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1

Inventia se referd la medicina experimentald si 5
poate fi utilizatd la recoltarea probelor de sange de
la animale de laborator pentru efectuarea cer-
cetdrilor dupd modelarea proceselor patologice si
monitorizarea lor.

Esenta inventiei constd in aceea cd regiunea 10
labiald inferioard sau a gatului animalelor de
laborator se prelucreazi cu un unguent ce contine
benzilnicotinat de sodiu 20...25 mg, heparina
1200...1800 UL dimetilsulfoxid 200...250 mg si in
calitate de excipient vaselind-lanolind pand la 1 g,
dupd 10...15 min animalele sunt supuse unei 15
anestezii usoare inhalatorii cu eter dietilic timp de

2

1...5 min, unguentul aplicat se inldturd cu un
tampon de tifon, pielea se prelucreazd cu o solutie
de 6% de etilendiamintetraacetat de sodiu cu pH-ul
7,4, dupd care se recolteazd probele de singe si
apoi se efectueazi hemostaza prin prelucrarea
plagii cu un amestec hemostatic, care contine
alaun de potasiu si N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat
de sodiu in raport masic de 3:1.
Revendicdri: 3
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Descriere:

Inventia se referd la medicina experimentald si poate fi folositd la recoltarea probelor de
sdnge de la animale mici de laborator, necesare pentru efectuarea cercetérilor hematologice, cito-
logice si biochimice la modelarea proceselor patologice si monitorizarea lor.

Este cunoscutd metoda de colectare a sngelui de la animale mici de laborator prin punctia
cordului, sinusului §i a venei caudale, dupd introducerea cozii in apd caldd, sau prin sectionarea
cozii i extragerea sngelui cu un aparat de vacuum [1].

Aceasta metoda are dezavantajul cd este stresantd si traumatizantd pentru animalele experi-
mentale. Masurile preliminare (masajul, aplicarea garoului, incdlzirea, folosirea substantelor
iritante etc.) orientate spre mdrirea fluxului sangvin in locul aplicdrii inciziei pot conduce la
modificdri ale permeabilitdtii vasculare, traumatizarea tesuturilor inconjurdtoare si compresia lor,
soldate cu intensificarea trombogenezei, ceea ce influenteazd negativ asupra componentei sin-
gelui colectat. Un impediment important i1 constituie calitatea nesatisticatoare a sangelui colectat,
legata de hemoliza frecventd a hematiilor si formarea microcheagurilor de sange, amestecarea
sdngelui colectat cu lichidul lacrimal, limfa, lichidul tisular, ceea ce face imposibild efectuarea
cercetirilor de laborator hematologice, citochimice, biochimice etc.

De asemenea, metoda mentionatd se soldeaza frecvent cu complicatii grave sub forma de
hemoragii, supuratii sau decese ale animalelor experimentale.

Cea mai apropiatd dupd esentd si rezultatul obtinut este metoda de recoltare a sangelui de la
animale mici de laborator care foloseste sectionarea cu o lamd a suprafetei exterioare a gingiei in
zona incisivilor inferiori [2].

Dezavantajul acestei metode constd in dificultatea obtinerii cantitatilor necesare de sdnge, mai
ales in cazul recoltdrilor repetate, din cauza formadrii cicatricelor care micsoreaza fluxul sangvin in
zonele supuse inciziilor. Un alt neajuns important este hemolizarea sangelui si formarea frecventa
a microchiagurilor de sénge, ceea ce face imposibild efectuarea cercetirilor hematologice, cito-
chimice, de coagulobilitate etc. Aceastd metodd de asemenea este stresantd pentru animalele
experimentale §i deseori da complicatii sub forma de hemoragii.

Problema pe care o rezolvd inventia constd in ameliorarea calititii sdngelui colectat prin
majorarea fluxului sangvin in zona supusd inciziei si prin excluderea cauzelor care conduc la
hemoliza hematiilor si la formarea microcheagurilor de singe, si, totodatd, in reducerea stresului
la animalele de laborator i marirea reproductibilitatii metodei de recoltare a sangelui.

