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ABREVIERI UTILIZATE

ADN Acidul dezoxiribonucleic

ALAT Alaninaminotransferaza

APC eng. antigen presenting cell

ARN Acidul ribonucleic

ASAT Aspartataminotransferaza

ATP Acidul adenozintrifosforic

BPOC Bronhopneumopatieobstructiva cronicd
CLMW eng. Chitosan low molecular weight
CMC-Na Carboximetilceluloza sodica

CMI Concentratia minima inhibitorie

CMMW eng. Chitosan medium molecular weight
COX Ciclooxigenaza

DL 50 Doza letala 50

DMSO Dimetilsulfoxid

DPPH 1,1-difenil-picril-hidrazil

DTG eng. Differential thermogravimetric analysis
FT-IR eng. Fourier transform infrared spectroscopy
GFR Rata de filtrare glomerulara

GST Glutathion S-transferaza

HGF Factor de crestere hepatocitara

HIN Hidrazida acidului izonicotinic

IECA Inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei
Ig Imunoglobuluine

IL-6 Interleukina-6

IMC Indice de masa corporald

Ly Limfocite

MEM Mediul minim esential

MHC Complexul major de histocompatibilitate
MSR eng. Membrane Swelling Ratio

mtFAO eng. mitochondrial Fatty Acid Oxidation
NAT N-acetiltransferaza

NGF Factorul de crestere a nervilor

oD Densitatea optica

OMS Organizatia Mondiala a Sanatatii

PAF Factorul de agregare plachetara

PAS Acid para-aminosalicilic

PEG Polietilenglicol

PG Prostaglandine

PNCT Programul National de Control al Tuberculozei
PZA Pirazinamida

RAM Reactiile adverse produse de medicamente
RIF Rifampicina

ROS Specii reactive de oxigen

TBC Tuberculoza

TG eng. Thermogravimetric analysis

TGF Factor de cregstere transformat

TGO Transaminaza glutamic-oxalacetica

TGP Transaminaza glutamic-piruvica
TMP-SMX Trimetoprim-+sulfametoxazol

TNF-a Factor de necroza tumorala






INTRODUCERE

Reactiile adverse predictibile (Tip A) reprezintd aproximativ 80 % din totalul
reactiilor adverse iar cele nepredictibile (Tip B) afecteazd mai mult de 10 % din populatia
globala, in timp ce in cazul pacientilor spitalizati procentul creste la mai mult de 20 %.
Din categoria reactiilor predictibile fac parte cele toxice (care apar la supradoze), efectele
adverse, efectele secundare, interactiunile medicamentoase, in timp ce in randul celor
nepredictibile sunt incluse: intoleranta, idiosincrazia, alergiile si hipersensibilitatea non-
alergica (Thong B. Y-H., Tan T.C., 2011). Una dintre cele mai frecvente efecte adverse, in
cazul administrarii substantelor chimice, respectiv a medicamentelor utilizate voluntar sau
nu, in supradozaj, sau chiar administrate In doze terapeutice, este lezarea hepatocitelor,
motiv pentru care in industria medicamentelor, compusii experimentali sunt evaluati
inainte si In timpul studiilor clinice, pentru ca In continuare sd fie aprobati numai
compusii care se dovedesc a fi siguri pentru utilizare comerciala.

Tuberculoza, una dintre cele mai vechi afectiuni cu larga raspandire la nivel
global, reprezinti un factor important de deces in intreaga lume. In momentul in care
tratamentul este corespunzator, tuberculoza, provocata de tulpinile sensibile la
medicamente, este vindecabila in cele mai multe cazuri, in timp ce in lipsa tratamentului,
aceasta poate deveni mortald. Astazi, terapia tuberculozei cuprinde un spectru terapeutic
foarte larg, a carui administrare atrage dupa sine o serie de reactii adverse importante cum
ar fi reactiile toxice sau de hipersensibilitate. Acesta este unul dintre motivele pentru care
introducerea in terapeuticd a unor noi substante active in tratamentul tuberculozei, se
contureaza a fi drept un factor extrem de important in definirea evolutiei terapiei actuale.

Din dorinta de a aprofunda si dezvolta cele de mai sus, studiul de fatd vizeaza
testarea reducerii reactiilor adverse de tipul toxicitatii medicamentoase la nivel tisular,
folosind metoda de microincapsulare, prin diferite teste in vitro si in vivo. Printr-0
abordare originald si interdisciplinard, prezentul studiu isi propune parcurgerea
urmatoarelor directii de cercetare: (i) incapsularea izoniazidei si a unor noi derivati ai
acesteia, folosind chitosanul ca si material de incapsulare, in vederea utilizarii probelor
obtinute, la efectuarea testelor in vitro si in vivo prevazute in cadrul acestei lucrri; (ii)
determinarea prin teste in vivo a toxicitatii acute (DL 50) a derivatilor de izoniazida; (iii)
stabilirea efectului microincapsuldrii noilor derivati de izoniazidd, asupra toxicitatii
cronice la nivel tisular; (iv) efectuarea studiilor in vitro privind screening-ul antimicrobian
pe tulpini de Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, precum si (v) determinarea

determinarea viabilitatii celulare.



PARTEA PERSONALA

Capitolul 5
MATERIALE SI METODE

5.1. Evaluarea biologica si a profilului farmacotoxicologic in cazul izoniazidei si
derivatilor sii, administrati in suspensie si in forma microincapsulata

Noi compusi cu structurd hidrazonica (HIN-a, HIN-b, HIN-c) au fost evaluati din
punct de vedere biologic si farmacotoxicologic, urmarindu-se pe de o parte determinarea
potentialului antimicrobian, folosind ca si tulpind de testat Mycobacterium tuberculosis
ATCC 25177, si pe de altd parte determinarea toxicitatii acute prin stabilirea DL 50,
precum si determinarea toxicitatii cronice la nivel hepatic, folosind teste in vivo, prin
administrarea acestora in suspensie, la soareci albi, masculi, rasa Swiss. In plus, s-a
determinat biocompatibilitatea in vitro, prin analiza viabilitatii celulelor MTT.

