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ADNOTARE

Livia Uncu. ELABORAREA PRODUSELOR FARMACEUTICE COMBINATE
UTILIZATE IN TERAPIA AFECTIUNILOR URECHII

Teza de doctor habilitat in stiinte farmaceutice, Chisinau, 2024

Structura tezei: introducere, 5 capitole, inclusiv review-ul literaturii, materiale si metode, 3 capitole
originale, concluzii si recomandari, bibliografie din 378 de titluri, 22 Anexe, 205 pagini de text de baza, 87
figuri, 53 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 135 de lucrari stiintifice, inclusiv 1 monografie, 1
manual de baza, 4 recomandari metodice.

Cuvinte cheie: afectiunile urechii, produse combinate, picaturi auriculare, capsule, preformulare,
optimizare, analiza, standardizare, metode instrumentale, eficacitate, inofensivitate.

Scopul cercetirii: Prezenta lucrare are ca scop studiul preclinic complex privind elaborarea unor
produse farmaceutice combinate sub forma de picaturi auriculare si capsule pentru tratamentul afectiunilor
urechii.

Obiectivele cercetarii: 1. Evaluarea pietei farmaceutice autohtone a produselor auriculare. 2.
Argumentarea teoreticd si experimentald a metodologiei de elaborare a combinatiilor cu doza fixa de
medicamente cu aplicatie in tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii. 3. Cercetarea compatibilitatii si
a stabilitatii principiilor active IHF, MU, CIP, EC, UVB, NIC, PIR si extract uscat de paducel in combinatii
picaturilor auriculare cu IHF si MU, cu CIP, EC si UVB si a capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP. 5.
Optimizarea formularii si elaborarea tehnologiei de fabricatie, a metodelor de analizd, standardizarea
picaturilor auriculare si a capsulelor combinate elaborate. 6. Studii de inofensivitate prin determinarea
toxicitdtii acute si a ototoxicitdtii picaturilor auriculare si a capsulelor combinate elaborate.7.Cercetarea
activitatii antimicrobiene si antifungice pentru picaturile auriculare. 8. Evaluarea activitatii antioxidante a
capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP.

Rezultatele principial noi pentru stiintii si practicii: In rezultatul acestui studiu complex au fost
elaborate, analizate si standardizate trei produse farmaceutice combinate originale pentru terapia maladiilor
auriculare. In premiera au fost combinate si cercetate sub aspect de compatibilitate fizico-chimica si
stabilitate substantele medicamentoase: CIP, EC, UVB, NIC, PIR, EP, IHF, MU, sub forma de amestecuri
mecanice $i cu substantele auxiliare si elaborate compozitii noi, originale de picaturi auriculare si capsule
combinate, destinate tratamentului complex a otitelor, otomicozei si surditatii. Au fost elaborate si validate
noi metode si tehnici de analizd concomitentd a principiilor active din formele farmaceutice. Produsele
elaborate au fost standardizate si s-a elaborat DAN pentru normarea calitatii. S-a demonstrat eficacitatea si
inofensivitatea preclinica a preparatelor combinate elaborate.

Semnificatia teoretici a cercetirii: Au fost fundamentate cunostintele teoretice referitor la
metodologia si abordarea stiintifica a procesului de elaborare a medicamentelor combinate si au fost
obtinute cunostinte conceptuale noi privind compatibilitatea unor substante medicamentoase concrete intre
ele si cu excipientii, noi metode de analiza, fiind creat un suport teoretic pentru o abordare interdisciplinara
si conceptuala sistemicd in aspect de cercetare farmaceuticd a procesului de elaborare a produselor
farmaceutice combinate.

Valoarea aplicativa: Pentru fortificarea si completarea arsenalului de medicamente in tratamentul
afectiunilor urechii au fost elaborate si cercetate multilateral trei produse farmaceutice combinate sub forma
de picaturi auriculare si capsule, care au fost standardizate. Rezultatele studiului au fost aplicate in procesul
didactic, in procesul de cercetare si activitatea practica.

Implementarea rezultatelor stiintifice: In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Documente
analitice de normare a calitatii (3 Monografii farmacopeice si 3 Regulamente tehnologice), curriculum ale
disciplinelor si recomandari metodice pentru procesul didactic de instruire a studentilor si rezidentilor la
facultatea de Farmacie. Rezultatele cercetarilor realizate au fost implementate in cadrul departamentelor de
cercetare/dezvoltare a intreprinderilor autohtone de producere, in activitatea stiintifico-practica a Centrului
Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin” si a laboratoarelor Centrului Stiintific al Medicamentului a
Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.



AHHOTAIUA

JInBusi Yuky. PA3SPABOTKA KOMBUHUPOBAHHBIX ®PAPMAIIEBTUYECKUX
MPEIAPATOB, UCITIOJIb3YEMbBIX B TEPATIMU 3ABOJIEBAHUM YXA

Juccepranus 10KTOpa XaduauTaT papmManeBTHYeCKUX HayK, Kumunes, 2024 r.

CrpykTypa AmnccepTanMM: BBEJCHHE, 5 IMIaB, BKIIOYAs 0030p JMTEpaTypbl, MaTepUalbl U METObI, 3
OpUTMHANBHBIE TJIaBbl, BRIBOJIBI M PEKOMEHAAIMH, Onbnrorpadus u3 378 HanmeHoBaHHH, 22 npuioxeHus, 205
CTpaHMI] OCHOBHOT'O TEKCTa, 87 pUCYHKOB, 53 Tabmu1. [lomydeHHbIe pe3yIbTaThl OMyOIHMKOBaHbI B 135 HayYHBIX
pabotax, BKIounTeNbHO | MoHOrpadum, 1 6a30BoM yueOHMKE, 4 METOANYECKUX PEKOMEHIALHSX.

KnroueBble cioBa: 3a0oneBaHusi yxa, KOMOWHHMPOBaHHBIC TpENapaThl, YIIHbIC KaIUTH, KarCyJbl,
npedopMyIHpoOBaHKe, ONTUMU3ALNS, aHATIN3, CTAHAAPTU3ALMs, 3P QEeKTUBHOCTD, OE3BPEAHOCTS.

Heap wucciaenoBaHusi: KOMIUIGKCHOE IOKIMHHUYECKOE HCCIENOBAaHUE M0 pa3padOTKe HEKOTOPBIX
KOMOWHHPOBaHHBIX TIPENapaToB B BUAE YIIHBIX KaIelb U Karlcy /s JieueHus! 3a001eBaHmid yXa.

3amaun uccaemoBanusi: 1. OmeHka OTEYECTBEHHOTO (apMaleBTUUECKOTO PBIHKA aYPUKYISIPHBIX
npenapatoB. 2. TeopeTHYecKkoe 1 IKCIICPUMEHTAIBHOE 00OCHOBAHUE METOIOJIOTMH Pa3paOd0OTKU KOMOMHAIMN
¢ (UKCUPOBAHHOM NTO30M AJIsI MPUMEHEHHS B JICYCHHH OTHTOB, OTOMHUKO30B U TyXoThl. 3. WccnenoBanue
COBMECTUMOCTH U CTa0MILHOCTH JCHCTBYIOIIHX BEIECTB U30rHA(ypaia, MeTHITypaluia, THIpogIIOKCaliHA
THAPOXJIOPY/IA, SKOHA30lla HUTpaTa, dPUPHOro Macia Oa3wivka, HUIEProjMHA, MHUpaneraMa U CyXoro
IKCTpakTa OOSpHIIIHUKA B KOMOWHALIMAX B BHIE MexaHW4yeckux cmeceil. 4. HccnemoBanusi 10
NpeIBAPUTENLHON  (DOPMYIIMPOBKE € H3ydeHHeM (hapMaleBTHYECKOH JOCTYNHOCTH YINHBIX Kameidb C
m3oruapadypaioM U METHIypaluaoM, C THAPOXJIOPHIOM UHUIpO(IOKCAllMHa, HUTPATOM DKOHA30/1a |
3¢HUpHBIM MaclioM O0a3WiiKa, a Takke KOMOWHHMPOBAHHBIX KallCyll ¢ HHUILEPrOJIMHOM, MUpaleTaMOM H
9KCTPAKTOM OOSIPBIITHUKA. 5. ONTHMH3AIHS PEIENTYPhl U pa3pad0TKa TEXHOJIOTUH MPUTOTOBIICHHS, METOJIOB
aHaJIN3a, CTaHAAPTHU3AINS Pa3pad0TaHHBIX KOMOWHHUPOBAHHBIX YIIHBIX Karenlbs u Karcynl. 6. VccnenoBanus
0e3BpeHOCTH TIyTEM  OIpENeNeHUs] OCTPOH TOKCHYHOCTH M OTOTOKCHYHOCTH  Pa3pabOTaHHBIX
KOMOWHHPOBaHHBIX YIIHBIX Karelb W Karcyn 7. VcciemoBaHue aHTUMHUKPOOHOW M MPOTHBOIPHOKOBOM
AKTUBHOCTH YIITHBIX Kanenb. 8. MccnenoBanne aHTHOKCHIAHTHON aKTUBHOCTH KOMOMHHPOBAHHBIX KarCyll C
HUIEPTOJIMHOM, MTUPAIIETAMOM U SKCTPAKTOM OOSIPBIIITHUKA.

IIpyHIUNUAIBLHO HOBBIE Pe3yabTaThl A HAYKM M NPAKTHKM: B pE3yJIbTaTe IPOBEICHHOIO
KOMILIEKCHOTO HCCIIEIOBaHMs pa3paboTaHbl, MPOaHATM3UPOBAHbI ¥ CTAHIAPTUZUPOBAHBI TPU OPUTHHAIBHBIX
KOMOWHHPOBaHHBIX  (papMalleBTUUECKUX Tperapara uis Tepamud 3a0oneBaHuii  yxa. Brepsoble
CKOMOMHHUPOBAHHBI M UCCIIEI0BAHbI HA PU3UKO-XUMHYECKYIO COBMECTUMOCTD U CTA0MIIBHOCT JIEKAPCTBEHHBIE
BEIECTBA: UMPOQIIOKCAIMHA THAPOXJIOPH], SKOHA30JIa HUTPAT, 3QUpHOE OAa3UITMKOBOE Maciio, HUIEPrOJIUH,
nHpareraM, SKCTPAKT OOSIPBIITHUKA, WU30THApadypal, METHIypaluil, B BUJIE MEXaHWYECKUX CMEced M CO
BCIIOMOTaTENbHBIMH BEIIECTBAMU UM pa3paboTaHbl HOBbIE OPUTHWHAJIBHBIE COCTABBI YIITHBIX Kallellb U KarlCyll,
npe/THa3HAYEHHBIX JIs1 KOMIUIEKCHOTO JIGYEHHS] OTUTOB, OTOMUKO30B U TITyXOThI. Pa3paboTaHbl HOBBIE METO B
Y METOJIMKH OJTHOBPEMEHHOT'O aHAITN3a JISHCTBYIOIIHUX BEIIECTB B JIGKAPCTBEHHBIX (JOpMaX, KOTOPBIE TIPOIILIA
BayMalo. Pa3pabotanHble mpenapaThl ObUIM CTaHAAPTH3UPOBAHBL, a JUII HOPMHUPOBAHHS KadecTBa OblIa
paspaborana HAJI. Ilokazanma poximmHWYeckas d(GHEKTHBHOCT ©  0E30MacHOCTh  pa3pabOTaHHBIX
KOMOWHHMPOBAHHBIX TIPETIAPATOB.

Teopernyeckas 3HAYUMOCTH MCCI€OBAHUSA: OOOCHOBAHBI TEOPETUYECKHIE 3HAHUS O METOAOJIOTHH U
Hay4YHOM TOJIXOJIE K MpoIieccy pa3paboTKH KOMOHMHUPOBAHHBIX JICKAPCTBEHHBIX CPEJICTB M MOTYYSHBI HOBBIE
KOHIIETITyaJIbHbIE 3HAHHWS O COBMECTHMOCTH OTHENBHBIX JIEKAPCTBEHHBIX BEIMIECTB APYT C JOPYIrOM H CO
BCTIIOMOTaTEbHBIMHI BEIIECTBAMH, HOBBIX METO/IaX aHajM3a, CO3/IaHbI MPENIOCHUTKH U TEOPETUIECKOTrO
o0ecriedeHns] MEXKIUCIMIUIMHAPDHOTO ¥ CHCTEMHOTO  KOHIIENTYalbHOTO TMOAXOAa B  MpoIecce
(bapMareBTHIECKOTO UCCIIEIOBaHHMS IO pa3padoTKe KOMOMHUPOBAHHBIX (hapMalleBTUIECKHUX TIPENapaToB.

IIpuknaxHoe 3HAYEHHE: [T TOTIOTHEHNS apCeHAA JIEKAPCTBEHHBIX CPENICTB MPH JICUEHUH 3a00IeBaHN I
yxa pa3paboTaHbl, UCCIIENIOBAHBI U CTaH/IAPTU3UPOBAHBI TPH KOMOWHUPOBAHHBIX TIperiapaTa B BHAE YIIHBIX
Kamenb W Karcysl. Pe3ynbTaTel McciemoBaHusl BHEAPEHBI B YUYEOHBINM IMPOIECCE, B HCCIENOBATENbCKOW U
IIPAKTUYECKON IEATEILHOCTH.

BHepeHne Hay4YHBIX Pe3yJIbTATOB: HA OCHOBAaHWH IMOTYYECHHBIX pe3yibratoB paspadorana HAJL (3
(apmakorieiiHple CTatbi M 3 TEXHOJOTMYECKUX pErjlaMeHTa), y4eOHble MPOrpaMMbl JUCHUIUIMH M
METOMYECKNE PEKOMEHANH UISl CTYACHTOB, PE3UIICHTOB (papMarieBTHUEeCKOro (axynbrera. Pe3ymbraTs
UCCIICIOBAHUI BHEIPEHBl B HAY4HO-HUCCIEHOBATENbCKUX OT/AENAX OTEUYECTBEHHBIX IPOM3BOJCTBEHHBIX
NPENPUITUNA, B HAYYHO-IIPAKTUYECKYIO JAEATEIbHOCTh YHUBepcuterckoro ®apmarieBTudeckoro ILleHTpa
«Bacummii [Ipoxkonmmma» u B Jaboparopusx Hayamoro Ilentpa mo JlekapctBam [ocymapcTBeHHOTO
Menummnackoro u @apmarieBTuecKoro Y Hupepcurera uM. Huxonae Tecmemuyany.



ABSTRACT

Livia Uncu. DEVELOPMENT OF COMBINED PHARMACEUTICAL PRODUCTS USED IN
THE THERAPY OF EAR DISEASES

Thesis of habilitated doctor in pharmaceutical sciences, Chisinau, 2024

Thesis structure: introduction, 5 chapters, including literature review, materials and methods, 3 original
chapters, conclusions and recommendations, bibliography of 378 titles, 22 appendices, 205 pages of basic text,
87 figures, 53 tables. The obtained results are published in 135 scientific papers, including 1 monograph, 1 basic
textbook, 4 methodical recommendations.

Key words: ear diseases, combined products, ear drops, capsules, preformulation, optimization, analysis,
standardization, instrumental methods, efficacy, harmlessness.

Purpose of the research: the purpose of this work is the complex preclinical study regarding the
development of some combined pharmaceutical products in the form of ear drops and capsules for the treatment
of ear diseases.

Obijectives of the research: 1. Evaluation of the domestic pharmaceutical market of auricular products. 2.
Theoretical and experimental argumentation of the methodology for the development of fixed dose combinations
with application in the treatment of otitis, otomycosis and deafness. 3. Researching of the compatibility and
stability of the active principles isohydrfural, methyluracil, ciprofloxacin hydrochloride, econazole nitrate,
volatile basil oil, nicergoline, PIR and dry hawthorn extract in combinations in the mechanical mixtures. 4.
Preformulation studies with evaluation of the pharmaceutical availability of ear drops with isohydrafural and
methyluracil, with ciprofloxacin hydrochloride, econazole nitrate and volatile basil oil, and combined capsules
with nicergoline, PIR and hawthorn extract. 5. Optimization of the formulation and development of
manufacturing technology, analysis methods, standardization of ear drops and elaborated combined capsules. 6.
Harmlessness studies by determining the acute toxicity and ototoxicity of the ear drops and of the developed
combined capsules. 7. Research of the antimicrobial and antifungal activity for the ear drops. 8. Evaluation of
antioxidant activity of combined capsules with nicergoline, PIR and hawthorn extract.

Fundamentally new results for science and practice: as a result of this complex study, three original
combined pharmaceutical products for the therapy of ear diseases were developed, analyzed and standardized.
For the first time, medicinal substances were combined and investigated in terms of physico-chemical
compatibility and stability: ciprofloxacin hydrochloride, econazole nitrate, volatile basil oil, nicergoline, PIR,
hawthorn extract, isohydrafural, methyluracil, in the form of mechanical mixtures and with the auxiliary
substances, and developed new, original compositions of ear drops and combined capsules, intended for the
complex treatment of otitis, otomycosis and deafness. New methods and techniques for simultaneous analysis
of active principles from pharmaceutical forms were developed and validated. The developed products were
standardized and AND was developed for quality regulation. The preclinical efficacy and safety of the developed
combined preparations have been demonstrated.

Theoretical significance of the research: the theoretical knowledge regarding the methodology and the
scientific approach to the process of developing combined medicines were substantiated and new conceptual
knowledge was obtained regarding the compatibility of certain medicinal substances with each other and with
excipients, new analysis methods, being created a theoretical support for an interdisciplinary and systemic
conceptual approach in the pharmaceutical research aspect of the process of developing of combined
pharmaceutical products.

Applicative value: in order to strengthen and complete the arsenal of medicines in the treatment of ear
diseases, three combined pharmaceutical products in the form of ear drops and capsules were developed and
multilaterally researched and standardized. The results of the study were applied in the didactic process, in the
research process and the practical activity.

Implementation of the scientific results: based on the obtained results, analytical quality standardization
documents (3 Pharmacopoeia monographs and 3 technological regulations), curriculum of the disciplines and
methodical recommendations for the didactic training process of students, residents of the faculty of pharmacy
were developed. The results of the researches were implemented within the research/development departments
of local production enterprises, in the scientific-practical activity of the Vasile Procopisin University
Pharmaceutical Center and the laboratories Scientific Centre for Drug Research of the Nicolae Testemitanu State
University of Medicine and Pharmacy.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate

Este cunoscut faptul, ca tratamentul cu un singur medicament, care vizeaza o anumita tinta
nu mai este considerat a fi unul optimal in tratarea si gestionarea multiplelor maladii complexe,
cum ar fi HIV/SIDA, diabet, boli cardiovasculare si altele. Si tot mai multe studii de specialitate
releva potentialele avantaje ale utilizarii produselor farmaceutice multicomponent. Aceste avantaje
se datoreaza directionarii multi-tinta, raportului fix de doze in combinatiile de medicamente, care
concomitent au capacitatea de a reduce multitudinea factorilor de risc fara a creste rata efectelor
adverse. Drept obiective de baza in dezvoltarea unor combinatii de medicamente cu doze fixe pot
fi considerate asa concepte, ca tratamentul a doua boli inrudite, precum si tratamentul insuficient
al unor categorii de pacienti cu doze optime de monoterapie.

In prezent, medicamentele multicomponent reprezinta aproximativ o treime din
medicamentele utilizate in practica generala si o cincime din terapia spitaliceasca. Pretinsele
dezavantaje ale unor astfel de produse sunt deja in mare parte teoretice sau doctrinare, iar
discriminarea impotriva medicamentelor combinate este discutabila si nu ar trebui sa impiedice 0
zona potential utila de cercetare terapeutica. Mai multe produse combinate recente au realizat
progrese notabile in terapie si sugereaza, ca acest lucru ar putea fi extins fara a implica mari costuri
in procesul de elaborare. Numarul de produse multicomponent cu doze fixe elaborate anual a
crescut de la 12 in 1980 la 25 in 1990 si la 58 in 2000 [207, 94].

Medicamentele multicomponent trebuie sa corespunda anumitor criterii: principiile active
individuale ar trebui sa actioneze prin mecanisme diferite, fiind capabili sa asigure efect aditiv sau
sinergism de actiune prin reducerea dozelor necesare ale agentilor individuali; farmacocinetica lor
nu trebuie sa fie foarte diferita; asocierea componentelor nu trebuie sa manifeste o toxicitate
supraadaugata. Terapia cu mai multe componente poate parea mai costisitoare decat mono-terapia
pe termen scurt, dar are economii semnificative pe termen lung, cauzate de rata mai mica de esecuri
in tratament, dezvoltarea mai lenta a rezistentei, care invoca in consecinta costurile mai mici de
tratament [38].

Succesul in crearea si dezvoltarea medicamentelor combinate necesita o abordare
multilaterala incluzand urmatoarele: 1) paradigme de tratament in zona terapeutica; 2) complianta
pacientului si impactul medicatiei personalizate; 3) variabilitatea pietei si a preturilor; 4)
dezvoltarea preclinica, farmaceutica si producerea industriala; 5) competitia de proprietate
intelectuala; si 6) strategii de dezvoltare si de reglementare clinica [24].

Procesul de elaborare a medicamentelor combinate este unul extrem de complex si specific,
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fiind influentat de numarul de componente, proprietatile fizico-chimice individuale,
incompatibilitatea principiilor active sau interactiunea lor, diferente in profilurile de cedare,
dimensiunea diferita a particulelor, dificultati in elaborarea metodelor de analiza, etc. Toate aceste
aspecte sunt specificate in principalele ghiduri europene si ale FDA privind combinatiile cu doze
fixe de medicamente [79, 80, 291].

Pentru viitor se prognozeaza aplicarea tot mai mare a terapiei cu produse farmaceutice
multicomponent, avand ca scop un tratament de corectie pe termen lung, prin elaborarea unor
forme farmaceutice cu sisteme complexe de eliberare a principiilor active pentru a minimaliza
toxicitatea medicamentului, a reduce complicatiile de supradozare si, in cele din urma pentru a
creste complianta pacientului.

Aspectele expuse se refera totalmente si la o ramurda mai ingusta a medicinei —
otorinolaringologia (ORL), in special maladiile urechii. Cresterea alarmanta in ultimele decenii a
numarului de persoane, care se confrunta cu diverse probleme ale aparatului auditiv genereaza
discutii si cercetari in vederea sporirii eficacitatii tratamentului medicamentos. Scheme si metode
de tratament cu diverse combinatii medicamentoase sunt aplicate si in ORL, iar volumul
indicatiilor terapeutice depinde de etapa maladiei: in faza acuta preponderent farmacoterapie
etiotropa si simptomatica, inclusiv cu preparate combinate; in faza subacuta — diverse manipulari
invazive si terapie medicamentoasa cu includerea in complex a imunomodulatoarelor; in cazul
unui proces cronic se adauga metodele chirurgicale si remedii medicamentoase complexe. Astfel,
intensitatea si calitatea terapiei la fiecare etapa determina succesul tratamentului, iar
farmacoterapia contemporana a afectiunilor ORL impune utilizarea preparatelor antibacteriene,
antifungice, antiinflamatoare, desensibilizante, imunomodulatoare si simptomatice combinate
[333, 358].

Aproximativ 7 mil de oameni anual pe Glob (2,57%) cauzeaza infectii ale urechii. La peste
50% din pacientii diagnosticati cu infectii auriculare se atesta si o infectare micotica secundara a
organelor ORL, fiind in corelare cu zona geografica, conditiile climatice sau mediul de viata
(temperatura, umiditate relativa), anotimp. Afectarea micotica primara a organelor ORL la fel este
extrem de actuala. Conform datelor OMS, 20% din populatia globului, adica fiecare a cincea
persoana, este afectata de o infectie micotica. Aceasta se datoreaza varietatii si raspandirii vaste a
fungilor in natura. [351, 316]. Este destul de dificil de a stabili metode eficiente de tratament ale
afectiunilor micotice auriculare, in pofida administrarii remediilor medicamentoase contemporane
antimicotice, deoarece acestea sunt provocate de fungile conditionat-patogene ale genului
Candida, Aspergillus, Penicillium, Scopulariopsis, Mucor, care dezvolta otomicoze numai in

prezenta factorilor predispozanti. De asemenea micozele adesea se asociaza cu o infectie secundara
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insotita si de manifestarile inflamatiei [49].

In Republica Moldova incidenta totala prin bolile urechii se afli la cote sporite. Potrivit
statisticilor oficiale, prevalenta generala ale afectiunilor inflamatorii ale urechii constituie, anual,
105 la 10 000 de locuitori. Pana la 1,5%—4% din populatie sufera de diferite forme ale otitei medii
cronice supurate. Cel putin 30% din populatie macar o data in viata a suferit de puseu de otita
medie acuta [217].

Surditatea si pierderea auzului sunt o problema de sanatate de proportii pandemice si se va
agrava pe masura ce populatia lumii imbatraneste. Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii
(OMS), peste 1,5 miliarde de oameni, sau 1 din 5 din populatia globala, sufera de pierdere a
auzului. Acest numar va creste la aproape 2,5 miliarde pana in 2050, cel putin 700 de milioane
dintre acesti oameni se confrunta cu o pierdere a auzului invalidanta (pierderea auzului mai mare
de 35 de decibeli) [108].

In Republica Moldova aceasta problemi este actuald si impune dificultati in solutionarea
unor aspecte ale patologiei date, cum ar fi diagnosticul genetic si corijarea precoce ale formelor
genetice de surditate. La evidenta specialistilor in republica sunt peste 2000 copii si peste 10 000
adulti cu surditate senzorineurala [1].

Dificultatea identificarii mecanismului de aparitie a surditatii a determinat imposibilitatea
stabilirii, pana in prezent, a unui tratament eficient, care sa asigure cu certitudine o recuperare
auditiva satisfacatoare dupa administrare. Se utilizeaza scheme de tratament simptomatic cu
aplicarea remediilor vasodilatatoare, antiinflamatoare, neurotonice, antivirale, antioxidanti s.a.
Astfel se impune necesitatea realizarii unor noi cercetari in vederea perfectionarii strategiei
terapeutice a sindromului de hipoacuzie senzorineurala [132, 220, 358].

Studierea pietei farmaceutice autohtone si mondiale a demonstrat lipsa unor combinatii cu
doze fixe destinate tratamentului surditatii si prezenta unui numar foarte redus de medicamente
combinate utilizate in tratamentul otitelor si otomicozelor. Majoritatea din ele se prezinta sub
forma de unguente sau creme, si doar un numar mic de remedii se prezinta sub forma de picaturi
auriculare (forma farmaceutica topica indicatda pentru tratamentul infectiilor bacteriene si
micotice). In dependenta de etiologia, patogeneza si localizarea maladiei auriculare, una dintre
cele mai des utilizate forme farmaceutice pentru tratamentul acestor afectiuni sunt picaturile

auriculare combinate [202].

Scopul cercetirii
Studiul preclinic complex privind elaborarea unor produse farmaceutice combinate sub

forma de picaturi auriculare si capsule pentru tratamentul afectiunilor urechii.
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Obiectivele cercetarii
1. Evaluarea pietei farmaceutice autohtone a produselor auriculare;
2. Argumentarea teoretica si experimentala a metodologiei de elaborare a combinatiilor cu doza
fixa de medicamente cu aplicatie in tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii;

3. Cercetarea compatibilit

il si a stabilitatii principiilor active izohidrafural (IHF), metiluracil

-

at
(MU), clorhidrat de ciprofloxacina (CIP), nitrat de econazol (EC), ulei volatil de busuioc
(UVB), nicergolina (NIC), piracetam (PIR) si extract uscat de paducel (EP) in combinatii sub
forma de amestecuri mecanice;

4. Studii de preformulare cu evaluarea disponibilitatii farmaceutice a picaturilor auriculare cu
IHF si MU, cu CIP, EC si UVB, si a capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP.

5. Optimizarea formularii si elaborarea tehnologiei de fabricatie, a metodelor de analiza,
standardizarea picaturilor auriculare si a capsulelor combinate elaborate;

6. Studii de inofensivitate prin determinarea toxicitatii acute si a ototoxicitatii picaturilor
auriculare si a capsulelor combinate elaborate.

7. Cercetarea activitatii antimicrobiene si antifungice pentru picaturile auriculare;

8. Evaluarea activitatii antioxidante a capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP.

Ipoteza de cercetare

Pornind de la actualitatea tematicii investigate, elaborarea unor preparate medicamentoase
combinate originale, care ar solutiona o buna parte din problemele evidentiate este de o importanta
majora, fiind si o contributie complexa in cercetarea farmaceutica autohtona. Astfel, ideea unei
etiologii vasculare a surditatii brusc instalate, ca fiind una dintre cele mai probabile, cunoscuta
fiind vascularizatia de tip terminal a cohleei si dependenta acesteia de un singur ram terminal al
arterei labirintice, precum si afectarea directa a nervului auditiv in hipoacuzia senzorineurald a
condus la argumentarea asocierii unui agent vasodilatator cu unul nootrop, precum si potentarea
actiunii acestora prin asocierea cu un antioxidant de origine vegetala cu tropism asupra celulelor
neuronale. Asocierea infectiilor bacteriene cu cele fungice dicteaza necesitatea combinarii unei
substante antibacteriene si a unui antifungic intr-o forma topica, pentru atingerea unui efect
terapeutic complex. Tratamentul complex al otitelor necesita o combinatie dintre un antibacterian

sl un regenerant, care ar facilita procesul de vindecare a leziunilor cauzate de supuratie.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare

Principiile de cercetare multidisciplinara in farmacie au constituit bazele metodologice
pentru acest studiu [59, 79].

In corelare cu conceptele de medicatie moderna a patologiilor ORL [50] si principiile
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generale ale metodologiei cercetarii stiintifice farmaceutice (drug developement) [366, 213] au
fost fundamentate conceptele de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de principii active in
domeniul ORL, in premierad pentru Republica Moldova. Principiile de compatibilitate fizico-
chimica, farmacologica si terapeutica a substantelor medicamentoase in combinatii [79] au servit
ca reper pentru elaborarea schemei de principiu de cercetare/elaborare/dezvoltare a unui produs
farmaceutic combinat (Figura 2.3).

A fost aplicat cu succes conceptului de Calitate prin Proiectare (Quality by Design, QbD)
in proiectarea inteligenta, asistata de calculator (Computer Intelligent Drug Formulation Design)
a formularilor farmaceutice. Metodologia QbD permite o abordare sistematica a dezvoltarii
medicamentelor pentru a imbunatati calitatea prin metode analitice si de gestionare a riscurilor in
timpul proiectarii, dezvoltarii si productiei de noi medicamente. La baza abordarii QbD sta
principiul imbunatatirii continue. Strategia de implementare QbD pledeaza pentru o abordare
sistematica a dezvoltarii produsului, incepand cu obiective predefinite si punand accent pe
controlul produsului si intelegerea proceselor bazate pe stiinta solida. Design-ul Experimentelor
(DoEs) si Metodologia Suprafetelor de Raspuns (RSM) sunt componente valoroase ale acestei
paradigme pentru a produce un spatiu de proiectare pentru variabilele de intrare ale formularii.

Ghidurile Europene cu referire la studiile de inofensivitate si principiile studiilor de
toxicitate au servit ca baza metodologica pentru realizarea cercetarilor preclinice [210].

In studiile analitice si tehnologice au fost utilizate substante medicamentoase, excipienti,
standardele de referinta de calitate farmacopeica, cu certificate de calitate, fiind procurate de la
companii autorizate. In studiile de optimizare a formularilor s-au utilizat tehnici de analiza a
suprafetelor de raspuns (Response Surface Methodology RSM), tehnici de analiza statistica
regresionala, factoriala, etc. pentru reducerea variabilitatii produselor finale. In cercetarile
orientate spre studierea proprietatilor fizico-chimice, de compatibilitate si de stabilitate, precum
si de preformulare, formulare si standardizare au fost elaborate tehnici de determinare specifice
produselor cercetate, cu utilizarea metodelor fizico-chimice: analiza termica DSC, difractie cu raze
X, spectrometria de masa, cromatografia in strat subtire (CSS), cromatografia de lichide de inalta
performanta (HPLC), cromatografia de gaze (GC), spectroscopia FT-IR, spectrofotometria UV-
VIS. Au fost aplicate metode farmacopeice de evaluare a calitatii si standardizare pentru picaturi
auriculare si capsule. Validarea metodelor de analiza si studiile de stabilitate au fost realizate in
conformitate cu ghidurile ICH si rigorile Farmacopeii Europene [123, 124, 125, 82].

Rezultatele cantitative au fost prelucrate prin metode statistice, conform prevederilor
Farmacopeii Europene, folosind modele matematice: MS Excel 2007, Prisma 3, MPM, Origin Lab

8.0. Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice descriptive, cu valorificarea
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parametrilor statistici: media, intervalul de incredere 95% (CI), mediana (Me), abaterea standard
(SD), abaterea intercuartila (IQR), valoarea minima (Xmin) si maxima (Xmax). S-a aplicat testul
Shapiro-Wilk pentru normalitatea distriburiei datelor, iar testele Kruskal-Wallis si ANOVA s-au
utilizat pentru aprecierea semnificariei diferengelor intre grupuri. Calculele au fost efectuate,
folosind IBM SPSS Statistics, versiunile 24 si 26.

Sumarul capitolelor tezei

Teza este scrisa in limba roméana si contine urmatoarele compartimente: adnotare (in trei
limbi), cuprins, lista de tabele, lista de figuri, lista abrevierilor, introducere, cinci capitole,
concluzii si recomandari, bibliografia cu 378 de surse, 22 Anexe. Lucrarea este prezentata pe 406
pagini, inclusiv 205 pagini — text de baza, ilustrata cu 87 figuri si 53 tabele.

Introducerea include partile componente in conformitate cu cerintele stabilite: actualitatea
si importanta temei abordate, cu elucidarea celor mai importante realizari in cercetarea si
dezvoltarea medicamentelor combinate prin prisma avantajelor, particularitatilor de elaborare si
aplicarii in tratamentul maladiilor ORL; scopul si obiectivele cercetarii; ipoteza de cercetare;
sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare; sumarul capitolelor tezei
cu scopul de a prezenta succint imaginea asupra structurii tezei; problema stiintifica solutionata,;
noutatea si originalitatea stiintifica; semnificatia teoretica; valoarea aplicativa a lucrarii;

implementarea rezultatelor stiintifice; aprobarea rezultatelor stiintifice.

Capitolul 1, intitulat ,,Cercetarea i utilizarea produselor farmaceutice combinate” este
0 sinteza a celor mai recente realizari in domeniul cercetarii produselor farmaceutice combinate la
nivel international si national. Capitolul este structurat in trei subcapitole, si vizeaza
particularitatile de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente, modalitatile de
cercetare a compatibilitatii substantelor medicamentoase in combinatii, importanta cercetarilor
farmacotehnologice ale produselor combinate cu aplicatie topica si perorale, precum si specificul
abordarii procesului de analiza si standardizare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente. A
fost elucidat aspectul de utilizare a combinatiilor cu doze fixe in terapia infectiilor bacteriene si
fungice ale urechii si hipoacuziei senzorineurale. Un accent deosebit a fost pus pe principiile de
selectare a substantelor active pentru elaborarea produselor farmaceutice combinate, fiind
caracterizate medicamentele cu potential de utilizare din clasele nitrofuranilor cu actiune
antibacteriana topica, regenerantelor cu aplicare topica, fluorchinolonelor in tratamentul infectiilor
auriculare, antifungicelor cu actiune topica in tratamentul otomicozelor, vasodilatatoarelor si
nootropelor in terapia surditatii, precum si a produselor de origine vegetala antibacteriene,

antifungice si antioxidante cu specific in farmacoterapia afectiunilor auriculare.
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Capitolul 2 ,,Materiale si metode de cercetare” expus in 5 subcapitole, traditional
cuprinde descrierea metodologiei cercetarilor in domeniul elaborarii medicamentelor, bazata pe
abordarea sistemica a conceptului ,,Quality by Design”. In acest capitol au fost descrise materialele
folosite in procesul de elaborare a formelor farmaceutice auriculare (substante medicamentoase,
substante farmaceutice auxiliare, standarde de referinta, reagenti, solventi). Sunt descrise metodele
de analiza aplicate in procesul de cercetare si aparatajul utilizat, cu specificarea locului de petrecere
a analizelor/cercetarilor, precum si metodele de studiu preclinic (toxicitate acuta, ototoxicitate,
actiune antibacteriana si antifungica, actiune antioxidanta) a produselor farmaceutice elaborate si

metodele statistice de evaluare a rezultatelor obtinute.

Capitolul 3 ,Preformularea, optimizarea si tehnologia produselor farmaceutice
combinate pentru tratamentul unor afectiuni auriculare” debuteaza cu o analiza in ansamblu a
pietei preparatelor auriculare combinate, realizata pe parcursul a zece ani, cu un accent pe
sortimentul de produse otologice din tara si de peste hotare. Capitolul cuprinde o expunere a
rezultatelor etapei de preformulare a produselor elaborate, cu descrierea studiilor de
compatibilitate a substantelor active intre ele si cu excipientii prin metode DSC, FTIR si difractie
cu raze X; a cercetarilor de biodisponibilitate in vitro in procesul de preformulare si a procedurilor
de elaborare a picaturilor auriculare cu continut de IHF si MU pentru tratamentul otitelor
supurative, a picaturilor auriculare cu continut de EC, CIP si UVB pentru tratamentul otomicozelor
si a capsulelor combinate pentru tratamentul hipoacuziei senzorineurale cu continut de PIR, NIC
si extract uscat de paducel. Totodata, sunt expuse rezultatele optimizarii formularilor cu aplicarea
metodologiei de Drug Design (prin utilizarea softului Design Expert: design factorial si analiza
suprafetelor de raspuns) si tehnologia de preparare a picaturilor auriculare si a capsulelor

combinate.

Capitolul 4 ,,Analiza si standardizarea formelor farmaceutice elaborate: picaturi
auriculare si capsule combinate” include totalitatea metodelor analitice elaborate pentru
identificarea, controlul puritatii, determinarea cantitativda a principiilor active din formele
farmaceutice - picaturi auriculare si capsule combinate: identificarea principiilor active prin reactii
chimice si metode fizico-chimice, studii de puritate prin cromatografie pe strat subtire, dozarea
prin metodele spectrofotometrica UV-Vis, HPLC, GC, validarea metodelor de dozare in
conformitate cu ghidurile ICH. In acest capitol un loc aparte ii revine studiilor de stabilitate prin
metode accelerate si in timp real a celor trei produse combinate elaborate, cu determinarea
termenului de valabilitate. La finele capitolului este redat procesul de standardizare a formelor

farmaceutice in conformitate cu rigorile farmacopeice si elaborarea DAN pentru cele trei produse:
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Monografii farmacopeice si Regulamente de producere.

Capitolul 5 ,,Studii de inofensivitate si eficacitate a picaturilor auriculare combinate si
a capsulelor elaborate ” este dedicat cercetarilor preclinice farmacologice, fiind expuse rezultatele
studiilor de toxicitate acuta si ototoxicitate pentru toate trei produse, cercetarea activitatii
antibacteriene a picaturilor auriculare cu continut de IHF si MU, cercetarea activitatii
antibacteriene si antifungice a picaturilor auriculare cu continut de CIP, EC si UVB, studiul

activitatii antioxidante a capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP.

Problema stiintifica solutionata

Cercetarile experimentale efectuate au stat la baza dezvoltarii si fundamentarii conceptului
de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de principii active de origine sintetica si naturala,
implementarea caruia asigura realizarea cercetarilor farmaceutice multilaterale de dezvoltare a
medicamentelor combinate. In mod particular, functionalitatea acestui concept a fost demonstrata

prin aplicare in elaborarea produselor combinate pentru terapia unor maladii auriculare.

Noutatea si originalitatea stiintifica

In premiera a fost argumentat teoretic si elaborat conceptul de abordare metodologica a
procesului de elaborare a unor combinatii cu doza fixa de medicamente cu aplicatie in tratamentul
otitelor, otomicozelor si surditatii. Analiza pietei produselor auriculare a stat la baza argumentarii
necesitatii elaborarii de noi medicamente combinate cu aplicare in farmacoterapia maladiilor
urechii.

In premiera au fost combinate si cercetate sub aspect de compatibilitate fizico-chimica si
stabilitate substantele medicamentoase: CIP, EC, UVB, NIC, PIR, EP, IHF, MU, si sub forma de
amestecuri mecanice intre ele si cu substantele auxiliare.

Studiile de preformulare si formulare, de biodisponibilitate si optimizare efectuate s-au
soldat cu elaborarea compozitiilor noi, originale de picaturi auriculare si capsule combinate,
destinate tratamentului complex a otitelor, otomicozei si surditatii.

Au fost elaborate si validate noi metode si tehnici de analiza concomitenta a principiilor
active cercetate in combinatii si a produselor lor de degradare. Pentru prima data au fost evidentiate
sl argumentate particularitatile de standardizare a combinatiilor cu doze fixe sub forma de picaturi
auriculare si capsule cu principiile active luate in studiu, prin elaborarea de DAN.

Prin cercetari microbiologice s-a demonstrat activitatea antibacteriana si antifungica a
picaturilor auriculare elaborate, fiind elucidata capacitatea uleiului volatil de busuioc de a potenta
ambele actiuni. In premiera a fost studiata ototoxicitatea IHF, MU, EC, NIC, PIR, EP, care au fost

incluse in componenta formelor farmaceutice elaborate. Pe cale experimentala la animale, a fost
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determinata toxicitatea si demonstrata eficacitatea preparatelor combinate elaborate.

In rezultatul acestui studiu complex au fost elaborate, analizate si standardizate trei produse
farmaceutice combinate originale pentru terapia maladiilor auriculare.

Cercetarile originale efectuate sunt reflectate prin obtinerea unui brevet de inventie, 13
certificate de inovator, 1 certificat de proprietate intelectuala, 10 acte de implementare in proces
didactic, 6 acte de implementare la intreprinderi producatoare, 7 acte de implementare in procesul
stiintifico-practic, 5 medalii de aur, 1 de argint si una de bronz, 2 premii de excelenta la expozitii

si saloane internationale si nationale.

Semnificatia teoretica

Au fost fundamentate cunostintele teoretice referitor la metodologia si abordarea stiintifica
a procesului de elaborare a medicamentelor combinate prin prisma conceptelor de baza a
farmacoterapiei contemporane a patologilor ORL. In rezultatul abordarii multidisciplinare a
procesului de combinare a substantelor medicamentoase au fost obtinute cunostinte conceptuale
noi privind compatibilitatea unor substante medicamentoase concrete intre ele si cu excipientii
formelor farmaceutice, precum si stabilitatea acestora. O importanta teoretica semnificativa
prezinta si rezultatele obtinute in urma elaborarii de noi metode de analiza calitativa si cantitativa
pentru substantele incorporate in picaturi auriculare si capsule. Rezultatele obtinute in cercetarile
microbiologice, de testare preclinica a inofensivitatii si eficacitatii preparatelor elaborate vor
extinde viziunile teoretice existente a farmacoterapiei patologilor auriculare.

In baza acestor studii si a rezultatelor preconizate a fost creat un suport teoretic pentru o
abordare interdisciplinara si conceptuala sistemica in aspect de cercetare preclinica a procesului

de elaborare a produselor farmaceutice combinate.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Argumentarea teoretica si experimentala a metodologiei de elaborare a combinatiilor cu
doze fixe de medicamente cu aplicatie in tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii va servi
drept suport metodologic pentru efectuarea studiilor similare in alte domenii farmacoterapeutice.

Metodele de analiza spectrale, cromatografice, termice elaborate au fost aplicate in
procesul de lucru din cadrul Laboratorului Elaborare, analiza si standardizare a medicamentelor
din cadrul CSM.

Studiile proprietatilor fizico-chimice, de compatibilitate ale principiilor active sub forma
de amestecuri mecanice, de validare a metodelor de analiza au fost aplicate in procesul didactic la
disciplinele chimie farmaceutica (manualul de Chimie farmaceutica volum | si 2 elaborari

metodice) si Elaborarea medicamentelor si cercetare farmaceutica (2 elaborari metodice). Mai
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multe aspecte ale cercetarilor efectuate au fost implementate in procesul didactic al studentilor
Facultatii de Farmacie.

Rezultatele studiilor de preformulare si farmacotehnologice a picaturilor auriculare si
capsulelor combinate au fost aplicate in procesul de lucru a departamentelor de cercetare/
dezvoltare a intreprinderilor farmaceutice Eurofarmaco SRL, S.C. Balkan Pharmaceuticals SRL,
Flumed-Farm SRL, precum si in activitatea stiintifico-practica a Centrului Farmaceutic
Universitar ,,Vasile Procopisin”.

Toate cercetarile efectuate au servit drept baza pentru elaborarea documentelor analitice de
normare a calitatii pentru produsele elaborate: 3 monografii farmacopeice si 3 regulamente
tehnologice, care au fost aprobate in cadrul Consiliului Stiintific al USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Cercetarea farmaceutica si farmaco-toxicologica a picaturilor auriculare si a capsulelor
combinate elaborate serveste ca suport pentru dosarele farmaceutic si preclinic de inregistrare a

acestor medicamente.

Implementarea rezultatelor stiintifice

In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Documente analitice de normare a calitatii (3
Monografii farmacopeice si 3 Regulamente tehnologice), 3 curriculum ale disciplinelor si 4
recomandari metodice pentru procesul didactic de instruire a studentilor la catedrele de profil a
facultatii de Farmacie a USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Produsele farmaceutice elaborate au fost implementate in cadrul departamentelor de
cercetare-dezvoltare a intreprinderilor autohtone de producere Balkan Pharmaceuticals SRL,
Flumed-Farm SRL, ICS Eurofarmaco SA, tehnologiile de obtinere a picaturilor auriculare - in
activitatea stiintifico-practica a Centrului Farmaceutic Universitar ,,VVasile Procopisin”, metodele
de analiza, standardizare, studiile de compatibilitate si stabilitate a formelor farmaceutice noi - in
cadrul laboratoarelor Centrului Stiintific al Medicamentelor a USMF ,,Nicolae Testemitanu”.
Rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor sunt certificate prin acte de implementare: 10 acte de
implementare in proces didactic, 6 acte de implementare la intreprinderi producatoare, 7 acte de
implementare in procesul stiintifico-practic al CSM si CFU.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

La tema tezei au fost editate 135 publicatii stiintifice dintre care: 1 monografie; 60 articole,
inclusiv 15 articole cu impact factor, 3 in reviste recunoscute in strainatate, 10 articole — categoria
B si B+; 22 — categoria C; 3 —in proces de acreditare, 7 — in culegeri stiintifice; 1 manual de baza,
4 recomandari metodice pentru studentii. Din totalul publicatiilor, monografia, 3 articole (inclusiv

1 SCOPUS) si 4 teze sunt de singur autor, 22 articole si 26 teze — prim autor si 14 articole (inclusiv
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2 cu factor de impact) si 30 teze — ultim autor.

Rezultatele cercetarilor au fost prezentate la diverse foruri stiintifice nationale si
internationale sub forma de rapoarte in plen/conferinte, comunicari si postere in numar de 74
participari active, confirmate prin programe si certificate de participare scanate, dintre care:

- congrese internationale — 3 comunicari cu publicatii (inclusiv 1 in plen) si 4 postere cu publicatii:

Al XIll-lea Congres nagional de farmacie. Cluj-Napoca, 28-30.09.2006:
e The XIV National Congress of Pharmacy from Romdnia. Tirgu-Mures, Romania, 13-
16.10.2010;
e Congresul Nasional de Farmacie din Romdnia cu participare internasionala, edisia XV-a
,»Viziune si inovatie in practica farmaceutica Orizont 2020”. lasi, Romania, 24-27.09.2014;
e Congresul Narional de Farmacie din Romdnia, edifia a XVl-a, Farmacia — centru al
interdisciplinaritarii stiingelor vierii. Bucuresti, 28.09-01.10.2016;
e Congresului Narional de Farmacie, Ed. XVIlI-a. Universitatea din Oradea, Facultatea de
Medicina si Farmacie, Romania, 15-17.09.2021,
o Congresul Nagional de Farmacie 2023 - Ediftia a X1X-a. Universitatea de Medicina si Farmacie
,»luliu Hatieganu” Cluj Napoca, Romania, 27-29.09.2023. Raport in plen;
- conferinte internationale — 15 comunicari cu publicatii (inclusiv 31n plen) si 11 postere cu publicatii:
o KOughepenyus m0n00bix yuenwix ,, M0100éxce — meouyune 6yoyuee0”, noceswennas 165-
aemuto CO OHst POxcoernus B.B. I1006b1C0yx020. Onecca, Ykpauna, 19-20.04.2012,;
o XXXI the session of the Balcan medical Days. Chisinau, 22-24.09.2013;
e The 14th Interntional Symposium and Summer School on Bioanalysis. Bratislava —
Smolenice, Slovenia, 28.06-06.07.2014;
e The 15th International Symposium and Summer School on Bioanalysis. Tirgu Mures,
Romaénia, 13-18.07.2015;
o Conferinfa nasionala de farmacie clinica Edifia 1. ,,Farmacia Clinica - noi frontiere”.
Bucuresti, Romania, 17-18.06.2016;
e The 16th CEEPUS Symposium and Summer School on Bioanalysis. Warsaw, Poland, 2016.
e The 17" International Symposium and Summer School on Bioanalysis. Congress Centre,
Ohrid, Republic of Macedonia, 02-08.07.2017, Raport in plen;
e Conferinfa Narionala de Farmacie Clinica, ediria a ll-a ,,Provocari ale farmacoterapiei
contemporane ”. Bucuresti, Romania, 15-17.06.2017;
e The 18" International Symposium and Summer School on Bioanalysis. Komarno, Slovakia,
25-30.06.2018;
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o The 19" International Symposium and Summer School on Bioanalysis. Suior, Romania, 08-
13.07.2019;

e Conferinsa natsionala de Farmacie Clinicg, ediria a treia ,, Farmacia clinica in secolul XXI”,
Bucuresti, Romania, 19-21.09.2019;

o MeosicoynapooHas HayyHO-nPaxmuueCCkas kOu@epenyus “Meouyuncrkoe 00paz0sanue XXI
6exa: Paspabomka mooeru “‘Vuusepcumem 3.0”. BurebCk, PecnyOmuka benapyCs.
01.11.2019 r. Raport in plen;

e Simpozionul Nagional ” Medicamentul de la idee la clinica ”, sub egida Zilele Medicamentului.
Editia a XXVIlI-a. lasi, Romania, 10-12.10.2019;

e Scientific session of University academic staff. George Emil Palade University of Medicine,
Pharmacy, Science and Technology of Targu Mures, University days, Targu Mures,
Romania; 09-14.12.2019;

e The work of IV International Scientific and Practical Conference «Medical Drugs for
Human. Modern Issues of Pharmacotherapy and Prescription of Medicine». Kharkov,
Ucraine (on-line); 12-13.03.2020;

o MeosicoynapooHnas HayunO-npaxmuyeCras kOugepenyus «CospemenHvle mexHonO2uu 6
MEOUYuHCKOM 00paz0sanuuy, noCsswennou 100-zemuro bHeropyC. 20C. ME€0. yH-ma.
Pecnyonuka benapycCs, r. MuncCk, 13-17.12.2021, (on-line);

e 20th International Symposium and Summer School on Bioanalysis. The Medical School of
the University, Pécs, Hungary, 24-30.06.2022;

e 21st International Symposium and Summer School on Bioanalysis. ,,George Emil Palade”
University of Medicine, Pharmacy, Science and Technology of Targu Mures, Romania, 10-
15.07.2023. Raport in plen;

congrese nationale cu participare internationala — 7 postere cu publicatii si 2 comunicari orale

fara publicatii:

o Congresul al Vl-lea al Farmacistilor din Republica Moldova. Chisinau, 05-06.11.2009;

e Congresul nasional consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF , Nicolae
Testemizanu . 21-23 octombrie 2020, Chisinau, Republica Moldova.

conferinte nationale cu participare internationala — 5 comunicari (inclusiv 1 in plen) si 15

-----

e Conferinsa stiintifica consacrata jubileului de 50 de ani de la fondarea Facultarii de
Farmacie si 80 de ani de la nasterea patriarhului farmaciei moldave Vasile Procopisin.
Chisinau, 31.10.2014;

e Conferinga stiinsifica cu genericul ,,Obsinerea si cercetarea farmaceutica a unor noi

30



molecule si produse farmaceutice cu potengial terapeutic”. Chisinau, Republica Moldova,
31.01.2020. Raport in plen;

Conferinsa stiinsifica cu participare internagzionala cu genericul: ,,Perspective in Cercetarea
Produselor Farmaceutice de Origine Sintetica si Naturala”, Chisinau, Republica Moldova,
14.05.2021. Raport in plen;

Conferinga stiinsifico-practica cu participare internagionala ,,Sistemul de asigurare a
calitarii medicamentului — probleme si soluyii . Chisinau, Republica Moldova, 29.09.2021;
Conferinsa Stiingifico-Practica Nagionala cu Participare Internasionala ,, Actualitari si
Perspective in Studiul Farmaceutic al Plantelor Medicinale”. Chisinau, 01-02.10.2021,;
Conferinga stiinzifica nagionala cu participare internagionala anuala ,,Cercetarea in
biomedicina si sanatate: calitate, excelensa si performanta”; USMF ,,Nicolae Testemitanu”,
Chisinau, Republica Moldova, 20-22.10.2021;

Conferinga stiinsifica anuala nagionala cu participare internagionalda ,, Cercetarea in biomedicing
si sanatate: calitate, excelenya si performana”. Chisinau, Republica Moldova, 19-21.10.2022;
Conferinya stiinfifica anuala nagionald cu participare internagionald ,,Cercetarea in biomedicing
si sanatate: calitate, excelensa si performansa”. Chisinau, Republica Moldova, 18-20.10.2023.
Raport in plen;

Conferinsa stiingifico-practica cu participare internationala ediria a 2-a,Directii de
reformare a sistemului farmaceutic din perspectiva cursului european al Republicii
Moldova ”. Republica Moldova, Chisinau, 28.04.2023,;

-----

publicatii:

Conferinfa anuala ,,Zilele Universitarii”. Probleme medico-biologice si farmaceutice.
Chisinau, Editia a Xl-a, 13-15.10.2010;

Conferinga stiintifica nagionala anuala a colaboratorilor si studenyilor a IP USMF ,, Nicolae
Testemiganu . Chisinau, 15-17.10.2014;

Conferinsa stiingifico-practica cu genericul “Principii si direcriile de dezvoltare a farmaciei
moderne ”. MoldMedezin. Chisinau, 12.09.2018;

Conferinga stiinsifico-practica ,,Abordarea sistemica — metodologie in cercetarea
farmaceutica . Chisinau, 16.04.2021;

Conferinsa stiingifico-practica a tinerilor cercetatori, editia a Xll-a ,, Importansa consilierii

pacientului in utilizarea rasionala a medicamentelor ”. Chisinau, 28.11.2023.
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1. CERCETAREA S1 UTILIZAREA PRODUSELOR FARMACEUTICE
COMBINATE

1.1. Particularititi de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente

In ultimele decenii, industria farmaceutici a reevaluat potentialul de imbunititire a
medicamentelor disponibile in prezent, inclusiv cresterea sigurantei si eficacitatii utilizarii acestora sau
reducerea efectelor secundare ale terapiei. In special, sunt dezvoltate noi aplicatii de medicamente
(forme, cai de administrare) si tehnologii mai rentabile si imbunatatite pentru producerea acestora.
Importanta medicamentelor complexe care combina doua sau mai multe substante active este in
crestere. Unele studii arata ca administrarea de produse combinate (combinatii de substante active)
poate fi mai eficienta decat utilizarea de substante active individuale in medicamente. Desi aceste
imbunatatiri pot parea o simpla modificare a medicamentelor existente, dezvoltarea unor astfel de
modificari, pastrand in acelasi timp proprietatile medicamentelor, necesita timp si cheltuieli
considerabile. Medicamentele combinate cu doza fixa sunt avantajate de o serie de puncte forte
precum: mecanismul de actiune complementar cu efecte sinergice, reducerea efectelor adverse prin
utilizarea dozelor mai mici de substante active, costuri relativ mai reduce, comoditatea in distribuire,
imbunatatirea aderentei si posibilitatea de a crea un plan de tratament mai simplificat. Insa, sunt si ele
nelipsite de unele puncte slabe precum: dificultati in ajustarea dozei si in identificarea sursei posibilelor
efecte adverse, supra sau subdozare [167].

In literatura de specialitate sunt cunoscute mai multe definitii ale medicamentelor combinate
cu doza fixa. De exemplu, Food and Drug Administration, SUA defineste un produs combinat ca ,,un
produs compus din orice combinatie de medicament si dispozitiv sau produs biologic si un dispozitiv
sau un medicament si un produs biologic sau un medicament, dispozitiv si un produs biologic” [274].

Conform definitiei OMS, medicamentele combinate cu doza fixa sunt considerate
medicamente noi si sunt acceptabile numai atunci cand doza fiecarui ingredient este foarte bine
cercetata si definita, iar combinatia in sine are un avantaj dovedit fata de compusii individuali
administrati separat in ceea ce priveste efectul terapeutic, siguranta sau conformitatea. Acestea nu
trebuie tratate ca versiuni generice ale produselor cu o singura componenta. Din punct de vedere al
conformitatii, produsele combinate ofera un singur remediu, reducand numarul de medicamente luate
zilnic si, prin urmare, sporind complianta pacientului [118].

Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a anticipat ca combinatiile cu doze fixe de

OMS de medicamente esentiale, includ combinatii cu doze fixe de medicamente, dar numarul lor este
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limitat si cuprinde doar unele clase terapeutice importante, cum ar fi antibacteriane, antivirale,
antiretrovirale si antimalarice. Tendintele recente ale aprobarilor combinatiilor cu doze fixe de
medicamente de catre FDA arata ca exista aproape 63 de produse, devenind noua era a dezvoltarii de
noi medicamente, deoarece pot trece cu usurinta prin procesul de reglementare [283].

Studiile de dezvoltare farmaceutica (preformulare) sunt deosebit de importante pentru
produsele farmaceutice combinate cu doze fixe, deoarece necesita cercetari suplimentare precum:
compatibilitatea chimica si fizico-chimica a substantelor active intre ele, precum si cu posibili
excipienti, degradabilitatea fiecarei substante in conditii de stres in prezenta celorlalte, uniformitatea
continutului fiecarui ingredient in dependenta de forma farmaceutica.

Studiile de analiza detin si ele unele particularitati precum validarea fiecarei substante active
in prezenta celorlalte componente, cat si in prezenta impuritatilor de sinteza sau a potentialelor produse
de degradare in timpul dezvoltarii metodelor analitice pentru controlul calitatii produsului finit, testarea
stabilitatii si dizolvarii.

De asemenea, sunt importante si studiile de bioechivalenta, care ofera o punte intre doi
echivalenti farmaceutici atunci cand sunt disponibile date privind siguranta si eficacitatea pentru unul
dintre principiile active, dar nu pentru celalalt. Demonstrand ca cele doua produse duc la acelasi profil
pentru concentratia plasmatica in timp, datele de siguranta si eficacitate disponibile pentru unul dintre
produse pot fi extrapolate la celalalt.

Datele privind bioechivalenta pot fi, de asemenea, importante atunci cand aceiasi substanta
activa este administrata in circumstante diferite, de exemplu inainte sau dupa alimente, la diferite
populatii de pacienti (cum ar fi copii versus adulti) sau prin diferite cdi de administrare (cum ar fi
subcutanat versus injectie intramusculara).

Validarea testelor de substante active in medii biologice este cruciala pentru a genera un studiu
semnificativ de biodisponibilitate si bioechivalenta. Studiile preclinice pot sa nu fie necesare daca toate
substantele active au fost deja utilizate pe scara larga la om in aceeasi combinatie pentru o perioada
lunga de timp si siguranta combinatiei a fost bine demonstrata. Insa, in unele cazuri, sunt totusi
obligatorii, de exemplu pentru determinarea unui nou raport de doze sau daca siguranta combinatiei la
om nu a fost inca demonstrata. Cand sunt necesare, studiile preclinice trebuie sa urmareasca
determinarea atat a efectelor farmacologice, cat si a efectelor adverse care pot fi asteptate de la
combinatia de substante active in timpul utilizarii clinice [112].

Un rol important la elaborarea combinatiilor cu doze fixe de medicamente le revin studiilor de
eficacitate si siguranta clinica, evaluarea risc-beneficiu fiind inevitabila pentru o noua combinatie.
Totodata, orice avantaje teoretice ale unei anumite combinatii trebuie confirmat prin studii de

eficacitate.
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Studiile clinice trebuie concepute pentru a determina daca combinatia are un avantaj fata de
componentele active administrate singure la o populatie substantiala de pacienti. Datele ar trebui sa
demonstreze ca fiecare activ contribuie la efectul terapeutic al combinatiei [112].

In procesul de fabricare a FDC, regulile GMP sunt aplicate in mod obisnuit. Dar exista unele
aspecte specifice, care sunt urmarite cu strictete: compatibilitatea substantelor active intre ele si cu
excipientii; prezenta sau absenta semnelor de degradare a acestora in conditii de stres la amestecare;
uniformitatea amestecului medicamentos; capacitatea metodelor aplicate pentru analiza cantitativa de
a detecta si cuantifica simultan componentele din amestec; efectuarea testelor de dizolvare si asigurarea
cedarii simultane, s.a. [279].

Determinarea calitatii produsului este la fel o provocare, fiind aplicate reguli specifice, cu
luarea in calcul a celor mai nefavorabile situatii, precum ajustarea limitelor de impuritati se la substanta
activa concreta, nu la total, normarea perioadei de valabilitate dupa substanta cea mai instabila, iar
precizia este stabilita in raport cu substanta cu cea mai mica doza [279].

