg /

Kgc. la soarece [20]. Se Iinregistreaza
numarul de raspunsuri constrictive
abdominale timp de 12 minute dupa

administrarea agentului iritant [21].

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal
caracterizatd de prezenta sau absenta
raspunsului calculandu-se efectul maxim
posibil:

% (antinociceptie) inhibitie = (nr. non-

responderi / nr total de animale) x 100 [19].

Pentru cuantificarea interactiunii s-a
utilizat metoda dreptei aditive compuse care
permite evaluarea cantitativa a interactiunilor
de tip farmacodinamic din combinatiile
binare n proportie fixa [18, 19].

Metoda are la baza analiza dreptelor de
regresie, dreapta de regrese a asocierii fata
de dreapta aditiva compusa pentru nivelul de
activitate de 50%. Indexul de interactiune
indica taria sinergismului. In analiza statistica
pentru toate testele de semnificatie statistica,
s-a considerat ca pentru valori P < 0,05
exista o diferenta semnificativa statistic intre
grupele comparate (ANOVA Test, t - test).

2. Rezultate si Discutii

S-au administrat pe cale orala doze
succesive de paracetamol in progresie
geometrica cuprinse Tintre: 50.00-600.00
mgkg™.
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Prin administrarea acestora s-a obtinut
un efect maxim posibil de 100% pentru doza
de 600 mg/kg. Datele au permis
determinarea valorii DES0 a
paracetamolului. (Tabelul 1)

S-au administrat pe cale orala doze
succesive de carbamazepina in progresie
geometrica cuprinse intre 7.5-60.00 mg/kg.
Prin administrarea acestora s-a obtinut un
efect maxim posibil de 80% pentru doza de
60.00 mg/kg. Datele au permis determinarea
valorii DE50 a carbamazepinei (Tabelul 1).

Tabel 1

Valoarea DE 50 a medicamentelor luate Tn studiu
administrate singure

Acetaminophen
(Paracetamol) (CB2)

DE50 (SEM)" 162.48 (26.24) 41.14 (12.20)
mgkg ¥/ p.o Y =-2.367 +3.33*X Y = 0.59 +2.72*X
R =0.948 R =0.976

'SEM, Eroarea standard a mediei

Carbamazepina
Valoare P

Datele obtinute in tabelul 1 au permis
trasarea dreptei de regresie pentru dreapta
aditiva compusa pentru stabilirea valorii
Zadd. (Fig, 1).

/J cBZ / Acetaminophen
A Composite additive line

10 ( [
9 [ P
£ P
g \ gy
5 6 \
£ 5 A
"4 P
3 - yl
2 |
! |
%.0 0.5 1.0 1 .]5 2.0 2.5 3.0
log(Dose)

Fig. 1 Analiza dreptei aditive compuse a asocierii
CBZ-Paracetamol
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Din analiza dreptei de regresie (Fig. 1) si

tabelul 1 se observa ca s-a putut pune in
evidenta efectul antinociceptiv al
carbamazepinei (DE50 = 41.14 +12.20
mgkgc™?) si a paracetamolului (162.48 *
26.24 mgkgc™) pe modelul de nociceptie
studiat. Dupa determinarea acestor valori s-a
demonstrat o valoare Zadd =101.59 + 14.54
mgkgc™ si proportiile celor doua substante
(Tabelul 2). Dupa administrarea combinatiei
in proportie fixa, serii successive de doze in
progresie  geometrica, am  constatat
urmatoarele:
Zmix = 39.276 = 7.54 mg/kg (Zmix < Zadd),
indice de interactiune y = 0,387, p < 0.05
(Tabelul 2). Interactiunea intre aceste
substante este de tip sinergic (potentare).
Aceasta este dovedita prin deplasarea la
stdnga a dreptei de regresie a asocierii fata
de dreapta aditiva compusa (Fig. 2).