5.1.1. Evaluarea actiunii antimicrobiene <in vitro>
5.1.1.1. Metoda concentratiilor absolute

Studiul a fost realizat in colaborare cu Spitalul Clinic de Pneumoftiziologie,
Laboratorul de Analize Medicale, lasi. Acest test a fost efectuat pentru izoniazida parinte
(HIN) si cei trei derivati ai acesteia, cu structurad de izonicotinoilhidrazona (HIN-a, HIN-b
si HIN-c), utilizdnd ca tulpina microbiand Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177.
Scopul acestei determindri este de a verifica influenta modificarii chimice realizate pe
structura izoniazidei, asupra potentialului antimicrobian. Astfel, au fost folosite dilutii de
1, 2 si 4 pg/ ml in DMSO (dimetilsulfoxid): dilutiile de 1 si 2 pg/ ml pentru HIN
(cunoscute din literatura de specialitate ca fiind cele active pentru acest compus- Agalloco
J. P., Carleton F.J., 2007), in timp ce pentru derivatii HIN-a, HIN-b si HIN-c, au fost
testate toate cele trei dilutii. Mediul de culturd folosit pentru aceastda metoda a fost unul
solid, pe baza de oud, Lowenstein-Jensen.
5.1.1.2. Determinarea Concentratiilor Minime Inhibitorii (CMI)

in plus fata de metoda concentratiilor absolute, pentru a evalua influenta
modificarilor chimice efectuate 1in structura izoniazidei asupra activitatatii
antimicobacteriene odatd cu obtinerea noilor compusi sintetizati, s-au determinat
concentratiile minime inhibitorii (CMI) active fatd de specia Mycobacterium tuberculosis
ATCC 25177. Acest parametru (CMI) constituie un factor deosebit de important in
stabilirea dozelor si a cdilor de administrare in cazul infectiilor cauzate de bacilul Koch.
5.1.1.3. Determinarea Diametrului Zonei de Inhibitie

Activitatea antibacteriana si antifungica a noilor compusi a fost evaluata in vitro,
utilizdnd metoda difuzimetricd in mediu agarizat, conform specificatiilor CLSI (Clinical
and Laboratory Standard Institute. Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing. 27th ed. CLSI supplement M100, 2017; Clinical and Laboratory
Standard Institute. Method for Antifungal Disk Diffusion Susceptibility Testing of Yeasts;
Approved Guideline. Second Edition, 2009).
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5.1.2. Efectuarea screeningului toxicologic. Determinarea toxicitatii acute si cronice

Derivatii de izoniazida (HIN.a, HIN.b si HIN.c) obtinuti si descrisi anterior, au
fost evaluati in vivo comparativ cu izoniazida (HIN), din punct de vedere toxicologic,
determinandu-se doza letala 50. Studiul s-a realizat in colaborare cu disciplina de
Farmacologie, Facultatea de Medicind, Universitatea de Medicind si Farmacie “Grigore T.
Popa” lasi.

Gazduirea, manipularea, administrarea compusilor testati in suspensie si in forma
microincapsulatd, precum si sacrificarea animalelor, s-au realizat conform ghidurilor
privind deontologia si etica studiului pe animale de laborator (Legea nr. 206/27 mai 2004,
EU/2010/63 - CE86/609/EEC) precum si prin obtinerea avizului Comisiei de Etica a
Cercetarii U.M.F. “Grigore T. Popa” Iasi, eliberat in data de 17.04.2018.

Toxicitatea acutd, respectiv determinarea dozei letale 50, constd in administrarea
compusilor in concentratii aflate In progresie geometrica, pentru a calcula doza care ucide
50% dintre soareci. Toxicitatea substantelor farmaceutice variazd In mod invers
proportional cu valorile dozelor letale 50 obtinute. Astfel, cu cat valoarea DL 50 este mai
mare, cu atat toxicitatea compusilor scade.

Toxicitatea cronicd. Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul testului de toxicitate
acuta, s-a urmarit toxicitatea cronica a compusilor obtinuti, prin administrarea acestora in
doze de 1/10 din DL 50, prin gavaj oral.

5.1.3. Efectuarea studiului histopatologic

in cazul evaludrii toxicitatii acute, au fost examinate fragmente de creier, cord,
rinichi, pulmon si ficat. in scopul evaluarii efectului administrarii compusilor selectati sub
forma de suspensie, asupra toxicitatii cronice tisulare, s-a realizat un studiu histopatologic
pe fragmente de tesut hepatic, pentru identificarea eventualelor modificari morfologice.
Pentru evaluarea experimentala a efectului microincapsularii compusilor selectati, asupra
toxicitatii cronice tisulare, s-a realizat un studiu histopatologic pe fragmente de tesut
hepatic, in vederea identificarii eventualelor modificari morfologice produse prin
administrarea cronica a substantelor incapsulate. Prima etapd a constat in includerea
fragmentelor tisulare prelevate in parafind. Blocurile de parafind rezultate au fost
sectionate la microtom, la 2-3 microni grosime, sectiunile obtinute fiind expuse pe lame,
dupa care s-au colorat specific cu H&E. Pentru a observa daca exista alterari tisulare care
sd evidentieze impactul administrarii substantelor in suspensiec de CMC-Na 1%, s-a
efectuat examenul microscopic, utilizdnd un microscop Nikon Eclipse 50i.

5.1.4. Evaluarea biocompatibilititii in vitro a probelor utilizind analiza viabilitatii
celulelor MTT

Studiul a fost realizat in colaborare cu Institutul National de Cercetare-
examinarea morfologiei celulare a probelor a fost utilizata o linie stabilizata de fibroblaste
de soarece NCTC (929 clone), cultivate in baloane de cultura tisulard T-25 la 0 densitate
de 4x104 celule/ml in Mediul Minim Esential (MEM) (Sigma-Aldrich) suplimentat cu ser
fetal bovin 10% (Biochrom) si antibiotice 1% (penicilina, streptomicind si neomicina
achizitionate de la Sigma-Aldrich). Evaluarea citotoxicitatii probelor sub forma
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microincapsulatd a fost efectuatd prin expunerea celulelor cultivate direct la esantioane,
urmata de evaluarea viabilitatii celulelor MTT.

5.1.5. Evaluarea parametrilor biochimici

Integritatea structurald a ficatului este frecvent apreciatd prin determinarea
activitatii aminotransferazelor serice (TGP si TGO) (Amin A., Hamza A.A., 2005) astfel ca
in continuare, pentru investigarea afectarii functiei hepatice in cazul administrarii cronice
a substantelor microincapsulate, au fost determinate nivelurile serice ale enzimelor: TGP,
TGO si fosfataza alcalina. In plus, s-au determinat si colesterolul seric total si albumina
serica iar datele obtinute au fost Incarcate si prelucrate cu ajutorul functiilor statistice din
SPSS 18.0 la pragul de semnificatie de 95%.

