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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei

Elaborarea medicamentelor combinate cu continut de substante medicamentoase
antibacteriene noi pentru tratamentul maladiilor dermatologice infectate cu germeni bacterieni
este una dintre directiile prioritare de cercetare-dezvoltare din domeniul sénatatii si biomedicinei
in Republica Moldova (RM). Terapia maladiilor dermatologice asociate cu infectii bacteriene
ramane a fi o problema actuald atat in tara noastrd, cat si la nivel mondial, cel putin din
urmatoarele considerente:

» incidenta inaltd a infectiilor bacteriene. Datele OMS arata ca, in fiecare an, n lume, circa

2 mld de oameni sufera de maladii infectioase, dintre care 25% sunt cazuri letale [1]. Tn

RM 55-60% din patologia umana sunt boli infectioase [2];

» potentialul inalt al microorganismelor de a dezvolta rezistenta la antibiotice [2];
» accesibilitatea redusa a remediilor antibacteriene, deoarece in majoritatea cazurilor ele

sunt de import [2, 3].

Problemele enumerate ar putea fi solutionate prin elaborarea de noi medicamente
dermatologice combinate, din materie prima locala si fara continut de antibiotice. Astfel, devine
destul de actual initierea cercetarilor in vederea elaborarii de noi substante medicamentoase i
medicamente autohtone, care ar prezenta o actiune antibacteriand pronuntata si toxicitate joasa.
In acest scop, in Laboratorul de infectii intraspitalicesti al Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolac Testemitanu” pe parcursul anilor au fost investigate mai multe substante
medicamentoase noi, dintre care izohidrafuralul (izonicotinoilhidrazona aldehidei 5-nitro-2-
furanice). Acest compus organic este un derivat nou din randul nitrofuranilor cu actiune
antibacteriana pronuntata, toxicitate joasa si stabilitate inaltd [2, 3, 4, 5, 6]. Prezinta un mecanism
de actiune diferit de cel al antibioticelor, care 1i confera un spectru antibacterian larg, in special
asupra germenilor bacterieni care au dezvoltat rezistenta la antibiotice. Acest principiu activ
exista deja in cateva forme farmaceutice: solutie pentru uz extern si unguent [2, 3, 4, 5, 6].

Scopul cercetarii

Elaborarea, analiza, standardizarea, determinarea activitatii antibacteriene, actiunilor
local-iritante si dermato-resorbtive ale unguentelor combinate ale izohidrafuralului cu substante
medicamentoase regenerante, anestezice locale si dermatocorticosteroizi.

Obiectivele cercetarii

1. Evaluarea medicamentelor dermatologice combinate pe piata farmaceuticd a Republicii

Moldova in perioada 2012-2017;



2. Studii de preformulare, formulare-optimizare si elaborarea tehnologiei de producere a
unguentelor combinate ale izohidrafuralului cu metiluracil, benzocaina si fluocinolon
acetonid;

3. Elaborarea metodelor de analizd calitativd si cantitativd a unguentelor combinate

elaborate si validarea metodelor de dozare a substantelor active din unguentele

combinate;

Standardizarea si studiul stabilitatii unguentelor combinate elaborate;

Evaluarea activitatii antibacteriene pentru unguentele combinate elaborate;

Evaluarea actiunilor dermato-resorbtive si local-iritante pentru unguentele combinate;

A

Elaborarea proiectelor Monografiilor Farmacopeice si proiectelor Regulamentelor
Tehnologice pentru cele trei forme farmaceutice: unguent combinat cu continut de
izohidrafural si metiluracil, unguent combinat cu continut de izohidrafural, metiluracil si
benzocaina si unguent combinat cu continut de izohidrafural si fluocinolon acetonid.
Noutatea si originalitatea stiintifica
In premieri au fost elaborate unguente combinate pentru tratamentul diferitor afectiuni
dermatologice infectate cu germeni bacterieni. De asemenea au fost elaborate si validate
metodele de analiza si standardizare, au fost efectuate cercetdri privind determinarea actiunilor
antibacteriene in vitro, local-iritante si dermato-resorbtive ale unguentelor combinate.

Sinteza metodologiei de cercetare

Au fost utilizate substantele medicamentoase si cele auxiliare acceptate conform
specificatiilor de calitate prevazute de Farmacopeea Europeana editia 9.0. lzohidrafuralul a fost
sintetizat printr-o metoda originald, cu randamentul optim de sinteza. Cercetarea compatibilitatii
fizico-chimice a fost realizata prin cele mai moderne si eficiente metode: calorimetria cu scanare
diferentiala (DSC) si spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FTIR). Compozitiile
optimale ale unguentelor combinate au fost stabilite cu ajutorul programelor computerizate:
Modde 13 software (Sartorius Stedim Data Analytics AB, Umea, Sweden) si Design Expert
software (versiunea 8.0.7). Acestea au permis fitarea rezultatelor pentru fiecare variabila
dependenta, analiza de variantda ANOVA si obtinerea suprafetelor de raspuns. Astfel, cantitatea
excipientilor a fost stabilita cu exactitate. Pentru analiza unguentelor combinate au fost elaborate
metode fizico-chimice sensibile, exacte si performante: Cromatografia lichidd de inalta
performanta (HPLC) si spectrofotometria in ultraviolet-vizibil (UV-VIS). Rezultatele obtinute au
fost prelucrate prin metode statistice, conform prevederilor Farmacopeii Europene editia 9.0,
metodele fiind validate in conformitate cu ghidurile Conferintei Internationald de Armonizare

(ICH). Metoda HPLC a permis analiza concomitenta a substantelor active din unguent. S-a



determinat termenul de valabilitate pentru fiecare unguent combinat elaborat prin metoda clasica

n timp real.

Activitatea antibacteriana in vitro a unguentelor combinate a fost determinata prin metoda
dilutiilor n serie in mediu nutritiv lichid: bulion peptonat din carne 2% la pH-ul 7,0. Tn calitate
de culturi de referinta au fost selectate cele care pot cauza cel mai frecvent infectarea plagilor,
arsurilor, dermatitelor si psoriazisului: Staphylococcus aureus (209), Enterococcus faecalis
(ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus vulgaris (HX 19222), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella typhimurium
(ATCC 13311), Enterobacter cloacae (ATCC 13047T).

Au fost initiate si cercetarile preclinice, fiind determinate actiunile dermato-resorbtive si
local-iritante ale unguentelor combinate pe sobolani albi. Cercetarile au avut loc in Laboratorul
de infectii intraspitalicesti din cadrul Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae
Testemitanu” in baza avizului pozitiv al Comitetului de Etica a Cercetarii din cadrul Universitatii
de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din 04.11.2014.

Problema stiintifica solutionata

Asocierea substantei medicamentoase antibacteriene, izohidrafural, cu principiile active
regenerante, cicatrizante, anestezice locale va contribui la optimizarea tratamentului plagilor si
arsurilor infectate. Combinarea activitatii antibacteriene a izohidrafuralului si actiunilor
antiinflamatoare, antialergica si antipruritica a fluocinolonului acetonid va permite tratarea mai
eficientd a dermatitelor si psoriazisului infectate.

Unguentul combinat cu continut de izohidrafural si metiluracil prezinta avantajele:

» activitate antibacteriana pronuntata, cu un mecanism de actiune diferit de cel al antibioticelor,
datorita izohidrafuralului, fapt care ii confera un spectru larg, in special asupra germenilor
bacterieni care au dezvoltat rezistentd la antibiotice;

» activitate osmotica optima, datorita polietilenglicolilor, prin care se inlitura exudatul format
in prima faza a ranii si se reduce riscul de infectare;

» proprietati regenerante, cicatrizante si imunostimulatoare datorate metiluracilului, care
stimuleaza diviziunea si cresterea celulelor.

Unguentul combinat cu continut de izohidrafural, metiluracil si benzocaina prezinta toate
avantajele mentionate mai sus, la care se adaugad inlaturarea durerii pacientului, datorita
benzocainei, care poseda efect anestezic local pronuntat. Unguentul combinat cu continut de
izohidrafural si fluocinolon acetonid prezinta avantajele: activitate antibacteriana pronuntata
datorita izohidrafuralului si actiuni antiinflamatoare, antialergica, antipruritica datorate

fluocinolonului acetonid.