Parametrii  statistici ai analizei de
regresie pun in evidenta sinergismul dintre
cele doua substante (tc = 3.753, Tt = 3.511,
Fc = 10.825, Ft = 4.260).

J Composite additive line

O Regression additive line of the combination
CBZ - Acetaminophen

(0]

Probit

1.0 1.5 2.0
log(Dose)

2.5

Fig. 2 Dreapta de regresie a asocierii
paracetamol-CBZ fata de dreapta aditiva
compusa.
Table 2

Valoarea DE50 a medicamentelor luate Tn studiu administrate Tn asociere

Doza Efect maxim ED50 (SEM)
Substanta m;‘/’ig',?)_ . (E&SF',S"O'/O Zadd (SEM) Zmix (SEM)
Acetamionophen / 12.20 16.66 101.59 (14.54) 39.276 (7.54)"
CBz 25.40 33.33 Y =3.02+0.57*X Y =-3.17 +4.97*X
(0.798/0.202) 50.80 66.66 R =0.959 R =0.953
101.59 100.00 Interaction index=0.387

'Combinatie sinergica
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Testul raspunsului constrictiv abdominal
permite aprecierea analgeziei centrale gi
periferice. Testul poate utiliza o serie de
agenti iritanti cum ar fi acetilcolind bromid,
acid acetic, Zymosan A. Prin utilizarea
agentului iritant Zymosan A modelul capata
0 specificitate pentru patogeneza durerii
inflamatoare [12, 21].

O serie de autori au aratat ca prin
administrarea intraperitoneala de Zymosan
A, la soarece, apare un raspuns inflamator,
caracterizat  prin  raspuns  constrictiv
abdominal, extravazare de plasma, infiltrare
leucocitara si biosintezd de eicosanoide
Doherty cit Pettipher, 1997 [12].

In ultimul timp s-a pus in evidenta ca
agentii inflamatori nu stimuleaza direct
eliberarea de mediatori primari
hipernociceptivi, ci ca eliberarea lor este
precedata de o cascada de citokine [5, 15].
S-a pus 1n evidenta ca, la soarece,
raspunsul constrictiv abdominal la zymosan
si acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-
beta si IL8, care actioneaza concomitent gi
sinergic [15].

Paracetamolul are efecte analgezice si
antipiretice similare cu AINS.

Totusi, spre deosebire de acestea,
paracetamolul administrat in doze
terapeutice are activitate antiinflamatorie si
antiplachetara foarte mica sau inexistenta gi
nici nu manifesta profilul efectelor secundare
de tip AINS, precum leziuni ale tractului
gastro-intestinal, bronhoconstrictia indusa de
acid acetil salicilic.

De aceea paracetamolul a inlocuit pe
scara larga acidul acetilsalicilic si alfi salicilafi
in tratamentul durerilor usoare spre
moderate, care nu sunt asociate cu procese
inflamatorii, precum cefaleea, durerile
dentare si dismenoreea [2].

Desi a fost sintetizat Tn urma cu multi ani
si utilizat intens in tratamentul durerii,
mecanismul sau de actiune raméane inca
necunoscut. Mecanismul cel mai probabil
ramane cel de inhibitie a ciclooxigenazei.
Unele cercetari au testat eventuala
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interferenta intre paracetamol si NOs (nitric-
oxid-sintaza) atat constitutiva cat i
inductibila [2], alte cercetari sprijina ipoteza
unei componente activatorii a cailor opioide
descendente spinale [13].

Alte studii prezinta actiunea sa asupra
TRPA1 spinal, care sunt considerati printre
declangatorii cei mai importanti ai durerii la
nivel spinal. Metabolitii acetaminofenului
activeaza TRPA1l nativ si reduc curentii
voltajj-dependenti de calciu si sodiu din
neuronii aferenti primari, astfel inducadnd un
efect analgezic [1].

