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Inventia se referd la utilizarea erdosteinei ca antidot in tratamentul intoxicatiilor cu
metale grele, in special, plumb si mercur.

Printre metalele grele cunoscute ca elemente toxice, cele mai intalnite sunt mercurul
Si plumbul.

Plumbul (Pb) este un element prezent in mod normal in naturd. Utilizarea plumbului
ca aditiv pentru vopsele si carburanti a determinat cresterea riscului de intoxicatii. Sarurile
de plumb pot fi absorbite prin ingestie sau inhalatie. Perioada de injumatatire a plumbului in
sange este de aproximativ 30...35 zile, iar a plumbului din oase de circa 10” zile (aproape
30 de ani).

Mercurul (Hg) se gaseste in stare naturald, sub forma de sadruri organice sau
anorganice. Mercurul in stare naturald este utilizat in termometre, sfingomanometre, baterii
si altele. Sarurile de mercur sunt utilizate in mai multe procese de productie. Mercurul
organic se utilizeaza in coatings, ca funcigid, si in unele procese industriale. Perioada de
injumatatire a mercurului in organismul uman este de 40...70 zile. Mercurul in stare naturald
este volatil i poate fi absorbit pe cale respiratorie. Sarurile organice si anorganice de mercur
se absorb pe cale transcutanata sau gastrointestinala.

Sunt cunoscute cateva antidoturi pentru tratarea intoxicatiilor cu metale grele, in
primul rdnd, agenti chelanti, cum este etilenediaminetetraacetic acid (EDTA), un medicament
vechi gi probabil cel mai mult folosit, eventual asociat cu dimercaprol (BAL). Principala
problema, in acest caz, este nespecificitatea agentilor chelanti fatd de ionii de metal pe care
ilizoleaz, acestia actionand si asupra elementelor vitale pentru functiile fiziologice normale,
cum ar fi calciul si zincul. Utilizarea pe termen lung sau in tratamentul intoxicatiilor cronice
a acestor chelatori este descurajata din cauza efectelor adverse severe care apar in aceste
conditii.

N-acetilcisteina (NAC) este de multd vreme standardul de referintd pentru tratamentul
intoxicatiilor cu paracetamol si in mai multe tari are o indicatie clard pentru tratamentul
intoxicatiilor cu plumb. NAC este de asemenea un medicament in evaluare pentru cateva
alte indicatii, fiind in prezent folosit in afara indicatiilor in tratamentul intoxicatiilor cu mercur,
sustinut de cateva studii experimentale (Aremu et al., Environ Health Perspect, 2008
January, 116(1): 26-31; Koh et al., Molecular Pharmacology, Vol. 62, Issue 4,921-926,
October 2002; Ballatori et al., Environ Health Perspect ,1998 May, 106(5): 267-271). NAC
este utilizat sub forma orald si injectabila.

Nu am gasit in literaturd nicio indicatie de terapie profilacticd pentru acest gen de
intoxicatii; categoriile profesionale expuse la un mare grad de risc de intoxicatie in timpul
activitatilor specifice fiind militarii, pompierii, muncitorii specializati si altii. Profilaxia poate fi
luatd in considerare, de asemenea, §i in unele situatii de sigurantd publica.

Erdosteina este un medicament inregistrat in mai multe tari ca mucolitic. Folosirea
pe scara largd, ca mucolitic, studiile publicate si datele de sigurantd post marketing arata ca
erdosteina este un medicament cu o tolerantd excelentd, cel putin in doza folositd ca
mucolitic. Datorita prezentei a doud grupari tiolice, erdosteina a demonstrat in vitro o actiune
antioxidantd puternica.

Considerdm ca erdosteina poate fi un antidot eficient si mult mai sigur pentru o scara
largd de intoxicatii, in special, in intoxicatiile cu metale grele.

In literatura, s-a dovedit c& erdosteina per os, inintoxicatiile cu paracetamol, are efect
protectiv la nivel hepatic si renal (Kuvandik Guven et al., Toxicologic pathology 2008,
Moretti et al., Pharmacological research, 2007; Isik Buyandin et al., Molecular and cellular
biochemistry, 2007).
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Erdosteina este foarte putin solubild in apa, ceea ce nu a permis dezvoltarea unei
forme farmaceutice injectabild, pand acum. Consideram ca inventarea unei forme injectabile
si stabild, pentru erdosteind, ar fi inovativ, la terapia unei intoxicatii acute.

Pentru a testa eficacitatea in diferite intoxicatii, am decis sd efectudm mai multe
experimente. Am descoperit c& erdosteina are o toxicitate intrinsec extrem de redusi. intr-
un prim experiment, comparam loturi intoxicate cu plumb/mercur i apoi tratate cu erdosteind
cu loturi intoxicate si netratate, si loturi intoxicate si tratate cu NAC, considerand NAC ca cel
mai promitdtor antidot existent (disponibil si in forma orala si in forma injectabild). NAC este
probabil mai sigur decat EDTA sau BAL. NAC este din punct de vedere chimic asemanator
cu erdosteina si am considerat important sa le comparam intre ele.

Am decis testarea atat per os (p.o.), cat si intravenos (i.v.), crednd o formuld
farmaceuticd specificd. in primul experiment, a fost testat p.o. si in al doilea formai.v. a
erdosteinei, in comparatie cu formele corespunzatoare de NAC. Am dezvoltat formule
speciale pentru tratamentul i.v., evaluand toxicitatea intrinseca si stabilitatea pentru aceste
forme farmaceutice. Tratamentul cu erdosteina s-a dovedit a fi mai eficient in comparatie cu
lotul f&r4 tratament si cu cel tratat cu NAC. In al treilea experiment, am comparat eficacitatea
tratamentului cu erdosteina versus lot fard tratament, versus lot cu terapie traditionald
EDTA+BAL, si versus lot tratat cu erdosteind addugata terapiei EDTA+BAL, la animale
intoxicate cu plumb. Terapia cu erdosteind s-a dovedit a fi mai eficientd fatd de absenta
terapiei si fatd de terapia traditionald, atat in ceea ce priveste mortalitatea, cat si parametrii
vitali la supravietuitori.

in al patrulea experiment, am comparat erdosteina injectabild cu NAC (terapia
standard), la animale intoxicate cu paracetamol. Din punct de vedere chimic, paracetamolul
fiind foarte diferit de metalele grele, putem extrapola utilizarea erdoseinei ca un antidot cu
spectru larg. S-a dovedit ca lotul tratat cu erdosteina a inregistrat o mortalitate mai scazuta
comparativ cu lotul netratat, si a avut rezultate mai bune la supravietuitori in comparatie cu
lotul tratat cu NAC.

in al cincilea experiment, s-a testat efectul profilactic al erdosteinei in intoxicatia cu
metale grele. Profilaxia cu erdosteind s-a dovedit a nu afecta starea generald de sanatate
a subiectilor inaintea intoxicatiei; in acelasi timp, a avut efect protector impotriva intoxicatiei.

Exemplul 1. Primul exemplu este reprezentat de evaluarea efectelor erdosteinei p.o.
la sobolani intoxicati cu plumb si la sobolani intoxicati cu mercur, in comparatie cu loturi
netratate si cu loturi tratate cu NAC.

MATERIALE S| METODE

Pentru fiecare experiment, loturile sunt omogene si diferentele intre loturi pot fi puse
pe seama terapiilor diferite. S-a incercat, cat de mult posibil, mentinerea constantd a
conditiilor pentru toate experimentele, cu exceptia celor specificate in anumite momente.

Cele maiimportante variabile care nu au fost constante in diferitele experimente sunt
varsta animalelor si conditile externe (temperaturd, umiditate). Loturile analoage din
experimente diferite (neexecutate in paralel) nu pot fi comparate.