Esenta inventiei constd in aceea cd regiunea labiald inferioard sau a gatului animalelor de
laborator se prelucreazd cu un unguent ce contine benzilnicotinat de sodiu 20...25 mg, heparina
1200...1800 UL, dimetilsulfoxid 200...250 mg si in calitate de excipient vaselind-lanolind pana la
1 g, dupa 10...15 min animalele sunt supuse unei anestezii usoare inhalatorii cu eter dietilic timp
de 1...5 min, unguentul aplicat se inldturd cu un tampon de tifon, pielea se prelucreaza cu o
solutie de 6% de etilendiamintetraacetat de sodiu cu pH-ul 7,4, dupd care se recolteaza probele de
sdnge si apoi se efectueazd hemostaza prin prelucrarea plagii cu un amestec hemostatic, care
contine alaun de potasiu $i N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat de sodiu in raport masic de 3:1.

Rezultatul inventiei constd in ameliorarea calitdtii sdngelui colectat prin excluderea formarii
microcheagurilor, reducerea gradului de hemoliza, prevenirea complicatiilor sub forma de hemo-
ragii, reducerea stresului si a termenelor de epitelizare a plagii, mérirea reproductibilititii metodei
de recoltare a sangelui.

Se dau in continuare 2 exemple de realizare a metodei, conform inventiei.

Exemplul 1

Cercetdrile au fost efectuate pe 12 animale de laborator - sobolani albi masculi linia Wistar
cu masa corporald 190...200 g, divizati in doud grupe. Regiunea labiald inferioard si a gatului
sobolanilor din grupa experimentald (metoda propusd) se prelucreazd cu un unguent ce contine:
benzilnicotinat de sodiu 20 mg, heparind 1200 Ul dimetilsulfoxid 200 mg si in calitate de
excipient vaselind-lanolind pand la 1 g. Dupa 10 min animalul este supus unei anestezii usoare cu
eter dietilic timp de 5 min, unguentul aplicat se inldturd cu un tampon de tifon, pielea se preluc-
reazd cu o solutie de 6% de etilendiamintetraacetat de sodiu (EDTA) cu pH-ul 7,4. Dupa
colectarea probei de sange plaga se prelucreazd cu un amestec hemostatic, ce contine cristale de
alaun de potasiu si N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat de sodiu in raport masic de 3:1.

Animalele din grupa de control au fost supuse recoltdrii singelui conform metodei cunoscute,
prin aplicarea unei incizii pe suprafata exterioara a gingiei in zona incisivilor inferiori.

Sangele prelevat de la sobolanii din ambele grupe a fost folosit pentru determinarea con-
centratiei de hemoglobind liberd. Pentru aceasta, 0,1 ml de sdnge se introduc intr-o eprubetd de
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centrifugare cu 1,9 ml amestec de sol. NaCl 8,5 g/l si sol. citrat de sodiu 38 g/l in raport de 5:1, se
agitd atent si se centrifugheazi 7 min la 500 rot./min.
Dupa aceasta, intr-o eprubetd cu dimensiunile de 14 x 160 mm se toarnd 1 ml supernatant, 1,5
ml solutie - tampon acetat 0,1 M cu pH-ul 4,6, 1 ml solutie de 0,3% de H,O, si 1 ml solutie de
0,1% de benzidind. Proba se agitd, se lasd la temperatura camerei si dupd 3 min se misoard
absorbtia la fotocolorimetru la 540 nm in cuva de 10 mm fatd de proba de control care se
monteaza in acelasi mod, dar in loc de supernatant se toarnd 1,0 ml solutie de 0,85% de NaCl.
Apoi se masoard absorbtia peste fiecare 60 s timp de 5 min §i se calculeazd media absorbtiei in 1
min. Concentratia de hemoglobina libera se calculeazd dupa graficul de etalonare construit in baza
dilutiilor de lucru cu concentratia de 5, 10, 25, 50, 100 mg/l, pregatite din solutia etalon de 1,0 g/1
hemoglobina. Fiecare din dilutiile de Iucru se prelucreaza conform procedeului descris mai sus.
Rezultatele cercetarilor efectuate sunt expuse in tabelul 1.
Tabelul 1