Capitolul 6
REZULTATE

6.1. Evaluarea biologica si a profilului farmacotoxicologic in cazul izoniazidei si a
derivatilor sai, administrati in suspensie

6.1.1. Evaluarea actiunii antimicrobiene <in vitro>
6.1.1.1. Metoda concentratiilor absolute
Rezultatele obtinute in cazul evaludrii actiunii antimicrobiene sunt prezentate in

figura 6.1.

T

Fig. 6.1. Actiunea antimicrobiand a izoniazidei si derivatilor sdi (HIN-a, HIN-b and HIN-c)

Cresterea bacililor tuberculosi este foarte lenta, primele colonii incep sa apara pe
mediul solid dupa 10-15 zile, devenind mature abia dupd 3-4 siptamani. Pe mediul
Lowenstein-Jensen folosit la acest test, coloniile de M. tuberculosis au aspect de colonii
uscate, proeminente, de culoare gilbuie. De la eprubeta nr. 1 pana la eprubeta nr. 11 nu a
existat crestere, ceea ce ne- a determinat sd declaram tulpina sensibild la dilutiile testate
(1, 2 si 4 pg/ ml). Pe de alta parte, solventul folosit la prepararea dilutiilor substantelor
testate (eprubeta nr 23), dupa 28 de zile de incubare, a permis cresterea tulpinii bacteriene
Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177.



6.1.1.2. Determinarea Concentragiilor Minime Inhibitorii (CMI)

Tabel 6.1. Activitatea in vitro a HIN-ului si a derivatilor sai impotriva M. tuberculosis

Compus MW CMI CMI
(Masa moleculara) (pg/ mL) (pM)

HIN 137,14 0.12 0.87
HIN-a 225,25 0.84 3.72
HIN-b 270,25 4.166 1541
HIN-c 304,15 1.785 5.868

Toti compusii sunt activi pe tulpina de referintd, Mycobacterium tuberculosis
ATCC 25177, la diferite Concentratii Minime Inhibitorii, ceea ce inseamna ca reactia de
condensare cu cele trei benzaldehide nu afecteaza negativ efectul terapeutic al izoniazidei.
Asadar, compusii pot fi considerati biologic activi si cu potentiala utilizare in tratamentul
tuberculozei.
6.1.1.3. Determinarea Diametrului Zonei de Inhibitie

Modificarile chimice realizate la grupare functionald amino a izoniazidei,
respectiv reactiile de blocare prin condensare cu benzaldehide, au schimbat profilul
biologic al derivatilor de HIN obtinuti. Rezultatele obtinute evidentiaza pentru izoniazida
si derivatii acesteia obtinuti prin sintezd, un spectru antimicrobian extins, nelimitat la
specia M. tuberculosis, acesta incluzand specii Gram pozitive si fungice. Izoniazida si
derivatii sintetizati nu au prezentat actiune fatd de speciile Gram negative testate. De
asemenea, rezultatele demonstreaza ci diferite modulari structurale ale izoniazidei, pot
influenta favorabil activitatea antimicrobiana.

Tabelul 6.11. Diametrele zonelor de inhibitie ale cresterii microbiene (mm) pentru
bacteriile Gram pozitive, Gram negative si fungi.

Proba S. aureus E. coli P.aerugino | C.albicans | C. albicans
ATCC ATCC sa ATCC ATCC ATCC
25923 25922 27853 90028 14053
HIN 13 0 0 15 16
HIN-A 15 0 0 13 15
HIN-B 15 0 0 12 13
HIN-C 12 0 0 12 14
DMSO 0 0 0 0 0
Ciprofloxacin 26 30 25 - -
Spg/disc
Fluconazol 25 - - - 28 29
pg/disc
Voriconazol 1 - - - 25 24
ng/disc




6.1.2. Efectuarea screeningului toxicologic. Determinarea toxicititii acute.

Conform rezultatelor obtinute, se poate observa ca toxicitatea derivatilor HIN.a,
HIN.b si HIN.c este mai scazutd, avand valori ale DL50 cuprinse in intervalul 352,34-
1778,8 mg/kg corp, fatd de izoniazida, compusul de plecare (HIN) a carei DL50 este de
175,2 mg/kg corp. Astfel prin condensarea izoniazidei cu cele trei benzaldehide
aromatice, s-a obtinut reducerea semnificativa a toxicitatii acute a acesteia, compusii
rezultati, respectiv HIN-b si HIN-c, putidnd fi incadrati in categoria substantelor cu
toxicitate moderatd, in timp ce HIN-a face parte alaturi de izoniazida parinte (HIN), din
categoria substantelor foarte toxice.

Studiul histopatologic (toxicitatea acutd)

in cazul evaluarii DL, au fost examinate fragmente de creier, cord, rinichi,
pulmon si ficat (figura 6.5), prelevate de la animalele de laborator folosite la testul
toxicitatii acute. Raportat la lotul control, s-a constatat faptul cé la nivel cerebral, cardiac
si hepatic, administrarea dozelor de izoniazidd nu a determinat modificari; in schimb, la
nivel pulmonar si renal apar anumite modificari. Astfel, desenul pulmonar este accentuat,
cu distructia spatiilor si peretilor alveolari, congestie vasculara si zone de inflamatie. La
nivel renal, s-au evidentiat necroze tubulare insotite de arii inflamatorii, care se extind
adanc 1n parenchimul renal, urméand de cele mai multe ori traiectul tubilor renali.




D e

Fig. 6.5. Reactivitatea tesutului cerebral (A), cardiac (B), hepatic (C), pulmonar (D) si
renal(E) la evaluarea dozei letale la lotul control/lot DL. Col.HE, x20.

6.1.3. Determinarea toxicitatii cronice. Efectuarea studiului histopatologic

Pentru a evalua impactul administrarii compusilor analizati, administrati in forma
libera, neincapsulatd, asupra producerii de leziuni hepatice, au fost examinate fragmente
de ficat, prelevate de la primele 6 loturi luate in studiu si detaliate la sectiunea Material si
metode. Studiul histopatologic al fragmentelor de ficat prelevate de la fiecare lot in parte,



a permis evaluarea modificarilor induse de administrarea cronica de izoniazida si derivatii
acesteia, in suspensie.