Implementarea rezultatelor stiintifice
Au fost elaborate proiectele Regulamentelor Tehnologice de producere si Monografiilor
Farmacopeice pentru formele farmaceutice elaborate. Rezultatele obtinute au fost implementate
in sectia Forme magistrale a Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin” a
Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” si in cadrul
Departamentului Managementul Calitatii a S.A. Farmaco.
Structura tezei
Teza este expusa pe 129 pagini de text de baza (pana la bibliografie) si include: adnotéri in
limbile romana, rusd si engleza, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii generale si
recomandari, bibliografie (155 de titluri), 33 anexe, 41 figuri, 39 tabele. Rezultatele obtinute au fost
publicate in 23 lucrari stiintifice.
Aprobarea rezultatelor tezei
Rezultatele tezei au fost prezentate si discutate in cadrul urmatoarelor forumuri stiintifice
nationale si internationale:
- The 14" International Symposium and Summer School on Bioanalysis (Smolenice,
Bratislava, 2014);
- Congresul National de Farmacie din Roménia , Farmacia — centru al interdisciplinaritatii
stiintelor vietii” (Bucuresti, 2016);
- Conferinta Nationald de Farmacie Clinica “Provocari ale farmacoterapiei contemporane”
(Bucuresti, 2017);
- Conferinta stiintifico-practicd cu participare internationald pentru studenti si tineri cercetatori
consacrata celei de-a 155-a aniversari a V.V. Pidvysotskyi (Odesa, 2012);
- Congresul National de Farmacie din Romania cu participare internationald, Viziune si
inovatie in practica farmaceutica Orizont 2020 (lasi, 2014);
- Congresul International pentru Studenti si Tineri Medici ,,MedEspera” (Chisinau, 2010; 2012;
2014; 2016; 2018);
- Conferinta stiintificd anuald a cadrelor stiintifico-didactice, doctoranzilor, studentilor si
rezidentilor USMF , Nicolae Testemitanu” (Chisinau, 2010; 2012; 2013; 2014; 2017);
- Primul congres al Asociatiei Studentilor Farmacisti din Republica Moldova consacrat anului
Nicolae Testemitanu (Chisindu, 2017).
Cuvinte cheie: izohidrafural, metiluracil, benzocaina, fluocinolon acetonid, unguent

combinat, activitate antibacteriand, optimizare, tehnologie, calitate, standardizare.



CONTINUTUL TEZEI

1. Particularitatile utilizarii medicamentelor combinate in terapia unor maladii

dermatologice

Bolile de piele sunt unele dintre cele mai raspandite maladii, care afecteaza anual
milioane de oameni la nivel mondial [1, 7]. Un studiu efectuat in Statele Unite ale Americii arata
ca, pe parcursul anului 2013, 85 milioane de pacienti au primit consultatic medicala pentru cel
putin o maladie cutanatd [8]. Prevalenta inaltd a bolilor de piele se datoreaza in primul rand
numarului mare si divers de afectiuni dermatologice, estimat actualmente de catre OMS cu
aproximativ 3000 [1, 7]. In ultimii ani plagile, arsurile, psoriazisul si dermatitele rimén a fi unele
dintre cele mai frecvente boli de piele [1, 7].

De-a lungul anilor, combinarea mai multor substante active intr-un singur medicament a
prezentat un interes in practica medicala [9, 10]. Astfel, au fost elaborate combinatii ale
substantelor medicamentoase in diverse forme farmaceutice pentru diferite scopuri: obtinerea
sinergismului, reducerea rezistentei la antibiotice, reducerea efectelor adverse, preturi mai mici
etc. [9]. Insd, principalul avantaj al terapiei combinate este marirea compliantei tratamentului
datorita comoditatii administrarii de catre pacient. Actualmente, se remarca si o crestere a
interesului fatd de terapia combinata locald in dermatologie. Astfel, exista deja multiple asocieri
ale antibioticelor de uz extern, glucocorticosteroizilor topici, cicatrizantelor, anestezicelor locale
etc. [10].

Literatura de specialitate arata o crestere a interesului fatd de medicamentele combinate.
In special acestea sunt utilizate in afectiunile dermatologice, tratamentul cirora este complex.
Administrarea unui singur medicament in loc de doua sau mai multe devine mult mai comoda
pentru pacient. De asemenea, se reduce si durata tratamentului, efectele terapeutice fiind atinse
mult mai rapid [9, 10].

In ultimii ani plagile, arsurile, psoriazisul si dermatitele riman a fi unele dintre cele mai
frecvente boli de piele asociate cu infectii. Tratamentul medicamentos al acestor afectiuni este
orientat Tn primul rand spre inliturarea tesuturilor devitalizate si a infectiei. In cazul unei
contamindri cu germeni bacterieni se administreazi antibiotice atat local, cat si sistemic. In
prezent, medicina se confruntd cu o instalare a rezistentei agentilor patogeni la majoritatea
antibioticelor. Tot mai des, cercetatorii din intreaga lume indeamna spre reorientarea atentiei
asupra substantelor medicamentoase antibacteriene [11]. Sunt recomandate de asemenea
medicamentele cu actiune regeneranta si cicatrizanta.

Datele din literatura de specialitate indicd faptul ca metiluracilul este utilizat in special
pentru actiunea regenerantd. Totodata este inofensiv la administrarea locald si poate fi asociat cu

izohidrafuralul din punct de vedere farmacologic. Pe o baza hidrofila, in care metiluracilul



poseda o biodisponibilitate mai mare, doza recomandatd este cuprinsa intre 3-5%, pentru
cercetarile ulterioare fiind selectata cea de 4% [1, 7].

Nu trebuie ignorata nici durerea, care apare imediat ce s-a format o plaga sau arsura si
intensitatea careia depinde de locul si suprafata afectatd. Pentru reducerea acesteia se recurge la
administrarea anestezicelor locale. Analiza mai multor surse bibliografice de specialitate indica
faptul cd, benzocaina manifestd cea mai lungd duratd a actiunii anestezice locale si toxicitate
redusd. Este asociatd cu diverse substante medicamentoase in mai multe forme farmaceutice
semisolide. Pe excipienti hidrofili, doza recomandata este intre 0,1 si 2%, in cercetarile ulterioare
fiind selectata cea de 1% [1, 7].

De asemenea se recomanda utilizarea corticoterapiei dermatologice pentru reducerea
inflamatiei si pruritului. Tn urma analizei bibliografice privind dermatocorticosteroizii, s-a ajuns
la concluzia ca, fluocinolonul acetonid in concentratia 0,025% are cea mai potentd actiune

antiinflamatoare, iar efectele adverse mineralocorticoide sunt reduse la zero [1, 7, 8].

2. Studiul pietii, preformularea, formularea-optimizarea si tehnologia unguentelor
combinate

2.1. Studiul sortimentului de medicamente dermatologice combinate autorizate in Republica

Moldova in perioada 2012-2017

Pe parcursul perioadei 2012-2017, in RM au fost finregistrate 205 denumiri de

medicamente de uz dermatologic, dintre care 47 au fost combinate. Desi pe piata farmaceutica a
RM au predominat medicamentele topice monocomponente (77,1%) fata de cele
multicomponente (22,9%), s-a atestat o crestere cu circa 57,0% a medicamentelor Tnregistrate
combinate de la 7 denumiri in 2012 la 47 denumiri in 2017 [12, 13]. Majoritatea medicamentelor
autorizate au fost din import, volumul productiei locale fiind de aproximativ 3 ori mai mic. Pe
parcursul perioadei 2012-2017, in tara noastra, au fost autorizate 36 denumiri de medicamente
combinate de uz extern, cutanat din importul a 13 tari, principalele fiind: Rusia, Ucraina si
Romania, impreuna constituind jumatate din productia existentd pe piatd. Producatorul autohton
cu cele mai multe medicamente dermatologice combinate a fost Farmaprim SRL — 8 denumiri,
fiind urmat de Universal-Farm SRL — 2 denumiri si Beta SRL — 1 denumire (Tabelul 2.1).



Tabelul 2.1. Medicamentele dermatologice combinate autohtone inregistrate in Republica
Moldova la 27.12.2017

Denumirea Denumirea Comuna Forma Data
. . < s s | a .. ... | CodATC
comerciala Internationala farmaceuticd | inregistrarii
Farmaprim SRL
. Dexpanthenol + <
Dixipantol Chiorhexidinum bigluconat Crema 09.08.2012 | DOBAC52
Glametazon | Betamethasonum + Acidum |0 o | 28022013 | DO7XCOL
salicylicum
. Chloramphenicolum +
Cloromicol Methyluracilum Unguent 20.03.2013 D06C
. Gudron de mesteacan + .
Wishnevsky Xeroform Liniment 20.03.2013 DO8AX
Chloramphenicolum +
. Methyluracilum+Sulphadi
Cloromicol-S metoxinum+Trimecaini Unguent 16.09.2013 D06C
hydrochloridi
Exocort Hydrocortisonum + Unguent | 24.022014 | DO7CAO1
Oxytetracyclinum
Zinci oxidum + Oleum
Jojoderm seminis Simmondsiae Unguent 28.05.2014 D02AB
chinensis
Kiyntopic | Clindamycinum + Benzoyl Gel 22.01.2015 | D10AF51
peroxidum
Universal-Farm SRL
Levobior Chloramg?glglcolum * Unguent 16.07.2013 D03AX
L-mecol Chloramphemgolum * Unguent 16.09.2013 D03AX
Methyluracilum
Beta SRL
Anticlayys | ¥ridum nitens + Acidum Solutie 1 5, 439013 | D11AF
salicylicum cutanata

Tn perioada 2012-2017, in RM au fost Tnregistrate medicamente dermatologice combinate
sub diferite forme farmaceutice, fiind predominate cele semisolide: unguente, creme si geluri.
Unguentele au ocupat aproape jumatate din arsenalul inregistrat. Acestea sunt urmate de creme,
geluri, solutii cutanate, acrosoli dermatologici si linimente [12, 13]. Majoritatea medicamentelor
dermatologice combinate au prezentat asocieri dintre antibiotice si corticosteroizi cutanati — 9
denumiri, la care se alatura 7 denumiri, care contin in plus si antifungice. Urmeaza combinatiile
dintre antibiotice si regenerante — 5 denumiri, la care se adauga inca 2 denumiri ce contin
suplimentar anestezice locale [12, 13]. De asemenea au fost inregistrate 2 denumiri ce contin
asocieri dintre antibiotice ale diverselor grupe farmacologice, dar si o denumire ce combind un
antibiotic cu un anestezic local.