Cantitatea de sdnge prelevat si concentratia de hemoglobind liberd in supernatantul obtinut in
functie de metoda folosita

Conditiile experientei Nr. de Prezenta micro- Cantitatea de Concentratia de
animale chiagurilor de sange prelevat (ul) Hb (mg/l)
sange
Metoda propusi 6 0 226:+0,48" 6,2+0,43"
Cea mai apropiatd 6 3 88+0,20 39,5+7,24
solutie

Nota: Diferent statistic concludent fati de cea mai apropiatd solutie: ~-p<0,05; ~ -p<0,01.

Datele din tabel demonstreaza avantajul metodei propuse, care permite de a obtine o cantitate
de sange de 2,5 ori mai mare fatd de cea mai apropiata solutie, fard microcheaguri si micsorarea
considerabild a concentratiei de hemoglobina liberd in supernatantul obtinut, fapt ce indici la
reducerea gradului de hemoliza a singelui recoltat.

Asupra sobolanilor din grupa experimentald (metoda propusd) dupad 72 ore de la prima prele-
vare a sangelui s-a aplicat din nou metoda cunoscuta de recoltare a sdngelui prin sectionarea cu o
lama a suprafetei exterioare a gingiei in zona incisivilor inferiori.

Sangele prelevat de la sobolanii din ambele grupe a fost folosit pentru determinarea
concentratiei de dialdehidd malonica (DAM) si aprecierea nivelului de catecolamine in eritrocite.

Pentru determinarea concentratiei DAM sangele prelevat de la sobolanii din ambele grupe in
volum de 0,05 ml se introduce in eprubete de centrifugare, se toarnd apoi 1,0 ml solutie de acid
tiobarbituric de 0,7%, 1,5 ml solutie H;PO, de 1% si 0,05 ml solutie de FeSO, 0,01 M.
Continutul eprubetelor se agitd, eprubetele se astupa cu dop de sticla si se introduc in baia de apa
clocotitd pe 60 min. Ulterior probele se rdcesc subun jet de apd rece, se adaugd 3 ml butanol, se
agitd riguros si se centrifugheazd 7 min la 3000 rot./min. Se mdsoard absorbtia fazei organice
superioare la 535 nm la spectrofotometru SF-46.

Calculul se efectueazi pornind de la coeficientul molar de extinctie al DAM egal cu 1,56:10°
mol-cm™. Rezultatele cercetirilor efectuate sunt expuse in tabelul 2.

Tabelul 2

Concentratia dialdehidei malonice (DAM) in sdngele recoltat in functie de metoda folositd

Conditiile experientei Numadrul de animale Concentratia DAM (umol/1)
Metoda propusa 6 2,12 +0,33*
Cea mai apropiati solutie 6 4,35+ 0,47

Nota: Diferents statistic concludents fati de cea mai apropiati solutie: ~-p<0,05.

Din tabel urmeazi c¢d metoda propusd permite de a micgora considerabil nivelul DAM in
sangele recoltat, ceea ce indica la reducerea gradului de exprimare a stresului oxidativ.

Pentru aprecierea nivelului de catecolamine in eritrocitele din singele prelevat de la sobolanii
din ambele grupe se pregitesc frotiuri pe lame de sticla care se fixeaza intr-o solutie de bicromat
de potasiu de 2% la temperatura de 37 °C timp de 2 ore, apoi se spald cu apd distilatd 60 s si se
coloreazi la intuneric 5 min cu o solutie de AgNO; de 10%. In continuare frotiurile se spali cu
apa distilatd 60 s, se coloreazi 60 s cu solutie de eozind de 1%, se spald iardsi cu apd distilatd 60 s
si se usuca la temperatura camerei.
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Intensitatea reactiei la catecolamine se apreciaza dupd numarul de eritrocite cu incluziuni si
luand in consideratie caracterul acestora la microscop (ob. 90, oc. 15).