Substante si solufii utilizate in experiment

- Acetat de plumb trihidrat (formula moleculard C,H,O,Pb-3H,0, masa moleculara
379,33, solubilitate 45,61 g la 100 ml apa la 15°C, DL,, pe cale orald 4665 mg/kg)
(Toxicology and Applied Pharmacology, vol. 18, p. 185,1991).

- Clorura de mercur (formula moleculard HgCl,, masa moleculara 271,5, solubilitate
in apd 7,4 g/100 ml apd la 20°C, DL, pe cale orald mg/kg, 42 mg/kg) (Toxicology and
Applied Pharmacology, vol. 18, p. 185, 1991).
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- N-acetilcisteind/NAC (formula moleculard C;H ,NO,S. greutatea moleculard 163,19.
usor solubild in apd. DL, la sobolan. i.v. 1140 mg/kg (European Journal of Respiratory
Diseases vol. 61, p. 138) per os 5050 mg/kg (Toxicology and Applied Pharmacology, vol. 18,
p. 185, 1991).

- Erdosteind (formula moleculard C;H,,NO,S,, greutatea moleculard 249,31, moderat
solubil in apa, DL, la sobolan i.v. >3500 mg/kg, per os 8750 mg/kg (European Patent
Application, vol. 0061 1386).

Materialul biologic

Au fost introduse in experiment 210 animale de laborator, sobolani rasa Wistar,
masculi i femele. Animalele au fost repartizate in loturi omogene de cate 30 animale (15
femele, 15 masculi), tinute in microclimat adecvat (vivariu), cu acces liber la hrana si apa,
in afara contactului cu insecticide.

Metode de administrare a solufiilor de lucru

- Acetatul de plumb s-a administrat per os la gobolan, in dozad de 4665 mg/kg
(1 DLsy).

- Clorura de mercur s-a administrat per os. in doza de 42 mg/kg (1 DLg,).

- N-Acetilcisteina s-a administrat per os. in dozd de 500 mg/kg (reprezentand 1/10
din DL, pe cale orald, doza consideratd in literatura de specialitate ca doza eficace), la 2
loturi diferite, imediat dupd administrarea per os a unui DL, de acetat de plumb i, respectiv,
clorurd mercuricd. Administrarea N-acetilcisteinei s-a repetat zilnic, timp de 7 zile.

- Erdosteina s-a administrat per os. in doza de 875 mg/kg (corespunzdtoare unei
fractiuni de 1/10 din DLg,. pe cale orald - doza consideratd in literatura de specialitate ca
eficace). imediat dupa administrarea per os, la 2 loturi diferite, a unui DL, de acetat de
plumb si, respectiv. clorurd mercuricd. Administrarea erdosteinei s-a repetat zilnic. timp de
7 zile. Solutiile de lucru au fost administrate per os, prin gavare, in volum de 10 ml/kg.

Solventul utilizat la prepararea solutiilor de lucru a fost reprezentat de apa distilata,
in cazul N-acetilcisteinei, si, respectiv, un amestec de apa bidistilata si bicarbonat de sodiu,
acesta din urma echimolar cu erdosteina.

Monitorizarea animalelor

Monitorizarea animalelor inaintea experimentului a constat in urmarirea curbei
ponderale si a starii de sanatate, pe o perioada de 7 zile, inaintea inceperii experimentului.
Cu 24 h inainte de inceperea experimentului, animalelor li s-a restrictionat accesul la hrana,
avand acces liber la apa.

Monitorizarea animalelor in timpul experimentului a constat in urméarirea starii de
sanatate, inregistrarea semnelor de intoxicatie si a mortalitdtii, pe toatd perioada
experimentului.

Monitorizarea biologicd a constat in determindri cantitative, efectuate la
supravietuitori, la 7 zile dupd intoxicatie, si tratament, ale valorilor hemoglobinei,
hematocritului, numarul de eritrocite si leucocite, a ureei, creatininei si acidului uric
(specimen: 1 ml) si determinarea cantitativd a plumbului i, respectiv, a mercurului in urind.

Etapele experimentului

Au fost utilizate doud modele experimentale de intoxicatie acutd pentru intoxicatia cu
plumb, si, respectiv, pentru intoxicatia cu mercur, pentru a testa eficacitatea erdosteinei
comparativ cu cea a N-acetilcisteinei utilizate ca substanta de referinta.

S-ainregistrat mortalitatea pe tot parcursul intervalului studiat (7 zile). La 7 zile dupa
intoxicatie si tratament, s-au determinat urmatorii parametrii: hemoleucograma, numarul de
eritrocite sileucocite, hematocrit, uree, creatinind, acid uric si valorile plumbului $i mercurului
in urind. Animalele au fost sacrificate prin decapitare sub anestezie generala cu eter, pentru
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recoltarea de organe (ficat, tub digestiv, rinichi). 6 animale din fiecare lot (3 masculi gi 3
femele) au fost selectate aleatoriu, pentru examen anatomopatologic macro gi microscopic.

Evaluarea efectului erdosteinei pe modelul experimental de intoxicatfie cu plumb

Au fost introduse in experiment 4 loturi a cate 30 animale (15 masculi si 15 femele).
Repartizarea a fost facuta in loturi omogene, astfel:

Lotul 1 - martor normal, neintoxicat si netratat.

Lotul 2 - intoxicat cu acetat de plumb si netratat, la care s-a administrat acetat de
plumb in doz&d de 4665 mg/kg (1 DLy,) per os.

Lotul 3 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu erdosteind. La acest lot s-a
administrat acetat de plumb in dozd de 4665 mg/kg per os. Imediat dupa intoxicatie si zilnic
timp de 7 zile, s-a administrat per os erdosteind, in doze de 875 mg/kg (corespunzatoare
unei fractiuni de 1/10 din DL, pe cale orald).

Lotul 4 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu N-acetilcisteind. La acest lot s-a
administrat acetat de plumb in doza de 4665 mg/kg p.o. Imediat dupd intoxicatie, s-a
administrat N-acetilcisteind, per os, in doze de 500 mg /kg (1/10 din DLy, pe cale orald).
Administrarea NAC s-a repetat zilnic timp de 7 zile.

Evaluarea efectului erdosteinei pe modelul experimental de infoxicafie cu mercur

Au fost introduse in experiment 3 loturi a cate 30 animale (15 masculi si 15 femele
pe lot), astfel:

Lotul 5 - intoxicat cu clorurd de mercur si netratat, la care se va administra, per os,
clorurd de mercur in doza de 42 mg/kg.

Lotul 6 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu erdosteinad. S-a administrat, per os,
clorurd de mercur in dozd de 42 mg/kg. Imediat dupa intoxicatie si zilnic timp de 7 zile, s-a
administrat per os erdosteing, in doze de 875 mg/kg . Administrarea erdosteinei s-a repetat
zilnic, timp de 7 zile.

Lotul 7 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu N-acetilcisteind. La acest lot se va
administra, per os, clorurd de mercur in doza de 42 mg/kg. Imediat dupa intoxicatie, se va
administra N-acetilcisteind, per os, in doze de 500 mg /kg. Administraea NAC s-a repetat
zilnic, timp de 7 zile.

Metoda de analiza statistica

Analiza statistica a rezultatelor experimentale s-a efectuat prin testarea semnificatiei
diferentei mediilor valorilor rezultate experimental prin utilizarea testului t Student, varianta
impard, din cadrul programului de calcul statistic Origin 5.0. Analiza mortalitatii a fost
efectuatd prin testul Chi patrat. Au fost considerate semnificative statistic rezultatele cu
p<0,05.

Instrumente analitice

Teste biochimice au fost efecuate prin Refloton 2000, teste hematologice prin
Hemastar 4, sumar de urine prin Urilux, Pb in urind cu GC-MS Varian.

REZULTATE

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele urméatoare.