Biodisponibilitatea si bioechivalenta FDC trebuie, sa corespunda criteriilor stabilite pentru
componentele individuale, si poate sa difere doar in cazuri de modificare cu buna intentie, special.

Toate avantajele clinice, terapeutice ale FDC trebuie confirmate prin studii stiintifice de
eficacitate. Daca un FDC este menit sa actioneze asupra mai multor simptome ale unei boli, efectele
trebuie sa apara concomitent pentru ca produsul sa poata fi considerat rational. Daca FDC se prezinta
in mai multe concentratii, studiile clinice trebuie sa demonstreze eficienta fiecarei concentratii [279].

Foarte multe provocari apar la etape de preformulare ale FDC in comparatie cu produsele
monocomponente. Sunt la ordinea subiectului si probleme legate de tehnologia de fabricatie.
Necesitatea abordarii problemei interactiunilor din timpul formularii prin prisma unor studii de
compatibilitate, efectuate prin metode avansate, de exemplu DSC, sau difractia cu raze X,
conditioneaza testarea stabilitatii mult mai riguros, Selectarea formulei de fabricatie se face in baza
proiectarii experimentale multifactoriale, analizei suprafetelor de raspuns. Omogenitatea amestecurilor
nu intotdeauna poate fi atinsa cu usurinta, mai ales atunci cand exista decalaje de concentratii ale
componentelor [279].

Principiile reglementarilor pentru un medicament combinat cu doze fixe se bazeaza pe
finalizarea tuturor studiilor de faza clinica.

Faza 1 include: Introducerea initiala a unui nou medicament experimental la om, Studii privind
metabolismul medicamentelor, relatiile structura-activitate, mecanismul de actiune la om, fenomenele
biologice sau procesele bolii.

Faza 2 include: Studii clinice controlate pentru a evalua eficacitatea medicamentului pentru o

anumita indicatie la pacientii cu anumita afectiune si pentru a determina efectele secundare comune
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pe termen scurt si riscurile asociate cu medicamentul.

Faza 3 include: Studii controlate extinse intr-o mare masura pe populatie. Acestea sunt
efectuate pentru a colecta informatii suplimentare privind eficacitatea si siguranta pentru evaluarea
beneficiului-risc global.

Cadrul pentru eliberarea unei autorizatii de introducere pe piata pentru un produs combinat cu
doza fixa este acelasi cu cel pentru medicamente monocompnente si este rezumat in Autorizatia de
introducere pe piata a produselor farmaceutice a OMS, cu referire speciala la produsele cu mai multe
surse (generice).

Toate cererile de inregistrare a unui produs combinat cu doza fixa trebuie sa includa un proiect
de ,,informatii despre produs” sau ,,rezumat al caracteristicilor produsului” pentru bolile indicate si
orice prospect informative.

In cazul in care un produs combinat cu doza fixa inlocuieste direct un regim stabilit de produse
Cu o singura entitate, in legatura atat cu substantele active, cat si cu dozele si pentru aceeasi indicatie
un studiu de bioechivalenta poate furniza dovezi adecvate de siguranta si eficacitate.

Regimul stabilit ar trebui sa aiba siguranta si eficacitatea bine caracterizate, iar produsele
combinate cu doza fixa ar trebui sa se fi dovedit a fi de buna calitate, inclusiv conformitatea cu un cod
adecvat de buna practica de fabricatie (GMP) in timpul productiei [159].

Cercetarile privind elaborarea de noi produse farmaceutice sunt in continua evolutie, actuale si

necesare, pentru largirea arsenalului de remedii cu aplicare in terapia diverselor maladii [195, 258].

1.1.1. Compatibilitatea substangelor medicamentoase in combinarii

Produsele combinate cu doze fixe sunt frecvente in tratamentul hipertensiunii, diabetului,
virusului imunodeficientei umane si tuberculozei. Din perspectiva pacientului, acestea ofera
confort, doze mai mici de substante active si economii de costuri. Dintr-o perspectiva clinica,
imbatranirea populatiei din tarile dezvoltate va avea nevoie de mai multe medicamente pentru a
trata bolile si comorbiditatile legate de varsta, iar medicamentele FDC vor simplifica regimul de
administrare si vor spori conformitatea pacientului. Potrivit unui studiu, numarul de produse FDC a
crescut de-a lungul anilor si este are ca tendinta sa continue [61].

Pentru elaborarea medicamentelor combinate sigure si de inalta calitate, sunt esentiale
studiile de compatibilitate, in urma carora se determina atat potentialele interactiuni intre
componente, cat si se evalueaza stabilitatea formularii. De regula studiul de compatibilitate se face
in timpul fazei incipiente de dezvoltare a medicamentului, mai exact la preformulare. Detectarea
precoce a potentialului de incompatibilitate al componentelor este cruciala pentru a preveni

instabilitatea chimica si fizica a produsului finit. Desi excipientii sunt inerti, au fost observate
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cazuri de degradare a acestora cu formarea impuritatilor.

Testarea compatibilit

Il a doua substante active dintr-un medicament antituberculos cu

-

at
doze fixe si evaluarea impactului excipientilor celor mai obisnuite forme de dozare solide asupra
stabilitatii a doua substante active: izoniazida si rifabutina, este un exemplu de studiu in acest
domeniu. Degradarea severa din cauza incompatibilitatii substantelor active a fost raportata
anterior pentru forme FDC antituberculoase. In studiu au fost evaluati cei mai frecventi excipienti
utilizati in formele farmaceutice orale: amidon, manitol, lactoza monohidrat, dioxid de siliciu,
croscarmeloza de sodiu, crospovidona, stearat de magneziu, laurilsulfat de sodiu celuloza
microcristalina. Acestia nu au prezentat influente semnificative asupra stabilitatii FDC propus
pentru formulare. De asemenea, cantitatea impuritatilor ca produse de degradare nu au prezentat
interactiuni nici in testele de stabilitate pe termen de 18 luni. Studiul a confirmat in continuare ca
nu a avut loc pierderea continutului si degradarea substantelor active datorita prezentei celei de-a
doua substante active sau a excipientilor, in mediu acid. In cele din urma, studiul a confirmat
posibilitatea de a combina izoniazida si a rifabutina pentru FDC [234].

Desi se folosesc principii foarte similare la elaborarea FDC, ca si la cele monocomponente,
exista unele diferente suplimentare datorate asocierii componentelor precum: compatibilitatea
substantelor medicamentoase, testul de stabilitate, proprietati fizico-chimice, biodisponibilitate/
bioechivalenta, metode analitice si criterii de acceptare pentru impuritati, testarea la stres si
determinarea termenului de valabilitate al produselor FDC [315].

Proprietatile fizico-chimice si stabilitatea fiecarui principiu activ dintr-un FDC vor defini
abordarile de formulare pentru a mentine stabilitatea in timpul perioadei de valabilitate a
produsului  medicamentos combinat. De exemplu, higroscopicitatea unei substante
medicamentoase active poate influenta stabilitatea celuilalt principiu activ din produsul combinat.
Pe baza strategiei de formulare, fabricarea unui FDC poate fi la fel de simpla ca amestecarea a
doua sau mai multe substante medicamentoase active, cu conditia ca acestea sa fie compatibile

fizic si chimic si stabile cu excipientii necesari [118].

1.1.2. Cercetari farmacotehnologice ale produselor combinate topice si perorale

Utilizarea administrarii topice a medicamentelor care actioneaza direct la locul afectat
poate oferi o eficacitate mai mare si cu mai putine efecte secundare decat medicamentele
administrate sistemic. In practica medicald, de obicei se aplici topic medicamentele din
urmatoarele clase: corticosteroizi, antibacteriene, antivirale, antifungice si antiinflamatoarele
nesteroidiene. Pentru formele solide, de exemplu comprimate, Utilizarea medicamentelor topice

combinate asigura conditii specifice pentru pacientii de varsta inaintata sau copii, precum si pentru
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cei cu disfagie, dar si atunci cand este nevoie de un medicament fara continut de zahar sau alcool
[121].

Pentru formele solide, de exemplu comprimate si capsule, pentru evaluarea proprietatilor
farmacotehnologice se efectueaza determinarea densitatii volumetrice, curgerii, unghiului de
repaus, compresibilitatea, friabilitatea si rezistenta comprimatelor la strivire. Fluibilitatea se
evalueaza folosind indicele Carr si indicele Hausner. Densitatea in vrac este greutatea unei unitati
de volum dintr-o pulbere plasata liber intr-un cilindru de masurare. Acesta depinde de densitatea
unei substante, de dimensiunea si forma particulelor si de compatibilitatea acesteia. Fluibilitatea
caracterizeaza capacitatea unui material de a se scurge din recipient (o palnie de alimentare) sub
propria greutate. Fluibilitatea este exprimata in secunde, raportata la 100 g de proba. O
caracteristica indirecta a fluiditatii este unghiul de repaus. Materialele pulverulente formeaza un
deal conic pe un plan orizontal dupa ce au fost turnate dintr-o palnie. Unghiul dintre inclinatia si
baza acestui deal se numeste unghi de repaus si este exprimat in grade. Indicele Carr si indicele
Hausner sunt utilizati pentru a descrie curgerea unei pulberi. Potrivit lui Carr, o fluiditate excelenta
este intre un indice Carr de 5% pana la 15%; un indice Carr de peste 25% arata in mod normal o
fluiditate slaba [129].

1.1.3. Analiza si standardizarea combinayiilor cu doze fixe de medicamente

In ultimii ani, cererea de livrare a medicamentelor combinate a condus la dezvoltarea
multor combinatii inovatoare de produse farmaceutice si dispozitive medicale intr-o gama larga
de domenii terapeutice. Pe masura ce combinatiile cu doze fixe de medicamente continua sa fie
dezvoltate, sunt necesare metode analitice care pot fi utilizate pentru a sprijini dezvoltarea si a
asigura calitatea acestor produse.

In timp ce aceste combinatii au potentialul de a indeplini nevoi medicale majore
nesatisfacute, ele prezinta, de asemenea, provocari unice in dezvoltare, analiza si standardizare.
Una dintre aceste provocari este dezvoltarea si validarea metodelor analitice pentru a evalua
potenta, puritatea si stabilitatea componentei farmaceutice a medicamentului combinat. Exista trei
obiective pentru metodele analitice de testare: sa analizeze continutul de medicament, sa masoare
substantele inrudite cunoscute si sa detecteze produsele de degradare a medicamentului.

La fel ca pentru produsele farmaceutice traditionale, se utilizeaza metodele analitice
precum spectrofotometria UV-Vis, HPLC, cromatografia in strat subtire.

Odata dezvoltate, metodele analitice trebuie validate in conformitate cu Ghidul ICH, Validarea
procedurilor analitice: text si metodologie (ICH Q2(R1)). O consideratie suplimentara importanta

pentru validarea metodelor pentru combinatiile cu doze fixe de medicamente in comparatie cu cele

37



traditionale produse farmaceutice este robustetea. in experimentele de validare a robustetii, ar trebui
adaugate provocari suplimentare pentru a evalua robustetea prepararii probei [157].

Cel mai notabil progres in domeniul spectroscopiei UV-Vis a fost experimentat in ultimele
doua decenii. Integrarea ecuatiilor matematice contribuie la descoperirea de noi cai in domeniul
cercetarii pentru aplicarea metodelor spectroscopice UV-Vis in determinarea medicamentelor
combinate in doza fixa cu componente minore.

Prin spectrofotometria UV-Vis are loc tratarea componentei minore prin o serie de
posibilitati diferite precum: metoda bazata pe procesul de imbunatatire a semnalului spectral,
metoda bazata pe obtinerea spectrului ascuns, metoda bazata pe adaos standard, metoda bazata pe
spectre de raport.

Aceste metode sunt cea mai buna alegere atunci cand concentratia componentei minore se
abate de la legea Beer, care se intampla in situatia de concentratii scazute in care procesul de
determinare a acestui compus prin metode spectrofotometrice devine imposibil fara utilizarea
acestor tehnici care cresc concentratia componentei minore pentru a se incadra in liniaritatea
metodei [250].

Cromatografia in strat subtire, desi este o tehnica veche, se aplica pe larg in domeniul
analizei farmaceutice, in special pentru analiza unei game largi de materiale organice si
anorganice, datorita avantajelor sale distinctive, cum ar fi curatarea minima a probei, gama larga
de faze mobile, flexibilitate in distinctia probelor, capacitate mare de incarcare a probei si
capacitate scazuta de incarcare a probei.

Cromatografia in strat subtire joaca un rol crucial in stadiul incipient al dezvoltarii
medicamentului, atunci cand informatiile despre impuritatile si produsele de degradare din
substanta medicamentoasa si produsul medicamentos sunt inadecvate, fiind identificate si
determinate diferite impuritati ale produselor farmaceutice.

Cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC) este aplicata pe larg in analiza si
standardizarea medicamentelor atat monocomponente, cat si combinate datorita specificitatii si
preciziei inalte. Pentru realizarea acestora, un rol important il are alegerea abordarii de detectie
pentru a garanta ca toate componentele sunt detectate. Unul dintre detectoarele utilizate pe scara
larga in HPLC este detectorul UV care este capabil sa monitorizeze mai multe lungimi de unda
simultan. Daca este prezent in cantitate adecvata, detectorul UV asigura detectarea tuturor
componentelor care absorb UV [176].

Este dificil sa se dezvolte o metoda HPLC unica de controlul calitatii pentru un medicament
combinat pentru a separa toate impuritatile, deoarece numarul analitilor si a impuritatilor care

trebuie detectate pot varia semnificativ. Un alt parametru critic pentru analiza cromatografica a
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unui medicament combinat este lungimea de unda pentru detectare. Desi atat substantele active,
cat si impuritatile lor au absorbtie in jur de 223 si 270 nm, lungimea de unda optima pentru
detectare a fost determinata a fi de 223 nm. In schimb, toate componentele au prezentat intensitate
variata la 270 nm, ceea ce ar duce la o variabilitate mai mare a factorilor de raspuns [247].

Cromatografia de gaze este o tehnica puternica de separare pentru detectarea compusilor
organici volatile, care permite determinarea cantitativa precisa a amestecurilor complexe, inclusiv
a urmelor de compusi. Cromatografia gazoasa este, de asemenea, un instrument important pentru
analiza impuritatilor [176].

Farmacopeea Europeana editia 10 recomanda identificarea CIP prin metoda
spectrofotometrica in infrarosu, iar impuritatile — prin cromatografia in strat subtire, cu faza
mobila: acetonitril, amoniac concentrat, metanol si clorura de metilen, la lungimea de unda 254
nm. Substantele inrudite se determina prin cromatografia lichida, dimensiunea coloanei: | = 0.25
m, @ = 4.6 mm; faza stationara gel de silice octadecilsilil dezactivat pe baza pentru cromatografia,
la temperatura de 40°C, iar faza mobila: se amesteca 13 volume de acetonitril si 87 volume a
unei solutii de acid fosforic de 2,45 g/L, ajustata in prealabil la pH 3,0 cu trietilamina, la lungimea
de unda 278 nm [81].

Mai multe metode analitice pentru determinarea cantitativa a fluorochinolonelor in
formularile farmaceutice au fost raportate in literatura stiintifica precum: electroforeza capilara,
spectrofotometria UV-Vis, titrare si HPLC.

Un studiu realizat in 2014 de catre Scherer R., Pereira J., Firme J., confirma determinarea
CIP in formulari farmaceutice utilizand metoda HPLC cu detectie UV. Faza mobila utilizata a fost
un amestec de solutie apoasa de 0,025 acid fosforic M (ajustat la pH 3,0+0,1 cu trietanolamina) si
acetonitril (60:40) la un debit de 1,0 ml/min. Solutia standard de ciprofloxacina a fost preparata in
solutie de acid acetic la o concentratie de 0,2% 500,0 mg/ml din care au fost preparate concentratii
pentru a evalua eficienta metodei, inclusiv curba de calibrare externa. S-a demonstrat cd, metoda
HPLC elaborate este simpla, specifica, precisa si rapida in faza inversa pentru determinarea
continutului de ciprofloxacina in trei forme farmaceutice: generica, similara si compusa [263].

Un alt studiu realizat in a. 2023 de catre Kh. Elgendy si coautorii, descrie 0 metoda de
cromatografie simpla, sensibila si precisa: RP-HPLC pentru estimarea simultana a CIP,
ofloxacinei si marbofloxacinei in forma lor combinata sau individual. Separarea HPLC a fost
realizata pe o coloana analitica Hypersil (C18, 150 mm x 4,6 mm, dimensiunea particulei 5 um)
sau echivalent. Un amestec de trietanolamina (1 %), acetonitril (80 %) si apa a fost utilizat ca faza
mobila, cu un debit de 1,2 ml/min si o lungime de unda a detectorului de 280 nm la temperatura

ambianta. In metoda HPLC, timpii de retentie ai CIP, ofloxacinei si marbofloxacinei s-au dovedit
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a fi de 1,854, 2,480 si, respectiv, 4,688 min., iar liniaritatea a fost obtinuta in intervalul 25-80
ng/mL pentru toate cele trei substante active [77].

Desi metoda HPLC este prioritara pentru analiza amestecurilor, exista necesitatea de a
ajusta si optimiza o serie de parametri pentru a mari sensibilitatea, precum: debitul, compozitia
fazei mobile, pH-ul mediului, selectarea coloanei cromatografice si a lungimii de unda a
detectorului.

Au fost dezvoltate mai multe metode de identificare si dozare a CIP in forme farmaceutice.
Tehnica HPLC de analiza, folosind ca faza mobila amestecul de acetonitril: apa purificata si
trimetilamina in raportul 80:20:0,3 cu pH 3,3 la 279 nm [142]. A fost dezvoltata si validata o
tehnica HPLC pentru testul CIP in plasma umana post excitatie la 278 nm, unde precipitarea
proteinei a fost efectuata inainte de analiza [128]. Un alt studiu a fost efectuat prin utilizarea unui
test HPLC izocratic al CIP in plus la trei dintre metabolitii medicamentului in ser si probe de urina
diluata [263, 153].

Actualmente, exista numeroase studii in care au fost elaborate metode spectrofotometrice
de analiza a CIP impreuna cu alte substante medicamentoase. De exemplu, elaborarea unei metode
spectrofotometrice de ordin zero pentru analiza CIP intr-un amestec cu metronidazol [17].

O alta metoda de control spectrofotometrica UV-Vis a fost dezvoltata pentru determinarea
CIP intr-un amestec cu tinidazol [26].

Spectrometria de masa este una dintre cele mai recente instrumente din domeniul analitic,
gasindu-si aplicarea si in studiile de analiza a amestecurilor si ofera sensibilitate si selectivitate
inalta [183].

In Farmacopeea Europeana editia 10, nitratul de econazol se identifica prin
spectrofotometrie de absorbtie in infrarosu. Substantele inrudite chimic se determina prin HPLC,,
la temperatura de 35°C, iar faza mobila formata din metanol si solutie de amoniu acetat sau din
metanol si acetonitril la lungimea de unda 225 nm.

Metodele raportate pentru determinarea azotatului de econazol in formularile farmaceutice
includ titrimetria, spectrofotometria, spectrofotometria derivata, HPLC, cromatografia gazoasa,
cromatografie in strat subtire si electroforeza capilara. Au fost publicate, de asemenea, o varietate
de separari enantiomerice folosind metoda HPLC.

Un studiu realizat in a. 2008 indica determinarea nitratului de econazol prin HPLC, avand
faza mobila: metanol-apa si detectia la 220 nm. Metoda validata este rapida si eficienta si permite
separarea azotatului de econazol in prezenta produselor de degradare, a impuritatilor si a
excipientilor sai, fara a utiliza solutii tampon sau modificatori de pH. Deoarece a fost posibila

identificarea si cuantificarea impuritatilor inrudite chimic ale azotatului de econazol (alcool 4-
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clorobenzilic si alfa-(2,4- diclorfenil)-1H-imidazol-1-etanol), metoda propusa poate fi utilizata ca
metoda de indicare a stabilitatii [106].

In Farmacopeea Europeana editia 10, nicergolina se identifica prin metoda
spectrofotometrica UV-Vis, avand absorbtie maxima la 288 nm si minima la 251 nm. O alta
metoda de determinare este spectrofotometrie de absorbtie in infrarosu. Substante inrudite se
determina prin HPLC, in calitate de solutie de referinta se foloseste acetonitril, temperatura de
40°C si lungimea de unda 288 nm.

Studiile au aratat ca pentru analiza NIC au fost dezvoltate metode ca: spectrofotometria
UV-Vis, electroforeza capilara, spectrofluorimetria si HPLC, metode ce implica aparataj simplu,
disponibil in majoritatea laboratoarelor de control al calitatii, sunt rentabile, usor in operare,
sensibilitate, exactitate si precizie inalte. Nicergolina a fost analizata cu succes prin metoda
spectrofotometrica extractiva, atat ca compus pur, cat si din forma farmaceutica. Metodele propuse
sunt adecvate si valabile pentru aplicare in laboratoare, fiind simple, rapide, precise si nu implica
niciunul conditii critice [152].

Farmacopeea Europeana editia 8 recomanda identificarea PIR prin spectrofotometrie de
absorbtie in infrarosu. Substantele inrudite chimic se determina prin metoda HPLC, faza mobila
fiind: acetonitril si solutie de hidrogenfosfat potasic, ajustat la pH 6,0 cu acid fosforic diluat, la
lungimea de unda 205 nm.

Studiul in literatura a relevat ca au fost dezvoltate o serie de metode pentru estimarea PIR:
HPLC, electroforeza capilara, cromatografia pe strat subtire. Actualmente, spectrofotometria
derivata este o metoda foarte apreciata, fiind o varianta a spectrofotometriei UV-Vis micro
computerizate modern. Un studiu realizat in a. 2010 demonstreaza ca metoda spectrofotometrica
derivata dezvoltata este 0 metoda simpla, precisa, exacta si economica, fara a fi necesar utilizarea
solventilor sau reactivilor scumpi sau toxici. Pe baza datelor studiului de validare, se poate
concluziona ca metoda propusa este exacta si precisa pentru analiza PIR [28].

Un alt studiu realizat in a. 2014 demonstreaza cuantificarea simultana a PIR si a
levetiracetamului cu detectia ultravioleta RP-HPLC, in care s-a folosit o coloana Nucleosil C18 cu
dimensiunea de 10 m. Faza mobila a fost un amestec de trietilamina si acetonitril (70 : 30), cu
viteza 1 mL/min. si lungimea de unda de 205 nm. Rezultatele au fost evaluate prin intermediul
parametrilor statistici care califica reproductibilitatea si selectivitatea metodei pentru cuantificarea
PIR, levetiracetamului si a impuritatilor acestora, dovedind astfel proprietati indicatoare de
stabilitate. Metoda propusa este semnificativ importanta, permitand separarea constituentului
principal PIR de levetiracetam [269].

Farmacopeea Europeana editia 10 recomanda identificarea EP prin cromatografia in strat
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subtire cu solutie de referinta de acid clorogenic, hiperozida si rutozida, faza mobila: acid formic
anhidra, apa, metil etil cetona, acetat de etil (10:10:30:50).

O publicatie din a. 2017 descrie o tehnica HPLC cu detectie spectrofotometrica UV pentru
determinarea calitativa si cantitativa a vitexinei, rutozidei, hiperozidei si quercetinei in plantele de
paducel. Curbele de calibrare pentru cele patru flavonozide au prezentat o liniaritate buna in
intervalele studiate [259].

HPLC-DAD a fost o metoda mai fiabila si mai precisa pentru determinarea EP, in
comparatie cu metodele spectrofotometrice, despre care se stie ca sufera de prezenta unor substante
ne fenolice interferente si de lipsa de sensibilitate la favan-3-oli si acizi hidroxicinamici, respectiv.
Stadiul fenologic si originea geografica au influentat semnificativ continutul fenolic total si
profilul fenoli [90].

Intr-un alt studiu la fel se utilizeaza metoda HPLC pentru detectarea matricei de diode UV
pentru analiza calitativa si cantitativa a procianidinelor pana la nivelul hexameric in probele de
paducel. Metoda HPLC poate fi utilizata pentru analiza calitativa si cantitativa a unei serii
complexe de procianidine oligomerice de paducel pana la nivel hexameric. Au fost de asemenea
cuantificate concentratiile a doi tetrameri necunoscuti si a unui hexamer. Metoda a fost valabila in
ceea ce priveste repetabilitate, recuperare, liniaritate si sensibilitate [278].

Se descrie si determinarea spectrofotometrica a continutului total de flavonozide din
frunzele de busuioc. Raportul de solvent si volumul solutiei stoc au prezentat o influenta
importanta asupra raspunsului metodei. Dupa alegerea conditiilor optimizate, metoda a prezentat
0 precizie mai mica de 6% pentru repetabilitate si mai mica de 8% pentru precizie intermediara,
coeficient de corelatie de 0,9984, si nu a putut fi observata nicio influenta importanta pentru
variatiile timpului de complexare cu triclorura de aluminiu. Cu toate acestea, timpul si temperatura

extractiei au fost critice pentru si trebuie controlate cu atentie in timpul analizei [273].

1.2. Utilizarea combinatiilor cu doze fixe in terapia unor maladii auriculare

Aplicarea cu succes a unui remediu terapeutic in medicatia oricarei maladii, poate ulterior
induce dezvoltarea rezistentei la componentul respectiv. Aceasta conditie fiind actuala inclusiv
pentru preparatele care sunt utilizate in tratamentul infectiilor bacteriene. La momentul dat,
rezistenta agentilor patogeni la terapia antimicrobiana continua a fi o problema actuala la nivel
mondial, fiind asociata cu nivel inalt de morbiditate si mortalitate. Rezistenta la antibiotice omoara
in jur de 700.000 de oameni anual in intreaga lume si acest numar ar putea creste la 10 milioane
pana in anul 2050, daca nu se intreprind masuri pentru a limita rezistenta sau a dezvolta noi

antibiotice [215]. Provocarile asociate cu infectia bacteriana se datoreaza in mare parte deficitului
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actual de terapii eficiente, lipsei masurilor de prevenire si lipsei de noi antibiotice, care dicteaza
necesitatea dezvoltarii de noi optiuni de tratament si terapii antimicrobiene alternative [99].

Printre cele mai raspandite afectiuni in otorinolaringologie se regasesc bolile inflamatorii
ale urechii. In jur de 20-70% de adulti si copii, in urma infectiilor respiratorii suportate, dezvolta
otita medie acuta. La 35% de copii in primul an de viata a fost diagnosticata otita medie acuta de
cel putin o data sau de doua ori, la 7-8% - de mai multe ori, la 65% de copii cu varsta pana la 3 ani
- de 1-2 ori, iar 35% - de mai multe ori. La varsta de 3 ani se pot imbolnavi pana la 71% de copii.
Motivul dezvoltari hipoacuziei senzorineurale la maturi in 25,5% cazuri consta in faptul, ca acesti
pacienti au suportat anterior otita purulenta acuta sau cronica [371].

Otita externa acuta (OEA) este comuna in intreaga lume, cu o incidenta mai mare in zonele
tropicale decat in zonele temperate din cauza temperaturii si umiditatii mai ridicate. Afecteaza 4
din 1000 de adulti si copii din Statele Unite in fiecare an si poate pune viata in pericol la pacientii
care au diabet, sunt imunocompromisi sau au primit radiatii la nivelul capului si gatului, necesitand
terapie antimicrobiana agresiva [360].

Managementul modern al terapiei infectiilor auriculare este indreptat spre folosirea unui
tratament complex si inovativ, cu preparate din noile generatii, dat fiind faptul ca la momentul
actual exista deja o crestere dramatica a cazurilor de rezistenta la antibiotice [319]. Un exemplu
elocvent este prevalenta anumitor tulpini de stafilococi, ca S. pneumoniae, care a devenit rezistent
la majoritatea claselor de antibiotice, totodata ducand si la productia lor de B-lactamaze.

In tratamentul otitelor de obicei se justifica tratamentul policomponent, cu administrarea
locala a unor preparate complexe (picaturi auriculare, unguente, spray-uri) cu continut de
antibiotice, antifungice, antiinflamatoare, decongestionante, analgezice si antihistaminice [338].
De cele mai multe ori sunt intalnite prescriptii cu antiinflamatorii steroidieni, care ajuta la
reducerea edemului si pruritului. Din acest motiv in practica contemporana se pune tot mai mult
accent pe crearea unor remedii combinate, iar cercetarile in aceasta directie sunt menite sa arate
biodisponibilitatea acceptabila, gradul de toxicitate, interactiunea dintre medicamente,
compatibilitatea dintre acestea si stabilitatea sistemului la etapa de preformulare si altele [104].

Desi dezvoltarea rezistentei la antibiotice necesita o atentie deosebita in momentul indicarii
terapiei antimicrobiene sistemice, in cazul utilizarii terapiei locale situatia e diferita. Urechea
medie infectata deschisa (adica, otita medie supurata cronica [OMCS] sau otoreea cu tub de
timpanostomie [OTT]) si OEA sunt probleme care pot fi adesea tratate adecvat si eficient cu
medicamente ototopice. De fapt, prima linie de terapie ar trebui sa fie medicamentele ototopice,
cuplate cu curatarea canalului extern si masurile de precautie pentru urechea uscata. In functie de

etiopatogeneza si localizarea afectiunii, una dintre cele mai frecvent utilizate forme farmaceutice
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pentru tratamentul otitelor acute si cronice sunt picaturile auriculare [198, 201]. Desigur, exista si
circumstante care impun utilizarea antibioticelor sistemice, fie in principal, fie in combinatie cu
preparate topice pentru tratamentul maladiilor auriculare infectioase.

La etapa de selectare a strategiei terapeutice in tratamentul infectiilor auriculare, este
necesar sa se tina cont de tipul agentilor patogeni. Cei mai frecventi agenti patogeni bacterieni
observati includ Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, speciile Proteus si speciile Klebsiella, impreuna cu unele specii anaerobe.

Combinatiile moderne de medicamente sunt o componenta importanta in arsenalul de
medicamente care faciliteaza farmacoterapia si extind optiunile de tratament [32]. Avantajele
asocierii medicamentelor constau in: cresterea efectului farmacologic dorit la administrarea unor
doze minime de substanta activa prin actiune sinergica, micsorarea ratei si intensitatii reactiilor
adverse, dirijarea farmacocineticii medicamentului in directia necesara, cresterea tolerantei
medicatiei pacientilor pentru tratamentul prescris in tratarea patologiei [317].

Cele mai utilizate preparate ototopice contin o combinatie dintre un aminoglicozid (cum ar
fi neomicina), polimixina B si un steroid local. Neomicina, fiind eficienta impotriva speciilor
S.aureus si Proteus, totusi, are activitate limitata impotriva Pseudomonas, anaerobilor si tuturor
streptococilor. Polimixina este eficienta impotriva pseudomonadelor, precum si a organismelor
sensibile la neomicina. Aceste preparate nu au activitate antifungica sau antivirala.

Medicamentele fluorochinolone, precum ciprofloxacina si ofloxacina, sunt pe larg utilizate
in terapia maladiilor auriculare, prezentand eficienta impotriva tulpinilor de S. pneumoniae, H.
influenzae, M. catarrhalis, tulpini de Staphylococcus si tulpini de Pseudomonas, dar iarasi, fara a
manifesta activitate antifungica sau antivirala. Ambele fluorochinolone locale au profiluri similare
de eficacitate si sigurantd, atunci cand membrana timpanica este intacta. Cu toate acestea,
picaturile auriculare cu ofloxacina au avantajul suplimentar de a fi in prezent singura forma
ototopica cu aprobarea Food and Drug Administration pentru utilizare in urechea medie deschisa.
Riscul de ototoxicitate este neglijabil atunci cand se aplica picaturi combinate de aminoglicozide
sau picaturi de acid acetic pe membrana timpanica intacta. Aceste preparate sunt eficiente si mai
putin costisitoare, fiind incluse in terapia de prima linie a infectiilor auriculare. In cazul in care
sunt necesare antibiotice sistemice, se incurajeaza metoda dirijata pe cultura, in interesul limitarii
oportunitatilor de dezvoltare a organismelor rezistente la antibiotice [119]. Corticosteroizii sunt
uneori folositi in combinatie cu chinolonele atunci cand exista o inflamatie a canalului auditiv sau
a mucoasei urechii medii sau daca este prezent tesutul de granulare. Deseori in aceasta afectiune
se administreaza dexametazona in asociere cu ciprofloxacina [343]. Terapia contemporana opteaza

pentru utilizarea combinata a diferitor substante medicamentoase din diferite grupe farmacologice
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cu scopul de a actiona prin diferite mecanisme cu micsorarea toxicitatii acestora [373]. O valoare
indispensabila pentru tratamentul afectiunilor auriculare este conferita de posibilitatea asocierii
intr-o0 forma farmaceutica a compusilor chimici si principiilor active de origine vegetala. Unele
uleiuri esentiale au demonstrat activitate sinergica antimicrobiana in combinatie cu antibioticele.
Cercetarile recente demonstreaza capacitatea linalolului, care este componenta principala a
uleiului esential de busuioc, de a potenta efectul antibacterian al antibioticelor, inclusiv al
fluorochinolonelor, prin reducerea concentratiei minime inhibitoare a CIP de aproximativ 4 ori
[326].

In urma evaluarii pietei farmaceutice autohtone a combinatiilor cu doze fixe de
medicamente, s-a constatat un numar redus de medicamente combinate inregistrate in RM, in
comparatie cu tarile vecine. Din numarul total de medicamente combinate, remediile utilizate in
afectiunile auriculare ocupa un procent foarte mic, circa 0,16%, dintre care jumatate constituie
remedii analgezice, anestezice si antiinflamatoare, restul fiind preponderent medicamente
antiinfectioase. Acest fapt accentueaza necesitatea dezvoltarii formelor medicamentoase

combinate noi cu aplicare in tratamentul infectiilor auriculare [212].

1.2.1. Infectii bacteriene si fungice ale urechii

Bolile auriculare se datoreaza, in majoritatea cazurilor, infectiilor bacteriene, care provoaca
diferite modificari fizico-chimice la nivelul conductului auditiv si duc la aparitia patologiei urechii.
Aceasta din urma este cauzata de mai multe conditii: factori externi (caldura si umiditatea ridicata,
patrunderea apei in ureche, igiena personala inadecvata, incercarile de curatare a canalului urechii
externe cu diverse obiecte) si factori interni (disfunctiile hormonale, imunodeficiente, dop
epidermic, absenta cerii) [2].

Otita este 0 maladie acuta a canalului auditiv, cel mai des cauzata de bacterii sau virusi,
fiind sau nu insotita de supuratia mucoasei auditive. Datele din literatura, sustin ca circa 17-23%
din totalul afectiunilor ORL — sunt anume otitele medii si externe. Totodata se poate spune ca
incidenta acestor maladii creste de la an la an, avand o tendinta puternica de a acoperi in special
varsta frageda a copilariei, ocupand locul 11 dupa infectiile virale ale cailor respiratorii. [245, 25].

Infectia urechii externe este cauzata de microorganisme, poate cuprinde pavilionul urechii,
cat si conductul auditiv extern, fara distrugerea membrane timpanice. Acest tip de infectie
reprezenta aproximativ de la 5% pana la 20% din totalul cazurilor referitoare la ureche, nas si gat.
De obicei, este caracterizata de un proces inflamator local, dar uneori poate difuza la alte tesuturi,
daca nu se incepe un tratament adecvat. Infectia urechii externe este unul dintre cele mai frecvente

tipuri de infectii ale urechii cu care se confrunta medicii zilnic [149].
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Otomicoza (OM) este o infectie fungica superficiala comuna care afecteaza canalul auditiv
extern (CAE). Infectia se poate prezenta sub forma acuta, subacuta sau cronica si este de obicei
unilaterala, forma bilaterala fiind mai frecventa la pacientii imunocompromisi [3].

OM conductului auditiv extern se atesta la 63% de pacienti), caracterizata prin dezvoltarea
fungilor in conductul auditiv extern (CAE) este declansata de factori, cum ar fi: accesul liber al
aerului atmosferic, oxigenului si dioxidului de carbon, ca mediu pentru nutritia si dezvoltarea
fungilor, structura anatomica a CAE, lipsa actiunii directe a razelor solare, conditii termice
prielnice pentru dezvoltarea fungilor. OM urechii medii se intalneste mai rar (20% de pacienti), la
acest tip de OM, deseori timpanul este hiperemiat, infiltrat, cu perforatii de diverse dimensiuni.
Infectia cu fungi poate fi favorizata de: eliminari purulente, antibioticoterapie masiva, traumarea
pielii conductului auditiv extern si altele [154].

OM este prezenta la nivel global, cu prevalenta variind de la 9% la 30% la pacientii cu
semnele si simptomele infectiei CA [7]. Conform unui studiu recent realizat in anul 2018
(Kiakojori K., s.a.), aceasta maladie este adesea intalnita la toate grupele de varsta, in special 19-
55 ani (varsta minima fiind 4,5 luni si maxima 89 ani), cu prevalenta relativ egala la ambele sexe
(50,67% la barbati si 49,33% la femei), iar cele mai intalnite sSimptome au fost pierderea auzului,
secretie, durere si prurit [148]. OM este raspandita in cea mai mare parte in zonele calde, umede,
tropicale si subtropicale, datorita umiditatii ambientale ridicate, a caldurii si a zonei neiluminate
din canalul urechii care promoveaza cresterea fungica. In asociere cu factorii predispozanti locali,
cum ar fi cum ar fi infectia cronica a urechii, utilizarea uleiurilor, steroizilor, prezenta infectiilor
fungice in organism, cum ar fi vaginita sau onicomicozele, probabilitatea de instalare a OM este
mai inalta [316]. In acelasi timp, incidenta crescuta a infectiilor fungice poate fi 0 consecinti a
utilizarii pe scara larga a antibioticelor, corticosteroizilor, citostaticelor si a medicamentelor
imunosupresoare [363].

Majoritatea agentilor patogeni fungici izolati din tampoanele de urechi apartin taxonului
Aspergillus, reprezentat de A. niger, A. terreus, A. flavus, A. fumigatus, pe langa taxonul Candida,
reprezentat de C. albicans si C. Luistaniae [238]. Principalul agent cauzal al infectiilor fungice
nosocomiale este reprezentat de Candida albicans, in timp ce Aspergillus fumigatus este cel mai
raspandit agent patogen fungic din aer. Aspergillus este un mucegai saprofit si este unul dintre
colonizatorii primari ai substraturilor artificiale. Cresterea sa rapida si producerea unui numar mare
de conidii mici, uscate, il fac un contaminant semnificativ in ceea ce priveste calitatea aerului si
potentialele boli legate de expunerea umana [134].

Cel mai recent studiu realizat in nordul Chinei din 2017 pana in 2018 denota prevalarea

speciilor de Aspergillus Niger, A. Welwitschiae, la pacientii diagnosticati cu OM [138]. Ca regula,
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totusi, cel mai frecvent agent patogen este Aspergillus niger (37,59%), deseori in combinatie cu
Candida glabrata (18,8%) [40]. Cazuri izolate de OM pot fi cauzate de fungii genului Mucor,
Alternaria, Kladosporium etc. [363].

Pe parcursul vietii, oamenii contacteaza adesea cu ciupercile prezente in biosfera, iar unul
dintre organele de simt predispuse in mod special pentru colonizarea fungica este urechea [254].
Afectarea barierelor de protectie ale analizatorului auditiv poate conduce la declansarea unei
infectii micotice auriculare [332].

Fapt ce este demonstrat in cazul administrarii antibioticilor pentru tratarea bolilor
auriculare, unde pe langa efectul antibacterian pronuntat, frecvent se manifesta reactii adverse
importante ca otomicoza. Aceasta argumenteaza utilizarea antimicoticelor in tratamentul bolilor
auriculare [15, 36].

Otomicoza este de obicei o infectie benigna si superficiala, adesea asimptomatica in stadiile
incipiente si nu este consideratda amenintatoare de viata. Cu toate acestea, in anumite situatii,
infectia poate deveni recurenta datorita mediului ideal pentru cresterea fungica oferit de CAE. Este
important de mentionat ca infectia se poate raspandi si poate afecta urechea medie in aproximativ
10% din cazuri. Durerea, care poate varia ca severitate, durerea de cap si tinitusul sunt, de
asemenea, frecvente. Edemul si roseata CAE, descuamarea epiteliului si afectarea auzului sunt
adesea constatari clinice prezente la pacientii cu OM [354].

La pacientii care sunt imunocompromisi se pot dezvolta forme acute invazive fatale de
infectie fungica in urechea medie si interna. Aceasta poate duce la meningita sau invazie fungica
a mucoasei si distrugerea oaselor mastoide. Inrautatirea progresiva a bolii fungice invazive poate
fi insotita de paralizie faciala acuta, dezechilibru si surditate [276]. Lipsa ghidurilor si
protocoalelor terapeutice oficiale a dus la dezacorduri intre experti cu privire la tratamentul optim
pentru infectiile fungice. in plus, durata tratamentului este, de asemenea, nedefinita. Astfel, luarea
in considerare atenta a dovezilor, a factorilor pacientului si a rationamentului clinic este cruciala
in determinarea celei mai adecvate abordari. Multi autori considera ca este necesar sa se identifice
agentul cauzal si sa se aleaga cel mai eficient antimicotic pe baza sensibilitatii specifice
determinate anterior. Cu toate acestea, alti autori sugereaza ca este recomandabil sa se selecteze
un tratament adecvat pe baza eficacitatii generale si a caracteristicilor medicamentului, indiferent
de tipul de agent patogen.

La momentul de fata, terapia actuala a infectiilor include patru clase chimice principale de
antimicotice: azoli (imidazoli, triazoli, tiazoli), echinocandine (caspofungin, micafungin si
anidulafungin), fluoropirimidine (5-fluorocitozind) si poliene (amfotericina B, nistatina si

natamicini) [49]. In Franta, nistatina este recomandati ca tratament local de prima linie a
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otomicozei, utilizata de obicei in combinatie cu oxitetraciclina, polimixina B si dexametazona timp
de pana la 15 zile [115]. Alti agenti antifungici, cum ar fi miconazolul, bifonazolul, izoconazolul
si ciclopiroxolamina, pot fi, de asemenea, utilizati pentru tratamentul otomicozei. Cu toate acestea,
studiile in vitro si monitorizarea tratamentului au aratat ca aceste antifungice au un efect inegal
asupra drojdiilor si mucegaiurilor, miconazolul fiind mai putin eficient impotriva diferitelor specii
din genul Candida [117].

Unele studii au raportat, de asemenea, o buna eficacitate in vitro a efinaconazolului,
lanoconazolului si luliconazolului impotriva speciilor Aspergillus, dar au fost observate
raspanditi agenti cauzali ai otomicozei [196]. Intr-un studiu efectuat in anul 2022, care a comparat
eficacitatea clinica a sertaconazolului cu alti imidazoli, au fost raportate efecte satisfacatoare la
pacientii cu OM, dar nu a fost observata nicio diferenta semnificativa in comparatie cu tratamentul
cu miconazol si clotrimazol [146]. Conform unor date, terbinafina, naftifina si clornitrofenolul au
fost cele mai eficiente in tratamentul local pentru otomicoza indusa de mucegai, in timp ce
clotrimazolul sau alilaminele (terbinafina si naftifina) s-au dovedit a fi cea mai buna alegere pentru
otomicoza Candida . Sa observat ca tratamentele antifungice locale trebuie aplicate cel putin 3-4
saptamani cu monitorizare constanta de laborator [117].

Otomicoza necesita tratament prompt si are o tendinta de recidiva, in aceasta ordine de idei
s-a constat ca clotrimazolul este unul dintre remediile eficiente de tratament impotriva OM. S-a
constatat ca eficacitatea azolilor depinde de durata tratamentului. O saptamana de tratament cu
clotrimazol a vindecat doar 35% dintre pacienti, in timp ce 4 saptamani de tratament au vindecat
70%. Grupul de azoli s-a dovedit a fi destul de eficient in tratarea otomicozei [265].

Un alt reprezentant din clasa imidazolilor este sertocanazolul, ce contine un inel de
benzotiofen care creste capacitatea medicamentelor de a forma pori in membrana celulelor fungice,
lar celula fungica va muri din cauza pierderii adenozin-trifosfatului prin acesti pori. Speciile
sensibile la sertaconazol s-au dovedit a fi: Candida albicans, Epidermophyton floccosum,
Trichophyton mentagrophytes si Trichophyton rubrum. Conform studiului clinic (Shadman N.,
Hooshang G., Ali F., 2022), sertaconazolul a ameliorat simptomele de otalgie, otoree si plenitudine
auditiva in primele doua saptamani, iar pruritul urechii a fost ameliorat in a patra saptamana.
Rezultatele studiului denota ca sertaconazolul a avut o rata de raspuns de 96,43%, ceea ce denota
o eficacitate foarte inalta [372].

Pentru tratamentul sistemic al bolilor fungice ale urechii, sunt utilizate Nistatina, Lamisil,
Pimafucin, Clotrimazol, Diflucan, Flucostat etc. Conform unor studii clinice si de laborator, cele

mai eficiente medicamente in tratamentul infectiilor ORL sunt: Diflucan, Pimafucin si Lamisil. In
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tratamentul local al otomicozei cauzate de genul Aspergillius se utilizeaza Nitrofungin si Exoderil,
iar pentru genul Candida se utilizeaza Pimafucin si Clotrimazol. In procesele fungice asociate
(Aspergillius si Candida) medicamentul antifungic Exoderil (clorhidrat de naftifina) s-a dovedit
cel mai eficient [324].

Avand in vedere polietiologia bolii (posibilitatea prezentei florei bacteriene si fungice),
tratamentul trebuie sa includa substante medicamentoase cu actiune antibacteriana si antimicotica,
ce se realizeaza prin utilizarea picaturilor auriculare combinate [177]. lar pentru tratamentul
infectiei bacteriene asociate sunt preferate fluorchinolonele, care au un spectru extins de actiune
si sunt lipsite de ototoxicitate. Pentru a evita problemele care pot aparea la aplicarea separata a
medicatiei antifungice si antibacteriana (erori de dozare, durate de aplicare, etc.) sunt preferate
combinatiile topice de medicamente [316]. Combinatia EC cu CIP sub forma de picaturi auriculare
poate fi eficienta in tratamentul otitei externe mixte si ca optiune pentru tratamentul otomicozei
datorita actiunii antifungice cu spectru larg. Fiind considerat unul dintre cei mai activi agenti
antifungici impotriva ciupercilor Aspergillus (principalii agenti patogeni ai otomicozei),
econazolul este preferential clotrimazolului, fata de care acest gen a dezvoltat rezistenta.

Otita supurata (OS) este o infectie bacteriana prelungita si adesea recurenta a urechii medii
sl a cavitatii mastoide, definita prin perforarea membranei timpanice si otoree, care dureaza mai
mult de 2 saptamani, conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS). Infectia se dezvolta de
obicei in copilaria timpurie, cu un varf in jurul varstei de 2 ani, dar poate persista pana la varsta
adulta. OS este una dintre cele mai frecvente boli infectioase intdlnite in practica
otorinolaringologiei, tabloul caracteristic fiind otoreea cronica sau persistenta timp de 2 pana la 6
saptamani printr-o membrana timpanica perforata [177].

Organizatia Mondiala a Sanatatii estimeaza ca intre 65 si 330 de milioane de oameni sufera
de OS in intreaga lume. Prevalenta a OS mai mare de 4% indica o ,,problema critica de sanatate
publica. Cea mai mare povara a acestei afectiuni se gaseste in tarile cu venituri mici din Africa
Subsahariana si Oceania, cu un numar mai mare in randul copiilor sub 5 ani. In Statele Unite, OS
apare la o rata mai mica de 1%, in timp ce in multe tari in curs de dezvoltare sunt observate ratele
mai mari de 4%. Cu toate acestea, prevalenta globala a OS nu poate fi explicata pe deplin prin
statutul socioeconomic al unei anumite tari, datele de prevalenta disponibile afisand eterogenitate
in regiunile cu statut socioeconomic similar [177].

OMS considera ca stabilirea interventiilor la nivel de ingrijire primara si la nivel comunitar
poate avea un impact potential asupra ratelor de prevalenta ale OS.

Morbiditatea in bolile cronice ale urechii.

Cercetarile efectuate in tarile industrializate dezvaluie ca aproximativ 80% dintre prescolari
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ar fi putut trece prin cel putin un singur episod de otita medie acuta (OMA) inainte de a implini
trei ani, iar aproape 40% vor avea sase sau mai multe recidive pana la atingerea varstei de sapte
ani. Comparabil cu alte boli transmisibile, impactul OMA variaza semnificativ intre diferite tari,
in functie de prevalenta complicatiilor supurative, cum ar fi mastoidita, rata de incidentd a
meningitei si probabilitatea de dezvoltare a sechelelor asociate cu OS. Pierderea auzului apare
frecvent in OS ca 0 hipoacuzie conductiva usoara pana la moderata in pana la 50% din cazuri.
Infectia bacteriana a urechii medii se poate raspandi si la urechea interna, ceea ce poate duce la
toxicitatea permanenta a celulelor parului cohlear si ca rezultat poate avea loc pierderea auzului
senzorineural. Se estimeaza ca 534 de milioane de oameni sunt afectati in intreaga lume de un
anumit grad de hipoacuzie, dintre care 80% sunt in tarile in curs de dezvoltare. Rate mai mari de
pierdere a auzului in aceste regiuni pot fi legate de incidenta crescuta de OS. OMS estimeaza ca
pana la 28 000 de decese anuale pot fi atribuite OS la nivel global [177]. Aceste rezultate fac din
OS o problema majora de sanatate publica care necesita o atentie imediata pentru a-i reduce
prevalenta la nivel mondial.

Desi virusurile sunt cea mai frecventa etiologie in otita medie, bacteriile la fel prezinta o
cauza a otitei medii cronice supurate la copii. Etiologia este de obicei polimicrobiana. In functie
de factorii precum locatia geografica, starea imunitatii personale, istoricul utilizarii antibioticelor
si alte elemente ale gazdei implicate, microbiologia OS variaza foarte mult. Spectrul bacterian cel
mai adesea identificat in urechea medie afectata este dominat de Pseudomonas aeruginosa, care
este considerata clinic semnificativa datorita capacitatii sale de a dezvolta biofilme si capacitatii
de rezistenta la antibiotice. Alaturi de acesta, Staphylococcus aureus convietuieste de obicei cu un
impact inflamator similar, deoarece aceasta bacterie poate genera toxine daunatoare care
declanseaza leziuni tisulare. La fel sunt intalnite si Enterobacteriaceae, cum ar fi Proteus spp. si
Klebsiella pneumonia. Microbiologia OS implica existenta diverselor microorganisme, incluzand
ocazional o relatie sinergica intre aerobi si anaerobi, cum ar fi Peptostreptococcus spp. si
Prevotella spp. Mai putin frecvente sunt Aspergillus spp. si Candida spp. care se intalnesc mai
mult la pacientii imunocompromisi. Mycobacterium tuberculosis este o cauza rara de infectie
cronica a urechii medii, dar otomastoidita tuberculoasa trebuie luata in considerare la un pacient
care prezinta scurgeri cronice ale urechii [143].

Incidenta crescuta a OS in randul copiilor se explica prin faptul ca, trompa lui Eustachio la
copii este mai scurta, mai orizontala, cu un cartilaj mai slab, care poate ingreuna deschiderea acesteia.
Pe langa aceasta, sistemul imunitar imatur si o susceptibilitate mai mare la infectii la copii cresc riscul
acestora [5]. Alti factori de risc includ tratamentul inadecvat pentru infectiile urechii, igiena precara si

factorii de mediu. Deoarece patogeneza si microbiologia variata a OS nu sunt pe deplin intelese, este
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important sa se investigheze prevalenta diferitilor agenti patogeni in diferite zone [131].

Recent se considera ca biofilmul bacterian are un rol major in dezvoltarea infectiilor ORL,
inclusiv otitei medii. Formarea biofilmului faciliteaza infectiile bacteriene cronice si reduce
eficacitatea terapiei antimicrobiene [4].

OS poate fi clasificata in 2 tipuri distincte: tubotimpanic si aticoantral, in functie de partea
afectata a membranei timpanice [155, 168].

Chiar daca patogeneza este multifactoriala, debutul clinic este frecvent un episod de OMA,
complicat de perforarea membranei timpanice si o suprainfectie ulterioara a urechii medii cu
bacterii care patrund prin canalul urechii externe [60]. S-a demonstrat ca, utilizarea gresita si
excesiva a antibioticelor in ultima vreme au dus la modificari ale tulpinilor bacteriene importante,
precum si a raspunsurilor acestora la antibiotice. Prin urmare, actualizarea regulata a informatiilor
privind prevalenta si antibiograma acestor microorganisme pentru otita medie cronica ar ajuta la
tratamentul pacientului [169].

Dintre antibioticele topice, chinolonele sunt mai eficiente decat alte antibiotice topice, iar
in combinatie cu toaleta auditiva prezinta rentabilitate inaltd in comparatie cu alte tratamente [187].

Chinolonele sunt incluse in tratamentul de electie, recomandat de OMS, pentru OS din
cauza activitatii inalte mpotriva P. aeruginosa si lipsei efectelor secundare potentiale -
cohleotoxicitate si  vestibulotoxicitate, atribuite  aminoglicozidelor. = Medicamentele
antipseudomonale beta-lactamice, cum ar fi ceftazidima, sunt utilizate in cazurile care necesita un
regim parenteral. Ticarcilina-clavulanat este un agent alternativ care este eficient impotriva
Pseudomonas sp. si S. Aureus [253].

Ciprofloxacina, datorita spectrului larg de actiune impotriva microorganismelor gram-
pozitive si gram-negative, prezinta eficacitate inalta in tratamentul infectiilor urechii sub forma de
picaturi auriculare [18].
considerate ca terapia antibacteriana preferintiala a OS. Cu toate acestea, antisepticele topice, cum
ar fi acetatul de aluminiu, acidul acetic sau acidul boric, pot fi optiuni mai fezabile datorita unei
eventuale rezistente antimicrobiene [292]. Antisepticele pot fi utilizate individual sau in
combinatie cu alte tratamente pentru OS, cum ar fi antibioticele sau toaleta auditiva, insa acestea
pot provoca iritatii ale pielii urechii externe, manifestandu-se sub forma de disconfort, durere sau
mancarime [120].

Aplicarea pe larg a corticoterapiei, ca adjuvant al tratamentului antibacterian, pentru a
margini raspandirea infectiei, si a reduce eozinofilia duce la scaderea efectului [239]. In practica

medicala frecvent este intalnita asocierea dintre dexametazona si ciprofloxacina sau fluocinolon si
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ciprofloxacina sub forma de picaturi auriculare combinate pentru tratamentul otitei medii [202].

Tratamentul chirurgical sau timpanostomia (incizia membranei timpanice) se indica atunci
cand tratamentul medicamentos nu ofera raspuns, iar afectiunea nu este la stadiul de regresie, sau
in cazul aparitiei complicatiilor [177, 137].

Cu scopul obtinerii unei terapii eficiente a OS, este justificata utilizarea formelor
farmaceutice combinate, cu continut de agenti antibacterieni, antiinflamatori, antifungici si
antiseptice [105]. Preparatele locale, in special picaturile auriculare, sunt de regula mai preferabile,
datorita absorbtiei sistemice scazute, actiunii polivalente, comoditatii si simplicitatii de utilizare
[321]. in tratamentul infectiei auriculare un rol important are stimularea proceselor reparative in
faza de epitelizare pentru formarea tesutului nou. Mecanismul de recuperare a plagilor infectioase
nu este uniform, insa o conditie importanta pentru regenerare este stimularea sintezei de ARN,
ADN si proteine. In acelasi timp are loc eliberarea de substante vasoactive si factori de crestere,
care activeaza fibroblastele, celule endoteliale si macrofagi. Cel mai mare interes prezinta acele
preparate, efectul regenerator al carora se datoreaza mai multor mecanisme de actiune. Un astfel
de efect polivalent il au pirimidinele. MU este utilizat demult cu succes ca un stimulator de
reparatie a tesuturilor sub forma de unguent si supozitoare. Preparatul are mai multe proprietati,
care determina efectul sau de vindecare a ranilor: antiinflamator, anabolizant si imunostimulator

[235]. OS ramane o boala infectioasa cronica semnificativa a copilariei, cu implicatii globale [54].

1.2.2. Hipoacuzia senzorineuralda

Hipoacuzia reprezinta scaderea acuitatii auditive sau este asociata cu orice dificultate de
perceptie a sunetului. Pierderea auzului, fie ea partiala sau totala, influenteaza viata oamenilor,
creand obstacole in incadrarea acestora in societate [335].

Expunerea frecventa la zgomot puternic poate deteriora celulele paroase sensibile la sunet
din urechea interna, deci este important de protejat auzul de mediile daunatoare. Clasificarea
hipoacuziilor in functie de mecanismul de producere distinge hipoacuzia de transmitere,
neurosenzoriala (de perceptie) si hipoacuzia mixta [277].

Datele statistice denota, ca circa 466 de milioane de oameni din intreaga lume sufera de o
disfunctie auditiva, dintre care 34 de milioane sunt copii. Se estimeaza ca pana in 2050 peste 900
de milioane de persoane vor suferi de surditate cu grad de invaliditate. Pierderea auzului din cauza
neadresarii la timp are ca rezultat pierderi globale anuale de 750 miliarde USD [361]. Incidenta
pierderii auzului senzorineural variazi in diferite tari. In Statele Unite ale Americii, hipoacuzia
senzorineurala instalata brusc afecteaza intre 5-27 la 100.000 de persoane in fiecare an, cu

aproximativ 66.000 de cazuri noi anuale [48].
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La momentul de fata in Republica Moldova sunt inregistrate peste 5 mii de persoane care
sufera de deficiente de auz [103]. Incidenta acestei boli a crescut in ultimii ani, ceea ce poate fi
asociat cu factori precum stilul de viata rapid, munca de mare intensitate si poluarea fonica a
mediului in societatea [197, 257].

Dintr-o perspectiva moleculara, in dezvoltarea acestei afectiuni pot fi implicati o serie de
factori, cum ar fi mutatii genetice, modificari epigenetice si anomalii ale proteinelor [267].

Pe langa nivelul molecular, etiologia si mecanismele acesteia implica, de asemenea, diverse
aspecte, cum ar fi bolile neurodegenerative, infectia, intoxicatia si hipoxia. in perioada pandemiei
au fost inregistrate 0 serie de cazuri cu instalarea hipoauziei senzorineurale in randul persoanelor
infectate cu virusul COVID-19, care nu au raportat acuze de genul dat, si nici au fost supusi
factorilor de risc cum ar fi zgomotul [289]. La fel, toxinele precum medicamentele ototoxice si
solventii organici pot provoca, leziuni ale nervului auditiv, ducand la aparitia surditatii
senzorineurale [136]. Printre factorii care afecteaza endoteliul vascular se intalnesc:
hiperlipoproteinemia, hipertensiunea arteriala, fumatul, diabetul zaharat. lar in randul pacientilor
cu comorbiditati cardio-vasculare, ateromatoza vasculara afecteaza vascularizatia cohleara si
indirect poate duce la o reactie inflamatorie, cu eliberarea de specii reactive de oxigen [58].

Strategii pentru prevenirea hipoacuziei si metode de tratament.

In general, se sugereaza ca jumitate din toate cazurile de pierdere a auzului pot fi prevenite
prin masuri de sdnatate publica. La copiii cu varsta de sub 15 ani, 60% din pierderea auzului este
atribuibila unor cauze care pot fi prevenite. Aceasta cifra este mai mare in tarile cu venituri mici
si medii (75%) comparativ cu tarile cu venituri mari (49%) [8].

Cauzele prevenibile ale pierderii auzului in copildrie includ: infectii precum oreion,
rujeola, rubeola, meningita, infectii cu citomegalovirus si otita medie cronica (31%); complicatii
la momentul nasterii, cum ar fi asfixia, greutatea redusa la nastere, prematuritatea si icterul (17%);
utilizarea medicamentelor ototoxice in perioada sarcinii (4%); altele (8%) [251].

Instrumentele principale aplicate 1n prevenirea si tratamentul pierderii auzului
senzorineural sunt terapia medicamentoasa, reabilitarea auditivd si metodele de interventie
individualizate [374]. Deoarece majoritatea cazurilor sunt idiopatice, managementul este empiric
[270]. Ca regula, se recomanda odihna la pat, terapia cu steroizi, inhalarea carbogenului,
medicamente vasodilatatoare si vasoactive, oxigenoterapia hiperbara [192]. Tratamentul
hipoacuziei senzorineurale necesita o conduita specifica, in special combinata, care ar conduce la
sporirea hemodinamicii in regiunea urechii interne, ameliorarea metabolismului, proprietatilor
reologice ale sangelui si stimularea analizatorului auditiv [330, 331].

Eficienta terapeutica s-a demonstrat in cazul utilizarii medicamentelor precum
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antioxidanyii, neurotonice (ex. PIR) si imunomodulatorii, care joaca un rol in protejarea functiei
nervoase cohleare si auditive. Este justificata icluderea in schemele de tratament pentru hipoacuzia
senzorineurald a NIC [191], care manifesta efectele de imbunatatire a circulatiei cerebrale prin
cresterea volumului sangvin si stimularea metabolismului la nivelul creierului [97].

Recent, transplantul de celule stem a fost aplicat treptat si in tratamentul hipoacuziei
senzorineurale [163]. Protezele auditive sunt pilonul de baza al tratamentului in cazurile cronice
si exista diferite tipuri. Implanturile cohleare si utilizarea lor variaza la nivel mondial [281].