Potrivit datelor obtinute, 55% medicamente dermatologice combinate inregistrate in RM
n perioada 2012-2017 au avut in componenta antibiotice, la care microorganismele pot dezvolta

rezistenta.
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O ectapa importantda la preformularea medicamentelor combinate este studiul
compatibilitatii fizico-chimice ale substantelor medicamentoase si excipientilor, care ar putea
interactiona, afectdnd stabilitatea si eficacitatea medicamentului [14, 15]. Studierea
compatibilitatii fizico-chimice a acestora ar permite ca intr-un timp foarte scurt sa fie
determinate posibilele interactiuni [14, 15]. Tn acest scop, au fost utilizate metodele DSC si
spectroscopia FTIR. Determinarile au fost realizate pe probele substantelor pure de substante
medicamentoase, pe excipientii individuali si pe amestecurile binare ale substantelor
medicamentoase si excipientilor in raport de 1:1 (m/m).

Interpretarea rezultatelor la aplicarea metodei DSC s-a efectuat cu ajutorul termogramelor
obtinute, prin care s-au evaluat: punctul de topire, temperatura minimului varfului endoterm,
temperatura inceputului descompunerii exoterme si temperatura maximului varfului exoterm [14,
15]. Valorile de temperatura la care au aparut evenimentele termice in termogramele DSC ale
amestecurilor binare dintre substante medicamentoase intre ele, dintre substante medicamentoase
si excipienti si dintre excipienti intre ei nu au prezentat modificari fatd de datele inregistrate in
termogramele DSC ale substantelor medicamentoase si excipientilor individuali.

Compatibilitatea fizico-chimica a substantelor medicamentoase si excipientilor a fost
confirmata si prin utilizarea metodei spectroscopice FTIR prin interpretarea spectrelor obtinute.
Prezenta acelorasi benzi de absorbtie caracteristice gruparilor functionale atat in spectrul fiecarei

substante pure, cat si in spectrul amestecului a demonstrat lipsa interactiunilor chimice [14, 15].

2.3. Formularea-optimizarea si elaborarea tehnologiei de preparare a unguentului combinat
cu continut de izohidrafural si metiluracil

Tn scopul determinarii compozitiei optimale a unguentului combinat de izohidrafural si
metiluracil (IHF+MTU) s-a folosit un plan experimental cu doi factori si trei nivele [16]. Tn
calitate de variabile independente s-au selectat: polietilenglicolul (PEG) 400 (nivelul de jos -1:
60%, nivelul de baza 0: 75% si nivelul de sus +1: 90%) si PEG 1500 (nivelul de jos -1: 10%,
nivelul de baza 0: 20% si nivelul de sus +1: 30%). Pentru optimizarea formuldrii unguentului
combinat IHF+MTU s-a aplicat Modde 13 software (Sartorius Stedim Data Analytics AB, Umea,

Sweden). Valorile experimentale obtinute ale variabilelor dependente sunt redate in tabelul 2.2.
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Tabelul 2.2. Design-ul factorial 3° si rezultatele experimentale

. . Vascozitatea
Nivelele Indice de la cea mai mics
Formularea _variabilelor consistenta, Vitezi de Activitatea
unguentului independente Pa*s" forfecare, cP*10? osmotici, %
X1 (%) | X2(%) | 22°C | 37°C | 22°C 37°C
F1 -1 -1 27,99 16,22 139,34 81,96 202,18
F2 0 -1 34,75 | 20,45 198,79 113,56 348,12
F3 +1 -1 33,01 | 19,44 | 193,67 | 101,93 301,07
Fa -1 0 30,14 16,75 176,51 101,41 301,10
F5 0 0 31,82 17,97 164,68 94,44 268,44
F6 +1 0 29,14 16,21 165,44 93,47 202,03
F7 -1 +1 38,01 22,36 232,54 135,22 361,33
F8 0 +1 28,34 16,67 158,33 87,96 201,11
F9 +1 +1 36,17 21,25 211,34 122,16 358,02

Studiul influentei factorilor de formulare asupra variabilelor dependente a aratat cresterea
vascozitatii, consistentei si proprietatilor osmotice ale formularilor hidrofile odata cu cresterea

greutatii moleculare a PEG-ului si a cantitatii de PEG 1500 (Fig. 2.1).

.
: 4
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PEG 400 [g) PEG 400 [g] PEG 400 [g]

a) vascozitate b) vascozitate ¢) indice de d) indice de e) activitate
22+0,1°C 37+0,1°C consistenti consistenti ncmatics
22+0,1°C 37+0,1°C

Fig. 2.1. Suprafetele de raspuns ale valorilor variabilelor dependente fati de valorile
variabilelor independente
Formularea optima a unguentului combinat IHF+MTU a fost calculata prin modulul de
optimizare a programului Modde. Astfel, potrivit datelor obtinute, cantitatea optima de PEG 400
(X1) a fost determinata a fi egala cu 76,7284% si a PEG-ului 1500 (X2) — 19,1829%.

2.4. Formularea-optimizarea si elaborarea tehnologiei de preparare a unguentului combinat
cu continut de izohidrafural, metiluracil si benzocaina

In scopul determinarii compozitiei optimale a unguentului combinat de izohidrafural,
metiluracil si benzocaind (IHF+MTU+BNZ) s-a utilizat design-ul factorial deplin 32 [16]. Tn
calitate de variabile independente s-au selectat PEG 400 (nivelul de jos -1: 60%, nivelul de baza
0: 70% sinivelul de sus +1: 80%) si PEG 1500 (nivelul de jos -1: 10%, nivelul de baza 0: 25% si
nivelul de sus +1: 40%). Valorile experimentale obtinute ale variabilelor dependente sunt redate
n tabelul 2.3.
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Tabelul 2.3. Design-ul factorial 3 si rezultatele experimentale

. . . Vascozitatea
Nivelurile Indice de la cea mai mics
Formulareg _variabilelor consiste:m“l, Vitezi de Activitatea
unguentului independente Pa*s forfecare, cP*10° osmotica, %
X1 (%) | X2(%) | 22°C | 37°C | 22°C 37°C
F1 -1 -1 27,73 | 15,89 | 126,67 74,51 202,25
F2 0 -1 41,50 | 20,37 | 180,72 | 103,24 348,67
F3 +1 -1 39,99 | 20,18 | 176,06 92,66 299,78
F4 -1 0 37,15 | 19,77 | 160,46 92,19 301,25
F5 0 0 38,55 | 20,09 | 171,19 98,92 303,94
F6 +1 0 30,69 | 16,14 | 150,40 84,97 202,15
F7 -1 +1 50,54 | 26,55 | 211,40 | 122,93 360,17
F8 0 +1 30,62 | 16,60 | 143,94 79,96 201,02
F9 +1 +1 53,59 | 24,77 | 192,13 | 111,05 361,12

Pentru optimizarea formuldrii unguentului combinat IHF+MTU+BNZ s-a aplicat
programul computerizat Design Expert software (versiunea 8.0.7). Suprafetele de raspuns denota
ca valorile vascozitdtii si indicelui de consistenta la cea mai mica vitezad de forfecare cresc
proportional cu marirea concentratieci de PEG 1500 si micsorarea cantititii de PEG 400, iar

valorile activitatii osmotice sunt direct proportionale cu cantitatea de PEG 1500 (Fig. 2.2).

