10. Goldberg D.M.,, Spooner R.J., Bergmeyer H.U. Methods of
Enzymatic Analysis. 3" ed. Weinheim: Verlag Chemie;
1983; nr. 5(3), p. 258-265.

Stalnaya |.D. OnpedeneHue dueHO8bIX KOHbIO2AMO8.
In: Orehovich V.N., editor. Contemporary Methods in
Biochemistry. Moscow: Meditsina, 1977, p. 63-64.
Al-Malki A.L. Oat attenuation of hyperglycemia-
induced retinal oxidative stress and NF-yyB activa-
tion in streptozotocin-induced diabetic rats. In:
Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 2013, Article ID 983923, 8 p. http://dx.doi.
org/10.1155/2013/983923

Yoshinari O., Shiojima Y., Igarashi K. Hepatoprotective
effect of germanium-containing Spirulina in rats with
D-galactosamine- and lipopolysaccharide-induced
hepatitis. In: British Journal of Nutrition, 2014; nr. 111,
p. 135-140.

11.

12.

13.

Natalya V. Kresyun, Academician, Professor,
Odessa National Medical University,

2 Valehovsky Lane, 65082 Odessa, Ukraine,
tel. (048) 723-33-24, (048) 723-64-78

CZU:615.214.22.065

CERCETARI FARMACOLOGICE EXPERIMENTALE
PRIVIND EFECTELE ADVERSE ALE

ASOCIERIT ALPRAZOLAM+BROMAZEPAM

Cornel CHIRITA, Anca ZANFIRESCU, Cristina Daniela
MARINECI, Emil STEFANESCU, Cristina Elena
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Rezumat

In lucrarea de fati ne-am propus cercetarea preclinicd a
potentialului farmacotoxicologic al asocierii dintre doud ben-
zodiazepine: alprazolam si bromazepam. Cercetdrile noastre
s-au efectuat la soareci prin teste farmacologice specifice de
evaluare a efectului miorelaxant (testul rotarod) si a efectu-
lui asupra memoriei si achizitiei spatiale (labirintul acvatic
Morris). Dozele administrate au fost. alprazolam 0,5 mg/kg
corp si bromazepam 0,75 mg/kg corp. In urma cercetdrilor
efectuate, putem afirma cd cele doud benzodiazepine studiate,
alprazolam si bromazepam, la dozele administrate, singure
sau in asociere, nu influenteazd in sens negativ abilitatea
soarecilor de a se mentine pe axul in rotatie sau capacitatea
de a invdta si de a memora pozitia platformei in testul labi-
rintului acvatic Morris.

Cuvinte-cheie: alprazolam, bromazepam, testul rotarod,
labirintul acvatic Morris
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Summary

Pharmacological experimental research on the adverse
effects of alprazolam+bromazepam association

In the present paper we have researched, through experimental
pharmacology studies, the pharmacotoxicological potential of
the association between two benzodiazepine drugs: alprazolam
and bromazepam. Our research has performed using specific
pharmacological tests to evaluate the effect of miorelaxant
(rotarod test) and effect on memory and spatial acquisition
(Morris aquatic labyrinth). The doses administered were al-
prazolam 0.5 mg/kg body weight and bromazepam 0.75 mg/
kg body weight. Based on our research, we can state that the
studied benzodiazepines, alprazolam and bromazepam, at the
doses administered alone or in combination, do not adversely
affect the ability of mice to maintain on the rotating spindle
or the ability to learn and to remember platform position in
the Morris aquatic labyrinth test.

Keywords: alprazolam, bromazepam, rotarod test, aquatic
labyrinth Morris

Pe3rome

Dapmaxonozuueckue IKcnepumeHmanvHvie uc-
cnedoéanus nobounvix sdPexmos accoyuayuu
annpasonam+6pomasenam