Un alt mecanism analgezic al
acetaminofenului este realizat prin inhibarea
captarii de anandamida Si alti
endocanabinoizi din spatiul extracelular.
Aceste date par a sugera ca si modularea
sistemului endocanabinoizilor ar putea sa fie
un mecanism suplimentar care sa medieze
efectele  antinociceptive  sinergice ale
combinatiilor acetaminofenului [10].

Carbamazepina este un medicament cu
actiune anticonvulsivanta, util in diferite
forme de epilepsie, dar care in ultima vreme
este util In clinica Tn anumite tipuri de durere,
cum ar fi nevralgia de trigemen [16].

Medicamentul isi explica actiunea prin
blocarea canalelor de Na. Se cunosc mai
multe subtipuri notate cu Na, 1.1 pana la 1.9.
Na,1.7, 1.8 si 1.9 sunt exprimati numai la
nivelul neuronilor senzoriali periferici si se
considera ca sunt implicati atat in initierea
durerii acute <cat si In mentinerea
hiperalgeziei  inflamatorii  postelzionale.
Canalele Na, 1.4, 1.6, 1.7, sunt sensibile la
tetrodotoxina (TTX), in vreme ce Na, 1.5,
1.8, 1.9, sunt rezistenti la aceasta [7-9].

Subtipul Na, 1.7 este exprimat in mod
semnificativ. in neuronii din ganglionul
radacinii posterioare (GRP) 1n neuronii
simpatici si mienterici, in vreme ce Na, 1.8
sunt este exprimat preferential in GRP si in
ganglionul Gasser.

Este bine documentata implicatia sa in
durerea inflamatorie si in durerea indusa de
stimul rece [4]. Este cunoscut faptul ca
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subtipul Na,1.7 este sensibil la
carbamazepina si de asemenea ca mutatiile
sale produc o serie de sindroame dureroase
ereditare [11].

Na,1.9 este exprimat in neuronii
senzoriali si Tn sistemul nervos enteric, mai
ales in neuroni de dimensiuni mici cu
proprietati nociceptive.

In lumina acestor cunostinte Nav1.7, 18.
si 19 ar putea fi tinte importante pentru
analgezice [7].

Concluazii
Sinergismul obtinut in cercetarile din
prezenta lucrare se poate explica prin

mecanismele de actiune specifice fiecarei
substante.

De obicei efecte sinergice se obtin cand
se combina doua medicamente ce prezinta
cel putin un mecanism de actiune diferit.

in cazul carbamazepinei Si
acetaminofenului, exista mai multe
mecanisme in lucru, care ar putea concura
pentru obtinerea unui astfel de efect evident:

o Carbamazepina blocheaza canalele
ionice implicate Tn generarea Si
transportul senzatiilor nociceptive la

nivelul nervului spinal si al maduvei

spinarii ;

o Acetaminofenul ar putea inhiba
generarea locala de mediatori
inflamatori prin presupusa sa inhibitie
a COX;

« Poate inhiba generarea de potentiale
de Na/Ca la nivelul neuronilor
nociceptivi senzoriali primari prin

activarea TRPV; poate modula caile

spinale endocanabinoide, astfel
reducand transmisia durerii la nivel
spinal.

Tn orice caz acetaminofenul

(paracetamolul) pare a ramane un analgezic
puternic si ar putea sa se bucure de 0 noua
perioada de glorie ca membru Tn diverse
combinatii medicamentoase cu proprietati
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analgezice mai puternice si utilizabile Tn mai
multe tipuri de durere.
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Rezumat