Lotul control netratat (lotul 11) a relevat o morfologie hepaticd normala, cu
cordoane regulate, de hepatocite uni- sau binucleate, care radiazd de la vena
centrolobulara, sinusoide de aspect normal si o configuratie normald a intregului
parenchim hepatic (Fig.6.6, Fig.6.7).

A L0 S S
logie hepaticd normala.  Fig. 6.7.V.
radiare de hepatocite.

Fig. 6.6. Morfo ena centrolobulré, ordoane

Lotul 1 (care a primit HIN) a prezentat alterdri consistente la nivel hepatic:
parenchimul hepatic prezintd zone iIntinse de inflamatie si necroza celulard (Fig.6.8,
Fig.6.9), precum si arii bine definite de steatoza microveziculard, care atesta toxicitatea
izoniazidei asupra tesutului hepatic.

in acest caz, sectiunea realizati la nivel hepatic evidentiazi steatozi
microveziculard, considerata totusi a fi o leziune reversibila (Andert A., et al.,2017) dupa
intreruperea tratamentului. Astfel, hepatocitele prezinta in citoplasma vezicule mici, optic
goale, cu limite nete situate in jurul nucleului.

Lotul 2 (care a primit HIN-a) a prezentat, de asemenea, semne de suferinta
tisulara hepatica, relevatd prin frecvente congestii vasculare, inflamatii difuze si debut de
necroza celulard. Congestia vasculara este datd de acumularea de hematii in lumenul
vaselor sangvine.



Lotul 3 (care a primit HIN-b) a relevat prezenta de infiltrat inflamator limfocitar
perivascular precum si de inflamatii peri- si intrasinusoidale, congestii capilare, necroze
manifestate prin nuclei picnotici si/ sau umbre nucleare.

Lotul 4 (care a primit HIN-c) a prezentat cele mai reduse semne de alterare a
parenchimului hepatic, comparativ cu celelalte loturi similare: doar o usoard congestie
vasculard. Morfologia normald in cazul acestui lot, este caracterizata prin prezenta
hepatocitelor dispuse sub forma de cordoane radiare, avand dimensiuni uniforme, cu
citoplasma eozinofila gi/sau granulara, focal cu vacuole citoplasmatice optic goale si unul
sau mai multi nuclei situati central, rotunzi / ovalari, congestia vasculara fiind redusa.

Lotul 5 (care a primit o solutie simpla de CMC-Na 1%) nu a prezentat modificari
ale citoarhitectoniei hepatice. Morfologia normald in cazul acestui lot este caracterizatd
prin prezenta de hepatocite cu dimensiuni uniforme, cu citoplasma eozinofild si/sau
granulara, focal cu vacuole citoplasmatice optic goale (de grasime) si unul sau mai multi
nuclei situati central, rotund/ ovalari. Hepatocitele sunt dispuse sub formd de cordoane
care converg spre vena centrolobulara care prezintd infiltrat hematic intraluminal.

6.1.4. Evaluarea biocompatibilititii in vitro a probelor neincapsulate utilizind
analiza viabilititii celulelor MTT

Evaluarea biocompatibilitatii in vitro, prin contactul probelor cu fibroblaste de
soarece NCTC (929 clone), pentru o perioada de 24 ore, indica o viabilitate celulara
crescuta, in cazul derivatilor de izoniazida, testati la concetratia finala de 1.75 mg / mL.
Astfel, in cazul probelor HIN-b si HIN-c, viabilitatea celulard este mai mare (87,73%,
respectiv 88,97%) comparativ cu cea a controlului negativ HIN (84,02%).

Dupa 48 si 72 de ore de testare, pulberile analizate, in special HIN-a si INH-b, au
indus o citotoxicitate crescatoare, cu valori ale viabilitatii celulare cuprinse intre 55,30%
si 61,16% (la 48 ore) si 50,58% si 53,14% (la 72 ore), valori similare cu cele ale
compusului de referinta HIN (55,15% la 48 de ore si 46,04% la 72 de ore) (tabel 6.1V),
toate aceste valori incadrand probele testate la limita dintre compusii usor citotoxici si cei
moderat citotoxici. Cea mai noncitotoxica proba, la toate cele trei intervale (24, 48 si 72
de ore) a fost HIN-c, pentru care s-a inregistrat o viabilitate celulara de 88,97% (la 24
ore), respectiv la 72,47% (la 72 ore). Aceste valori, incadreaza compusul HIN-c la limita
dintre compusii non-citotoxici si cei usor citotoxici. Dintre toate probele analizate,
respectiv toti cei trei derivati de izoniazida, cea mai mare ratd de proliferare, similard cu
cea a controlului netratat, o prezintd compusul HIN-c. Aspectul morfologiei celulare, in
cazul utilizarii acestei probe, confirma rezultatul viabilitatii obtinut prin testul MTT,
sugerand astfel o buna biocompatibilitate cu fibroblastele NCTC.

6.1.5. Evaluarea parametrilor biochimici
6.1.5.1. Alaninaminotransferaza (ALAT)/ Transaminaza Glutamic-Piruvica (TGP)
Integritatea celulara a ficatului animalelor incluse in acest studiu a fost evaluata
prin testarea activitatii enzimelor hepatice: TGP, TGO, fosfataza alcalind, colesterol seric
total si albumina serica.
In cazul administrarii substantelor in forma neincapsulati, in suspensie de CMC-
Na 1% (0,1 ml/kg corp), prin analiza rezultatelor obtinute se constatd cd cele mai mari
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valori medii ale TGP s-au regasit la lotul de animale care a primit izoniazida (106,20 U/L-
lot 1-HIN), valori semnificativ mai crescute comparativ cu cele inregistrate in celelate
grupuri studiate, care au primit derivatii corespunzatori: HIN-a (91,09 U/L), HIN-b (86,75
U/L) si HIN-c (84,87 U/L). Cele mai mici valori medii ale TGP s-au regasit la lotul
netratat (23,70 U/L- lot 11) si lotul CMC-Na 1% (0,1 ml/kg corp) (27,01 U/L-lot 5).