2

A PEG40 S Do _ 8 PEGIS0  2° 0 - . -~
BpeG e A PEG &0 B: PEG 1500 . APEG4w |  BPEG1SM A PEG 400

B:PEG 1500

A PEG400

a) vascozitate b) vascozitate ¢) indice de d) indice de e) activitate
22+0,1°C 37+0,1°C consistenta consistenta nematic
22+0,1°C 37+0,1°C

Fig. 2.2. Suprafetele de raspuns ale valorilor variabilelor dependente fata de valorile
variabilelor independente
Cu ajutorul raspunsurilor planului experimental au fost determinate cantitatile optime de
PEG 400 — 75,92% si PEG 1500 — 18,98% necesare pentru prepararea unguentului combinat.
2.5. Formularea-optimizarea si elaborarea tehnologiei de preparare a unguentului combinat
cu continut de izohidrafural si fluocinolon acetonid
Pentru a stabili compozitia optimd a unguentului combinat de izohidrafural si fluocinolon
acetonid (IHF+FLAC) s-a utilizat design-ul factorial 32 [16]. Variabilele independente au fost
propilenglicolul (nivelul de jos -1: 3 g, nivelul de baza 0: 4 g si nivelul de sus +1: 5 g) si alcoolul
cetostearilic (nivelul de jos -1: 3 g, nivelul de baza 0: 5 g si nivelul de sus +1: 7 g). Pentru
optimizarea formularii unguentului combinat IHF+FLAc s-a aplicat programul computerizat

Design Expert software (versiunea 8.0.7) (Tabelul 2.4).
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Tabelul 2.4. Design-ul factorial 3 si rezultatele experimentale

. . . Vascozitatea
Formu leell.mle Ind.lce dev la cea mai mica < ee
larea _varlabllelor cons1s£e:1;a, Vitezi de Procentul cedarii
ungue independente Pas forfecare, cP*10
ntului X1 X2 0 0 0 0 Izohidrafural | Fluocinolon
(9) (9) 22°C 37C 22°C 37°C 90 min. acetonid 6 h
F1l -1 -1 37,154 | 12,405 | 97,684 | 36,179 81,86 68,69
F2 0 -1 33,963 | 11,238 | 84,317 | 31,229 89,86 71,17
F3 +1 -1 29,923 | 9,103 73,152 | 27,931 99,97 75,39
F4 -1 0 47,753 | 15,845 | 160,202 | 58,147 60,55 48,02
F5 0 0 45,499 | 15,052 | 156,998 | 49,445 64,19 51,29
F6 +1 0 41,879 | 13,839 | 133,502 | 43,298 71,32 53,09
F7 -1 +1 | 62,806 | 20,964 | 259,527 | 96,121 42,79 39,68
F8 0 +1 | 59,841 | 20,328 | 203,457 | 75,354 49,65 42,59
F9 +1 +1 54,576 | 18,109 | 193,844 | 71,794 54,57 44,29

Suprafetele de raspuns denota ca valorile vascozitatii si indicelui de consistenta la cea
mai mica viteza de forfecare cresc proportional cu marirea concentratiei de alcool cetostearilic si
micgorarea cantitatii de propilenglicol, iar procentul cedarii in vitro a substantelor
medicamentoase creste o datd cu marirea cantitatii de propilenglicol si scaderea cantitatii de
alcool cetostearilic (Fig. 2.3).

Cu ajutorul raspunsurilor planului experimental au fost determinate cantitdtile optime de

propilenglicol — 5,0 g si alcool cetostearilic — 3,0 g necesare pentru prepararea a 100 g unguent

BMndcsnsle T APregierghed] 8 Aol ceosed > APregiengied| B Mkoolchosmade % (S [T e— : A Prplesgica

d) indice de

combinat.

e) cedarea

a) vascozitate b) vascozitate ¢) indice de f) cedarea
22+0,1°C 37+0,1°C consistenta consistenta invitro a IHF invitro a
22+0,1°C 37+0,1°C FLAc

Fig. 2.3. Suprafetele de raspuns ale valorilor variabilelor dependente fati de valorile
variabilelor independente
3. Elaborarea metodelor de analiza ale unguentelor combinate

3.1. Analiza calitativa

Metode chimice. Au fost stabilite tehnicile de extractie ale substantelor medicamentoase
prin extractia repetata cu apa purificata. Pentru identificarea izohidrafuralului au fost selectate
reactiile chimice specifice derivatilor de 5-nitrofuran: cu hidroxid de sodiu si cu
dimetilformamida. Identificarea metiluracilului s-a efectuat prin reactia cu nitrat de argint in
mediul bazic [17]. Pentru benzocaina au fost ajustate reactiile chimice de formare a

azocolorantului si cu cloramina, iar pentru fluocinolon acetonid au fost selectate reactiile cu
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reactivul Fehling (solutia apoasa de sulfat de cupru asociata cu solutia apoasa de tartrat dublu de
sodiu si potasiu) si cu fenilhidrazina.

Metode fizico-chimice. Pentru determinarea identitatii si puritatii unguentelor combinate
au fost elaborate metodele spectrofotometrice UV-VIS. Pentru elaborarea tehnicii de extractie a
substantelor medicamentoase din unguentul combinat cu continut de izohidrafural si metiluracil
au fost cercetati mai multi solventi: apa purificata, solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/l,
dimetilformamida si amestecul format din solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/l si
dimetilformamida in raportul 1:3. Extractia repetatd cu dimetilformamida a satisfacut toate
cerintele pentru analiza calitativa si cantitativa a izohidrafuralului si metiluracilului, randamentul
de extractie fiind 99,8% [18]. Spectrele UV-VIS ale probelor de izohidrafural 5 pg/ml,
metiluracil 10 pg/ml inregistrate in regiunea 230-450 nm au prezentat un maxim de absorbtie
specific izohidrafuralului la 373+1 nm si 1 maxim de absorbtie caracteristic metiluracilului la
267+1 nm, identificate si pe spectrele UV-VIS ale solutiilor standard de substante
medicamentoase (Fig. 3.1).

Solutia standard e zohidrafural Spg/ml —— Solutiastandard de metiuraci 10pg/m

a) _ Solutia probé de zohidrafural Spg/m! 05 b) —— Solutia probd de metiuracil 10ug/ml
267

\k_ a1

T T T T T T T T T T
240 260 280 00 320 340 360 80 400 tiavelen gth (nm) 260 300 360 400 450 800 Wavelength (nm)

Fig. 3.1. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiilor standard si proba de
izohidrafural (a) si metiluracil 10 (b)

Pentru unguentul combinat cu continut de izohidrafural, metiluracil si benzocaina s-au
cercetat aceiasi solventi pentru extractie: apa purificata, solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/l,
dimetilformamida si amestecul format din solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/ll si
dimetilformamida in raportul 1:3. Ca urmare a determinarilor efectuate, dimetilformamida a fost
selectata in calitate de extragent.

Spectrele UV-VIS ale probelor de izohidrafural 8 pg/ml, metiluracil 16 pg/ml si
benzocaina 10 pg/ml Tnregistrate in regiunea 230-450 nm au prezentat maxime de absorbtie
specifice izohidrafuralului la 373+1 nm, metiluracilului la 261+1 nm si benzocainei la 286+1

nm, identificate si pe spectrele UV-VIS ale solutiilor standard (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiei proba (a) si solutiilor standard
de izohidrafural (b), metiluracil (c) si benzocaina (d)

Pentru unguentul combinat cu continut de izohidrafural si fluocinolon acetonid a fost
selectata apa purificata n calitate de solvent, servind si ca mediu de dizolvare in studiul cineticii
cedarii substantelor active din unguent. Spectrele UV-VIS ale probelor de izohidrafural 8 pg/ml
si fluocinolon acetonid 10 pg/ml inregistrate in regiunea 230-450 nm au prezentat maxime de
absorbtie specifice izohidrafuralului la 3731 nm, fluocinolonului acetonid la 240+1 nm, fiind
identificate si pe spectrele UV-VIS al solutiilor standard [19] (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiilor standard de izohidrafural (a),
fluocinolon acetonid (b) si solutiei proba ()

Metoda HPLC este una dintre cele mai des utilizate metode de analiza pentru formele
farmaceutice combinate [123]. Avand la bazd mecanismul separarii componentelor dintr-un
amestec, permite identificarea principiilor active si detectarea cu exactitate a impuritatilor [123].
La elaborarea metodelor HPLC de analiza a unguentului combinat de izohidrafural cu metiluracil
si unguentului combinat de izohidrafural, metiluracil si benzocaina s-a utilizat aparatul: Liquid
Chromatograph Agilent 1220 Infinity LC Technologies. S-a folosit coloana cromatografica

Nucleosil 100 C18, cu dimensiunile 4x150 mm, marimea particulelor 10 pm.
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In urma cercetarilor preliminare, amestecul de metanol si apa purificatd in raportul
25:75 a fost selectat ca faza mobila. Debitul fazei mobile a fost de 1,0 ml/minut. Detectia UV -
VIS a avut loc la lungimea de unda 260 nm. Temperatura coloanei cromatografice a fost
mentinuta la 30°C.