Mortalitate
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Tabelul 1
Evaluarea protecfiei realizate prin administrarea erdosteinei in intoxicafia acuta cu plumb
si mercur fatd de netratat si comparativ cu cea datd de N-acetilcisteind

Nr. lot (30 animale/lot) Mortalitate Mortalitate
totala procentuala
Lot 1 martor 0 0
Lot 2 (intoxicat cu acetat de plumb si netratat) 11 36,6%
Lot 3 (intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu erdosteind) 5 16,6%
Lot 4 (intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu N-acetilcisteind) 9 30%
Lot 5 (intoxicat cu clorurd mercurica si netratat) 13 43,3%
Lot 6 (intoxicat cu clorurd mercurica si tratat cu erdosteina) 51 16,6%
Lot 7 (intoxicat cu clorurd mercurica si tratat cu N-acetilcisteina) 10° 33,3%

! semnificativ diferit faid de lotul intoxicat si netratat;
nesemnificativ diferit fatd de lotul intoxicat gi netratat.

Lotul intoxicat cu clorurd mercuricd si tratat cu erdosteind a inregistrat o mortalitate
statistic semnificativ mai mica fatd de lotul intoxicat cu clorurd mercurica i netratat. Loturile
tratate cu erdosteind aratd o mortalitate scdzuta fata de loturile tratate cu NAC, dar aceste
diferente nu sunt statistic semnificative.

Supravietuitori - Rezultate biochimice

Tabelul 2
Evidenfierea efectului erdosteinei asupra toxicitdfii renale din intoxicafia cu plumb si
mercur, prin evaluarea valorilor ureii sanguine, creatininei si acidului uric fatd de grupurile
martor normal, netratat si tratat cu NAC

Nr. lot Valori Valori Valori
(30 animale/lot) medii medii medii
uree creati- | acid uric

(mg/dl) nina (mg/dl)

Lot 1 martor normal 48,46 0,50 2,32
Lot 2 - intoxicat cu acetat de plumb si netratat 159,76° 0,82° 267°
Lot 3 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu erdosteind 50,93"2 | 0,48'? 1,90°
Lot 4 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu N- 104,15° 0,66° 2,36’
acetilcisteina

Lot 5- intoxicat cu clorura de mercur si netratat 189,73° 2,20° 2,68°
Lot 6 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu erdosteind 49,18'2 | 0,47" 2,40
Lot 7 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu N- 85,45° 0,56° 2,38’

acetilcisteina

nesemnificativ fatd de martor normal
semnificativ diferit faid de lotul tratat cu NAC;
semnificativ fatd de martor normal.
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Supravietuitori - rezultate hematologice

Tabelul 3

Evidenfierea efectului erdosteinei asupra tabloului hematologic din intoxicafia cu plumb si
mercur, fatd de grupurile martor normal, netratat si tratat cu NAC

Nr. lot (30 animale/lot) Valori medii nr. | Valori medii Valori Valori medii
eritrocite Hemoglobina medii nr. leucocite

(*108/mm°) (o/dl) Hematocrit
Lot 1 martor normal 7,77 16,84 49,15 6,24
Lot 2 (intoxicat cu acetat de 6,98° 15,46° 41,00° 11,95°
plumb si netratat)
Lot 3 (intoxicat cu acetat de 6,82° 13,75° 39,41° 7.31°
plumb si tratat cu erdosteina
Lot 4 (intoxicat cu acetat de 6,55° 13,58° 41,42° 6,82°
plumb si tratat cu N-
acetilcisteind)
Lot 5 (intoxicat cu clorurd 6,96° 15,46° 40,47° 12,09°
mercuricd si netratat)
Lot 6 (intoxicat cu clorurd 6,81° 13,75° 38,58° 7,81°
mercuricd si tratat cu erdosteina)
Lot 7 (intoxicat cu clorurd 6,92° 13,58° 41,50° 6,72°
mercuricd si tratat cu N-
acetilcisteind)

% semnificativ faid de martor normal.
Nivelul urinar de Pb si Hg
Tabelul 4
Pb in urind mdsurat cu GS MS Varian 4100
Nr. lot (30 animale/lot) Pb valori medii
Lot 1 martor normal 225 ugn
Lot 2 (intoxicat cu Pb, netratat) 5,2 mg/l
Lot 3 (intoxicat cu Pb, tratat cu erdosteind) 10,9 mg/1
Lot 5 (intoxicat cu Pb, tratat cu NAC) 13,2 mg/l
Tabelul 5

Hg in urind md&surat cu GS MS Varian 4100

Nr. lot (30 animale/lot)

Hg valori medii

Lot 1 martor normal 0

Lot 7 (intoxicat cu Hg, netratat) 2,8 mg/l
Lot 8 (intoxicat cu Hg, tratat cu erdosteine) 14,7 mg/l
Lot 10 (intoxicat cu Hg, tratat cu NAC) 11,5 mg/l
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Rezultate anatomopatologice

Examenele macroscopice $i microscopice au evidentiat urmatoarele rezultate:

in intoxicatia cu Pb s-au determinat leziuni cerebrale moderate, leziuni hepatice si
leziuni severe la nivel gastric si renal. Tratamentul cu NAC nu a ameliorat leziunile, in timp
ce tratamentul cu erdosteind a determinat afectari mai putin importante.

in intoxicatia cu Hg, alterarile cerebrale, gastrice si renale sunt severe. Animalele
tratate cu erdosteind sau cu NAC au prezentat leziuni mai putin importante.

DISCUTI EXEMPLUL 1

Tratamentul cu erdosteind a redus semnificativ mortalitatea in grupul intoxicat cu
clorurd mercuricd, chiar cu un numar relativ mic de animale pe lot, in timp ce pentru lotul
tratat cu NAC, nu s-a obtinut un rezultat statistic diferit fatd de lotul netratat. Erdosteina a
redus mortalitatea aproape la jumatate fatd de NAC, in grupurile intoxicate cu acetat de
plumb, dar ca urmare a numarului redus de animale, diferenta nu este semnificativa.

La animalele supravietuitoare, toxicitatea plumbului $i @ mercurului este severa si a
fost evidentiatd biochimic si anatomopatologic, prin alterari ale functiei renale (uree,
creatinind, acid uric), digestive si ale parametrilor hematologici (nr. eritrocite, hemoglobina,
hematocrit, nr. leucocite).

Administrarea erdosteinei a oferit un indice de protectie mai bun decét lotul netratat
in intoxicatiile cu plumb si mercur, prin reducerea aparitiei efectelor toxice, céat si prin
accelerarea eliminarii urinare a toxicelor.

Administrarea erdosteinei oferd o protectie mai buna decat NAC asupra toxicitatii
renale, valorile ureei si ale creatininei fiind in limite normale. Diferentele fatd de grupurile
tratate cu NAC au fost semnificative.

Administrarea atat a erdosteinei, cat si a NAC, nu a antagonizat toxicitatea
hematologica si inflamatia, prezente in intoxicatiile cu plumb si mercur.

Evaluarile anatomopatologice au confirmat ca erdosteina a oferit o protectie superiord
si a evidentiat leziuni mai reduse la nivel hepatic, renal si al aparatului digestiv, comparativ
cu loturile intoxicate-netratate si intoxicate-tratate cu NAC.

Exemplul 2. Al doilea exemplu de realizare este reprezentat de evaluarea efectului
erdosteinei administrate intravenos in intoxicatia cu plumb si cu mercur, utilizdnd N-
acetilcisteind ca substantd de referinta.

Substantele si solutiile utilizate in experiment sunt identice cu cele de la exemplul 1.