6.1.5.2. Aspartataminotransferaza (ASAT)/ Transaminaza Glutamic-Oxalaceticd (TGO)

In ceea ce priveste stabilirea valorilor TGO, in cazul administrarii substatelor in
suspensie de CMC-Na 1% (0,1 ml/kg corp), prin analiza rezultatelor obtinute Se constata
ca cele mai mari valori medii s-au regasit la lotul de animale care a primit izoniazida
(166,58 U/L - lot 1-HIN), valori mai crescute comparativ cu cele inregistrate in celelate
grupuri studiate, care au primit derivatii corespunzitori: HIN-a (154,89 U/L), HIN-b
(152,18 U/L) si HIN-c (151,21 U/L). Cele mai mici valori medii ale TGO s-au regasit la
lotul Control netratat (74,76 U/L - lot 11) si lotul CMC-Na 1% (0,1 ml/kg corp) (73,87
U/L - lot 5).

6.1.5.3. Fosfataza alcalina

Cele mai mari valori medii ale fosfatazei alcaline s-au regasit la lotul HIN
(189,74 U/L- lot 1), valori semnificativ mai crescute fata de cele inregistrate in grupurile
CMC-Na (96,69 U/L; p=0,001) si Control netratat (97,21 U/L; p=0,001) care au fost cele
mai mici valori medii ale fosfatazei alcaline.

6.1.5.4. Colesterolul total

Cele mai mari valori medii ale colesterolului seric total s-au regasit la lotul HIN
(57,64 mg/dl- lot 1), valori mai crescute fata de cele inregistrate in grupurile CMC-Na
(51,24 mg/dl; p=0,001) si Control netratat (51,66 mg/dl; p=0,001) care au fost cele mai
mici valori medii ale colesterolului (fig. 6.22). In cazul loturilor care au primit ceilalti
derivati de izoniazida neincapsulati, colesterolul seric total a fost cuprins intre 54,07 si
54,84 mg/dl.

6.1.5.5. Albumina serica

Cele mai mari valori medii ale albuminei serice s-au regasit la lotul CMC-Na
(4,61 g/dI- lot 5) dar si la lotul de animale care au primit HIN (4,18 g/dl- lot 1). Cele mai
mici valori ale albuminei serice s-au inregistrat in cazul lotului de animale care au primit
HIN-a (3,23 g/dI- lot 2), valori apropiate de cele inregistrate in cazul animalelor din lotul
netratat (3,15 g/dl- lot 11).

6.2. Evaluarea profilului farmacotoxicologic al izoniazidei si derivatilor sai,
administrati in forma microincapsulata

6.2.1. Determinarea toxicitatii cronice. Efectuarea studiului histopatologic

Studiul histopatologic al fragmentelor de ficat prelevate de la fiecare lot in parte,
a permis evaluarea modificarilor induse de administrarea cronica de izoniazida si derivatii
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acesteia, in suspensie (prezentate in subcapitolul 6.1), comparativ cu administrarea acestor
compusi in forma incapsulata, prezentati in acest subcapitol.

Lotul 6 (care a primit microparticule cu HIN) a prezentat putine semne de
alterare hepaticd, manifestate doar prin dilatatii sinusoidale, cu rare reactii inflamatorii
(infiltrat inflamator mononuclear intracapilar) (Fig.6.24, Fig.6.25). In acest caz, debutul
de necroze celulare se caracterizeaza prin prezenta nucleilor picnotici si/ sau umbrelor
nucleare.

Lotul 7 (care a primit microparticule cu HIN-a) a prezentat, de asemenea, 0
dilatare pronuntatd a sistemului capilar sinusoidal, fard necroze, cu rare infiltrate
inflamatorii (Fig.6.26, Fig.6.27). In plus, hepatocitele au o morfologie normald, cu
dimensiuni regulate, citoplasma eozinofila si/sau granulara, focal cu vacuole
citoplasmatice optic goale (de grasime) si unul sau mai multi nuclei situati central,
rotunzi/ ovalari. De asemenea, au fost descrise zone de congestie vasculara caracterizate
prin frecvente hematii in interiorul lumenului vascular.

L PRTNR W

Fig. 6.26. Zone de coﬁge

In cazul lotului 8 (care a primit microparticule cu HIN-b) a relevat zone de
congestii vasculare ample, caracterizate prin infiltrat hematic abundent in interiorul
lumenului vascular. In plus se observi lipsa zonelor de necrozi celulara, descrise in cazul
administrarii derivatului HIN-b neincaspulat. in conluzie, in cazul acestui lot, morfologia
hepatica are aspect normal, prezentand rare sinusoide usor dilatate.

Pentru Lotul 9 (care a primit microparticule cu HIN-C) — o parte din hepatocite
prezintd citoplasma de aspect fin vacuolar. Lotul 10 care a primit microparticule goale de
chitosan, prezinta vena centrolobulara si hepatocitele cu o morfologie cu aspect normal.
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Lotul 11 control netratat a relevat o morfologie hepaticd normald, cu cordoane
de hepatocite care radiazd de la vena centrolobulard si o configuratie normald a
parenchimului hepatic (Fig.6.32).
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6.2.2. Evaluarea biocompatibilititii in vitro a probelor incapsulate utilizind analiza
viabilitatii celulelor MTT

in cadrul testului de evaluare a biocompatibilitatii, pentru microparticulele
corespunzatoare (CS-HIN si derivatii CS-HIN-a, b si c¢), s-a evidentiat o
biocompatibilitate buna pentru derivatii HIN-b si HIN-c microincapsulati, la toate cele trei
intervale, acestia prezentand valori ale viabilitatii celulare cuprinse intre 80.22 — 106.54%.
Valorile inregistrate in cazul derivatilor incapsulati au fost apropiate de cele ale
microparticulelor goale de chitosan (CS), 90,92-98,32%, folosit ca si control negativ
(tabel 6.V).

Comparand aceste rezultate cu cele obtinute in cazul derivatilor neincapsulati, se
poate observa o Tmbundtatire a citotoxicitatii prin incapsulare in chitosan, evidentiata prin
inregistrarea unor valori mai mari ale procentului de viabilitate celulard. Derivatul cu cea
mai mare viabilitate celulard la 72 de ore, HIN-c, a prezentat in forma incapsulatd un
procent de 94,14%, in timp ce in forma neincapsulata procentul a fost de 72,47%.