Desi medicatia este unul dintre principalele tratamente pentru hipoacuzia senzorineurala,
eficacitatea sa nu este intotdeauna ideala, fiind determinata de aparitia reactiilor adverse greu
tolerate sau grave. In plus, terapia cu medicamente necesita o utilizare pe termen lung pentru a
obtine o eficacitate mai buna, ceea ce poate cauza sarcini psihologice si economice pentru unii
pacienti. Prin urmare, tratamentul hipoacuziei senzorineurale trebuie sa ia in considerare factori
precum starea fizica a pacientului, severitatea bolii, obiectivele si riscurile tratamentului si sa

adopte un plan de tratament individualizat.

1.3. Principii de selectare a substantelor active pentru elaborarea produselor

farmaceutice combinate

Medicamentele cu combinatie fixa ofera posibilitatea de a simplifica administrarea in cazul
in care 0 combinatie de substante active este deja recunoscuta cu o revendicare terapeutica
existenta. Alternativ, un medicament cu combinatie fixa poate fi dezvoltat de novo pentru a aborda
0 noua revendicare terapeutica.

O atentie deosebita trebuie acordata dozelor fiecarei substante active din medicamentul cu
combinatie fixa, fiecare combinatie de doze fiind justificata stiintific si relevanta clinic.
Combinatia propusa ar trebui sa se bazeze intotdeauna pe principii terapeutice valide. De
asemenea, profilul combinat de siguranta (si eficacitate) al tuturor substantelor active din
medicamentul cu combinatie fixa trebuie sa fie luate in calcul.

Cerinye de date clinice pentru o combinatie fixa de medicament.

Este necesar sa se justifice gruparea farmacologica si medicala pentru combinatia speciala
de substante active din medicamentul cu combinatie fixa si pentru indicatia terapeutica dorita. La
fel, ar trebui sa tina seama si de doze, inclusiv de frecventa dozarii si schema de dozare a
substantelor active incluse in medicamentul cu combinatie fixa. Un aspect important al
medicamentului cu o combinatie fixa, include evaluarea potentialelor avantaje clinice ale terapiei
combinate in raport cu utilizarea monoterapiilor, pentru a determina daca produsul indeplineste

cerintele privind eficacitatea si siguranta. Totodata, farmacocinetica substantelor active
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individuale trebuie bine inteleasa [111].

Selectarea farmacoterapiei in baza cunoasterii relatiilor structura-activitate, a grupelor
functionale farmacofore ofera mai multe avantaje [174]. Biodisponibilitatea este o caracteristica
biofarmaceutica importanta a ingredientelor farmaceutice active (API), care este adesea corelata
cu solubilitatea lor in apa. Una dintre metodele de crestere a solubilitatii este liofilizarea [280].

Proprietati fizico-chimice precum hidrofobicitatea moleculei, efectul electronic si efectul
steric sunt direct legate de structura chimica a compusului si pot fi corelate cantitativ de activitatea
farmacologica. Rolul proprietatilor fizico-chimice, care sunt dependente de structurile moleculare,
ar trebui luate in considerare in primul rand, pentru ca nu pot fi schimbte barierele, dar pot fi
elaborate forme de dozare, in care influenta proprietatilor fizico-chimice, cum ar fi solubilitatea,
pH-ul, viteza de dizolvare etc. pot ar fi modificate intr-o directie pozitiva. [218].

Investigarea proprietatilor fizice si chimice ale unei substante medicamentoase — singura
sau combinata cu excipienti este cruciala in timpul studiilor de preformulare. Cunoasterea acestora
este primul pas in dezvoltarea rationala a unei forme de dozare [252, 130, 242]. lar cunoasterea
principiilor de relatiile structura-activitate (SAR), care se refera la o serie de tehnologii puternice
de proiectare a medicamentelor, tehnologii create pentru a studia relatiile dintre structura chimica
si activitatea biologica a unei molecule, ofera sanse de a reduce din timpul si cheltuielile de
dezvoltare a medicamentului [237, 74, 214, 76].

1.3.1. Derivayi de nitrofuran cu actiune antibacteriana topica

Pana in prezent, au fost introduse multe molecule si super molecule sintetice din punct de
vedere chimic si natural, cu efecte antibacteriene [74, 214].

Nitrofuranii (CsHeN4Os) sunt chimioterapice sintetice cu un spectru larg de activitate
impotriva majoritatii bacteriilor Gram-pozitive si Gram-negative, ciupercilor si protozoarelor.
Astazi, cercetarile asupra nitrofuranilor s-au concentrat pe proiectarea si sintetizarea complecsilor
hibrizi ai acestor compusi pentru a minimiza efectele secundare si a creste eficienta tratamentului.
Efectul antibacterian al nitrofuranilor rezulta din produse de reducere slab caracterizate care sunt
derivate din degradarea medicamentului de catre enzimele bacteriene nitroreductaze.

Complexarea nitrofuranilor cu benzotiazol a dus, de asemenea, la o potenta crescuta
impotriva unei varietati de agenti patogeni importanti precum Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli si Salmonella typhimur [264].

Derivatii de nitrofuran au fost utilizati ca antibacterieni inca de acum aproape 8 decenii si
se caracterizeaza prin activitatea lor puternica impotriva unei game largi de organisme patogene.

Nitrofurantoina, nifuroxazida si furazolidona sunt cateva medicamente antibacteriene din
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compusii heterociclici care contin sistemul inelar nitrofuran. In plus, existi si lucrari publicate
privind proprietatile antituberculoase promitatoare ale derivatilor de nitrofuran. Pentru a-si
exercita actiunea antimicrobiana, derivatii de nitrofuran sunt activati metabolic in interiorul
microorganismului. Acest lucru se realizeaza prin enzima microbiana nitroreductaza care reduce
gruparea nitro (—NO ) pentru a produce diversi radicali liberi care in cele din urma dauneaza
microorganismului. Principalele caracteristici farmacoforice ale 5-nitrofuranilor sunt o grupare
nitro (—NO ») direct legata de un inel furan in plus fata de o portiune hidrazona care contribuie la
stabilitatea generala a inelului de nitrofuran, facilitind formarea radicalilor liberi [170].
Izohidrafuralul (IHF, izonicotinoilhidrazona aldehida 5-nitro-2-furan) este un compus
organic stabil din clasa antibacterienilor de tip nitrofuran. IHF a fost sintetizat din 5-nitrofurfural
si izoniazida si s-a dovedit a fi de doua pana la patru ori mai activ fata de bacteriile Gram-negative
si Gram-pozitive si prezinta de noua ori mai putina toxicitate decat compusul de baza nitrofurazona
impotriva unui numar mai mare de microorganisme responsabile de infectiile nosocomiale si
stabilitatea pe termen lung. Cu toate acestea, nu exista date pentru compararea activitatii

antimicrobiene a IHF cu nitrofurantoina, care este utilizata in mod obisnuit [244, 21].

1.3.2. Regenerante cu aplicare topica

In ultimii ani s-au facut progrese semnificative in intelegerea mecanismelor de reparare a
ranilor, inclusiv rolul monocitelor si macrofagelor, diferentierea fibroblastelor si functiile
miofibroblastelor, precum si coordonarea dintre sistemul imunitar si tulpina tisulara [31].

Produsele pe baza de medicina regenerativa pot fi clasificate in urmatoarele doua categorii:
terapii pe baza de celule si terapii fara celule. Adecvarea terapiilor bazate pe medicina regenerativa
pentru regenerarea pielii se bazeaza pe proprietati, cum ar fi diferentierea multidirectionala, auto-
replicarea, imuno-modularea, reglarea inflamatiei, angiogeneza si hemostaza, care se manifesta
prin eliberarea diferitelor citokine si factori de crestere [268].

La randul lor, si macrofagele joaca un rol imunomodulator major dupa 3 zile de formare a
plagii si sunt reglatori cheie ai micromediului inflamator local. Odata cu dezvoltarea continua a
cercetarii si a medicinei regenerative, celulele stem, ca o noua stea importantd in domeniul
medicinei regenerative, vor continua sa contribuie la progresul medicinei [133].

Uracilul este o nucleobaza de pirimidina comuna si naturala in care inelul pirimidinic este
substituit cu doua grupari oxo- in pozitiile 2 si 4. Gasit in ARN, se imperecheaza bazele cu adenina
si inlocuieste timina in timpul transcriptiei ADN-ului [44]. Uracilul este, de asemenea, 0
componenta a mai multor coenzime care actioneaza impreuna cu enzimele in mai multe procese

ale metabolismului carbohidratilor [39]. Derivatii de uracil, cum ar fi citozina, 1-metil citozina si
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citidina sunt molecule foarte importante, deoarece sunt blocuri de constructie ale acidului
dezoxiribonucleic (ADN) si acidului ribonucleic (ARN) [266].
Medicamentele pe baza de pirimidina stimuleaza regenerarea tesuturilor si imunitatea, 6-

MU fiind cunoscut pentru efectele sale pozitive asupra regenerarii celulare [135, 219].

1.3.3. Utilizarea fluorchinolonelor in tratamentul infectiilor auriculare

Chinolonele antibacteriene (QN) si fluorochinolonele (FQN) reprezinta una dintre cele mai
importante clase de agenti antimicrobieni din multe puncte de vedere: spectrul de activitate,
administrari si distributia tisulara, fiind utilizate in primul rand pentru combaterea infectiilor
bacteriene. Necesitatea descoperirii continue de noi derivati a aparut, avand in vedere aceasta
amenintare majora, pentru a tine pasul cu adaptarea bacteriilor [215, 214, 19].

Fluorghinolonele (FQN) antibacteriene au un efect bactericid implicand un anumit
mecanism de actiune, si anume inhibarea replicarii si transcriptiei ADN-ului. Acest mecanism este
realizat prin interactiunea cu complexe de ADN si enzimele ADN giraza (o topoizomeraza de tip
I1) si topoizomeraza IV [164].

Ciprofloxacina este un agent antibiotic din clasa fluorochinolonelor utilizat pentru tratarea
infectiilor bacteriene, cum ar fi infectiile tractului urinar si pneumonia. Ciprofloxacina are
aprobarea FDA pentru tratarea infectiilor tractului urinar, infectiilor cu transmitere sexuala
(gonoree si chancroid), infectii ale pielii, oaselor, articulatiilor, prostatita, febra tifoida, infectiile
gastrointestinale, infectiile tractului respirator inferior, antraxul, ciuma si salmoneloza. In plus,
ciprofloxacina este o optiune de tratament adecvata la pacientii cu infectii mixte sau la pacientii
cu factori predispozanti pentru infectii Gram-negative [147, 282].

Spectrul antibacterian al CIP include: Streptococcus pneumoniae (doar izolate sensibile la
penicilind), Enterococcus faecalis (doar izolate sensibile la vancomicina), Staphylococcus
epidermidis (doar izolate sensibile la meticilina), Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
aureus (numai izolate meticilina-sensibile), Streptococcus spp., Citrobacter koseri (divers),
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae, Morgan ellamorganii, Haemophilusinfluenza, Haemophilus para influenzae,
Klebsiella pneumonia, Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni, Proteus vulgaris,
Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi [19].

CIP este aprobata de FDA pentru tratamentul infectiilor tractului urinar, infectiilor cu
transmitere sexuala (gonoree si chancroid, infectii ale pielii si tesuturilor moi, infectii osoase,
articulare, prostatita, pneumonie, febra tifoida, infectii gastrointestinale, infectii ale tractului

respirator inferior, antrax prin inhalare (profilaxia post-expunere), ciuma si salmoneloza,
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exacerbarea bacteriana acuta a bronsitei cronice. Este necesar de mentionat ca ciprofloxacina nu
ar trebui sa fie tratamentul empiric de prima linie pentru infectiile tractului respirator daca
Streptococcus pneumoniae susceptibil la penicilina este agentul patogen primar. CIP este o optiune
de tratament adecvata la pacientii cu infectii mixte sau la pacientii cu factori predispozanti pentru

infectii Gram-negative [164].

1.3.4. Antifungice cu actiune topicda in tratamentul otomicozelor

In ultimii ani cercetarile privind descoperirea de noi clase de medicamente antifungice au
luat amploare [367, 236].

Utilizarea prelungita a antibioticelor topice modifica flora locala a canalului urechii,
ducand la proliferarea fungica si otomicoza. Pacientii cu otomicoza apeleaza la sfatul specialistilor
ORL atunci cand starea lor devine constanta, in ciuda mai multor cure de antibiotice topice

Exista cel putin sase clase principale de medicamente pentru tratamentul infectiilor
fungice: azoli, poliene, analogi nucleozidici, echinocandine, antiseptice si hidroxichinoline. Azolii
topici sunt utilizati datorita disponibilitatii lor largi, riscului scazut de ototoxicitate si ratelor
scazute de rezistenta la medicamentele antifungice. Exemplele includ bifonazol, clotrimazol,
eberconazol, fluconazol si miconazol. Clotrimazolul este cel mai utilizat azol local. Poate fi
eliberat sub forma de lotiune 1% sau crema topica, cu durata tratamentului variind de la cateva
zile la patru saptamani. Efectele secundare sunt adesea localizate si limitate la inrosirea pielii si
arsuri. Clotrimazolul are o rata raportatd de eficacitate in otomicoza care variaza de la 50% la
100%. Azolii topici pot fi utilizati si in cazurile de timpane perforate [184].

Medicamentele antifungice aplicate in otomicoza nu vindeca intotdeauna boala si, in plus,
tratamentul ar trebui si imbunatateasca semnele fiziologice ale canalului urechii externe.
Utilizarea acidului boric intr-o solutie de alcool pentru tratamentul bolii este asociata cu o rata de
recurenta de 23%. in plus, utilizarea solutiilor antifungice, cum ar fi clotrimazol sau nistatina,
poate fi eficienta pentru tratamentul infectiilor cu Candida, dar infectiile cu Aspergillus raspund
slab la tratament. Acest lucru se intampla in timp ce 0 gama larga de ciuperci au fost raportate ca
provoaca otomicoza, iar cea mai comuna specie este Aspergillus. Prin urmare, este necesar un
regim de tratament adecvat pentru tratament. Pe de alta parte, utilizarea pe scara larga si inutila a
tratamentului antibacterian pentru otita mediala si externa poate provoca o crestere excesiva a
fungilor in aceasta zona, astfel incat efectele adverse ale utilizarii antibioticelor cu spectru larg
sunt cresterea secundara a ciupercilor si cresterea prevalentei otomicozei [188]..

Unele cercetari arata ca clotrimazolul este unul dintre cele mai eficiente agenti pentru

managementul otomicozei, cu o rata de eficacitate raportata de 95% pana la 100%. Conform unui
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studiu prospectiv randomizat se poate concluziona ca utilizarea picaturilor topice de clotrimazol
1% si crema de clotrimazol 1% sunt la fel de eficiente in gestionarea otomicozei. Crema duce la o
senzatie de blocare mai mare in primele sapte zile in comparatie cu picaturile. Unele studii atesta
0 recuperare a otomicozei folosind betadina locala si clotrimazol [184].

O meta-analiza recenta compara rezultatele utilizarii antifungicelor topice cu antisepticele
traditionale topice in tratamentul otomicozelor [362]. Dovezile sugereaza ca clotrimazolul are o
diferenta mica sau deloc in rezolutia micologica in comparatie cu alti azoli topici [160].

Antifungicele topice sunt in general utilizate din cauza eficacitatii lor ridicate si datorita
potentialului scazut de efecte adverse sistemice. Aceste medicamente sunt combinate in diferite
tipuri de vehicule, cum sunt creme, lotiuni, geluri sau spray-uri pentru a facilita penetrarea si
eficacitatea in functie de locul de implicare. Ele patrund cu usurinta in stratul cornos atunci cand
sunt aplicate pe suprafata pielii, ceea ce duce la uciderea ciupercilor sau la inhibarea cresterii lor,
realizand eradicarea clinica si micologica [260].

Econazolul este un antifungic topic utilizat pentru a trata tinea pedis, tinea cruris, tinea
corporis, candidoza cutanata si tinea versicolor. EC este un antimicotic cu spectru larg, cu o anumita
actiune impotriva bacteriilor Gram-pozitive. Se foloseste local in dermatomicoze, atat pe cale orala,
cat si parenterala. Se aplica local in tratamentul tinea pedis, tinea cruris si tinea corporis cauzate de
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Microsporum canis,
Microsporum audouini, Microsporum gypseum si Epidermophyton floccosum, in tratamentul
cutisului, candidiei si tratamentul tineei versicolore [93]. Aplicarea locala a EC este bine tolerata, cu
aparitia rara a reactiilor adverse; in studiile clinice, 3% dintre pacientii tratati cu econazolul au prezentat
reactii adverse, inclusiv eritem, arsuri, usturime si prurit [116].

Astazi asistam la o crestere semnificativa a articolelor de revizuire bazate pe noi abordari

alternative de formulare cu scopul de a imbunatati penetrarea medicamentelor antifungice [93].

1.3.5. Vasodilatatoare cerebrale si nootrope in farmacoterapia surditarii

Provocarea clinica in ingrijirea unui pacient cu hipoacuzie senzorineurala brusca este de a
determina o cauza specifica a pierderii auzului. Alegerea tratamentului ar trebui sa se bazeze in
mod ideal pe cauza. Deoarece cauza este adesea necunoscuta, majoritatea studiilor au implicat o
strategie de tratament multimodala bazata pe presupunerea ca unul sau mai multe medicamente
sau tehnici vor inversa modificarile fiziopatologice ale sistemului auditiv. S-a postulat frecvent ca
surditatea senzorineurala are origine vasculara, iar vasodilatatoarele si substantele reologice sunt
utilizate pe scara larga [136]. Vasodilatatoarele maresc calibrul vaselor de sange si astfel

imbunatatesc fluxul sanguin, in timp ce substantele vasoactive/reologice cresc fluxul prin vasele
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de sange prin alte mecanisme, cum ar fi modificarea vascozitatii fluidului [58]. Nicergolina, un
antioxidant, derivat al ergolinei, ofera efecte neuroprotectoare si creste circulatia urechii interne,
inhiba nu numai peroxidarea lipidelor, ci si generarea radicalilor liberi din neutrofile. Utilizarea
clinica a nicergolinei precum in tratarea dementei, tulburarilor vasculare si de echilibru, in special
in vertij si tinitus, este recomandata pe scara larga [251]. Studiile nicergolinei privind prevenirea
si tratamentului surditatii sunt limitate. Totusi, comparativ cu alte vasodilatatoare cerebrale, anume
nicergolina este preferata pentru ameliorarea simptomelor surditatii. Exista mai multe date cu
privire la efectele adverse ale derivatilor de ergot, dar meta analiza datelor sugereaza ca nicergolina
are un profil de siguranta acceptabil, in ciuda faptului ca este un derivat de ergot, nicergolina este
un medicament sigur si bine tolerat [191].

Este justificata utilizarea preparatelor nootrope, care influenteaza pozitiv metabolismul
neuronal, cu ameliorarea functionalitatii conexiunilor intercorticale si corticosubcorticale [281].

Piracetamul, in calitate de neurotonic, amelioreaza procesele metabolice neuronale in
leziunile cerebrale hipoxice, toxice, traumatice sau involutive. Totodata se atesta un efect pozitiv
asupra proprietatilor vascoelastice ale sangelui, cu prognoze favorabile pentru recuperarea
pierderii auzului [374].

Aceste date bibliografice justifica selectarea piracetamului si nicergolinei pentru

combinare in aceiasi forma farmaceutica, cu aplicare potentiala in tratamentul surditatii.

1.3.6. Produse de origine vegetala antibacteriene, antifungice si antioxidante in

farmacoterapia afecriunilor auriculare

Pe parcursul istoriei, plantele au fost folosite pentru tratamentul diferitelor tulburari,
indiferent de profilurile lor de siguranta si eficacitate. Studiile anterioare au indicat ca aproximativ
80% din populatia globului se bazeaza pe medicina traditionala pentru asistenta medicala primara.

Mai multe lucrari stiintifice au documentat screening-ul farmacologic al extractelor de
plante care sunt exploatate ca sursa de importanti agenti terapeutici [272].

Plante medicinale aromatice cu potenyial antimicrobian si antifungic.

Cresterea rezistentei microorganismelor la antibiotice si aparitia de noi boli necesita
dezvoltarea urgenta a unor medicamente noi, puternice si eficiente. Plantele medicinale sunt
promitatoare, deoarece ofera surse unice si regenerabile de noi compusi antibacterieni, antifungici
[6, 100, 211].

Plantele medicinale aromatice sunt folosite in mod traditional ca surse de uleiuri volatile pentru
a trata diferite tipuri de boli infectioase, inclusiv otomicoza. Agentii antifungici naturali ar putea oferi

solutii alternative cu mai putine efecte secundare sau fara efecte secundare. Astfel, utilizarea lor
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combinata cu agenti terapeutici standard ar putea imbunatati eficacitatea tratamentului. Uleiurile
esentiale (EO) sunt antimicrobiene bine-cunoscute deoarece poseda proprietati antifungice,
antibacteriene, antiinflamatorii si antioxidante. Proprietatile antimicrobiene ale EO deriva in principal
din compozitia lor, din cantitatea de compusi dominanti si din metoda utilizata pentru a le testa
eficacitatea. Datorita naturii lor lipofile, EO si componentele lor active patrund si se acumuleaza cu
usurinta in stratul dublu lipidic al membranelor citoplasmatice. Tinta principala a OE este membrana
celulara sau peretele celular. Membrana isi pierde integritatea in timp ce permeabilitatea si fluiditatea
sunt crescute. Acest lucru intrerupe multe activitati celulare (cum ar fi productia de energie, transportul
cu membrana). In special, EO care contin un procent ridicat de compusi fenolici, precum carvacrolul,
eugenolul si timolul, au o capacitate mai mare de a modifica permeabilitatea si functia proteinelor
membranei celulare, prin patrunderea in stratul fosfolipidic al peretelui bacterian, blocand functiile
normale ale proteinelor. Bacteriile Gram-pozitive sunt mai sensibile la EO decat Gram-negative, datorita
complexitatii membranei lor exterioare, care actioneaza ca o bariera la permeabilitatea membranei
celulare. Astfel, proprietatea naturala antifungica a uleiurilor esentiale produce un efect toxic asupra
structurii si functiei membranei celulare care inhiba cresterea agentilor patogeni fungici [12, 10].

In cadrul unei cercetari recente, activitatea antifungica a fost testata impotriva principalelor
specii de ciuperci care cauzeaza otomicoza, si anume: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Candida
sp si Aspergillus tamarii. Un rezultat semnificativ a demonstrat uleiul esential de busuioc, care a avut
efect antifungic natural impotriva tuturor agentilor patogeni fungici testati. Unii cercetatori au raportat
ca estragolul, eugenolul, linalolul si cinamatul de metil sunt componentele importante antimicrobiene
si antifungice care sunt prezente in uleiul esential de busuioc [102, 101, 145].

La compararea activitatii uleiurilor esentiale intre tulpinile de S. aureus sensibile si
rezistente la antibiotice, s-au observat niveluri similare de activitate. Cercetarile sugereaza, ca
mecanismul care asigura rezistenta bacteriana la antibiotice nu a oferit rezistenta la uleiurile
esentiale [6].

Uleiul volatil de busuioc.

Busuiocul Ocimum basilicum L. este considerat o sursa valoroasa de compusi chimici cu
actiune antibacteriana si antioxidanta, iar unii dintre compusi se dovedesc a fi eficienti ca fungistatici
si insecticizi. UVB contine compusi naturali volatili, o gama larga de constituenti chimici produsi de
metabolismul secundar al plantelor si utilizati pentru aplicatii in diverse industrii, cum ar fi
farmaceutica, cosmetica, parfumerie, produse dentare si orale si aroma terapie si industria alimentara.
De asemenea, UVB a fost aplicat in medicina traditionala cu efecte pozitive impotriva febrei si tusei,
gripei, astmului si bronsitei. Busuiocul folosit in dieta balcanica este descris ca avand proprietati

radioprotectoare, antiinflamatorii, anti stres, antidiabetice si antipiretice.

61



In literatura de specialitate, UVB-urile au fost descrise pentru proprietatile lor
antibacteriene, antifungice, antioxidante, analgezice, antiinflamatorii, hepatoprotectoare si
imunomodulatoare. UVB-urile sunt, de asemenea, utilizate ca o parte importanta a pesticidelor
biologice, deoarece au proprietati repelente, larvicide si insecticide [318, 23, 126, 13].

Astazi, mai multe studii au investigat profilul fitochimic al plantei de busuioc. S-a
determinat prezenta polifenolilor si flavonozidelor in extractul metanolic din O. basilicum prin
utilizarea cromatografiei lichide de inalta performanta (HPLC), si anume: querceting, rutozida,
kaempferol si acid cafeic. Cercetarile recente au indicat, ca extractul metanolic de busuioc include
doisprezece compusi fenolici activi, precum acid p-hidroxi benzoic, acid ferulic, acid galic acid p-
gumaric, acid benzoid, kaempferol, catechina, quercetina, acid clorogenic, acid cafeic, acid
cinamic si acid elagic, identificati prin fractionare pe coloana [208].

Cercetarile din domeniu demonstreaza ca uleiul esential de busuioc a afisat efecte
antagoniste impotriva multor bacterii, in special impotriva E. coli si S. typhimurium si a obtinut un
efect antimicrobian semnificativ mai bun decat antibioticul comercial, gentamicina [126]. Mai
multe studii evalueaza activitatea antimicrobiana a nanoemulsiilor de ulei esential ca fiind una net
superioara comparativ cu cea a uleiurilor esentiale [87].

Paducel. Crataegus monogyna.

Speciile de paducel sunt surse bogate de compusi chimici bioactivi naturali, cu proprietati
terapeutice valoroase, precum antioxidante, antimicrobiene, antiinflamatoare si imunomodulatoare
[194]. Unele studii au raportat, ca principalii compusi fenolici ai paducelului includ epicatechina,
procianidina B2, quercetina, hiperozida, izoquercitrina si acidul clorogenic, printre ei, continutul
de epicatechina si procianidina B a fost mult mai mare decat cel al altor compusi fenolici, care a
fost practic similar cu rezultatele prezente [365].

Cercetarile denota, ca exista o corelatie liniara intre eliberarea de fenoli totali sau
flavonozide totale din paducel si capacitatea de a elimina radicalii liberi. Capacitatea antioxidanta
a fenolilor liberi din paducel depinde de organele sale, diferita, de asemenea, in functie de metodele
de extractie, de exemplu, extractele cu metanol si etanol au manifestat efecte antioxidante mai
bune [290].

Sinteza capitolului 1

Evaluarea realizarilor in domeniul cercetarii produselor farmaceutice combinate la nivel
international si national a scos in evidenta importanta si beneficiile unor astfel de medicamente. O
analiza detaliata a particularitatilor de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente, cu

specificarea provocarilor care apar la diverse etape de dezvoltare si caile de solutionare a acestora
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denota necesitatea abordarii sistemice complexe a procesului de cercetare in domeniul
medicamentelor combinate. Evidentierea modalitatilor de cercetare a compatibilitatii substantelor
medicamentoase in combinatii, importanta cercetarilor farmacotehnologice ale produselor
combinate cu aplicatie topica si perorale, precum si specificul abordarii procesului de analiza si
standardizare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente a contribuit la conturarea unor aspecte
metodologice de cercetare/dezvoltare a produselor combinate. Analiza datelor despre utilizarea
combinatiilor cu doze fixe in terapia infectiilor bacteriene si fungice ale urechii si a hipoacuziei
senzorineurale a demonstrat actualitatea si necesitatea terapiei concomitente complexe cu mai
multe preparate a acestor patologii, si importanta cercetarilor de elaborarea a produselor
farmaceutice combinate pentru terapia maladiilor ORL. O importanta majora ii revine procesului
de selectare a principiilor activi pentru elaborarea combinatiilor cu doza fixa, si in acest context,
au fost caracterizate multilateral si a fost argumentata combinarea medicamentelor cu potential de
utilizare din clasele nitrofuranilor cu actiune antibacteriana topica, regenerantelor cu aplicare
topica, fluorchinolonelor in tratamentul infectiilor auriculare, antifungicelor cu actiune topica in
tratamentul otomicozelor, precum si a produselor de origine vegetala antibacteriene, antifungice
si antioxidante cu specific in farmacoterapia afectiunilor auriculare. Aceste studii analitice de

sinteza au permis elaborarea in premiera a unor combinatii originale de medicamente.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Metodologia de cercetare/dezvoltare a produselor farmaceutice combinate

Procesul de dezvoltare a medicamentelor, cunoscut si sub denumirea de ,.Drug
Development”, este 0 metodologie complexa si riguroasa care implica numeroase etape, teste si
reglementari. Acest proces poate dura ani si presupune o colaborare stransa intre diversi
cercetatori, companii farmaceutice, organizatii guvernamentale si alte parti interesate. Prin
procesul de proiectare si descoperire a medicamentelor, sunt identificati potentiali agenti
terapeutici noi, folosind diferite modele computationale, experimentale si clinice [71]. Cu toate ca
suntem martori la importante progrese in cercetarea farmaceutica, farmacologica, descoperirea
medicamentelor este inca un proces lung, costisitor, dificil si uneori ineficient. Sunt bine cunoscute
etapele de baza in proiectarea medicamentelor, pornind de la identificarea compusilor care sunt
complementari ca forma si structura cu tinta moleculara cu care interactioneaza si se leaga.
Actualmente 1n proiectarea medicamentelor au intervenit tehnici de modelare computerizata si
abordari bioinformatice [346].

in general, procesul de dezvoltare a medicamentelor consta din trei etape principale:
descoperirea unui candidat de medicament, dezvoltare preclinica folosind modele/teste pe celule
si animale, studii clinice pe subiecti umani. Doar parcurgerea acestor pasi de baza pot sa asigure
etapele urmatoare de obtinere a aprobarii de reglementare, producere si comercializare. Aceste
etape difera dupa continut, durata, resurse si alti parametri, iar criteriul de baza care face diferenta
este tipul produsului medicamentos si scopul pentru care este elaborat.

Metodologia de baza, aplicata in procesul de elaborare a medicamentelor este cea de
,,Calitate prin Design” (Quality by Design (QbD)), care este o abordare sistematica a dezvoltarii,
producerii si controlului produselor farmaceutice, si pune accent pe intelegerea si controlul
atributelor critice de calitate (ACC) ale produsului si procesului. QbD ajuta la asigurarea faptului
ca un produs indeplineste caracteristicile de calitate si performanta prevazute si poate ajuta la
identificarea si prevenirea potentialelor probleme de fabricatie. in loc sa ofere calitate prin testarea
produselor, QbD 1isi propune sa asigure calitatea farmaceutica prin incorporarea calitatii in produse
de la inceput [209, 27].

Metodologia Quality by Design (QbD) permite o abordare sistematica a dezvoltarii
medicamentelor pentru a imbunatati calitatea prin metode analitice si de gestionare a riscurilor in
timpul proiectarii, dezvoltarii si productiei de noi medicamente. La baza abordarii QbD sta
principiul imbunatatirii continue. Strategia de implementare QbD pledeaza pentru o abordare

sistematica a dezvoltarii produsului, incepand cu obiective predefinite si punand accent pe
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controlul produsului si intelegerea proceselor bazate pe stiinta solida. Design-ul Experimentelor
(DoEs) si Metodologia Suprafetelor de Raspuns (RSM) sunt componente valoroase ale acestei
paradigme pentru a produce un spatiu de proiectare pentru variabilele de intrare ale formularii. In
prezent, conceptul de QbD poate fi utilizat pentru a optimiza majoritatea operatiunilor de operare
a unitatii farmaceutice [140].

Caracteristicile cheie ale QbD se bazeaza pe identificarea si intelegerea procesului, precum
si stabilirea controalelor pentru a se asigura ca acestea sunt indeplinite in mod consecvent. QbD
pune accent pe monitorizarea si evaluarea continua a produsului si procesului, precum si pe
utilizarea acestor informatii pentru a imbunatati si optimiza calitatea, respecta liniile directoare si
cerintele actuale de reglementare pentru a asigura calitatea, siguranta si eficacitatea produsului

[171]. Elementele cheie ale QbD sunt rezumate in figura 2.1
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Fig. 2.1. Elementele cheie ale metodologiei QbD [209]

Profilului de calitate al produsului tinta (QTPP) este un rezumat prospectiv al caracteristicilor
de calitate ale unui produs medicamentos care ar trebui atinse pentru a asigura calitatea dorita, tinand
cont de siguranta si eficacitatea produsului medicamentos. Identificarea atributelor critice de calitate
(CQA) se face prin evaluarea riscurilor conform ghidului ICH QO9, fiind asociate cu substanta
medicamentoasa, excipientii, intermediarii (in materialele procesate) si produsul medicamentos finit,
identificate pe baza calitatii, sigurantei, eficacitatii si multidisciplinare [185].

Atributele materiale critice (CMA) ale substantei medicamentoase sunt identificate prin
caracterizarea fizica a substantei medicamentoase (aspect fizic, solubilitate pH, higroscopicitate,

polimorfism, etc.), caracterizarea chimica (pH, pKa, stabilitate), caracterizarea biologica
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(coeficient de partitie) [232].

Pentru a produce un produs de calitatea dorita, un proces de dezvoltare farmaceutica
implica frecvent o serie de activitati unitare (de ex., amestecarea, macinarea, granularea, uscarea
si asa mai departe) si este necesar de selectat parametrii critici de proces (CPP) dintr-o lista de
CPP-uri potentiale care a fost realizata pe baza analizei de risc [271]. Termenul ,spatiu de
proiectare” se refera la ansamblul conditiilor de functionare in care se asteapta ca un proces sau
produs sa functioneze conform intentiei si sa indeplineasca standardele de calitate cerute in
domeniul QbD [364].

O schema tipica generala de dezvoltare preclinica a unui medicament a fost descrisa de
Karen L Steinmetz si Edward G Spack [275]. care consta din cinci etape majore: fabricarea
substantei medicamentoase (DS)/ingredientului farmaceutic activ (API); preformulare si
formulare (design de varsta); dezvoltarea si validarea metodelor analitice si bioanalitice; studii de
metabolism si farmacocineticd; toxicologie, atat toxicologie de siguranta, cat si toxicologie
genetica si, eventual, farmacologie de siguranta; si fabricarea si documentarea cu bune practici de

fabricatie (GMP) a produsului medicamentos pentru utilizare in studiile clinice (Figura 2.2).
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“ADME, absorbyie, distributie, metabolism si excretie; AP, ingredient farmaceutic activ; PK, farmacocinetica
Fig. 2.2. Schema tipica de dezvoltare preclinica a medicamentelor dupa Steinmetz [275]
In literatura de specialitate se intalnesc diverse clasificari pentru designul de cercetare
farmaceutica, avand la baza mai multe abordari [18]. De exemplu, daca se pune accentul pe
componenta de timp, se aplica studii retrospective sau prospective; daca la baza sta scopul
studiului, designul va fi sau descriptiv, sau analitic; design experimental sau observational se va
folosi in functie de orientarea investigatorului; daca va fi evaluata orientarea intrebarilor, se va
selecta formatul calitativ, cantitativ sau mixt.
Particularitatile legate de compozitia si modalitatile de combinare ale principiilor activi in
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medicamentele combinate isi lasa amprenta si asupra metodologie generale de organizare a cercetarilor
de elaborare a unor astfel de produse. Un criteriu important in metodologia de elaborare a unui produs
combinat este evaluarea multilaterala a informatiei despre fiecare ingredient farmaceutic activ (API)
individual din surse sigure, exacte si valide, cu scopul prognozarii profilului de siguranta ale acestora
atunci cand vor fi combinate in aceiasi forma farmaceutica in doze fixe. Mai multe componente sunt
considerate pentru evaluare: farmacologice, precum riscuri, expresie tinta, mecanism de actiune,
farmacocinetica, farmacodinamica si farmacologie; si farmaceutice, precum proprietati fizice, chimice,
compatibilitate, metode de analiza, stabilitate, biodisponibilitate. Identificarea si evaluarea
suprapunerilor si a componentelor care nu se suprapun permite o predictie stiintifica a profilului de
siguranta pentru tratamentul combinat, acestea fiind foarte importante si pentru studiile de
preformulare, analitice si tehnologice.

Reglementarea legislativa, atat generala, cat si sectorial, a procesului de cercetare/dezvoltare
a medicamentelor este foarte solida. Actele normative elaborate de catre Agentia Europeana a
Medicamentelor (EMA), Food and Drug Administration (FDA), International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)
si alte organisme internationale cuprind toate etapele de elaborare [294].

Particularitati regulatorii ale produselor combinate conditioneaza si abordarea
metodologica de cercetare a acestora. Pentru asigurarea utilizarii sigure si eficiente a combinatiilor
cu doze fixe (FDC), ghidurile OMS cer ca ,,noile FDC sa fie considerate medicamente noi. Ele
sunt acceptabile numai atunci cand dozele fiecarui ingredient indeplinesc cerintele pentru un grup
de populatie definit, iar combinatia poseda un avantaj dovedit fata de compusii individuali
administrati separat in ceea ce priveste efectul terapeutic, siguranta sau conformitatea. Ele nu
trebuie tratate ca versiuni generice ale produselor monocomponente.”” (OMS 2003, 2005) [359].

Politica privind aprobarea produselor FDC de catre FDA din SUA specifica, ca ,,doua sau
mai multe medicamente pot fi combinate intr-o singura forma farmaceutica, cand fiecare
componenta contribuie la efectele declarate si dozele fiecarui component (cantitate, frecventa,
durata) sunt selectate astfel, incat combinatia sa fie sigurda si eficienta pentru o populatie
semnificativa de pacienti, care necesita o astfel de terapie concomitenta, asa cum este definita in
eticheta pentru produs.”” (FDA 2015) [89].

Agentia europeana a medicamentelor (EMA) ghideaza, de asemenea, o regula similara
pentru produsele FDC (EMA 2021) [78].

Analizand cerintele principalelor organizatii regulatorii, se poate afirma, ca pentru
aprobarea unui produs FDC ar trebui sa existe dovezi fara echivoc pentru un sir de cerinte, precum:

(1) existenta unor nevoi medicale bine argumentate si demonstrate; (2) populatii de pacienti bine
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stabilite; (3) produsul sa contina corapoartele corespunzatoare de doze minime ale medicamentelor
sale componente; (4) informatiile despre fiecare component sa fie documentate la toate
compartimentele; (5) sa posede sigurantd si eficacitate clinicd pentru populatia stabilita de
pacienti; (6) raportul beneficiu/risc sa fie cel putin la fel de bun ca cel al medicamentelor sale
componente; (7) pentru fiecare component sa fie bine stabilita contributia sa individuala la efectele
stabilite; (8) studiile farmacocinetice si farmacodinamice sa se efectueaza pe subgrupuri cu risc
crescut la subiecti sanatosi si pacienti; (9) interactiunile, atat cele benefice, cat si nebenefice sa fie
analizate; (10) toate categoriile de informatii chimice, de fabricatie, control a calitatii, stabilitate
pentru produs sa fie bine documentate [376, 375].

In aceasta lucrare au fost aplicate criteriile de baza ale metodologiilor nominalizate, cu
anumite particularitati de dezvoltare a produselor farmaceutice combinate.

O schema a metodologiei de cercetare/dezvoltare farmaceutica preclinica a produselor

combinate elaborate este prezentata in figura 2.3.

Argumentarea Studii de Studii de Studii de Studii Studii analitice Studii de
bibliografica compatibilitate preformulare optimizare tehnologice inofensivitate

Etape si
parametri Toxicitate acutd
tehnologici

Activitate

Studiul pietei .
. . Evaluarea propr. Design
el Prin metada DSC ) fi7ico-chimice experimental antimicrobiand

existente

Evaluarea prop. Metodologia
PPrin metoda FTIR farmaco- suprafetelor de
tehnologice rdspuns

Activitate

Regulament Studii de
antioxidanta

tehnologic stabilitate Birazngiaie

Prin alte metode Standardizare

Fig. 2.3 . Metodologia de cercetare/dezvoltare preclinica a produselor farmaceutice

combinate aplicata in lucrare

Aplicarea metodologiilor de ,,Drug Design” si ,,Quality by Design” pentru studiile
preclinice, cu particularitatile pentru produse combinate se bazeaza pe studii de compatibilitate
fizico-chimica a substantelor active intre ele si cu excipientii, cercetari de preformulare,
optimizare, formulare, analiza, stabilitate, standardizare. In paralel se petrec studii preclinice de

inofensivitate si eficacitate pentru produsul combinat [376, 373, 173].

2.2. Materiale folosite in procesul de elaborare a formelor farmaceutice auriculare

In procesul de elaborare a lucririi au fost utilizate substante medicamentoase, standarde de
referinta, excipienti, formele farmaceutice elaborate (serii experimentale de laborator), solventi,
reagenti, vesela si ustensile de laborator, in conformitate cu rigorile Ph. Eur., a ghidurilor ICH si

regulamentelor in vigoare.
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Au fost utilizate substante medicamentoase pentru prepararea formelor farmaceutice: CIP
(Sigma-Aldrich, China, lot 0000104374); EC (Molekula, Marea Britanie, lot 170598); UVB
(Sigma-Aldrich, Germania, lot MKCC4658); NIC, (Thermo Scientific, China, lot Z22C045); PIR
(Sigma-Aldrich, China, lot 7491-74-9); Extract uscat de paducel din frunze si flori EP (Euromed,
Suedia, N.000348, (lot 00461503116-6); IHF (sintetizat la Catedra de chimie organica a
Universitatii de Stat din Moldova, lot 00.01.110.05 si 00.01.112.10); MU (Sigma-Aldrich,
Germania, lot 147-61-5).

La elaborarea formularilor au fost utilizati excipienti farmaceutici permisi pentru utilizare
de catre Ph. Eur si de calitate farmacopeica.

Pentru elaborarea metodelor de analiza si standardizare s-au folosit standarde de referinta
ale substantelor medicamentoase: CIP (Sigma-Aldrich, Germania, lot LRAA6508); EC (Sigma-
Aldrich, Germania, lot E0050000); UVB (Sigma-Aldrich, Germania); NIC (Sigma-Aldrich,
Germania, lot BCBT6717); PIR (EPRS, Germania, lot 3.0, Y0000288); EP (HWA Group,
Germania, lot HW101281-2); IHF (lot experimental standardizat); MU (HPC Standards GmbH,
Germania, lot 8025878; standarde de linalool, camfor, B-pinen si a-terpineol pentru analize gaz-
cromatografice (sigma Aldrich); standarde de acid clorogenic (EPRS, Germania, lot 3.0,
Y0000569), rutozida (Sigma-Aldrich, Germania, lot BCBR0693V), hiperozida (HWA Group,
Germania, lot HWI101235), quercetina (Sigma-Aldrich, Germania, lot LRAB3054) pentru analiza
continutului de flavonozide.

Formele farmaceutice au fost elaborate si preparate in serii experimentale de laborator: 3
serii de capsule operculate cu continut de NIC, PIR si extract uscat de paducel; 3 serii de picaturi
auriculare cu continut de CIP, EC si UVB; 3 serii de picaturi auriculare cu continut de IHF si MU.

Pentru analize s-au utilizat solventi cu grad de puritate pentru analize cromatografice in
conformitate cu Ph. Eur. Reagentii utilizati au fost preparati cu respectarea rigorilor analitice dupa
Ph. Eur.

2.3. Metode de analiza aplicate in procesul de cercetare si aparatajul utilizat

Cercetarile de baza din cadrul tezei au fost realizate in Laboratorul de Elaborare, analiza,
standardizare si controlul medicamentelor (LEASM, sef de laborator Livia Uncu, dr. st. farm.,
conf. univ.) si de Studii preclinice a medicamentelor (SPM, sef de laborator Sergiu Parii, dr. hab.
st. med., conf. cercet.) din cadrul Centrului Stiintific al Medicamentelor (CSM) al USMF ,,Nicolae
Testemitanu” (sef Centru Vladimir Valica, dr. hab. st. farm., prof. univ.). Unele cercetari, cu
implicarea de aparataj si utilaj specific, s-au efectuat in alte centre de cercetare din tara sau de
peste hotare.
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Analize DSC. Studiile de compatibilitate prin metoda DSC s-au realizat la UMF “Iuliu
Hatieganu”, Cluj-Napoca, Romania, la Catedra Analiza medicamentului, in cadrul unui program
de mobilitate academica si de cercetare CEEPUS. Analizele DSC, s-au efectuat cu utilizarea
sistemului Mettler Toledo 822, dotat cu: balanta digitala Mettler Toledo (sensibilitate: 0,00001
), ustensile pentru DSC Mettler Toledo (ace, creuzete de aluminiu, mojar si pistil). Masa probelor
supuse cantaririi a fost cuprinsa intre 1,5 si 4,5 mg. Omogenizarea amestecurilor s-a efectuat in
mojar de agat timp de 25 de minute, trecute in creuzete de aluminiu de 40 ul, cu capac gaurit,
inchise la presa, intr-o atmosfera dinamica de azot, cu un debit de 80 ml/minut si o viteza de
incalzire de 10°C/minut, in intervalul de temperatura 25-400°C, iar ca referinta s-a folosit un
creuzet gol din aluminiu, cu capac gaurit. Termogramele DSC au fost stocate si prelucrate cu
ajutorul software-ului STAR SW 12.10 [257, 240].

Toate analizele DSC s-au realizat pe etape, mai 1intii pe probele substantelor
medicamentoase pure (SP) de IHF, MU, EC, CIP, NIC, PIR, EP si excipientii individuali (EI).
Apoi au fost analizate amestecurile binare 1:1 (m/m) de substante medicamentoase pure (SP/SP)
si de excipienti (EI/El). In ultima faza s-au analizat amestecurile binare 1:1 (m/m) formate din
fiecare substanta medicamentoasa cu fiecare excipient (SP/EI) [305].

Analize prin difractie cu raze X. Studiile difractometrice au fost realizate in cadrul

Institutul National de Cercetare si Dezvoltare pentru Tehnologii 1zotopice si Moleculare, Cluj
Napoca, Romania. S-a utilizat difractia cu raze X pe pulbere (XRPD), care a fost aplicata la etapa
obtinute cu un difractometru Bruker D8 Advance in geometria BraggBrentano, echipat cu un
monocromator Ge (111) in fasciculul incident pentru a elimina radiatiile CuK si CuKo2 cu scopul
obtinerii unui fascicul monocromatic corespunzator radiatiei CuKal cu lungimea de unda A =
1,54056 A. Difractogramele XRPD au fost inregistrate cu un detector cu super-vitezi de pozitie
LynxEye in intervalul 5 - 50° (26). [255, 83, 328].

Analize prin spectroscopie FT-IR. Cercetarile spectroscopice au fost efectuate in cadrul

Laboratorului de analize spectrale a Institutului de chimie a AS din RM. Spectrele FT-IR au fost
inregistrate la spectrofotometrul in infrarosu cu transformare Fourier: SPECTRUM 100 (PERKIN
ELMER, SUA) prin reflexie total atenuata. Amestecurile binare mecanice 1:1 (m /m) dintre
substante medicamentoase si excipienti s-au preparat prin aceeasi metodologie ca si in cazul metodei
DSC. Toate spectrele FT-IR au fost inregistrate in intervalul 4000 si 400 cm™ [348, 181, 314].

Analize prin_spectrofotometrie UV-VIS. Metoda spectrofotometrica UV-Vis a fost

aplicata pentru determinarile calitative si cantitative ale formelor farmaceutice: capsule operculate
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cu continut de NIC, PIR si extract uscat de paducel si picaturi auriculare cu continut de CIP, EC
si UVB [308].

S-au folosit spectrofotometrele din cadrul LEASM: Shimadzu 1800, Japonia, Agilent
Technologies 8453 si Lambda 25 Perkin Elmer, USA pentru analiza picaturilor auriculare si pentru
analiza capsulelor combinate [341, 301, 285, 300, 182].

Analize prin spectrometrie de masa. Spectrometria de masa este folosita atat in scopuri

calitative, cat si cantitative, in analiza substantelor chimice, inclusiv a medicamentelor, dovedindu-
si utilitatea in special la etapa de cercetare a medicamentelor. Identificarea structurilor chimice
este doar unul din aspectele aplicative ale metodei [144].

Spectrometria de masa a fost aplicata pentru analiza uleiului volatil de busuioc.
Determinarile s-au efectuat la Universitatea Saarland, Germania, in cadrul unei mobilitati
Erasmus+. S-a utilizat spectrometrul de masa Q-Exactive Pulse (Thermo Scientific) echipat cu o
sursa de ioni de electrospray (HESI). Raza de scanare MS completa a fost setata la m/z 100 pana
la 2.000 cu rezolutie de 75.000. Tensiunea pozitiva a spray-ului a fost setata la 4000 Volti, iar cea
negativa la 3300 Volti. Temperatura capilara 340 °C si temperatura incalzitorului sondei 200 °C.
Fluxul de gaz in manta 35 L/min si debitul de gaz auxiliar 5 L/min. Curentul maxim de pulverizare
a fost setat la 100 volti. Nivelul RF S-Lens a fost setat la 50 (RT: 1.61-2.03 AV: 25 NL: 3.68E5).
Identificarea componentelor din uleiul volatil a fost efectuata prin compararea spectrelor de masa
cu bibliotecile de spectre NIST si indicii de retentie (1) din literatura [35].

Determinarea vascozitatii. Analizele reologice ale picaturilor auriculare s-au efectuat la

viscozimetrul rotational MultiVisc Rheometer, Fungilab (Figura 2.4). A fost selectata tija
cilindrica (R7). Determinarile s-au efectuat la 18 trepte de viteza de rotatie a tijei in ordine
crescatoare, apoi in ordine inversa. La fiecare treapta de viteza s-a citit vascozitatea probelor si
tensiunea de forfecare. Determinarile s-au realizat la doua temperaturi: 25+0,1°C — temperatura de
pastrare a picaturilor auriculare si la 37+0,1°C — temperatura corpului uman.

Dependenta tensiunii de forfecare de viteza de forfecare a fost analizata folosind modelul
reologic Ostwald-de Waele sau ,,legea puterii”’ [107].

Fig. 2.4. Vascozimetrul rotational MultiVisc Rheometer,

Fungilab
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Calcularea valorii tensiunii de forfecare s-a efectuat conform formulei:
t=K*y™ in care: (2.1)
T — tensiunea de forfecare, Pa
K — indice de consistenta, Pa*s"
y — viteza de forfecare, s
n —indice de curgere
Determinarea pH-ului s-a realizat potentiometric, in conformitate cu Ph. Eur., cu
utilizarea PH-metrele InoLab 7110 (WTW) si Consort 861C (Belgia) [303].

Determinarea densititii s-a efectuat cu ajutorul picnometrului, conform Ph. Eur.

Cromatografia pe strat subtire (CSS). Metoda CSS a fost aplicata pentru identificare si

determinarea impuritatilor in picaturile auriculare combinate [303, 356, 42, 321, 314].
Pentru analize s-au utilizat placi cromatografice ,,Silufol”, camera de cromatografiere,
solventi, reagenti in conformitate cu Ph. Eur [309, 286].

Cromatografia de gaze (GC). Metoda gaz-cromatografica a fost aplicata pentru

determinarea uleiului volatil de busuioc in picaturi auriculare combinate [298, 55, 314]. Analizele
gaz-cromatografice s-au realizat in cadrul Laboratorului de Control a calitatii al Agentiei
Medicamentelor si Dispozitivelor medicale (AMDM).

Pentru analize GC s -a folosit cromatograful de gaze Agilent Tehnologies 7890A, coloana
capilara 60,0 m, 0,25 mm/0,25 um, gaz vector Heliu, viteza 1,5 m/min, detector cu ionizare in
flacira cu t°=270°C; volumul de injectare 1ul. In calitate de solventi s-au utilizat hexanul si
heptanul (pentru analize cromatografice) [302].

Analize HPLC. HPLC este una din metodele preferentiale pentru cercetarea

medicamentelor combinate cu doze fixe, fiind cel mai des utilizata la diverse etape de cercetare/
dezvoltare a produselor [43].

Aceasta tehnica de separare a componentelor dintr-un amestec, a fost aplicata pentru
identificarea si dozarea principiilor active din toate produsele elaborate, si pentru cercetarea
compatibilitatii principiilor active intre ele [297, 180, 357, 246, 317, 53, 332, 47, 34].

La elaborarea si validarea metodei HPLC de analiza a picaturi auriculare combinate si a
capsulelor, dar si pentru studiile de compatibilitate s-a utilizat aparatul: Shimadzu HIGH
Performance liquid chromatograph LC-20 A, cu detectie UV-Vis. Pentru separarea cromatografica
s-au folosit coloane cromatografice: Nucleosil C18, 4,6 um (300 x 5,0 mm); Teknokroma C1, 5um
(150*4,6mm); Teknokroma Tracer Extrasil SAX, 5 pm (150x4,0 mm) Column: EC/NUCLEOSIL
100-5 C18 (150x4,6 mm). Au fost aplicate tehnici de eluare izocratica si cu gradient [67, 304].

Metoda HPLC a fost aplicata si la dozarea flavonozidelor din extractul uscat de paducel, fiind
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utilizata metoda izocratica [203, 325, 314].

Studii de permeabilitate/difuzie a picaturilor auriculare. Efectul terapeutic al unui

produs topic depinde de un sir de factori, dintre care cei mai importanti sunt eliberarea principiului
activ din forma topica, penetrarea si patrunderea acestora in diferitele straturi ale pielii si efectul
produs la locul de actiune [56].

Pentru evaluarea gradului de permeabilitate prin piele sunt utilizate mai multe metode,
dintre care o aplicabilitate sporita o au tehnicile cu utilizarea celulelor Franz [246]. Celula de
difuzie este un test simplu care poate masura in mod fiabil cedarea medicamentului in vitro si ex
vivo din preparatele topice, oferind rezultate bune in evaluarea relatiilor dintre piele, medicamente
si formulare [156, 14]. Celula de difuzie consta dintr-un compartiment donator unde se aplica
produsul topic, un compartiment receptor in care este plasat mediu receptor si discurile de
membrane (artificiale sau naturale). Probele sunt colectate din compartimentul receptor la
momente prestabilite si analizate. Rata de medicament patrunsa din compartimentul donatorul in
cel receptor este urmarita in timp, fiind evaluat profilul de permeatie [319].

Cercetarea procesului de cedare a principiilor active din picaturile auriculare combinate s-
a efectuat cu utilizarea metodei celulelor Franz modificata. Au fost utilizate 3 tipuri de membrane:
membrana semipermiabila (artificiald) cu marimea porilor 0,45 um, diametrul filtrului 47 mm
(Merck); membrane naturale — intestin subtire de porc si ureche de porc. Intestinul de porc,
proaspat, neprelucrat, a fost transformat in material biologic de analizat: curatat pe partea
exterioara si interioara, spalat cu apa, uscat la aer congelat la -18 °C. Inainte de experiment se
scoate din congelator si se plaseaza in solutia tampon fosfat de pH=7 (preparata conform Ph. Eur.),
se lasa timp de 2 ore pentru a inlaturarea restul grasimii depuse pe material. Urechea de porc
proaspata, neprelucrata, a fost curatata de par, spalata bine cu apa. Cu o lamela ascutita s-a inlaturat
pielea de pe partea inferioara a cartilajului urechii, si s-a congelat la-18 °C. Inainte de experiment
se scoate din congelator si se plaseaza in solutia tampon fosfat de pH=7. Pentru pregatirea
experimentului membranele s-au plasat intre compartimentul donor si cel receptor si fixate bine.
Determinarile s-au efectuat la aparatul ELECTROLAB DISSOLUTION TESTER (Chem Lab
Belgia). Conditiile experimentale au fost selectate prin determinari repetate si sunt redate in
capitolul 3 [355]. Parametrii de difuzie, precum fluxul si coeficientul de difuzie au fost calculati
pentru difuzia prin membrana artificiala [150].

Studii de cedare in vitro a principiilor active din capsulele combinate. Evaluarea

profilurilor de dizolvare in vitro a principiilor active din forme farmaceutice asigura intelegerea
proceselor care se desfasoara la nivelul tractului gastro-intestinal, si anume gradul de influenta a

factorilor de formulare asupra procesului de dizolvare si de absorbtiei [241].
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In studiile de cedare in vitro au fost utilizate: Aparatul de dizolvare cu 8 pozitii si vase cu
volum util de 1000 mL: ELECTROLAB DISSOLUTION TESTER (Chem Lab Belgia). Medii de
dizolvare: solutia de HCI 0,1 M (pH=1-2) si solutia tampon fosfat (pH=6,8) (deoarece prezinta
medii cu pH apropiat sucului gastric si intestinal) la temperatura de 37 + 0,5°C. De facto a fost
utilizata jumatate din capacitatea vasului, volumul de umplere cu mediu fiind de 500 mL.
Elementul de agitare: cosul rotitor, cu o viteza de rotatie de 100 rpm. Probele: 4 formulari de
capsulele operculate cu continut identic de principii activi, dar cu compozitie diferita a
excipientilor. Procedura: probele de 10 mL au fost prelevate manual in urmatoarea consecutivitate
de timp: 5, 10, 15, 20, 30, 45 si 60 min. Prelevarile au fost urmate de inlocuire cu mediu blank
degazat, pentru mentinerea conditiilor si evitarea alterarilor hidrodinamice asociate scaderilor de
volum. Pozitionarea pipetei in timpul prelevarii a fost la jumatatea distantei dintre suprafata
lichidului si capatul superior al cosuletului, la minim 10 mm de peretele vasului. Analiza
cantitativa: spectrofotometric, dupa dilutiile adecvate cu solutie metanolica de HCI 0,1 M.
Compararea profilurilor de dizolvare s-a efectuat folosind metode independente de model — in
baza calcularii factorilor de diferenta (f1) si factorilor de similaritate (f2). Factorul de diferenta,
exprimand diferenta procentuala dintre 2 curbe la fiecare punct, reprezinta expresia erorii relative
dintre cele doua curbe. Factorul de similaritate reprezinta o transformare logaritmica a reciprocei
radicalului sumei erorilor patratice, exprimand similaritatea, in procente, intre doua curbe [62].

Calculele s-au efectuat conform formulelor 2.2 si 2.3.

fi= 2 [ % —X%]/% X x100 (2.2)
=1 =1
f2=50log {[1+(1/n) ¥ (% —x:)*] " x 100} (2.3)
i=1

unde: n — numarul de puncte ale profilului; %r— mediile rezultatelor la timpul t pentru

medicamentul de referinta; )t - mediile rezultatelor la timpul t pentru medicamentul testat.

Conform reglementarilor (FDA, USA), aceste valori trebuie sa fie cuprinse pentru: fi= 0-
15% si f,=50-100% [110].

Studii de stabilitate. Testarea stabilitatii medicamentelor implica un set de cercetari si

proceduri prin care se dovedeste calitatea si inofensivitatea produsului si se efectueaza pentru
evaluarea efectelor factorilor de mediu asupra formei, modul in care acestia intervin in modificarea
proprietatilor substantelor active [262, 41, 190, 189].

Testarea si procesul de studiu a stabilitatii este o procedura nominala, efectuata ca o etapa

obligatorie in elaborarea medicamentului [204]. In conformitate cu regulamentele si ghidurile
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ICH, au fost aplicate doua metode de studii de stabilitate: metoda de testare in timp real (pe termen
lung), efectuata in conditii normale de depozitare; metoda de testare accelerata (pe termen scurt),
efectuata in conditii speciale de temperatura, umiditate, lumina medii acide, bazice si oxidative,
ridicate, pentru a mari viteza de degradare chimica si modificare fizica a substantei
medicamentoase [123, 125].

Studiile pe termen lung s-au petrecut timp de 24 de luni pentru capsulele combinate si
pentru picaturile auriculare combinate elaborate. Studiile accelerate au durat in medie 3 luni [70,
307, 306].

Testarea in conditii de stres sau studii de degradare fortata sunt menite sa identifice produsele
la stabilirea cailor de degradare, si sa valideze procedurile de studiu a stabilitatii utilizate. Degradarea
fortatda este un proces care implica degradarea produselor medicamentoase si a substantelor
medicamentoase in conditii mai severe decat cele accelerate si genereaza astfel produse de degradare
care pot fi studiate pentru a determina stabilitatea moleculei. In studiile efectuate s-a acceptat
degradarea substantelor medicamentoase intre 5% si 20%, conform ICH, ca fiind rezonabila pentru

validarea testelor cromatografice si spectrofotometrice [297, 200, 105, 97, 69].

2.4. Metode de studiu preclinic a produselor farmaceutice elaborate

Investigatiile preclinice au fost aprobate de Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF
,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal nr. 27 din 14.11.2016 si nr. 45 din 26.02.2020.