Materialul biologic

Au fost introduse in experiment 335 de animale de laborator, sobolani rasa Wistar,
masculi si femele. Animalele au fost repartizate random in 11 loturi: 9 loturi de cate 35
animale (20 femele, 15 masculi) plus 2 loturi de 10 animale fiecare (5 femele, 5 masculi),
tinute in microclimat adecvat (vivariu), cu acces liber la hrana si apd, in afara contactului cu
insecticide.

Metode de administrare a solufiilor de lucru

- Acetatul de plumb s-a administrat per os, la sobolan, in doza de 4665 mg/kg
(1 DLsy).

- Clorura de mercur s-a administrat per os, in doza de 42 mg/kg (1 DLs).

- N-Acetilcisteina s-a administrat i.v. in vena laterald a cozii, in doza de 114 mg/kg
(reprezentand 1/10 din DLy, pe cale i.v.), la 2 loturi diferite, imediat dupd administrarea per
os a 1 DLy, de acetat de plumb si, respectiv, clorurd mercuricd. Administrarea N-
acetilcisteinei s-a repetat zilnic, timp de 7 zile. NAC a fost dizolvat in apa bidistilata.
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- Erdosteina s-a administrat i.v. lent (1...2 min) in vena laterald a cozii, imediat dupa
administrarea per os a plumbului sau mercurului, 2 doze la 4 loturi diferite, $i anume:
ERDO1: 350 mg/kg (aproximativ 1/10 DL;,) la 2 loturi ERDO2: 175 mg/kg (aproximativ 1/20
DLs), la 2 loturi.

Administrarea erdosteinei s-a repetat zilnic, timp de 7 zile. Erdosteina a fost dizolvata
intr-un amestec de apa bidistilatd si bicarbonat de sodiu echimolar si administratd i.v. intr-un
volum de 10 ml/kg. intr-un studiu preliminar al nostru, s-a testat raportul erdosteind/
bicarbonat, pentru valori intre 0,5/1 si 1,5/1, si volumul de dizolvare. A fost evidentiat ca
raportul optim este 1:1 350 mg erdosteine + 118 mg bicarbonat si este posibild dizolvarea
in volum de 10 ml. S-a pastrat acelasi volum de dizolvare si la doz& mai mica.

Monitorizarea animalelor

Monitorizarea animalelor inaintea experimentului a constat in urmarirea curbei
ponderale si a starii de sanatate, pe o perioada de 7 zile, inaintea inceperii experimentului.
Cu 24 h inainte de inceperea experimentului, animalelor li s-a restrictionat accesul la hrana,
avand acces liber la apa.

Monitorizarea animalelor in timpul experimentului a constat in urméarirea starii de
sanatate, inregistrarea semnelor de intoxicatie si a mortalitdti pe toatd perioada
experimentului.

Monitorizarea biologicd a constat in determindri cantitative, efectuate la
supravietuitori, la 7 zile dupa intoxicatie, si tratament, ale valorilor hemoglobinei, hemato-
critului, nr. eritrocite i leucocite, a ureei, creatininei gi acidului uric (specimen: 1 ml) i
determinarea cantitativa a plumbului $i, respectiv, a mercurului in urind.

Etapele experimentului

Au fost utilizate doud modele experimentale de intoxicatie acutd, pentru intoxicatia
cu plumb si, respectiv, pentru intoxicatia cu mercur, pentru a testa eficacitatea erdosteinei
comparativ cu cea a N-acetilcisteinei utilizate ca substanta de referinta.

S-ainregistrat mortalitatea pe tot parcursul intervalului studiat (7 zile). La 7 zile dupa
intoxicatie si tratament, s-au determinat urmatorii parametri: hemoleucograma, nr. eritrocite
si leucocite, hematocrit, uree, creatinind, acid uric si valorile plumbului $i mercurului in urind.
De la cateva animale, s-a colectat urina emisa spontan, pentru a determina nivelul de Pb si
Hg. Animalele au fost sacrificate prin decapitare sub anestezie generald cu eter, pentru
recoltarea de organe (ficat, tub digestiv, rinichi). 6 animale din fiecare lot (3 masculi si 3
femele) au fost selectate aleatoriu, pentru examen anatomopatologic macro gi microscopic.

Evaluarea efectului erdosteinei administrate parenteral pe modelul experimental de
intoxicafie cu plumb

Au fost introduse in experiment 5 loturi a cate 35 animale (15 masculi si 20 femele),
repartizate in loturi omogene, astfel:

Lotul 1 - martor normal neintoxicat si netratat.

Lotul 2 - intoxicat cu acetat de plumb si netratat, la care s-a administrat acetat de
plumb in doz&d de 4665 mg/kg (1 DLy,) per os.

Lotul nr. 3 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu ERDO1. La acest lot s-a
administrat acetat de plumb in dozad de 4665 mg/kg per os. Imediat dupa intoxicare si zilnic,
timp de 7 zile, s-a administrati.v. erdosteind in doza de 350 mg/kg (doza reprezentand <1/10
din 1 DL;, pe cale i.v).

Lotul nr. 4 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu ERDO2. La acest lot s-a
administrat acetat de plumb in dozad de 4665 mg/kg per os. Imediat dupa intoxicare si zilnic,
timp de 7 zile, s-a administrati.v. erdosteind in doza de 175 mg/kg (doza reprezentand <1/20
din 1 DL;, pe cale i.v).
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Lotul nr. 5 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu N-acetilcisteind. La acest lot s-a
administrat acetat de plumb in doza de 4665 mg/kg p.o. Imediat dupa intoxicare si zilnic, timp
de 7 zile, s-a administrat i.v. N-acetilcisteind, i.v. in doz& de 114 mg /kg (doza reprezentand
1/10 din 1 DL, pe cale i.v).

Evaluarea efectului erdosteinei pe modelul experimental de infoxicafie cu mercur

Au fost introduse in experiment, in paralel cu celelate 5, 4 loturi a cate 35 animale (15
masculi $i 20 femele pe lot):

Lotul 7 - intoxicat cu clorurd de mercur si netratat, la care s-a administrat, per os,
clorurd de mercur, in doza de 42 mg/kg.

Lotul nr. 8 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu ERDO1, la care s-a administrat,
per os, clorurd de mercur, in doza de 42 mg/kg. Imediat dupd intoxicare si zilnic, timp de 7
zile, s-a administrat i.v. erdosteing, in doza de 350 mg/kg.

Lotul nr. 9 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu ERDO2, |a care s-a administrat,
per os, clorurd de mercur, in doza de 42 mg/kg. Imediat dupa intoxicare si zilnic, timp de 7
zile, s-a administrat i.v. erdosteind in doza de 175 mg/kg .

Lotul nr. 10 - intoxicat cu clorurd de mercur si tratat cu N-acetilcisteind. La acest lot
s-a administrat, per os, clorurd de mercur, in dozd de 42 mg/kg. Imediat dupa intoxicare, s-a
administrat N-acetilcisteind i.v., in doze de 114 mg /kg (corespunzéatoare unei fractiuni de
1/10 din 1 DL, pe cale i.v.).

Evaluarea stressului de injectare si a toxicitafii erdosteinei

S-au introdus in studiu, in paralel cu cele 5 loturi, doud loturi, de cate 10 animale
fiecare (5 masculi si 5 femele), unul pentru a verifica conditiile de stres la amestecul de
solventi, si unul pentru a obtine o verificare preliminard asupra toxicitdtii intrinseci a
erdosteinei. S-a urmarit mortalitatea pe tot parcursul intervalului studiat (7 zile).

Lotul nr. 6 (10 animale) la care s-a administrat i.v. lent amestec de solventi (apa si
bicarbonat 118 mg/kg echimolar cu ERDO1).

Lotul nr. 11 (10 animale) la care s-a administrat i.v o dozad de erdosteind de
3500 mg/kg (corespunzatoare aproximativ DL).

Pentru aceste loturi, a fost evaluatd doar mortalitatea.