B amoti cmamve Mol nocmasunu cebe yenv nposectmu 00-
KAUHUYecKUe UCCned08anus papmaxomokcuKkonoeueckozo
NOMEeHUUANA ACCOUUAUUL MeHNOY 08YMST OeH300UAZENUHAMU:
anvnpasonamuxom u 6pomasenamom. Hawu uccnedosa-
HUS NPOBOOUTUCH HA MbIULAX C NOMOU4LIO CheyuPu1ecKux
papmaxonozuueckux mecmoe O/ OUeHKU BIUSHUSL MUO-
penaxcanma (mecm pomapooa) u 6nUAHUSL HA NAMAMb U
npocmpancmeenHoe noenowseHue (800HbLY NAGUPUHM
Moppuca). [Joza anvnpaszonama 6vina 0,5 me/ke maccol mena
u 6pomasena — 0,75 me/ke maccor mena. OcHOBbI6AACy HA
HAWUX UCCTIE008AHUSIX, Mbl MONeEM KOHCMAMUposamo,
umo 084 uccnedyemvix 6eH3oouasenuna, anvnpasonam u
6pomasenam 8 yKasanHHvix 003ax, 6600UMbLX OMOENIbHO UMY
6 KOMOUHAYUU, He OKA3bLBAIOTN OMPULAINENIbHO20 B/IUSHUS
HA CNOCOOHOCMb Mbliieli NOOOePIHUBAID OCb BPAULEHUT UMY
CNOCOBHOCYb YHUMbCS U NOMHUMb NOSULUIO NIAMPOPMbL
8 mecme 6001020 nabupurma Moppuca.

Kniouesvte cnoea: anvnpasonam, 6pomasenam, mecm
pomapooa, 800wl nabupunm Moppuca

Introducere

De la descoperirea lor la inceputul anului 1960
si pana in prezent, benzodiazepinele s-au numarat
printre cele mai prescrise medicamente datorita
multiplelor actiuni farmacologice (anxiolitica, hipno-
inductoare, anticonvulsivantd, miorelaxanta), care le-
au conferit o importanta valoare terapeutica sile-au
permis folosirea intr-o varietate de afectiuni. Utiliza-
rea lor pe scara larga se datoreaza intr-o mare masura
tolerabilitatii si sigurantei acestora.In comparatie cu
alte medicamente deprimante ale sistemului nervos




central, benzodiazepinele prezinta un indice terape-
utic ridicat si un potential farmacotoxicologic scazut,
printre reactiile adverse numarandu-se somnolenta
reziduala, incoordonarea motorie, scaderea memori-
ei de lunga duratd, toleranta si farmacodependenta
la tratamente indelungate [3, 6, 71.

Benzodiazepinele se utilizeaza multin tratamen-
tul tulburarilor anxioase si al insomniilor, desi ghidurile
actuale privind farmacoterapia anxietatii nu mai reco-
manda in prezent folosirea pe termen lung a acestei
grupe farmacologice, din cauza tolerantei si reactiilor
adverse, mai frecvente in special la varstnici [5, 8].

In cazul tulburarilor comportamentale severe,
in practica medicala se intalneste frecvent pre-
scrierea de benzodiazepine asociate, de regula un
anxiolitic de zi (alprazolam, medazepam) alaturi de
unul cu componenta sedativ-hipnotica mai mare
(bromazepam, nitrazepam)

Literatura de specialitate mentioneaza ca asoci-
erea dintre doud benzodiazepine trebuie evitata din
cauza aparitiei competitiei pentru siturile de legare
ale benzodiazepinelor, cu antagonizarea reciprocd a
efectelor. Cresterea dozelor, ca urmare a necunoas-
terii acestui fenomen, poate provoca intoxicatii cu
efecte paradoxale (dezorientare, agitatie) [3].

In lucrarea de fatd ne-am propus cercetarea,
prin studii de farmacologie experimentala, a poten-
tialului farmacotoxicologic al asocierii dintre doua
substante din clasa benzodiazepinelor: alprazolam
si bromazepam. Alprazolamul este un anxiolitic
cu latenta si durata de actiune relativ scurte, care
prezinta in plus fata de restul benzodiazepinelor si
efect antidepresiv, fiind indicat in depresia anxioasa.
Bromazepamul este un reprezentant cu timp de inju-
matatire mailung si cu o potenta ridicata a efectului
anxiolitic si celui hipnoinductor.

Cercetarile noastre s-au concentrat pe studie-
rea efectului miorelaxant si amnezic al celor doua
benzodiazepine asociate. in acest sens, am intre-
prins primele studii preclinice prin efectuarea unor
teste farmacologice specifice de evaluare a efectului
miorelaxant (testul rotarod) si a efectului asupra
memoriei si achizitiei spatiale (labirintul acvatic
Morris) [1, 2, 4].

Materiale si metode

Animale: soareci albi, masculi, din specia NMRI,
cu greutatea corporald cuprinsa intre 22 si 45 g, pro-
veniti de la biobaza UMF Carol Davila.

Materiale:

Substante folosite:
alprazolam, susp. 1/10000 si 1/20000;
bromazepam, susp. 1,5/10000 si 1,5/20000;
apa distilata + tween 80.