Toxicitatea acutid. Cercetarile au fost efectuate in cadrul Laboratorului Cercetari

preclinice a medicamentelor al CSM USMF ,,Nicolae Testemitanu” (sef de laborator Sergiu Parii,
dr. hab. St. med., conf. cercet.), in conformitate recomandarilor metodice pentru studiul toxicitatii
generale a substantelor farmacologice. Toxicitatea acuta (TA) a fost determinata prin metoda
dozelor fixe cu stabilirea clasei toxice acute conform TG 423 : Acute Toxic Class Method [210],
recomandata de Organizatia Economica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD) si dupa metoda
Kerber. Dozele de preparate cercetate au fost de 50, 100, 300, 600, 1000 si 2000 mg/kg. Formula
de determinare a numarului necesar pentru studiu preclinic (Ivanter) este n=[(txCV):g]?, in care:
n — numarul de animale in fiecare lot de cercetare, t— valorile limite de distributie ale t-Student,
ce corespunde nivelului de exactitate de 95.0%, CV — valoarea coeficientului de variatie (12,0%,
datorita faptului ca sunt animale de o rasa, tinute si crescute toate in aceleasi conditii), €— eroarea
pentru 95.0 de semnificatie statistica a rezultatelor obtinute este de 5.0% (0,05). In urma calculelor
s-a obtinut:

n = [(1,96 x 0,12)/0,05]%= 22 animale in fiecare lot de cercetare. Au fost selectate animale
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de varsta si masa corporala conform cerintelor recomandarilor in vigoare: din aceeasi sursa,
conditiile de trai si de alimentare. Animalele (sobolanii si soarecii) au fost cantarite si repartizate
in loturi omogene, a cate cinci-sase masculi si cinci-sase femele, in functie de variatia masei
corporale. Probele cercetate au fost diluate cu solutie isotronica de clorura de sodiu 0,9% (cate 3-
5 ml pentru fiecare sobolan la administrarea interna si 0,2-3 ml pentru soareci si sobolani la
injectarea intra peritoneald). Preparatele studiate si cele de referinta au fost administrate enteral
prin gavaj sobolanilor si soarecilor, si intra peritoneal la soareci. Produsele testate au fost
administrate intr-o singura priza. Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile si cantarite in a
2-a, a 7-a, a 14-a zile (inainte de eutanasiere). In timpul observatiilor am inregistrat:
comportamentul animalelor, consumul alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea
miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a
mucoaselor. De asemenea am inregistrat timpul aparitiei fenomenelor de intoxicatie si decesul
animalelor. Vizual s-a determinat tabloul clinic al intoxicatiei. Animalele decedate si cele
muribunde din fiecare lot (dupa eutanasiere prin decapitare sau torsionare cervicala, conform
cerintelor etice) au fost disecate in mod separat, pentru a efectua studiul organelor interne si a
confirma modificarile obtinute in experienta [227, 199, 228, 229]. Dupa finisarea studiului de
toxicitate toate animalele supravietuite in cadrul evaluarii toxicitatii acute in studiul preclinic au
fost eutanasiate prin dislocare cervicald, decapitare cu ajutorul ghilotinei. Inainte de decapitare
animalele au fost supuse analgeziei prin plasarea in camera din sticla imbogatita cu CO> timp de
30-60 sec. Cadavrele au fost congelate si eliminate in conditii sigure pentru incinereare.

Ototoxicitatea. S-a realizat modelarea experimentala la sobolani cu inducerea surditatii

senzorineurale (SSN) prin administrarea solutiei de gentamicind 100 mg/kg cate 1 ml
intramuscular o data pe zi timp de 5 zile [91]. Evaluarea auzului la animalele de laborator s-a
realizat in interval de pana la 10 zile dupa administrare. Reflexul Rreyer — determinarea reactiei
sobolanilor la stimulii sonori de intensitate 70-80 dB in camp liber auditiv de la distanta de 1 m s-
a efectuat cu ajutorul aparatului PA5 Interacoustics. S-a realizat otoscopia — AD, AS. Dupa
inducerea animalului de laborator in somn medicamentos, cu otoscopul Visual Ear Pick F180
inzestrat cu sursa de lumina, s-a efectuat otoscopia pentru evaluarea conductului extern si a
membranei timpanice [221].

Dupa efectuarea otoscopiei, animalelor cu lipsa modificarilor patologice din partea
canalului auditiv extern (CAE) si membrana timpanica, s-a efectuat inregistrarea otoemisiilor
acustice (OEA) tranzitorii si otoemisiilor pe produs de distorsiune (DPOEA) cu ajutorul aparatului
Neirosoft-Neiro-audio. Pentru inregistrarea OEA a fost folosita o sonda acustica, calibrata, care

cuprinde doua megafoane pentru transmiterea frecventelor primare si un microfon, care capteaza
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otoemisiile acustice reflectate in CAE. La capatul sondei se imbraca o oliva din silicon aleasa
individual, corespunzator dimensiunilor CAE al animalului de laborator. Reflexul Preyer (dupa
Hilov) s-a inregistrat la zgomot de 70 - 80 dB. Animalul in stare de veghe, peste 1 ora dupa
administrarea alimentelor, s-a plasat singur in cusca si s-a expus la sunete cu ajutorul testerului sonor
Interacustics PA-5. Concentratiile probelor s-au preparat in doze de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg si
diluate in volume constante cu solutie izotonica de clorura de sodiu 0,9%, in functie de doza
substantelor si cantitatea de lichid maximal admisibila pentru administrare. Animalele au fost
supravegheate timp de 14 zile. In timpul observatiilor au fost inregistrate: comportamentul
animalelor, consumul alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la
excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor.

Activitatea antibacteriani. Metodologia 1. In Laboratorul de Infectii intraspitalicesti (sef

de laborator Viorel Prisacari, dr. hab. st. med., prof. univ., MC AS din RM) s-a efectuat studiul
activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare cu IHF (IHF) si MU (MU). Probele analizate au
fost: 1. IHF substanta pura; 2. Amestec mecanic IHF+MU; Picaturi auriculare combinate cu IHF
si MU; 4. Placebo (excipienti fara substante active); 5. Martor (Nitrofural substanta pura). in
calitate de solvent pentru dizolvarea tuturor probelor a servit dimetilformamida (DMFA). S-a
utilizat metoda dilutiilor in mediul nutritiv lichid (bulion peptonat (BP) din carne 2%). Culturile
bacteriene de referinta au fost: Staphylococcus aureus (tulpina 209-P), Enterococcus faecalis (t.
ATCC 19433), Escherichia coli (t. ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (t.3534/51),
Pseudomonas aeruginosa (t. ATCC 27853), Proteus vulgaris (t. HX 19222), Salmonella
typhimurium (t. WDCM 00031), Enterobacter cloacae (t. ATCC 13047). Probele au fost dizolvate
in DMFA si BP pana la concentratii de 125 pg /ml ale substantelor active, fiind diluate ulterior pana la
concentratiile necesare cu BP. Culturile de referinta au fost crescute pe geloza de carne timp de 24 de ore
si spalate cu solutie izotonica de clorura de sodiu. Doza de insamantare a culturilor microbiene a fost
500 mii de corpi microbieni la 1 ml de mediu de cultura (dupa standardul optic de turbiditate).
Inoculatele obtinute au fost diluate cu probele cercetate in raport de 1:1. In calitate de control a
servit BP, insamantat cu aceleasi tulpini, dar fara continut de probe cercetate. Tuburile au fost
agitate si termostatate la 37°C timp de 24 ore. Evaluarea rezultatelor s-a efectuat vizual, fiind
apreciata activitatea bacteriostatica in cazul lipsei cresterii microorganismelor in mediul nutritiv
lichid, iar activitatea bactericida a fost apreciata in baza lipsei cresterii microorganismelor dupa
insamantarea repetata pe mediul nutritiv solid — geloza peptonata din carne cu termostatare
ulterioara timp de 24 ore.

Metodologia 2. in Laboratorul Microbiologia si Morfologia tuberculozei din cadrul IMPS

Institutul de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” (sef de laborator Valeriu Crudu, dr. st. med.,
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conf. cercet.) s-a efectuat determinarea activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare cu CIP
(CIP), EC (EC) si ulei volatile de busuioc (UVB). Probele analizate au fost: Proba 2a. Forma
farmaceutica picaturi auriculare combinate; Proba 2b. Amestec mecanic CIP 0,1 g + EC 0,1 g;
Proba 2c. Amestec mecanic EC 0,1 g + UVB 0,1g; Proba 2d. Amestec mecanic EC 0,1 g + CIP
0,1g+ UVBO0,1q; Proba 2e. EC 0,1 g; Proba 2f. UVB 0,1g; Proba 2g. Solutia Placebo; Proba 2i.
Amestecul mecanic CIP 0,1 g+ UVB 0,1 g.

Determinarea activitatii antibacteriene si antifungice a produsului combinat cu
ciprofloxacina, econazol si UVB s-a realizat pe culturi de microorganisme: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Candida
albicans (ATCC 60193), Aspergillus flavus (ATCC9643), Aspergillus fumigatus (ATCC 204305),
Aspergillus niger (ATCC 16888) si a fost corelata cu timpul de expunere. Aprecierea activitatii
compusilor testati s-a efectuat cu aplicarea metodei dilutiilor de serie pe medii lichide. cu
executarea secventiala a mai multor etape: prepararea mediilor nutritive; prepararea inoculului
microorganismului testat; inocularea; incubarea; examinarea si interpretarea rezultatelor.

Prepararea mediilor de cultura. Pentru culturile bacteriene s-a utilizat mediul standard -
bulion peptonat 2% cu pH ajustat la 7,0. Pentru culturile de fungi s-a utilizat mediul Sabouraud.
Urmarirea cresterii microorganismelor s-a efectuat cu utilizarea sistemului BACTEC.

Prepararea inoculului microorganismelor testate. Pentru a pregatirea inoculului s-a utilizat
cultura pura de microorganisme crescute pe medii nutritive solide timp de 24 ore. S-au selectat mai
multe colonii similare bine izolate cultivate pe medii de cultura solide neselective. Cu ajutorul ansei s-
au colectat cantitati mici din varful coloniei si s-au transferat intr-un tub cu o solutie izotonica sterila
de clorura de sodiu, astfel ca acesta sa corespunda standardului de turbiditate de 0,5 dupa McFarland.
Inoculul se utilizeaza in decurs de 15 minute dupa preparare [73, 243].

Diluriile de serie in mediu nutritiv lichid. Solutiile de lucru a probelor s-au obtinut din
solutia initiala prin dilutie cu mediul nutritiv lichid respective pana la concentratiile necesare cu
introducerea a cate 0,5 ml inocul. Aceeasi cantitate de inocul s-a introdus si in eprubeta cu martorul
negativ. Probele au fost incubate la o temperatura de 37°C timp de 16-20 sau 20-24 ore (in functie
de tipul de microorganism). Tuburile cu un martor negativ au fost plasate in frigider la 4°C si
pastrate pana la citirea rezultatelor testului. Pentru a determina prezenta cresteri, tubul cu cultura
testata si cel cu martorul negativ s-au examinat in flux emergent de lumina (tuburi cu substanta
flourocroma sensibila la concentratia de CO» pentru aprecierea cresterii). Concentratia substantei
corespunzatoare tubului cu cea mai mica concentratie, care a inhibat cresterea vizibila a culturii

microbiene, a reprezentat valoarea CMI pentru proba respectiva.
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Pregatire probelor pentru determinarea activitarii antibacteriene prin testele PCR in timp
real. Dupa principiul descris anterior s-au pregatit tuburi cu concentratia probelor ce corespund cu
CMl si s-au incubat la 37° C. Dupa 6, 12, 24 ore de incubare, s-au transferat 100 ul suspensie intr-
un criotub si s-a adaugat o substantd bactericida. Determinarea eficientei distrugerii
microorganismelor s-a efectuat prin insamantarea pe mediu nutritiv Saburaud.

Activitatea antioxidanta s-a efectuat pentru capsulele combinate cu NIC, PIR si extract

uscat de paducel.

A fost determinata activitatea antioxidanta a extractului uscat de paducel individual si a
capsulelor combinate la Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica USMF ,,Nicolae
Testemitanu”, utilizand metodele de captare a radicalului organic DPPH" si de decolorare a cation-
radicalului ABTS"", precum si determinarea capacitatii de chelare a Fe?*.

Metoda DPPH (2,2 Diphenylpicrylhydrazil Radical Scavenging Capacity) este 0 metoda
spectrofotometrica, larg utilizata pentru a testa abilitatea compusilor de a indeparta radicalii liberi
sau capacitatea lor de a dona hidrogen. Radicalul liber stabil DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazil)
in methanol, la temperatura camerei produce o coloratie violeta, iar cand interactioneaza cu un
antioxidant care poate dona un atom de hidrogen, se obtine forma redusa DPPH-H de culoare
galbena [11].

A fost preparata solutia metanolica de DPPH (Sigma Aldrich) cu concentratia 20,0 pg/ml
si solutii stoc de EP si pulbere din capsulele combinate cu concentratie de 1,0 mg/ml (continutul
unei capsule se dizolva in 50 ml de metanol). Din solutia stoc se prepara concentratiile finale de
200, 100, 50, 25, 10, 5 si 1 pg/ml in metanol, din care se preleveaza cate 0,75 ml si se adauga la
1,5 ml de solutie metanolica de DPPH. Reactia de oxidare se petrece la intuneric, in circa 15-20
de minute, dupa care se masoara absorbanta solutiei analizate la lungimea de unda 517 nm. In
calitate de solutie de compensare se foloseste metanolul. Solutia DPPH (1,5 ml, 20 pg/ml) in
metanol (0,75 ml) se utilizeaza in calitate de solutie de referinta. in calitate de antioxidant standard
a fost folosit Trolox (Acros Organics, Denmark) in intervalul de concentratii de 1-7,5 pg/ml, in
baza caruia si a fost construit graficul de calibrare, care a servit la determinarea valorii 1Cso
(concentratia solutiei analizate necesara pentru captarea a 50 % radicali DPPH liberi).

Capacitatea de captare a radicalului DPPH (AQ%) a fost calculata dupa formula 2.4:

A0% = LLA%) 100 tnde: (2.4)
AO.

Ao. — absorbanta solutiei DPPH fara extract;
Ax. — absorbanta probei cu extract [165, 57].
Metoda ABTS/TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). La baza acestei tehnici
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de determinare a activitatii antioxidante sta capacitatea solutiei proba de extract cu proprietati
antioxidante de a inhiba radicalul cationic ABTS™" (acidul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonic)), care este comparata cu cea a antioxidantului standard (Trolox). Radicalul cationic este
obtinut la oxidarea ABTS in prezenta persulfatului de potasiu si este redus prin aditionare de atomii
de hidrogen (culoare albastru-verzuie). Daca in proba analizata sunt prezenti antioxidanti, acestia
provoaca reducerea si are loc decolorarea solutiei (formarea ABTS liber incolor). in calitate de
antioxidant standard poate fi utilizat Troloxul (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acid
carboxilic) — analogul vitaminei E, solubil in apa. Rezultatele au fost exprimate prin capacitatea
antioxidanta echivalenta cu Trolox (uM TEAC/g extract) in baza graficului de etalonare a solutiei
standard de Trolox de concentratii cuprinse intre 2,5-30 uM [37, 51].

Reactia de reducere dureaza circa 6 min, la temperatura camerei, iar procentul de inhibitie
a fost calculat in baza formulei (2.5) :

%lnhibitie = [(Abso— Abst )/Abso] * 100, unde: (2.5)

Absy—absorbanta solutiei ABTS™;

Abs; — absorbanta probelor analizate.

Calculul capacitatii antioxidante a extractelor se face utilizand urmatoarea formula (2.6):

TEACextract=Crrolox™ f*(Ax-A0)/(ATrolox-A0) (2.6)
unde:

Ao -reprezinta absorbansa maxima, citita la 3 minute dupa adaugarea a 2,5 mL ABTS, intr-
o celula contindnd 0,5 mL apa distilata; Atrolox - reprezinta absorbansa maxima, citita la 3 minute
dupa adaugarea a 0,1 mL Trolox (10-3 M), intr-o celula contindnd 2,5 mL ABTS si 0,4 mL apa
distilata; Ax- reprezinta absorbanfa maxima, citita la 3 minute dupa adaugarea a 0,1 mL proba
(aproximativ 2 mg/mL), intr-o celula contindnd 2,5 mL ABTS si 0,4 mL apa distilata; f - reprezinta
factorul de dilurie al probei;Crrolox - reprezintd concentrayia efectiva de Trolox, in umol L™ [249].

Capacitatea de chelare a fierului (Testul ferrozina). Fierul (Fe) este un element indispensabil
organismului uman. Acesta este parte componentd a hemoglobinei ca proteina transportoare de oxigen,
exista 1n citocromi, mioglobina si este esential pentru multe enzime [151, 22].

Cu toate acestea, desi corpul uman poate tolera niveluri relativ ridicate de fier, excesul de
fier este destul de toxic. Intoxicatia cu metale a devenit destul de comuna la copiii mici ca urmare
a aportului excesiv de fier din cauza suplimentelor alimentare imbogatite cu fier. La adulti exces
de Fe este mai putin intalnit. Nivelul ridicat de fier afecteaza inima si ficatul. Radicalii liberi
produsi de fier pot duce deces prematur . Evacuarea regulata a ionilor metalici poate fi marita prin
aplicarea unor substante capabile sa capteze fierul [114].

Capacitatea de chelare a fierului a EP si a formei farmaceutice a fost masurata prin metoda
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folosita de Hsu [122]. Solutia de extract a fost preparata in concentratie de 10 ug/mL. 60 ul solutie
proba a fost amestecat cu 3,690 ml de apa, 50 pl ml de 2 mM FeCl>-4H>0 si 200 pl de ferozina 5
mM. Dupa incubare la temperatura camerei timp de 10 min, s-a masurat absobanta amestecului la
562 nm. Acidul etilendiamintetraacetic (EDTA) cu aceleasi concentratii a fost utilizat ca martor
pozitiv. Toate masuratorile spectrofotometrice au fost efectuate de trei ori. Procentul de inhibitie
a formarii complexului ferozini-Fe?* s-a calculat dupa formula (2.7):
Activitate de chelare % = [(Ao- (AX-Ac))/ Ao] x 100 (2.7)
unde: Ao — absorbansa solusiei control; Ax — absorbanga solugiei de analizat, Ac —

absorbanya soluriei control EDTA (martor pozitiv).

2.5. Metode de evaluare a rezultatelor obtinute

Optimizarea formularilor la etapa de elaborare a produselor combinate prin Design
Expert 7.

Design Expert este un software conceput pentru a ajuta la proiectarea si interpretarea
experimentelor multifactoriale. Software-ul ofera o gama larga de modele, inclusiv factoriale,
factoriale fractionari si desene compozite. Poate gestiona atat variabilele de proces, cat si variabile
ale amestecului, ofera modele D-optimale generate de computer pentru cazurile in care modelele
standard nu sunt aplicabile. In analiza experimentelor de preformulare/optimizare a formelor
farmaceutice au fost utilizate modele care au avut legatura cu un raspuns sau o caracteristica de
calitate un set de variabile controlabile (Y = B0 + p1X1 + 2X2 + 12X1X2 + ¢). Pentru variabilele
de control a fost selectat modelul designului factorial deplin 32[65].

Analiza variatiilor ANOVA a fost aplicata pentru evaluarea raportului dintre intervalul de
variatie a raspunsului prezis si o estimare a erorii standard a previziuni.

Rezultatele primare ale determinarilor au fost inregistrate sub forma de tabele Excel, cu
introducerea formulelor de calcul, generarea graficelor si diagramelor.

Rezultatele experimentale, obtinute in urma determinarilor cantitative a principiilor active
in formele farmaceutice elaborate, au fost analizate prin metoda statisticii descriptive, cu
valorificarea parametrilor statistici: media (X), mediana (Me), intervalul de incredere 95% (CI),
abaterea standard (SD), abaterea intercuartila (IQR), valoarea minima (Xmin) si maxima (Xmax).
Normalitatea distributiei datelor a fost verificata prin testul Shapiro-Wilk, potrivit pentru date ce
nu au distributie normala sau pentru numarul unitatilor statistice relativ mic. Analiza statistica a
semnificatiei diferentelor intre grupuri au fost stabilite, utilizand testul Kruskal-Wallis si Anova.
Calculele au fost efectuate, folosind IBM SPSS Statistics, versiunea 26 [84].

Validarea metodelor de analiza.
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Procesul de validare a metodelor de dozare a substantelor active din formele farmaceutice
combinate elaborate s-a realizat in conformitate cu prevederile ghidului ICH “Q2R1: Pentru
proceduri analitice si validare” [124].

S-au determinat parametrii de validare recomandati de catre ICH: limita de detectie, limita
de cuantificare, linearitate, selectivitate, exactitate, precizie si robustete, specificitate, stabilitate.

Limita de detectie a fost calculata, folosind formula de calcul: [216]

LOD =(3,3xSD)/a, : (2.8)
in care: LOD — limita de detectie; SD — deviatia standard a interceptiei; a — panta dreptei de
etalonare.

Limita de cuantificare a fost determinata cu ajutorul formulei de calcul:

LOQ = (10xSD)/a, (2.9)

in care: LOQ — limita de cuantificare; SD — deviatia standard a interceptiei; a— panta dreptei
de etalonare.

Exactitatea metodelor elaborate a fost determinata la 3 nivele de concentratie: 80%, 100%
si 120% prin metoda adaosului standard. Toate determinarile pentru fiecare nivel de concentratie
s-au efectuat in triplicat si au fost evaluate statistic. Concentratia substantelor active a fost calculata
folosind ecuatiile regresiilor liniare stabilite la parametrul de Liniaritate [124, 299].

Randamentul recuperarii s-a determinat prin formula de calcul [124].

R = [(Ct— Cp)/C4]*100%, (2.10)

in care: R — randamentul recuperarii, %; Ct— concentratia totala a probei impreuna cu adaos,
ug/ml; Cp — concentratia probei fara adaos, pg/ml; Ca— concentratia adaosului standard, pg/ml.

Gradul de precizie s-a determinat prin evaluarea repetabilitatii si preciziei
intermediare. Repetabilitatea a fost determinata pentru 6 probe, la nivelul de concentratie a
substantelor medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, respectandu-se aceleasi conditii.
Precizia intermediara a fost cercetata in 2 zile diferite, in acelasi conditii, efectuandu-se cate
6 determinari pentru fiecare unguent [124]. Specificitatea s-a determinat in raport cu solutiile
placebo alcatuite din excipienti, fara principii active [46].

Robustetea s-a evaluat prin analiza impactului unor modificari minore in tehnica de lucru
a metodelor elaborate (lungime de unda, viteza fazei mobile, etc.) [330, 310, 329].

Sinteza capitolului 2

In lucrare au fost abordate si aplicate principiile metodologice ale cercetarii si dezvoltarii
medicamentelor la etapa preclinica. Metodologia de baza, aplicata in procesul de elaborare a
medicamentelor este cea de ,,Calitate prin Design”, care permite o abordare sistematica a

dezvoltarii medicamentelor prin prisma calitatii, cu aplicarea metodelor analitice si de gestionare
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a riscurilor in timpul cercetarii de noi medicamente. in calitate de suport metodologic au servit
prevederile Ph. Eur., ICH, EMA, FDA cu referire la studiile de compatibilitate, preformulare,
optimizare, elaborarea metodelor de analiza, validare, studii de stabilitate, standardizare. Au fost
aplicate rigorile si recomandarile in vigoare privind studiile preclinice cu utilizarea animalelor de
laborator, metodologiile de studiu microbiologic si de studiu a activitatii antioxidante.

In procesul de elaborare a lucrarii au fost utilizate substante medicamentoase, standarde de
referinta, excipienti, formele farmaceutice elaborate (serii experimentale de laborator), solventi,
reagenti, vesela si ustensile de laborator, in conformitate cu rigorile Ph. Eur., a ghidurilor ICH si
regulamentelor in vigoare. Toate cercetarile s-au efectuat cu utilizarea aparatajului standardizat
metrologic.

In studiu au fost aplicate metode instrumentale de analiza calitativa si cantitativa, exacte si
sensibile, precum spectroforometria UV-Vis, CSS; HPLC, GC, MS, difractie cu raze X, tehnici de
determinare a gradului de difuzie, testul de dizolvare, analiza reologica. Toate determinarile au
indeplinit rigorile stipulate de Ph. Eur.

Prin aplicarea metodelor statistice de evaluare a rezultatelor, atat a celor intermediare, s-a
urmarit obtinerea unei analize riguroase si obiective a datelor colectate. Aceste metode au permis
identificarea tendintelor relevante, corelarea variabilelor cheie si formularea concluziilor bazate
pe date empirice. In plus, prin utilizarea unor tehnici avansate de analiza statistica, s-a realizat
evaluarea semnificatiei si fiabilitatii rezultatelor, contribuind astfel la fundamentarea solida a
concluziilor extrase din studiu. De asemenea, prin intermediul acestor metode, a fost posibila
realizarea comparatii relevante intre grupuri sau subgrupuri, facilitind astfel intelegerea

diferentelor semnificative si identificarea factorilor influentatori.
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3. PREFORMULAREA, OPTIMIZAREA SI TEHNOLOGIA RODUSELOR
FARMACEUTICE COMBINATE PENTRU TRATAMENTUL UNOR
AFECTIUNI AURICULARE

3.1. Studiul pietei farmaceutice nationale a produselor farmaceutice combinate

utilizate in tratamentul maladiilor urechii

3.1.1. Piaga farmaceutica nagionala a medicamentelor combinate

Actualmente este evidenta tendinta de crestere a numarului de medicamente combinate la
nivel global. Pentru a evalua starea lucrurilor in RM, s-au efectuat mai multe studii de piata. S-a
constatat, ca aproximativ 20% din produsele medicamentoase prezente pe piata farmaceutica
autohtona sunt combinatii fixe (Figura A1.1).

Medicamentele combinate poseda un sir de avantaje, legate de cresterea tolerabilitatii
medicatiei si compliantei pacientilor la tratament, comoditatea administrarii preparatului, efecte
clinice marite prin actiune aditiva sau sinergica, incidenta scazuta a reactiilor adverse rezultata din
utilizarea unor doze mai mici de substante, cost redus, s.a. Unele dezavantaje, care tin de
inflexibilitatea dozei de administrare sau dificultatile la identificarea componentelor responsabile
de reactiile adverse, nu pot diminua importanta si tendinta de extindere a numarului de remedii
combinate, aflate pe piata sau la diferite etape de elaborare. Medicamente combinate pot fi obtinute
prin asocierea compusilor bine-cunoscuti, deja aprobati sau utilizati in combinatie, la combinarea
principiilor bine-cunoscute, incluse pentru prima data in medicamentul combinat, la asocierea unei
sau mai multor entitati chimice noi cu una sau mai multe substante bine-cunoscute, sau la
combinarea a doua sau mai multe entitati chimice noi.

Conform datelor din Nomenclatorului de Stat al Medicamentelor din Republica Moldova
(pe parcursul anilor 2012-2023, cu ultima actualizare a datelor in septembrie 2023), numarul
denumirilor de preparate medicamentoase combinate inregistrate este de 642. Numarul
preparatelor combinate specifice reprezinta 531, numarul preparatelor combinate fitoterapeutice —
75 si respectiv, cele combinate biologice —36 (Figura 3.1).

A fost efectuata o analiza a preparatelor combinate conform codului ATC, si a fost
determinata ponderea preparatelor combinate in fiecare grup in raport cu: numarul preparatelor
combinate specifice si numarul total de produse combinate [212].

La evaluarea grupului de medicamente ,,Organe sensitive”, s-a constatat o cota procentuala
minima din numarul total de medicamente inregistrate (0,1-0,9%) si cu circa 0,1% mai mare pentru

fiecare grup in raport cu numarul de remedii combinate specifice (Figura 3.2).
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Fig. 3.1. Numarul si ponderea fiecarui tip de preparate combinate inregistrate in Republica

Moldova

ANTIINFECTIOASE OTOLOGICE 0,376647834

ANALGEZICE $I ANESTEZICE OTOLOGICE 0,188323917
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Fig. 3.2 Cota preparatelor inregistrate din grupul ,,Organe senzitive”

Din numarul total de preparate din grupul ,,Organe sensitive”, remediile combinate utilizate
in afectiunile urechii ocupa un procent foarte mic (Figura 3.3).

In cadrul grupei, o prevalenta se atesti pentru antiinflamatoare si antiinfectioasele,
analgezicele si anestezicele, precum si antiinfectioase (Figura Al1.2.).

Pe piata farmaceutica autohtona nu exista niciun preparat combinat auricular cu actiune
antibacteriana si regeneranta, fapt care argumenteaza actualitatea temei investigate si justifica

selectarea obiectelor de studiu.
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Fig. 3.3. Ponderea remediilor combinate otologice pe piata farmaceutica a Republicii

Moldova

3.1.2. Analiza sortimentului de preparate auriculare utilizate in otomicoze

Analiza datelor bibliografice detona ca otomicoza se dovedeste a fi una din cele mai
frecvente afectiuni ale organelor otorinolaringologice (ORL).

Numarul de denumiri de preparate specifice, utilizate in terapia otomicozelor, au fost
analizate din punct de vedere al accesibilitatii fizice pe piata farmaceutica din Republica Moldova,
comparativ cu cele accesibile fizic pe piata farmaceutica a tarilor UE, SUA, Canadei si Rusiei
(studiu realizat in a.a. 2014-2019, tabelul A1.1) [193, 16, 72, 368].

Regasirea pe piata diferitor tari a fost apreciatda in urma analizei Nomenclatoarelor de
Medicamente: Republica Moldova, Romania, Rusia, Ucraina, Marea Britanie, SUA si Canada, iar
frecventa utilizarii — in baza protocoalelor de tratament si recomandarilor specialistilor din
domeniu regasite in literatura de specialitate. Datele din tabelul 1 demonstreaza, ca cele mai
frecvent sunt prescrise si utilizate circa 23 de denumiri comerciale, fabricate de 19 companii
farmaceutica din 8 tari. Majoritatea fabricilor producatoare sunt reprezentate de tari cu o industrie
farmaceutica puternic dezvoltata (60%); companii din tarile Europei Centrale si de Est (33%) si
din tarile ,,lumii a treia” (7%). Din cele 19 companii producatoare de medicamente, 89% au iesit
pe piatd cu o singura denumire de medicamente din grupul analizat si doar 11% cu cate doua
pozitii. Majoritatea medicamentelor prezentate (52%) sunt preparate combinate alcatuite dintr-un
antimicotic asociat cu un antibacterian si un antiinflamator steroidian, 39% din denumirile de
medicamentele analizate reprezinta combinatii dintre un antimicotic si un antiinflamator steriodian
si doar 5% revin preparatelor combinate, alcatuite dintr-un antimicotic si un antibacterian si 4%

revin acelor preparate care pe langa un antimicotic mai contin si un anestezic local (tabelul Al1.2).
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Cel mai frecvent produs medicamentos antimicotic intalnit in randul formelor
medicamentoase combinate utilizate in tratamentul otomicozelor (tabelul A1.12) este
clotrimazolul (45%). Clotrimazolul este mai mult activ asupra fungilor genului Candida (C.
albicans, C. Parapsilosis, C. tropicalis, C. Lusitaniae), Rhodotorulla, Torulopsis glabrata,
Malassezia furfur si este lipsit de ototoxicitate. Clioquinolul (22%) este derivat de
hidroxichinolina, si manifesta atat actiune antimicotica cat si antibacteriana. Nistatina (22%) si

natamicina (5%) sunt antibiotice polienice, fiind printre primele medicamente utilizate in

In otomicoze adesea se asociaza infectia secundara insotita de inflamatie, de aceea foarte
frecvent in tratamentul acestei maladii sunt indicate preparatele combinate. Acestea, in compozitia
sa, pe langa substanta activa cu efect antimicotic mai contine si una antiinflamatoare nesteroidiana
(52%), ca exemplu, betametazona dipropionat, triomcinolona, hidrocortizona, flumetazona sau
unul antibacterian (44%) - neomicina, gentamicina (aminoglicozidele sunt contraindicate in
perforatia timpanului, deoarece pot fi ototoxice), nistatina, gramicidina (tabelul Al.2). Deoarece
afectiunile micotice ale urechii necesita tratament local, un rol important care conduce la cresterea
eficientei tratamentului, este si alegerea corecta a formei farmaceutice a medicamentului combinat.
Conform datelor obtinute, din denumirile de medicamente cercetate, conform formei farmaceutice
se intalnesc: 61,5% denumiri comerciale sub forma de creme, 26,9% denumiri comerciale sub
forma de unguente si doar 11,5% denumiri comerciale sub forma de picaturi auriculare (tabelul
Al1.3). Cel mai des, medicii dau preferinta picaturilor auriculare, aplicarea carora in canalul auditiv
este mai practica si nu intalneste la fel de multe dificultati comparativ cu aplicarea formelor
farmaceutice moi.

In rezultatei analizei nomenclatoarelor s-a ajuns la concluzia ca exista un numar destul de
redus de produse farmaceutice antifungice pentru tratamentul otomicozelor. Pe piata farmaceutica
a Republicii Moldova exista doar 3 preparate medicamentoase de import care se prezinta sub forma
de unguente si creme. Tinand cont de tratamentul complex al otomicozelor si de complicatiile
posibile ale acestei afectiuni, este actuala elaborarea de noi forme farmaceutice, in special cele

combinate, cu actiune topica antifungica.
3.1.3. Studiul piegei farmaceutice autohtone si internagionale a preparatelor combinate
utilizate in tratamentul hipoacuziei senzorineurale

In calitate de obiecte de cercetare au servit registrele de stat ale medicamentelor care expun
medicamentele autorizate in diferite tari: Nomenclatorul de Stat al Medicamentelor din Republica
Moldova, Nomenclatorul de medicamente al Romaniei, ,,Registrul de Stat de medicamente (Rusia),

87



Nomenclatorul de medicamente EMA (European Medical Agency), The Federal Institute for Drugs
and Medical Devices (Germania), precum si instructiunile de utilizare a medicamentelor/ prospectele
pentru utilizator/ pacient, documente analitice de normare a calitatii [193, 16, 72, 368, 206].

Analiza datelor din literatura de specialitate demonstreaza ca arsenalul de medicamente
vasodilatatoare cerebrale pe piata farmaceutica a Republicii Moldova, este foarte restrans, fiind
doar 1% cu 127 denumiri (Figura A1.3). Si in Romania, din numarul total de 44 500 denumiri de
medicamente, doar 99 denumiri le revin produselor vasodilatatoare (Figura Al1.4). in Franta si
Germania, situatia este identica, privitor la denumirile de medicamente vasodilatatoare prezente
pe piata farmaceutica, acestora le revine 1 % din numarul total de medicamente (Figura A1.5).

In Republica Moldova, cele mai des utilizate in practica medicala produse vasodilatatoare
sunt: Vinpocetina — 22%, urmata de Ginkgo Biloba — 19%, Pentoxifilina — 16%, Nicergolina si
Cinarizina — cate 14%, Acid nicotinic — 6% si Vincamina — 9% (Figura A1.6). In Germania ins3,
Acidul nicotinic este cel mai utilizat vasodilatator cerebral — 58%, Ginkgo Biloba — 33%,
Pentoxifilina — 5%, NIC — 2% si Vincamina si Vinpocetina — cate 1% (Figura A1.7). Lafel si in
Franta, Acidul nicotinic ocupa mai mult de jumatate din arsenalul vasodilatatoarelor cerebrale —
55%, urmat de NIC — 16%, Ginkgo Biloba si Pentoxifilina cate 11% si Vincamina — 7% (Figura
A1.8). In Roménia insi, Ginkgo Biloba se afld pe prima pozitie — 36%, urmati de NIC — 20%,
Pentoxifilina — 17% si Acid nicotinic 14% (Figura A1.9).

A fost analizat spectrul preparatelor cu continut de NIC (Tabelul Al.4), rezultatele
studiului au aratat lipsa combinatiilor pentru aceasta substanta cu actiune vasodilatatoare. Pentru
o0 evaluare completa a arsenalului de medicamente combinate cu aceeasi actiune terapeutica au
fost analizate si sortimentele pentru alte substante active cerebrovasculare, iar datele totalizatoare
obtinute sunt prezentate in tabelul A1.5. In urma analizei datelor obtinute constatim ca sortimentul
de medicamente vasodilatatoare cerebrale preponderent utilizate pentru tratamentul hipoacuziei
senzorineurale, pe piata farmaceutica a Republicii Moldova este destul de restrans, incluzand doar
42 pozitii, produse de 5 producitori, dintre care doar unul autohton. Insa numarul medicamentelor
combinate ce includ substante active cerebrovasculare este mult mai mic, doar 2 asociatii:
vinpocetina +PIR, si cinarizina +PIR (tabelul A1.6). Dintre remediile nootrope se mai utilizeaza
piritinolul si acidul gama-aminobutiric (tabelul Al1.7).

In Republica Moldova, vasodilatatoarele cerebrale se gasesc preponderent sub forma de
comprimate — 52 %, urmat de capsule — 24 %, solutii — 23 % si doar 1 % se gasesc sub forma de

picaturi orale (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Vasodilatatoare dupa tipul formei farmaceutice in Republica Moldova (la data de
01.09.2023)

In Romania, Germania si Franta, la fel prevaleaza existenta vasodilatatoarelor cerebrale
sub forme farmaceutice solide: comprimate, capsule, dar si lichide sub forma de solutii, insa lipsesc
picaturile orale.

In urma evaluarii medicamentelor din grupul nootropelor, s-a constatat ci pe piata
farmaceutica a Republicii Moldova preparatele nootrope ocupa doar 1,2 % din totalul de

medicamente, iar dintre acestea doar 0,4 % sunt autohtone (Figura 3.5).

Forme farmaceurice.Nootrope

sirop

Capsule Capsule; 269
Comprimate

Solutii inj Solutii inj; 259

Fig. 3.5. Nootrope dupa tipul formei farmaceutice in Republica Moldova (la data de
01.09.2023)

Insa cota parte a preparatelor combinate este mult mai mica. Astfel o singura asociere dintre
2 substante medicamentoase este prezenta in 6 denumiri comerciale dintre care doar 1 apartine
unui producator autohton (Eurofarmaco) [326]. Extractul uscat de paducel pe piata farmaceutica a
Republicii Moldova este regasit doar in componenta a 3 preparate, dintre care doar unul singur
combinat (Valfen plus- combinatie cu extract uscat de odolean si fenobarbital- actiune calmanta si
sedativa).

Conform datelor din Nomenclatorul medicamentelor de uz uman plasat pe pagina Agentiei
Nationale a Medicamentelor si Dispozitivelor Medicale din Romania, la data 01.09.2023 nu se
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regasesc combinatii medicamentoase dintre nootrope si vasodilatatoare cerebrale, iar in Nomenclatorul

Rusiei am intalnit doar 5 denumiri comerciale ce includ 2 astfel de combinatii [334].

3.1.4. Preparatele utilizate in tratamentul otitei pe piara farmaceutica autohtona

Actualmente, pe piata farmaceutica a Republicii Moldova sunt autorizate 10 denumiri de
medicamente, utilizate in tratarea otitei, fiind prezente doar in forma farmaceutica— picaturi
auriculare (tabelul A1.8). [202]

Numarul grupelor farmacoterapeutice este mai divers, prezent prin antibiotice, corticosteroizi,

antihistaminice, antiseptice, antiinflamatorii nesteroidiene (Tabelul A1.9, Figura 1.9).

-j 8,34

Continut de glucocorticosteroizi

L S NP 33,33
Continut de antibiotice,antimicotice si
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C'ontinut de AINS

0 10 20 30 40 S0 60

Fig. 3.6. Picaturi auriculare dupa apartenenta la grupele farmacoterapeutice.

in afara de produsele combinate de origine sintetica, pe piata farmaceutica se regasesc si
produse cu continut de extracte si uleiuri din plante (Tabelul A1.10). Numarul lor este redus, insa
ele sunt destul de efective si poseda un sir de avantaje. Picaturile Aurecon Drops usureaza si
potenteaza eficacitatea curatirii urechilor, diminueaza aderarea secretiei de peretii canalului
auditiv, regleaza formarea secretiei, impiedica inmultirea microorganismelor. Picaturile Ceratis
regenereaza si cicatrizeaza tegumentul conductului auditiv extern. Otolin este recomandat datorita
principiilor active naturale cu actiune cicatrizanta, usor anestezica, antiinflamatoare, emolienta
pentru mentinerea igienei canalului auditiv si calmarea iritatiilor auriculare. Acesta curata si
dezinfecteaza, imbunatateste acuitatea auditiva. Produsele cu continut de propolis au un efect
antibacterian pronuntat, actiune anestezica si analgezica, regeneratoare si imunomodulatoare.
Picaturile Ear-OK Drops, pe langa efectele antiinflamatoare, antifungic, antiviral, antibacterian si
antiseptic, poseda si actiune imunostimulatoare.

Conform Nomenclatorului de Stat din Republica Moldova, la data de 31.12.2018 erau
autorizate 10 denumiri de medicamente, produse de 9 firme producatoare din 5 tari, sub forma de

picaturi utilizate in tratarea otitei, dintre care 60 % erau preparatele combinate, care presupune
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asocierea intr-un singur preparat a doi sau mai multi agenti cu actiune terapeutica diferita in doze
fixa (Figura A1.10). Acestea, continand in sine substante active cu diferita actiune, au 0 sansa
statistica de succes mai mare, deoarece, actionand asupra mai multor mecanisme ce intervin in
declansarea starii patologice, cresc probabilitatea de a obtine un raspuns terapeutic sporit.

Dar sunt si preparate monocomponente, deoarece in cazul aparitiei unei reactii adverse va
fi dificil de a determina care substantd activa a declansat reactia. In cazul medicamentelor
combinate, toxicitatea poate fi mai crescuta, decat in cazul celor monocomponente.

Se atesta ca preparatele combinate sunt mai des utilizate, ele avand un sir de avantaje:
comoditatea administrarii preparatului; efect clinic marit prin actiune aditiva sau sinergica;
incidenta scazuta a reactiilor adverse, rezultata din utilizarea unor doze mai mici de substante
active cu reactii adverse diferite; cost redus; asocierea principiilor active cu actiuni complementare

la nivelul organelor tinta poate fi de asemenea benefica.

3.2. Preformularea picaturilor auriculare combinate

Preformularea in elaborarea picaturilor auriculare combinate reprezinta o etapa cruciala in
procesul de elaborare a acestor produse, contribuind la eficacitatea, siguranta si calitatea generala
a produsului final. Prin preformulare, se pot selecta si combina cu atentie ingredientele active si
excipientii pentru a asigura solubilitatea optima si stabilitatea produsului. Aceasta contribuie la
mentinerea eficacitatii si a consistentei produsului pe parcursul timpului, evitand eventualele
probleme legate de separare sau degradare. Alegerea adecvata a principiilor active si a
excipientilor, precum si a raporturilor acestora in preformulare poate influenta biodisponibilitatea,
care la randul sau, este un criteriu de baza pentru asigurarea absorbtiei si eficientei a
medicamentelor in organism, maximizand astfel eficacitatea produsului. Tot prin preformulare, se
pot identifica si minimiza potentialele interactiuni intre componente care ar putea genera reactii
adverse. Aceasta este 0 masura esentiala pentru siguranta consumatorilor, asigurandu-se ca
produsul final nu prezinta riscuri semnificative pentru sanatate.

Etapa de preformulare, de fapt permite optimizarea formularii in conformitate cu
standardele de calitate. Aceasta include asigurarea unei concentratii adecvate a ingredientelor
active si respectarea normelor privind substantele auxiliare. La aceasta etapa se poate experimenta
cu diverse combinatii de ingrediente pentru a obtine formulari inovatoare si personalizate, adaptate

nevoilor specifice ale utilizatorilor sau cerintelor pietei [342, 312].
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3.2.1. Studii de compatibilitate a substangelor active intre ele si cu excipientii prin
metode DSC si FTIR

.....

finit. Evaluarea interactiunilor dintre diversele componente ale formularii, inclusiv substantele active
si excipientii este esentiala pentru a evita potentialele reactii nedorite sau degradari chimice care ar
putea afecta calitatea si eficacitatea medicamentului. In acest context, o analiza atenta a interactiunilor
la nivel molecular si fizic devine imperativa in procesul de preformulare.

In prezent, metodele termice de analiza sunt cele mai frecvent utilizate pentru evaluarea
scanare diferentiala (DSC) este preferata, datorita capacitatii sale de a furniza informatii

cuprinzatoare. Tehnica DSC este simpla, rapida si sensibila, reprezentand astfel un instrument de

aptie,

auriculare combinate: IHF+MU si CIP+EC+UVB s-a realizat cu aplicarea tehnicilor analitice
avansate, utilizate pentru detectarea si cuantificarea interactiunilor dintre substantele active si
excipienti — DSC si spectrometrie FTIR [320, 113, 67].

Aplicarea metodei de Analiza Calorimetrica Diferentiala.

o Compatibilitatea fizico-chimica dintre substanse medicamentoase.

Termograma DSC (Differential Scanning Calorimetry) a amestecului binar dintre IHF si
MU furnizeaza informatii importante despre comportamentul termic al acestui sistem. in
termograma DSC, observam un varf mai amplu si mai putin evident pentru amestecul dintre IHF
si MU. MU atinge punctul de topire intr-un interval intre 277,59°C si 300,25°C, avand un varf
termic la 294,66°C. Cu toate acestea, exista sansa ca punctul de topire al MU sa coincida cu
descompunerea IHF, ramanand astfel neobservat. Punctul de topire al IHF este evident in
intervalul 236,38°C - 239,98°C, atingandu-si maximul la 237,51°C, fiind apoi urmat de procesul
de descompunere (Figura 3.7, Tabelul A2.1).
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Fig. 3.7. Termograma DSC a substantelor

medicamentoase individuale (IHF si MU) si a

MetiluracilTzohidrafural

amestecului lor binar 1:1 (m/m)

o S0 M 10 tn a0 e W0 0 20 e M0 M 3o 30 M0 im o

92



Termograma DSC a amestecului binar dintre clorhidratul de ciprofloxacina si nitratul de
econazol descrie comportamentul termic al substantelor in amestec, care, fiind comparat cu
rezultatele termoanalitice ale substantelor individuale, ofera informatii despre stabilitatea termica
a sistemului. In termograma DSC, observam un varf mai pronuntat si evident pentru amestecul
dintre CIP si EC. Picul este exodem, intre 176,80°C si 228,43°C cu maxim la 225,70°C. Nitratul
de econazol se topeste intr-un interval intre 164,97°C si 168,32°C, avand un varf termic la
166,18°C.

Fiindca au picuri de topire apropiate cu ale clorhidratului de ciprofloxacina, se poate
intampla, ca punctul de topire al nitratului de econazol sa coincida cu momentul de topire a CIP,
sl pe termograma sa nu se vada. Punctul de topire al clorhidratului de ciprofloxacina este evident
in intervalul 140,80°C — 149,40°C, atingandu-si maximul la 145,43°C, fiind apoi urmat de procesul
de descompunere (picul de la 325,93°C) (Figura 3.8, Tabelul A 2.1).

..... = T R

Fig. 3.8. Termogramele DSC ale substantelor medicamentoase individuale (CIP si EC) (a,

b) si a amestecului lor binar 1:1 (c) (m/m)

o Compatibilitatea fizico-chimica dintre substange medicamentoase cu excipienti si

dintre excipienti.

In termograma DSC a amestecului binar format din IHF si PEG 400, primul varf
endotermic indica deshidratarea PEG-ului 400, manifestandu-se intre 35,05°C si 102,43°C, cu un
punct maxim la 72,94°C. Varful corespunzator punctului de topire al IHF se observa intre 228,06°C
si 228,76°C, avand un punct maxim la 228,43°C. Varfuri similare pot fi identificate si in
termogramele substantelor pure (Figura 3.9 a, Tabelul A 2.1).

In termograma DSC a amestecului binar compus din MU si PEG 400, primul varf
endotermic indica deshidratarea PEG-ului 400, manifestandu-se intr-un interval cuprins intre

29,78°C si 97,50°C, atingand punctul maxim la 68,61°C. Al doilea varf corespunde punctului de

93



topire al MU. In comparatie cu termograma individuala a MU, punctul de topire al acestuia este
mai putin evident si apare mai devreme, cuprins intre 281,51°C si 300,07°C, cu un punct maxim
la 294,62°C (Figura 3.9 b, Tabelul A2.1).
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Fig. 3.9. Termogramele DSC ale substantelor medicamentoase (IHF si MU), PEG-ului 400
si ale amestecurilor binare dintre substante medicamentoase cu PEG 400 1:1 (m/m)

In termograma DSC a amestecului binar constituit din IHF si PG, primul varf endotermic
indica procesul de deshidratare a PG, intre 69,14°C si 134,12°C, cu un punct maxim la 91,04°C.
Varful corespunzator punctului de topire al IHF este evident intre 248,46°C si 263,87°C, atingand
un punct maxim la 250,37°C. Aceleasi varfuri pot fi identificate si in termogramele substantelor
pure (Figura 3.10 a, Tabelul A2.1).

In termograma DSC a amestecului binar format din MU si PG, primul varf endotermic
indica deshidratarea PG, vazut intr-un interval intre 57,39°C si 111,75°C, cu punctul maxim la
89,21°C. Al doilea varf corespunde punctului de topire al MU. In comparatie cu termograma
individuala a MU, punctul lui de topire in amestec este mai putin evident si apare mai devreme,
intre 308,87°C si 312,73°C, cu un punct maxim la 309,08°C (Figura 3.10 b, Tabelul A 2.1).
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Fig. 3.10. Termogramele DSC ale substantelor medicamentoase (IHF si MU), PG si ale

amestecurilor binare dintre substante medicamentoase cu PG 1:1 (m/m)

In termograma DSC a amestecului binar format din CIP si PEG 400, primul varf
endotermic indica deshidratarea PEG-ului 400, manifestandu-se intre 60,15°C si 81,37°C, cu un
punct maxim la 79,24°C. Varful corespunzator punctului de topire al CIP se observa intre 111,73°C

si 122,48°C, avand un punct maxim la 117,76°C. Al doilea pic pronuntat corespunde cu
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descompunerea CIP (328,86°C). Aceleasi picuri pot fi identificate si in termogramele substantelor
pure (Figura 3.11 a, Tabelul A2.1).

In termograma DSC a amestecului binar compus din EC si PEG 400, se evidentiaza un
singur varf, caracteristic topirii EC intr-un interval cuprins intre 128,51°C si 158,11°C, atingand
punctul maxim la 149,09°C. in comparatie cu termograma individuala a EC, punctul de topire al
acestuia este mai putin evident si apare mai devreme (Figura 3.11 b, Tabelul A 2.1).

sean Boman e [

Fig. 3.11. Termogramele DSC ale PEG-ului 400 (a) si ale amestecurilor binare 1:1 (m/m)
dintre CIP+PEG 400 (b) si EC+PEG 400 (c)

In termograma DSC a amestecului binar format din CIP si PS, primul varf endotermic indica
deshidratarea PS, manifestandu-se intre 80,27°C si 112,06°C, cu un punct maxim la 97,45°C. Varful
corespunzator punctului de topire al CIP se observa intre 129,66°C si 140,64°C, avand un punct maxim
la 135,04°C. Descompunerea CIP corespunde picului de la 328,86°C. Varfuri similare pot fi
identificate si in termogramele substantelor pure (Figura 3.12 a, Tabelul A 2.1).

In termograma DSC a amestecului binar compus din EC si PS, primul varf endotermic
indica deshidratarea PS, manifestandu-se intr-un interval cuprins intre 142,29°C si 158,97°C,
atingand punctul maxim la 154,20°C. Acest varf este urmat de picul de topire al EC (216,81 —
218,25°C), cu maxim la 216,81°C. In comparatie cu termograma individuala a EC, punctul de

topire al acestuia este mai pronuntat si apare mai tarziu (Figura 3.12 b, Tabelul A 2.1).
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s

Fig. 3.12. Termogramele DSC ale PSului (a) si ale amestecurilor binare 1:1 (m/m) dintre
CIP+PS (b) si EC+PS (c)

Analiza comportamentului termic ale substantelor active, ale excipientilor individuali si a
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in procesul de elaborare a medicamentelor. Excipientii selectati in aceste studii sunt acei, care sunt
prezenti in formularile cercetate in procesul de preformulare.
Aplicarea metodei Spectroscopice FT-IR.

e Compatibilitatea fizico-chimica dintre substanse medicamentoase.

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din (IHF SI MU) IHF si MU prezinta benzi de
absorbtie caracteristice IHF, identice cu cele din spectrul individual: la 1347,8 cm™ si 3 benzi in
regiunea 1485-1555 cm™, care sunt conditionate de grupa nitro a ciclului nitro-furanic si de
vibratiile de deformare ale grupei amide NH-C=0 la 1681,9 cm™ si la 3121,8 cm™, precum si
acele picuri, care apartin MU: in intervalul 2802-3091 cm™ vibratiile de valenta apartin grupei
metilice, iar in intervalul 1616-1707 cm sunt specific grupei R-CO-NH-R; (Figura 3.13a, Tabelul
A 3.1si Tabelul A 3.2).

Fig. 3.13. Spe‘étrele FT-IR ale substantelor medicamentoase individUaIe (IHFsl MU) si ale
amestecurilor lor binare 1:1 (m/m)

Spectrul IR al CIP (IUPAC: 1-ciclopropil-6fluoro-4-oxo-7-piperazin-1-il-chinolin-3-

carboxilic acid), la fel, este in corespundere cu spectrul substantei standard, cu evidentierea
picurilor caracteristice principalelor grupe functionale (Figura 3.14a) [82].
Spectrul IR al EC (IUPAC 1-{2-[(4-clorofenil) metoxi]- 2- (2,4-diclorofenil) etil}- 1H-

imidazol nitrat) este in corespundere cu spectrul substantei standard, cu evidentierea picurilor

caracteristice principalelor grupe functionale (Figura 3.14b) [82].

Spectrul IR al UVB prezinta benzi de absorbtie caracteristice grupelor functionale ale

componentelor de baza (Figura 3.14 c).

Spectrul FT-IR al amestecurilor binare format din CIP+EC (Figura 3.14d), CIP+UVB
(Figura 3.14e) si EC+UVB (Figura 3.14f) prezinta benzi de absorbtie caracteristice substantelor,
care denotd, ca acestea in amestec repeta maximele proprii; se releva doar un singur numar de unda
suprapus 804 cm™, numar de undi care corespunde radicalul fenilic 1,3-bisubstituit din structura
EC nitrat si inelul benzenic 1,2,4,5- tetrasubstituit din structura CIP (Figura 3.14d, Tabelul A3.1
si Tabelul A 3.2).
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B Flg 3 14 Spectrele FT IR aIe substantelor medicamentoase |nd|V|duaIe (CIP (@), EC (b) si
UVB (c)) si ale amestecurilor lor binare 1:1 (m/m): CIP+EC (d), CIP+UVB (e), EC+UVB (f)

ample despre identificarea mterac;lunllor moleculare dintre acestea. (substantele medlcamentoase).
Cercetarile efectuate denota lipsa interactiunilor si compatibilitatea substantelor active intre ele.

o Compatibilitatea fizico-chimica dintre substange medicamentoase cu excipienti si

dintre excipienti.

Benzile de absorbtie caracteristice IHF si PEG 400 au fost prezente si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi. Astfel, sunt prezente benzile de absorbtie ale IHF: la
1347,8 cm™, in regiunea 1485-1555 cm™ specifice grupei nitro a ciclului nitro-furanic si vibratiile
de deformare ale grupei amide NH-C=0 la 1681,9 cm™ si la 3121,8 cm™, precum si benzile PEG
400 la 3439,8 cm™, specifice grupei hidroxilice, la 2867,9 cm™ datorate C-H si la 1094,8 cm™
pentru C-O-C (Figura 3.15a, Tabelele A 3.1 si A 3.3).

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din MU si PEG 400 prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice MU: intervalul 2802-3091 cm™ datoritd vibratiilor grupei metilice si
intervalul 1616-1707 cm™* specific grupei R-CO-NH-R1, precum si benzile PEG-ului 400 la 3439,8
cm™!, specifice grupei hidroxilice, la 2867,9 cm™ datorate C-H si la 1094,8 cm™ pentru C-O-C
(Figura 3.15b, Tabelele A 3.1 si A 3.3).

Benzile de absorbtie caracteristice IHF si PG au fost prezente si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi. Astfel, sunt prezente benzile de absorbtie ale IHF: la
1347,8 cm™, in regiunea 1485-1555 cm™ specifice grupei nitro a ciclului nitro-furanic si vibratiile
de deformare ale grupei amide NH-C=0 la 1681,9 cm™ si la 3121,8 cm™, precum si benzile PG-
ului la 2970-2877 cm™'specifice C-H din CH3, la 3311 cm™ specifice grupei hidroxilice, 1094,8
cm™! pentru C-O-C. A aparut un pic adaugator la 1473, probabil, datorita formarii semiacetalei (ca
si la PEG) (Figura 3.16a, Tabelele A 3.1 si A 3.3).
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Fig. 3.15. Spectrele FT-IR ale amestecurilor binare dintre substante medicamentoase IHF
cu PEG 400 (a); MU cu PEG 400 (b); 1:1 (m/m)

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din MU si PG prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice MU: intervalul 2802-3091 cm™ datorita vibratiilor grupei metilice si
intervalul 1616-1707 cm specific grupei R-CO-NH-R1, precum si benzile PG la 2970-2877
cm'specifice C-H din CH3, la 3311 cm™ specifice grupei hidroxilice, 1094,8 cm™ pentru C-O-C
(Figura 3.16b, Tabelele A 3.1, A 3.2 si A 3.3).
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Fig. 3.16. Spectrele FT-IR ale amestecurilor binare dintre substante medicamentoase IHF
cu PG (a); MU cu PG (b); 1:1 (m/m)

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din IHF si nipagina prezinta benzi de absorbtie
caracteristice substantelor in amestec, unde sunt reflectate numere de unda caracteristice cu
exceptia de 3120 cm™ caracteristica pentru vibratiile covalente simetrice C-H din structura IHF si
1677 cm! caracteristica pentru carbonil (C=0) din structura chimica a nipaginei (Tabelul A3.3).
(Figura 3.17a, Tabelele A 3.1 si A 3.3).

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din MU si nipagina prezinta benzile de
absorbtie caracteristice substantelor in amestec, unde sunt reflectate numere de unda caracteristice
cu exceptia de 1657 cm™ si 1638 cm™ specifice grupei R-CO-NH-R; din structura MU si 3281
cm? caracteristica pentru hidroxil (OH) din structura chimica a nipaginei (Figura 3.17b, Tabelul
A3.4).
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Fig. 3.17. Spectrele FT-IR ale amestecurilor binare dintre substantele medicamentoase IHF

cu Nipagina (a); MU cu Nipagina (b); 1:1 (m/m)

Benzile de absorbtie caracteristice CIP si PEG 400 au fost prezente si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi. Astfel, sunt prezente toate benzile de absorbtie ale CIP,
precum si benzile PEG-ului 400 la 3439,8 cm™, specifice grupei hidroxilice, la 2867,9 cm™
datorate C-H si la 1094,8 cm™ pentru C-O-C. Spectru prezinta benzi caracteristice ce denota, ca
substantele in amestec au suprapunerea la numai un numar de frecventa 1092 cm™ (Figura 3.18a,
Tabelele A 3.1 i A 3.3).

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din EC si PEG 400 prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice EC, precum si benzile PEG-ului, fara suprapuneri si picuri suplimentare
(Figura 3.18b, Tabelele A 3.1 si A 3.3).
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Mlgig. 3.123. Spectrele FT-IR ale amestecurilor binare dintre substantele medicamentoase CIP
cu PEG 400 (a); EC cu PEG 400 (b); 1:1 (m/m);UVB cu PEG 400 (c)

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din UVB si PEG 400 prezinta aceleasi benzi
de absorbtie caracteristice UVB: benzile la 2934, 2906 cm™ apar datorita vibratiilor covalente
asimetrice grupei metilice legate de inelului benzenic se schimba cu 2970 cm™ datorita vibratiilor
covalente simetrice grupei metilice legate de inelului benzenic, intervalul 3100-3000 cm™ (3002
3031, 3076) determina aparitia vibratiilor caracteristice grupei alchene (=CH), la intervalul 1660-
1480cm™ (1509) apar vibratiilor covalente asimetrice caracteristice grupei esterice (-C=0O(OR)),
intervalul 1150-1050cm™ (1034) determini vibratii covalente asimetrice grupei eterice (-COC),
intervalul 1350-1260cm™ (1300) si intervalul 1170-1100cm™ (1175) inregistreaza vibratiile
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caracteristice grupei primare, secundare hidroxilice alifatice C-OH si celor tertiare, respectiv, la
1244 cm apar vibratiile datorate O-H fenolic, precum si benzile PEG-ului (Figura 3.18c, Tabelele
A 3.1si A3.3).

Benzile de absorbtie caracteristice CIP si PS au fost prezente si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi. Astfel, sunt prezente benzile de absorbtie ale CIP,
precum si benzile intense ale PS la 1094 cm™ si de intensitate medie la 460 si 800 cm™ sunt
specifice grupei Si-O, grupa CHz alifatica determina vibratiile covalente de intensitate medie la
2921 cm™ si la 2866 cm™ apare banda caracteristica vibratiilor covalente simetrice datorita grupei
CHa. Spectru prezinta benzi caracteristice CIP si PS ce denota, ca substantele in amestec au
suprapunerea la numai un numar de frecventa 1092 cm™ ! (Figura 3.19a, Tabelele A 3.1 si A 3.3).

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din EC si PS prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice EC si PS, ce denota, ca substantele in amestec au suprapunerea la 1089 si
883 cm™! ceea ce a conditionat intensificarea benzilor si disparitia la 893 cm™ (Figura 3.19b,
Tabelele A 3.1 i A 3.3).

Fig. 3.19. Spectrele FT-IR ale amestecurilor binare dintre substantele medicamentoase CIP
cu PS (a); EC cu PS (b); 1:1 (m/m); UVB cu PS (c)

Spectrul FT-IR al amestecului binar format din UVB si PS prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice UVB, precum si benzile intense PS, ce denota, ca substantele in amestec
au suprapunerea la numai un interval de frecventa 2900-2980cm™, care e caracteristic pentru CHs,
ceea ce a conditionat intensificarea benzilor si disparitia la 2954 cm™ (Figura 3.19c, Tabelele A
3.15i A 3.3).
sau fizice intre substantele medicamentoase si excipienti. Acest aspect este extrem de important
pentru a evita reactiile adverse sau schimbarile in proprietatile medicamentului care pot aparea in
timpul proceselor de fabricare, depozitare sau utilizare. Totodata, aceste studii au furnizat

informatii importante pentru optimizarea formularii picaturilor auriculare. S-a determinat ca nu
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excipienti compatibili cu principiile active va permite mentinerea caracteristicilor fizice si chimice

ale medicamentului, cum ar fi de exemplu, solubilitatea si biodisponibilitatea.