Cercetarile din ultimii ani in domeniul algeziologiei au demonstrat existenta mai multor tipuri de durere
cu mediatie complexa ceea ce a atras utilizarea unor compusi din alte clase decat analgezicele clasice
pentru tratamentul durerii. Scopul acestei lucrari este de a demonstra actiunea antinociceptiva la soarece
a valproatului de sodiu. Tn prezenta lucrare se utilizeaza trei modele de nociceptie care utilizeaza stimul
chimic, termic si presiune si un model de inflamatie acuta indusa prin carrageenan. S-a lucrat pe soareci
albi masculi, Swiss cu greutati cuprinse intre 20-30 g. Administrarea valproatului s-a efectuat pe cale
orala prin administrarea unor secvente de doze In progresie geometrica. In urma analizei statistice s-au
obtinut valori DE5O0 ale valproatului de sodiu pentru fiecare model de nociceptie dupa cum urmeaza: DEsg
=21.773 £ 6.786 mg/kg pentru modelul de nociceptie cu Zymosan A, DEsp =11.807 + 4.035 mg/kg, pentru
testul Hot plate, DEsg = 19.247 + 2.207 mg/kg pentru testul Randall-Sellitto. Actiunea valproatului se
explica prin inhibarea citokinelor proinflamatoare de tip TNf-alfa, IL1, beta, IL6 si a mediatorilor de tip
PGE2. Experimentele s-au efectuat in accord cu legislatia in vigoare in ceea ce priveste lucrul cu
animalele de laborator.

Abstract

Recent research in the field of algesiology demonstrated the existence of several types of pain, with
complex mediation cascades. This fact prompted the use of compounds from other drug families than
classical analgesics for the treatment of pain. The purpose of this paper is to demonstrate the
antinociceptive action of sodium valproate in mice. This investigation relies on three nociception models
that use chemical, thermal, mechanical (pressure) stimuli, and a model of acute inflammation induced by
carrageenan. The investigations were made using male white Swiss mice, weighing 20-30 grams.
Valproate administration has been made orally, using geometric progression dose sequences. According
to the statistical analysis, we obtained values of EDsg for sodium valproate for each nociception model as
follows: EDsg = 21.773 + 6.786 mg/kg for the nociception model with Zymosan A, EDsp = 11.807 + 4.035
mg/kg, for the hot plate test, EDsp = 19.247 + 2.207 mg/kg for the Randall-Sellitto test. The action of the
valproate is explained by the inhibition of pro-inflammatory cytokines like TNF-a, IL1B, IL6 and
prostaglandin mediators like PGE2. The experiments were made according to the European and
Romanian legislation that concerns working with lab animals.

Introducere multor tipuri de durere cu mediatie
complexa.
In ultimii ani durerea a fost privita nu Avand in vedere neuromediatorii

doar ca simptom ci ca o boalda in sine. implicati, cercetatorii au cdutat noi posibilitti
Cercetarile in domeniul algeziologiei s-au terapeutice in tratamentul durerii.

extins si au adus in discutie existenta mai Medicamente din alte clase decat
analgezicele opioide si nonopioide sau

92



Chizac et al.

antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) si-au
dovedit actiunea  analgezica  singure
(antidepresive triciclice, anticonvulsivante)
sau Tn asociere cu alte substante.

O serie de anticonvulsivante cum ar fi
carbamazepina sau acidul valproic sunt utile
in nevralgia de trigemen sau durerea
neuropata [14].

In lucrarea de fatd se tenteaza
demonstrarea actiunii antinociceptive a
valporoatului de sodiu, la soarece, printr-o
serie de modele de nociceptie care implica
diferite mediatii.

1. Material si Metoda

Studiul s-a realizat de soareci masculi
Swiss  (Sursa Institutul  Cantacuzino
Bucuresti) cu greutatea 20-30 g. Animalele
au fost plasate 1n custi de plexiglas,
prevazute cu adapator.

Conditile de habitat s-au realizat Tn
incinta laboratorului de Farmacodinamie
experimentala din cadrul disciplinei de
Farmacodinamie si Farmacie clinica, UMF
,arigore T. Popa” lasi, intr-o camera cu
temperatura si umiditate controlata (21°C +
2°C), si un ciclu de lumina / intuneric,12ore /
12 ore (07.00 AM/ 07.00 PM).

Animalele au primit ad libitum apa si
hrana standard (Biobaza Baneasa).

Testarile au fost efectuate in incepéand
cu orele 10.00 AM iar cu 3 ore Tnainte de
testari s-a sistat accesul la hrana si apa.