Metoda de analizd statistic4 si instrumente analitice

Aceleasi descrise in exemplul 1.

REZULTATE

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele urméatoare.

Mortalitate

Tabelul 6
Evaluarea protecfiei realizate prin administrarea erdosteinei i.v. in intoxicafia acutd cu
plumb si mercur fatad de netratat si comparativ cu cea datd de N-acetilcisteind

Nr. lot (nr. animale/lot) Mortalitate Mortalitate
totala procentuald
Lot 1 martor 0 0
Lot 2 intoxicat cu acetat de plumb si netratat 22 62,8%
Lot 3 intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu ERDO1 52 14,3%
Lot 4 intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu ERDO2 10" 28,6%
Lot 5 intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu NAC 28° 80%

10
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Tabelul 6 (continuare)

Nr. lot (nr. animale/lot) Mortalitate Mortalitate
totala procentuald

Lot 7 intoxicat cu clorura mercurica si netratat 29 82,9%
Lot 8 intoxicat cu clorurd mercuric si tratat cu ERDO1 8"2 22,6%
Lot 9 intoxicat cu clorurd mercuric si tratat cu ERDO2 1212 34,3%
Lot 10 intoxicat cu clorurd mercurica si tratat cu NAC 30° 85,7%
Lot 6 stresat cu injeciie de apa + bicarbonat (10 animale) 0/10 0
Lot 11 intoxicat cu erdosteind 3500 mg/kg (10 animale) 1/10 10%

semnificativ diferit faid de lotul intoxicat i netratat
semnificativ diferit fatd de lot tratat cu NAC
nesemnificativ diferit fatd de lotul intoxicat gi netratat

Tratamentul i.v. cu erdosteind a scazut semnificativ mortalitatea in ambele tipuri de
intoxicatie, cu acetat de plumb si cu clorurd mercuricd. Mortalitatea a fost mai redusd in
loturile tratate cu erdosteind, comparativ cu loturile netratate i comparativ cu loturile tratate
cu NAC i.v.

Tratamentul cu NAC nu a avut niciun efect asupra mortalitatii.

ERDO1 a redus mortalitatea mai mult decat ERDO2, insad diferentele nu sunt
semnificative.

Stresul injectiei nu are niciun efect asupra mortalitatii, iar formularea noastrd i.v. de
erdosteind a demonstrat o doza DL,, mai mare decéat 3500 mg/kg (toxicitatea intrinseca a
erdosteinei fiind foarte mica).

Supravietuitori - rezultate biochimice

Tabelul 7
Evidenfierea efectului erdosteinei asupra toxicitdfii renale din intoxicafia cu plumb si
mercur, prin evaluarea valorilor ureii sanguine, creatininei si acidului uric, fatd de
grupurile martor normal, netratat si tratat cu NAC

Nr. lot ( 35 animale/lot) Valori Valori Valori
medii uree medii medii acid
(mg/dl) creatinina uric
(mg/dl) (mg/dl)
Lot 1 martor normal 49,48 0,45 1,61
Lot 2 intoxicat cu acetat de plumb si netratat 157,91* 0,81* 2,75*
Lot 3 intoxicat cu plumb si tratat cu ERDO1 48,95 123 0,492 2,28*
Lot 4 intoxicat cu plumb si tratat cu ERDO2 54,42 0,46"2 1,76"2
Lot 5 intoxicat plumb si tratat cu NAC 80,98* 0,78 2,13*
Lot 7 intoxicat cu mercur §i netratat 256,4* 5,90* 2,3
Lot 8 intoxicat cu clorurd mercuric si tratat cu ERDO1 50,36"2 0,60° 2,25
Lot 9 intoxicat cu clorurd mercuric si tratat cu ERDO2 53,15"2 0,51"2 2,234
Lot 10 intoxicat cu clorura mercurica si tratat cu NAC 79,52* 1,06* 2,024

nesemnificativ diferit fatd de martor normal
semnificativ diferit fatd de lot tratat cu NAC
semnificativ diferit fajd de ERDO2
semnificativ diferit faid de martor normal
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Tratamentele cu erdosteind au determinat la supravietuitori aceleasi valori medii
pentru uree $i creatinind ca si la lotul 1 neintoxicat, ceea ce indica o inaltd protectie renala.
Tratamentele cu erdosteind au rezultate semnificativ diferite fata de tratamentele cu NAC.
Tratamentele cu NAC au rezultate semnificativ diferite fatd de lotul neintoxicat.

Supravietuitori - rezultate hematologice

Tabelul 8

Evidenfierea efectului erdosteinei asupra tabloului hematologic din intoxicafia cu plumb si
mercur, fatd de martor si comparativ cu N-acetilcisteind

Nr. lot (35 animale/lot) Valori nr. Valori Valori Valori nr.
eritrocite Hemoglobin medii leucocite
(*10%/mmq) & (g/dly Hematocrit
Lot 1 martor normal 8,07 18,02 46 5,96
Lot 2 intoxicat cu acetat de plumb si 543° 15,68° 39,34° 18,75°
netratat
Lot 3 intoxicat cu acetat de plumb si tratat 7,01° 15,71° 37,21° 11,36°
cu ERDO1
Lot 4 intoxicat cu acetat de plumb si tratat 7,07° 15,95° 37,7° 14,35°
cu ERDO2
Lot 5 intoxicat cu acetat de de plumb si 6,93° 15,86° 35,48° 16,36°
tratat cu NAC
Lot 7 intoxicat cu clorurd mercurici i 7.13° 15,00° 40,78° 18,46°
netratat
Lot 8 intoxicat cu clorurd mercurici i 6,98° 15,05° 38,43° 17,36°
tratat cu ERDO1
Lot 9 intoxicat cu clorurd mercurici i 6,55° 13,86° 36,83° 8,61°
tratat cu ERDO2
Lot 10 intoxicat cu clorurd mercurica si 6,76° 14,57° 38,97° 10,5°
tratat cu NAC

semnificativ diferit faid de martor normal

Administrarea atat a erdosteinei, cat si a NAC, nu a antagonizat toxicitatea
hematologica si inflamatia, prezente in intoxicatiile cu plumb si mercur.

Nivelul urinar de Pb si Hg

Pb in urind mdsurat cu GS MS Varian 4100

Tabelul 9

Nr. lot (30 animale/lot)

Pb valori medii

Lot 1 martor normal 225 ug/1
Lot 2 (intoxicat cu Pb, netratat) 5,2 mg/l
Lot 3 (intoxicat cu Pb, tratat cu ERDO1) 15,9 mg/l
Lot 4 (intoxicat cu Pb, tratat cu ERDOZ2) 13 mg/l
Lot 5 (intoxicat cu Pb, tratat cu NAC) 12,9 mg/l

12
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Tabelul 10
Hg in urind md&surat cu GS MS Varian 4100
Nr. lot (30 animale/lot) Hg valori medii

Lot 1 martor normal 0

Lot 7 (intoxicat cu Hg, netratat) 3,5 mg/l
Lot 8 (intoxicat cu Hg, tratat cu ERDO1) 18,7 mg/l
Lot 9 (intoxicat cu Hg, tratat cu ERDO2) 14,4 mg/l
Lot 10 (intoxicat cu Hg, tratat cu NAC) 13,9 mg/l

Rezultatele aratd cé tratamentul cu erdosteind creste nivelul toxicului eliminat. Din
cauza dificultdtii de a colecta urina eliminatd spontan, s-au utilizat pentru comparatie loturile
1 i 2 din experimentul anterior.

Rezultate anatomopatologice

in intoxicatiile cu Pb s-au g&sit leziuni tipice. Tratamentele cu NAC si ERDO2 nu au
ameliorat leziunile, in timp ce tratamentul cu ERDO1 a determinat leziuni mai putin
importante.

in intoxicatia cu Hg, afectarile creierului, cele gastrice si cele renale sunt severe.
Animalele tratate cu ERDO2 prezinta leziuni mai putin importante, in timp ce tratamentele
cu ERDO1 si NAC par a prezenta leziunile cel mai putin severe.