3.2.2. Elaborarea picaturilor auriculare cu conginut de IHF si MU pentru tratamentul

otitelor supurative

Au fost formulate 6 compozitii de picaturi auriculare cu continut de principii active IHF si
MU. S-au utilizat in calitate de excipienti PEG 400 si PG (PG), care ofera o capacitate mai buna
de solubilizare a substantelor active, dar ofera si 0 viscozitate optimala formei farmaceutice.
Mentinerea nivelului pH-ului s-a realizat cu ajutorul solutiilor tampon, iar stabilitatea
microbiologica — prin adaugarea nipaginei (nu a fost necesar de adaugat si nipasol, deoarece
formularile contin in calitate de principiu activ izohidrafuralul, care este un agent antibacterian).
Anume coraportul dintre acesti excipienti a servit ca criteriu de evaluare in procesul de optimizare

a formularilor elaborate (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Formularile picaturilor auriculare combinate cu continut de IHF si MU

Compozitia formularilor, g
Componente i

F1 F2 F3 F4 F5 F6
IHF 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
MU 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
PEG 400 60,0 60,0 40 50 60,0 70
PG 20,0 20,0 25 20 15 20
Nipagina 0,04 0,03 0,04 0,04
Solutie tampon acetat o s RIS
Apa purificata ad 100 | ad100 | ad 100 | ad 100 | ad 100 | ad 100
Clorura de benzalconiu 0,01 0,005 0,03
Edetat de sodiu dihidrat 0,05 0,03 0,05 0,025
Solutie tampon fosfat-citrat RIS R

Pentru cercetarea vascozitatii formularilor s-a utilizat viscozimetrul rotativ Fungilab Smart
R. Viscozitatea picaturilor auriculare s-a determinat la 10 viteze de rotatie (in ordinea crescatoare),
la temperaturile 25°C si 37°C.

Tehnica de lucru: in rezervor se introduce proba de analizat. Se selecteaza din setul de tije
(spindle) tija necesara - Ry si se fixeaza in aparat prin rasucire. Tija cilindrica se introduce in lichid
pana la nivelul stabilit, pentru a evita atingerea peretilor si fundului rezervorului. Pe ecran se
instaleaza viteza de rotatie dorita, se apasa tasta start si se citeste valoarea viscozitatii dinamice in

P la temperatura 25 °C.
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Au fost obtinute reogramele vascozitatii in raport cu rata de forfecare la ambele

temperaturi, care demonstreaza natura ne-Newtoniana si pseudo plastica a tuturor formularilor.
(Figura 3.20, Tabelul A 4.1 si Tabelul A 4.2).

ReogramELE vascozitatii in functie de viteza de forfecare la
25+0,10C: F1-F6
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Fig. 3.20. Reogramele vascozititii in functie de viteza de forfecare la 25+0,1°C si 37+0,1°C

pentru formularile 1-6 de picaturi cu IHF si MU

Dupa efectuarea evaluarii, s-a constatat ca toate cele sase formulari indeplinesc cerintele pentru

0 viscozitate optima, situata intre 10 si 30 P-102, la viteza minima de turatii (SD<1; IQR<1,5, Tabelul

A4.3). S-a identificat ca valorile viscozitatii si ale tensiunii de forfecare la cea mai mica viteza de

forfecare cresc in mod proportional cu cresterea concentratiei de PG (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2 Continutul de PEG si PG in componenta formularilor de picaturi cu IHF si MU

Formularea picdturilor Continutul de Conyinutul de PG,
auriculare PEG-400, % %
F1 60 20
F2 60 20
F3 40 25
F4 50 20
F5 60 15
F6 70 20

Confirmarea caracterului tixotrop a avut loc prin examinarea variatiei tensiunii de forfecare

in functie de viteza de forfecare in timp, evidentiindu-se o crestere a valorilor tensiunii de forfecare

in concordanta cu intensificarea vitezei de forfecare. Valorile tensiunii de forfecare sunt prezentate

in tabelul A 4.2 si figura 3.21.

Valorile pH-ului picaturilor auriculare, determinate prin metoda potentiometrica, pentru

cele 6 formulari sunt prezentate in tabelul 3.3

Tabelul 3.3 Valorile pH-ului pentru 6 formulari de picaturi auriculare cu IHF si MU

Formulare Formula | Formula Il | Formula lll | Formula IV FormulaV | Formula VI
pH (media) 5,8 5,46 5,05 5,10 5,18 5,21

SD 0,15811 0,09028 0,10000 0,07906 0,04472 0,06285
Me 5,8000 5,4300 5,0000 5,1000 5,1500 5,1800
IOR 0,30 0,18 0,18 0,15 0,08 0,12
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Reogramele tensiunei de forfecare in functie de viteza de Reogramele tensiunei de forfecare in functie de
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Fig. 3.21. Reogramele tensiunii de forfecare in functie de viteza de forfecare la 5+0,1°C si
37+0,1°C pentru formularile 1-6 de picaturi cu IHF si MU

Astfel, rezultatele obtinute denota ca, pH-ul formularilor este slab acid spre neutru si
corespunde cerintelor farmacopeice (de la 5,0 pana la 7,0). Valoarea cea mai optima prezinta
formularea | cu pH-ul cel mai apropiat de neutru.

Cedarea in vitro a IHF si MU din picaturi auriculare.

A fost evaluata disponibilitatea in vitro a picaturilor auriculare, prin evaluarea procesului
de difuzie a substantelor active, folosind metoda celulelor de difuziune Franz modificata, formata
din compartimentul donor (unde se plaseaza proba pe o membrana semipermiabild) si
compartimentul de receptie (de unde se preleveaza probe pentru analiza ulterioara). Experimentele
s-au efectuat la aparatul ELECTROLAB DISSOLUTION TESTER (Chem Lab Belgia). Prin
experimente repetate au fost setate conditiile experimentale: volumul formei farmaceutice plasata
in celuld -5 ml; temperatura mediului — 37 °C, viteza de rotatie — 20 rotatii/min, natura mediului
compartimentului receptor — metanol, volumul mediului — 250 ml, volumul probei prelevate - 5
ml, prelevarea probei s-a efectuat la diferite intervale de timp, iar mediul analizat a fost suplinit cu
cate 5 ml solvent dupa fiecare prelevare, pentru a pastra volumul mediului constant de 250ml.
Pentru determinari s-a utilizat cosul rotativ, acoperit din exterior cu membrana si fixat bine, in
interiorul cosului se plaseaza forma farmaceutica analizata (cantitate exacta).

Preventiv s-a efectuat un studiu bibliografic avansat pentru argumentarea selectarii tipului
de membrana la evaluarea cedarii principiilor active. Este cunoscut faptul, ca pielea animalelor
este deseori recomandata pentru evaluari preliminare ale formularilor noi in calitate de membrana
pentru cedare in studiile de biodisponibilitate. Modelele animale folosite pentru a inlocui pielea
umana sunt porcii domestici, sobolanii, soarecii, cobaii si serpii. Astfel, 26% din sursele
bibliografice evaluate propun folosirea pielii de porci hibrizi nou-nascuti. in majoritatea articolelor
(68%) se propune utilizarea pielii de pe partea interna a urechii de porc, deoarece se atesta rezultate

comparabile cu cele obtinute pe piele umana datorita unei grosimi similare, unei anatomii
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vasculare si aranjament de fibre de colagen in dermul urechii, precum si datorita continutului de
glicosfingolipide si ceramide identic [52].

Totodata, membrane polimerice sunt utilizate cu succes pentru testele de cedare in vitro.
Conform Ghidului FDA pentru industrie, sunt recomandate membranele polimerice cu o
dimensiune a porilor de 0,45 um.

Astfel, pentru experimente au fost selectate: membrana semipermiabila (artificiala) cu
marimea porilor 0,45 um, diametrul filtrului 47 mm (Merck); membrane naturale — intestin subtire
de porc si ureche de porc (metodele de preparare a membranelor naturale sunt descrise in capitolul
Materiale si metode).

Dozarea IHF si MU s-a efectuat prin metoda spectrofotometrica, descrisa in capitolul 4.

Cedarea Metiluracilului din picaturi auriculare prin

membrand semipermiabil Cedarea Iz'ohldrafuralulm dm' plcat'url.auunculare
prin membrana semipermiabild
— [ —F ) F3 — [ — F ) F3

200 200

o o [5 o G F4 F5 F6

= =

> 100 = 100

0 0
5 5

10 15 20 30 45 60 75 90 105 120 10 15 20 30 45 60 75 90 105 120
Timpul, min Timpul, min

Fig. 3.22. Cedarea MU si IHF din picaturi auriculare prin membrana semipermiabila

Dupa cum se observa din figura 3.22 si tabelul A5.1, in primele 10 min IHF traverseaza
membrana semipermiabila doar in proportie de circa 13% din toate formularile cercetate. O
concentratie acceptabila de 75% este asigurata peste 30 de min. pentru F1 si F2, pe cand celelalte
formulari nu cedeaza suficient substanta activa nici dupa 120 min. MU este cedat mai greu, datorita
gruparilor sale hidrofile, si doar din F1, dupa 45 min se obtine o concentratie de peste 77%
(SD<0,1; IQR=0,01; Tabelele A5.2 si A5.3).

Intestinul de porc, dupa structura sa biochimica — strat dublu de lipide, natura organica, se
aseamana cu tesuturile membranare ale urechii si permite o evaluare simpla a biodisponibilitatii
picaturilor auriculare prin usurinta de manevrare.

Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile auriculare prin membrana
biologica — intestin de porc sunt prezentate in tabelul A5.4 si figura 3.23.

Dupa efectuarea studiului s-a observat ca membrana biologica — intestinul de porc este o
membrana mai permisiva, fapt datorat naturii sale si a functiei biologice de a permite trecerea
substantelor de dimensiuni mari — aminoacizi, acizi grasi, necesari pentru nutritia animalului. Aceasta
a permis trecerea mult mai facilitata a substantelor medicamentoase prin membrana. Rezultatele sunt

foarte apropiate cu cele obtinute la cedarea prin membrana semipermeabila. La 30 de minute
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formularile F1, F2 si F6 au eliberat peste 55% de IHF, la 45 min doar in forma F1 concentratia a depasit
75% pentru IHF. MU a fost eliberat mai lent, rezultate mai bune au fost obtinute pentru formele F1
(79%), F2 (69%) si F4 (50%) (SD<0,1; IQR=0,01; Tabelele A5.5 si A5.6).

Cedarea Izohidrafuralului din picaturi Cedarea Metiluracilului din picaturi
auriculare prin membrani naturali:intestin de auriculare prin membrani naturali: intestin
200 porc de porc
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Fig. 3.23. Cedarea MU si IHF din picaturi auriculare prin membrana naturala: intestin de

porc

Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile auriculare prin membrana
biologica — ureche de porc sunt prezentate in tabelul A5.7. si figura 3.24.

La utilizarea membranei confectionate prin prelucrarea urechii de porc au fost obtinute
rezultate comparabile cu cedarea prin membrana din intestin, in special pentru formele F1 (77% )
la 45 min pentru IHF si F2, pentru ambele substante. Celelalte formulari au avut o cedare
nesatisfacatoare (SD<0,1; IQR=0,01; Tabelele A5.8 si A5.9).

Cedarea Izohidrafuralului din picaturi auriculare prin membrana Cedarea Metiluracilului din picituri auriculare prin membrani
naturali:ureche de porc naturali: ureche de porc
— 1 F2 F3
F4 F5 F6

! F2 3
100 F4 F5 F6 100

C, %

-

0 5 10 15 20 30 45 60 75 9 105 120
5 10 15 20 30 4 60 75 9 105 120 Timpul, min

Timpul, min

Fig. 3.24. Cedarea MU si IHF din picaturi auriculare prin membrana naturala: ureche de

porc

Fiindca rezultatele obtinute in urma cedarii prin ambele membrane naturale nu au
manifestat diferente semnificative fata de cele obtinute la difuzia prin membrana semipermiabila,
valorile concentratiilor la aceleasi unitati de timp coreleaza intre ele, parametrii de difuzie, precum
fluxul si coeficientul de difuzie au fost calculati doar pentru difuzia prin membrana artificiala.

Viteza de permeatie a substantei medicamentoase in stare stationara, sau fluxul (J) este

cantitatea de substanta (permeantul) care traverseaza membrana intr-o unitate de timp. Este de
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obicei calculat in unitati de masa/zona/timp. Daca permeantul a fost aplicat intr-o doza finita,
atunci aceasta valoare poate fi calculata cu ajutorul formulei: J = Q /(4+¢), unde Q este cantitatea
de compus care traverseaza membrana in timpul t, iar A este aria membranei expuse in cm?.
Unitatea de masura a fluxului este cantitatea (g, mg sau pg)/cm?/ora) [335].

Orice compus aplicat fie pe tesut, fie pe 0 membrana artificiala va avea un timp de latenta
(intarziere), timp necesar ca sa patrunda prin membrana si sa difuzeze in fluidul receptor, ca mai
apoi sa ajunga in cele din urma la o stare constanta de difuzie. Timpul de latenta este perioada in
care rata de permeatie prin membrana este in crestere. Atunci cand exista o miscare consistenta,
neschimbatoare a permeantului prin membrana, este atinsa starea de echilibru. Timpul necesar
pentru a atinge starea de echilibru depinde de mai multi factori, precum permeabilitatea tesutului
sau a membranei, proprietatile compusului studiat, s.a.

Timpul de latenta (T, ore) a fost calculat din interceptia la axa x a portiunii liniare a
curbelor cantitatii cumulative de substante medicamentoase care au permeat in functie de timp in
conditii de stare stationara. Difuzivitatea este o proprietate a permeantului si este 0 masura a
usurintei de patrundere printr-o membrana specifica exprimatd in unitati de suprafata/timp.
Coeficientul de difuzie (D) descrie rata de penetrare permeantd pe unitatea de concentratie
exprimata in distanta/timp. Coeficientul de difuzie poate fi calculate, daca se cunoaste timpul de
latenta si parametrii membrane (in special grosimea acesteia), folosind expresia matematica:
D=h?/Tia*6, unde h este grosimea membrane, pm. [150].

Curbele cantitatilor cumulative de IHF si MU care au permeat pe unitatea de suprafata a
membranei in functie de timp (Figurile 3.20, 3.21, 3.22) au prezentat o portiune liniara inainte de
atingerea starii stationare. Se poate observa ca ambele substante au avut un transfer destul de
neomogen. O difuzie buna a manifestat formularea F1, pentru care valorile fluxului in stare

stationara si ale vitezei de eliberare a principiilor active au fost cele mai mari (Tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Parametrii specifici permeatiei si eliberarii IHF si MU din picaturile

auriculare prin membrana sintetica la 45 min

IHF Picaturi F1-F6 MU Picaturi F1-F6
Q, ng J, ng D*107, Tlat, ore Q, ng J, ng D*1073, Tlat, ore
Jcm?*ora cm?/ora /cm?*ora cm?/ora

F1 | 45.0600 | 16.23784 2.57998 0.64600 1543.8 556.32432 1.18751 1.4035
F2 | 44.65000 | 16.09009 0.27700 6.01690 1285.8 463.35135 0.36075 4.62

F3 | 9.98500 | 3.59820 0.17506 9.52050 534.2 192.50450 0.18886 8.8249
F4 | 21.05500 | 7.58739 0.14524 11.47500 1007.6 363.09910 0.21898 7.6109
F5 | 14.64500 | 5.27748 0.11347 14.68800 275.8 99.38739 5.61356 0.2969
F6 | 27.15500 | 9.78559 0.13401 12.43700 594.2 214.12613 0.68545 2.4315
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In urma evaluarii parametrilor determinati (vascozitate, pH, cedarea principiilor activi) s-a
constatat, ca formularea F1 a manifestat cele mai optimale caracteristici. Rezultatele obtinute au

fost folosite in studiile de optimizare a formulei cu aplicarea Software Design Expert.

3.2.3. Elaborarea picaturilor auriculare cu conginut de EC, CIP si UVB

Este cunoscut faptul, ca uleiurile esentiale (volatile), pe langa faptul ca poseda o gama larga
de proprietati curative, au si proprietatea de a mari gradul de penetrare a principiilor active la
aplicare topica [9].

Dimensiunea moleculara mica a componentelor uleiului permite o permeanta mult mai
rapida decat a medicamentelor de sinteza. Totodata, uleiul volatil este solubil in lipide, si poate
patrunde rapid in membranele celulare, gratie moleculelor de oxigen.

Pentru prepararea picaturilor auriculare sunt preferati solventii hidrofili. In acest context,
uleiurile esentiale sunt adesea insolubile in apa si pot sa nu se dizolve eficient in bazele hidrofile.
Pentru a facilita dispersarea si omogenizarea uleiurilor esentiale in sistemul apos este necesar un
emulgator. A fost selectat PS, care poseda o buna capacitate de emulsionare a uleiului volatile.
Capacitatea conservanta a este asigurata de nipagina, iar mentinerea pH-ului in limitele acceptabile
s-a realizat cu ajutorul solutiilor tampon.

Au fost formulate 6 compozitii de picaturi auriculare cu continut de principii active CIP,
EC si UVB. S-au utilizat in calitate de excipienti PEG 400 si PS, care ofera o capacitate mai buna
de solubilizare a substantelor active, dar ofera si 0 vascozitate optimala formei farmaceutice.
Anume coraportul dintre acesti excipienti a servit ca criteriu de evaluare in procesul de optimizare
a formularilor (Tabelul 3.5).

Toate compozitiile au fost evaluate dupa proprietati organoleptice. Formularea F4 a fost
cea cu caracteristicile mai favorabile. Formularile F5 si F6 au fost inlaturate din cercetarile
ulterioare, deoarece s-a constatat incapacitatea CMC (carboximetilcelulozei) de a solubiliza
principiile active si incorpora uleiul volatil de busuioc.

Pentru evaluarea proprietatilor reologice s-a determinat vascozitatea picaturilor auriculare
la 10 viteze de rotatie (in ordinea crescitoare), la temperaturile 25°C si 37°C, conform tehnicii de
lucru prezentate anterior. Au fost obtinute reogramele vascozitatii in raport cu rata de forfecare la
ambele temperaturi, care demonstreaza natura ne-Newtoniana si pseudoplastica a tuturor
formularilor: la marirea tensiunii de forfecare vascozitatea scade (Figura 3.25, Tabelul A 4.1 si
Tabelul A 4.2).
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Tabelul 3.5. Formularile picaturilor auriculare combinat cu continut de CIP, EC si UVB

Componente

Compozitia formularilor, g

F1 F2 F3 F4 F5 F6
CIP 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
EC 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
UuvB 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
PEG 400 10,0 14,0 16,0 10,0 6,0 10,0
PS - - 4,0 4,0 - -
Nipagina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
. _ g.s. ad pH - g.s. ad pH - - -
Sol. Tampon citrat cu pH=7.8 5.0-7,5 5.0-7,5
_ - - - g.s. ad pH - -
Sol. Tampon fosfat cu pH=6,0 5.0-7.5
. - . - g.s. ad pH - - - -
Hidroxid de sodiu 0,1 mol/Il 5.0-7.5
Clorura de sodiu 0,9% - - - - - 10,0 ml
CMC - - - - 2,5 2,5
Apa purificata ad 100,0 ml| 24 190 | 2 1000 mi | ad 100,0mi | 21990 lad 100,0 mi

Reogramele vascozitatii in functie de viteza de forfecare

la 25£0,10C
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Fig. 3.25. Reogramele vascozititii in functie de viteza de forfecare la temperatura de

25+0,1°C si 37+0,1°C pentru formularile cercetate de picituri cu CIP, EC si UVB

Nu la toate formularile cercetate vascozitatea s-a incadrat in limita valorilor admisibile
intre 10 si 30 P-102, la viteza minima de turatii (SD<1; IQR<6; Tabelul A4.6). Pentru formularile

F2 si F3 aceste limite sunt depasite, fiind in corelare cu cresterea concentratiei de PS (Tabelul 3.6).

Tabelul 3.6. Continutul de PEG si PS in componenta formularilor de picaturi cu CIP, EC si
uvB

Formularea picaturilor | Conginutul de PEG-400 Conyinutul de PS
auriculare
F1 10 % -
F2 14 % -
F3 16 % 4,0 %
F4 10 % 4,0 %
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Evaluarea variatiei tensiunii de forfecare in functie de viteza de forfecare in timp a
confirmat caracterul tixotrop al formularilor, evidentiindu-se o crestere a valorilor tensiunii de
forfecare in concordanta cu intensificarea vitezei de forfecare. Valorile tensiunii de forfecare la

ambele temperaturi sunt prezentate in tabelul A4.2 si figura 3.26.

Reogramele tensiunei de forfecare in functie de Reogramele tensiunei de forfecare in functie de
viteza de forfecare la 25+0,1°C viteza de forfecare la 37+0,1°C

. 8 . 8
=) S
o 6 o 6

© ©
2 4 2 4

I I

g 2 g 2
L L
gm0 570
2 0 50 100 150 2 0 50 100 150
§ viteza de forfecare (s”-1) § viteza de forfecare (s”-1)

=} >

é F1 F2 F3 —«—E4 é’ ——F1 F2 ——F3 —x—E4

Fig. 3.26. Reogramele tensiunii de forfecare in functie de viteza de forfecare la 25+0,1°C si

37+0,1°C pentru formulirile 1-4 de picaturi cu CIP, EC si UVB

S-a observat, ca la toate formularile cercetate, vascozitatea scade odatd cu cresterea
tensiunii de forfecare si respectiv a vitezei de deformare, ceea ce este caracteristic sistemelor
pseudo plastice non-newtoniene.

Importanta mentinerii unui pH neutru, cu valori mai aproape spre cel acid in canalul auditiv
extern este foarte importanta pentru picaturile auriculare antibacteriene, care joaca un rol de
protectie impotriva infectiei. S-a evaluat pH-ul picaturilor auriculare, determinate prin metoda
potentiometrica, pentru cele 6 formulari, acestea sunt prezentate in tabelul 3.7.

Desi rezultatele obtinute denota ca pH-ul tuturor formularilor se incadreaza in limitele
farmacopeice (de la 5,0 pana la 7,0), valoarea pH-ului de 5,3 la formularea F4, stabila la
determinari repetate in timp, denota o capacitate tampon mai buna a solutiei tampon fosfat
(pH=6,0), comparativ cu solutia tampon citrat (pH=7,8) si hidroxidul de sodiu 0,1 mol/I.

Tabelul 3.7. Rezultatele determinarii pH-ului pentru picaturile cu CIP, EC si UVB

Formulare Formula | Formula Il Formula 11 Formula IV
pH (media) 5,9 6,37 6,02 5,3

SD 0,15811 0,05431 0,03808 0,12247
Me 5,9000 6,3500 6,0000 5,3000
I0R 0,30 0,10 0,07 0,20

Disponibilitatea in vitro a picaturilor auriculare a fost evaluata analogic dupa aceiasi
metodologie, prin determinarea procesului de difuzie a substantelor active, folosind metoda

celulelor de difuziune Franz modificata.
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Pentru experimente au fost selectate: membrana semipermiabila (artificiala) cu marimea
porilor 0,45 um, diametrul filtrului 47 mm (Merck); membrane naturale — intestin subtire de porc
si ureche de porc.

Cedarea clorhidratului de ciprofloxacini Cedarea nitratului de econazol prin

100 prin membrani semipermiabila 100 membrana semipermiabili

I
P —
%0 %0 #’
(@] o
0 0 1 F2 F
5 =l mP.Fn% p‘{ﬁ, e F3p =g==Fd 10 5 =o—=ibl L%mém 35 =mr=ffs 120

Fig. 3.27. Cedarea CIP si EC din picaturi auriculare prin membrana semipermiabila

Dupa cum se observa din figura 3.27 si tabelul A 5.10., debutul cedarii este diferit pentru
ambele substante, CIP porneste de la 15-20% in primele 5-10 min, pe cand EC este eliberat pana
la 68%. Cedarea mai lenta a CIP este cauzata de particularitatile dimensiunii moleculare. Un
comportament de cedare a principiilor activi mai avantajos si coerent se observa la formularea F4.
Desi mai lent pentru CIP, dupa 75 min concentratia in compartimentul acceptor practic se egaleaza
pentru ambele substante. Celelalte formulari prezinta dificultati de difuzie pentru CIP. EC este
cedat practic complet din toate formularile (SD<0,02; IQR<0,03; Tabelele A5.11 si A5.12).

Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile auriculare prin membrana

biologica — intestin de porc sunt prezentate in tabelul A5.13. si figura 3.28.

Cedarea clorhidratului de ciprofloxacini prin

> ae ) Cedarea nitratului de econazol prin
membrani naturali:intestin de porc

membrani naturali:intestin de porc

100 100
80 80—
5 S —/_J=
O 40 —,’”’/’& O 40 __/_/
20 —pmm—— 20
0 0
5 10 15 20 30 45 60 75 90 105 120 5 10 15 20 30 45 60 75 90 105 120
Timpul, min Timpul, min
] c— ) F3 F4 m— ] F2 s 3 e F4

Fig. 3.28. Cedarea CIP si EC din picaturile auriculare prin membrana naturala: intestin de

porc

Cercetarile au aratat un comportament de cedare (prin membrana naturala- intestin de porc)
foarte asemanator cu cel prin membrana semipermiabila, fiind mai avantajos pentru formularea

F4. Dupa 60 min ambele substante au fost cedate peste 75%. Si la trecerea prin intestin de porc,
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CIP are o cedare lenta si nesatisfacatoare pentru formularile F1-F3 (35%, 49%, 50% la 75 min).
EC este cedat mai lent decat prin intestin si membrana artificiala, dar, la 45 min atinge concentratia
de 84% in compartimentul donor (SD<0,02; IQR<0,03; Tabelele A5.14 si A5.15).

Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile auriculare prin membrana

biologica — ureche de porc sunt prezentate in tabelul A 5.16 si figura 3.29.

Cedarea clorhidratului de ciprofloxacina prin Cedarea nitratului de econazol prin
membrana naturalid:ureche de porc 100 membrana naturalid:ureche de porc
100

C, %

50 50

C, %

0
5 1015 20 30 45 60 75 90 105 120 5 10 15 20 30 45 60 75 90 105 120

1 o impul, min F4 F1 FoTirmpairmi F4

Fig. 3.29. Rezultatele cedarii CIP si EC din picaturi auriculare prin membrana naturala:

ureche de porc

In urma determinarilor s-a constatat ci substantele trec mai lent prin urechea de porc, cu o
intarziere de circa 20 min, atingand o concentratie satisfacatoare la 90 min pentru CIP (68%). EC,
deja la 20 min a atins concentratia de 77%. Si in cazul membranei naturale ureche de porc,
rezultatele sunt mai bune pentru formularea F4 (SD<0,02; IQR<0,03; Tabelele A5.17 si A5.18).

Fiindca rezultatele obtinute in urma cedarii prin ambele membrane naturale nu au
manifestat diferente semnificative fata de cele obtinute la difuzia prin membrana semipermiabila,
parametrii de difuzie, precum fluxul si coeficientul de difuzie au fost calculati doar pentru difuzia
prin membrana artificiala.

S-a calculat fluxul pentru ambele substante active din cele patru formulari si timpul de
latenta. Rata de penetrare, exprimata prin coeficientul de difuzie (D) s-a calculat in baza valorilor
timpului de latenta, utilizand caracteristicile membranei.

Curbele cantitatilor cumulative de CIP si EC care au permeat pe unitatea de suprafata a
membranei in functie de timp (Figurile 3.25, 3.26, 3.27) au prezentat o portiune liniara inainte de
atingerea starii stationare. Se poate observa ca ambele substante au avut un transfer destul de
neomogen. O difuzie buna a manifestat formularea F4, pentru care valorile fluxului in stare
stationara si ale vitezei de eliberare a principiilor active au fost cele mai mari (tabelul 3.8).

In urma evaluarii parametrilor determinati (vascozitate, pH, cedarea principiilor activi) s-a
constatat, ca formularea F4 a manifestat cele mai optimale caracteristici. Rezultatele obtinute au

fost folosite in studiile de optimizare a formulei cu aplicarea Software Design Expert.
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Tabelul 3.8. Parametrii specifici permeatiei si eliberarii CIP si EC din picaturile auriculare

prin membrana sintetica la 45 min

CIP Picaturi F1-F4 EC Picaturi F1-F4
Q, ug J, ug D*103, | Tlat, ore Q, ug J, ug D*107, Tlat,
lcm*ora | cm?/ord lecm?*or | cm?/ord ore
a

F1 76,0229 27,3956 0,0462 36,0482 | 102,7416 | 37,0240 | 0,06841 | 24,3618
F2 60,9408 21,9606 0,0672 24,7796 42,7459 15,4039 | 0,02615 | 63,7283
F3 92,5623 43,2243 0,2031 8,2024 139,6838 | 50,3365 | 0,04562 | 36,531
F4 124,6453 | 44,9143 0,3227 5,1636 160,4174 | 57,8080 | 0,25742 | 6,47492

3.3. Preformularea capsulelor combinate pentru tratamentul hipoacuziei

senzorineurale cu continut de PIR, NIC si extract uscat de paducel

In Farmacopeea Romana [88] este data definitia, descrierea capsulelor operculate si
caracterizarea acestora dupa aspect, metoda de preparare, parametrii de calitate cu specificarea
limitelor de incadrare in normele stipulate [88, 161].

Se constata o cedare mai eficienta a principiilor active din capsule in comparatie cu
comprimatele, desi sunt necesare de parcurs mai multe etape [161].

Excipientii utilizati la formularea capsulelor joaca un rol primordial in asigurarea unei
cedari adecvate, acestia fiind meniti sa asigure proprietati tehnologice care ar favoriza procesele

de dizolvare, si, prin urmare, absorbtia rapida si biodisponibilitatea [161].

3.3.1. Studii de compatibilitate a substangelor active intre ele si cu excipiengii prin
metode DSC, FTIR si difractie cu raze X

.....

.....

utilizati la formularea capsulelor a fost efectuata in cadrul Catedrei de Analiza a medicamentului
UMF _luliu Hatieganu”, Cluj Napoca, Romania (mobilitate de cercetare CEEPUS), sub
indrumarea dnei dr., sef de lucrari Lucia Maria Rus, impreuna cu absolventa (a. 2016) a facultatii
de farmacie Naomi Pop (unele aspecte a acestui studiu au facut parte din lucrarea de licentd a
studentei nominalizate: ,,Studii de compatibilitate in elaborarea unei forme farmaceutice
multicomponent cu utilizare in ORL”, coordonator dr., sef de lucrari Lucia Maria Rus) [257, 240].

DSC este o tehnica analitica utilizata atat pentru studiul proprietatilor termice ale
preparare a probelor pentru analiza DSC implica mai multi pasi, in functie de obiectivul studiului,

se selecteaza materialul sau amestecul care urmeaza sa fie analizat.

112



Probele supuse analizelor termice au fost uniforme si curate privind compozitia, fiind
formate din substante farmaceutice NIC, CIP si EP in amestecuri mecanice 1:1 intre ele si cu
excipientii. A fost efectuata macinarea si omogenizarea probelor pentru a obtine o distributie
uniforma a particulelor. Cantitatea fiecarei probe utilizate a fost 0,002 g, acestea fiind ambalate in
capsule de aluminiu rezistente la caldura, pentru a evita contaminarea si pentru a asigura o
transferare eficienta a caldurii. Calorimetrul DSC a fost calibrat inainte de efectuarea analizelor.
In timpul analizelor DSC, probele au fost supuse unui ciclu controlat de incilzire si racire, care a
implicat rata de incalzire, intervalul de temperatura si modul de scanare specific. Pe masura ce
probele erau incalzite sau racite, calorimetrul DSC a inregistrat schimbari de caldura specifice care
au avut loc in material, fiind inregistrate sub forma de termograme DSC.

Dupa inregistrarea datelor, acestea au fost analizate pentru a identifica si interpreta
tranzitiile termice, cum ar fi punctele de topire, cristalizare, tranzitii de faza.

Rezultatele obtinute au fost interpretate din perspectiva absentei sau prezentei
interactiunilor de faza a substantelor active NIC, PIR si UVB, precum si ale acestora cu excipientii
monohidrat de lactoza (LM), stearat de magneziu (SM) si sodiu amidon glicolat (AGS).

Rezultatele determinarilor sub forma de raport complet sunt redate in anexa 6.

Analiza termogramelor NIC denota prezenta fenomenelor endoterme in intervale 125-
135°C cu conturarea topirii NIC si a descompunerii acesteia. Pe termograma PIR se observi ci
aceasta are interval de topire apropiat cu cel al NIC, iar descompunerea incepe la o temperatura
mai ridicati. Analiza DSC a EP arata mai intai o deshidratare in jur de 80°C, apoi un maxim la
148°C, care denota topirea componentelor extractului, in special a rutozidei. incia o componenta
majora din EP — hiperozida — se topeste la 262°C. Aceste date, precum si valorile entalpiilor,
prezentate in tabelul A 6.1, au servit la analiza amestecurilor mecanice.

Evaluarea DSC a amestecurilor mecanice de substanse active: NIC+PIR, NIC+EP si

PIR+EP (Figura 3.30).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Fig. 3.30. Comportamentul termic al NIC+PIR (a), NIC+EP (b) si PIR+EP (c) [257, 240]

Comportamentul termic al amestecului NIC+PIR (Figura 3.30a) denota prezenta

fenomenelor endoterme in intervalul 118-130 °C (punctul de topire a NIC fiind la 123°C) si al
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doilea prag de absorbtie a cildurii in intervalul de 140- 147°C, unde se topeste PIR. NIC se
descompune mai usor, fiind urmat de PIR cu o diferenti de aproape 20°C.

In urma analizei termogramei amestecului NIC+EP (Figura 3.30b) prezinta absorbtia de
caldura formeaza un pic lat in intervalul 45 — 110°C, care practic repeti comportamentul EP
individual prin manifestarea efectului de deshidratare la temperatura de 75 °C. La 120-130°C se
topeste NIC, fiind vizibila o nesemnificativi deplasare a picului cu circa 5°C fata de cel al NIC
individuale. Peste 235°C se poate observa descompunerea ambelor substante din amestecul
mecanic. Comportamentul termic al PIR in amestec cu EP este caracterizat de absorbtia caldurii
in zona 30-100 °C, unde se deshidrateaza amestecul, apoi are loc topirea PIR., urmati de
descompunerea acestuia (Figura 3.30c).

Evaluarea DSC a amestecurilor mecanice de substante active cu excipientii

Comportamentul termic a amestecurilor NIC, PIR si EP cu excipientii

Termogramele amestecurilor mecanice 1:1 dintre NIC si excipienti sunt prezentate in
Anexa 6. LM (Figura A6.1a) este practic complet deshidratati la 136°C, apoi se topeste la 213°C
mai intai izomerul o, urmat de izomerul B la 225°C. Ambii izomeri se descompun concomitent.
Pierderea apei in amestecul NIC+LM are loc la 53°C, urmata de topirea NIC la 129°C si apoi de
deshidratarea LM la 141°C. Ultimul proces de absorbtie a cildurii corespunde topirii LM la 214°C.
AGS (Figura A6.1b) este complet deshidratat la 82°C, si apoi se descompune si se carbonizeazi
complet la 240°C. Amestecului NIC+AGS absoarbe cildura la 72°C, formand un pic intins,
caracteristic pierderii apei AGS. Topirea NIC este marcati de un salt la 130°C, urmati de
descompunerea ambelor substante.

SM (Figura A6.1c) este prezent pe termograma la inceput cu un salt de temperatura la
68°C, care denota topirea completa a acidului hexadecanoic, urmat de topirea acidului
octadecanoic la 96°C, care au loc practic concomitent cu deshidratarea acestora, apoi in continuare
are loc topirea completa a SM la 133°C cu degradare. Procesul de absorbtie a caldurii pentru
amestecul NIC+SM incepe la 62°C cu topirea acidului hexadecanoic, si continui cu topirea
concomitenti a acidului octadecanoic si SM. NIC se topeste la 130°C. Peste pragul de 241°C
ambele substante se descompun. Termogramele amestecurilor mecanice 1:1 dintre PIR si
excipienti sunt prezentate in Anexa 6.

Amestecul PIR+LM (Figura. A6.2a) formeaza pe termograma picuri endoterme in
intervalele de temperatura 105-121°C, unde LM se deshidrateazi, apoi se topeste una dintre
formele polimorfe ale PIR la 141°C. 1zomerii LM se topesc practic concomitent la 184°C, apoi
ambele substante se descompun. Amestecul PIR+AGS (Figura A6.2b) formeaza pe termograma

dous salturi, la 121°C se manifesta topirea unuia dintre polimorfii PIR, la 147°C se topeste PIR.
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Ca si pe termograma AGS individual, pe cea a amestecului se vede descompunerea cu carbonizare
a AGS, apoi degradarea PIR. Amestecul PIR+SM (Figura A6.3c)_formeaza pe termograma picuri
cu consum de calduri: la 67°C (topirea acidului hexadecanoic), la 92°C (topirea acidului
octadecanoic), la 125°C (topirea SM). PIR si forma lui polimorfi se topesc la 148°C si la 135°C.
Termogramele amestecurilor mecanice 1:1 dintre EP si excipienti sunt prezentate in Anexa 6.

Pe curba termica a amestecului EP+LM (Figura A6.3a) primul fenomen termic cu consum
de cilduri se inregistreaza la 68°C, care denoti deshidratarea EP, apoi se topeste rutozida la 116°C.
Deshidratarea LM are loc la 134°C, urmati de topirea concomitenti a izomerilor LM (200°C) si
de topirea hiperozidei la 258°C. Pe curba termici a amestecului EP+AGS (Figura A6.3b) apare o
variatie termica detectabila la 82°C, unde se petrece pierderea apei legate, si tocmai dupi 241°C
se descompune amestecul. Pe curba termica a amestecului EP+SM (Figura A6.3c) se poate detecta
variatia termica de la 68°C (topirea acidului hexadecanoic), apoi variatia termica de la 97°C
(topirea acidului octadecanoic). Tot in acest interval se topeste si EP.

Analiza rezultatelor obtinute prin evaluarea termogramelor substantelor active in amestec
unele cu altele si cu excipientii s-a constatat, ca NIC nu a inregistrat sSchimbari a comportamentului
termic in comparatie cu cel individual, ceea ce denota lipsa interactiunilor, si, prin urmare,
compatibilitatea acestora. Nici PIR nu a manifestat modificari majore a curbelor termice in
amestecuri fata de cele individuale, iar fiindca PIR are mai multe forme polimorfe, se atesta
PIR cu excipientii prin metoda FT-IR, se va putea concluziona despre compatibilitatea acestora cu
0 precizie mai buna. Comportamentul termic al EP este unul specific, dictat de cantitatile foarte
mici de componente cu puncte bine stabilite de topire, este vorba de rutozida si hiperozida. Din
acest motiv, de pe curbele termice ale amestecurilor EP cu NIC si PIR si pe cele ale EP cu toti
excipientii dispar fenomenele termice ale componentelor active din EP. Acest fapt nu denota
neaparat o incompatibilitate, deoarece mai exista posibilitatea, ca componentele amestecurilor sa
Se perceapa reciproc ca si impuritati. Din acest motiv, studiile de compatibilitate prin DSC trebuie
completate cu cele efectuate prin alte metode analitice, precum FT-IR si difractia cu raze X [288].

Radiatiile infrarosii, avand lungimi de unda mari si energii mici, nu pot produce tranzitii
electronice, dar pot produce tranzitii de vibratie si de rotatie ale moleculelor. Pentru obtinerea
spectrelor in IR s-a stabilit radiatia absorbita de o molecula de analit, radiatie care dispare din
fascicolul complex al radiatiei incidente. Astfel au fost investigate cele trei substante active, si
combinatiile dintre ele, si cu excipientii.

Caracteristica spectrelor IR ale substanzelor individuale.

115



Spectrele IR a substantelor individuale prezinta benzi de absorbtie, fiecare banda

caracterizand o parte structural a formulei de structura.

Fig. 3.31. Spectrele FT-IR ale NIC, PIR si EP in regiunea 1800 — 650 cm-1

Spectrul IR al NIC (Figura 3.31a) (IUPAC [(6aR,9R,10aS)-10a-methoxy-4,7-dimethyl-
6a,8,9,10-tetrahydro-6H-indolo[4,3-fg]quinolin-9-yl]methyl 5-bromopyridine-3-carboxylate)
este in corespundere cu spectrul substantei standard, cu evidentierea picurilor caracteristice
principalelor grupe functionale [82].

Spectrul IR al PIR (Figura 3.31b) (IUPAC 2-(2-oxopyrrolidin-1-yl)acetamide) este la fel
in corespundere cu spectrul substantei standard, cu evidentierea picurilor caracteristice
principalelor grupe functionale [82].

EP (Figura 3.31c) este caracterizat de 17 benzi de absorbtie principale. in spectrele IR,
prezenta grupelor OH este vizibila in intervalul 3000 — 3500 cm-1 si de asemenea 1000-1140 a
grupelor C-OH proprii alcoolilor primari sau secundari. Grupa carboxilica (R-COOH) este scoasa
in evidenta prin benzile din zona 1210-1760 cm-1. Banda cu intensitatea puternica inregistrata la
1394.1 poate fi atribuita acidului carboxilic ionizat (COQ). Intervalul 1027.7 — 1150 cm-1 este
definit de gruparile C-O,C-C si C-CH. Benzile de absorbtie aparute la 1610.6 si 898.7cm-1 pot fi
datorate vibratiilor compusilor aromatici. Banda puternica, inregistrata la 1048.5 este provocata
de silicii amorfi (component a frunzei). Banda 1146.7 este caracteristica polienelor, cum ar fi
carotenoidele si resveratrolul. Benzile slabe si medii care apar in regiunea 1100-850 cm-1 sunt
atribuite fragmentelor aromatice si partilor alifatice.

Caracteristica spectrelor IR a amestecurilor mecanice de substanze active.

Pentru studiul combinatiilor dintre principiile active acestea au fost amestecate in cantitati
de 0,5 mg fiecare si determinat spectrul de absorbtie pentru fiecare combinatie. in spectrele de
absorbtie au aparut benzile de absorbtie ale substantelor individuale cercetate, unele fiind comune.

In combinatie cu PIR, NIC isi pastreaza benzile de absorbtie. Din cele aproximativ 20 de
benzi analizate aproximativ 11 au ramas caracteristice NIC, 6 benzi comune pentru ambele
substante — NIC si PIR, si doar 1 banda a ramas caracteristica pentru PIR (1647.4). Multe din

benzile PIR fiind in suprapunere cu cele a substantei din combinatie. Pe langa acestea au aparut 2
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benzi noi de absorbtie - 3165.2 si 3313.7 sugerand prezenta unor grupari OH, NH. Aspectul de
banda larga al absorbtiei indica asocierea prin legaturi de hidrogen (Figura 3.32a).

Fig. 3.32. Spectrele FT-IR al amestecurilor NIC/PIR (a), NIC/EP (b) si PIR/EP (c) in
regiunea 4000 — 650 cm*!

In combinatia cu EP, NIC de asemenea isi pastreaza benzile caracteristice. Au fost
inregistrate 12 benzi de absorbtie provocate de NIC si 0 banda caracteristica EP (1613.0) . Alte
benzi ale EP nu se pot observa din cauza suprapunerii ca si in cazul PIR. Picurile noi aparute sunt
- 3311.6 si 3628.8 (Figura 3.32b)

Combinatia dintre PIR si EP (Figura 3.32c) se dovedeste a fi compatibila prin lipsa aparitiei
benzilor noi in domeniul important al spectrului. in spectrograma acestei combinatii sunt evidentiate
11 benzi de absorbtie caracteristice PIR si 2 benzi specifice EP (900,5 si 1148,4). Totodata benzile
comune sunt destul de evidente, la numar fiind 4, toate cuprinse in zona 1000.0 — 1407,7.

Caracteristica spectrelor FT-IR a excipienrilor (Figura 3.33).

Fig.3.33. Spectrele FT-IR al excipientilor: LM (a), AGS (b) si SM (c) in regiunea 4000 —
650 cm?

Spectrul FT-IR al LM (Figura 3.33a) este alcatuit din 10 maxime de absorbtie principale.
Intervalele 1019-1202¢m™1, 1340-1407cm ™1 reprezinta picurile formate de vibratiile legaturii —
C-O. Vibratiile picurilor din primul interval sunt de deformare, iar din al doilea de alungire. La
1229-1296¢cm ™1 sunt vibratiile de alungire a legaturii —C-O, care sunt de intensitate medie.
Maximile de absorbtie la 1450-1470cm ™! sunt formate de vibratii de deformare a grupei —CH2.

Cel mai lat pic din spectru apartine legaturii —O-H.
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Spectrul FT-IR al AGS (Figura 3.33b) este alcatuit din cateva picuri principale bine
conturate. La intervalul 1015-1283 ¢m™! se observa 3 picuri pronuntate aparute in urma vibratiei
de alungire a legaturii —C-O, iar in regiunea 1324-1418cm ™1 au aparut picurile in urma vibratiei
de deformare a grupei hidroxile. Maximele de absorbtie din segmentul 750-930cm™! sunt
prezente in urma vibratiei de deformare a legaturii —C-H.

Spectrul FT-IR al SM (Figura 3.33c) este marcat de picuri aparute in patru intervale. La
2955-2849cm ™1 au aparut maximele in rezultatul vibratiilor de alungire, iar in regiunea 1568-
1454cm~in urma vibratiilor de deformare a grupei metilenice. In segmentul 1300-1000 sunt
prezente miscarile vibratorii de alungire a legaturii -C-O, iar in regiunea cea mai mica 888-
668cm ™1 avem vibratiile de deformare —C-H.

Caracteristica spectrelor FT-IR ale amestecurilor mecanice de substanze medicamentoase
Cu excipienti.

Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/LM (Figura 3.34a) prezinta benzi de absorbtie a
ambelor substante cercetate, unele fiind comune. In asa mod, benzile de absorbtie principale
caracteristice NIC sunt: la 1730-1710cm™~! avem picul vibratiei de alungire a cetonei, iar in
segmentul 1290-1050cm™? - picurile vibratiilor de alungire a gruparii —C-O. S-a pistrat si picul
vibratiei al halogenului la 748cm™. La LM s-au pastrat picurile vibratiilor de deformare a

legaturii —C-O si picul la 1470 ce apartine grupei-CHa.

Fig. 3.34 Spectrele FT-IR ael amestecurilor: NIC/LM (a), NIC/AGS (b) si NIC/SM (c) in
regiunea 4000 — 650 cm!

Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/AGS (Figura 3.34b) prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice NIC: la 1730-1710cm™1 avem picul vibratiei de alungire a cetonei, in
segmentul 1290-1050cm™1 - picurile vibratiilor de alungire a legaturii —C-O si picul vibratiei
halogenului la 748cm™1. Din picurile intense ale amidonglicolatului s-au pastrat doar unele, din
segmentul 1150-1000cm™1 ce prezinta vibratii de alungire a hidroxizilor.

Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/SM (Figura 3.34c) prezinta aceleasi maximele de
absorbtie caracteristice ambelor substante. NIC este reprezentata de picul caracteristic cetonei la

1730-1710cm ™1, in segmentul 1290-1050cm ™1 - picurile vibratiir de alungire a legaturii —C-O, si
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picul vibratiei bromului la 748cm™1. SM si-a pastrat maximele cele mai informative: la 1570-
1450cm ™1 picul vibratiei de deformare a grupei —CH: si benzile de absorbtie la 2900-2960cm ™*
a vibratiilor de alungire a aceleasi grupe. Este prezent si picul la 720cm ™1 rezultatul vibratiilor de
deformare a grupei —C-H.

regiunea 4000 — 650 cm!

Spectrul FT-IR al amestecului binar PIR/LM (Figura 3.35a) prezinta aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice PIR: la 1687c¢cm ™1, picul vibratiei de alungire a cetonei, la 1643cm ™1 picul
vibratiei de alungire a legaturii —C=N, picurile din intervalul numerelor de unda 1420-
1340cm™~sunt vibratiile hidroxizilor, iar maximile de absorbtie cuprinse intre 1360 si 1030cm ™1
sunt ale amidei. La LM s-au conturat doar cateva picuri: la 1073cm™1, picul vibratiei grupei —-OH
si maxima de absorbtie la 763cm ™! formata in urma vibratiei de deformare a legaturii —C-H.

Spectrul FT-IR al amestecului binar PIR/AGS (Figura 3.35b) contureaza spectrul substantei
active, maximele amidonglicolatului se suprapun sau sunt absente. Cel mai mare maxime de absorbtie
reprezinti vibratiile de alungire a gruparii —C=N la numarul de unda 1643cm ™1, iar la picul alaturat,
la 1687cm ™1 putem detecta vibratiile de alungire a legaurii —~C=0. Picurile din intervalul numerelor
de undi 1420-1340cm ™ arati prezenta grupei hidroxilice in structura PIR, iar maximele de absorbtie
cuprinse intre 1360 si 1030cm ™1 sunt specifice pentru amine si amide.

Spectrul FT-IR al amestecului binar PIR/SM (Figura 3.35c) repeta spectrul PIR cu mici
exceptii. Toate maximele informative ale PIR sunt prezente in spectru. Din picurile SM doua se
pun in evidenta, unul la 720cm™? in rezultatul vibratiilor de deformare a legaturii —~C-H, altul o
deviere a picului, la 1577¢cm™1.

Spectrul FT-IR al amestecului binar EP/LM (Figura 3.36a) aminteste conturul paducelului,
multe din picurile de baza fiind greu detectate din cauza suprapunerii lor si pierderii intensitatii.
Din maximele de absorbtie proprii paducelului avem: la 1146 cm ™1 ce s-a format in urma vibratiei
grupei hidroxilice, la 1027 cm™? ca rezultat a vibratiei sulfoxizilor si picul 898cm™1- vibratii de

deformare a legaturii -C-H. Din picurile LM sunt cele aparute in urma vibratiei grupelor hidroxilice
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la 1340-1019cm ™2, in segmentul 988-875cm ™1 sunt detectate vibratiile grupei C-H.

Fig. 3.36. Spectrele FT-IR ale amestecurilor: EP/LM (a), EP/AGS (b) si EP/SM (c) in
regiunea 4000 — 650 cm!

Spectrul FT-IR al amestecului binar EP/AGS (Figura 3.36b). Picurile EP sunt mai putin
pronuntate in comparatie cu cele de pe spectrul individual. Din picurile paducelului avem la 1146
si 1075cm™1 ce sunt maximele vibratiilor grupelor -OH. Maximele de absorbtie ale AGS sunt
1418-1404cm™1- picurile vibratiilor de deformare a gruparilor -OH, la 1290-1070cm ™1, maxime
aparute in urma vibratiilor de alungire a legaturii—C-O.

Spectrul FT-IR al amestecului binar EP/SM (Figura 3.36¢) prezinta aceleasi maximele de
absorbtie caracteristice ambelor substante. Din maximele mai importante ale EP identificam picul
cel mai mare la 1014 cm™1si cele la 1146 si 1075¢cm™1, care s-au format datoritd gruparilor
hidroxilice din structura. Din picuriile SM avem in segmentul 1568-1454cm™1din miscirile de
vibratie a grupei —~CH2, in intervalul 1300-1000cm ~sunt picuri formate de la vibratiile de alungire
a legaturii —C-O si maxima 720cm ™! formata de vibratia de deformare a legaturii —C-H.

Studiul compatibilitarii prin aplicarea metodei de difractie cu raze X.

X pe pulbere (XRPD), metoda XRPD a fost aplicata in pre-formulare. Datele XRPD au fost
obtinute utilizand difractometru Bruker D8 Advance in Bragg-Geometria Brentano.
Difractometrul este echipat cu un monocromator Ge (111) in fasciculul incident pentru a elimina
radiatiile CuKp si CuKo2 pentru obtinerea unui fascicul monocromatic corespunzator radiatiei
CuKoal cu lungimea de undi A = 1,54056 A. Modelele XRPD au fost inregistrate cu o super-vitezi
a detectorului de pozitie LynxEye in intervalul 5 - 50° (20).

Caracteristica difractogramelor XRPD a amestecurilor mecanice de substange active.

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al NIC, PIR si NIC/PIR (Figura 3.37a), denota
prezenta a numeroase varfuri distincte in spectrele XRPD, ceea ce indica faptul ca toate trei substante
studiate sunt materiale cristaline. Valorile 20 ale varfurilor mai intense ale NIC sunt 5,02; 11,40; 17.10,
18.46, 22,20; 24,55; 26,12; s1 30,15. Valorile 20 ale varfurilor mai intense ale PIR sunt 21,78 si 22,04.
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Modelul XRPD al amestecului fizic de NIC cu PIR repeta profilurile substantelor individuale, nu sunt

detectate alte varfuri noi si se atesta 0 compatibilitate deplina a substantelor analizate.
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Fig. 3.37. Difractogramele XRPD ale substantelor active individuale si ale amestecurilor lor
mecanice: NIC/PIR (a), NIC/EP (b), EP/PIR (c)

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al NIC, EP si NIC/EP (Figura 3.37b), prezinta
mai multe varfuri distincte in spectrele XRPD a NIC, ceea ce atesta natura cristalind a acestei
substante, iar EP nu formeaza picuri separate, astfel se atestd natura lui amorfa. In literatura de
specialitate nu au fost gasite informatii despre analiza XRPD a EP separat. Estimarea valorilor 20
ale varfurilor EP este dificil, se poate constata o crestere a intensitatii difractiei la valori 26
surprinse intre 15,00 si 25,00. Modelul XRPD al amestecului fizic de NIC cu EP repeta profilul
NIC, nu sunt detectate alte varfuri noi si se atesta o compatibilitate deplina a substantelor analizate.

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al PIR, EP si PIR/EP (Figura 3.37c), prezinta mai
multe varfuri distincte in spectrele XRPD a PIR, ceea ce atesta natura cristalina a acestei substante,
iar EP nu formeaza picuri separate, astfel se atesta natura lui amorfa. Valorile 20 ale varfurilor mai
intense ale PIR sunt 21,52 si 22,11. Se poate constata o crestere a intensitatii difractiei EP la valori
20 surprinse intre 14,00 si 24,00. Modelul XRPD al amestecului fizic de PIR cu EP repeta profilul
PIR si unele varfuri distincte din profilul EP in zona intensitatii maxime, nu sunt detectate alte
varfuri noi si se atesta o compatibilitate deplina a substantelor analizate.

Caracteristica difractogramelor XRPD a amestecurilor mecanice de substange active cu

excipientii.

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al NIC/LM, NIC/AGS si NIC/SM (Figura 3.38),
prezinta mai multe varfuri distincte in spectrele XRPD a NIC, ceea ce atesta natura cristalina a acestei
substante. Valorile 20 ale varfurilor mai intense ale NIC in combinatiile cu toti cei trei excipienti sunt
foarte apropiate, si se regasesc in jurul valorilor 5,74; 11,39; 17.12, 18.44,22,21; 24,62; 26,21; s1 30,20.
Spectrele substantelor auxiliare individuale sunt in corespundere cu standardele farmacopeice de
referinta. Modelul XRPD al amestecului fizic de NIC cu excipientii repeta profilul NIC, nu sunt

detectate alte varfuri noi si se atesta 0 compatibilitate deplina a substantelor analizate.
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Fig. 3.38. Difractogramele XRPD ale amestecurilor mecanice pentru NIC cu: LM(a), AGS
(b) si SM ()

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al PIR/LM, PIR/AGS si PIR/SM (Figura 3.39),
prezinta mai multe varfuri distincte in spectrele XRPD a PIR, ceea ce atesta natura cristalina a
acestei substante. Valorile 20 ale varfurilor mai intense ale PIR in combinatiile cu toti cei trei
excipienti sunt foarte apropiate, si se regasesc in jurul valorilor 21,86 si 22,03. Modelul XRPD al
amestecului fizic de PIR cu excipientii repeta profilul PIR, nu sunt detectate alte varfuri noi si se

atesta o compatibilitate deplina a substantelor analizate.
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Fig. 3.39. Difractogramele XRPD ale amestecurilor mecanice pentru PIR cu: LM (a), AGS
(b) 5i SM (c)

Modelul XRPD (domeniu 26 = 5° - 40°) al EP/LM, EP/AGS si EP/SM (Figura 3.40),
prezintda mai multe varfuri distincte in spectrele XRPD ale excipientilor, ceea ce atesta natura
cristalina a acestor substante, iar EP nu formeaza picuri separate, astfel se atesta natura lui amorfa.
Se poate constata o crestere a intensitatii difractiei in spectrul EP la valori 260 surprinse intre 15,00
si 25,00. Modelul XRPD al amestecului fizic de EP cu excipientii repeta profilul acestora, nu sunt
detectate alte varfuri noi si se atestd 0 compatibilitate deplina a substantelor analizate.

Studiile de compatibilitate prin analize FT-IR si Difractie cu raze X au confirmat lipsa
interactiunilor dintre substantele active intre ele si cu excipientii selectati pentru formularea

capsulelor operculate combinate cu aplicare in terapia hipoacuziei senzorineurale.
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Fig. 3.40. Difractogramele XRPD ale amestecurilor mecanice pentru EP cu: LM (a), AGS
(b) si SM (c)

3.3.2. Elaborarea capsulelor combinate si determinarea parametrilor tehnologici

In prezent capsulele, ca forma medicamentoasa, sunt una dintre cele mai utilizate forme
farmaceutice, gratie unor avantaje legate de procesul de fabricatie, protectia substantelor active
fata de factorii externi, mascarea gustului neplacut al unor substante medicamentoase,
dezagregarea si biodisponibilitatea corespunzatoare.

Pentru studiile de preformulare a capsulelor operculate cu substantele active NIC, PIR si
EP s-au folosit urmatoarele substante auxiliare: lactoza monohidrat, stearatul de magneziu,
amidonglicolatul de sodiu, celuloza microcristalina si polivinilpirolidona K30.

In industria farmaceutica, lactoza este utilizata pe scara larga ca agent de umplere sau
diluant la formarea comprimatelor sau capsulelor deoarece are proprietati excelente de
compresibilitate si capacitate de curgere [350]. Stearatul de magneziu este adesea folosit ca anti
aderent, are proprietati lubrefiante, fiind cel mai des utilizat lubrifiant, care previne lipirea
ingredientelor de echipamentele de productie [352]. Amidonglicolatul de sodiu este un ingredient
comun in mai multe forme farmaceutice solide in calitate de dezintegrant rapid. Celuloza
microcristalina este un agent de incarcare si anti agregant. Polivinilpirolidona imbunatateste
alunecarea suprafetelor si se foloseste ca glisant in formularea capsulelor.

Studii de preformulare a capsulelor operculate combinate.

Excipientii utilizati la preformulare au o influenta decisiva pentru biodisponibilitate. in
acest context, pentru facilitarea procesului de dizolvare sunt utilizati diluantii (lactoza si celuloza
microcristalina). Stearatul de magneziu este folosit la marirea capacitatii de curgere a pulberii sau
granulelor, dar daca sunt folositi in exces determina micsorarea dizolvarii [161].

Pentru incapsularea celor trei principii active: NIC, PIR si EP, au fost cercetate un sir de
substante auxiliare cu diferite proprietati, pentru a obtine un amestec omogen. Excipientii au fost
selectati in baza a patru criterii: proprietatile fizico-chimice ale substantelor active si a celor auxiliare;
dozele substantelor active; destinatia excipientilor; frecventa utilizarii substantelor auxiliare in forme
farmaceutice solide. Astfel, au fost utilizate urmatoarele clase de excipienti: diluanti - lactoza

monohidrat si celuloza microcristalina, fiecare diluant are 0o anumita cantitate admisibila pentru
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amestecare cu substantele active, de exemplu lactoza monohidrat poate fi amestecata in proportii de la
70% pana la 100% din masa capsulei; excipienti aglutinanti (numiti si lianti sau adezivi) — gelul de
polivinilpirolidona de diferite concentratii (5% si 10%); excipient lubrifiant — stearatul de magneziu,
in proportii 1% din masa capsulei; agent de dezintegrare — amidonglicolat de sodiu.

Pentru realizarea scopului propus au fost elaborate patru formule cu substantele active NIC,
PIR si EP. Dozele principiilor active au fost calculate si estimate in corespundere cu indicatia
farmacoterapeutica, toxicitatea fiecarei substante, efectul preconizat, fiind comparate cu dozele
terapeutice individuale.

Excipientii au fost selectati reiesind din proprietatile fizico-chimice ale substantelor active,
dar si a excipientilor (tabelul 3.9).

Tabelul 3.9. Proprietatile fizico-chimice ale substantelor active si a excipientilor la

preformularea capsulelor

Substanta Sol. in apa Sol.in alcool Sol. in Higroscopia
’ cloroform
Nicergolina Putin solubila + + Higroscopic
+(14.22mg/mL)
PIR sau 4.76 mg/mL Solubil (96%) - Higroscopic
252 mg/ml la 23,3°C

Extract uscat de paducel Solubil - - Higroscopic
Lactoza monohidrat 195000 mg/L (at 20 °C) - - -
Celuloza microcristalina Insolubil Insolubil
Amidonglicolat Na Insolubil Putin solubil Higroscopic
Stearat de Mg Insolubil 0,020% g/100 ml -
PVP K 30 Solubil Solubil Higroscopic

Substantele active si excipientii au fost caracterizati dupa proprietatole fizico-chimice,
fiind expuse in tabelul 3.9.
Substantele active au fost amestecate cu diferite tipuri si cantitati de excipienti conform

tabelului 3.10, pentru incapsulare. Au fost obtinute 4 formulari de tip pulberi.