Toate procedeele experimentale utilizate
in realizarea acestui studiu au fost in stransa
concordanta cu normele specifice aprobate
in UMF ,Grigore T. Popa” si reglementarile
bioetice internationale  referitoare la
experientele realizate animale de
laborator [18].

In aceste studii pentru demonstrarea
actiunii antinociceptive s-a utilizat:

e valproatul de sodiu (Sigma),

e Zymosan A (Sigma),

e Carrageenan lambda (Sigma),

e CMC-Na (Sigma), si

o serfiziologic (Zentiva).

pe
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Cercetarile nociceptive au avut la baza
stimul chimic, termic, mecanic dupa cum
urmeaza: Testul raspunsului constrictiv
abdominal (metoda Iui Siegmund si col.
1957, tehnica lui Koster si col. 1959) indus
prin Zymosan A, consta in administrarea
intraperitoneala a unei suspensii de
Zymosan A in doza de 40mgkgc™.

Se inregistreaza numarul de raspunsuri
constrictive abdominale timp de 12 minute
dupa administrarea agentului iritant [13].

Interpretarea datelor a fost de tip cuantal
caracterizatd de prezenta sau absenta
raspunsului calculandu-se efectul maxim
posibil dupa formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (nr. non-
responderi / nr total de animale) x 100 [11].

Testul Hot plate (metoda lui Woolfe si
Mac Donald (1944) modificata de Eddy si
Laborit (1953), are la baza aplicarea
stimulului  termic  (52.5°C), timp de 30
secunde (cut off) pe fata plantara a
soarecelui [4].

Se utilizeaza aparatul Hot plate 7280
Ugo Basile prevazut cu sistem de mentinere
a temperaturii constante si masurarii timpului
de expunere la stimulul termic. Interpretarea
datelor a fost de tip gradat [11].

S-a apreciat efectul antinociceptiv prin
formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (Ty-To) / (T+To)
x 100

Unde: To — latenta raspunsului masurata inainte de
administrarea substantei de studiat, Tx — latenta la
diferite intervale de timp consecutive administrarii
substantei, T, — timpul maxim permis (cut-off time).

Testul Randall - Selitto permite
evaluarea durerii In conditii inflamatorii si
consta n aplicarea unui stimul mecanic pe
laba inflamata a animalului (cut-off 250Q)
edemul  obtindndu-se  prin  injectarea
subcutanata in regiunea plantara a unei
suspensii saline 3% de carrageenan lambda
la soarece [4].

Se utilizeaza analgezimetrul Ugo Bazile
37215. Interpretarea datelor a fost de tip
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gradat. Efectul antinociceptiv s-a apreciat
prin formula:

% (antinociceptie) inhibitie = (gx+go)/(dx-go) X
100

Unde: go — latenta raspunsului masurata inainte de
administrarea substantei de studiat, gx — latenta la
diferite intervale de timp consecutive administrarii
substantei, gm — greutatea maxima permisa (cut-off).

Evaluarea edemului inflamator a labei
la soarece se realizeaza prin masurarea

volumului labei inflamate obtinut prin
administrarea subcutanatd in regiunea
plantard unei suspensii saline de 3%

carrageenan lambda la soarece [5, 13]. Se
utilizeaza pletismometrul 7200 Ugo Basile.

Gradul de inhibitie a edemului inflamator
s-a calculat dupa formula:

% inhibitie = (M-T)/M x 100

Unde: M- valoarea gradului de inhibitie a lotului
martor, T- valoarea gradului de inhibitie a lotului tratat

Analiza statistica a datelor.
Pentru a studia relatile intre doza si
efect, protocolul de lucru impune trasarea

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug
Vol. 8 (1). Mai - lunie 2014
dreptelor de regresie si analiza lor pentru

ambele tipuri de efecte iar pentru masurarea
relatiei dintre cele doua variabile (doza-efect)

se utilizeaza coeficientul de corelatie
Perason ,R".
Pentru evaluarea potentialului

antinociceptiv, de va calcula valoarea dozei
eficace 50 (DE50) din efectul maxim posibil
masurat.