Bazinul (labirintul) cu apd: diametrul 122 cm;
indltimea 25 cm, cu suprafete nereflectorizante (mate);
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interiorul este vopsit in negru pentru testarea anima-
lelor albe. Este necesara amplasarea bazinului intr-o
camera cu numeroase repere vizuale. Acestea pot fi
intentionale sau preexistente. Este esential ca aceste
repere sa nu fie modificate pe parcursul testarii. Bazi-
nul a fost impartit in patru cadrane: NE, NV, SE, SV.

Platforma: circulard, cu un diametru de 10 cm,
scufundata 1 cm sub apa. Platforma a fost plasata in
cadranul NV al bazinului.

Sistemul de monitorizare: plasat astfel incat sa
poata inregistra toate miscarile sobolanilor aflati in
bazin.

Rotarod Ugo Basile pentru soareci.

Conditii experimentale. Apa din bazin a avut
temperatura de aprox. 22°C. Am lucrat in urmatoarele
conditii de mediu: temperatura ambiantd - 23+1°C,
umiditatea — 55£5 %, iluminare artificiala.

Observatorul a stat nemiscat intr-o pozitie
constantd, in dreptul pozitiei S a bazinului. In acest
caz, observatorul devine el insusi un reper pentru
animale.

Mod de lucru. Experimentul a fost efectuat in
perioada 14 martie — 11 aprilie 2017. Dupa aducerea
animalelor de la biobaza, acestea au fost tinute in custi
separate de restul animalelor din laborator, in scopul
adaptarii fiziologice si psihologice la noile conditii de
viata. Ulterior, animalele au fost mutate cate 10in custi
de plexiglas de dimensiuni potrivite, care asigurau
acces ad libitum la hrana si apa.

Activitatile de cercetare care au necesitat lu-
crul pe animalul de experienta au fost efectuate cu
respectarea prevederilor Directivei 2010/63/UE din
22 septembrie 2010 ale Ordonantei de Guvern nr.
37/30.01.2002 referitoare la protectia animalelor
folosite in scopuri experimentale sau in alte sco-
puri stiintifice, ale GAP (Good Animal Practice) si
ale GLP (Good Laboratory Practice). Protocolul de
lucru pe animalele de experientd a fost intocmit in
conformitate cu normele de bioetica, tinand cont
de utilizarea unui numar cat mai mic de animale
de experienta, dar suficient din punct de vedere al
acuratetei stiintifice.

Pentru determinarea actiunilor benzodiaze-
pinelor asupra memoriei si tonusului muscular, am
luat in lucru 48 de soareci, impartiti in patru loturi a
cate 12 animale.

Substantele au fost administrate dupa cum
urmeaza:

B | ot 1 (lot-martor): apa distilata - 0,1 ml/10 g
corp p.o.

B | ot 2: APZ (alprazolam) - 0,5 mg/kg corp
susp. 0,005% p.o.

B [ ot 3:BRZ (bromazepam) - 0,75 mg/kg corp
susp. 0,0075% p.o.

B | ot4: APZ 0,5 mg/kg corp susp.0,01% + BRZ
0,75 mg/kg corp susp. 0,015% p.o.




Determinarile experimentale s-au desfasurat
astfel:

» Testulrotarod —dupa 1,7,145si21dezilede
administrare.

Inainte de administrarea compusilor, soarecii
au fost adusi in camera de testare si au fost tinuti
fara hrana timp de cateva ore, pentru a se asigura o
absorbtie cat mai buna a substantelor administrate.
Testarile s-au efectuat cu o latenta de aproximativ o
ora din momentul administrarii. Administrarea sub-
stantelor s-a efectuat laintervale de 7 minute, pentru
a permite testarea animalelor la acelasi interval de
timp din momentul administrarii.

S-a folosit modul de lucru accelerat. Viteza de
incepere afostde 4 rpm, iar cea de final - de 35 rpm.
Durata maxima a testului a fost de 300 sec. Animalul
a fost asezat invers fata de directia de rotatie si s-a
notat turatia la care a cazut soarecele.

» Testullabirintului acvatic Morris - incepand
Cu ziua a 22-a de administrare.

Achizitie spatiala (zilele 1-5):

B Se pune animalul in pozitia de start dorita in
labirint, cu fata la peretele bazinului.

B Animalul este eliberat la nivelul apei (nu
aruncat!). Se pornesc camera video si un cronome-
tru.