La elaborarea metodei HPLC pentru controlul calitdtii unguentului combinat cu continut
de izohidrafural si fluocinolon acetonid s-a utilizat cromatograful: Shimadzu HIGH Performance
liquid chromatograph LC-20 A. Pentru separarea cromatograficd s-a intrebuintat coloana
cromatografici: Nucleosil C18, cu dimensiunile 5x300 mm, marimea particulelor 2,6 um. in
urma cercetarilor preliminare, amestecul de acetonitril:apa purificata in raportul 40:60 a fost
selectat drept faza mobila. Debitul fazei mobile a fost de 0,4 ml/minut. Detectia UV-VIS a avut
loc la lungimea de unda 260 nm. Temperatura coloanei cromatografice a fost mentinuta la 30°C.

Preventiv s-a petrecut extractia substantelor active cu faza mobila. Pentru identificarea
principiilor active si depistarea impuritdtilor, s-au comparat cromatogramele solutiilor proba cu
cromatogramele solutiilor standard ale substantelor medicamentoase. Cromatogramele solutiilor
proba au prezent picuri cu timpi de retentie identice cromatogramelor solutiilor standard (Fig.
3.4, Fig. 3.5 si Fig. 3.6).
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Fig. 3.4. Cromatogramele solutiilor proba (a), placebo (b) standard de metiluracil (c) si
izohidrafural (d)
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Fig. 3.5. Cromatogramele solutiilor proba (a), placebo (b) standard de izohidrafural (c),
metiluracil (d) si benzocaina (e)
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Fig. 3.6. Cromatogramele solutiilor proba (a), placebo (b) standard de izohidrafural
(c) si fluocinolon acetonid (d)

3.2. Analiza cantitativd

Au fost elaborate si validate metodele spectrofotometrice UV-VIS si HPLC pentru
dozarea substantelor active din unguentele combinate [20].

Metodele spectrofotometrice UV-VIS si HPLC elaborate sunt liniare (valorile
coeficientului Pearson au fost mai mari de 0,999), selective (solutiile placebo nu au prezentat
maxime de absorbtie caracteristice substantelor medicamentoase), exacte (randamentul
recuperdrii a fost intre 85% si 105%), precise si robuste (valorile coeficientului de variatie au fost

mai mici de 2%). Substantele medicamentoase pot fi detectate si cuantificate In concentratii mici
(Tabelul 3.1, Tabelul 3.2).
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Tabelul 3.1. Rezultatele validarii metodelor spectrofotometrice UV-VIS de dozare a
substantelor medicamentoase din unguentele combinate

Unguentul combinat

Unguentul combinat

Parametrii de validare IHF+MTU" IHF+FLAC™
IHF MTU IHF FLAC
Limita de detectie, pg/ml 0,0197 0,0189 0,084 0,365
Limita de cuantificare, pg/ml 0,059 0,0057 0,254 1,107
Coeficientul Pearson 0,9995 0,9999 0,9997 0,9998
Randamentul recuperarii, % 100,01 99,24 99,65 99,94
Continutul de
Repetabilitate substantd, ¢ 0,104 4,000 0,099 0,0249
CV, % 1,661 0,596 0,015 0,86
Precizie Continutul de 0.105 3999 0.099 0.0249
intermediara | substantd, ¢ ' ' ' '
ziual CV, % 0,518 0,283 0,024 0,91
Precizie | Continutulde 0,106 3,993 0,099 0,0250
intermediara | substanta, g ’ ’ ' '
ziua 2 CV, % 0,883 0,136 0,0175 0,041
372 nm: 0,031 | 266 nm: 0,008 | 362 nm: 0,121 | 240 nm: 0,082
Robustete, CV, % 373nm: 0,052 | 267 nm: 0,005 | 363 nm: 0,050 | 241 nm: 0,662
374 nm: 0,032 | 268 nm: 0,006 | 364 nm: 0,031 | 242 nm: 0,134

Tabelul 3.2. Rezultatele validirii metodelor HPLC de dozare a substantelor

medicamentoase din unguentele combinate

Unguentul . Unguentul
.. . combinat Unguentul combinat combinat
Parametrii de validare IHE+MTU IHF+MTU+BNZ IHE+ELAC
IHE | MTU | IHF | MTU | BNZ | IHF | FLAc
Limita de detectie, pg/ml 0,075 | 14,642 | 0,003 | 0,316 | 0,011 | 0,086 | 0,00063
Limita de cuantificare, yg/ml | 0,023 | 44,368 | 0,0096 | 0,957 | 0,033 | 0,260 | 0,0019
Coeficientul Pearson 0,9998 | 0,9996 | 0,9996 | 0,9995 | 0,9991 | 0,9998 | 0,9998
Randamentul recuperarii, % 99,63 | 99,41 | 99,03 | 99,44 | 99,64 | 99,49 99,80
o Continutulde | 5999 | 4 0017 | 0,0099 | 3.993 | 0,999 | 0,0999 | 0,0249
Repetabilitate substanta, ¢
CV. % 0,055 | 0,066 | 0,124 | 0,094 | 0,061 | 0,503 | 0,245
_ Precizie. | Continutulde | 4 5999 | 39997 | 00998 | 3.998 | 0,993 | 0,0998 | 0,0250
intermediara substanta, ¢
ziua 1 CV. % 005 | 0,014 | 004 | 0007 | 0218 | 0,06 | 0,108
Precizie | Continutulde |4 5499 | 39997 | 00998 | 3,9976 | 0,992 | 0,0996 | 0,0249
) . substanta, g
intermediara :
ziua 2 CV, % 0,034 | 002 | 004 | 0057 | 0,065 | 0,022 | 0176
Robustete, CV, % 1087 | 1,351 | 1,679 | 1,077 | 0,720 | 0,521 | 0,079
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4. Standardizarea si evaluarea actiunilor antibacteriene, dermato-resorbtive si local-
iritante pentru unguentele combinate
4.1. Standardizarea unguentelor combinate

Unguentele combinate elaborate au fost supuse standardizarii in conformitate cu
prevederile Farmacopeei Europene editia 9.0 si Farmacopeei Romane editia a X-a [21].

Descriere. S-a determinat mirosul si culoarea unguentelor pe fond alb, la lumina zilei.
Unguentele combinate IHF+MTU si IHF+MTU+BNZ s-au prezentat de culoare galbuie si fara
miros. Unguentul combinat IHF+FLAC a fost de culoare alb-galbui si fara miros.

Omogenitate. Probele analizate ale celor trei unguente combinate nu au prezentat picaturi
sau aglomerari de particule [22].

pH. Valorile pH-ului celor trei unguente au corespuns cerintelor farmacopeice, care
trebuie sa fie cuprinse intre 4,5 si 8,5, deviatiile standard relative fiind mai mici de 1,0%.

Proprietati reologice. Caracterul nenewtonian si pseudoplastic al unguentelor combinate
a fost demonstrat prin trasarea reogramelor tensiunii de forfecare in functie de viteza de forfecare
la temperaturile 22°C si 37°C.

Sterilitate. Mediile de cultura ale unguentelor combinate IHF+MTU si IHF+MTU-+BNZ
nu au prezentat cresterea microorganismelor, probele fiind transparente.

Dozare. Rezultatele obtinute pentru cele trei serii ale unguentului combinat IHF+MTU au
fost in limitele admisibile si nu au depdsit abaterile admise: 5% pentru izohidrafural, +3%
pentru metiluracil, £3% pentru benzocaina si £7,5% pentru fluocinolon acetonid.

4.2. Cercetarea stabilitatii si determinarea termenilor de valabilitate pentru unguentele
combinate

Stabilitatea unguentelor combinate precum si stabilirea termenilor de valabilitate s-a
realizat prin metoda depozitarii Tn timp real, Tn conformitate cu prevederile ghidurilor ICH [23,
24]. Determinarile au avut loc pentru cate 3 serii de unguente combinate, care au fost ambalate in
recipiente din sticla intunecata si depozitate la loc ferit de lumina, la temperatura de 25+2°C si
umiditatea relativa de 60+5%. Periodicitatea testarii a fost 1a 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24 si 30 luni.

Descriere si omogenitate. Pe parcursul a 30 luni, unguentele combinate nu au prezentat
modificari ale aspectului, mirosului si omogenitatii.

pH. Pentru unguentele combinate s-au inregistrat pe parcursul a 30 luni valori ale pH-ului
n limitele admisibile.

Vascozitate. Timp de 30 luni nu au fost semnalate devieri semnificative ale valorilor
vascozitatii celor trei unguente combinate.

Identificare. Timp de 24 luni, pe cromatogramele HPLC ale celor trei serii ale

unguentelor combinate au fost detectate toate substantele active si valorile timpului de retentie s-
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au inclus in limitele admisibile. La 30 luni de la depozitare s-a atestat modificari ale formei
picurilor si valorilor timpului de retentie specifice metiluracilului, benzocainei si fluocinolonului
acetonid.