Tabelul 3.10. Formulele capsulelor operculate combinate (cantitati pentru o capsuli)

Denumirea componentelor Codul formulelor/ Cantitatile componentelor, mg
F1 F2 F3 F4
NIC 45 45 45 45
PIR 200 200 200 200
Extract uscat de paducel 50 50 50 50
Stearat de magneziu 2.5 2.5 2.0 2,0
Celuloza microcristalina - 140,5 - 1415
Amidonglicolot de sodiu 2,5 - - 2,0
PVP K30 - 2,5 2,0 -
Lactoza monohidrat 240,5 100,0 2415 100,0
Total 500 500 500 500
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Pregatirea substanzelor auxiliare. Pulberile se cern prin sita cu diametrul ochiurilor de 0,2-

0.5 mm. Pentru prepararea a cate 25 g de amestec F1, F2, F3, F4 se cantaresc cantitatile necesare

calculate de substante.

Tabelul 3.11. Cantitatile de substante necesare pentru prepararea a 25,0 g de pulbere,

pentru determinarea parametrilor tehnologici la etapa de preformulare

. Codul formulelor/ Cantitatile componentelor, g
Denumirea componentelor :
F1 F2 F3 F4
NIC 0,225 0,225 0,225 0,225
PIR 10,0 10,0 10,0 10,0
Extract uscat de paducel 2,5 2,5 2,5 2,5
Stearat de magneziu 0,125 0,125 0,1 0,1
Celuloza microcristalind - 12,025 - 12,075
Amidonglicolot de sodiu 0,125 - - 0,1
PVP K30 - 0,125 0,1 -
Lactoza monohidrat 12,025 - 12,075 -
Total 25,0 25,0 25,0 25,0

Amestecarea componentelor. Pulberile cantarite de excipienti se amesteca si se

omogenizeaza la mojar.

Determinarea parametrilor farmaco-tehnologici ai pulberilor preparate pentru incapsulare

Dupa preparare, cele patru formulari au fost supuse studiului proprietatilor reologice:

unghiul de inclinare, unghiul de repaus, indicele Carr si indicele Hausner [179].

Unghiul de inclinare. Tehnica de lucru consta in incarcarea a 50 g de amestec in pélnia

aparatului ,,VP-12A”, dupa conectarea aparatului se deschide clapeta, in urma careia se formeaza
un con, la care se masoara unghiul format de paralela care trece prin varful conului si planul
inclinat a laturii conului. Se efectueaza 5 masurari pentru fiecare proba. Unghiul de inclinare
variaza de la 25° - 35° pentru pulberile usor fluide, pana la 60° - 70° pentru amestecurile greu
fluide. Rezultatele experientelor sunt redate in tabelul 3.12 [20].

Tabelul 3.12. Parametrii farmaco-tehnologici (unghiul de inclinare si de repaus) ale

formularilor
Codul formulelor
Parametrii Unghiul de inclinare, ° Unghiul de repaus, ©
farmaco-tehnologici (n=5) (n=5)
F1 31 20
F2 48 45
F3 21 25
F4 45 45
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Unghiul de repaus. Tehnica de lucru consta in alimentarea cu 50 g de amestec palnia
aparatului ,,VP-12A”, dupa conectarea aparatului se deschide clapeta, in urma careia se formeaza
pe un plan orizontal un con cu un varf ascutit sau rotunjit, la care se masoara unghiul format dintre
latura conului si suprafata pe care a fost etalat. Se efectueaza 5 masurari pentru fiecare proba. Cu
cat unghiul de repaus este mai mic cu atat proprietatile de curgere a amestecurilor sunt mai bune.
Rezultatele experientelor sunt redate in tabelul 3.12. [20].

Un alt parametru de descriere a fluiditatii pulberilor este determinarea capacitarii
volumetrice. Tehnica de lucru consta in amplasarea a 10 g de amestec in cilindrul gradat a
aparatului ,,545-P-AK-3” si se fixeaza volumul pe care-l1 ocupa pana si dupa tasare. Se efectueaza
5 masurari pentru fiecare proba. Dupa care datele obtinute sunt introduse in formulele de calcul a
indicelui Carr si fractiei Hausner (tabelul 3.13). Rezultatele experientelor sunt redate in tabelul

3.13 si demonstreaza ca pulberile au o fluiditate excelenta.

Tabelul 3.13. Indicele Carr si indicele Hausner determinati pentru 4 formulari

Unghiul | Volumul Volumul | Densita- | 1y iiatea

S ulberii tea Co . Indicele
de initial al pdupﬁ volumetri volumetrica | Indicele Haus
Formulari analizate inclina- | pulberii <. ... . |dupa tasare | Carr, %
0 3 tasare | ci initiala 3 sner
re, Vy, cm d,:, g/cm

V,, cm® |d,;, g/cm?

Amestecuri de excipienti

Lactoza monohidrat
Stearat de magneziu 36 32 28 0,77 0,88 12,5 1,14
Amidonglicolat (F1)

Celuloza microcristalina
Stearat de magneziu 45 49 34 0,50 0,73 30,6 1,44
PVP K30 (F2)

Lactoza monohidrat
Stearat de magneziu 26 31 27 0,73 0,84 12,90 1,15
PVPK30 (F3)

Celuloza microcristalina
Stearat de magneziu 50 59 49 0,39 0,47 16,95 1,20
Amidonglicolat (F4)

Excipienti cu substantele active

F1 31 30 25 0,33 0,40 16,67 1,21
F2 48 35 25 0,29 0,40 28,57 1,38
F3 21 30 23 0,33 0,43 23,33 1,30
F4 45 55 45 0,18 0,22 18,18 1,22

Nota: * valori medii, n=6 pentru fiecare formulare

Pulberile destinate umplerii capsulelor trebuie sa demonstreze o buna fluiditate, sa nu
prezinte lipici si si aiba o coeziune adecvati. In mod obisnuit, evaluarea fluiditatii pulberilor se
realizeaza folosind indicele de compresibilitate Carr, care este asociat cu modificarile in greutatea
de umplere a capsulei. In unele circumstante, pot fi necesare valori intermediare ale indicelui Carr

pentru a preveni problemele legate de fluiditatea redusa (indice Carr ridicat) sau de fluiditatea
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excesiva (indice Carr scazut). De regula, o capacitate mai mare de descompunere corespunde unei
coeziuni reduse, evitand astfel eventualele neplaceri asociate. Un indice Carr mai mare de 25
indica o capacitate slaba de curgere, in timp ce un indice sub 15 sugereaza o buna fluiditate [139].

Dupa cum se observa din tabel, formularile care au in componenta lor lactoza monohidrat
(formularile 1 si 3) au o capacitate de curgere mai buna, posedand un indice Carr si 0 valoare a
fractiei Haussner mai mica.

Evaluarea disponibilitarii farmaceutice a formularilor elaborate de capsule combinate

cu aplicarea testului de dizolvare.

Aparatajul si conditiile de determinare sunt descrise in capitolul 2 [241]. Probele celor 4
formulari de capsulele cu continut identic de principii active, dar diferit al excipientilor au fost
analizate conform tehnicii de lucru: cate 10 mL au fost prelevate manual in urmatoarea
consecutivitate de timp: 5, 10, 15, 20, 30, 45 si 60 min. Prelevarile au fost urmate de inlocuire cu
mediu blank degazat, pentru mentinerea conditiilor sink si evitarea alterarilor hidrodinamice
asociate scaderilor de volum. Pozitionarea pipetei in timpul prelevarii a fost la jumatatea distantei
dintre suprafata lichidului si capatul superior al cosuletului, la minim 10 mm de peretele vasului.

Analiza cantitativa s-a efectuat spectrofotometric (tehnica de lucru este expusa in capitolul 4),
dupa dilutiile adecvate cu solutie metanolica de HCI 0,1 M.

Cercetarea profilului de dizolvare a NIC din capsule combinate.

Soluria standard: a fost preparata conform procedurii descrise in capitolul dozare

spectrofotometrica 4.1.2.

Soluria proba: Determinarea cantitativa a NIC in fiecare 10 mL de proba prelevata a fost
efectuata prin metoda spectrofotometrici UV-VIS. In calitate de solutie de referinta a servit solutia
placebo a formularii respective.

Pentru a asigura comparabilitatea datelor generate pentru formularile analizate, a fost
adoptata aceeasi procedura pentru toate seturile de probe.

Cercetarea profilurilor de dizolvare a NIC din capsule combinate i» mediu de HCI 0,1M
(pH=1,2).

Spectrul UV-VIS a fost studiat in diapazonul 190-300 nm (Figura A7.1.).

Dupa cum se observa din tabelul (A7.1) valorile absorbantei NIC in mediul acid s-au aflat
in limitele de la 0,0006-0,8.

Continutul de nicergolina se calculeaza conform formulei (3.1):

Ai1*b*D*100
Xt = e , (31)



In care:

Xt — cantitatea de substanya in proba de analizat (%) la intervalul de timp (t);

A1 — absorbanra soluriei cercetate;

A2 — absorbanya soluriei standard;

D — dilusia (ml)

b — masa probei standard, g;

a— masa probei cercetate, g.

Nota: se utilizeaza expresia: Ai= (absorbansa NIC — absorbanga extractului uscat de
paducel) la calcularea conyinutului de NIC din capsulele F2 si F3

Spectrele de absorbtie, valorile absorbantelor si a concentratiilor obtinute au fost redate in
Anexa 7, tabelul 3.14 si figura 3.41.

Tabelul 3.14. Cedarea NIC (%) din capsule in mediul acid

(valori medii, n=5 pentru fiecare unitate de timp)

. . NIC NIC NIC NIC
Timpul, min
F1 F2 F3 F4
10 0.002 3.29 4.62 20.52
15 22.94 43.21 8.24 29.91
20 39.24 59.51 24.76 33.94
30 75.01 68.83 54.46 56.32
45 79.35 68.30 64.01 62.3
60 81.13 66,154 31.06 74.83
90%
- 80%
X
< 70%
‘§ 60%
o 50%
5 40%
S 30%
8 20%
* 10%
0%
0 10 20 30 40 50 60 70
Timpul, min
Nicergolina F1 Nicergolina F2 Nicergolina F3 Nicergolina F4

Fig. 3.41. Profilurile de dizolvare ale NIC in mediul acid din cele 4 formulari.

Cercetarea profilurilor de dizolvare a NIC din capsule combinate in mediul tampon
fosfat (pH=6,8).

Spectrele UV-VIS au fost studiate in diapazonul 190-300 nm (Figura A7.2).

Dupa cum se observa din tabelul A7.3., valorile absorbantei NIC dupa dizolvarea in mediul
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neutru s-au aflat in limitele de la 0,008-0,16.
Calcularea continutului de NIC dizolvata in mediu neutru din capsule se efectueaza

conform formulei (3.1). Rezultatele determinarilor sunt redate in tabelul 3.15 si figura 3.42.

Tabelul 3.15. Cedarea NIC din capsule in mediul neutru

(valori medii, n=5 pentru fiecare unitate de timp)

Timpul, min NIC NIC NIC NIC
' F1 F2 F3 F4
10 46.38 13.07 11.36 7.31
15 65.14 15.51 14.9 9.23
20 71.01 19.7 20.01 12.78
30 74.98 27.32 29.01 18.01
45 75.28 37.35 39.25 25.45
60 77.12 44.62 80.4 30.01
90%
80% 8
= 70%
pla]
S 60%
'S 50%
'E 40% 9
= 30% :
£ 20% =
10% .
0%
0 10 20 30 40 50 60 70
Timpul, min
Nicergolina F1 Nicergolina F2 —@— Nicergolina F3 —@— Nicergolina F4

Fig. 3.42. Profilurile de dizolvare a NIC in mediul neutru din cele 4 formulari

Cercetarea profilului de dizolvare a PIR din capsule combinate.
Soluria standard de piracetam: a fost preparata conform procedurii descrise in capitolul 4.1.2

Soluriile proba
Analiza PIR din capsula F1 dupa dizolvarea in mediul acid: Probele prelevate la 5, 10 si

15 minute in volum de 10 ml au fost analizate la spectrofotometru fara a fi diluate. in urmatoarele
intervale de timp s-a procedat in felul urmator: din 10 ml proba prelevata, 1,2 ml s-au trecut intr-
un balon cotat de 10 ml si s-a adus pana la cota cu solutie metanolica de HCI 0,1M.

Analiza PIR din capsulel14le F2, F3 si F4 dupa dizolvarea in mediul acid: S-au prelevat 10 ml
solutie proba la intervale de timp stabilite si s-au efectuat dilutiile in felul urmator: 0,6 ml solutie au fost
trecuti intr-un balon cotat de 10 ml si s-a adus pana la cota cu solutie metanolica de HCI 0,1 M.

Analiza PIR din capsulele dupa dizolvarea in mediul neutru: Solutiile probe, prelevate in volum

de 10ml, au fost analizate la spectrofotometru fara a fi diluate cu solutie metanolica de HCI 0,1 M.
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Analiza solutiilor preparate a fost efectuata la spectrofotometru UV-VIS. In calitate de
solutie de referinta au servit solutiile placebo ale formularilor respective.

Cercetarea profilurilor de dizolvare a PIR din capsule combinate in mediul acid.

Spectrele UV-VIS au fost studiate in diapazonul 190-300 nm (Figura A7.3). Pe spectru se
atesta un pic la 2051 nm (lungimea de unda caracteristica PIR) cu absorbanta in limitele de la 0,1
—1,3001. Calcularea continutului de PIR dizolvat in mediul acid din capsule se efectueaza conform

formulei (3.1). Rezultatele determinarilor sunt redate in tabelul 3.16 si figura 3.43.

Tabelul 3.16. Cedarea PIR din capsule in mediul acid

Timpul. min PIR PIR PIR PIR
P F1 F2 F3 F4
10 1.12 0.0022 0.0028 0.0022
15 8.68 8.46 0.0024 0,05
20 26.98 14.74 8.4 0,11
30 50.95 55.32 9.6 2,54
45 75.09 59.24 28.06 21,25
60 84.39 58.19 15.69 63,32
100%
80%
E 60%
S 40%
o
.8
‘g" 20%
=
0%
0 10 20 30 40 50 60 70
-20% . .
Timpul, min
Piracetam F1 Piracetam F2 ®— Piracetam F3 —@—Piracetam F4

Fig. 3.43. Profilurile de dizolvare ale PIR in mediul acid din cele 4 formulari

Cercetarea profilurilor de dizolvare a PIR din capsule combinate in mediul tampon
fosfat (pH=6,8).

Spectrele UV-VIS au fost studiate in diapazonul 190-300 nm (Figura A7.4.). Conform
spectrelor la 205+1 nm (lungimea de unda caracteristica PIR) au fost inregistrate absorbantele cu
valorile cuprinse intre 0,70 — 2,40.

Calcularea continutului de PIR dizolvat in mediul neutru din capsule se efectueaza conform
formulei (3.1). Calculele au fost descrise in Anexa 7. Rezultatele determinarilor sunt redate in
tabelul 3.17 si figura 3.44.
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Fractia dizolvata,%

Tabelul 3.17. Cedarea PIR din capsule in mediul neutru

Piracetam F1

Piracetam F2 9

Timoal. min PIR PIR PIR PIR
pul, F1 F2 F3 Fa
10 38.19 6.45 6.37 1043
15 51.31 74 7.25 1131
20 64.08 7.85 8.25 12.21
30 69.31 9.01 9.78 14.07
45 76.02 10.11 11.75 15.75
60 76.32 11.85 1433 16.72

100%

80%

60%

40%

20% . 4

0% S I
0 10 20 30 40 50 60

Timpul, min

70

Piracetam F3 —@— Piracetam F4

Fig. 3.44. Profilurile de dizolvare ale PIR in mediul neutru din cele 4 formulari

In urma analizei profilurilor de dizolvare pentru NIC si PIR din formularile testate, s-a

constat o cedare mai buna la dizolvarea in mediul acid. In mediul neutru dizolvarea fiind treptata,

uniforma, corespunde cerintelor cantitative de dizolvare a cel putin 75 % in 45 min pentru
formularile F1 si F2 din mediu acid (PIR, NIC) si formularea F1 din mediu neutru (PIR, NIC).

Evaluarea cineticii dizolvarii NIC si PIR din capsule in mediu acid.

Au fost calculati parametrii cinetici dizolvarii substantelor active din capsule si evaluata

constanta vitezei de dizolvare in urma cedarii doar din mediu acid, deoarece s-a constatat, ca

ambele substante sunt eliberate mai usor in mediu acid (tabele 3.18 si 3.19).

Tabelul 3.18. Cinetica dizolvarii NIC din capsulele F1 si F2 in mediu acid

Nicergolina din capsula F1 Nicergolina din capsula F2
Timpul - - B B

pu Q0,mg| C,% |Qt, mg Q?n;?t, Iné%o ﬁ?nll C,% |Qt,mg Qf\)ﬂgt’ Iné%o ﬁ?nzl
5 4,5 0,00 0 450 | 1504 | 0,0000 | 329 | 0,15 | 435 1,47 | 0,0041
10 45 | 0.002 | 0,09 | 441 | 1484 0,02 3.29 | 0,15 | 4,26 1,45 | 0,1023
15 45 | 2294 | 103 | 347 | 1244 | 0,004 | 4321 | 1,94 | 2,56 0,94 | 0,0677
20 45 13924 | 1,77 | 2,73 | 1,004 | 0,048 | 59.51 | 2,68 | 1,82 0,60 | 0,0262
30 45 | 7501 | 338 | 1,12 | 0,113 | 0,048 | 68.83 | 3,10 | 1,40 0,34 | 0,0260
45 45 | 7935 | 357 | 093 | -0,073 | 0,0891 | 68.30 | 3,07 | 1,43 0,36 -0,02
60 45 | 8113 | 365 | 085 | 0,163 | -0,016 | 66.15 | 2,98 | 1,52 0,42 -0,06
Kimed= | 0,0322 Kamed= | 0,0237

Nota: Qo— conrinutul de substansg medicamentoasd in forma farmaceutica; Qt- cantitatea de substanyd
medicamentoasa dizolvata la momentul de timp (t); Qo-Q: — cantitatea de substanza care mai ramdne sa se
dizolve; Kd- constantei vitezei de dizolvare.
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Calcularea constantei vitezei de dizolvare (Kd) pentru ambele formulari a fost realizata
dupa formula:

Ka=(InC1-InC2)/(t2—t1) (min't) (3.2)

In urma analizei rezultatelor obtinute se poate concluziona, ca constanta de dizolvare a NIC

din capsula F1 este de 1,36 ori mai mare decat din capsula F2.

Tabelul 3.19. Cinetica dizolvarii PIR din capsulele F1 si F2 din mediu acid

' PIR din capsula F1 PIR din capsula F2
Timpul %% C,% | Qt,mg Q?T'gt' in@o-qn | K941 coe | qtmg Q?T;St' '”((?%0' Kdz
5 200 | 0,00 0 200 5,30 0,00 0 200 5,30 | 0,0000

10 |200| 112 | 224 197,76 | 5,29 0,002 | 0.0022 | 0,0044 | 199,99 | 5,30 | 0,0000

15 200 | 8.68 | 17,36 | 182,64 | 5,208 | 0,0164 | 8.46 16,92 | 183,08 | 521 0,018

20 1200 | 26.98 | 53,96 | 146,04 | 4,984 | 0,0448 | 14.74 | 29,48 | 170,52 | 514 0,014

30 1200 ]5095] 1019 | 981 4,586 | 0,0398 | 55.32 | 110,64 | 89,36 4,49 0,065

45 | 200 | 75.09 | 150,18 | 49,82 | 3,908 | 0,0452 | 59.24 | 118,48 | 8152 | 4,40 0,006

60 |200|84.39]|168,78 | 31,22 | 3,441 | 0,0311 | 58.19 | 116,38 | 83,62 | 4,43 -0,03

Kimed= | 0,01495 Komed=| 0,0146

Totodata s-a determinat, ca constanta de dizolvare a PIR din capsula F1 este de 1,03 ori
mai mare decat din capsula F2. Aceste rezultate au aratat, ca atat dupa rata dizolvarii, cat si din
punct de vedere a cineticii dizolvarii, formularea F1 este mai optimala. Aceste rezultate au fost

confirmate si in studiile de optimizare a formularilor.

3.4. Optimizarea si tehnologia de obtinere a picaturilor auriculare combinate

Determinarea compozitiei optime reprezintda un moment decisiv pentru elaborarea
picaturilor combinate, oferind un echilibru esential intre proprietatile reologice si caracteristicile
tixotrope ale solutiei. Aceasta faza cruciala a cercetarii permite optimizarea parametrilor,
asigurand astfel o stabilitate corespunzatoare si 0 reactivitate adecvata in contextul aplicatiilor

specifice [84].

3.4.1. Optimizarea si tehnologia picaturilor auriculare cu conginut de IHF si MU

Pentru determinarea compozitiei optimale a picaturilor combinate cu continut de IHF si
MU s-a utilizat designul factorial deplin 32 si analiza suprafetelor de raspuns [162, 186, 65].

In calitate de variabile independente s-au selectat continutul de PEG 400 si PG (Tabelul 3.20).

Parametrii utilizati in calitate de variabile dependente au fost selectati in baza criteriului de
importanta in procesul de preformulare a picaturilor auriculare: vascozitatea la cea mai mica viteza
de forfecare, la temperaturile de 25+0,1°C si 37+0,1°C, pH-ul formei farmaceutice si coeficientul

de difuzie a principiilor activi din forma farmaceutica prin membrana biologica.
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Tabelul 3.20. Valorile variabilelor independente utilizate in optimizarea formularii

picaturilor auriculare combinate cu continut de IHF si MU

Cantitatea, %
Nivelul de jos (-1) Nivelul de bazi (0) Nivelul de sus (+1)
PEG 400 (X1) 50 60 70

Propilenglicol (Xz) 10 20 30

Denumirea variabilelor

Valorile experimentale obtinute ale variabilelor dependente (raspunsurilor) sunt redate in
Tabelul 3.21.

Tabelul 3.21. Rezultatele experimentale ale variabilelor dependente

Formularea
F1 F2 F3 F4 F5 F6
*Vascozitatea la cea mai | 25°C | 2724,71 | 2889,52 | 2600,12 | 2657,32 | 2701,82 | 2865,64

m'cav'teégffozorfecare’ 37°C | 2698.90 | 2754.11 | 2511.11 | 2498.20 | 2564.11 | 2621.32
"Coeficientul de difuzie a | IHF | 2.57998 | 0.27700 | 0.17506 | 0.14524 | 0.11347 | 0.13401
principiului activ la 45
min D*10° emfors. | MU | 118751 | 0.36075 | 0.18886 | 0.21898 | 5.61356 | 0.68545
pH 580 | 546 | 505 | 510 | 518 | 5021
Nota: * valori medii, n=6 pentru fiecare formulare

Variabile dependente

In studiile de optimizare s-a utilizat Design-Expert 7 Stat-Ease Software (Minneapolis,
SUA). Datele experimentale au fost evaluate prin doua modele: factorial si analiza suprafetelor de
raspuns. S-a realizat evaluarea matricei de proiectare pentru ambele modele, analiza proceselor
fiind efectuata prin corelarea rezultatelor si fitarea acestora (Tabelul A 9.1 si Figura A 9.1).

Graficele reziduale ale raspunsurilor obtinute (Actual) fata de raspunsurile prezise
(Predicted) au aratat corelatii de fitare satisfacatoare (Figura A 9.2). Pentru analiza variatiilor a
fost aplicat testul ANOVA, care a aratat, ca rezultatele obtinute sunt semnificative din punct de
vedere statistic (Tabelul A 9.2).

Analiza rezultatelor obtinute in procesul de optimizare a datelor a permis evaluarea
gradului de influenta a variabilelor independente asupra proprietatilor formei farmaceutice:
vascozitate, difuzie si nivel de pH.

¢ Influensa variabilelor independente asupra vascozitarii la cea mai mica viteza de

forfecare, determinata la temperaturile de 250, 1°C si 37+0,1°C.

In urma rezultatelor obtinute se poate constata ca la ambele temperaturi, atait PEG 400, cat
si PG au o influenta negativa asupra vascozitatii la cea mai mica viteza de forfecare pentru cele
sase formulari (Figura 3.45 si Tabelul A 9.3). Doar ca gradul de contributie in mentinerea
vascozitatii optimale este mult mai mare pentru PEG 400 (20,683% la 25°C si 3,129% la 37°C) in
comparatie cu PG (0,4704% la 25°C si 0,0697% la 37°C).
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Vascozitatea, 25°C Vascozitatea, 37°C
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X1 X2 X1*X2 X1 X2 X1*X2
I % contributie ™= Vascozitatea Efect . %, contributie N Viscozitatea Efect

Fig. 3.45. Influenta factorilor de formulare asupra vascozititii la 25+0,1°C si la 37+0,1°C

Analiza suprafetelor de raspuns releva faptul ca, valorile vascozitatii la cea mai mica viteza
de forfecare pentru toate formularile cresc odata cu marirea concentratiei de PEG 400 si micsorarea
cantitatii de PG (Figura 3.46).

Design-Expert® Software Design-Expert® Software
- . Vascoztatea 37 b
Véscozitatea 25 2754.11
288952
2498.2 -
2600.12 =

2890 X1=A PEG 400 270
X1 =APEG 400 X2 = B: Propilenglicol
X2 = B: Propilenglicol Actual Factor 267256
28175 C:C=0.00
Actual Factor

C:C=000

2565

2745
24575

Vascozitatea 37

2350

R
ﬁ
|
| o

3000 70.00
zsm 65.00
2000\ 60.00
B: Propilenglicol ~ '*%° e A: PEG 400

10,00 50.00

26725

Vascozitatea 25

2600

Fig. 3.46. Suprafetele de raspuns ale factorilor de formulare si vascozititii (a — 25+0,1°C;
b — 37+0,1°C)

¢ Influensa variabilelor independente asupra coeficientului de difuzie a IHF si MU.

Valorile coeficientului de difuzie pentru cele sase formulari difera substantial, fiind in
corelare directa cu cantitatea de excipienti. S-a determinat, ca atat PEG 400, cat si PG au o influenta
pozitiva asupra coeficientului de difuzie a IHF pentru cele sase formulari, cu o influenta mai mare
pentru PEG 400 (contributie 22,42%) in comparatie cu PG (contributie 12,32%). Totodata, difuzia
MU este influentata negativ de catre PG (15,90%), iar PEG 400 are o influenta pozitiva (27.58%)
(Figura 3.47, Figura 3.48 si Tabelul A 9.4).

Analiza suprafetelor de raspuns confirma ca, la marirea cantitatii de PG, coeficientul de difuzie
a MU scade, fiind intr-o usoara Crestere la marirea cantitatii de PEG 400. Difuzia IHF are o tendinta

de crestere la marirea cantitatilor ambilor excipienti pentru toate formularile (Figura 3.39).
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Coeficientul de difuzie IHF Coeficientul de difuzie MU
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Fig. 3.47. Influenta factorilor de formulare asupra coeficientilor de difuzie a IHF si MU

Design-Expert® Software Design-Expert® Software
Coeficientul de difuzie
I 257998

0.11347
X1 = A PEG 400
X2 = B: Propilenglicol

Coeficientul de difuzie Metiluracil
561356
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Actual Factor X2 = B: Propilenglicol
cic=-0.41

Coeficientul e dfuzie lzohidrafural

Coeficientul de difuzie Metiluraci!

B: Propilenglice 15.00 55.00 A: PEG 400
10,00~ 50.00

15.00
B Propilenglicol 1250 55.00 A PEG 400

10,00 50,00

Fig. 3.48. Suprafetele de riaspuns ale factorilor de formulare si coeficientilor de difuzie a
IHF (a) si MU (b)

Influensa factorilor de formulare asupra pH-ului.

Studiile experimentale efectuate au aratat, ca ambii excipienti au o influenta negativa
asupra pH-ului, acesta scade odata cu marirea cantitatilor de PEG 400 (48,52% contributie) si PG
(28.47% contributie), fapt confirmat si in urma analizei suprafetelor de raspuns (Figura 3.49 si
Tabelul A 9.5).

Asa cum s-a observat din studiile de preformulare, in baza suprafetelor de raspuns a
planurilor experimentale, pentru o formulare optima este important sa se determine cantitatile de
PEG 400 si PG.

Compozitia optimizata a picaturilor auriculare, care include IHF si MU, a fost determinata

folosind modulul de optimizare al programului Design Expert 7 (Tabelul 3.22).

Tabelul 3.22. Formularea optima a picaturilor auriculare combinate cu continut de ITHF si MU

Variabile independente Cantitatea, %
PEG 400 (X1) 61,66
PG (X2) 20,88
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Fig. 3.49. Influenta factorilor de formulare asupra pH-ului si suprafetele de raspuns ale

factorilor de formulare si pH-ul formei farmaceutice

Identificarea formularii optime de picaturi auriculare cu IHF si MU.

Datele obtinute sunt foarte apropiate de compozitia formularii F1, care a fost identificata

ca una din cele mai optimale si in studiile de preformulare.

Rezultatele teoretice si practice obtinute si corelarea acestora sunt prezentate in Tabelul 3.23.

Tabelul 3.23. Rezultatele teoretice si practice ale formularii optime de picaturi auriculare

combinate cu continut de IHF si MU

. . . Eroarea
Variabile dependente Teoretic Experimental estimata, %
Vascozitate la 25+0,1°C, cP 2752,64 2724,71 -0,0098
Vascozitate la 37+0,1°C, cP 2664,22 2698,90 0,0001
Coeficient de difuzie IHF, D*10, cm?%ori 0,5257 0,5268 0,2092
Coeficient de difuzie MU, D*10%, cm?%ori 0,1397 0,1375 1,574
pH 5,3378 5,3360 -0,1461

Rezultatele experimentale obtinute sunt foarte apropiate de valorile teoretice, confirmand

astfel validitatea planului experimental utilizat. Rezultatele anticiparii rezultatelor variabilelor

dependente in functie de factorii de formulare optimizati sunt redate in Tabelul A9.6.

Tehnologia de preparare a picaturilor auriculare combinate cu conginut de IHF si MU.

Forma medicamentoasa - picaturi auriculare combinate cu IHF si MU a fost preparata in

conformitate cu cerintele

monografiilor

farmacopeice

,,Solutiones”,

,, Suspensiones ”,

,, Otoguttae ” Ph.Eur. Tehnologia de preparare a fost elaborata pentru formularea optima, tinandu-

se cont de proprietatile fizico-chimice ale substantelor active si excipientilor [322, 339, 296].

Procesul tehnologic a inceput cu etapele de pregatire a spatiilor, utilajului, substantelor

active si auxiliare: cantarirea, masurarea volumelor de PEG 400 si PG, pregatirea solutiei tampon

acetat cu pH-ul 4,5-5,0 conform cerintelor Ph.Eur [54].
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Incorporarea substantelor medicamentoase: IHF se tritureaza la mojar cu volumul necesar
de PEG-400 (60 ml) prin omogenizare atenta pentru incorporare sub forma de suspensie, se adauga
PG (20 ml) si MU, se omogenizeaza pana la dizolvare completa. Suspensia obtinuta se transfera
in cilindru gradat de 100 ml, prin spalarea peretilor mojarului cu un volum mic de apa purificata.
Ulterior se dizolva conservantul (nipagina), se ajusteaza pH-ul cu solutie tampon acetat si se
completeaza cu apa purificata pana la volumul final (100 ml). Se amesteca (agita) bine pana la
omogenitate. Forma farmaceutica se prepara in conditii aseptice. La etapa finala se verifica

calitatea, se ambaleaza in recipiente sterilizate si se eticheteaza (Anexa 6) [68].

3.4.2. Optimizarea si tehnologia picaturilor auriculare cu conginut de CIP, EC si UVB

Pentru determinarea compozitiei optimale a picaturilor combinate cu continut de CIP, EC
si ulei volatile de busuioc s-a utilizat designul factorial deplin 32si analiza suprafetelor de raspuns
[162]. In calitate de variabile independente s-au selectat continutul de PEG 400 si PS (Tabelul 3.24).

Tabelul 3.24. Valorile variabilelor independente utilizate in optimizarea formularii
picaturilor auriculare combinate cu continut de CIP, EC si UVB

Cantitatea, %
Nivelul de jos (-1) Nivelul de baza (0) | Nivelul de sus (+1)
PEG 400 (X1) 5 10 15

PS (X2) 2 4 6

Denumirea variabilelor

Parametrii utilizati in calitate de variabile dependente au fost selectati aceiasi ca si la
picaturile cu IHF si MU: vascozitatea la cea mai mica viteza de forfecare, la temperaturile de
25+0,1°C si 37+0,1°C, pH-ul formei farmaceutice si coeficientul de difuzie a principiilor activi din
forma farmaceutica prin membrana semipermiabila.

Valorile experimentale obtinute ale variabilelor dependente (raspunsurilor) sunt redate in
Tabelul 3.25

Tabelul 3.25. Rezultatele experimentale ale variabilelor dependente la optimizarea
picaturilor cu CIP, EC si UVB

I Formularea

Variabile dependente F1 =) £3 Fa
“Vascozitatea la cea mai miea | 25°C 2912,2 3705,9 3368,7 2303,6
viteza de forfecare, cP*10? 37°C 27219 3354,1 3011,1 22942
“Coeficientul de difuzie a CIP 0,04623 0,06726 0,20319 0,32277
principiului activla45min, | e~ 1 g 0gaa1 | 002615 | 004562 | 0,25742

D*10°, cm?/ora
pH 5,9 6,37 6,02 5,3
Nota: * valori medii, n=6 pentru fiecare formulare
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Designul de optimizare a fost analogic ca si la formularea si IHF si MU. (Figura A 10.1).

Graficele reziduale ale raspunsurilor obtinute (Actual) fata de raspunsurile prezise
(Predicted) au aratat corelatii de fitare satisfacatoare (Tabelul A.10.1 si Figura A 10.2). Pentru
analiza variatiilor a fost aplicat testul ANOVA, care a aratat, ca rezultatele obtinute sunt
semnificative din punct de vedere statistic (Tabelul A.10.2). Analiza rezultatelor obtinute in
procesul de optimizare a datelor a permis evaluarea gradului de influenta a variabilelor
independente asupra proprietatilor formei farmaceutice: vascozitate, difuzie si nivel de pH.

Influensa variabilelor independente asupra vdscozitarii picaturilor auriculare cu CIP, EC

si UVB la cea mai micd viteza de forfecare, determinata la temperaturile de 250, 1°C si

37+0,1°C.

In urma rezultatelor obtinute se poate constata ci la temperatura de 25+0,1°C, PEG 400
manifesta un efect pozitiv asupra vascozitatii la cea mai mica viteza de forfecare, pe cand PS are
o influenta negativa asupra vascozitatii pentru cele patru formulari (Figura 3.50 si Tabelul A 10.3).
Gradul de contributie in mentinerea vascozitatii optimale este mult mai mare pentru PEG 400
(48,358% la 25°C si 0,3001% la 37°C) in comparatie cu PS (0,3486% la 25°C si 0,0004% la 37°C).

Viscozitatea, 250C Viscozitatea, 370C
60 3000 0.4 3000
03 2000
40 2000

1000 0,2 1000

20 0 01 0
0 -1000 O - -1000

X1 X2 X1*X2 . X1 . X2 X1*X2 .
= %, contributie ™= Viscozitatea Efect 9, contributie ™ Vascozitatea Efect

Fig. 3.50. Influenta factorilor de formulare asupra vascozititii la 25+0,1°C si la 37+0,1°C

Analiza suprafetelor de raspuns releva faptul ca, valorile vascozitatii la cea mai mica viteza
de forfecare pentru toate formularile cresc odata cu marirea concentratiei de PEG 400 si micsorarea
cantitatii de PS (Figura 3.51).

Design-Expert® Software esign oftware

Vascoztatea 25 b
a e

HZZQA 2

X1 = A Peg 400

X2 = B: Polisorbat 20

2303.6

X1 = A PEG 400
X2 = B: Polisorbat 20

Actual Factor Actual Factor
C:C=-088

C:C=-090

3050

Vascozitatea 25

Vascozitatea 37

1250

0%
& (o
%% 15.00
=

B: Polisorbat 20 > A: PEG 400 B: Polisorbat 20 %

2007 5.00

A: Peg 400
0

Fig. 3.51. Suprafetele de riaspuns ale factorilor de formulare si vascozitatii (a — 25+0,1°C;
b — 37+0,1°C)
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Influensa variabilelor independente asupra coeficientilor de difuzie a CIP si EC.

Rezultatele determinarilor au aratat, ca valorile coeficientului de difuzie pentru cele patru
formulari sunt in corelare directa cu cantitatea de excipienti si difera substantial. S-a determinat,
ca PEG 400 are o influenta pozitiva, iar PS — o influenta negativa asupra coeficientului de difuzie
a CIP pentru cele patru formulari, cu o influenta mai mare pentru PS (contributie 85,22%) in
comparatie cu PEG 400 (contributie 4,86%). Totodata, difuzia EC este influentata negativ de catre
ambele variabile: PS cu o contributie de 31,78%, iar PEG 400 cu o contributie de 2,02%) (Figura.
3.52, Figura 3.53 si Tabelul A 10.4).

Coeficientul de difuzie CIP Coeficientul de difuzie EC
0,6 100 02 60
0,4 0.1 .
0,2
50 0
0 X1 X2  X1*X2 20
X1 X2 X2 0,1 0
-0,2 ,
-0,4 0 -02 0
Coef. Difuzie IHF % contributie Efect Coef. Difuzie IHF % contributie Efect

Fig. 3.52. Influenta factorilor de formulare asupra coeficientilor de difuzie a CIP si EC

Analiza suprafetelor de raspuns confirma ca, la marirea cantitatii de PS, coeficientul de difuzie
a CIP scade, fiind intr-0 usoara crestere la marirea cantitatii de PEG 400. Difuzia EC are o tendinta de

micsorare la marirea cantitatilor ambilor excipienti pentru toate formularile (Figura 3.53).
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Coeficientul de diizie EC
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OF 55X O
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Coeficientul de difuzie EC

oefcientul de difuzie CIP

3 4.0 4
B: Polisorbat 28 B: Polisorbat 20 A PEG 400

Fig. 3.53. Suprafetele de raspuns ale factorilor de formulare si coeficientilor de difuzie a
CIP si EC

Influensa factorilor de formulare asupra pH-ului formei farmaceutice.
Studiile experimentale efectuate au aratat, ca ambii excipienti au o influenta pozitiva asupra
pH-ului, acesta creste odata cu marirea cantitatilor de PEG 400 (37,9% contributie) si PS (59,47%

contributie), fapt confirmat si in urma analizei suprafetelor de raspuns (Figura 3.54 si Tabelul A 10.5).
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Fig. 3.54. Influenta factorilor de formulare si suprafetele de raspuns ale pH-ului formei

farmaceutice

Identificarea formularii optime de picaturi auriculare cu CIP, EC si UVB.

Asa cum s-a observat din studiile de preformulare, in baza suprafetelor de raspuns a
planurilor experimentale, pentru o formulare optima este important sa se determine cantitatile de
PEG 400 si PS. Compozitia optimizata a picaturilor auriculare, care include CIP, EC si UVB, a

fost determinata folosind modulul de optimizare al programului Design Expert 7 (Tabelul 3.26).

Tabelul 3.26. Formularea optimi a picaturilor auriculare combinate cu continut de CIP,

ECsi UVB
Variabile independente Cantitatea, %
PEG 400 (X1) 10,84
PS (X2) 4,44

Rezultatele teoretice si practice obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.27

Tabelul 3.27. Rezultatele teoretice si practice ale formularii optime de picaturi auriculare
combinate cu continut de CIP, EC si UVB

Variabile dependente Teoretic | Experimental esErrT?:t;e,a%
Vascozitate la 25+0,1°C, cP 3072,60 3073,86 -1,00
Vascozitate la 37+0,1°C, cP 2845,32 2843,99 0,047
Coeficient de difuzie CIP, D*103, cm%ora 0,1598 0,1479 -7,447
Coeficient de difuzie EC, D*10%, cm?%ori 0,0994 0,1010 1,6096
pH 5,1501 5,2852 2,6233

Rezultatele experimentale obtinute sunt foarte apropiate de valorile teoretice, confirmand
astfel validitatea planului experimental utilizat. Formularea optimala selectata pentru studiile
analitice si de standardizare a fost F4, cu cele mai optimale valori ale parametrilor cercetati.

Rezultatele anticiparii rezultatelor variabilelor dependente in functie de factorii de formulare
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optimizati sunt redate in Tabelul A10.6.

Tehnologia de preparare a picaturilor auriculare combinate cu conyinut de CIP, EC si UVB.

Forma medicamentoasa - picaturi auriculare combinate cu CIP, EC si UVB a fost preparata
in conformitate cu cerintele monografiilor farmacopeice ,,Solutiones”, ,, Suspensiones”,
,, Otoguttae ” Ph.Eur. Tehnologia de preparare a fost elaborata pentru formularea optima, tinandu-
se cont de proprietatile fizico-chimice ale substantelor active si excipientilor.

Procesul tehnologic a inceput cu etapele de pregatire a spatiilor, utilajului, substantelor
active si auxiliare: cantarirea, masurarea volumelor de PEG 400 si PS, pregatirea solutiei tampon
acetat cu pH-ul 4,5-5,0 conform cerintelor Ph.Eur.

Incorporarea substantelor medicamentoase: se amesteca PS impreuna cu ulei de busuioc,
se obtine emulsia primara; se omogenizeaza bine. La emulsia primara se adauga in proportii mici
EC (pana la dizolvarea completa). Separat se amesteca ciprofloxacina cu nipagina si PEG 400 cu
circa 1/3 din apa ( cate putin in cateva prize) si Se omogenizeaza bine; aceasta solutie obtinuta se
adauga in prize mici la primul amestec, se omogenizeaza si apoi se adauga restul apei pana la
volumul final (100 ml). Se masoara pH-ul suspensiei si daca este cazul, acesta este ajustat cu
ajutorul solutiei tampon fosfat cu pH=6,0 (ad 1 ml ) pana la pH-ul cuvenit 5,0-7,5. Se amesteca
bine pana la omogenitate. Forma farmaceutica se prepara in conditii aseptice. La etapa finala se

verifica calitatea, se ambaleaza in recipiente sterilizate si se eticheteaza (Anexa 6).

3.5. Optimizarea si tehnologia de obtinere a capsulelor combinate

Pentru determinarea compozitiei optimale a capsulelor operculate cu continut de NIC, PIR
si EP s-a utilizat designul factorial deplin 32 [162].
In calitate de variabile independente s-au selectat continutul de LM si SM (Tabelul 3.28).

Tabelul 3.28. Valorile variabilelor independente utilizate in optimizarea formularii

capsulelor combinate cu continut de NIC, PIR si EP

Cantitatea, %
Nivelul de jos (-1) Nivelul de bazi (0) Nivelul de sus (+1)
Lactoza monohidrat (X1) 46 48 50

Stearat de magneziu (Xz) 0,4 0,5 0,6

Denumirea variabilelor

Parametrii utilizati in calitate de variabile dependente au fost selectati in baza criteriului de
importanta in procesul de preformulare a capsulelor operculate: indicele Carr, indicele Hausner si
constantele de dizolvare ale NIC si PIR in mediu acid.

Valorile experimentale obtinute ale variabilelor dependente (raspunsurilor) sunt redate in
Tabelul 3.29.
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Tabelul 3.29. Rezultatele experimentale ale variabilelor dependente

- Formularea
Variabile dependente =] = F3 F2
“Indicele Carr, % 16,67 28,57 23,33 18,18
*Constanta de dizolvare NIC 0,0322 0,0237 0,0023 0,0303
PIR 0,01495 0,0146 0,0115 0,0170
“Indicele Hausner 1,21 1,38 1,30 1,22
Nota: * valori medii, n=6 pentru fiecare formulare

In studiile de optimizare s-a utilizat Design-Expert 7 Stat-Ease Software (Minneapolis,
SUA). Datele experimentale au fost evaluate prin doua modele: factorial si suprafete de raspuns.
S-a realizat evaluarea matricei de proiectare pentru ambele modele, analiza proceselor fiind
efectuata prin corelarea rezultatelor si fitarea acestora (Figura A 11.1).

Graficele reziduale ale raspunsurilor obtinute (Actual) fata de raspunsurile prezise
(Predicted) au aratat corelatii de fitare satisfacatoare (Tabelul A11.1 si Figura A 11.2). Pentru
analiza variatiilor a fost aplicat testul ANOVA, care au aratat, ca rezultatele obtinute sunt
semnificative din punct de vedere statistic. (Tabelul A. 11.2).

Analiza rezultatelor obtinute in procesul de optimizare a datelor a permis evaluarea
gradului de influenta a variabilelor independente asupra proprietatilor formei farmaceutice:
indicele Carr, indicele Hausner si constanta de dizolvare.

¢ Influensa variabilelor independente (lactoza monohidrat si stearat de magneziu) ca

factori de formulare asupra parametrilor tehnologici: indicele Carr si indicele
Hausner.

In urma rezultatelor obtinute se poate constata ca cantititile de LM si SM manifesta un
efect negativ asupra indicelui Carr, pentru cele patru formulari (Figura 3.55 si Tabelul A 11.3).
Gradul de contributie in asigurarea unei compresivitati optimale este mult mai mare pentru SM
(65,58%) in comparatie cu LM (18,73%).

Indicele Carr, % Indicele Hausner

80 30 100 3000
60 20
40 50 2000
20 10
0 - = 0 0 1000
-20 X1 X2 X1*X2 10 X1 X2 XI*X2
-50 0
= 9, contributie Indicele Hausner Efect

. %, contributie Indicele Carr Efect

Fig. 3.55. Influenta factorilor de formulare asupra indicilor Carr si Hausner

Analiza suprafetelor de raspuns releva faptul ca, valorile Indicelui Carr pentru toate
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formularile cresc odata cu marirea concentratiei de SM, ce poate duce la 0 compactare mai mare
a materialului si la o diminuare a capacitatii de debitare a acestuia, iar la marirea cantitatii de LM
acesta inregistra 0 crestere mai pronuntata, ceea ce ar putea duce la o mai buna fluidizare a

amestecului si la 0 imbunatatire a caracteristicilor de retinere a apei in produsul final (Figura 3.56).

Design-Expert® Software

Design-Expert® Software Fractia Hausner
138
Indicele Carr a
2857 121
-

16.67

X1=A Lactozi monohidrat
X2 = B: Stearat de magneziu

X1 = A Lactoz’ monohidrat
X2 = B Stearat de magneziu Actual Fadlor
C:C=0.00

Fractia Hausner

Indicele Carr

B: Stearat de mag:;::eztu:'f ::a::mzé monohidrat
Fig. 3.56. Suprafetele de raspuns ale factorilor de formulare si ale indicilor Carr (a) si

Hausner (b)

¢ Influensa variabilelor independente asupra constantelor de dizolvare ale NIC si PIR.

Rezultatele determinarilor au aratat, ca valorile constantelor de dizolvare pentru cele patru
formulari sunt in corelare directa cu cantitatea de excipienti si difera substantial, deoarece excipientii
selectati in calitate de variabile independente (LM si SM) pot influenta procesul de dizolvare prin
diverse mecanisme, cum ar fi cresterea solubilitatii substantelor active, modificarea ratei de dispersie
ale acestora sau influentarea proprietatilor de suprafata. Astfel, variatiile in cantitatea de excipienti pot
determina diferente semnificative in comportamentul de dizolvare al formularilor, ceea ce poate avea

un impact important asupra eficacitatii si biodisponibilit

ii medicamentului. S-a determinat, ca LM are

-

at
o influenta pozitiva asupra constantei de dizolvare a NIC si influenta negativa asupra constantei de
dizolvare a PIR, cu o influenta mai mare NIC (contributie 45,32%) in comparatie cu influenta asupra
dizolvarii PIR (contributie 16,34%). SM manifesta o influenta pozitiva asupra constantelor de dizolvare
ale ambelor substante pentru cele patru formulari, cu o influenta mai mare la NIC (contributie 54,44%)
in comparatie cu PIR (contributie 46,29%). Astfel, este clar, ca anume SM influenteaza in mare parte
dizolvarea ambelor principii active din formulari (Figura 3.56, Figura 2.19 si Tabelul A 11.4).
Analiza suprafetelor de raspuns confirma ca, la marirea cantitatii de SM, procesul de
dizolvare ale ambelor principii active este mai lent, fapt explicat prin formarea de straturi hidrofobe
care incetinesc eliberarea principiilor active in mediu gastric. Astfel, optimizarea continutului de
stearat de magneziu in formularea selectata de capsule combinate va fi esentiala pentru asigurarea

unei biodisponibilitati si eficacitati optime a produsului (Figura 3.57). Marirea continutului de LM

va face procesul de dizolvare mai lent, deoarece aceasta poate forma un strat mai dens sau poate

143



ingreuna dispersia particulelor de principii active in lichidul gastric, ceea ce poate intarzia
eliberarea si, implicit, actiunea medicamentului. Este important sa se ia in considerare acest aspect
in formularea capsulelor combinate, pentru a asigura o eliberare eficienta si consistenta a NIC si
PIR (Figura 3.58).

Constanta de dizolvare NIC Constanta de dizolvare PIR
60 0,4 60 0,02
0,3
40 40 0,01
0,2
20 2
0.1 0 0
0 0 0 -0,01
X1*X2 X1 X1*X2
— % Conmbune _ Constanta de dizolvare Efect == %, contributie — Constanta de dizolvare PIR Efect

Fig. 3.57. Influenta factorilor de formulare asupra constantelor de dizolvare ale NIC si PIR
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P B: Stearat de magneziu®** M “T99 LactozA monohidrat

B Stearat de magneﬂu“‘ 47 A Lactozi monohidrat

Fig. 3.58. Suprafetele de raspuns ale factorilor de formulare si ale constantelor de dizolvare
ale NIC (a) PIR (b)

Compozitia optimizata a capsulelor operculate combinate, care include NIC, PIR si EP, a

fost determinata folosind modulul de optimizare al programului Design Expert 7 (Tabelul 3.30).

Tabelul 3.30. Formularea optima a capsulelor combinate cu continut de NIC, PIR si EP

Variabile independente Cantitatea, %
Lactoza monohidrat (X1) 47,64
Stearat de magneziu (Xz) 0,46

Rezultatele teoretice si practice obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.31.
Rezultatele experimentale obtinute sunt foarte apropiate de valorile teoretice, confirmand
astfel validitatea planului experimental utilizat. Formularea optimala selectata (tabelul 3.31) pentru

studiile analitice si de standardizare a fost F1, cu cele mai optimale valori ale parametrilor cercetati.
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Rezultatele anticiparii rezultatelor variabilelor dependente in functie de factorii de formulare

optimizati sunt redate in Tabelul A11.5.

Tabelul 3.31. Rezultatele teoretice si practice ale formularii optime de picaturi auriculare
combinate cu continut de NIC, PIR si EP

Variabile dependente Teoretic Experimental | Eroarea estimata, %
Indicele Carr, % 23,8397 23,3684 -1,9769
Indicele Hausner 1,3085 1,3036 -0,3744
Const. de diz. NIC, min* 0,060388 0,06187 2,4541
Const. de diz. PIR, min* 0,0156898 0,015354 -2,1352

Tehnologia de preparare a capsulelor operculate combinate cu conginut de NIC, PIR si EP.
Tabelul 3.32. Componenta formularii optimale selectate

Denumirea materiei prime Cantitatea, mg Conditii de calitate
Nicergolina 45 Ph. Eur.
Piracetam 200,0 Ph. Eur.
Extract uscat de paducel 50,0 Ph. Eur.
Stearat de magneziu 2,5 Ph. Eur.
Amidonglicolat de sodiu 2,5 Ph. Eur.
Lactoza monohidrat 240,5 Ph. Eur.

TOTAL 500,0 mg

Prepararea capsulelor operculate este un proces complex si precis care implica mai multe
etape. Pentru a asigura o dozare precisa, este important, ca amestecul de pulberi introdus in capsule
sa aiba o fluiditate adecvata, astfel incat sa permita umplerea rapida si uniforma a acestora.
Dimensiunea particulelor trebuie adaptata la tipul de dispozitiv de umplere si la dimensiunile
capsulelor. Ideal ar fi ca particulele sa fie cat mai uniforme in marime. Fluiditatea amestecului a
fost asigurata de adaugarea stearatului de magneziu. Pentru umplerea capsulelor operculate, s-a
folosit dispozitivul numit “gelulier”, care este de obicei utilizat pentru umplerea manuala a
capsulelor in conditii de farmacii. Gelulierul este format dintr-o placa prevazuta cu orificii in care
se introduc capsulele operculate goale. Cu ajutorul unei manete se ridica capacelele apoi cu o
palnie dozatoare este introdus amestecul de incapsulare, dupa care maneta sectioneaza in sens
invers si capacelele sunt readuse pe corpul capsulelor realizandu-se inchiderea lor [63].

Capsulele au fost preparate in conditii de laborator (3 serii). Ulterior, procesul tehnologic a fost
ajustat pentru conditii industriale si elaborat Regulamentul tehnologic de producere (Anexa 8).
Prepararea si conditionarea pulberilor in capsule operculate s-a efectuat in conditii aseptice.

Inainte de a incepe productia capsulelor, a fost formulat amestecul sub forma de pulbere de
substante medicamentoase si excipienti, cantariti in cantitati necesare pentru obtinerea a 100 de

capsule. Pulberea a fost trituratd si omogenizata la mojar pana la un amestec uniform. Pentru

145



incapsulare s-au utilizat capsule gelatinoase tari de marimea O, transparente, grad farmaceutic, fabricate
fara conservanti, fara aditivi, fara gluten sau organisme modificate genetic; lot nr. 20110865 (Roxlor
LLC Company). Capsulele goale, alcatuite din doua parti - corp si capac - sunt alimentate in
dispozitivul de incapsulare cu distribuirea amestecului de pulbere in capsulele goale. Dupa aceasta,
cele doua parti ale capsulelor sunt unite impreuna, sigiland continutul in interiorul capsulei. Dupa
incapsulare, capsulele sunt supuse unei inspectii riguroase pentru a asigura ca sunt sigilate corect si ca
nu prezinta defecte sau contaminari. Se efectueaza, de asemenea, teste pentru a verifica cantitatea de
substanta activa si pentru a evalua uniformitatea dozelor intre capsule. Capsulele sigilate si verificate
sunt ambalate in flacoane de sticla, si etichetate corespunzator.

Capsulele elaborate au fost supuse controlului calitatii si standardizate in conformitate cu
reglementarile in vigoare ICH, Ph Eur. [347]. Schema fluxului tehnologic a intrunit principalele etape

ale procesului de fabricatie (Anexa 8).
Sinteza capitolului 3

Pe piata farmaceutica autohtona nu exista niciun preparat combinat auricular cu actiune
antibacteriana si regeneranta. Totodata, se constata un numar destul de redus de produse farmaceutice
antifungice pentru tratamentul otomicozelor. Pe piata farmaceutica a Republicii Moldova exista doar
3 preparate medicamentoase de import, monocomponente, care se prezinta sub forma de unguente si
creme. Combinatii dintre antibacteriene si antifungice auriculare nu sunt. Preparatele vasodilatatoare
si nootrope sunt destul de variate, doar ca in combinatie se regasesc doar 2 pozitii (PIR cu cinarizina
si cu vinpocetind). Combinatii ale vasodilatatoarelor, nootropelor cu antioxidanti la fel nu exista.
Aceste studii argumenteaza actualitatea temei investigate si justifica selectarea obiectelor de studiu.

in conformitate cu metodologia de cercetare abordats, studiile de preformulare au debutat cu
evaluarea compatibilitatii principiilor active intre ele si cu excipientii pentru fiecare forma
farmaceutica elaborata. Compatibilitatea a fost determinata prin aplicarea metodelor DSC si FT-IR la
picaturile auriculare, care s-au completat reciproc, furnizand date despre lipsa interactiunilor dintre
principiile active, si nici ale acestora cu excipientii. Pentru capsulele combinate, suplimentar la
metodele DSC si FT-IR, s-a mai aplicat si analiza prin difractie cu raze X, care la fel, a aratat ca NIC,
PIR si EP sunt compatibile.

Pentru stabilirea compozitiilor optimale, s-au elaborat 6 formule experimentale de picaturi
auriculare cu IHF si MU, si cate 4 de picaturi cu CIP, EC si UVB si capsule cu NIC, PIR si EP, in care
cantitatea de principii active a fost identica, variind dor compozitia si cantitatile de substante auxiliare.
Formularile de picaturi au fost testate dupa parametrii reologici (vascozitate si tensiunea de forfecare),

pH si cedarea principiilor active, care a fost testata in vitro, prin membrane artificiala (polimerica
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semipermeabila) si naturale (intestin si ureche de porc). Studiile au aratat, ca formularile se prezinta sub
forma de lichide ne-Newtoniene si pseudo plastice, cu caracter tixotrop. Ph-ul formularilor a fost
stabilizat cu ajutorul solutiilor tampon. A fost stabilita viteza de permeatie a substantelor medicamentoase
in stare stationara si determinate constantele de difuzie pentru IHF, MU, CIP si EC din formularile testate.
Evaluarea formularilor experimentale de capsule s-a efectuat dupa parametrii tehnologici (indicii Carr si
Hausner) si dupa profilurile de dizolvare a NIC si PIR din capsule in medii acid si neutru, cu evaluarea
cineticii dizolvarii (constantele de dizolvare ale NIC si PIR). Rezultatele obtinute in aceste cercetari au
fost folosite pentru studiile de optimizare a formulelor de picaturi auriculare si de capsule cu aplicarea
Software Design Expert.

Pentru determinarea compozitiei optimale a formelor combinate s-a utilizat designul factorial
deplin 3?si analiza suprafetelor de raspuns. in calitate de variabile independente la picaturile combinate
au servit factorii de formulare (cantitatile de PEG 400, PG si PS la picaturile auriculare si cantitatile de
lactoza monohidrat si stearat de magneziu la capsule), iar in calitate de variabile dependente au fost
stabilite vascozitatea la 25°C si la 37°C, pH-ul si coeficientul de difuzie a substantelor active IHF, MU,
CIP, EC la picaturi, si indicele Carr, fractia Hausner si constanta de dizolvare a NIC si PIR la capsule. S-
a realizat evaluarea matricei de proiectare pentru ambele modele, analiza proceselor fiind efectuata prin
corelarea rezultatelor si fitarea acestora. Graficele reziduale ale raspunsurilor obtinute fata de raspunsurile
prezise au aratat corelatii de fitare satisfacatoare, iar testul ANOVA de analiza a variatiilor a aratat, ca
rezultatele obtinute sunt semnificative din punct de vedere statistic. La picaturile auriculare se constata,
ca valorile vascozitatii la cea mai mica viteza de forfecare pentru toate formularile cresc odata cu marirea
concentratiei de PEG 400 si micsorarea cantitatilor de PG sau PS, cantitatea de PEG 400 in mare masura
determina procesul de difuzie prin cresterea coeficientului, pe cand PG si PS il scad. Valorile pH-ului
picaturilor cresc odata cu marirea concentratiilor de excipienti. La capsule, se atesta o crestere a valorilor
indicelui Carr la marirea concentratiei de SM. Tor SM in mare masura influenteaza si procesul de
dizolvare a ambelor substante, micsorand constanta de dizolvare.

In urma acestor studii ample, au fost selectate compozitiile optimale de picaturi auriculare si
capsule, pentru care a fost elaborat procesul tehnologic cu stabilirea etapelor de formulare.

Cercetarile care au vizat elaborare a tehnologiilor de preparare ale picaturilor auriculare si
capsulelor combinate au stat la baza elaborarii Regulamentelor Tehnologice de producere pentru
produsele: picaturi auriculare combinate ,,Izofural M” cu continut de UHF si MU; picaturi auriculare
combinate ,,Otocibex” cu continut de CIP, EC si UVB; capcule combinate ,,Otoneurex™ cu continut de
NIC, PIR si EP.
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4. ANALIZA S1 STANDARDIZAREA FORMELOR FARMACEUTICE
ELABORATE: PICATURI AURICULARE SI CAPSULE COMBINATE

4.1. Analiza picaturilor auriculare cu continut de IHF si MU

Studiile de elaborare a metodelor de analiza pentru formele farmaceutice combinate
elaborate s-au bazat pe abordarea sistemica si metodologia de control a calitatii, care are ca temelie
cercetarea multilaterala substantelor active: proprietati fizico-chimice, metode de identificare si
dozare, precum si controlul puritatii substantelor individuale [293].

Au fost luate in considerare si metodele de analiza a substantelor active in alte forme
farmaceutice [66, 345, 200]. Totodata, s-a tinut cont de metodele aplicate pentru analiza si
controlul calitatii substantelor active din alte tipuri de forme farmaceutice, pentru aprecierea
posibilitatilor de selectare a tehnicilor de lucru. [29, 353, 284, 313, 327, 344, 323].

Trei serii experimentale (01, 02, 03) de picaturi auriculare cu continut de IHF si MU au
fost preparate in LEASM al CSM, cu concentratie de IHF 0,05 g/ 100 g si MU 2,00 g/100 g.

4.1.1. ldentificarea principiilor active prin reactii chimice si metode fizico-chimice.

Studii de puritate.