La animalele din lotul experimental (metoda propusd) in 90...95% eritrocite se depisteaza
incluziuni de culoare inchisd sub forma de granule mici si bastonage solitare localizate uniform in

5 citoplasma.
La animalele din lotul de control (cea mai apropiatd solutie) in 100% eritrocite se depisteaza
incluziuni intens colorate sub forma de granule de diferite mérimi si bastonase, localizate unul
langd altul, in grupuri, ceea ce indicd la prezenta unei hipercatecolemii in acest caz.
Din datele prezentate urmeaza cd metoda propusd permite de a micsora nivelul catecola-
10 minelor in eritrocite, ceea ce indicd la reducerea gradului de exprimare a stresului la aceste
animale.
Exemplul 2
Cercetdrile au fost efectuate pe 10 animale de laborator - sobolani albi masculi cu masa corpo-
rald de 160...180 g, divizati in doud grupe.
15 Regiunea labiald inferioard si a gatului sobolanilor din grupa experimentald (metoda propusa)
se prelucreazi cu un unguent ce contine: benzilnicotinat de sodiu 25 mg, heparind 1800UI,
dimetilsulfoxid (DMSO) 250 mg si in calitate de excipient vaselind-lanolind pani la 1 g. Dupa 15
min animalul este supus unei anestezii ugoare cu eter dietilic, unguentul aplicat se inlaturd cu un
tampon de tifon, pielea se prelucreaza cu o solutie de etilendiamintetraacetat de sodiu (EDTA) de
20 6% cu pH-ul 7,4 si apoi se sectioneazi tegumentul dermal n regiunea labiald inferioard, iar
sangele se recolteazi intr-o microeprubetd conica cu capac, tip Eppendorf, in prealabil cu o solutie
EDTA de 6% cu pH-ul 7.,4. Dupi colectarea probei de sdnge plaga se prelucreaza cu un amestec
hemostatic, ce contine cristale de alaun de potasiu si N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat de sodiu in
raport masic de 3:1.
25 Animalele din grupa de control (cea mai apropiatd solutie) au fost supuse metodei cunoscute
de recoltare a sdngelui prin sectionarea cu o lamd a suprafetei exterioare a gingiei in zona
incisivilor inferiori.
Séangele prelevat de la sobolanii din ambele grupe a fost folosit pentru determinarea indicilor
hematologici si biochimici. Rezultatele obtinute sunt date in tabelele 3 si 4.
30 Tabelul 3
Indicii hematologici ai sdngelui perifetic la sobolani in functie de metoda aplicatd
Indicii cercetati
Conditiile o o Hemo- Formula leucocitara, %
expeﬁeﬁtei Er11t2r0c1te, Er19troc1te, globina. Leuc. Leuc Bazo-
; 10771 10771 ’ neseg- ’ Eozinof. Monocite | Limfocite
g/l segm. file
mentate
Metoda 8,3+0,39 12,3+0,12 | 147+8,5 1,4+0,18 27,2439 3,14042 | 0 2,3+0,87 | 67,0+£6,3
propusd
Cea mai
apropiatd
solutie 7,9+0,47 12,0+0,15 | 145+7,9 1,7+0,25 29,242.8 3,340,16 | 0 2,0+0,15 | 63,9+6,4
35 Tabelul 4
Indicii biochimici ai sdngelui la sobolani in functie de metoda aplicatd
Conditiile . Indicii cetoctati _
experfentei ALT, AST, Albumina, | Glucoza, | Ureea, Bilirubina, | Colesterol, | K+, Na+, Cl-,
’ mmol/l/h | mmol/Vh | g/1 mmol/l umol/1 mmol/l mmol/l mmol/l [ mmol/l | mmol/l
Metoda 1,12+ 1,23+ 63,56+ 5,14+ 7,56+ 15,23+ 2,57+ 6,51+ | 142+ 105+
propusd 0,13 0,12 4,01 0,71 0,08 0,98 0,31 0,43 1,86 3,82
Cea mai
apropiatd | 1,35+ 61,80+ 6,12+ 7,71+ 16,40+ | 2,61+ 6,98+ 148+ 99+
solutie 0,15 7,14 0,86 0,59 1,40 0,31 0,43 1,78 6,25
40 Din datele expuse urmeazd cd metoda propusd nu provoacd modificiri ale parametrilor