B Se opreste cronometrul atunci cand animalul
ajunge/atinge platforma; timpul limita = 60 secunde.
Animalele care nu au gasit platforma in acest timp
sunt plasate pe platforma sau ghidate spre ea.

B Se lasa animalul pe platforma in timpul in-
tervalului inter-proces = 15 secunde.

B Se pune animalul in labirint intr-un nou loc
de pornire si se repetd procesul pana cand fiecare
animal a efectuat patru sesiuni de invatare.

® in urmatoarele 5 zile, se repeta zilnic sesiu-
nile de invatare.

Memoria de referintd (ziua a 6-a):

B Se indeparteaza platforma.

B Se pune animalulintr-o pozitie noua de start
in labirint, cu fata la peretele bazinului - de exemplu,
la 180° fata de pozitia initiala a platformei.

B Se pornesc camera video si un cronometru.

B Se scoate animalul dupa 30 secunde.

In timpul determinarilor, animalele sunt fe-
rite de stimuli externi care ar putea sa le modifice
comportamentul (zgomote, variatii de lumina etc.).
Experimentatorul urmareste de la distanta animalul,
notand eventualele stereotipii sau comportament
modificat.

Bazinul cu apd si axul in rotatie vor fi foarte bine
curatate de dejectii sau de alte urme ale fiecarui
animal testat, pentru ca acestea sa nu influenteze
urmatoarea determinare.

Prelucrareas statistica. Analiza statistica a re-
zultatelor s-a efectuat cu ajutorul softului Graphpad
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Prism 5. Acest soft utilizeaza testul “t” Student (pen-
tru doua loturi) si testul ANOVA (pentru mai multe
loturi) pentru a prelucra populatiile cu distributie
normald. n caz de distributie anormals, am efectuat
testul Mann-Whitney (pentru doua loturi) si testul
Kruskal-Wallis (pentru mai multe loturi). Verificarea
tipului de distributie (normald/anormala) s-a realizat
cu ajutorul testului d"Agostino & Pearson.

Rezultate si discutii

Testul rotarod. Dupa administrarea acuta, soa-
recii tratati cu asocierea APZ+BRZ au cazut de pe axul
in rotatie la o turatie mai mica decat celelalte loturi
de animale, semn al unui posibil usor efect miorela-
xant. Rezultatele nu sunt insa semnificative statistic
fata de lotul-martor sau fata de loturile tratate cu o
singura benzodiazepina.

30-
g 20-
s
©
5 10
|—
0 . :
£ s\ A
&<‘° S & &
Q’\/

v.
Lot

Figura 1. Turatia la care au cdzut soarecii — testul ro-
tarod; testare acuta

Dupa 7 zile de administrare, toate loturile tra-
tate cu benzodiazepine in mono- sauin biterapie au
prezentat un foarte redus efect miorelaxant, nesem-
nificativ statistic fata de lotul-martor.

Testul rotarod - turatia (rpm). Testare dupa 14 zile de ad-
ministrare

APZ +
Animal Martor| APZ BRZ | BRZ
27,92+ | 23,75+ |28,75+| 28,00+
Media/lot + ds 10,02 13,10 7,25 12,01
Distributie normald | NU DA NU DA
Efect % fatd de martor -14,94% | 2,97% | 0,29%
Kruskal-Wallis | ns