Tabel 6.V. Viabilitatea celulara (%) pentru derivatii de izoniazida si microparticulele
corespunzatoare la24 h, 48 hsi 72 h

Viabilitatea celulara (%)
Probe testate 24 h 48 h 72h
Control netratat 100 100 100
H,0, 0.03% -control pozitiv 11.99 5.02 2.90
CS (control negativ) 98.23 97.10 90.92
CS-HIN (compus de referinta) 100,27 98,37 95,53
CS-HIN-a 83.92 71.08 63.99
CS-HIN-b 106.54 99.09 89.64
CS-HIN-c 94.96 80.22 94.14

(unde: 80-100% este pentru compusi non-citotoxici, 50-80% pentru compusi usor
citotoxici, 30-50% pentru citotoxicitate moderata si <30% pentru compusi cu citotoxicitate severd)
(I1SO 10993-5, Geneva 2003).
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6.2.3. Evaluarea parametrilor biochimici

Integritatea celulard a ficatului animalelor incluse 1n acest studiu a fost evaluata
prin testarea activitatii enzimelor hepatice: TGP, TGO, fosfataza alcalina, colesterol seric
total, albumina serica.

6.2.3.1. Alaninaminotransferaza (ALAT)/ Transaminaza Glutamic-Piruvica (TGP)

In cazul administrarii substantelor in forma microincapsulati, se observd o
reducere semnificativa a acestor valori, incepand de la izoniazida incapsulata (la lotul 6 —
chitosan HIN: 85,75 U/L) si pana la cei trei derivati incapsulati: chitosan HIN-a (lot 7 cu
78,46 U/L), chitosan HIN-b (lot 8 cu 76,20 U/L) si cea mai scazutd valoare inregistrata la
lotul care a primit chitosan HIN-c (lot 9 cu 75,15 U/L).

Cele mai mici valori ale indicatorului de citoliza TGP s-au regasit la lotul Martor
care a primit microparticule goale de chitosan (22,97 U/L- lot 10) precum si la lotul
Control netratat (23,70 U/L- lot 11).

6.2.3.2. Aspartataminotransferaza (ASAT)/ Transaminaza Glutamic-Oxalaceticd (TGO)
In cazul administrarii substantelor in forma microincapsulata, se observi o usoara
reducere a acestor valori, incepand de la izoniazida incapsulata (la lotul 6 — chitosan HIN:
159,58 U/L) si pana la cei trei derivati incapsulati: chitosan HIN-a (lot 7 cu 147,13 U/L),
chitosan HIN-b (lot 8 cu 145,06 U/L) si chitosan HIN-c (lot 9 cu 145,18 U/L). Cele mai
mici valori ale indicatorului TGO s-au regasit la lotul Martor care a primit microparticule
goale de chitosan (76,28 U/L) precum si la lotul Control netratat (74,76 U/L - lot 11).

6.2.3.3. Fosfataza alcalina

Cele mai mari valori medii ale fosfatazei alcaline s-au regasit la lotul HIN
incapsulat (182,06 U/L- lot 6), valori semnificativ mai crescute fatd de cele inregistrate in
grupurile CMC-Na (96,69 U/L; p=0,001), Chitosan Martor (91,08 U/L; p=0,001) si
Control netratat (97,21 U/L; p=0,001) care au avut cele mai mici valori medii ale
fosfatazei alcaline. In cazul derivatilor de izoniazidd administrati in forma incapsulati
(loturile 7-9), se inregistreaza o usoard scddere a fosfatazei alcaline, cu valori cuprinse
intre 175,44 si 179,56 U/L.

6.2.3.4. Colesterolul total

Cea mai mare valoare medie a colesterolului seric total s-a regasit la lotul HIN
incapsulat (56,98 mg/dl- lot 6), valori mai crescute fatd de cele inregistrate in grupurile —
martor chitosan (51,12 mg/dl; p=0,001) si Control netratat (51,66 mg/dl; p=0,001) care au
avut cele mai mici valori medii ale colesterolului (fig. 6.38). In cazul loturilor care au
primit derivati de izoniazida HIN-a, HIN-b si HIN-c incapsulati, colesterolul seric total a
fost cuprins intre 53,11 si 54,08 mg/dl.
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6.2.3.5. Albumina

Cele mai mici valori medii ale albuminei serice s-au regasit la lotul netratat (3,15
g/dl- lot 11) dar si la loturile de animale care au primit derivati de izoniazida in forma
incapsulata, loturile 6-9, cu valori cuprinse intre 3,36 si 3,66 g/dl. Cea mai mare valoare a

albuminei serice s-a inregistrat in cazul lotului de animale care a primit microparticule
goale de chitosan, lotul 10 (4,28 g/dI).

6.2.4. Studiu comparativ al parametrilor biochimici pe toate cele 11 loturi de animale
(pentru substate neincapsulate si incapsulate)
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Fig. 6.40. Valori medii ale TGP comparativ pe toate loturile de studiu
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Fig.6.41. Valori medii ale TGO comparativ pe toate loturile de studiu

Valoarea mediana apropiatd de valoarea medie a grupului sugereaza ca seria de
valori a TGP-ului a fost omogena, deci se pot aplica teste de semnificatie pentru variabile
continue. Comparand valorile TGP din toate loturile studiate (figura 6.40), se poate
observa o ugoard scadere a acestor valori, in cazul loturilor care au primit substante
incapsulate, comparativ cu loturile substantelor administrate in suspensie.

Valoarea mediana apropiata de valoarea medie a grupului, sugereaza ca seria de
valori a TGO-ului a fost omogend. Comparand toate valorile intre ele, ca in cazul
determinarii valorilor TGP, si in cazul enzimei TGO are loc o reducere usoard a valorilor
corespunzatoare microcapsulelor cu continut in substante active (figura 6.41).
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Fig. 6.42. Valori medii ale fosfatazei alcaline (FAL) comparativ pe toate loturile de studiu
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Fig.6.43. Valori medii ale colesterolului comparativ pe toate loturile de studiu

Cu cat valoarea mediand este mai apropiatd de valoarea medie a grupului, seria
de valori pentru FAL este mai omogena. Si in aceastd serie de determinari s-a sesizat o
usoara scadere a fosfatazei alcaline, atingdnd un minim de 175,44 U/L in cazul
incapsularii derivatului HIN-c (figura 6.42).