Identificarea IHF si MU prin reactii chimice de culoare s-a efectuat pentru substanta pura,
amestec mecanic (1:1) si forma farmaceutica dupa grupele functionale prezente in structura
moleculelor cercetate.

Pentru analiza s-au utilizat: solutie NaOH 0,1 mol/l; solutie N,N-dimetilformamida; alcool
etilic 96 %; solutie alcoolica Co(NOs)2 1 %; solutie de amoniac 10 %; eprubete de 10 si 15 ml;
pipete de 1, 2 si 5 ml.

Reactii calitative pentru IHF.

I. Reactia cu solutie de baza (sensibilitatea 20 pg/ml)

Tehnica de lucru: La 0,025 mg de substanta pura, sau la 0,05 g de amestec mecanic din
IHF si MU (1:1), sau la 5 ml solutie (picaturi auriculare) se adauga cate 2 ml solutie NaOH 0,1
mol/l. In rezultatul reactiilor se obtine coloratie rosu-brun pentru substanta pura; bruna pentru
amestec mecanic si galben-oranj pentru IHF din forma farmaceutica.

Il. Reactia cu solutie de N,N-dimetilformamida (sensibilitatea 20 pg/ml)

Tehnica de lucru: La 0,025 mg de substanta pura, sau la 0,05 g de amestec mecanic din
IHF si MU (1:1), sau la 5 ml solutie (picaturi auriculare) se adauga cate 2 ml solutie N,N-
dimetilformamida. In rezultatul reactiilor se obtine coloratie oranj cu fluorescenta pentru substanta

pura; galben pentru amestec mecanic si galbuie pentru IHF din forma farmaceutica.
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Reactii calitative pentru MU.
I1l. Reactia cu solutie alcoolica de Co(NOgz)2 (sensibilitatea 10 pg/ml)

Tehnica de lucru: La 0,05 g de substanta pura, sau la 0,01 g de amestec mecanic din IHF
si MU (1:1), sau la 5 ml solutie (picaturi auriculare) se adauga cate 5-6 picaturi de etanol 96% si
se incalzeste cu atentie timp de 30 de secunde. Dupa racire se adauga cate 3 picaturi de solutie
alcoolicd 1% Co(NOs), si cate 2 picaturi de solutie de NHa. In rezultatul reactiilor se obtine
coloratie albastra pentru substanta pura; albastru intunecat pentru amestec mecanic si albastru-
verzui pentru MU din forma farmaceutica.

Rezultatele reactiilor de culoare sunt prezentate in tabelele A12.1 si A12.2

Identificarea IHF si MU si determinarea puritarii formei farmaceutice prin metoda CSS.

Pentru determinarile CSS au fost utilizate fazele mobile: cloroform-acetona (70:30), 1-
butanol-eter dietilic-acetona (10:85:5), etilacetat-hexan (2:1), acid acetic glacial-apa-butanol
(1:1:4), cloroform-metanol-acid acetic glacial (90:8:8), cloroform-metanol-acid acetic glacial
(95:10:2). In cadrul analizei au fost elaborate patru tehnici de lucru, care au fost aplicate initial pe
substantele individuale.

Tehnica de lucru 1. 200 mg de substanta medicamentoasa se dizolva in 10 ml de

dimetilformamida adaugata, se agita timp de 30 min. Cu ajutorul microseringii pe liniile de start a
placilor se aplica cate o picatura de solutie obtinuta, astfel incat diametrul spotului sa fie de 0,5-1
cm. Placile se usuca atent timp de 10 min si se introduc in camere de cromatografiere, separate, cu
utilizarea fazelor mobile: a) cloroform-acetona (70:30); b)1-butanol-eter dietilic-acetona (10:85:5)
si C) etilacetat-hexan (2:1). Placile se scot din camere dupa ce amestecul de solventi ajunge la linia
frontului (0,5-0,7 mm de la marginea placii). Pentru sistemul de developare a se realizeaza
vizualizarea placii in lumina ultravioleta la lungimea de unda de 254 nm penru identificarea IHF,
lar pentru identificarea MU placa se pulverizeaza cu solutie 1% de p-dimetilaminobenzaldehida
intr-un amestec de acid clorhidric si alcool metilic (1: 3). Pentru sistemul b revelarea se realizeaza
in mod identic, prin vizualizarea placii in lumina ultravioleta la lungimea de unda de 254 nm.
Pentru sistemul c placa se pulverizeaza cu solutie de piridina si se analizeaza in lumina ultravioleta
la lungimea de unda 366 nm.

Tehnica de lucru 2. 500 mg de substanta medicamentoasa se dizolva in 50 ml de amestec de

apa si acid acetic glacial (1: 1) si se filtreaza. 0,02 ml din solutia obtinuta (200 pg) se aplica pe placa
cromatografica cu ajutorul microseringii. Placa se usuca si se introduce in camera cromatografica cu
faza mobila cloroform-metanol-acid acetic glacial (95:10:2). Revelarea se realizeaza prin pulverizare
cu solutie 1% de p-dimetilaminobenzaldehida in solutie de acid sulfuric.

Tehnica de lucru 3. 100 mg de proba se dizolva in 1 ml de acid formic 99,7 %, la care se
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adauga 1 ml apa si se amesteca. 0,5 ml de solutie se dilueaza cu apa pana la 250 ml. Pe linia de
start a placii din silicagel se aplica 5 pl solutiei de analizat cu ajutorul microseringii. in calitate de
faza mobila serveste amestecul de acid acetic glacial-apa-butanol (1:1:4). Revelarea are loc prin
vizualizarea placii in lumina ultravioleta la lungimea de unda 254 nm.

Tehnica de lucru 4. 100 mg de proba se dizolva in 10 ml de amestec din acetona-apa (1:

1) cu agitare puternica. Cu ajutorul microseringii pe linia de start a placii se aplica 5 ul solutiei de
analizat. In calitate de faza mobila se foloseste amestec de cloroform - metanol- acid acetic glacial
(90:8:8). Placa este vizualizata in lumina ultravioleta la lungimea de unda 254 nm dupa
pulverizarea cu solutie de 1 % de p-dimetilaminobenzaldehida in acid sulfuric.

Rezultatele analizelor cromatografice sunt redate in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Rezultatele analizei prin cromatografie pe strat subtire a substantelor

individuale

IHF MU

Faza mobila
cloroform-acetona (70:30)
1-butanol-eter dietilic-
acetoni (10:85:5)

Spot galben-oranj cu fluorescenta
in lumina UV la lungimea de unda
254 nm. Rf = 0,32
Rf = 0,27

Spoturi nedeterminate.

Faza mobila
acid acetic glacial- apa-
butanol (1:1:4)

Spoturi nedeterminate. Spoturi nedeterminate.

Faza mobila
cloroform - metanol- acid
acetic glacial (90:8:8)

Spot rosu dupa pulverizare cu sol.
de p-dimetilaminobenzaldehida in
acid sulfuric si vizualizare la
lungimea de unda 254 nm. Rf = 0,87

Spoturi nedeterminate.

Faza mobila Spot roz la pulverizare cu sol. 1%

cloroform - metanol — acid
acetic glacial (95:10:2)

de p dimetilaminobenzaldehida in
acid sulfuric. Rf = 0,78

Spoturi nedeterminate.

Faza mobila
etilacetat-hexan (2:1)

Spot rosu la pulverizare cu solutie
de piridina si vizualizarea in UV la
lungimea de unda 366 nm. Rf =0,37

Spot rosu la pulverizare cu solutie
de piridina si vizualizarea in UV la
lungimea de unda 254 nm. Rf = 0,72

Rezultatele analizelor efectuate au demonstrat, ca numai faza mobila etilacetat-hexan (2:1)
asigura posibilitatea detectarii ambelor substante. Din aceste considerente pentru analiza calitativa
a compusilor in amestec mecanic si forma farmaceutica a fost utilizata faza mobila mentionata.

Tehnica de lucru pentru cromatografierea amestecului mecanic. 200 mg de amestec mecanic

se dizolva in 10 ml de dimetilformamida, se agita timp de 30 min. Cu ajutorul microseringii pe linia
de start a placii se aplica o picatura de solutie, astfel incat diametrul spotului sa fie de 0,5-1 cm. Placa
se usuca atent timp de 10 min si se introduce in camera de cromatografiere. Cand solventul se ridica
pana la linia front placa se scoate, se usuca si se pulverizeaza cu solutie de piridina. Vizualizarea are

loc in lumina ultravioleta la A= 254 nm si 366 nm.
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Tehnica de lucru pentru cromatografierea picaturilor auriculare. 2 ml de picaturi auriculare se

dilueaza cu apa in raport 1:1. Cu ajutorul microseringii pe linia de start a placii se aplica o picatura de
solutie, astfel incat diametrul spotului sa fie de 0,5-1 cm. Placa se usuca atent timp de 10 min si se
introduce in camera de cromatografiere. Cand solventul se ridica pana la linia front placa se scoate, se
usuca si se pulverizeaza cu solutie de piridina si se vizualizeaza in lumina ultravioleta la A= 254 nm si

366 nm.Rezultatele analizelor cromatografice sunt redate in tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Rezultatele analizei prin CSS a amestecului mecanic si formei farmaceutice

Amestec mecanic (1:1) Forma farmaceuticia
IHF MU IHF MU

Spot rosu la Spot roz la Spot rosu la Spot roz la
Eaza mobils pulve_ri_za_revcu_ sol. pulve_ri_za_reucq sol. pulve_ri_za_rech sol. pulve_ri_za_revcg sol.

etilacetat- _ pl_rldlna sl _ pl_rldlna sl _ pl_rldlna i _ p|_r|d|na sl
hexan (2:1) wzuahzarga in UV | vizualizarea in UV wzuahzarga in UV | vizualizarea in UV

' la A=366 si 254 nm. la A=254 nm. la A=366 si 254 nm. la A=254 nm.
R¢=0,37 Ri=0,72 Rf=0,35 Ri=0,7

Metoda CSS a fost aplicata pentru identificarea substantelor medicamentoase IHF si MU in
forma farmaceutica) prin masurarea factorului de retentie Rt cu utilizarea fazei mobile etilacetat-hexan
(2:1) si compararea lui cu substantele individuale. In rezultatul analizei efectuate s-a determinat ca
valorile Rr ale compusilor in forma medicamentoasa si substantele pure sunt foarte apropiate si permit
identificarea lor la prezenta concomitenta [321].

Aprecierea puritatii formei farmaceutice s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor
suplimentare pe cromatogramele solutiilor proba de picaturi auriculare.

Identificarea si determinarea puritdarii picaturilor auriculare prin spectrofotometrie UV-VIS,

Determinarea puritatii picaturilor auriculare combinate poate fi efectuata prin metoda spectrala
concomitent cu procesul de identificare prin compararea spectrelor UV-VIS ale probelor cu cele ale
solutiilor standard [33].

Spectrele UV-VIS ale solutiilor probe trebuie sa contina aceleasi maxime de absorbtie precum
in cazul solutiilor standard ale substantelor medicamentoase. Spectrele UV-VIS ale probelor de IHF
5 ng/ml, MU 10pg/ml emise in regiunea 230-450 nm au prezentat un maxim de absorbtie specific
IHF: la 3731 nm si 1 maxim de absorbtie caracteristic MU: la 267+1 nm, fiind inregistrate si pe
spectrele UV-VIS al solutiilor standard de substante medicamentoase (Figura 4.1 si Tabelul 4.3)
[340].

Tabelul 4.3. VValorile maximelor de absorbtie ale substantelor medicamentoase din picaturi

Picaturi auriculare Substanta Lungimea de unda
. : S Solventul o .
combinate medicamentoasi maxima de absorbtie, nm
. IHF N S 373+1
IHF si MTU MU Dimetilformamida 26921
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4.1.2. Dozarea spectrofotometrica a principiilor active

Pentru analiza s-au utilizat: balanta electronica OHAUS DV215 C, pipete de 0,5; 1 si 2 ml,
baloane cotate de 10, 25 si 50 ml, spectrofotometru UV-VIS Agilent 8453,

Pregatirea probei de IHF. 1 ml de picaturi auriculare obtinute se plaseaza intr-un balon
cotat de 10 ml si se aduce la cota cu dimetilformamida. 1 ml din aceasta solutie se aduce pana la
10 ml cu solvent.

Pregatirea probei de MU. 0,125 ml de picaturi auriculare obtinute se transfera intr-un balon
cotat de 25 ml si se aduce la cota cu dimetilformamida. 1 ml din aceasta solutie se aduce pana la
10 ml cu solvent.

Pregatirea soluriei standard de IHF (5 ug/ml). 0,005 g (masa exacta) de substanta standard
de IHF se plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea 50 ml, se adauga 15 ml dimetilformamida.
Se agita pana la dizolvare si se aduce la cota cu acelasi solvent. 2,5 ml de solutie obtinuta se
transfera intr-un balon cotat de 50 ml si se aduce la semn cu acelasi solvent.

Pregatirea soluriei standard de MU (10 ug/ml). 0,025 g (masa exacta) de substanta
standard de MU se plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea 25 ml, se adauga 10 ml
dimetilformamida. Se agita pana la dizolvare si se aduce la cota cu acelasi solvent. 0,5 ml de solutie
obtinuta se transfera intr-un balon cotat de 50 ml si se aduce la semn cu acelasi solvent.

Pregatirea solusiei placebo: substantele auxiliare PEG-400, PG, nipagina, sol.tampon
acetat si apa purificata in cantitatile stipulate din capitolul 3. 1,0 ml de amestec se transfera intr-
un balon cotat de 10 ml si se aduce la cota cu dimetilformamida. 1 ml din aceasta solutie se aduce
pana la 10 ml cu solvent.

Tehnica de lucru: Se inregistreaza spectrele UV-Vis ale solutiilor standard si probe si se

citeste valoarea absorbantelor la Amax (Figura 4.1). In calitate de solutie de referinta a servit solutia

placebo.
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Fig. 4.1 Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiilor standard si proba de IHF Spg/ml (a) si

ale solutiilor standard si proba de MU 10pg/ml in DMFA (b) din picaturi combinate cu
IHF si MU
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Tabelul 4.4. Rezultatele determinarii cantitative a IHF si MU din picaturi auriculare prin
metoda spectrofotometrie UV-VIS.

IHF MU

Seria 01 Seria 02 Seria 03 Seria 01 Seria 02 Seria 03

A C, g A C. g A C,g A C.g A C,g A C.g

0.4077 | 0.0498 | 0.4183 | 0.0511 | 0.4225 | 0.0516 | 0.6915 | 1.9915 | 0.6925 | 1.9945 | 0.6921 | 1.9933

0.4012 | 0.0490 | 0.4222 | 0.0516 | 0.4224 | 0.0516 | 0.6901 | 1.9875 | 0.6917 | 1.9922 | 0.6921 | 1.9933

0.4013 | 0.0490 | 0.4187 | 0.0511 | 0.4223 | 0.0516 | 0.6927 | 1.9950 | 0.6922 | 1.9936 | 0.6922 | 1.9937

0.4011 | 0.0490 | 0.4243 | 0.0518 | 0.4123 | 0.0503 | 0.6890 | 1.9844 | 0.6977 | 2.0095 | 0.6965 | 2.0060

0.4013 | 0.0490 | 0.4182 | 0.0511 | 0.4223 | 0.0516 | 0.6984 | 2.0114 | 0.6923 | 1.9940 | 0.6941 | 1.9991

0.4100 | 0.0501 | 0.4183 | 0.0511 | 0.4223 | 0.0516 | 0.6985 | 2.0118 | 0.6924 | 1.9941 | 0.6935 | 1.9974

IHF a prezentat absorbtia la lungimea de unda 373 nm, MU — 269 nm. In total s-au efectuat
cate 6 determinari pentru trei serii de picaturi auriculare (Tabelul 4.4). Valorile continutului de
IHF si MU s-au situat in limita abaterilor admisibile (X=0,051; SD=0,00044; RSD<1,0; P>0,05,
tabelul A12.3).

4.1.3. Elaborarea si validarea metodei HPLC de dozare a IHF si MU din picaturi

auriculare

Substante chimice: acid acetic, acetat de sodiu, acid clorhidric, hidroxid de sodiu, peroxid
de hidrogen apos de calitate analitica 30% Riedel-de-Haen, Reag. Ph. Eur., Germania si metanol
de calitate HPLC au fost achizitionati de la Honeywell (Riedel-de-Haen, pentru HPLC, grad de
gradient, >99,9%, Franta).

Metoda analitica a fost dezvoltata folosind un sistem de cromatografie lichida de inalta
performanta (Shimadzu-20A cu detector UV-VIS (Japonia). Ingredientele active (IHF si MU) au
fost separate pe o coloana Teknokroma C1 5um (150* 4,6mm), detector UV-Vis.

Conditii de separare cromatografica: faza mobila a fost preparata prin amestecarea
metanolului cu apa purificata in raport de 60:40 in volum, filtrarea solutiei s-a efectuat sub vid
printr-un filtru de capron Millipore XF 5423050 (0,45 um) si degazare in DONAU-LAB SONIC
DLS 660 T/H. Temperatura coloanei cromatografice a fost de 30°C; volum de injectare 20 ul;
debit faza mobila — 0,6 ml/min; eluare izocratica. Lungimile de unda ale detectorului au fost setate
la 360 nm pentru IHF si 244 nm pentru MU. Timpul de retentie a fost de 4,3 min pentru IHF si 3,5
min pentru MU.

Dezvoltarea si validarea metodei.

Prepararea soluriei standard IHF: Cantitatea adecvata de IHF (5 mg) a fost cantarita cu
precizie si transferata intr-un balon cotat de 25 ml, apoi dizolvata si diluata la marcaj cu faza

mobila metanol: apa (60:40) (prin incélzire si agitare pe baia cu ultrasunete). 0,5 ml din solutia
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obtinuta se dilueaza cu acelasi solvent la 10 ml pentru a obtine o solutie cu concentratie cunoscuta
de aproximativ 10 pg/ml.

Prepararea soluriei standard de MU: cantitatea adecvata de MU (200 mg) a fost cantarita
cu precizie si transferata intr-un balon cotat de 25 ml, apoi dizolvata si diluata pana la semn cu
faza mobila metanol:apa (60:40). 0,5 ml din solutia obtinuta se dilueaza cu acelasi solvent la 10
ml pentru a obtine o solutie cu o concentratie cunoscuta de aproximativ 400 pg/ml.

Prepararea solutiei de proba farmaceutica: 1,0 ml de picaturi se transfera intr-un balon
cotat de 50 ml si se dilueaza cu faza mobila metanol : apa (60:40).

Prepararea soluriei placebo: Toti excipientii fara substantele active au fost amestecati in
cantitatile prevazute pentru prepararea formei farmaceutice finite. 1,0 ml din amestecul placebo se
transfera intr-un balon cotat de 50 ml si se dilueaza cu faza mobila metanol:apa (60:40).

Controlul utilitazii sistemului cromatografic: Inainte de efectuarea analizei, coloana
cromatografica se stabilizeaza cu faza mobila timp de 10 min, apoi se cromatografiaza 20 ul de solutii
standard pana se obtin timpii de retentie stabiliti (4,3 min si 3,5 min) dupa doua injectii consecutive;
se obtin cel putin 3 cromatograme pentru fiecare solutie standard. Sistemul cromatografic este
considerat util atunci cand: performanta coloanei, calculata prin varfurile IHF si MU, este de cel putin
2000 de placi teoretice; coeficientul de asimetrie a varfului, calculat la ' din inaltimea varfului, nu
depaseste 1,5; abaterea standard relativa a zonei varfului nu depaseste 2,0%.

Studii de degradare forrata. Aceste studii au fost efectuate pentru a verifica daca metoda
propusa este capabila sa separe substantele medicamentoase de substantele inrudite chimic formate
la degradare. Forma farmaceutica a fost supusa diferitelor conditii de stres accelerat: iradiere cu
lumina UV, temperatura, hidroliza acida, hidroliza bazica si stres oxidativ.

Prepararea probei pentru hidroliza acida: se amesteca 3,0 ml de forma farmaceutica cu 3,0
ml de solutie de acid clorhidric 1 M, se agita bine timp de 3 ore pe o baie de apa la 70°C.

Pregatirea probei pentru hidroliza bazica: 3,0 ml de forma farmaceutica se amesteca cu 3,0
ml de solutie de hidroxid de sodiu 1 M, se agita bine timp de 3 ore pe o baie de api la 70°C.

Pregatirea probei pentru stres oxidativ: 3,0 ml de forma farmaceutica se amesteca cu 3,0
ml de solutie de peroxid de hidrogen 5%, se agita bine timp de 6 ore la 25°C.

Pregatirea probei pentru stres termic: forma farmaceutica a fost plasata intr-un termostat la
60°C timp de 1 luna.

Pregatirea probei pentru expunerea la lumina: 5,0 ml de forma farmaceutica au fost expuse
la lumina UV (254 nm) timp de 7 zile.

Dupa expunerea la diversi factori nocivi, probele de 0,5 ml au fost diluate cu faza mobila

la un volum de 25 ml (s-au obtinut concentratii de 10 pg/ml IHF si 400 pg/ml MU), filtrate prin
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filtre cu membrana de 0,22 um si supuse cromatografiei prin metoda propusa.

Determinarea cantitativa. Fiecare 20 ul de solutie proba si solutii standard au fost
cromatografiate, obtinandu-se cel putin 5 cromatograme din fiecare solutie in aceleasi conditii
indicate mai sus. Au fost apoi determinate valorile medii ale zonelor de varf IHF si MU in
cromatogramele solutiei de proba (San) si solutiilor standard (Sst). Cromatogramele solutiilor
standard cu concentratii de 10 pg/ml IHF si 400 pg/ml MU, solutia proba si solutia placebo sunt
prezentate in figura 4.2 si figura 4.3. Continutul de IHF si MU in forma farmaceutica (Xg) a fost
calculat conform standardelor.

Metoda a fost validata conform ghidului ICH [124].

Liniaritate. Linearitatea metodei cromatografice a fost evaluata in intervalul 8,0-12,0
ug/ml pentru IHF si 320,0 — 480,0 pg/ml pentru MU, utilizand solutii de cinci niveluri de
concentratie. Linearitatea a fost evaluata prin analiza de regresie liniara (Tabelul 4.5). Ecuatia de
regresie a fost calculata pentru fiecare curba. Au fost preparate trei serii independente de solutii
standard de lucru (la cinci niveluri de concentratie diferite) de IHF si MU. Determinarile au fost

efectuate in triplicat, fiind construita curba de calibrare.

Tabelul 4.5. Analiza de regresie in studiile de linearitate

Parametrii statistici IHF MU
Nivel de semnificatie, o 0,05 0,05
Numar de determinari 30 30
R? 0.99987 0.99988
R 0.99993 0.99994
Deviatia standard, s 318255.9 4420162.5
Panta, a 201269.6 70017.5
Interceptia, b -318216.4 235891.1

Sensibilitate (LOQ si LOD). Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ) a

IHF si MU au fost determinate prin analiza solutiilor de substanta si masurarea raportului semnal-

zgomot cu valori RSD (n = 3) mai mici de 10%.

Acuratete. Pentru a determina acuratetea metodei de testare HPLC pentru IHF si MU, metoda
de adausului standard (imbogatirea probei) a fost utilizata prin analizarea solutiilor in triplicat cu
concentratii de 80%, 100% si 120% (8,0 ug/ml, 10 pg/ml, 12, 0 pug/ml pentru IHF si 320 pg/ml, 400
ug/ml, 480 pg/ml pentru MU) si a fost calculata recuperarea procentuala a cantitatii de substanta,
valoarea RSD fiind evaluata pentru fiecare nivel de concentratie (Tabelul A12.4) [124].

Precizie. Determinarea preciziei metodei s-a realizat prin evaluarea repetabilitatii pentru 6
probe, la nivelul de concentratie al substantei medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, cu

respectarea acelorasi conditii (Tabelul A12.5) si preciziei intermediare, care s-a determinat
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efectuand 6 determinari in 2 zile diferite, in aceleasi conditii: acelasi laborator, de catre diferiti
operatori, folosind diferite echipamente si intr-un anumit interval de timp (Tabel A12.6).

Robustete. Robustetea a fost determinata prin varierea urmatoarelor conditii
cromatografice: debitul fazei mobile cu + 0,1 ml/min, cantitatea de acetonitril in faza mobila cu +
2% si temperatura coloanei cu + 5°C [124] (Tabelul A12.7).

Specificitate. Specificitatea metodei a fost evaluata prin analiza cromatogramelor
picaturilor si a solutiei placebo (Figurile 4.2 si 4.3). Aceasta analiza a fost efectuata pentru a
verifica absenta oricarui semnal de la excipienti la timpii de retentie ai compusilor activi.

Analize statistice. Analiza statistica a fost efectuata utilizand software-ul Statistical
Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics 26).

Dezvoltarea si optimizarea metodei.

O buna separare a varfurilor IHF si MU a fost observata cand se utilizeaza metanol si apa ca
faza mobila in raport de 60:40 si debit de 0,6 ml/min. Timpul total de rulare a fost de 5,5 minute.
Temperatura optima a coloanei cromatografice a fost de 30°C. In conditii optimizate, timpii de retentie
au fost 4,305+0,016 min pentru MU si, respectiv, 3,500+0,006 min pentru IHF. Metoda dezvoltata a
permis analiza a doua ingrediente active in picaturi intr-un singur test (Figurile 4.2 si 4.3).
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Fig. 4.2 Cromatogramele solutiilor standard si probi: IHF (A, 360 nm) si MU (B, 240 nm)
la 360 nm (IHF, C) si 240 nm (MU, D)

Rezultatele studiului de liniaritate au aratat o relatie liniara in intervalul de concentratie de
8-12 pg/ml pentru IHF si 320-480 pg/ml pentru MU. Pentru a evalua acuratetea rezultatelor
obtinute in analiza de regresie, a fost efectuata analiza reziduala. Distributia reziduurilor poate fi
considerata normala deoarece valoarea probabilitatii pentru testul Shapiro-Wilk este mai mare
decat valoarea de 0,05. Rezultatele analizei de regresie sunt prezentate in Tabelul 4.5.

Parametrii de calibrare indica o liniaritate buna: coeficientii de corelatie (R) si coeficientul
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my

de determinare (R?) sunt mai mari de 0,9999 pentru ambele substante. A fost testatd semnificatia
statistica a coeficientilor de regresie. Atat in curba de calibrare pentru IHF, cat si pentru MU,

interceptia nu este semnificativ diferita de zero (p > 0,05).
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Fig. 4.3. Cromatogramele solutiei placebo la 360 nm (A) si 240 nm (B)

Limita de detectare si limita de cuantificare (LOD si LOQ). Rezultatele determinarilor au
aratat un LOD de 0,5478 pg/ml pentru IHF; 8,3795 pg/ml pentru MU; LOQ de 1,6600 pg/ml
pentru [HF si, respectiv, 25,3926 pg/ml pentru MU [98].

Dupa cum se poate observa in figura 4.2, nu exista varfuri de interferenta la timpii de
retentie corespunzatori analitilor. Dupa cum se indica in Tabelul A12.4, valorile RSD sunt intre
0,00 — 1,07. Valorile de recuperare a substantei de cel putin 98,55% si maxim 100,11% indica
aplicabilitatea metodei de analiza cantitativa, limitele acceptate fiind de la 98,0% la 102,0%.

Rezultatele determinarilor au aratat ca metoda este precisa in limite acceptabile. RSD a fost
calculat pentru timpul de retentie, zona de varf si concentratie, toate valorile fiind mai mici de 1%
(Tabelul A12.5 si Tabelul A12.6) [124].

Rezultatele testului de robustete au aratat, ca la 0 modificare minora a conditiilor metodei,
cum ar fi compozitia si debitul fazei mobile, temperatura coloanei, metoda este robusta. S-a realizat
0 buna separare, iar valorile RSD sunt in limite si nu depasesc 2,0% (Tabelul A12.7).

Studiile de degradare fortata au aratat ca forma farmaceutica investigata este destul de
rezistenta la caldura (pastrare la 60°C timp de 1 luna), la stres oxidativ (5% H.0>, agitare timp de
6 ore la 25°C) si la hidroliza acida (HCI 1M, 3 ore la 70°C) (Figura 4.4).

Cromatogramele au fost identice cu cromatograma probei care nu a fost supusa nici unei
conditii de stres (Figura 4.2 C, D). Stresul hidrolitic alcalin (1M NaOH, 3 ore la 70°C) a declansat
degradarea IHF, in timp ce MU a fost stabil la hidroliza. De asemenea, IHF a aratat instabilitate la
expunerea la lumina UV (25 nm, 7 zile). Pe cromatogramele solutiilor probe, obtinute la 360 nm
(IHF) dupa expunerea la conditiile de stres mentionate, apar varfuri suplimentare bine definite; pe
cromatogramele solutiilor probe, obtinute la 244 nm (MU), nu se observa produse de degradare
(Figura4.5). De asemenea, a fost evaluata omogenitatea varfului IHF. Valorile maxime de puritate

au fost peste 98,61% pentru IHF la lungimea de unda de 360 nm.
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Fig. 4.4. Cromatogramele probelor expuse la conditii de stres hidrolitic acid (Al si A2),
oxidare (O1 si O2), temperatura (T1 si T2)
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Fig. 4.5. Cromatogramele probelor expuse la conditii de stres hidrolitic basic (B1 si B2),
lumina (L1 si L2)

Metoda HPLC dezvoltata si validata a fost aplicata pentru separarea, identificarea si

cuantificarea ingredientelor active (IHF si MU) in picaturi auriculare combinate, serii

experimentale de laborator. Identificarea principiilor active in forma farmaceutica a fost realizata

prin compararea spectrelor UV-Vis si a timpilor de retentie pe cromatograme cu cei ai
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standardelor. Curbele de calibrare au fost utilizate pentru a calcula continutul de analit al probelor
de picaturi examinate. Rezultatele acestei analize sunt prezentate in Tabelul 4.6, care a aratat o

acuratete si precizie satisfacatoare.

Tabelul 4.6. Determinarea IHF si MU picaturi auriculare (serii experimentale) prin

metoda elaborata si validata

Substanta Continut Continut determinat Abaterea standard relativa
testati declarat, g (n=6, a=0.05) (g in 100 g picaturi) (RSD, %)
IHF 0.05 0.0539+0.0003 0.578
MU 2.00 2.0079+0.0142 0.676

Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii este prezentata in tabelul A12.8.

Pentru prima data a fost dezvoltata o metoda HPLC pentru cuantificarea simultana a doua
substante active (IHF si MU) intr-o forma oticd combinata pentru tratamentul otitei. in procesul
de validare a metodei s-a constatat ca toti parametrii s-au incadrat in limitele acceptate de ghidurile
ICH, stabilindu-se o liniaritate foarte buna, o sensibilitate acceptabilda. Rezultatele obtinute au
confirmat specificitatea metodei, precizia, acuratetea si robustetea, valorile RSD sunt in limite si
nu depasesc 2,0%. Rezultatele obtinute din studiile de degradare fortata confirma specificitatea
metodei HPLC propuse, care poate fi utilizata pentru cuantificarea ingredientelor farmaceutice
active in picaturi pentru urechi in prezenta produselor de degradare. Metoda dezvoltata a fost

inclusa in Monografia Farmacopeica pentru picaturile combinate cu continut IHF si MU.
4.2. Analiza picaturilor auriculare cu continut de EC, CIP si UVB

4.2.1.1dentificarea principiilor active prin reactii chimice si metode fizico-chimice.

Studii de puritate. Analiza uleiului de busuioc prin spectrometrie de masa

Identificarea nitratului de econazol si a clorhidratului de ciprofloxacing prin reactii

chimice.

Identificarea CIP si a EC prin reactii chimice de culoare s-a efectuat tinand cont de
structurile chimice ale substantelor, prezenta grupelor functionale specifice. Prezenta in molecula
EC a azotului tertiar s-a demonstrat cu ajutorul reactivilor de precipitare, iar anionul nitrat cu
difenilamina. CIP formeaza compusi complecsi cu metalele grele, datorita gruparii carboxilice.

Determinarile s-au efectuat pentru substante pure, amestec mecanic (1:1) si din forma
farmaceutica picaturi auriculare combinate ci CIP, EC si UVB.

Rreactivii Dragendorf (Sol. apoasa de tetraiodobismutat de potasiu), Mayer (Sol. apoasa
de tetraiodomercurat bipotasic cu adaos de cloralhidrat), Lugol (solutie de iodura de potasiu si de

iod in apa); solutie de acid picric, solutie de difenilamina; solutii de clorura de fer (111) si de sulfat
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de cupru 10% au fost preparate in conformitate cu cerintele Ph. Eur 10.
Reactii calitative pentru CIP.

I. Reactia cu clorura de fier (111) (sensibilitatea 20 ug/ml). Tehnica de lucru: 0,025 g de substanta
pura; 0,05 g de amestec mecanic de CIP si EC (1:1) se dizolva in 1 ml de apa; la solutiile
obtinute, dar si la 3 ml picaturi auriculare se adauga cate 3 ml solutie FeClz 10%.

I1. Reactia cu sulfat de cupru (sensibilitatea 20 pg/ml). Tehnica de lucru: 0,01 g de substanta pura;
0,02 g de amestec mecanic de CIP si EC (1:1 se dizolva in 1 ml de apa; la solutiile obtinute,
dar si la 3 ml picaturi auriculare se adauga cate 3 ml solutie CuSO4 10%.

Reactii calitative pentru EC.

I. Reactiile cu reactivii de precipitare (Dragendorf, Mayer, Lugol, acid picric) (sensibilitatea 10
ug/ml). Tehnica de lucru: 0,01 g de substanta pura; 0,02 g de amestec mecanic de CIP si EC
(1:1 se dizolva in 1 ml de apa; la solutiile obtinute, dar si la 3 ml picaturi auriculare se adauga
cate 2 ml solutii reactivi de precipitare.

Il. Reactia cu solutia de difenilamina (sensibilitatea 10 pg/ml). Tehnica de lucru: 0,01 g de
substanta pura; 0,02 g de amestec mecanic de CIP si EC (1:1 se dizolva in 1 ml de ap3; la
solutiile obtinute, dar si la 3 ml picaturi auriculare se adauga cate 2-3 picaturi de difenilamina.

Evaluarea reactiilor de culoare denota efecte analitice similare pentru substantele active
individuale, din amestec mecanic si din forma farmaceutica (tabelul A13.1).

Aplicarea metodei CSS pentru identificare si controlul puritarii.

Pentru determinare au fost utilizate substantele medicamentoase: CIP si EC. In cadrul analizei s-
au folosit 7 sisteme de developare cu polaritate diferita, in functie de lipofilia fiecarei substante.

Reactivii si echipament utilizate: placi cromatografice Silufol (dimensiunile 20x20 cm,
grosimea 0,5 mm); camera de cromatografiere; sistemele de developare in diferite proportii:
hexan: CHCI3:MeOH:NHz3-25%); CHClI3:MeOH:NH3-25%; Acetonitril:NH3z-25%:

MeOH:CHCl,; Metanol:Acetonitril; CH>Cl,:Metanol:2Propanol:NH3-25%; CHCI>: Metanol:2-

Propanol: NH3-25%; CHCLs:Metanol:2-Propanol:NHs-25%; pulverizator; balanta electronica

OHAUS DV215 C, lampa ultravioleta CN 6.

Prepararea solutiilor de substante medicamentoase:

a) Solutia standard de CIP: 100 mg de substanta medicamentoasa se dizolva in 1,0 ml de alcool
etilic 70 %, se agita timp de 30 min.

b) Solutia standard de EC: 100 mg de substanta medicamentoasa se dizolva in 1,0. ml de alcool
etilic 70 %, se agita timp de 30 min.

¢) Solutia de amestec mecanic de CIP si EC: Cate 100 mg de substante medicamentoase se dizolva

in 2,0 ml de alcool etilic 70 %, se agita timp de 30 min.
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d) Solutia de forma farmaceutica: 2 ml de forma farmaceutica se dilueaza cu 2,0 ml de alcool etilic
70 % si se omogenizeaza.

Tehnica de lucru: Cu ajutorul capilarului pe linia de start a placii se aplica cu picatura
solutia obtinuta, astfel incat diametrul spotului sa fie de 0,5-1 cm. Placa se usuca atent timp de 10
min. si se introduce in camera de cromatografiere cu fazele mobile selectate. Placa se scoate din
camera dupa ce amestecul de solventi ajunge la linia front (0,5-0,7 mm de la capatul placii).
Spoturile de substante medicamentoase sunt detectate in functie de faza mobila. Pentru toate fazele
mobile au fost calculate valorile Rf-ului (tabelul A13.2).

Initial s-a efectuat determinarea calitativa a substantelor medicamentoase individuale
(solutii standard) pentru stabilirea fazei mobile si a conditiilor optime de cromatografiere.

Rezultatele au demonstrat ca numai sistemul de solventi Metanol: Acetonitril (40:60)
asigura posibilitatea detectarii ambelor substante. Din aceste considerente pentru analiza
compusilor in amestec mecanic si in forma farmaceutica a fost utilizata faza mobila mentionata.

Tabelul 4.7. Rezultatele analizei prin CSS a substantelor in amestec mecanic si forma
farmaceutica

Faza mobili Amestec mecanic (1:1) Forma farmaceutica
CIP EC CIP EC
Spoturi bine Spoturi bine Spoturi bine Spoturi bine
conturate, separare conturate, separare
conturate, .. - . conturate, - < .
) o A .| bung; fluorescenta in o . |buna; fluorescenta in
Metanol: fluorescenta in UV si - ; fluorescentd in UV si . N
. T > UV si coloratie T i UV si coloratie
Acetonitril coloratie galben-oranj ’ N coloratie galben-oranj : N
: ’ galben-oranj la ’ galben-oranj la
40:60 la revelare cu . la revelare cu :
. revelare cu reactivul . revelare cu reactivul
reactivul Dragendorf reactivul Dragendorf
Rf =0.32 Dragendorf R =0 30 Dragendorf
' Rf=0,87 ' Rf=0,77

Dupa cum se observa din tabelul 4.7, amestecul de solventi selectat pentru faza mobila
metanol:acetonitril 40:60 este unul simplu, accesibil la preparare si permite separarea
componentelor atat din amestec mecanic, cat si in forma farmaceutica. Ambele substante
medicamentoase pot fi detectate la iradiere cu lampa UV si la pulverizare cu reactivul Dragendorf.
Clorhidratul de ciprofloxacina si nitratul de econazol pot fi identificati in picaturile auriculare prin
metoda CSS dupa valorile Rf-ului in raport cu solutiile standard.

Aprecierea puritatii formei farmaceutice s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor
suplimentare pe cromatogramele solutiilor proba de picaturi auriculare.

Identificarea si determinarea puritdrii picaturilor auriculare prin spectrofotometrie UV-VIS.

Determinarea puritatii picaturilor auriculare combinate poate fi efectuata prin metoda
spectrala concomitent cu procesul de identificare prin compararea spectrelor UV-VIS ale probelor
cu cele ale solutiilor standard. Spectrele UV-VIS ale solutiilor probe trebuie sa contina aceleasi

maxime de absorbtie precum in cazul solutiilor standard ale substantelor medicamentoase [349].
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Spectrele UV-VIS ale probelor (cu concentratia CIP 10 pg/ml si EC 40pg/ml in metanol),
inregistrate 1n regiunea 210-350 nm au prezentat un maxim de absorbtie specific CIP: la 280+1
nm si 1 maxim de absorbtie caracteristic EC: la 228+1 nm, fiind inregistrate si pe spectrele UV-

VIS al solutiilor standard de substante medicamentoase (Figura 4.6)

proba
standard
placebo

proba
standard
placebo

) =200 azmes | | Tiaeoe 250,00 300,00 3s0.90 400,00

Fig. 4.6. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiilor standard si proba de CIP 10pg/ml (a),
ale solutiilor standard si proba de EC 10ug/ml (b) si a solutiei placebo din picaturi
combinate cu CIP, EC si UVB (solvent: metanol)

Analiza UVB prin spectrometrie de masa.

Analiza uleiului de busuioc prin spectrometrie de masa a fost utilizata pentru a identifica
compusii chimici prezentati in acest ulei. Spectrometria de masa este o tehnica analitica puternica
care poate fi utilizata pentru a determina masa moleculara a compusilor, compozitia lor structurala
si concentratia lor intr-o0 proba. Pentru a realiza aceasta analiza, uleiul de busuioc a fost mai intai
supus unui proces de pregatire, apoi, proba pregatita a fost introdusa in spectrometrul de masa,
unde a fost supusa ionizarii, adica transformata in ioni, si apoi acestia au fost accelerati in campul
electric. lonii au fost separati in functie de raportul masic incarcat pe raportul sarcina-masa, astfel
incat sa poata fi detectati si identificati compusii individuali.

Spectrele de masa obtinute prin metoda de ionizare electrospray cuplata cu HPLC au aratat,
ca aceasta metoda produce ioni moleculari integri, ca rezultat al utilizarii unor conditii blande si
nedistructive. Moleculele de analit au fost dispersionate in dimensiuni foarte mici, ulterior acestia
au suferit un proces de volatilizare si ionizare (camera de ionizare). lonii ce s-au format au fost
directionati spre analizorul de masa, unde au fost separati in functie de raportul m/z, (masa in
functie de sarcina). In urma analizarii spectrelor de masa (Figura 4.7 si Tabelul A13.3) au fost
detectate picuri de intensitate maxima: la RT 0,68-1,59 (m/z 393,29), Rl 59%, corespunzator
cineolului; la RT 1,61-2,03 (m/z 401,29), Intensitatea relativa (RI) 100%, corespunzator
eucaliptolului; la RT 2,44-3,21 (m/z 383,29), Rl 100%, corespunzator linaloolului; la RT 3,19-
3,85 (m/z 383,29), Rl 62%, corespunzator eucaliptolului; la RT 4,26-4,92 (m/z 163,16), RI 98%,
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corespunzator eucaliptolului; la RT 6,67-7,38 (m/z 163,17), Rl 75%, corespunzator
metilcarvicolului si m/z 255,40, Rl 100%, corespunzator linaloolului. Dupa cum se observa din
tabelul A14.3, linaloolul si metilcavicolul sunt componente majoritare in uleiul volatile de busuioc
utilizat in calitate de principiu active pentru prepararea formei farmaceutice combinate, impreuna

cu clorhidratul de ciprofloxacina si nitratul de econazol.

DAMS-DATAVacob\Dorin_Basil_oil 06/12/23 14:47:35

Fig. 4.7. Spectrul de masa si cromatogramele uleiului volatile de busuioc

4.2.2. Elaborarea si validarea metodei spectrofotometrice de dozare a nitratului de

econazol si a clorhidratului de ciprofloxacina din picaturi auriculare

Spectrofotometria continua sa fie foarte populara, datorita simplitatii, exactitatii, a costului
relativ redus. Dezvoltarea si validarea unei tehnici spectrofotometrice UV pentru determinarea
simultana a CIP si a EC in combinatie fara separare prealabila a fost una din etapele acestui studiu.
Datorita prezentei pik-urilor la diferite lungimi de unda, CIP si EC pot fi determinati cantitativ in
combinatie. Au fost testati diferiti solventi si dilutii, in baza proprietatilor particulare ale
substantelor. S-a constat, ca nitratul de econazol se dizolva bine in solventii organici (in deosebi
metanol si etanol) si rau in apa, pe cand CIP se dizolva foarte bine in apa si mai putin in solventi
organici. lar determinarea lor concomitenta in acelasi solvent reprezinta un impediment —
suprapunerea pik-urilor. Studiile efectuate au soldat cu selectarea in calitate de solvent metanolul.

Validarea metodei spectrofotometrice de dozare a CIP clorhidrat si EC nitrat din picaturi
combinate a avut loc conform prevederilor ghidului ICH ,,Q2R1: Pentru proceduri analitice si
validare”, in urma caruia s-au urmarit parametrii de validare: precizie si robustete, exactitate, limita
de detectie, limita de cuantificare, linearitate.

Exactitatea a fost cercetata la urmatoarele concentratii: 80%, 100%, 120 %, utilizand

metoda adaosului standard. Toate determinarile au fost realizate in triplicat pentru trei serii de
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produs, prelucrate din punct de vedere statistic, pe cand calculul concentratiilor componentelor
formei farmaceutice a fost efectuata prin intermediul ecuatiilor regresiilor liniare stabilite la
parametrul de liniaritate. In cercetarea gradului de precizie s-au supus analizei repetabilitatea si
precizia intermediara, dintre care repetabilitatea a fost studiata in aceeasi zi, pentru 6 probe cu
concentratia de analiza 100 %, pe cand precizia intermediara a fost studiata in 2 zile, pentru 6
probe, ambele cu respectarea tuturor normelor si conditiilor de analiza.

Determinarea linearitatii.

S-a cercetat linearitatea metodei spectrofotometrice de dozare a CIP si EC din picaturi
combinate pe domeniile de concentratie 5-40 pug/ml. S-au preparat solutiile metanolice standard
stoc de substante: 5 probe cu concentratiile 5, 10, 15, 20 si 30 pg/ml pentru ciprofloxacina si 10,
20, 40, 60 si 80 pg/ml pentru econazol. Acestea au fost analizate la spectrofotometru, fiind obtinute

spectrele si absorbantele solutiilor. Determinarile au fost efectuate in triplicate, figura 4.8.
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Fig. 4.8. Spectrele de absorbtie ale solutiilor metanolice de CIP (a) si EC (b) in studiile de

linearitate

Ecuatiile regresiei liniare au fost calculate prin metoda celor mai mici patrate, tabelul A13.4 si
A13.5. Acestea au fost confirmate si prin optiunea Trendline Excel, fiind trasate cate 3 drepte de

etalonare ale celor 3 determinari pentru fiecare serie de forma medicamentoasa (Figura 4.9).

4 25

3,5 y=0,1128x-0,0814
¥=0,0244x+0,0318 ¥ =0,0245x + 0,042 ¥ =0,0245%+ 0,0394
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Fig. 4.9. Graficele de etalonare ale solutiilor metanolice standard de CIP (a) si EC (b) (n=3

determinari)
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Limita de detectie (LOD) semnifica cantitatea minima a unui component necesara care fata

de un martor cu o limita de incredere de 1%. Valoarea limitei de detectie pentru CIP este de 0,3844
ug/ml. Valoarea limitei de detectie pentru EC este de 1,2628 pg/ml. Valorile SD a interceptiei si
media pantei dreptei de regresie pentru calcularea LOD si LOQ a CIP si EC sunt redate in tabelele
A13.6 si A13.7.

Limita de cuantificare (LOQ) se defineste ca o cantitatea cea mai mica din componentul

identificat care se poate cuantifica cu siguranta si se estimeaza pe baza evaluarii raportului semnal
/zgomot, prin compararea semnalelor masurate pentru probe cu o concentratie mica si cunoscuta a
analitului si probei martor pentru stabilirea concentratiei minime la care analitul poate fi cuantificat cu
incredere. Pentru estimarea limitei de cuantificare, in general se considera acceptabil un raport semnal
/ zgomot de 10/1. Valoarea limitei de cuantificare calculate pentru ciprofloxacina este de 1,1648 pg/ml.
Valoarea limitei de cuantificare calculate pentru econazol este de 3,8266 pg/ml.

Determinarea exactitatii dozarii. Exactitatea metodei fizico-chimice de dozare a CIP si EC

din picaturi auriculare prin spectrofotometrie UV-VIS a fost evaluata prin determinarea cat de bine
se regasesc aceste substante in probele analizate. Aceasta a implicat efectuarea analizei de trei ori
a unei solutii standard si a substantelor analizate, iar regasirea cantitdtii de substanta de referinta
cunoscutd a fost calculatd pentru a determina gradul maxim de oblicitate experimentald.
Oblicitatea se determind prin comparatia rezultatelor pentru concentratiile gasite si cele teoretice
intr-un domeniu de concentratie cuprins intre 80% si 120% fata de cantitatea teoreticd de substante.
Metoda adausurilor standard a fost utilizata pentru calcularea oblicitatii experimentale. Rezultatele
determindrilor sunt redate in tab. A13.8, A13.9. In urma determinarilor s-a stabilit ¢ metoda este
exacta, RSD pentru ambele substante nu depaseste 1%.

Determinarea preciziei dozarii. Modul de preparare a solutiei stoc este expusa la parametrul

Exactitate. Pregatirea solutiei de analizat: Cate 1,25 ml solutii stoc A se plaseaza in baloane cotate
cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu HCI 0,1 mol/l pana la cota. Cate 1,25 ml solutii stoc
B se plaseaza in baloane cotate cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu MeOH pana la cota.
Solutiile se utilizeaza proaspat preparate.

Tehnicile de pregatire a solutiilor standard de ciprofloxacina si econazol sunt redate la fel
la determinarea parametrului Exactitate.

Pentru a determina gradul de precizie, s-a cercetat repetabilitatea si precizia intermediara.

Repetabilitatea: rezultatele independente sunt obtinute folosind aceeasi procedura, pe
probe identice, in acelasi laborator, de catre acelasi operator, utilizand acelasi echipament si intr-
un interval scurt de timp. Repetabilitatea analizei (precizia intra — proba) se studiaza utilizand un

minim de 9 determinari acoperind domeniul specific de concentratie (de exemplu 3 determinari la
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3 valori ale concentratiei), sau un minim de 6 determinari la o valoare de 100% din concentratia
solutiei ce urmeaza a fi testate [124]. Repetabilitatea a fost determinata pentru 6 probe, la nivelul
de concentratie a substantei medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, respectandu-se aceleasi
conditii.

Precizia intermediara: rezultatele independente sunt obtinute folosind aceeasi procedura,

pe probe identice, in acelasi laborator, de catre diversi operatori, folosind echipamente diferite si
intr-un interval de timp dat. Precizia intermediara a fost cercetata in 2 zile diferite, in acelasi
conditii, efectuandu-se cate 6 determinari [124].

Rezultatele determinarii preciziei la dozarea CIP si EC din picaturi auriculare combinate
prin metoda spectrofotometrica sunt redate in tab A13.10 si A13.11. Rezultatele obtinute denota
ca, metoda elaborata este precisa, valorile deviatiei standard relative fiind mai mici decat 1%.

Determinarea robustetii. Robustesea se exprima prin procesul de masurarea capacitatii

metodei de a ramane neafectata la mici modificari ale unor parametri. Robustetea s-a determinat
prin variatia lungimilor de unda +2 nm (Tabelul A13.11). Rezultatele obtinute denota ca, metoda
spectrofotometrica elaborata este robusta, deviatia standard relativa fiind mai mica decat 1,0%
(Tabelul A13.12).

Pentru prima data a fost dezvoltata o metoda spectrofotometrica UV-Vis de dozare
simultana a doua substante active (CIP si EC) intr-o forma otica combinata pentru tratamentul
otomicozei. In procesul de validare a metodei s-a constatat ca toti parametrii s-au incadrat in
limitele acceptate de ghidurile ICH, stabilindu-se o liniaritate foarte buna, o sensibilitate
acceptabila. Rezultatele obtinute au confirmat precizia, acuratetea si robustetea metodei, valorile
RSD sunt in limite si nu depasesc 2,0%. Metoda dezvoltata a fost inclusa in Monografia

Farmacopeica pentru picaturile combinate cu continut CIP, EC si UVB.

4.2.3. Determinarea CIP si EC din picaturi auriculare prin HPLC

Tehnica de determinare HPLC pentru forma farmaceutica cercetatd a fost elaborate in
premiera si supusa validarii, fiind studiati factorii de influentd pentru selectarea conditiilor de
separare cromatografica.

Conditiile separarii cromatografice au fost: faza stationara — coloana cromatografica
Teknokroma Tracer Extrasil SAX 5 um cu dimensiunile 150 mm x 4,0 mm; faza mobild — amestec
din metanol si acetonitril (40:60); debutul fazei mobile — 1,5 ml/min; detectia UV-VIS la lungimea
de unda — 225 nm; temperatura coloanei — 35°C.

Pregatirea solutiilor standard: cate 0,01 g de CIP si EC substante standard (masa exacta,

Sigma Aldrich) se plaseazd in baloane cotate de 25 ml, se dizolvd in faza mobild metanol-
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acetonitril (40:60 V/V), se aduce cu acelasi solvent la cotd; cate 1,0 ml de fiecare solutie se dilueaza
pana la 10 ml cu accesasi solvent. Solutia obtinuta se agitad bine si se filtreaza prin filtru 0,45 um
x 47 mm. Concentratia solutiilor standard de ambele substante este de 50 pg/ml.

Pregatirea solutiei proba: 1,0 ml de forma farmaceutica se plaseaza in balon cotat de 10 ml, se
dizolva in faza mobild metanol-acetonitril (40:60 V/V), se aduce cu acelasi solvent la cotd; 2,0 ml de
solutie se dilueaza pana la 10 ml cu accesasi solvent. Solutia obtinuta se agita bine si se filtreaza prin
filtru 0,45 umx47 mm. Concentratia fiecarui component in solutia proba este de 50 pg/ml.

Pregitirea solutiei placebo: Intr-o ceascd de portelan se introduc 2,0 g de PS, in care se
adauga cu picatura 0,1 g ulei de busuioc, se amestecd bine pana la emulsionarea uleiului. La
emulsia primara obtinuta se adauga in portiuni 25 ml de apa purificata si excipientii: 5,0 g de PEG
si 0,02 g nipagina, prealabil dizolvati Intr-o cantitate minima de apa purificatd (2 ml). Se adauga
restul cantitdtii de apa. Se amestecd minutios si se omogenizeazd. Se masoard pH-ul si, daca este
cazul, se ajusteaza cu solutie tampon fosfat cu pH=6,0 (ad 1 ml) pana la pH-ul cuvenit 5,0-7,5. 1
ml solutie Placebo se dizolva in solutia fazei mobile (CH3OH-ACN) intr-un balon cotat de 10 ml,
se aduce la cotd cu acelasi solvent. Din solutia obtinuta se iau 2 ml si se trec intr-un balon cotat de
10 ml, diluand cu acelasi solvent. Solutia obtinuta se agitd bine si se filtreaza prin filtru 0,45 umx47
mm si se inregistreazd cromatogramele. Parametri HPLC sunt identici ca la determinarile
anterioare pentru econazol nitrat.

Au fost efectuate cate 6 determinari pentru toate solutiile. Detectia CIP s-a efectuat la lungimea
de unda 280 nm, detectia EC la 225, solutia placebo la ambele lungimi de unda (Figura A13.1).
Rezultatele determinarilor cromatografice sunt prezentate in tabelul A13.13 si tabelul A13.14.

Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii CIP si EC in picdturi auriculare prin metoda
HPLC denota valori IQR<0,02, P>0,05 (Tab. A13.15). Metoda dezvoltata permite cuantificarea
substantelor active concomitent, este reproductiva si poate fi aplicata cu succes pentru analizele

de rutind a formei farmaceutice.

4.2.4. Analiza gaz-cromatografica a UVB din picaturi auriculare

Cromatografia pe gaze este o tehnica folosita in separarea unui amestec de compusi volatili,
bazata pe mobilitatea lor printr-o faza stationara.

Pentru a aprecia daca CIP si EC nu influenteaza asupra UVB si nu modifica continutul
cantitativ al acestuia, a fost utilizata cromatografia de gaze (GC). A fost studiat UVB pur in
vederea stabilirii compozitiei cantitative a principiilor activi in raport cu standardele celor mai
frecvent intalnite componente conform datelor bibliografice [55].

UVB poate cuprinde in general intre 25 si 50 de substante chimice, care variaza in
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compozitia lor, incluzand terpene, alcooli, aldehide, fenoli, cetonici, acizi si esteri. Diverse studii
au identificat patru tipuri chimice principale de UVB, bazate pe principiile active predominante:
metil chavicol, linalool, metil eugenol si metilcinamat. Printre compusii principali identificati in
diversele uleiuri de busuioc se numara 1,8-cineol, linalool, pinen, eugenol, camfor, metil chavicol,
ocimen, terpinen si limonen. In cazul speciei O. basilicum, care este cultivata si creste in mod
natural in Republica Moldova, linaloolul reprezinta componenta majoritara, fiind intalnita in
proportie de 36-55% [311].

Substanta farmaceutica UVB a fost supusa evaluarii proprietatilor fizico-chimice. Analiza
organoleptica a UVB a aratat, ca acesta UVB prezinta o nuanta galbuie pana la verde pal, cu un
miros specific ce aminteste subtil de camfor si intr-0 mica masura de dulceata, datorita prezentei
metil chavicolului. A fost evaluata solubilitatea si s-a constatat, ca UVB este solubil in alcool
etilic 96% intr-un raport de 1:4, in ulei de parafina intr-un raport de 1:14 si in PG intr-un raport de
1:20 (provocand o usoara tulburare). In schimb, UVB este insolubil in apa si glicerol. A fost
evaluata densitatea folosind picnometrul, rezultand valori cuprinse intre 0,929 si 0,956 g/mL la 25
°C. Indicele de refractie, masurat la aceeasi temperatura, a fost de 1,516+2; iar valoarea puterii
rotatorii specifice [a]?%p variaza intre -4 si -10°C. Au fost stabiliti, de asemenea, indicii chimici
de calitate: indicele de aciditate este mai mic de 1,0, iar indicele de saponificare se situeaza intre
4,0 si 10,0 [336].

Obiectivele determinarii GC au vizat selectarea solventului optimal pentru extragerea
componentelor uleiului volatil din forme farmaceutice, selectarea conditiilor pentru determinarile
cromatografice, inregistrarea gaz-cromatogramelor standardelor si a probelor analizate, evaluarea
comparativa a timpilor de retentie si a picurilor cromatografice, calcularea continutului de UVB
din probe in recalcul la linalool.

In acest studiu s-a utilizat cromatograful Agilent Technologies 7890A, utilat cu coloana

capilara.

Conditiile cromatografice: coloana capilara 60,0 m, 0,25 mm/0,25 um, gaz purtator — Heliu
(He), viteza 1,5 m/min, detector cu ionizare in flacara, t°=270°C.

Pentru studiul cromatografic s-au utilizat: UVB — substanta standard (Sigma Aldrich);
UVB - substanta farmaceutica (Sigma Aldrich); Standarde de linalool, camfor, alfa terpineol
(Sigma Aldrich); picaturi auriculare cu continut de CIP, EC si UVB (3 serii experimentale).

Pentru selectarea solventului optimal de extragere a componentelor uleiului volatil din
forme farmaceutice au fost evaluati hexanul si heptanul, cu capacitate de extractie optimala. Pentru
obtinerea uleiului de busuioc pur din probele analizate s-au efectuate extractii cu ambii solventi.

Cate 0,01g Proba s-au amestecat si agitat cu 20ml hexan/heptan, prin adaugare de clorura de sodiu
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(5 ml NaCl saturat). Extractia a fost repetata de 3 ori pentru fiecare proba pentru a asigura extractia
cantitativa maxima al uleiului de busuioc din probe. Sumarul al celor trei solutii extrase a fost
filtrat ulterior prin hartie de filtru in prezenta de sulfat de sodiu.

Prepararea solutiilor standard: 0,0102g standard de linalool, 0,01g standard de camfor si
0,0102g standard de a-terpineol au fost dizolvate in 20ml heptan.

Prepararea solutiei de standard de UVB si a solutiei de substanta farmaceutica s-a efectuat
analogic, prin dizolvarea a cate 0,1052 ulei in 20ml heptan.

Au fost testate 3 viteze a gazului vector: 1,0; 1,5 si 2 m/min. Totodata, au fost testate si trei
temperaturi a coloanei: 255, 270 si 300 °C.

In urma determindrilor au fost stabilite conditiile optime de cromatografiere, care au fost
specificate mai sus.

S-au inregistrat cromatogramele standardelor de linalool, camfor si a-terpineol. Pe

cromatograma se poate urmari aria picurilor si timpul de retentie ale acestora (Figura 4.10).
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Fig. 4.10. Gaz- Cromatogramele standardelor de linalool, camfor si a-terpineol (a);
standardului de UVB (b); UVB substanta farmaceutica (c) si a solutiei proba de picaturi
auriculare cu continut de CIP, EC si UVB (c)

Pe cromatograma standardului de UVB au fost detectate picurile de linalool, camfor si a-
terpineol, cu valori foarte apropiate ale timpilor de retentie cu cele ale standardelor de referinta.
Cromatograma UVB substanta farmaceutica, utilizat in prepararea formelor farmaceutice

denota picuri similare cu cele ale standardului. S-a calculat procentul de linalool in UVB substanta
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farmaceutica, care s-a dovedit a fi apropiat cu datele din literatura despre cota parte a acestui
component in uleiul volatil.

S-a inregistrat cromatograma solutiei proba, preparata in conditiile indicate mai sus. Pe
cromatograma probei se identifica picuri similar de pe cromatograma standardelor, cu timpi de
retentie foarte apropiati, de exemplu, cu cel al linaloolului de la 16.996 min. La evaluarea
comparativa a timpilor de retentie si a picurilor cromatografice de referinta ale linaloolului se
observa, ca pentru toate cele 3 solutii analizate: UVB standard, UVB substanta farmaceutica si
proba de forma farmaceutica, timpul de retentie are valori aproape identice. Astfel, se poate
concluziona, ca UVB din componenta formei farmaceutice nu a suferit schimbari, si ca procesul
tehnologic nu a diminuat concentratia componentelor active din UVB. Rezultatele totalizatoare

ale determinarilor cromatografice sunt redate in tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Ariile picurilor si timpii de retentie ale principalelor componente din UVB

standard, substanta farmaceutica si picaturi auriculare, determinate prin metoda GC

.. Valori Valori UVB |Valori UVB subst.| Valori UVB din
Standarde | Parametrii »
standarde Standard farm. probi
Linalool S, mV/_sec 385.802 8.593 8.698 28.246
tr, Min 17.014 17.001 17.012 16.996
Camfor S, mV/§ec 416.578 1.296 1.301 9.131
tr, MIn 16.182 16.167 16.171 16.161
a-terpineol S, mV/§ec 321.813 1.307 1.299 4,106
tr, Min 21.334 21.322 21.324 21.319

S-a determinat continutul de UVB in recalcul la linalool. Rezultatele obtinute denota o
regasire de 98,7% de UVB in picaturile auriculare combinate. Evaluarea statistica a rezultatelor
dozarii UVB 1in picaturile auriculare este redata in tabelul A13.16 (X =7,3480+0,0247;
IQR=0,0360; p=0,065).