In analiza statisticd pentru toate testele
de semnificatie statistica, s-a considerat ca
pentru valori P < 0,05 existd o diferenta
semnificativa statistic ~ intre grupele
comparate (ANOVA Test).

Rezultate si discutii

Prin administrarea pe cale orala, de
doze succesive cuprinse intre 5.00 - 40.00
mg/kgc®, In progresie geometricd, a unei
suspensii de valproat de sodiu in CMC-Na
0,1% s-a obtinut pentru testul raspunsului
constrictiv abdominal un efect maxim posibil
antinociceptiv de 80.00%. (Tabelul 1).

Tabelul 1

Evaluarea potentialului antinociceptiv al valproatului de sodiu

f . | Valproat de sodiu EMP . S
Model de nociceptie mg/kg p.o Parametri statistici

40.00
20.00
10.00
5.00
20.0
10.00
5.00
2.50

40.00

20.00

10.00
5.00

40.00
20.00
10.00

Datele obtinute in tabelul 1 au permis
trasarea dreptei de regresie pentru
determinarea valorii DE 50 a valproatului de

94

80.00 ED50 = 21.773 +/- 6.786
50.32 Eqgn: Y = 1.943 + 2.285*X, R: 0.921
33.33 True Confidence Limits
0 'oo (11,338,115.64) log(1.055,2,063)
81.32 ED50 = 11.807 +/- 4.035
26.32 Egn: Y =-29.880 + 74.504*X, R: 0.887
16.00 True Confidence Limits
: (11.685,2.169) log(1.068,0.336)
10.13  ANOVA df.(1,2)
F(calc): 17.379, F(tab): 18.51
65.4 ED50 = 19.247 +/- 2.207
56.4 Eqgn: Y =-30.126 + 62.386*X R: 0.982
34.8 True Confidence Limits
: (12.044, 42.916) log(1.081,1.633)
10.23  ANOVA df.(1,2)
F(calc): 52.776, F(tab): 18.51
48.95 ED50 = 45.753 +/- 6.964
36.45 Egn: Y =-4.579 + 32.870*X , R: 0.989
29.16 True Confidence Limits

(20.097,10.854) log(1.303,1.036)
F(calc): 43.285, F(tab): 161.4

sodiu pentru modelele de nociceptie studiate
(Figurile 1 - 4). Din analiza dreptei de
regresie (Fig 1) si tabelul 1 se observa ca s-
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a putut pune in evidentda efectul
antinociceptiv al valproatului de sodiu (DE50
= 21.773 + 6.786) In modelul de nociceptie
Ccu Zymosan A.

Testul raspunsului constrictiv abdominal
permite aprecierea analgeziei centrale gi
periferice.

Probit
w £~ (4] (7] ~J [«-]

%.6 1.1 1.6
log(Dose)

2.1

Fig. 1 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul raspunsului
constrictiv abdominal

100

80 | -
R i
v 60
g a0 :

20 [ i ®

0
203 0.8 1.3 1.8
log (Dose)

Fig. 2 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul Hot plate

80 [
L

E 60 [ °
w 40 |

20 |

@
%.6 11 1.6 21
log (Dose)

Fig. 3 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru testul Randall
Selitto
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Fig. 4 Dreapta de regresie pentru stabilirea DE50
a valproatului de sodiu pentru evaluarea gradului
de inhibitie a edemului inflamator.

Unii autori au aratat ca prin
administrarea intraperitoneald de Zymosan
A, la soarece, apare un raspuns inflamator,
caracterizat  prin  raspuns  constrictiv
abdominal, extravazare de plasma, infiltrare
leucocitarda si biosintezd de eicosanoide
(Doherty cit Pettipher, 1997) [7].