Valoarea mediand apropiata de valoarea medie a grupului sugereaza ca seria de
valori a colesterolului seric total a fost omogena, deci se pot aplica teste de semnificatie
pentru variabile continue. Comparand valorile colesterolului din toate loturile studiate
(figura 6.43), se poate observa o scadere semnificativa a acestora, in cazul loturilor care
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au primit substante incapsulate, comparativ cu loturile substantelor administrate in
suspensie.
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Fig.6.44. Valori medii ale albuminei serice comparativ pe toate loturile de studiu

Valoarea mediand apropiata de valoarea medie a grupului sugereaza ca seria de
valori a albuminei serice a fost omogena, deci se pot aplica teste de semnificatie pentru
variabile continue. Comparand valorile albuminei serice din toate loturile studiate (figura
6.44), se poate observa o crestere semnificativa a acestor valori, in cazul loturilor care au
primit substante incapsulate, comparativ cu loturile substantelor administrate in suspensie.
Aceastd crestere este cu atat mai importantd cu cat in afectarea hepatica se inregistreaza
hipoalbuminemie.

6.2.5. Corelatia markerilor hepatici la animalele de laborator tratate cu izoniazida si
derivati neincapsulati

La animalele tratate cu HIN si derivati neincapsulati, TGP s-a corelat
semnificativ cu:

-corelatii directe, de intensitate crescutd cu TGO (r= +0,903; p=0,001), fosfataza
alcalind (r= +0,893; p=0,001) si colesterol (r= +0,812; p=0,001);

-corelatie indirectd, moderata ca intensitate cu albumina (r=-0,660; p=0,001).

La animalele tratate cu HIN si derivati neincapsulati, TGO s-a corelat
semnificativ cu:

-corelatii directe, de intensitate crescutd cu fosfataza alcalina (= +0,913;
p=0,001) si colesterol (r= +0,758; p=0,001);

-corelatie indirectd, moderati ca intensitate cu albumina (r= -0,668; p=0,001).

La animalele tratate cu HIN si derivati neincapsulati, fosfataza alcalind s-a
corelat semnificativ cu:

-colesterolul, direct, intensitate moderat-crescuta cu (r= +0,708; p=0,001);

-albumina, indirect, cu intensitate moderata (r= -0,695; p=0,001).
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La animalele tratate cu HIN si derivati, corelatia dintre colesterol si albumina a
fost indirectd, moderatd ca intensitate, semnificativd din punct de vedere statistic (r= -
0,439; p=0,015).

6.2.6. Corelatia markerilor hepatici la animalele de laborator tratate cu izoniazida si
derivati incapsulati in chitosan

La animalele de laborator tratate cu substante incapsulate in chitosan, TGP s-a
corelat semnificativ cu:

-TGO (r= +0,920; p=0,001) si fosfataza alcalina (r= +0,924; p=0,001), corelatii
directe, de intensitate crescuta si colesterolul (r= +0,665; p=0,001) moderat ca intensitate;

-corelatie indirectd, moderata ca intensitate cu albumina (r= -0,474; p=0,008).

La animalele de laborator tratate cu microparticule de chitosan, TGO s-a corelat
semnificativ cu:

-corelatii directe, de intensitate crescutd cu fosfataza alcalina (= +0,896;
p=0,001) si moderata cu colesterolul (r=+0,671; p=0,001);

-corelatie indirectd, moderata ca intensitate cu albumina (r= -0,464; p=0,01).

La animalele de laborator tratate cu substante microincapsulate in chitosan,
fosfataza alcalind s-a corelat semnificativ cu:

-colesterolul, direct, moderat ca intensitate (r= +0,591; p=0,001);

-albumina, indirect, moderat ca intensitate (r= -0,379; p=0,039).

La soarecii tratati cu chitosan, corelatia dintre colesterol si albumind a fost
indirectd, redusa ca intensitate (r= -0,221; p=0,240), insa rezultatul nu poate fi extrapolat
la populatia general.

Capitolul 7
DISCUTII

In cazul administrarii unor substante chimice, reprezentate de medicamente
administrate in mod voit sau nu, in supradoza, sau chiar la administrarea acestora in doze
terapeutice, apare procesul de lezare a hepatocitelor. De asemenea, substante chimice care
pot afecta hepatocitul pot fi si cele utilizate in laboratoare sau la nivel industrial, dar si
remediile pe baza de plante. Hepatotoxicitatea, ca efect advers al medicamentelor,
reprezintd o reactie comund, identificatd nu doar in cursul dezvoltdrii de noi entitati
moleculare cu efect terapeutic, ci si odatd cu aprobarea utilizarii medicamentelor, pe scara
larga, pentru diferite afectiuni. in studiile de toxicologie preclinicd, hepatotoxicitatea este
o0 piedica majora in calea elaborarii de noi medicamente, ficatul fiind organul cel mai
expus reactiilor adverse induse de utilizarea acestora. In plus, comparativ cu alte tesuturi,
ficatul este cel mai expus la concentratii mari de medicament, atunci cand acesta este
administrat pe cale orala.

In cazul izoniazidei, studiatd in aceastd lucrare, dupd metabolizarea acesteia la
nivelul ficatului, are loc producerea de radicali liberi centrati pe azot, care genereaza
specii reactive de oxigen ce actioneaza ca stimulatori ai peroxidarii lipidelor, determinand
in cele din urma moartea celulelor si necroza hepaticd. De asemenea, majoritatea
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substantelor chimice hepatotoxice, afecteaza ficatul in principal prin inducerea peroxidarii
lipidelor, prin mecanism direct sau indirect. La animalele de laborator, radicalii peroxi
mediazd peroxidarea lipidelor distrugind astfel integritatea membranei celulare, ceea ce
duce la leziuni hepatice, ateroscleroza si leziuni renale (Singh C., et al., 2014).