DISCUTII EXEMPLUL 2

Tratamentele cu erdosteind i.v. au scazut mortalitatea in mod impresionant atat in
intoxicatia cu Pb, cat si in cea cu Hg.

Tratamentele cu NAC nu au ardtat o diferentd semnificativa fatd de lotul netratat,
neinregistrand niciun beneficiu. In lotul intoxicat cu acetat de plumb, mortalitatea a scizut
de la 62,8%, in grupul netratat, si 80% in grupul tratat cu NAC, la 14,3% in grupul tratat cu
ERDO". in lotul intoxicat cu clorurd mercuricd, mortalitatea a sc&zut de la 82,9%, in grupul
netratat, i 85,7% in grupul tratat cu NAC, la 22,6% la grupul tratat cu ERDOA1.

Tratamentele cu ERDO1 i ERDO2 nu au inregistrat diferente semnificative intre ele,
desi existd o tendintd pozitivd in favoarea ERDO1, care a injuméatatit mortalitatea in
comparatie cu ERDQO2 in intoxicatia cu Pb.

Probabil din cauza numarului relativ mic de animale, rezultatele nu sunt semnificative
statistic.

La supravietuitori, toxicitatea plumbului si mercurului este severd, doveditd din punct
de vedere biochimic si anatomopatologic, prin alterarea functiei renale (uree, creatining, acid
uric), a functiei digestive si prin alterarea parametrilor hematologici (eritrocite, leucocite,
hematocrit, hemoglobina).

Administrarea de erdosteind a oferit o protectie superioard comparativ cu loturile
intoxicate cu Pb si Hg, si netratate, reducand efectele toxice si crescand rata de eliminare
urinard a acestor substante toxice.

Administrarea de erdosteina a conferit o protectie superioara asupra toxicitadtii renale
in comparatie cu lotul tratat cu NAC si lotul netratat, valorile de uree si creatinina fiind
aceleasi cu cele normale (lotul martor neintoxicat). Diferentele sunt semnificative. Valorile
ureei au fost mai bune la lotul tratat cu ERDO1 in comparatie cu lotul tratat cu ERDO2.

Toxicitatea asupra parametrilor hematologici nu a fost influentata nici de erdosteing,
nici de NAC.
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Examenele anatomopatologice confirma ca tratamentele cu erdosteind, in comparatie
cu absenta tratamentului si tratamentul cu NAC, oferd o protectie mai bund, determinand
leziuni mai putin importante la nivel hepatic, renal si digestiv. ERDO1 a conferit o protectie
mai bund in comparatie cu ERDO2.

in concluzie, tratamentul cu erdosteind i.v. a scizut mortalitatea si a antagonizat
efectele toxice la supravietuitori, in intoxicatiile cu Pb si Hg.

Exemplul 3. Al treilea exemplu este reprezentat de evaluarea efectului erdosteinei
administrate i.v. la sobolani intoxicati cu plumb, in comparatie cu loturi netratate si cu loturi
tratate cu EDTA+BAL.

MATERIALE si METODE

Substante si solufii utilizate

- Acetat de plumb trihidrat ca in exemplele de inainte.

- Erdosteina (formula moleculard C4H,,NO,S,, greutateamoleculard 249,31, moderat
solubild in apd, DLy, la sobolan i.v. >3500 mg/kg, soarece i.v, >3500 mg/kg (European
Patent Application, vol. 00611386).

- Dimercaprol (2,3,Dimercaptol-propanol BAL) cheleaza metalele grele, prevenind
interactiunea acestora cu grupdrile sulfhidril endogene. Formula chimicd C;H,OS,, greutate
moleculard 124,22, greu solubil in apa, aspect uleios, miros dezagreabil de mercaptan, DL,
i.v. Tn sobolan.

- EDTA CaNa,, substantd cu proprietdti chelatoare, la care plumbul extracelular
substituie calciul, formand un compus stabil, care se elimind prin urind. Formula chimica
C,oH.405CaNa,,H,0O, solubilitate in apd 100 g/l, DLy, i.p.r. la sobolan 397 mg/kg (Material
Safety Data Sheets http://msds.chem.ox.ac.uk/ED/EDTA html).

Material biologic

Au fost introduse in experiment 140 animale de laborator, sobolani rasa Wistar,
masculi si femele. Animalele au fost repartizate in 4 loturi omogene de cate 30 animale (15
femele, 15 masculi) si 2 loturi de 10 animale (5 femele si 5 masculi), finute Tn microclimat
adecvat (vivariu), cu acces liber la hrana si apa, in afara contactului cu insecticide.

Metode de administrare a solufiilor de lucru

- acetatul de plumb s-a administrat per os la sobolanii din trei loturi, in dozd de
4665 mg/kg corp (1 DLg), intr-un volum de 20 ml/kg corp;

- Dimercaprolul (BAL) s-a administrat i.m in doza de 25,2 mg/kg, intr-un volum de
2 ml/kg corp, imediat dupa administrarea a plumbului; EDTA s-a administrati.m. in doza de
30 mg/kg corp, intr-un volum de 2 ml/kg corp, dupd administarea BAL. Administrarea s-a
repetat zilnic, timp de 7 zile. DLy, i.m. la gobolan nu este clard in literaturd. Cea mai mare
doza posibild, administratd in encefalopatia din intoxicatia cu Pb la om, este de BAL 3...5
mg/kg corp, la fiecare 4 h, EDTA 30 mg/kg corp/zi, impartite in 2...3 doze (Medical
Toxicology, Richard Dart ed.m). Noi am administrat la sobolan dozajul proportional, similar
cu dozajul maxim la om.

- Erdosteina s-a administrat i.v. in doza de 350 mg/kg corp, imediat dupa adminis-
trarea per os de acetat de plumb. Administrarea de erdosteind s-a repetat zilnic, timp de 7
zile. Erdosteina 350 mg a fost dizolvata cu 118 mg bicarbonat de sodiu in 2 ml apd bidistilata
(inloc de 10 ml ca in exemplul 2).

Imediat dupa intoxicatie, Erdosteina a fost administratd prima, urmata rapid de BAL,
apoi de EDTA, de cdtre mai multi operatori in paralel, cu scopul de a simula situatia de la
om, cand este posibil sa se faca simultan administrari i.m. si i.v in perfuzie.

14
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Monitorizarea animalelor

Monitorizarea animalelor inaintea experimentului a constat in urmarirea curbei
ponderale si a starii de sanatate, pe o perioada de 7 zile, inaintea inceperii experimentului.
Cu 24 h inainte de inceperea experimentului, animalelor li s-a restrictionat accesul la hrana,
avand acces liber la apa.

Monitorizarea animalelor in timpul experimentului a constat in urméarirea starii de
sandtate, inregistrarea semnelor de intoxicatie si a mortalitdtii, pe toatd perioada
experimentului.

Monitorizarea biologicd a constat in determindri cantitative, efectuate la
supravietuitori, la 72 h si 7 zile dupa intoxicatie si tratament, ale valorilor hemoglobinei,
hematocritului, a concentratiei medii de hemoglobind, a numarului de eritrocite, leucocite, si
trombocite a ureei, acidului uric AST, ALT (specimen: 1 ml), examen sumar de urind, precum
si determinarea cantitativd a plumbului in uring.

Etapele experimentului

Au fost comparate urmatoarele loturi intoxicate cu Pb: netratate, tratate cu terapie
traditionald (TT) BAL+EDTA im., tratate cu erdosteind i.v., tratate cu asocierea
BAL+EDTA+erdosteind i.v.