Dupa 14 zile de administrare, soarecii tratati cu al-
prazolam au cazut de pe ax la turatia cea mai mica, insa
efectul fata de martor este redus. Deviatia-standard in
cadrul lotului este mare, ceea ce face ca rezultatul sa
nu fie semnificativ statistic fata de lotul-martor.
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Dupa 21 de administrari zilnice, se constata o
uniformizare a comportamentului soarecilorin testul . D
rotarod, ceea ce este in conformitate cu datele din T % .
literatura ce sustin faptul ca se poate instala toleranta 2 109 o 052,
pentru efectul miorelaxant. -15° ’
In urma acestui test, putem concluziona ca cele -209
doua benzodiazepine folosite in testul rotarod nu 259 -21,08%
au produs decat un foarte redus efect miorelaxant, 30%
nesemnificativ statistic, efect care scade treptat pe 350 -30,34%
parcursul administrarilor repetate.
Labirintul acvatic Morris (zilele 1-5). in prima HMAPZ WBRZ FAPZ+BRZ
zZi de testare, benzodiazepinele administrate in mo-
noterapie au produs o usoara scadere a latentei cu a3
care soarecii au gasit platforma submersa, efectele
fiind insa reduse si nesemnificative statistic fatd de
lotul netratat. Asocierea APZ+BRZ nu influenteaza . —
acest parametru in testul labirintului acvatic Morris, % -2,04%
valoarea latentei fiind comparabil cu cea inregistrats 2 107
la martor. _
In ziua a doua de testare, se constata o scadere 20
semnificativa a latentei pentru toate loturile, compa- 0%
rativ cu prima zi. Este semnul ca soarecii au invatat o
pozitia platformeiin spatiu si astfel o gasesc mult mai e -34,62% -34,65%
repede. Diferentele dintre cele patru loturi testate
sunt extrem de mici, semn ca benzodiazepinele ad- HAPZ MBRZ ©APZ+BRZ
ministrate nu au influentat semnificativ capacitatea
soarecilor de a gasi platforma. ZIUA 4
w©  20% 70%
3] =
& 15% 11,51% e EE 46,97%
10% 7,48% = 40%
5% . 30-—5-.:-. co 19,42%
0% 20% -
10%
59 -1,80% 0%
-10%
Lot
WAPZ WBRZ 1APZ+BRZ WAPZ MBRZ ©APZ+BRZ
ZIUA 1 ZIUA5
Figura 2. Latenta pand la gasirea platformei — efect %
. 0% - fatd de martor (zilele 1-5)
013 in zilele trei si patru de testare, atat BRZ admi-
g % -3,38% -3,75% nistrat singur, cat si asocierea APZ+BRZ au deter-
minat o scdadere a timpului de gasire a platformei,
107 9.44% semnificative statistic fata de lotul-martor (p<0,05
-,t" Student).
-15% In a cincea zi de testare, toate benzodiazepinele
administrate au produs o crestere a latentei pana la ga-
209 sirea platformei submerse, cu efecte cuprinse intre 15%
si47%. APZ administrat singur a influentat cel mai mult
WAPZ MBRZ TAPZHBRZ capacitatea de invatare a soarecilor, acestia ajungand
ZIUA 2 la platforma cel maiincet. Rezultatele obtinute nu sunt

60




insa semnificative statistic, dar este primul semn de
influentare a memoriei de catre aceste substante.

In ziua a sasea, dupa indepartarea platformei
submerse, rezultatele au aratat ca cele doua benzo-
diazepine administrate, singure sau in asociere, la
dozele utilizate de noi, nu au influentat negativ me-
moria de referintd a soarecilor. Astfel, soarecii tratati
cu asocierea APZ+BRZ au petrecut cel mai mult timp
si au parcurs cea mai mare distanta in cadranul NV,
in care s-a aflat platforma. De asemenea, au petrecut
cel mai mult timp si au avut si cele mai multe treceri
prin zona P, definitd ca zona exacta in care s-a aflat
pozitionata platforma inainte de a fi indepartata.

Concluzii

In urma cercetarilor experimentale efectuate,
putem afirma ca cele doud benzodiazepine studiate,
alprazolam si bromazepam, la dozele administrate,
singure sau in asociere, nu influenteaza in sens ne-
gativ abilitatea soarecilor de a se mentine pe axulin
rotatie sau capacitatea de a invata si de a memora
pozitia platformei in testul labirintului acvatic Morris.
in vederea stabilirii exacte a influentei benzodiaze-
pinelor asupra tonusului muscular si a memoriei
spatiale ale animalelor, sunt necesare cercetari su-
plimentare, la alte niveluri de doze si cu inlaturarea
a cat mai multor factori generatori de erori.

Lot APZ

Lot-martor

16,06%

s NV = NE = SE mSV

Lot APZ + BRZ

=NV =NE =SE =SV
Lot BRZ

10,68%

= NY = NE =mSE mSY ENY s NE mSE mSY

Figura 3. Timpul petrecut in cele patru cadrane ale
bazinului, dupd indepdrtarea platformei (%)
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Rezumat

Grupele de antidiabetice orale disponibile actualmente sunt
utilizate singure sau in combinatii, dar un numdr mare de
molecule, unele cu mecanisme noi, formeazd clase noi de
preparate, cum ar fi: bi/pan agonistii PPAR receptorilot,
inhibitorii co-transportorului 2 de sodiu / glucozd (SGLT2),
inhibitorii duali SGLT1/SGLT2, activatorii AMPK-kinazei,
activatorii de glucokinazd, inhibitorii alfa-glucosidazei,
inhibitorii aldoreductazei, analogii amilinei, antagonistii re-