Dozare. Timp de 24 luni, pe cromatogramele celor trei serii ale unguentelor combinate au
fost detectate substantele active in concentratii corespunzatoare normelor stabilite. La 30 luni de
la depozitare s-a atestat micsorarea concentratiei metiluracilului, benzocainei si fluocinolonului
acetonid sub limitele admisibile, stabilindu-se termenii de valabilitate pentru unguentele
combinate de 24 luni.

4.3. Evaluarea acriunii antibacteriene in vitro a unguentelor combinate

Activitatea antibacteriand in vitro a unguentelor a fost determinata prin metoda dilutiilor
in serie in mediu nutritiv lichid: bulion peptonat din carne 2% la pH-ul 7,0. Solventul utilizat
pentru dizolvarea unguentelor a servit dimetilformamida. In calitate de referintd a servit
,Unguentul Izofural 0,1%” cu urmatoarea compozitie: izohidrafural — 0,1 g, tween 80 — 7 g,
alcool cetilic — 17 g, vaselina alba — 25 g, glicerol — 15 g si apa purificata pana la 100 g. Pentru
unguentul combinat IHF+FLAc, nu a fost posibil de a fi determinatd concentratia minima
bacteriostaticd, deoarece la amestecarea unguentului cu dimetilformamida si bulion peptonat din
carne a fost obtinuta o suspensie. Ulterior, dupa amestecarea suspensiei cu inoculatele de test-
culturi bacteriene cercetate, s-a format opacitate. Unguentul combinat IHF+MTU manifesta
activitate atat bacteriostatica, cat si bactericida fata de Staphylococcus aureus 209-P, fiind de 4
ori mai Tnalta fata de unguentul monocomponent de izohidrafural. Activitatea bactericida fata de
Enterococcus faecalis este de 2 ori mai mare decat a unguentului-control. Fata de bacteriile
Gram-negative cercetate, prezinta o activitate antimicrobiand mai pronuntatd. Pentru Escherichia
coli concentratia minima de inhibitie (CMI) este de 8 ori mai mare si concentratia minima
bactericida (CMB) este de 16 ori mai mare in comparatie cu unguentul monocomponent de
izohidrafural, iar pentru Proteus vulgaris CMI este de 2 ori mai mare comparativ cu cea a
unguentului martor. Unguentul combinat cu continut de izohidrafural si metiluracil inhiba
cresterea si poseda actiune bactericida fata de Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium si Enterobacter cloacae aproximativ la nivelul unguentului Izofural
(Tabelul 4.1).

Activitatea antibacteriand a unguentului combinat IHF+MTU+BNZ este foarte
asemanitoare cu cea a unguentului IHF+MTU. In comparatie cu unguentul monocomponent de
izohidrafural prezinta de asemenea avantaje. Astfel, fatd de Staphylococcus aureus 209-P
actiunile bactericida si bacteriostatica sunt de 4 ori mai inalte, fatd de Enterococcus faecalis CMI
este de 2 ori mai mare, iar CMB este de 4 ori mai mare. Fata de Escherichia coli prevaleaza

activitatea unguentului-control de 8-16 ori. Activitatea bactericida fata de Proteus vulgaris este
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de aproximativ 2 ori mai mare. Unguentul combinat cu continut de izohidrafural, metiluracil si
benzocaina prezintd actiune bactericida si bacteriostatica fata de Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium si Enterobacter cloacae apoximativ la
acelasi nivel precum unguentul Izofural (Tabelul 4.1).

Unguentul combinat IHF+FLAC manifesta o activitate antimicrobiana mai pronuntata fata
de unguentul cu continut de izohidrafural si putin mai joasd decat a celor doud unguente
combinate. Astfel, cea mai mare activitate bacteriostatici o poseda fatd de Staphylococcus
aureus 209-P, CMI fiind de 3 ori mai mare comparativ cu unguentul-martor. Fata de bacteriile
Gram-negative cercetate manifestd o activitate antimicrobiand mai mare pentru Pseudomonas
aeruginosa si Enterobacter cloacae. Astfel, CMI este de 1,5 ori si respective de 2 ori mai mare
comparativ cu unguentul de izohidrafural. Preparatul inhiba cresterea Salmonella typhimurium
aproximativ la nivelul unguentului-control. Fata de Enterococcus faecalis, Escherichia coli si
Klebsiella pneumonia unguentul actioneaza bacteriostatic in concentratia 83,33 pg/ml (Tabelul
4.1).

Tabelul 4.1. Activitatea antibacteriani a unguentelor combinate ale izohidrafuralului si a
unguentului lIzofural

Concentratia Minima Bactericida, pg/ml
Concentratia Minimé de Inhibitie, pg/ml
Unguent 5 _
taphylo Enteroc | Escheri Klebsiel | Pseudo Salmone Enteroba
coccus . la monas Proteus lla
occus chia . . . cter
aureus X X pneumo | aerugin | vulgaris | typhimur
faecalis coli . . cloacae
209-P nia 0sa ium
Izohidrafural 0,97 62,50 3,90 62,50 31,25 7,80 83,33 83,33
si metiluracil 0,97 7,80 3,90 31,25 31,25 7,80 83,33 83,33
'ZO?.'ldraﬂ?lra'f 0,97 62,50 | 4,10 | 6250 | 3125 | 7,90 83,33 | 83,33
metiuracii st g 97 7,80 3,90 | 31,25 | 31,25 7,80 83,33 | 83,33
benzocaini
Izohidrafural |, 5, 83,33 | 8333 | 8333 | 20,83 | 1560 | 8333 | 41,66
si fluocinolon ) - - - : : : :
acetonid
1zofural 3,90 250,0 62,50 62,50 31,25 15,60 83,33 83,33
3,90 15,60 31,25 31,25 31,25 7,80 83,33 83,33

4.4. Evaluarea actiunilor local-iritante si dermato-resorbtive ale unguentelor combinate

Tn experienta au fost luate 12 grupuri de sobolani albi cu masa corporali de aproximativ
200 grame. In fiecare grup au fost inclusi 4 masculi si 4 femele. Grupul de control a fost
constituit din 8 sobolani (4 masculi si 4 femele) nesupusi tratamentului. Unguentele s-au aplicat
zilnic, timp de 7 zile pe un sector de piele, prealabil depilat in regiunea dorsala (3x3 cm) prin
frictionarea timp de 2-3 minute cu ajutorul unei spatule de plastic, fara a provoca hiperemie

cutanata (Tabelul 4.2).
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Tabelul 4.2. Modul de aplicare a unguentelor combinate

Unguentul Numirul Numirul de Cantitatea

combinat grupului animale unguentului aplicat, g

1 4 femele 0,25

Izohidrafural si 2 4 masculi 0,25

metiluracil 3 4 femele 0,50

4 4 masculi 0,50

. 5 4 femele 0,25

fqz?lllirraazlﬁll 6 4 masculi 0,25

benzocain?; ! 4 femele_ 0,50

8 4 masculi 0,50

. . 9 4 femele 0,25

Izaﬂlgéﬁfgfg; h 10 4 masculi 0,25

acetonid 11 4 femele_ 0,50

12 4 masculi 0,50

Pe intreaga perioadd de experienta s-a determinat starea generald a animalelor,
particularitatile comportamentului, intensitatea si caracterul activitdtii motorii, Intrebuintarea
hranei, apei, ritmul si frecventa respiratiei, starea invelisului pielos si a mucoaselor vizibile.
Prezenta actiunii local-iritante a unguentelor a fost evaluatd prin verificarea modificarii culorii,
turgorului si elasticitatii cutanate, prezenta sau absenta fisurilor si exfolierii, aparitia la locul
aplicarii a hiperemiei, edemelor, ingrosarea pielii. Prezenta durerii in regiunea cutanatd de
aplicare a unguentelor a fost evaluata prin urmarirea reactiei animalelor la palparea locului
aplicarii. In urma cercetirilor unguentele combinate nu au manifestat actiune local-iritanti. La
aplicarea unguentelor timp de 7 zile si in urmatoarele 14 zile de supraveghere, nu s-au atestat
schimbari la locul aplicarii. De asemenea nu s-a atestat durere in regiunea cutanata prelucrata cu
unguente. Analiza actiunii dermato-resorbtive a unguentelor combinate a aratat ca unguentele s-
au absorbit usor prin pielea sobolanilor si nu au fost semnalate simptome de intoxicatie timp de 7

zile de aplicare si pe parcursul a 14 zile de supraveghere a animalelor.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. Studiul sortimentului de medicamente dermatologice combinate in Republica Moldova, in
perioada 2012-2017 denota prezenta pe piata farmaceutica a 205 denumiri de medicamente,
dintre care doar 22,9% combinate, 76,6% din import si 55% dintre ele cu continut de cel putin
1 antibiotic, ceea ce evidentiazd necesitatea elaborarii de noi remedii combinate

antibacteriene autohtone fiara antibiotice.