Formularea solutiei de administrare i.v. a fost obtinutd prin testarea dizolvarii pentru
un raport molar erdosteind:bicarbonat de sodiu cuprins inintervalul 2:1, 1.5:1, 1:1, 1:1.5, 1:2.
Stabilitatea formulelor deja dizolvate a fost testatd imediat (ziua 0) apoi in ziua 1, ziua 3, ziua
7, ziua 12, ziua 30, folosind spectrometrul RMN Varian.

Mortalitatea a fost inregistratd la 72 h si la 7 zile dupd intoxicare si inceperea
tratamentului, la supravietuitori s-au masurat parametrii enumarati mai sus, cu scopul de a
evalua efectele tratamentului. Dupa 7 zile, urina a fost recoltatd prin punctie transvezicala.

Evaluarea efectului erdosteinei la animalele infoxicate cu Pb

S-au luat in studiu 4 loturi de cate 30 animale fiecare (10 masculi si 10 femele) si un
lot de 10 animale, dupa cum urmeaza:

Lotul 1 - martor normal neintoxicat si netratat (10 animale),

Lotul 2 - intoxicat cu acetat de plumb si netratat, s-a administrat acetat de plumb in
dozd de 4655 mg/kg (1 DL,,) per os.

Lotul 3 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu Dimercaprol (BAL)si EDTA. La acest
lot s-a administrat acetat de plumb, in doza de 4655 mg/kg, per os. Imediat dupa intoxicatie
si zilnic timp de 7 zile, s-au administrat i.m.dimercaprol, in dozad de 25,2 mg/kg si EDTA in
doza de 30 mg/kg.

Lotul 4 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat erdosteind si BAL+ EDTA (TT). La acest
lot s-a administrat acetat de plumb in doz& de 4655 mg/kg p.o. Imediat dupa intoxicatie si
zZilnic timp de 7 zile, s-a administrat i.m.dimercaprol in doza de 25,2 mg/kg, EDTA in doza
de 30 mg/kg si simultan, cu acestea, erdosteind i.v. in doza de 350 mg/kg.

Lotul 5 - intoxicat cu acetat de plumb si tratat cu erdosteing, 30 animale. La acest lot
s-a administrat acetat de plumb in dozd de 4655 mg/kg p.o. Imediat dupa intoxicatie si zilnic
timp de 7 zile. s-au administrat i.v. erdosteind in dozd de 350 mg/kg.

Evaluarea stresului de injecfie

S-a introdus, in paralel cu celelalte 5 loturi, un lot de 10 animale (5 masculi si 5
femele) astfel: Lotul 6 - martor solvent, la care s-a administrat i.v lent o soluie de apa
bidistilata + bicarbonat de sodiu 118 mg intr-un volum total de 2 ml/kg (solventul utilizat la
prepararea solutiei de erdosteind), cu scopul de a determina stresul datorat solventului
injectat.
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Evaluarea experimentald a toxicitdfii intrinseci a erdosteinei pe cale i.v.

Au fost introduse in experiment 4 loturi de cate 10 animale, dupd cum urmeaza:

Lotul 10 la care s-a administrat i.v. erdosteind in dozd de 3500 mg/kg, 4,37 g
erdosteind + 1,48 g bicarbonat de sodiu, dizolvate in 25 ml, administratd in volum de
2 ml/100 g greutate corporala.

Lotul 11 la care s-a administrati.v. erdosteind in doza de 4000 mg/kg ca si la lotul 10,
administrata in volum de 2,28 ml/100 g greutate corporala.

Lotul 12 la care s-a administrati.v. erdosteina in doza de 4500 mg/kg 4,5 g dizolvate
in 20 ml, administratd in volum de 2 mI/100 g greutate corporald. Concentratia solutiei a fost
aleasa in scopul de a pastra nemodificat volumul de injectat.

Lotul 13 la care s-a administrat i.v. erdosteind in doza de 5500 mg/kg ca si in lotul
12, administratd in volum de 2,44 ml/100 g greutate corporala.

Analiza statistica

Analiza statistica a rezultatelor experimentale s-a efectuat prin testarea semnificatiei
diferentei mediilor valorilor rezultate experimental prin utilizarea testului t Student, varianta
impard, din cadrul programului de calcul statistic Origin 5.0. Analiza mortalitatii a fost
efectuatd prin testul Chi patrat.

Instrumentele analitice

Determindarile biochimice au fost executate pe un analizor de chimie uscata, Refloton
2000, cele hematologice s-au realizat cu ajutorul unui analizor hematologic Hemastar 4, iar
cele urinare cu ajutorul analizorului urinar Urilux. Analiza valorilor Pb in urind s-a realizat cu
ajutorul GC-MS Varian.

REZULTATE EXEMPLUL 3

Date de stabilitate

S-au evaluat formulari ale solutiei cu un raport molar erdosteind:bicarbonat cuprins
intre 2:1 si 1:2.

Formularea cu raportul molar 2:1 si 1,5:1 nu s-a dizolvat bine.

Formularea cu raportul molar 1:1 s-a dizolvat bine, iar produsii de degradare nu sunt
detectabili in ziua 7, incepand a fi detectabili in ziua 12.

Formularea cu raportul molar 1:1,5 s-a dizolvat bine si produsii de degradare incep
sa fie detectati in ziua 7.

Datele de stabilitate ne-au determinat sa utilizam formula 3,5 g erdosteind + 1,18 g
bicarbonat, dizolvate in 20 ml de apa bidistilatd, amestecate timp de 5 min, cu un agitator
magnetic $i incalzite usor, timp de 2 min. Solutia a fost administratd la gsobolani, in volum de
2 ml/100 g greutate corporala.

Mortalitate
Tabelul 11
Evaluarea la 7 zile a protecfiei realizate prin administrarea erdosteinei in intoxicafia acutd
cu plumb. Comparafie intre loturi cu: absenfa tratamentului, tratament cu TT, asocierea
erdosteind + TT si monoterapie cu erdosteind

Nr. lot Total mortalitate | Mortalitate %
Lot 1 martor neintoxicat 0/10 0%
Lot 2 intoxicat cu Pb, netratat 26/30 87%
Lot 3 intoxicat cu Pb, tratat cu TT 19/30 63%
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Tabelul 11 (continuare)

Nr. lot Total mortalitate | Mortalitate %
Lot 4 intoxicat cu Pb, tratat cu TT asociat cu erdosteina 7/30 23%
Lot 5 intoxicat cu Pb, tratat cu erdosteina 11/30 37%
Lot 6 martor solvent 0/10 0%

- 2 vs. 3 nesemnificativ statistic;

- 2 vs. 4 semnificativ statistic p<0,001;
- vs. 5 semnificativ statistic p<0,001;

- vs. 4 semnificativ p<0,05;

- vs. 5 semnificativ p<0,05;

- vs. 5 nesemnificativ statistic.

Tratamentele cu erdosteind, in monoterapie sau asociatd cu TT, au determinat

reducerea mortalitatii.

Tratamentul cu TT nu are o diferentd semnificativa statistic fatd de absenta terapiei.
Tratamentul cu erdosteind reduce mortalitatea in comparatie cu tratamentul cu TT.
Diferenta dintre administrarea erdosteinei in monoterapie sau in asociatie cu TT nu

este semnificativa.
Supravietuitori - rezultate la 7 zile

Tabelul 12
Nr. lot RBC Hct MCH Hb WBC PLT Uree Uric ASAT | ALAT
acid

Lot 1 martor 8,232 48,98 | 25,62 | 21,06 456 | 828,8 53,62 1,87 358 | 163,6
neintoxicat
Lot 2 intoxicat, 6,254 3438 20,08 | 13,66 11,62 431,4 148,9 3,18 158 419,66
netratat 333
Lot 3 intoxicat, 6,546 39,22 23,4 14,82 10,88 4716 79,88 2,784 79 202,6
tratatcu TT
Lot 4 intoxicat cu 7,726"'% | 4452° | 23 17,48° 6,96° | 612° 58,2823 2,904 | 44,4% | 170,6%°
Pb, tratatcu TT +
erdosteind
Lot 5 intoxicat, 7156 | 42,9 23,46 | 16,98° 6,16° | 574° 68,4° 2632 | 57,2 15923
tratat cu
erdosteind
Lot 6 martor 8,23 51,04 254 20,76 452 | 804 55 1,69 356 172,6
solvent

diferentd semnificativd comparativ cu lotul 2;
diferentd nesemnificativd comparativ cu lotul 1;
diferentd semnificativd comparativ cu lotul 3 tratat cu TT.