Imbunitatirea profilului farmacotoxicologic al izoniazidei, prin introducerea unor
modificari chimice in structura sa principald, cu scopul de a spori raspunsul biologic la
Mycobacterium tuberculosis, de a reduce toxicitatea hepatica sau de a evita fenomenele de
rezistentd, continua sa fie o provocare stiintifica din ce in ce mai atractiva.

in cadrul modificarilor chimice realizate, s-a urmarit transformarea izoniazidei
hidrofile intr-o serie de derivati lipofili, acest lucru fiind realizabil prin cresterea greutatii
moleculare a compusilor rezultati, odata cu adaugarea unor hidrocarburi hidrofobe la
gruparea amino liberd a compusului parinte. Ca urmare, cresterea masei moleculare va
determina cresterea lipofilitatii / hidrofobicitatii compusului. Aceastd proprietate ar putea
avea o influentd pozitivd asupra activitdtii antimicrobiene a compusilor rezultati, nsa
existd si studii care au demonstrat faptul cd ar putea exista si alti factori, Inafara
proprietatilor de hidrofobie, care sd influenteze absorbtia si distributia unui medicament
tuberculostatic in interiorul tulpinii M. tuberculosis. Printre factorii mentionati, ar putea fi
proprietdtile structurale ale compusilor, micromediul complex din interiorul celulei,
precum si diferentele de permeabilitate ale peretelui celular intre diferite tulpini
(Parumasivam T., et al., 2013). Prin urmare, structura peretelui celular si capacitatea de
penetrare a izoniazidei prin bariera lipidica, oferd oportunitatea unor strategii de
dezvoltare de noi medicamente tuberculostatice mai putin toxice si mai eficiente.

in studiul nostru, desi din punctul de vedere al activititii antimicrobiene, s-a
constatat ca activitatea derivatior de izoniazidd este putin mai scdzutd decit izoniazida
mama, datoritd unor valori ale concentratiei minime inhibitorii mai mari, acestea se
incadreaza in limitele impuse de Programul Global de Descoperire a Medicamentelor
Antituberculoase noi, si anume 6,25 pg/ml, ca limitd superioard pentru evaluarea
activitatii anti-tuberculoase a noilor compusi terapeutici (Rodrigues M.O., et al., 2013).

Biocompatibilitatea in vitro a evidentiat o reducere a citotoxicitatii derivatilor de
izoniazida prin incapsulare in chitosan, inregistrandu-se valori mai mari ale procentului de
viabilitate celulard, cu pani la 50%, spre deosebire de formele neincapsulate. in plus,
viabilitatea medie a celulelor, promovatd de acesti derivati (HIN-a, HIN-b si HIN-c), a
fost superioara aceleia din cazul izoniazidei.

Condensarea izoniazidei cu cele trei benzaldehide aromatice a dus la reducerea
semnificativa a toxicitatii acute, prin inregistrarea unor doze letale de pana la zece ori mai
mari. Astfel, DL 50 a crescut semnificativ, de la 175,2 mg/kg corp (in cazul HIN-ului) la
1778,8 mg/kg corp (in cazul compusului HIN-b) si deci, pe baza rezultatelor obtinute, se
poate afirma ca derivatii studiati se Incadreaza in grupul substantelor cu grad redus de
toxicitate. Conform unor studii, reactivitatea ridicatd a gruparii amino terminale din
structura izoniazidei pare sa fie responsabila de instalarea proceselor de hepatotoxicitate
(Castelo-Branco F.D., et al., 2018). Din acest motiv, modificarile chimice realizate la
acestd grupare functionald, respectiv reactiile de blocare prin condensare cu benzaldehide,
au schimbat foarte mult profilul hepatotoxicitatii derivatilor de HIN obtinuti.
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in cazul nostru, la testul de toxicitate acutd, prin analiza histopatologica, s-a
constatat ca dozele letale ale izoniazidei parinte, au produs la nivel renal, necroze tubulare
insotite de arii inflamatorii, fapt ce a condus la insuficientd renald acutd urmatd de
moartea animalelor. Prezenta leziunilor la nivel tubular indica faptul ca necroza tubulara
acutd, responsabild de ischemia renald, reprezintd cauza insuficientei renale acute.
Incapsularea derivatilor de izoniazidd analizati din punct de vedere biologic si
farmacotoxicologic, folosind chitosanul ca polimer de microincapsulare, a avut efecte
benefice asupra toxicitatii cronice a acestora, reducand semnificativ nivelul acesteia. In
observatiile histopatologice ale sectiunilor ficatului, in special animalele care au primit
izoniazida, pe parcursul celor 30 de zile, au prezentat leziuni hepatocelulare prin necroza
si steatoza microveziculara.

Gradul de afectare hepaticd, in cadrul prezentului studiu, in cazul compusilor
neincapsulati, a fost evidentiat prin cresterea semnificativd de aproximativ patru ori a
enzimelor hepatice, pe de o parte si pe de altd parte, prin modificarile histopatologice
aparute la nivelul ficatului si mentionate mai sus. In cazul nostru, utilizarea izoniazidei si
a derivatilor corespunzatori, administrati in forma neincapsulatd, au determinat cresterea
nivelului de colesterol total, in timp ce utilizarea chitosanului la administrarea incapsulata
a acestor compusi, si-a pus amprenta semnificativa in reducerea acestor valori, prin efectul
hipocolesterolemiant citat in literatura de specialitate (Naveed M., et al., 2019).

Afectarea hepatica este indicata, in plus, si de reducere valorilor albuminemiei, in
special la loturilor de animale care au primit substante neincapsulate, astfel ca cele mai
mici valori au fost inregistrate in cazul animalelor care au primit HIN administrat in
suspensie (neincapsulat). In cazul derivatilor HIN-a, HIN-b si HIN-c se observi o crestere
usoara a valorilor albuminemiei, in timp ce Incapsularea acestor compusi determind o
crestere semnificativa a valorilor, ajungand sa fie apropiate de cea Inregistratd in cazul
controlului netratat, fapt ce sugereaza efectul ameliorator al chitosanului asupra albuminei
serice, dar si al modificarilor chimice produse pe izoniazida parinte.

Capitolul 8
CONCLUZII

Rezultatele obtinute au aratat ca actiunea antioxidantd a chitosanului poate
reduce semnificativ afectarea hepatici indusd de medicamente, prin neutralizarea
radicalilor liberi si inhibarea peroxidarii lipidelor, multumiti incarcarii sale
electropozitive, functionand ca si cation, drept pentru care se poate fixa de membranele
celulare incarcate negativ, producand unele schimbari biologice, pierderea potentialului
protector si stresul oxidativ al acestora. in acest context, utilizarea microincapsularii in
chitosan a diferitor medicamente hepatotoxice, reprezintd o strategie importantd in
reducerea leziunilor hepatice si deci reducerea riscului de instalare a insuficientei hepatice
fulminante.

In concluzie, rezultatele obtinute prezinti potentiald aplicatic ca agenti
antimicrobieni 1n tratamentul tuberculozei, unde se impune atat o actiune antimicrobiana
favorabild cat si o incidentd cat mai scazutd a reactiilor adverse, iIn mod deosebit in
contextul toxicitatii ridicate in cazul medicatiei tuberculostatice actuale.
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