2. In urma analizei datelor obtinute la aplicarea metodelor DSC si spectroscopie FTIR pentru
studiul compatibilitdtii fizico-chimice a substantelor active si a excipientilor, s-a constatat
lipsa interactiunilor fizico-chimice dintre substante medicamentoase, dintre excipienti si

dintre substante medicamentoase cu excipienti.
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3. Studiile de optimizare a compozitiilor unguentelor combinate prin aplicarea planurilor
experimentale au contribuit la determinarea cu exactitate a cantitatilor optime ale
excipientilor: PEG 400 — 76,7284%, PEG 1500 — 19,1829% pentru unguentul izohidrafural si
metiluracil;, PEG 400 — 75,92%, PEG 1500 — 18,98% pentru unguentul izohidrafural,
metiluracil si benzocaina; propilenglicol — 5,0 g, alcool cetostearilic — 3,0 g pentru unguentul

combinat izohidrafural si fluocinolon acetonid.

4. Pe baza datelor experimentale s-a demonstrat ca analiza calitativa (identificare si puritate) a
unguentelor combinate poate fi realizatd prin metodele chimice (reactii de identificare ale
substantelor active) si fizico-chimice elaborate (spectrofotometria UV-VIS si HPLC), iar
pentru analiza cantitativd s-au elaborat si validat metodele: spectrofotometria UV-VIS si
HPLC, acestea fiind liniare in diapazonul concentratiilor cercetate (valorile coeficientului
Pearson>0,999), selective, exacte (valorile randamentului recuperarii au fost intre 85 — 105%),

precise si robuste (valorile coeficientului de variatie < 2%).

5. Parametrii de standardizare ai unguentelor combinate: descriere, omogenitate, pH, proprietati
reologice, dozare, stabilitate si sterilitate se includ in limitele admise de Farmacopeea
Europeana ed. 9.0 si Farmacopeea Romana ed. X. Studiile de stabilitate efectuate in timp real,
la temperatura de 25+2°C si umiditatea relativa de 60+5%, au permis stabilirea termenilor de

valabilitate de 24 luni pentru fiecare unguent combinat.

6. Rezultatele evaluarii activitatii antibacteriene in vitro denotd ca toate cele trei unguente
combinate au prezentat o activitate antimicrobiand mai pronuntatd comparativ cu unguentul
de izohidrafural, cea mai mare actiune bactericida fiind fata de Staphylococcus aureus 209-P
(CMB fiind de 0,97 pg/ml pentru unguentele IHF+MTU si IHF+MTU+BNZ si 1,3 pg/ml
pentru unguentul IHF+FLAC). Cercetarile preclinice au demonstrat lipsa actiunii local-
iritante, iar examinarea efectului dermato-resorbtiv a aratat ca unguentele s-au absorbit usor

prin pielea sobolanilor fara a produce semne de intoxicatie.

7. Au fost elaborate proiectele Regulamentelor Tehnologice de Producere si proiectele
Monografiilor Farmacopeice pentru cele trei forme farmaceutice: Unguent combinat cu
continut de izohidrafural si metiluracil, Unguent combinat cu continut de izohidrafural,
metiluracil si benzocaina si Unguent combinat cu continut de izohidrafural si fluocinolon

acetonid.
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In baza cercetarilor efectuate, se propun urmatoarele recomandiri:

. Metodele si rezultatele obtinute la etapele de preformulare si formulare-optimizare sa fie
utilizate in Laboratorul de tehnologie farmaceutica si transfer tehnologic al Centrului Stiintific
al Medicamentului din cadrul Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie “Nicolae
Testemitanu”, precum si 1n departamentele de cercetare-dezvoltare a Tintreprinderilor

farmaceutice, pentru elaborarea altor combinatii medicamentoase.

. Metodele de analiza si standardizare elaborate sa fie utilizate in cadrul laboratoarelor de
control a calitatii medicamentelor, dar si in departamentele de cercetare-dezvoltare a

intreprinderilor farmaceutice, care poseda ca tematica studierea medicamentelor combinate.

. Metodele aplicate si rezultatele obtinute sa fie utilizate in procesul de instruire a studentilor
facultatii de Farmacie la disciplinele de profil farmaceutic: Tehnologie farmaceutica
magistrald, Chimie farmaceutica, Controlul medicamentelor si Elaborarea medicamentelor si
cercetare farmaceutica, precum si 1n cadrul perfectionarii cursantilor-farmacisti la ciclurile:

Actualitati in tehnologia farmaceutica si Actualitati in controlul calitatii medicamentelor.

. Drept directii viitoare de cercetare se recomandd continuarea studiilor preclinice pentru
medicamentele combinate elaborate, in teza fiind determinate actiunile dermato-resorbtive si

local-iritante ale unguentelor.
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ADNOTARE

Donici Elena ,,Elaborarea, analiza si standardizarea formelor farmaceutice
combinate cu continut de Izohidrafural”, teza de doctor in stiinte farmaceutice,
Chisinau, 2020.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie (155 de titluri), 33 anexe, 129 pagini de text de baza (pana la bibliografie), 41 figuri,
39 tabele. Rezultatele obtinute au fost publicate in 23 lucrari stiintifice si prezentate la 15
forumuri stiintifice.

Cuvinte cheie: izohidrafural, metiluracil, benzocaina, fluocinolon acetonid, unguent
combinat, activitate antibacteriana, optimizare, tehnologie, calitate, standardizare.

Scopul studiului: elaborarea, analiza, standardizarea, determinarea activitatii
antibacteriene, actiunilor local-iritante si dermato-resorbtive ale unguentelor combinate ale
izohidrafuralului cu substante medicamentoase regenerante, anestezice locale si
dermatocorticosteroizi.

Obiectivele studiului: evaluarea medicamentelor dermatologice combinate pe piata
farmaceutica a Republicii Moldova in perioada 2012-2017; studii de preformulare, formulare-
optimizare si elaborarea tehnologiei de producere a unguentelor combinate; elaborarea si
validarea metodelor de analizd; standardizarea si studiul stabilitdtii unguentelor combinate;
evaluarea activitatii antibacteriene si actiunilor dermato-resorbtive si local-iritante pentru
unguentele combinate; elaborarea proiectelor Monografiilor Farmacopeice si Regulamentelor
Tehnologice de Producere pentru unguentele combinate.

Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru prima datd au fost elaborate unguente
combinate noi pentru tratamentul diferitor afectiuni dermatologice infectate cu germeni
bacterieni; au fost elaborate si validate metodele de analiza si standardizare pentru unguentele
combinate; s-au efectuat cercetari privind activitatea antibacteriana si actiunile local-iritante si
dermato-resorbtive.

Problema stiintifica solutionata: elaborarea unguentelor combinate noi cu continut de
substante medicamentoase cu actiuni terapeutice diferite: antibacteriand, antiinflamatoare,
anestezica locald si regenerantd. Desi aceste medicamente nu contin antibiotice, prezintd o
activitate antibacteriand mai inaltd fata de bacterii, datorate izohidrafuralului, care este un derivat
nou al nitrofuranului de productie autohtona cu o toxicitate mai joasa.

Semnificatia teoretica: generalizarea etapelor si metodelor utilizate in cercetarile de
preformulare, formulare-optimizare, control al calitatii, standardizare si aprecierea stabilitatii
unguentelor combinate elaborate.

Valoarea aplicativa: rezultatele obtinute contribuie la marirea compliantei tratamentului
unor afectiuni dermatologice infectate cu germeni bacterieni prin utilizarea unguentelor
combinate.

Implementarea rezultatelor stiintifice: au fost elaborate proiectele Monografiilor
Farmacopeice si proiectele Regulamentelor Tehnologice de producere pentru cele trei forme
farmaceutice: unguent combinat cu continut de izohidrafural si metiluracil, unguent combinat cu
continut de izohidrafural, metiluracil si benzocaind si unguent combinat cu continut de
izohidrafural si fluocinolon acetonid. Rezultatele au fost implementate in sectia Forme
magistrale a Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin® al USMF ,Nicolae
Testemitanu” si in cadrul Departamentului Managementul Calitatii a S.A. Farmaco.
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AHHOTALMS

Jonu4 Enena "Pa3padorka, aHaJu3 U CTAHAAPTH3ALUSI KOMOMHHUPOBAHHBIX
JIEKapCTBEHHBIX (DOPM, colep:kaluuX u3ornapodypai', 1uccepranusi Ha COMCKAHUE
y4eHOH cTeneHH 10KTOpa ¢papmaneBTHYecKuX HayK, Kummnes, 2020.

CTpyKTypa QuccepTanum: BBEJICHHE, YEThIPE IJIaBbl, 0OIINE BBIBOBI U PEKOMEHAALINH,
oubmmorpadus (155 wucrounukoB), 33 npuinoxenus, 129 cTpaHUIl OCHOBHOTO TEKCTa (IO
oubnmmorpadum), 41 pucynko, 39 tabmui. Pesymbrarel ObUM OMyOTMKOBAaHBI B 23 HAYYHBIX
paboTax u mpeacTaBieHbl Ha 15 HaydyHBIX opyMax.