Spre deosebire de raspunsul constrictiv
abdominal produs prin administrarea
intraperitoneala de acid acetic, administrarea
de zymosan nu produce necroza celulara, in
consecinta poate fi mult mai relevant pentru
patogeneza durerii inflamatoare [7, 14].

In ultimul timp s-a pus in evidenta ca
agentii inflamatori nu stimuleaza direct
eliberarea de mediatori primari
hipernociceptivi, ci ca eliberarea lor este
precedata de o cascada de citokine [8].

S-a pus in evidenta ca, la soarece,
raspunsul constrictiv abdominal la zymosan
si acid acetic este mediat prin TNF-alfa, IL1-
beta si IL8, care actioneaza concomitent gi
sinergic (Ribiero cit Cunha, 2005) [1].

Mecanismul de actiune al acidului
valproic constd in inhibarea GABA-
transaminazei, enzima responsabila de

degradarea GABA si cregterea activitatii acid
glutamic decarboxilazei, actionand indirect
pe GABA [16]. Literatura de specialitate
aduce in evidenta si alte mecanisme de
actiune posibile care ar putea contribui la
efectul antinociceptiv (atenuarea mediatiei
excitatorii prin NMDA, blocarea canalelor de
Na, Calciu voltaj dependente (tip L, C, D, N,
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F, T) si canalelor de potasiu voltaj
dependente) [3, 9, 15]. Alte studii
demonstreaza ca acidul valporic reduce

numarul de leucocite, si eliberarea de
mieloperoxidaza Tn exudatul peritoneal in
modelul de peritonita cu carrageenan care
produce un raspuns inflamator cu infiltrat de
neutrofile implica exudare de plasma migrare
celulara si eliberare de mediatori de tipul
NO, PGE2, IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa [10, 16].

Din analiza dreptei de regresie (Fig 3) si
tabelul 1 se observa ca s-a putut pune in
evidenta efectul antinociceptiv al valproatului
de sodiu (DE50 = 19.247 £ 2.207) pentru
modelul de nociceptie inflamatorie indus prin
carrageenan. Studii recente demonstreaza
efectul antinociceptiv si antiinflamator al
valproatului de sodiu asupra edemului labei
indus prin carrageenan [16].

Nu s-a putut determina o valoare DE50
pentru inhibitia edemului inflamator pentru
secventa de doze luata in studiu (Tabelul 1).

Valoarea DE50 = 11.807+4.035 mgkgc™
(Tabelul 1, Fig. 2) obtinuta pentru testul Hot
plate se poate explica prin interventia
acidului valproic asupra cananlelor de sodiu
din neuronii ganglionului radacinii
posterioare (GRP) a nervului spinal,
incluzadnd inhibiia indirecta a canalelor de
sodiu lente si a canalelor de rectificare
depolarizanta a membranei [12], precum si a
curentilor de calciu [2].

Astfel se poate presupune o inhibitie
spino-corticald directda, datoratda efectului
inhibitor asupra descarcarilor de Tnalta
frecventa de potentiale de actiune care sunt
implicate direct in perceptia durerii [6]. Pana
la ora actuala rezultatele obtinute de noi sunt
primele care prezinta un astfel de efect al
acidului valproic pe un model de durere
termica acuta de tipul Hot plate.

Concluzii

Avand in vedere mediatia comuna
pentru cele doua modele de nociceptie
edemul inflamator al labei indus prin
carrageenan  si raspunsul  constrictiv
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abdominal indus prin Zymsan A, valorile
DE5S0 apropiate si  parametri statistici
rezultafi sugeram ca inhibi{ia nociceptiei n
durerea inflamatore produsa de valproatul de
sodiu ar puteaa fi explicata prin inhibarea
citokinelor proinflamatoare de tip TNFalfa,
IL1 beta, IL6 si a mediatorilor de tip PGE2.

De asemenea am demonstrat un efect
antinociceptiv direct al valproatului de sodiu
pe modelul de nociceptie termica acuta.
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