Rezultatele la 72 h aratd un trend aseméanator si nu sunt prezentate.

Pentru majoritatea parametrilor masurati, tratamentul cu erdosteina in monoterapie
sau asociatd la TT are rezultate semnificativ mai bune in comparatie cu tratamentul cu TT

(BAL + EDTA).

Valorile pentru uree, ASAT si ALAT, la lotul tratat cu erdosteind+TT, nu diferd fatd de

cele din lotul neintoxicat.

Valorile pentru ALAT din lotul tratat cu erdosteind in monoterapie nu sunt diferite de

valorile ALAT din lotul neintoxicat.

17

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33
35

37

39

41

43

45

47

49



11
13
15

17
19

21
23

25
27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 125302 B1

Tabelul 13
Sumarul de urina la sférsitul perioadei de tratament
Nr. lot Den- | pH Leuc/ | Prot. Glu- Chet UBG Bil. Eritro- | Sediment urinar
sita- ul mg/dl | coza mg/dl | mg/dl | mg/dl | cite/
te mg/dl ul

Lot 1 martor 1020 | 7 neg neg norm neg norm neg 10 Rare epitelii,

neintoxicat cilindri absenti

Lot 2 intoxicat 1010 | 8 35 150 100 15 2 4 250 Frecvente

cu Pb, netratat epiteliale, cilindri
hialini, acid uric

Lot 3 intoxicat 1025 | 7 30 150 50 15 1 3 250 Frecvente epitelii

cu Pb, tratat cu clindri hialini gi

TT cristale acid uric
Frecvente
eritrocite

Lot 4 intoxicat 1030 | 6,5 25 75 50 15 1 1 50 Relativ frecvente

cu Pb, tratat cu cristale de acid

TT+erdosteind uric, rare epitelii,
cilindri absenti,
rare eritrocite

Lot 5 intoxicat 1020 | 6,5 28 90 50 10 1 3 100 Relativ frecvente

cu Pb, tratat cu epitelii, cilindri

erdosteind hialini i cristale
acid uric

Lot 6 martor 1020 | 8 neg neg norm | neg norm | neg 25 Relativ frecvente

solvent cristale, cilindri
absenti, epitelii
absente

Tratamentul cu dimercaprol + EDTA (TT) nu a conferit protectie fatd de agresiunea

renald.

Tratamentul cu erdosteind a ardtat o ameliorare comparativ cu TT.
Asocierea erdosteind + TT pare a diminua cel mai mult afectarea atéat la nivel tubular,

cat si la nivelul functiei glomerulare.

Supravietuitori: plumbul urinar la sférsitul perioadei de tratament

Tabelul 14

Nr.lot Media valorilor
Lot 1 martor neintoxicat 0,774 mg/l
Lot 2 intoxicat cu Pb, netratat 16,3 mg/l
Lot 3 intoxicat cu Pb, tratat cu TT 104,3 mg/l
Lot 4 intoxicat cu Pb, tratat cu TT + erdosteina 181,7 mg/l
Lot 5 intoxicat cu Pb, tratat cu erdosteina 164,6 mg/l
Lot 6 martor solvent 1,4 mg/l

Loturile 4 si 5 vs. lot 3: diferenfe semnificative.
Lotul 4 vs. lot 5: diferente semnificative.
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Cresterea elimindrilor de toxic este o dovada indirectd a eficientei tratamentului.
Nivelurile crescute de plumb in urind la lotul tratat cu erdosteind aratd o mai mare eficientd
a activitdtii de chelator. Niveluri si mai mari de plumb eliminat in urind s-au obtinut prin
asocierea erdosteind+TT.

Tabelul 15
Evaluarea toxicitdfii erdosteinei
Nr. lot Mortalitate totala Mortalitate procentuala
Lot 10 3500 mg/kg 110 10%
Lot 11 4000 mg/kg 4/10 40%
Lot 12 4500 mg/kg 7110 70%
Lot 13 5500 mg/kg 10/10 100%

A fost evaluata toxicitatea formularii 350 mg erdosteind + 118 mg bicarbonat de sodiu
(formula cu cea mai buna stabilitate).

Solutia utilizatd la loturile 12 si 13 nu a fost perfect clard, ceea ce indica depagirea
limitelor de solubilitate.

Este posibil ca mortalitatea inregistrata la loturile 12 si 13 s fie datorata si acestui
fapt in plus fatd de toxicitatea erdosteinei.

Aceste rezultate demonstreaza ca dozajul utilizat in experiment este mai mic decét
1/10 din D1 ceea ce oferd posibilitatea teoretica de a creste dozele in caz de necesitate.

DISCUTII EXEMPLUL 3

Tratamentul cu erdosteind a determinat o scddere impresionantd a mortalitatii in
comparatie cu terapia comund, recomandatd de toate manualele, BAL+EDTA (TT).

Mortalitatea nu diferd intre loturile tratate cu erdosteind in monoterapie si erdosteind
asociatd cu TT. Cele mai bune rezultate la supravietuitori se gasesc atunci cand erdosteina
se asociaza la TT. Eliminarea urinard a metalelor grele, confirmatd si de celelalte
experimente, sustine ipoteza cd mecanismul de actiune ar putea fi crearea unei legaturi
stabile cu toxicul, dand nastere unui compus netoxic sau mai putin toxic. Acest ultim compus
poate fi usor eliminat prin urind. Chelatorii traditionali nu elimind in mod specific ionii
metalelor toxice, dar actioneaza si asupra elementelor chimice cu rol esential in fiziologia
normald a organismului, cum sunt calciul $i zincul. Toxicitatea intrinseca scazutd ar putea
fi explicatd printr-o mai mare selectivitate a erdosteinei, ceea ce explica si rezultatele
obtinute, care sunt mult mai bune.
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Revendicari

1. Erdosteina pentru utilizare in tratamentul intoxicatiilor cu metale grele.

2. Erdosteind conform revendicarii 1, in care metalele grele sunt plumb sau mercur.

3. Erdosteind conform revendicarii 1, in care erdosteina este sub forma injectabila.

4. Erdosteind conform revendicérii 3, in care forma injectabild contine erdosteind si
bicarbonat de sodiu in raport molar de 1:1.

5. Erdosteina conform revendicarii 3, in care forma injectabild contine 175 mg de
erdosteind si 59 mg de bicarbonat de sodiu, sau 350 mg de erdosteind si 118 mg de
bicarbonat de sodiu, in 10 ml de apa dublu-distilata.

6. Formulare farmaceutica injectabild care contine erdosteina si bicarbonat de sodiu
in raport molar de 1:1 pentru utilizare in tratamentul intoxicatiilor cu metale grele.

7. Formulare farmaceuticg, injectabild, conform revendicérii 6, care contine 350 mg
de erdosteina si 118 mg de bicarbonat de sodiu, sau 175 mg de erdosteind si 59 mg de
bicarbonat de sodiu, in 10 ml de apa dublu-distilata.

Editare §i tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tipdrit la Oficiul de Stat pentru Inventii §i Marci
sub comanda nr. 214/2013
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