KaroueBble ciaoBa: wusoruapadypan, MeTwiypanui, OeH30KawH, (DIyoIMHOJIOH
alleTOHHU], KOMOWHHpOBAaHHAs Ma3b, aHTHOAKTEpHalbHAas AKTHUBHOCTb, ONTHMH3AINS,
TEXHOJIOTUsl, KaUe€CTBO, CTaHAapTU3ALIUA.

Henr wuccaemoBanmsi:  pa3zpaboTka, aHanIM3, CTaHAApTU3AlMs,  OINpEAeTIeHHE
aHTHOAaKTepHaAIbHON aKTHBHOCTH, MECTHO-PA3/IPaKaloIEro U 1epMaTope30pOTUBHOTO JIEHCTBUS
KOMOMHHUPOBAaHHBIX Ma3ei u3oruapodypana ¢ pereHepaTUBHbIMHU, MECTHBIMU aHECTETHKaMU U
JI€pMaTOKOPTUKOCTEPOHNIaMHU JIEKAPCTBEHHBIMU BEILIECTBAMHU.

3agaum  MccieJOBaHMS: BbIUKUCICHHE KOMOMHUPOBAHHBIX JEpMATOJIOTHYECKHX
npenapaToB Ha (¢apmaieBTudeckoM pbiHKe PecrmyOnmuku Monnosa B mepuon 2012-2017 rr.;
Mpe/BaApUTENIbHbIE  UCCIEOBaHHUM, (QOpPMYIMpPOBAaHUE-ONTUMUZMPOBAHUE U pa3paboTka
TEXHOJIOTUU MPOU3BOJCTBA KOMOMHHPOBAHHBIX Mased; pa3paboTka W BaluAalUs METOJOB
aHaJlM3a; CTaHJIapTU3alMs M UCCIEJOBaHHE CTaOMIBHOCTH KOMOMHHPOBAHHBIX Masei;
omnpejieieHue aHTUOAKTEPUATbHOM aKTUBHOCTM U KOXKHO-PE30POTHBHOIO U MECTHO-
pazapaxaroliero AecTBusl KOMOMHUPOBAHHBIX Masel; pa3paboTka mpoektoB dapmakoneiHbIx
crateit u Texnonornyeckux PermamenToB [Ipon3BoacTBa KOMOMHHUPOBAHHBIX Ma3ei.

Hayynasi HOBHM3HA M OPHIMHAJBHOCTB. BIIEPBbIE ObUIM pPa3pabOTaHbl HOBBIE
KOMOMHUPOBaHHbIE Ma3M JUIsl JICUEHHMsS Ppa3IMYHBIX JEpMATOJOIMUYECKMX 3a00jeBaHUI
MHOUIMPOBAaHHbIE OakTepusMHU; pa3paboTaHbl W  BAIUAMPOBAHBl METOJbl AHANIM3A M
CTaHJApPTU3allMM KOMOMHMPOBAHHBIX Ma3eH; MPOBEICHBI HCCIIECAOBAaHUS aHTHOAKTEpUATIbHON
aKTUBHOCTH U MECTHOTO pa3pa’karollero 1 AepMaTo-pe30pOTUBHOIO ACHCTBUS.

Hayynass npobiiema, pemaemMass B  HMCCJIEI0OBaHMHU.  pa3paboTKa  HOBBIX
KOMOMHUPOBaHHbIX  Ma3ed,  coJepKalluxX  JIEKAPCTBEHHbIE  BELIECTBA  PA3IMYHOIO
TEpaNeBTUYECKOTO0  JCHCTBUA:  aHTUOAKTEpHAIbHOE, IPOTHBOBOCHAIMTEIBHOE, MECTHOE
o0e300MBarolee U perenepupytoee. [laxke eciiu 3TU npenaparsl He COAEpKaT aHTUOMOTHKOB,
OHM  MpPOSBISIIOT  OoJjiee  BBICOKYIO  aHTUOAKTEpUAIbHYIO  aKTMBHOCTb,  OJjarojaps
n3oruapadypainy, HOBbIM POU3BOAHBIN HUTPO(ypaHa MECTHOTO MPOU3BOJCTBA ¢ 00Jiee HU3KOH
TOKCUYHOCTBIO.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTB: OOOOIEHHE 3TAlOB M METOAOB MCIIOJIb3YyEMBIX B
[IPEBAPUTENILHBIX HCCIEJOBAHUAX, (OPMYIUPOBAHUU-ONTUMU3ALNY, KOHTPOJII KadyecTsa,
CTaHJAPTU3ALMH U OLEHKA CTAOMIILHOCTH pa3padOTaHHbIX KOMOUHUPOBAHHbBIX Ma3eil.

IIpakTHyeckass 3HAYMMOCTb: IIOJYYEHHbIE pE3yJIbTaThl MOTYT CIOCOOCTBOBAThH
MOBBIIICHUIO JICYEHUS] HEKOTOPBIX JEepMaTOIOTMYECKUX 3a0ojeBaHMi HMH(UUIUpPOBaHHbIE
OaKTepUsIMHU C HCIIOJIb30BaHHMEM KOMOMHUPOBAHHBIX Ma3eH.

BHenpenune Hay4HbIX pe3yJbTaToOB: ObLIM pa3paboTaHbl MpoekThl dapmaxomneiHbIX
crateil u mpoekTel TexHonoruueckux PermamenTtoB IlpousBojcTBa Tpex (hapMareBTHUECKUX
¢dopm: n3oruapadypaibHas 1 METHIIYpalMIoOBas Ma3b, H30ruaApadypanbHas, METUITypalIoBas
u OeH30KalfHas Ma3b U u3oruapadypaibHass U (QIyOILMHOJIOH alleTOHHMJHas Ma3b. Pe3ynbTaThl
ObUIM BHEJpEHBl B OT/AeNe MaructpaibHblX (GOpM YHHUBEpcUTeTckoro PapmareBTH4ecKoro
Lentpa “Bacune Ilpoxomumun”, 'YM® “Huxonae Tectemunany” u B Otaene YnpasiieHus
KauectBom A. O. @apmako.
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ANNOTATION

Donici Elena ""Elaboration, analysis and standardization of combined pharmaceutical
forms containing isohydrafural'*, PhD thesis in pharmaceutical sciences,
Chisinau, 2020.

Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
references (155 titles), 33 annexes, 129 basic text pages (up to references), 41 figures, 39 tables.
The obtained results were published in 23 scientific papers and presented in 15 scientific forums.

Keywords: isohydrafural, methyluracil, benzocaine, fluocinolone acetonide, combined
ointment, antibacterial activity, optimization, technology, quality, standardization.

Aim of the study: elaboration, analysis, standardization, determination of antibacterial
activity, local-irritant and dermato-resorbtive actions of the combined ointments of isohydrafural
with regenerative, local anesthetics and dermatocorticosteroids drug substances.

Study objectives: evaluation of combined dermatological drugs on the pharmaceutical
market of the Republic of Moldova in the period 2012-2017; studies of pre-formulation,
formulation-optimization and elaboration of technology of production of combined ointments;
development and validation of analysis methods; standardization and study of the stability of
combined ointments; evaluation of antibacterial activity and dermato-resorbtive and local-irritant
actions of combined ointments; elaboration of the projects of Pharmacopoeial Monographs and
the projects of Technological Regulations of the combined ointments.

Scientific novelty and originality: for the first time, new combined ointments were
developed for the treatment of different dermatological diseases infected with bacterial germs;
the methods of analysis and standardization of combined ointments were developed and
validated; the research of antibacterial activity and dermato-resorbtive and local-irritant actions
were performed.

The scientific solved problem: the development of new combined ointments, containing
drug substances with different therapeutic actions: antibacterial, anti-inflammatory, local
anesthetic and regenerative. Although these drugs do not contain antibiotics, they have a higher
antibacterial activity due to isohydrafural, which is a novel derivative of nitrofuran from local
production with a lower toxicity.

Theoretical significance: the generalization of stages and methods used in pre-
formulation, formulation-optimization, quality control, standardization and real-time stability of
combined ointments.

Applicative value: the obtained results contribute to the increase of compliance of the
treatment of dermatological diseases infected with bacterial germs by using combined ointments.

Implementation of the scientific results: the projects of Pharmacopoeial Monographs
and the projects of Technological Regulations of production of three dosage forms were
elaborated: isohydrafural and methyluracil combined ointment, isohydrafural, methyluracil and
benzocaine combined ointment and isohydrafural and fluocinolone acetonide combined
ointment. The results were implemented at the Department of Dosage Forms of the University
Pharmaceutical Center “Vasile Procopisin” of State University of Medicine and Pharmacy
“Nicolae Testemitanu” and at the Department of Quality Management of JSC Pharmaco.
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