hematologici si indicilor biochimici.
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in continuare pentru aprecierea duratei vindecarii pligii aplicate animalele se intretineau in
celule individuale la un regim alimentar obisnuit. Aprecierea duratei vindecarii plagii aplicate se
efectua prin observatie clinicd continud a suprafetei rianii.

S-a constatat cd termenele de epitelizare a plagii la animalele din grupa experimentald
(metoda propusd) erau mai reduse in medie cu 20...25% fatd de grupul martor (cea mai apropiati
solutie). Astfel, metoda propusd are proprietatea de a reduce termenele de epitelizare a plagii
aplicate.

Analogic exemplelor de mai sus au fost cercetate si alte concentratii ale unguentului aplicat
(benzilnicotinat de sodiu 5...30 mg, heparind 1200...1800 UI si dimetilsulfoxid 100...300 mg,
excipient vaselina-lanolind pand la 1 g), precum si ale amestecului hemostatic (cristale de alaun
de potasiu) si N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat de sodiu in raport de 2:1, 4:1. Experientele au permis
de a stabili valorile limite optimale ale unguentului aplicat (benzilnicotinat de sodiu 15...25 mg,
heparind 1200...1800 UI si dimetilsulfoxid 200...250 mg, excipient vaselind-lanolind pana la 1
g), precum si ale amestecului hemostatic — cristale de alaun de potasiu si N-(2,3-dimetilfenil )-
antranilat de sodiu in raport masic de 3:1 pentru obtinerea efectului pozitiv.

Prin urmare, metoda propusa este mai eficientd, deoarece ea asigurd recoltarea unei cantitdti
mai mari de sdnge, o calitate mai bund a singelui recoltat prin excluderea formarii micro-
cheagurilor, reducerea gradului de hemoliza si hipercatecolemie, micsorarea nivelului dialdehidei
malonice in sangele recoltat in comparatie cu metoda cunoscutd, si, totodata, ea reduce pericolul
aparitiei hemoragiilor, termenele de epitelizare a plagii aplicate. Analizele au fost efectuate in
Laboratorul Biochimie al USMF , Nicolae Testemitanu” (in volum de 300 analize).

(57) Revendiciri:

1. Metoda de recoltare a probelor de singe de la animalele de laborator, care constd in
efectuarea unei incizii §i recoltarea probelor de singe, caracterizati prin aceea ca suplimentar
se prelucreaza regiunea labiald inferioard sau a gatului animalelor de laborator cu un unguent ce
contine benzilnicotinat de sodiu, heparind, dimetilsulfoxid si un excipient, dupda 10...15 min
animalele sunt supuse unei anestezii usoare inhalatorii cu eter dietilic timp de 1...5 min,
unguentul aplicat se inldturd cu un tampon de tifon, pielea se prelucreazi cu o solutie de 6% de
etilendiamintetraacetat de sodiu cu pH-ul 7,4 si dupa recoltarea probelor se efectueaza hemostaza
prin prelucrarea plagii cu un amestec hemostatic.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatid prin aceea ei unguentul aplicat contine
benzilnicotinat de sodiu 20...25 mg, heparind 1200...1800 UL dimetilsulfoxid 200...250 mg si in
calitate de excipient vaselind-lanolind panala 1 g.

3. Metodd conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci amestecul hemostatic
contine alaun de potasiu $i N-(2,3-dimetilfenil)-antranilat de sodiu in raport masic de 3:1.
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O - document referitor la o divulgare orala, un
act de folosire, la o expunere sau orice altd

& - document care face parte din aceiasi familie de
documente
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