Tehnica de lucru elaborata pentru determinarea prin GC a UVB a servit drept baza pentru

standardizarea picaturilor auriculare combinate [295].

4.3. Analiza capsulelor combinate cu PIR, NIC si extract uscat de paducel
4.3.1.1dentificarea principiilor active prin reactii chimice si metode fizico-chimice

Identificarea NIC si a PIR prin reactii chimice.

Identificarea NIC si PIR prin reactii chimice de culoare s-a efectuat tinand cont de structura
chimice a fiecarei substante, prezenta grupelor functionale specifice. Prezenta in molecula NIC a
azotului tertiar s-a demonstrat cu ajutorul reactivilor de precipitare. Acidul sulfuric concentrate pune
in evidenta nicergolina prin reactie de culoare. Grupa aminica alifatica din structura PIR poate fi

usor eliminata la incalzire cu hidroxid de sodiu. Determinarile s-au efectuat pentru substante pure,
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amestec mecanic (1:1) si din forma farmaceutica capsule combinate cu NIC, PIR si EP.
Reactivi si echipament: reactivii Dragendorf (sol. apoasa de tetraiodobismutat de potasiu),
Mayer (sol. apoasa de tetraiodomercurat bipotasic cu adaos de cloralhidrat), Lugol (sol. de iodura de
potasiu si de iod in apa); solutie de acid picric, acid sulfuric concentrate, hidroxid de sodiu 10%; hartie
de turnesol, eprubete de 5,10 si 15 ml; pipete de 1 si 2 ml, balanta electronica OHAUS DV215 C.
Reactii calitative pentru NIC.

Reactia cu acid sulfuric concentrat: cate 0,02 g de NIC substanta individuala si amestec
mecanic 1:1 NIC cu PIR, precum si 0,05 g continut din capsule se dizolva in 2 ml de acid sulfuric
concentrat. Apare o culoare albastra.

Reactii la alcaloizi: cate 0,02 g de NIC substanta individuala si amestec mecanic 1:1 NIC
cu PIR, precum si 0,05 g continut din capsule se dizolva in 5 ml de alcool etilic 96%. La cate 1 ml
de solutii alcoolice se adauga cate 1 ml solutii de reactivi de precipitare: acid picric R, reactivi
Dragendorf, Mayer, Lugol). Efectele analitice ale reactiilor sunt redate in tabelul A14.1.

Reactii calitative pentru PIR.

Reactia cu hidroxid de sodiu 10%: cate 0,02 g de NIC substanta individuala si amestec
mecanic 1:1 NIC cu PIR, precum si masa continutului capsulelor, corespunzatoare pentru 2,0 g de
PIR, se plaseaza in baloane conice de 250,0 ml, se agita cu cate circa 80,0 ml de apa si se filtreaza.
Cate 2 ml din solutiile obtinute se plaseaza in eprubete, se adauga cate 1,0 ml sol. hidroxid de
sodiu 10% si se incélzeste pe baia de apa. Din eprubete se elimina amoniac, care se identifica dupa
miros si colorarea in albastru a hartiei de turnesol.

Evaluarea reactiilor de culoare denota efecte analitice similare pentru substantele active
individuale, din amestec mecanic si din forma farmaceutica.

Identificarea principiilor active din capsule prin spectrofotometrie UV-VIS.

Prin metoda spectrala concomitent cu procesul de identificare prin compararea spectrelor
UV-VIS ale probelor cu cele ale solutiilor standard, se poate face concluzia si despre eventualele
impuritati absorbante: spectrele UV-VIS ale solutiilor proba trebuie sa contina aceleasi maxime
de absorbtie precum in cazul solutiilor standard ale substantelor medicamentoase.

Spectrele UV-VIS atat a substantelor individuale cat si a amestecurilor metanie au fost
analizate in solventii: C2HsOH 96%, faza mobila ACN- CH3OH - Tampon fosfat (40:35:25),
caracteristica nicergolinei (Ph. Eur), solutie HCI 0.1M, solutie metanolica de HCI 0.1M .
Determinarile s-au realizat la Spectrofotometrul UV-VIS Agilent 8453, Germania.

Conform datelor tabelului A14.2 amestecul format din piracetam- nicergolina poate fi
studiat spectrofotometric UV-VIS folosind solventul solutie metanolica de HCI 0.1 M, dat fiind

faptul ca anume pe acest solvent ambele substante au prezentat un continut cantitativ corespunzator
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prevederilor Ph Eur.

Din cercetarile efectuate, s-a constatat, ca extractul de paducel impiedica determinarilor
spectrofotometrice ale nicergolinei si piracetamului, deoarece componentele fenolice ale acestuia
manifesta absorbanta la lungimi de unda foarte apropiate cu maximele celor doua substante.

Rezultatele cele mai bune pentru amestecul mecanic de principii activi au fost obtinute la
utilizarea solutiei metanolice de HCI 0.1M. A fost selectat solventul dat pentru determinarile
spectrofotometrice ale capsulelor si pe motiv ca extractul de paducel nu se dizolva in solutie
metanolica de HCI.

Analiza spectrofotometrica UV-VIS a nicergolinei si PIR in solusie metanolica de HCI 0.1 M.

Prepararea solutiei standard de piracetam: 0,05 g de piracetam standard se dizolva in solutie

metanolica de HCI 0.1 M intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent. Apoi
1,2 ml din solutia obtinuta se trec intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent.
Din solutia obtinuta se ia 2,5 ml si se dilueaza cu acelasi solvent pana la 10 ml.

Prepararea solutiei standard de nicergolina: 0,00509 g de nicergolina standard se dizolva

in solutie metanolica de HCI 0.1 M intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la cota cu acelasi
solvent. Apoi 5 ml din solutia obtinuta se trec intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la cota cu

acelasi solvent. Din solutia obtinuta se ia 2,5 ml si se dilueaza cu acelasi solvent pana la 10 ml.

Prepararea solutiei proba: Continutul unei capsule se dizolva in solutie metanolica HCI 0,1
M 1intr-un balon cotat de 50 ml in circa 40 ml de solvent, se filtreaza, apoi se aduce la cota cu
acelasi solvent (solutia stoc).

Prepararea solutiei proba 1 pentru analiza PIR in capsule: 0,6 ml din solutia stoc se trec

intr-un balon cotat de 50 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent. Se masoara absorbanta solutiei
preparate la spectrofotometru in cuva cu grosimea 1 cm. In calitate de solutie de referinta a servit
solutia A.

Prepararea solutiei proba 2 pentru analiza NIC in capsule: 10 ml din solutia stoc se trec

intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la cota cu acelasi solvent. Apoi din solutia obtinuta se iau
5 ml si se dilueaza cu acelasi solvent pana la 10 ml. Se masoara absorbanta la spectrofotometru in
cuva cu grosimea 1 cm. In calitate de solutie de referinti a servit solutia B.

Prepararea solutiei de referinta: solutia placebo: excipientii: stearat de magneziu 2,5 mg,

amidonglicolat de sodiu 2,5 mg si lactoza monohidrat 240,5 mg, se dizolva in solutie metanolica
HCI 0,1 M intr-un balon cotat de 50 ml in circa 40 ml de solvent, se filtreaza, apoi se aduce la cota
cu acelasi solvent (soluria placebo)._Dilutiile solutiei de referinta pentru PIR: 0,6 ml din solutia
solutia placebo se trec intr-un balon cotat de 50 ml si se aduce pana la cota cu acelasi solvent. Apoi

din solutia obtinuta se iau 5 ml si se dilueaza cu acelasi solvent pana la 10 ml (solutia A). Dilutiile
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solutiei de referinta pentru NIC: 10 ml din solutia placebo se trec intr-un balon cotat de 25 ml si
se aduce pana la cota cu acelasi solvent. Apoi din solutia obtinuta se iau 5 ml si se dilueaza cu
acelasi solvent pana la 10 ml (solugia B).

Se masoara absorbantele solutiilor standard, a solutiilor proba si a solutiilor placebo la
spectrofotometru in cuva cu grosimea 1 cm. in calitate de solutie de referintd a servit solutia
metanolica de HCI 0,1 M. Spectrul UV-VIS a fost studiat in diapazonul 190-300 nm.

Din figura A14.1. se observa ca solutia standard de nicergolina inregistreaza un maxim bine
pronuntat la lungimea de unda de 289 nm, iar solutia standard de PIR — la 205 nm. Pe spectrul solutiei
proba se contureaza maxime de absorbtie la aceleasi lungimi de unda ca si la solutiile standard. Pe
spectrul solutiei EP se observa un maxim in regiunea de absorbtie a NIC, care nu este detectat pe
spectrul solutiei proba din cauza suprapunerii complete. Pe spectrul solutiei placebo se inregistreaza
un maxim la 272 nm, care la fel este suprapus cu cele ale NIC si EP de pe spectrul solutiei proba.

Identificarea NIC si PIR prin metoda HPLC din capsule combinate se efectueaza prin
compararea timpilor de retentie de pe cromatogramele solutiilor proba cu timpii de retentie de pe
cromatogramele standardelor de referinta. Tehnica de lucru si rezultatele analizei cromatografice

sunt prezentate in subcapitolul 4.3.3.

4.3.2. Elaborarea si validarea metodei spectrofotometrice de dozare a PIR si NIC din

capsule operculate

Analiza spectrala prezentata in subcapitolul anterior denota, ca cuantificarea NIC din
capsule se poate efectua doar prin metoda de diferenta, din cauza interferentelor de pe spectrul
solutiei proba: extractul de paducel si placebo manifesta absorbanta in imediata vecinatate a
maximului de absorbtie a NIC.

Astfel, pentru calcularea continutului cantitativ al NIC s-a utilizat formula de calcul:

(Apr'ApI'Ae) *mst *Dpr *P
X = e , unde (4.1)
Ast *mpr *Dst

X — cantitatea de substanta in proba de analizat (g);
Apr — absorbanya soluriei cercetate;

Api — absorbanza soluriei standard;

Ae — absorbanra soluyiei EP;

Dpr — diluria soluyiei proba (ml)

Dst — diluria soluriei standard (ml)

Mst — masa probei standard, g;
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mpy— masa probei cercetate, g.
Continutul cantitativ al piracetamului din capsule se determina conform formulei (4.2) :

Apr *mst *Dpr *P
X = o , unde 4.2)
Ast *mpr *Dest

X — cantitatea de substanta in proba de analizat (Q);
Apr — absorbanya soluriei cercetate;

Dpr — diluria soluyiei proba (ml)

Dst — dilufia soluriei standard (ml)

Mmst — masa probei standard, g;

mpy— masa probei cercetate, g.

Toate determinarile s-au realizat pe 3 serii de capsule operculate combinate, fiind efectuate
cate 6 analize distincte repetate. Rezultatele dozarii NIC si PIR din capsule combinate sunt redate
in tabelul A14.3.

Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii a aratat valori IQR<0,001, P>0,05 (Tabelul
Al4.4) Metoda spectrofotometrica UV-Vis elaborata a fost validata in conformitate cu ghidurile
ICH“Q2R1: Pentru proceduri analitice si validare”.

Determinarea linearitarii.

S-a cercetat linearitatea metodei spectrofotometrice de dozare a PIR si NIC pe domeniile
de concentratie 5-40 pug/ml. Astfel, s-au preparat solutiile standard stoc de substante: 5 probe cu
concentratiile 5, 10, 24, 30 si 40 pg/ml pentru PIR si 5, 10, 15, 20 si 30 pg/ml pentru NIC. Acestea
au fost analizate la spectrofotometru, fiind obtinute spectrele (Figura 4.11) si absorbantele

solutiilor standard de NIC si PIR. Determinarile au fost efectuate in triplicat
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Fig. 4.11. Spectrele de absorbtie ale solutiilor standard de PIR (a) si NIC (b) in solutie

metanolica de HCI 0,1 M la determinarea linearitaitii

Ecuatiile regresiei liniare pentru cele doua substante au fost calculate prin metoda celor
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mai mici patrate (tabelele A 14.5 si A14.6).
Rezultatele au fost confirmate si prin optiunea Trendline Excel, fiind trasate cate 3 drepte

de etalonare ale celor 3 determinari pentru fiecare serie de forma medicamentoasa (Figura 4.12).
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Fig. 4.12. Dreptele de etalonare ale solutiilor standard de PIR (a) si NIC (b) (n=3 determinari).

Determinarea limitei de detectie si de cuantificare.

Limita de detecrie a fost calculate in baza deviatiei standard. Valorile SD a interceptiilor si
mediile pantelor dreptelor de regresie pentru calcularea LOD si LOQ sunt redate in tabelele A14.7
si Al14.8. Valoarea limitei de detectie pentru PIR este de 0,369 ug/ml, iar valoarea limitei de
detectie pentru NIC este de 1,737 pg/ml.

Limita de cuantificare la fel au fost calculate in baza deviatiilor standard, si au constituit
pentru PIR 1,118 pg/ml si pentru NIC 5,265 pg/ml.

Determinarea exactitarii dozarii. Exactitatea metodei spectrofotometrice de dozare a PIR
si NIC din capsule s-a studiat prin calcularea regasirii acesteia in proba luata in analiza. Pentru
aceasta s-a utilizat metoda de analiza de 3 ori a unei solutii standard si a substantei analizate si
s-a calculat regasirea cantitatii de substanta de referinta cunoscuta, in domeniul de concentratie
stabilit prin testul de liniaritate cuprins intre 80-120%, in raport cu cantitatea teoretica de substante.

Prepararea solutiilor — standard: Solutiile standard au fost preparate conform procedurii

descrise in capitolul 4.1.2.
Prepararea probelor. Prepararea solutiei stoc: Solutiile stoc A (PIR) si B (NIC): cate 0,05¢g

PIR si 0,005 g de NIC (masa exacta) substanta se plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea 25,0
ml, se dizolva in 5 ml solutie metanolica HCI 0,1M, se agita pana la dizolvare si se omogenizeaza,
apoi se completeaza cu acelasi solvent pana la cota si se amesteca. Se repeta procedura de 3 ori
pentru a obtine 3 solutii stoc (solutie stoc 1A; 2A; 3Asi 1B; 2B; 3B).

Prepararea solutiilor exactitate 1: Cate 1 ml solutie stoc 1A; 2A; 3A si 1B; 2B; 3B se

plaseaza in baloane cotate cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu acelasi solvent (solutie
metanolica HCI 0,1M) pana la cota. Solutiile se utilizeaza proaspat preparate.
Prepararea solutiei exactitate 2: Cate 1,25 ml solutie stoc 1A; 2A; 3A si 1B; 2B; 3B se
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plaseaza in baloane cotate cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu acelasi solvent (solutie
metanolica HCI 0,1M) pana la cota. Solutiile se utilizeaza proaspat preparate.
Prepararea solutiei exactitate 3: Cate 1,5 ml solutie stoc 1A; 2A; 3A si 1B; 2B; 3B se

plaseaza in baloane cotate cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu acelasi solvent (solutie
metanolica HCI 0,1M) pana la cota. Solutiile se utilizeaza proaspat preparate.

Se inregistreaza spectrele pentru toate solutiile preparate dupa tehnicile descrise mai sus.
Se calculeaza concentratie solutiilor exactitate 1, 2 si 3. Se calculeaza % de regasire pentru fiecare
solutie analizata a celor trei domenii de concentratii.

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelele (A14.9) si (A14.10). in urma determinarilor s-
a stabilit ca metoda este exacta, RSD pentru ambele substante nu depaseste 1%.

Determinarea preciziei dozarii.

Pentru a prezice domeniul in care se gaseste valoarea adevarata este necesara o estimare a
acestei erori, acest lucru facandu-se prin repetarea masuratorii de mai multe ori. Din acest proces
se obtin doi parametri importanti si anume: valoarea medie si variabilitatea masuratorilor. Modul
de preparare a solutiei stoc este expusa la parametrul Exactitate.

Pregatirea solutiei de analizat: cate 1,25 ml solutie stoc 1A; 2A; 3A si 1B; 2B; 3B se

plaseaza in baloane cotate cu capacitatea de 25 ml si se completeaza cu acelasi solvent (solutie
metanolica HCI 0,1M) pana la cota. Solutiile se utilizeaza proaspat preparate.

Tehnicile de pregatire a solutiilor standard de PIR si NIC sunt redate la fel la determinarea
parametrului Exactitate. Pentru a determina gradul de precizie, s-a cercetat repetabilitatea si
precizia intermediara pentru PIR (tabelul A14.11) si NIC (Tabelul A14.12).

Repetabilitatea: rezultatele independente sunt obtinute folosind aceeasi procedura, pe

probe identice, in acelasi laborator, de catre acelasi operator, utilizand acelasi echipament si intr-un
interval scurt de timp. Repetabilitatea analizei (precizia intra — proba) se studiaza utilizand un minim
de 9 determinari acoperind domeniul specific de concentratie (de exemplu 3 determinari la 3 valori ale
concentratiei), sau un minim de 6 determinari la o valoare de 100% din concentratia solutiei ce urmeaza
a fi testate [373]. Repetabilitatea a fost determinata pentru 6 probe, la nivelul de concentratie a
substantei medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, respectandu-se aceleasi conditii.

Precizia intermediara: rezultatele independente sunt obtinute folosind aceeasi procedura,

pe probe identice, in acelasi laborator, de catre diversi operatori, folosind echipamente diferite si
intr-un interval de timp dat. Precizia intermediara a fost cercetata in 2 zile diferite, in acelasi
conditii, efectuandu-se cate 6 determinari [124].

Rezultatele obtinute denota ca, metoda elaborata este precisa, valorile deviatiei standard

relative fiind mai mici decat 1%.
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Determinarea robusterii. Robustetea s-a determinat prin variatia lungimilor de unda a
maximelor de absorbtie £2 nm (Tabelul A14.13). Rezultatele obtinute denota ca, metoda

spectrofotometrica elaborata este robusta, deviatia standard relativa fiind mai mica decat 1,0%.

4.3.3. Determinarea PIR si NIC din capsule operculate prin HPLC

NIC si PIR (standarde secundare farmaceutic, trasabile la USP si PhEur), au fost
achizitionat de la Sigma-Aldrich (standarde HPLC GmbH, Germania). Trei serii experimentale
(01, 02, 03) de capsule operculate cu continut de NIC, PIR si EP au fost preparate in Laboratorul
de Elaborare, Analiza, Standardizare si Control al Medicamentului al CSM, cu concentratie de
NIC 4,50 mg/ capsula, PIR — 200,00 mg/capsula si EP — 50,00 mg/capsula.

S-au utilizat reagentii si solventi cu grad de puritate HPLC, in corespundere cu Ph. Eur.
Aparatura: Metoda analitica a fost dezvoltata folosind un sistem de cromatografie lichida de inalta
performanta (Shimadzu-20A cu detector UV-VIS (Japonia). Ingredientele active (NIC si MU) au
fost separate pe o coloana EC/Nucleosil C18 Sum (100* 4,6mm), detector UV-Vis.

Conditii de cromatografie: Faza mobila a fost preparata prin amestecarea acetonitrilului metanol
si cu tampon fosfat pH 7,0 in raport de 40:35:25 la volum, filtrarea solutiei s-a efectuat sub vid printr-un
filtru de capron Millipore XF 5423050 (0,45 pum) si degazare in DONAU-LAB SONIC DLS 660 T/H.
Temperatura coloanei cromatografice a fost de 30°C; volum de injectare 20 ul; debit faza mobila — 1,5
ml/min; eluare izocratica. Lungimile de unda ale detectorului au fost setate la 288 nm pentru NIC si 220
nm pentru PIR. Timpul de retentie a fost de 1,91 min pentru PIR si 5,61 min pentru NIC.

Dezvoltarea si validarea metodei.

Prepararea solutiei standard NIC: Cantitatea adecvata de NIC (2 mg) a fost cantarita cu
precizie si transferata intr-un balon cotat de 10 ml, apoi dizolvata si diluata la marcaj cu faza
mobila ACN:MeOH:Tampon fosfat pH=7=40:35:25 (nu se centrifugheaza). 1,0 ml din solutia
obtinuta se dilueaza cu acelasi solvent la 10 ml pentru a obtine o solutie cu concentratie cunoscuta
de aproximativ 20 pg/ml (nu se filtreaza).

Prepararea solutiei standard de PIR: cantitatea adecvata de PIR (20 mg) a fost cantarita cu
precizie si transferata intr-un balon cotat de 10 ml, apoi dizolvata si diluata pana la semn cu faza
ACN:MeOH:Tampon fosfat pH=7=40:35:25 (nu se centrifugheaza). 5,0 ml din solutia obtinuta se
dilueaza cu acelasi solvent la 10 ml pentru a obtine o solutie cu o concentratie cunoscuta de
aproximativ 1000 pg/ml (nu se filtreaza).

Prepararea solutiei proba: circa 0,100 g din continutul capsulelor se transfera intr-un balon
cotat de 25 ml si se dilueaza cu faza mobila ACN:MeOH:Tampon fosfat pH=7=40:35:25, se
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centrifugheaza (5mii rot/min-5min). 5,0 ml din solutia obtinuta se dilueaza cu faza mobile in balon
cotat pana la 10 ml.

Prepararea solutiei placebo: Toti excipientii fara substantele active au fost amestecati in
cantitatile prevazute pentru prepararea formei farmaceutice finite. 0,10 g din amestecul placebo se
transfera intr-un balon cotat de 25 ml si se dilueaza cu faza mobila ACN:MeOH:Tampon fosfat
pH=7=40:35:25, se centrifugheaza (5mii rot/min-5min). 5,0 ml din solutia obtinuta se dilueaza cu
faza mobile in balon cotat pana la 10 ml.

Controlul utilitatii sistemului cromatografic: Inainte de efectuarea analizei, coloana
cromatografica se stabilizeaza cu faza mobila timp de 10 min, apoi se cromatografiaza 20 pul de solutie
standard pana se obtin timpii de retentie stabiliti (1,91 min PIR si 5,61 min NIC) dupa doua injectii
consecutive; se obtin cel putin 3 cromatograme pentru fiecare solutie standard. Sistemul cromatografic
este considerat util atunci cand: performanta coloanei, calculata prin varfurile NIC si PIR, este de cel
putin 2000 de placi teoretice; coeficientul de asimetrie a varfului, calculat la ¥ din inaltimea varfului,
nu depaseste 1,5; abaterea standard relativa a zonei varfului nu depaseste 2,0%.

Determinarea cantitativa. Fiecare 20 pl de solutie proba si solutii standard au fost
cromatografiate, obtinandu-se cel putin 5 cromatograme din fiecare solutie in aceleasi conditii
indicate mai sus. Au fost apoi determinate valorile medii ale zonelor de varf NIC si PIR in
cromatogramele solutiei de proba (San) si solutiilor standard (Sst). Cromatogramele solutiilor
standard cu concentratii de 20 pg/ml NIC si 1000 pg/ml PIR, solutia proba si solutia placebo sunt
prezentate in figura Al4.2 si figura Al14.3. Continutul de NIC si PIR in forma farmaceutica (Xg)
a fost calculat conform standardelor.

Metoda a fost validata conform ghidului ICH [124].

Liniaritate. Linearitatea metodei cromatografice a fost evaluata in intervalul 5,0-30,0
ug/ml pentru NIC si 600,0 — 1200,0 pg/ml pentru PIR, utilizand solutii de cinci niveluri de
concentratie. Linearitatea a fost evaluata prin analiza de regresie liniara. Ecuatia de regresie a fost
calculata pentru fiecare curba. Au fost preparate trei serii independente de solutii standard de lucru
(la cinci niveluri de concentratie diferite) de NIC si PIR. Determinarile au fost efectuate in triplicat,
fiind construita curba de calibrare.

Sensibilitate (LOQ si LOD). Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ) a

NIC si PIR au fost determinate prin analiza solutiilor de substanta si masurarea raportului semnal-

zgomot cu valori RSD (n = 3) mai mici de 10%.
Acuratete. Pentru a determina acuratetea metodei de testare HPLC pentru NIC si PIR,
metoda de adausului standard (imbogatirea probei) a fost utilizata prin analizarea solutiilor in

triplicat cu concentratii de 80%, 100% si 120% si a fost calculata recuperarea procentuala a
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cantitatii de substanta, valoarea RSD fiind evaluata pentru fiecare nivel de concentratie (Tabelul
4.14) [124].

Precizie. Determinarea preciziei metodei s-a realizat prin evaluarea repetabilitatii pentru 6
probe, la nivelul de concentratie al substantei medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, cu
respectarea acelorasi conditii (Tabelul Al14.15) si preciziei intermediare, care s-a determinat
efectuand 6 determinari in 2 zile diferite, in aceleasi conditii: acelasi laborator, de catre diferiti
operatori, folosind diferite echipamente si intr-un anumit interval de timp (Tabelul A14.16).

Robustete. Robustetea a fost determinata prin varierea urmatoarelor conditii
cromatografice: debitul fazei mobile cu + 0,1 ml/min, cantitatea de acetonitril in faza mobila cu +
2% si temperatura coloanei cu + 5°C [124] (Tabelul A14.17).

Specificitate. Specificitatea metodei a fost evaluata prin analiza cromatogramelor
picaturilor si a solutiei placebo (Figura 4.3). Aceasta analiza a fost efectuata pentru a verifica
absenta oricarui semnal de la excipienti la timpii de retentie ai compusilor activi.

Analize statistice. Analiza statistica a fost efectuata utilizand software-ul Statistical
Package for the Social Sciences (IBM SPSS Statistics 26).

Dezvoltarea si optimizarea metodei.

O buna separare a varfurilor NIC si PIR a fost observata cand se utilizeaza
ACN:MeOH:Tampon fosfat pH=7=40:35:25 si debit de 1,5 ml/min. Timpul total de rulare a fost de
10 minute. Temperatura optima a coloanei cromatografice a fost de 30°C. In conditii optimizate, timpii
de retentie au fost 1,91+0,011 min pentru PIR si, respectiv, 5,610,004 min pentru NIC. Metoda
dezvoltata a permis analiza a doua ingrediente active in picaturi intr-un singur test (Figura 4.3).

Rezultatele studiului de liniaritate au aratat o relatie liniara in intervalul de concentratie de
8-12 pug/ml pentru NIC si 600-1200 pg/ml pentru PIR. Pentru a evalua acuratetea rezultatelor
obtinute in analiza de regresie, a fost efectuata analiza reziduala. Distributia reziduurilor poate fi
considerata normala deoarece valoarea probabilitatii pentru testul Shapiro-Wilk este mai mare

decat valoarea de 0,05. Rezultatele analizei de regresie sunt prezentate in tabelul 4.9.

Tabelul 4.9. Analiza de regresie in studiile de linearitate

Parametrii statistici NIC PIR
Nivel de semnificatie, o 0,05 0,05
Numar de determinari 30 30
R? 0.99400 0.99520
R 0.99699 0.99759
Deviatia standard, s 18055,66 69770,96
Panta, a 62349,0 4552,80
Interceptia, b -70291,00 +1E+06

Parametrii de calibrare indica o liniaritate buna: coeficientii de corelatie (R) si coeficientul
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de determinare (R?) sunt mai mari de 0,9900 pentru ambele substante. A fost testatd semnificatia
statistica a coeficientilor de regresie. Atat in curba de calibrare pentru NIC, cat si pentru PIR,
interceptia nu este semnificativ diferita de zero (p > 0,05).

Limita de detectare si limita de cuantificare (LOD si LOQ). Rezultatele determinarilor au
aratat un LOD de 0,9556 pg/ml pentru NIC; 50,5719 pg/ml pentru PIR; LOQ de 2,8895 pg/ml
pentru NIC si, respectiv, 153,2732 pg/ml pentru PIR [98].

Dupa cum se poate observa in figura A14.1, nu exista varfuri de interferenta la timpii de
retentie corespunzatori analitilor. Dupa cum se indica in TabelulA14.14, valorile RSD sunt intre
0,00 — 0,69. Valorile de recuperare a substantei de cel putin 99,95% si maxim 100,02% indica
aplicabilitatea metodei de analiza cantitativa, limitele acceptate fiind de la 98,0% la 102,0%.

Rezultatele determinarilor au aratat ca metoda este precisa in limite acceptabile. RSD a fost
calculat pentru timpul de retentie, zona de varf si concentratie, toate valorile fiind mai mici de 1%
(Tabelul A14.15 si Tabelul A14.16) [124].

Rezultatele testului de robustete au aratat, ca la o modificare minora a conditiilor metodei,
cum ar fi compozitia si debitul fazei mobile, temperatura coloanei, metoda este robusta. S-a realizat
0 buna separare, iar valorile RSD sunt in limite si nu depasesc 2,0% (Tabelul A14.17).

Metoda HPLC dezvoltata si validata a fost aplicata pentru separarea, identificarea si
cuantificarea ingredientelor active (NIC si PIR) in picaturi auriculare combinate, serii
experimentale de laborator. Identificarea principiilor active in forma farmaceutica a fost realizata
prin compararea spectrelor UV-Vis si a timpilor de retentie pe cromatograme cu cei ai
standardelor. Curbele de calibrare au fost utilizate pentru a calcula continutul de analit al probelor
de picaturi examinate. Rezultatele acestei analize sunt prezentate in Tabelul 4.10, care a aratat o

acuratete si precizie satisfacatoare.

Tabelul 4.10. Determinarea NIC si PIR in capsule (serii experimentale) prin metoda

elaborata si validata

Substanta Continut Continut determinat Abaterea standard relativa
testata declarat, mg (n=6, a=0.05) (mg/capsula) (RSD, %)
NIC 4,5 4,5012+0.0001 0,27
PIR 200 200,19+0.0003 0,39

Pentru prima data a fost dezvoltata o metoda HPLC pentru cuantificarea simultana a doua
substante active (NIC si PIR) in capsule combinate pentru tratamentul surditatii. in procesul de
validare a metodei s-a constatat ca toti parametrii s-au incadrat in limitele acceptate de ghidurile
ICH, stabilindu-se o liniaritate foarte buna, o sensibilitate acceptabila. Rezultatele obtinute au
confirmat specificitatea metodei, precizia, acuratetea si robustetea, valorile RSD sunt in limite si
nu depasesc 2,0% (tabelul A14.18): X=0,0045450, SD=0,00003886; IQR=0,00008; P>0,05.
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Metoda dezvoltata a fost inclusa in Monografia Farmacopeica pentru capsule combinate
cu continut NIC si PIR.

4.3.4. Analiza EP prin metoda HPLC

Determinarea cromatografica a EP din capsule a inclus aceleasi etape de elaborare a
metodei, descrise la determinarea continutului de NIC si PIR.

Condirii de analiza cromatografica: Coloana cromatografica: EC/4,6 NUCLEOSIL 100-5
C18 cu dimensiunile 150 x 4,6 mm, marimea particulelor 5 um); detectia in UV — 325 nm;
temperatura coloanei —30°C; Volumul injectiei — 20 ul;

Faza mobila: Se amesteca acetonitril: tampon fosfat pH=3,0 intr-un raport de 18:82 (v/v),
amestecul se filtreaza printr-un filtru de capron Millipore XF 5423050 (0,45 um) si se degazeaza.
Acest sistem de solventi a fost selectat in urma determinarilor repetate pe mai multe faze mobile
cu diverse corapoarte de solventi. Sistemul utilizat pentru determinarea NIC si PIR
(ACN:MeOH:Tampon fosfat pH=7=40:35:25) nu a permis separarea optimala a componentelor
EP din capsulele combinate.

Solutia Tampon fosfat pH=3: 6,8 g KH2PO4 kaliu dihidrofosfat se dizolva in 1000 ml apa,
iar pH-ul solutiei se ajusteaza potentiometric cu acid fosforic concentrat pana la pH=3.

Soluria standard: Circa 5 mg (masa exacta) substante de referinta (rutozida) se dizolva in
etanol de 40% (40 ml etanol 96% se dizolva in 100 ml apa) pana la 10 ml, iar apoi se centrifugheaza
(5mii rot/min-5min) (Solurie A). Din solutia A se preleveaza cate 5 ml si se dilueaza cu faza mobila
(acetonitril: tampon=18:82) pana la 10 ml (concentratia St=250 pg/ml) (Solutia B).

Soluria proba: 0,1 g continut din capsula se dizolva in etanol de 40% (40 ml etanol 96% se
dizolva in 100 ml apa) pana la 25 ml, iar apoi se centrifugheaza (5mii rot/min-5min) (Solusia A).
Din solutia A se preleveaza cate 5 ml si se dilueaza cu faza mobila (acetonitril: tampon=18:82)
pana la 10 ml (concentratia EP=200mcg/ml).

Testul pentru utilitatea sistemului cromatografic: Se injecteaza 20 ul de solutii standard
pana cand se obtin timp de retentie pentru rutozida — 5,4 min dupa doua injectii consecutive;
inregistrand cel putin 3 cromatograme in conditiile descrise mai sus.

Efectuarea analizei. In coloana cromatografica se injecteaza pe rand cate 20 pl solutie
standard si solutie proba inregistrand cel putin 5 cromatograme. Se determina valorile medii pentru
aria picului de rutozida in cromatogramele probei si solutiile standard (Figura 14.13).

Continutul de flavonozide in recalcul la rutozida in capsule (X, %) se calculeaza in baza

rezultatelor standardelor, utilizand formula:
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¥ = Sx'Mst25-10-5 100 43)
Sst'Mcap-10-10-5

unde:

X — continutul cantitativ de substanta activa in capsule, %;

S x —aria picului solutiei proba;

S st —aria picului solutiei standard;

mcap — masa probei luata pentru analiza, g;

m st — masa substantei standard, g;

3 TeAGT ™ m
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Fig. 4.13. Cromatogramele solutiei standard de rutozida (A), a solutiei standard de EP (B)
si a solutiei proba din capsule combinate (C)

Cantitatea de flavonozide in extractul de paducel din capsule trebuie sa fie de la
0,400%/500mg pana la 0,600%/500 mg.

Rezultatele determinarilor arata (Tabelele A14.19 si A14.20), ca continutul flavonozidelor
(recalcul la rutozida) in capsule si in extractul de paducel substanta farmaceutica sunt practic
identice, ceea ce demonstreaza ca actiunea farmacologica antioxidanta a capsulelor este identica
cu cea a EP individual, si ca substantele auxiliare, procesul tehnologic de preparare a capsulelor
nu influenteaza continutul de principii active din extractul vegetal [45].

Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii flavonozidelor in recalcul la rutozida din capsule
combinate este redata in tabelul A14.21: X=0,5204117, SD=0,00825760; IQR=0,01648; P>0,05.

4.4. Standardizarea picaturilor auriculare combinate
4.4.1. Stabilitatea picaturilor auriculare cu IHF si MU 7n condizii de stres si

determinarea termenului de valabilitate in condizii obisnuite

Stabilitatea unui produs farmaceutic prezinta un criteriu important, datorita caruia pot fi
determinate puritatea si siguranta acestuia. Schimbarile care pot fi sunt identificate pe parcursul
studiului, denota aparitia eventuala unor produsi de degradare, care pot provoca consecinte grave

asupra sanatatii pacientului sau scaderea dozei de principii active, ulterior, efectul farmacologic v-
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a lipsi. De aceea, este indispensabil sa se cunoasca puritatea si cum se comporta substantele active
in diferite conditii de mediu, iar studiile de stabilitate efectuate la faza elaborarii produsului sunt
menite sa rezolve acest probleme. Conform ghidurilor ICH, in momentul elaborarii produsului
trebuie sa se petreaca studiile de stabilitate atat in conditii normale, pentru a urmari calea de
degradare a substantei medicamentoase in timp real, cat si in conditii de stres, pentru a identifica
produsii de degradare cu elucidarea, in continuare a structurii lor [248].

Studiul profilurilor de degradare ale substanzelor active.

Profilul de degradare al MU.

MU prezinta una din cele mai utilizate baze azotate in practica medicala, datorita spectrului

larg al efectelor farmacologice. S-a stabilit ca MU normalizeaza metabolismul nucleic, accelereaza
regenerarea celulara si inhiba activitatea enzimei proteolitice, deoarece are efect antiinflamator
[205]. In baza unor studii, s-a determinat ca in solutii apoase sub actiunea oxidantilor puternici se
produc transformari in structura inelul pirimidinic, modificand proprietitile lui. In solutiile
puternic alcaline substanta se oxideaza, formandu-se o sare de sodiu si are loc degradarea ulterioara
a inelului pirimidinic cu formarea oxalatului de sodiu [233].

Profilul de degradare a IHF.

IHF este un derivat al aldehidei 5-nitrofuranice, cu un spectru larg de activitate
antibacteriana, atat fata de microorganismele gram pozitive, cat si fata de microorganismele gram
negative [244]. Compusii furanului manifesta instabilitate hidrolitica, si IHF nu este o exceptie.
Degradarea hidrolitica se pare sa fie mult mai lentd la solutie acida (pH=4,0) comparativ cu
solutiile neutre (pH=7,0) si alcaline (pH=9,0), procesul de degradare fiind favorizat de
temperatura. Studiul structurilor produselor de degradare hidrolitica a sugerat, ca in functie de
valorile pH-ului, degradare se petrece prin protonarea compusului, urmata de scindarea legaturii
simple N-N, scindarea inelului si reducerea inelului heterociclic [30]. Hidroliza IHF in mediu
alcalin este urmata de eliberarea produselor de degradare: aldehida 5-nitrofuranica si izoniazida.

Influensa factorilor de stres asupra stabilitarii picaturilor auriculare: variayii ale pH-ului,
oxidare, temperatura, umiditate, lumina.

In evaluarea degradarii in conditii de stres, cele mai esentiale conditii sunt hidroliza acida
sl bazica, oxidarea, fotoliza si degradarea termica. Au fost efectuate studii privind influenta acestor
factori asupra stabilitatii IHF si MU din picaturile auriculare combinate. Dozarea principiilor activi
in urma degradarilor fortate s-a efectuat prin metoda HPLC.

Studii de degradare fortati.

Prepararea probei pentru hidroliza acida: se amesteca 3,0 ml de forma farmaceutica cu 3,0

ml de solutie de acid clorhidric 1 M, se agiti bine timp de 3 ore pe o baie de api la 70°C.
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Pregatirea probei pentru hidroliza bazica: 3,0 ml de forma farmaceutica se amesteca cu 3,0
ml de solutie de hidroxid de sodiu 1 M, se agita bine timp de 3 ore pe o baie de apa la 70°C.

Pregatirea probei pentru stres oxidativ: 3,0 ml de forma farmaceutica se amesteca cu 3,0
ml de solutie de peroxid de hidrogen 5%, se agita bine timp de 6 ore la 25°C.

Pregatirea probei pentru stres termic: forma farmaceutica a fost plasata intr-un termostat la
60°C timp de 1 luna.

Pregatirea probei pentru expunerea la lumina: 5,0 ml de forma farmaceutica au fost expuse
la lumina UV (254 nm) timp de 7 zile.

Dupa expunerea la diversi factori nocivi, probele de 0,5 ml au fost diluate cu faza mobila
la un volum de 25 ml (s-au obtinut concentratii de 10 pg/ml IHF si 400 pg/ml MU), filtrate prin
filtre cu membrana de 0,22 pum si supuse cromatografiei prin metoda HPLC.

In figurile A15.1 si A15.2 sunt redate cromatogramele IHF si MU din solutia proba din
forma farmaceutica supusa stresului hidrolitic acid.

A fost evaluat continutul cantitativ de IHF si MU 1in intervalul orar 0-48 ore. Rezultatul

determinarilor este redat in figura 4.14a.
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Fig. 4.14. Modificarile concentratiei IHF si MU in urma hidrolizei acide (a) si bazice (b).

In urma testului efectuat, datele obtinute prezentate in figura A15.2, se constata, ca MU
este stabil la hidroliza acida. lar IHF este instabil, observandu-se o degradare practic completa
dupa 48 de ore (aproximativ 70%).

La hidroliza bazica (Figurile A15.3 si Al15.4) se constata, ca IHF prezinta variatii de
concentratie, degradeaza practic complet, fapt explicat prin hidroliza la nivel de grupare
hidrazinica, dar si descompunerea ciclului furanic, produsii de degradare in mediul bazic fiind de
natura alifatica (Figura A15.3 (4)). MU isi mentine constant valorile concentratiei pe parcursul
studiului. A fost evaluat continutul cantitativ de IHF si MU in intervalul orar 0-48 ore. Rezultatul
determinarilor este redat in figura 4.14b.
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Stres oxidativ.

In studiile de stabilitate, cercetarea profilului de degradare oxidativa este de o importanta
majora, in special, pentru stabilirea impactului oxigenului din aer in procesul de depozitare a
produsului. In figurile A15.5 si A15.6 sunt reprezentate cromatogramele IHF si MU din forma

farmaceutica supusa stresului oxidativ, iar evaluarea continutului cantitativ de principii active este
redata in figura 4.15a.
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Fig. 4.15. Modificarile concentratiei IHF si a MU in urma urma stresului oxidativ (a) si
fotolitic (b)

Se constata, ca dupa 24 de ore de stres oxidativ cu peroxid de hidrogen de 5 %, MU este
stabil. Dar in cazul IHF se observa o scadere majora a concentratiei pe parcursul studiului cu 22,16
%, fapt ce denota instabilitatea lui la oxidare, prin inceperea unor procese de degradare.

Stres fotolitic.

Analizarea fotostabilitatii substantelor medicamentoase se realizeaza pentru a stabili cu
adevarat daca expunerea lor la fluxul de lumina poate afecta caracteristicele preparatului. S-au
inregistrat cromatogramele solutiilor obtinute dupa 0, 3 si 24 ore de expunere la lumina (Figurile
Al15.7, A15.8). A fost evaluat continutul cantitativ de IHF si MU 1in intervalul orar 0-24 ore.
Rezultatul determinarilor este redat in figura 4.15b.

In baza datelor obtinute se constats, ca lumina are un impact negativ asupra IHF, care
degradeaza accelerat dupa 24 de ore de stres fotolitic cu 54,14%. In cazul MU se observi o crestere

a concentratiei cu 19,65% in primele 3 ore, apoi aceasta incepe sa scada, ceea ce la fel denota un
proces de degradare.

Stres termic.
Un alt factor destul de important care poate sa afecteze calitatea medicamentelor este
temperatura. S-a studiat ce modificari poate sa survina in forma medicamentoasa supusa stresului

termic. S-au inregistrat cromatogramele solutiilor obtinute dupa 0, 3 si 24 ore (Figurile A15.9,
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A15.10 — la 40°C si figurile A15.11, A15.12 — la 60°C).
A fost evaluat continutul cantitativ de IHF si MU 1in intervalul orar 0-48 ore. Rezultatul
determinarilor este redat in figura 4.16a si 4.16b.
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Fig. 4.16. Modificarile concentratiei IHF si MU in urma stresului termic 40°C si 60°C

Datele obtinute denota, ca ambele substante nu sunt stabile la temperatura, observandu-se
0 micsorare a concentratiilor pe parcursul testului, fapt ce denotd aparitia unor produsi de
degradare la stresul termic.

Evaluarea vdscozitarii picaturilor auriculare combinate in procesul studiilor de stabilitate.

Este demonstrat faptul, ca absorbtia substantelor medicamentoase din picaturile auriculare
depinde atat de concentratia de medicament dizolvata cat si de durata de contact a tesutului extern cu
fluidul care contine medicamentul. Deoarece medicamentul este indepartat prin eliminarea fluidului
si/sau absorbtia in tesutul urechii, substanta activa se furnizeaza in lichidul alimentat din vehiculul
polimeric. In consecinta, utilizarea unui vehicul polimeric faciliteaza mai usor incarcarea tesutului otic
avand in vedere rata de penetrare tipica lenta si scazuta a antibioticelor insolubile in apa.

La etapa de cercetare a stabilitatii picaturilor auriculare policomponente, este extrem de
important ca forma farmaceutica sa-si pastreze valorile vascozitatii in limitele normale — de la 10 pana
la 30 P-102. Determinarile initiale s-au efectuat la data de 16.10.2021 pentru picaturile auriculare din 3
serii cercetate. Ulterior determinarile au fost repetate cu periodicitatea de 3-6 luni (Tabelul A15.1 si
Figura A.15.13). Din datele obtinute se atesta o stabilitate a consistentei si a proprietatilor reologice a
picaturilor auriculare la depozitare in conditii normale, la temperatura de 25°C.

Monitorizarea variariilor de pH pe perioada studiilor de stabilitate.

pH-ul solutiei a fost monitorizat pe tot parcursul perioadei de depozitare, deoarece, dupa
cum s-a relatat anterior, pastrarea si mentinerea unui interval de pH favorabil, duce la marirea
perioadei de depozitare si stabilitate mai indelungata. Masurarea pH-ului s-a efectuat la intervalele

stabilite de 3,6,12, 18, 24 luni (Tabelul A15.2). Din aceste date, putem observa ca pe parcursul
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depozitarii, toate seriile pilot luate in studiu, au avut o fluctuatie de pH, in mare parte avand
tendinta de micsorare a acestuia. Totodata putem mentiona, ca valorile pH-ului se incadreaza in
limitele permise (4.5 - 7.0).

auriculare.

Un aspect prioritar al studiilor de stabilitatea este de a stabili perioada de valabilitate a
preparatului. Ghidul international armonizat ICH Q1E, recomanda ca sa fie stabilita o perioada de
retestare a duratei de viata a medicamentului. In acest scop, se utilizeazi analiza de regresie a datelor
de stabilitate, degradarea fiind factorul primordial in analiza de durata pe termen lung [158].

Forma farmaceutica a fost depozitata pentru 24 de luni, in conditii obisnuite, la temperatura
de 25 °C £ 2 °C; umiditatea relativa 60% = 5%. Periodicitatea testului in timp real s-a efectuat la
interval egale de timp: 0, 1, 3, 6, 18, 24 luni. In aceasta perioada s-au monitorizat principalii
parametri de calitate: identificare, pH, aspect, vascozitate si continutul substantelor active
(determinat prin metoda HPLC). Rezultatele determinarilor sunt prezentate in tabelul A15.3. Dupa
cum se observa din tabel, dupa pastrarea timp de 6 luni, parametrii de calitate selectati au fost in
limitele stabilite de specificatia de calitate [178].

Aceste studii au permis stabilirea perioadei de valabilitate pentru picaturile auriculare
combinate cu IHF si MU de 2 ani (24 de luni), cu selectarea ambalajului care ar proteja produsul

de lumina, depozitare la temperaturi sub 25°C.

4.4.2. Stabilitatea picaturilor auriculare cu conginut de EC, CIP si ulei volatile de busuioc

in condiii de stres si determinarea termenului de valabilitate 7n conditii obignuite

Profilul de degradare al CIP. Studiile privind cercetarile de stabilitate efectuate pentru
evidentierea profilului de degradare in conditii accelerate a CIP s-au efectuat cu scop de a
demonstra selectivitatea metodei analitice de dozare a CIP in prezenta produselor de degradare,
unde s-a constatat, ca ciprofloxacina are o tendinta majora spre degradare fotochimica la expunerea
UV, cantitatea careia se mareste la trecerea CIP in solutie. Totodata, s-a constat ca cresterea
continutului de impuritati cu pana la 15%, se datoreaza fenomenului de degradare fotolitica si in
consecinta scade continutul de ciprofloxacina din forma farmaceutica studiata [204, 200]. Unele
date din literatura, Torniainen K, et.al., 1996 prezinta informatii despre influenta pH-ului asupra
cineticii solutiilor cu continut de CIP, prin modificarea timpului de injumatatire (t 1/2), daca se
va actiona fotochimic cu lampa de mercur la lungimea de unda 313 nm (Tabelul A15.4), astfel s-
a demonstrat ca pH-ulul este unui dintre factorii decisivi si importanti in procesul de degradare
fotolitica [287].
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In acest context, a fost evaluat profilul pH-ului la degradarea fotolitica a CIP (Tabelul
A15.4). Studiile de degradare accelerate, la temperatura de 60°C timp de 3 zile si lumina UV timp
de 24 ore, au demonstrat ca CIP este stabila termic la o scadere usoara a pH-ului. La fel s-a constat
ca lumina este factorul de stres care provoaca degradarea mai accentuata a CIP, cu obtinerea
etilendiaminoderivatului CIP (produs de degradare a CIP) [337].

Conform datelor acestor studii, s-a constatat, ca CIP isi pastreaza stabilitatea in mediu acid
si bazic; nu prezinta labilitate termica; prezinta degradare moderata la actiunea oxidantilor
puternici; factorul principal care poate duce la degradarea semnificativa a moleculei de interes este
lumina. Acest lucru este mai pronuntat in solutii, si duce ireversibil la distrugerea inelului
piperazinic si aparitia impuritatii C- etilendiaminoderivat.

Profilul de degradare a EC. Dyas M si colaboratorii sai, 1994 descriu un lucrare in care

indica stabilitatea nitratului de econazol in formulari de crema si solutie si stabilesc ca principalii
produsi de degradare sunt alcoolul 4-clorobenzilic si 1-(2,4-diclor-hidroxifenetil)imidazolul. Ambii
degradanti sunt produsi prin hidroliza eterului, la fel s-a demonstrat stabilitatea nitratului de econazol
la temperatura camerei timp de 5 ani. Oxidantii reactioneaza cu aminele tertiare din structura EC,
pentru a forma produsi de degradare sub forma de derivati de N-oxid al EC. Produse de degradare se
atesta si la expunerea la lumina. La expunerea factorilor de stres econazolul isi pierde din proprietatile
antifungice, studiile de incubare pe diverse medii de cultura raporteaza o majorare a concentratiei
minime fungicide de circa 2,6 ori. [75]. Din aceste date din literatura, putem puncta urmatoarele
proprietati ale EC: molecula este labila termic; se poate degrada in urma actiunii oxidantilor puternici;
este instabila la actiunea luminii; prezinta stabilitate in mediu acid si bazic.

Profilul de degradare a uleiului volatil de busuioc. Uleiul volatil de busuioc, ca parte

componenta a formularii studiate, dupa datele din literatura, are etape de degradare, cu formarea
unor compusi destul de toxici. in timpul prelucrarii, transportului, depozitarii, o parte din grupele
functionale termolabile si/sau labile la oxidare, pot fi degradate pana la punctul de ineficienta sau
chiar pot fi formati derivati toxici, care duc la cancerogenitate, teratogenitate si/sau forme de
intoxicare, alergii etc. Formarea acestor oxi-derivati nocivi este sustinuta de accesul
oxigenului/aerului la locul de reactie al moleculei de terpena. De exemplu, diepoxidarea
limonenului, duce la formarea unui compus numit diepoxilimonen, fiind un produs extreme de
toxic pentru organismul uman.

Evaluarea procesului de degradare in conditii de stres a picaturilor auriculare

combinate cu CIP, EC si UVB.

In studiul degradarii fortate sau degradarii in conditii de stres, au fost evaluati cei mai

importanti factori: hidroliza acida si bazica, oxidarea, fotoliza si degradarea termica. Procedurile
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de preparare a probelor si aplicarea conditiilor de stres au fost analogice celor descrise pentru

picaturile cu IHF si MU. Evaluarea continutului de principii active EC si CIP s-a efectuat prin
metoda spectrofotometrica.

Stres hidrolitic acid si bazic.

Determinarile spectrofotometrice s-au determinat imediat dupa adaugarea acidului si a

bazei, 3 ore si la 24 ore, 27 zile. Rezultatele evaluarii cantitative a continutului de CIP si EC este
redat in figura 4.17.
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Fig. 4.17. Modificarea concentratiei CIP si EC in urma hidrolizei acide (a) si bazice (b)

Rezultatele determinarilor denotd, ca dupa 24 de ore ambele substante sunt stabile la
hidroliza acida. Dupa 27 de zile se observa o degradare mai pronuntatd a CIP in mediu acid:
scaderea concentratiei cu 32,74%. EC pierde din concentratie 11,16% dupa 20 de zile de stres acid.
La actiunea bazelor, dupa 24 de ore CIP ofera fluctuatii de concentratie, explicate prin initierea
unor procese de degradare in mediu bazic. Pastrarea timp de 20 de zile confirma acest fapt, se
observa scaderea concentratiei CIP cu 10,89%. EC este destul de stabil in mediu bazic, pierde din
concentratie 13,26% dupa 20 de zile de stres.

Stres oxidativ.

Rezultatele evaluarii cantitative a continutului de CIP si EC in urma stresului oxidativ cu
peroxid de hidrogen de diferite concentratii este redat in figura 4.18.
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Fig. 4.18. Modificarea concentratiei CIP si EC in urma stresului oxidativ si fotolitic (oxidant
sol. H202 3% (a) si sol. H202 35% (b); stres fotolitic (c))
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Dupa oxidarea cu H202 35% timp de 72 de ore absorbanta CIP creste, aceasta insa nu se
explica prin marirea concentratiei, dar prin faptul, ca apar produse de degradare, care manifesta
absorbanta mai puternica in acelasi diapazon a spectrului. EC este destul de stabil la oxidare,
concentratia fiind fluctuanta cu revenire la cea initiala dupa 72 de ore de stres oxidativ.

Rezultatele determinarilor denota, ca dupa 24 de ore de stres oxidativ cu H.O2 3% ambele
substante sunt stabile. De aceea s-a luat decizia de a mari concentratia si cantitatea de oxidant.

Stres fotolitic. Testarea fotostabilitatii a substantelor medicamentoase se efectueaza pentru
a demonstra daca expunerea la lumina poate afecta in mod negativ solutia medicamentoasa.
Rezultatele evaluarii cantitative a continutului de CIP si EC este dupa actiunea luminii redat in
figura 4.18 (c). Rezultatele determinarilor denota, ca lumina este un factor destructiv pentru
ambele substante. CIP degradeaza substantial dupa primele 3 ore, apoi, produsele de degradare
maresc absorbanta, provocand fluctuatii de concentratie. EC degradeaza la lumina dupa 48 de ore,
pierde din concentratie 3,33%.

Stres termic. Temperatura este un factor care poate afecta in mod considerabil solutia
medicamentoasa. De aceea am analizat degradarea solutiei medicamentoase preparate la stresul
termic. Forma farmaceutica a fost tinuta in termostat la 40°C si 60°C, timpde 0 h, 3 h, 24 h. 48 h

si 72 h. Rezultatele evaluarii cantitative a continutului de CIP si EC este redat in figura 4.19
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Fig. 4.19. Modificarile concentratiei CIP si EC in urma stresului termic la 40°C(a) si 60°C
(b)

Rezultatele evaluarii stabilitatii termice denota, ca CIP este stabila la temperatura,

concentratia ei fluctueaza in diapazon de 0,6%. EC are tendinta de micsorare a concentratiei, desi
nu foarte brusc si proportional.

CIP, EC si UVB, atesta ca principalii factori de actiune asupra declansarii procesului de degradare

a principiilor active din forma farmaceutica sunt temperatura pentru EC, lumina pentru ambele,
oxidantii pentru CIP si hidroliza in mediul bazic pentru CIP.
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Forma farmaceutica a fost depozitata pentru o perioada de 24 de luni, in conditii obisnuite, la
temperatura de 25 °C + 2 °C; umiditatea relativa 60% =+ 5%. Periodicitatea testului in timp real s-a
efectuat la interval egale de timp: 0, 1, 2, 3, 6, 12, 18, 24 luni. In aceasti perioada s-au monitorizat
principalii parametri de calitate: identificare, pH, aspect, vascozitate si continutul substantelor active.

Principalul parametru de calitate, care denota prezenta sau absenta proceselor de degradare
a formei farmaceutice multicomponente este continutul cantitativ de substante active. Astfel, pe
intreaga perioada de depozitare s-a efectuat, de rand cu ceilalti parametri, dozarea principiilor
activi prin metoda spectrofotometrica. Rezultatele dozarii spectrofotometrice a CIP si EC in urma
depozitarii in conditii obisnuite sunt redate in tab. A15.5 si A15.6.

Aceste studii au permis stabilirea perioadei de valabilitate pentru picaturile auriculare
combinate cu CIP, EC si UVB de 2 ani (24 de luni), cu selectarea ambalajului care ar proteja
produsul de lumina, depozitare la temperaturi sub 25°C.

Cercetarile efectuate au stat la baza elaborarii Protocolului studiilor de stabilitate a
picaturilor auriculare combinate luate in studiu, si a specificatiei de calitate pentru produs, care au

servit la elaborarea Monografiei farmacopeice.
4.4.3. Standardizarea picaturilor auriculare combinate si elaborarea DAN

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Laboratorului de Elaborare, analiza si standardizare a
medicamentelor din cadrul CSM al USMF ,,Nicolae Testemitanu” (Valica Vladimir, dr. hab. st. farm.,
profesor universitar). Pentru standardizarea picaturilor auriculare combinate au fost selectati parametrii
de standardizare, care sunt prevazuti in Farmacopeea Romana ed. X si Farmacopeea Europeana ed.
11.0. Toate cercetarile de analiza au servit drept baza pentru procesul de standardizare.

Standardizarea picaturilor auriculare cu consinut de IHF si MU ,, 1zofural M.

Descriere. Suspensie transparenta, galbena, vascoasa, fara miros. Trebuie sa corespunda
cerintelor indicate in Ph. Eur., 04/2011:0652 corrected 10.0 si FR, ed. X, p. 716, OTOGUTTAE.

Identificare.

1. HPLC: Pe cromatogramele solutiilor proba, inregistrate la efectuarea indicelui “Dozare”,
valorile timpului de retentie ale IHF si MU trebuie sa corespunda valorilor timpului de retentie ale
solutiilor standard pentru verificarea selectivitatii sistemului cromatografic.

2. Reactii chimice: pentru IHF cu solufie NaOH 0,1 mol/l: si cu solusie de N,N-
dimetilformamida: pentru MU cu solutie alcoolica nitrat de cobalt Co(NO3)a.

pH-ul. Trebuie sa fie cuprins intre 5,0 si 7,0. Determinarea se efectueaza prin metoda
potentiometrica conform Ph. Eur. 2.2.3.
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Impuritati inrudite chimic. CSS.

Pe cromatograma solugiei proba, cu exceptia spoturilor principale situate la nivelul
spoturilor solugiilor standard de IHF si MU, nu se admit prezenga altor spoturi suplimentare. IHF:
spot rosu la pulverizare cu sol. piridina si vizualizarea in UV la A=366 si 254 nm, Rf = 0,35. MU:
spot roz la pulverizare cu sol. piridina si vizualizarea in UV la A=254 nm, Rf = 0,7.

Dozare. HPLC. (Metoda este expusa in capitolul 4.1.3.)

Continutul de IHF trebuie sa fie de cel putin 0,04085 g si cel mult 0,0515 g (+ 3 %), iar cel
de MU de cel putin 1,94 g si cel mult 2,06 g (+ 3 %).

Conservare. Se depoziteazi la temperatura camerei, sub 25°C, in ambalaj original.

Marcare. Pe eticheta de flacon si pe cutia plianta se inscriptioneaza seria de fabricatie,
data de fabricatie si data expirarii.

Ambalare. Ambalaj primar: Flacoane de culoare alba din polietilena cu capacitatea de 5,0
ml, prevazut cu dop picurator; capac alb cu inel de siguranta.

Ambalaj secundar: Fiecare flacon, insotit de prospect, se introduce in cutie individuala de
carton inscriptionat.

Termenul de valabilitate. 24 de luni (2 ani).

Cod ATC si grupa farmacoterapeutica. SO3A A07 Preparate oftalmologice si auriculare

- antiinfectioase

Adnotare. Reactivii utilizati in MF recenta sunt descrisi in Ph.Eur.4.1.1.

In urma aplicarii procedurii de standardizare a fost alcatuita Specificatia de calitate pentru
produsul farmaceutic ,,Izofural M”, picaturi auriculare pentru tratamentul otitelor (tab. A15.7),
Monografia Farmacopeica si Regulamentul Tehnologic de producere.

Standardizarea picaturilor auriculare cu conginut de clorhidrat de ciprofoxacinag, EC si
UVB ,, Otocibex ™

Pentru standardizarea picaturilor auriculare combinate au fost selectati parametrii de
standardizare, care sunt prevazuti in Farmacopeea Romana ed. X si Farmacopeea Europeana
ed.11.0. [82, 88]. Toate cercetarile de analiza au servit drept baza pentru procesul de standardizare.

Descriere. Suspensie transparenta, cu nuanta galbuie, vascoasa, cu miros specific de ulei
de busuioc. Trebuie sa corespunda cerintelor indicate in Ph. Eur., 04/2011:0652 corrected 10.0 si
FR, ed. X, p. 716, OTOGUTTAE.

Identificare. CSS. Metoda este descrisa in capitolul 4.2.1. CIP si EC sunt identificate in
picaturile auriculare prin metoda CSS dupa valorile Rf-ului in raport cu solutiile standard. CIP:
fluorescenta in UV si spot galben-oranj la revelare cu reactivul Dragendorf, Rf =0,30. EC:

fluorescenta in UV si spot galben-oranj la revelare cu reactivul Dragendorf, Rf=0,77.
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2. Reactii chimice: pentru CIP - cu clorura de fier (111) si cu sulfat de cupru; pentru EC -
cu reactivii de precipitare precipitare si cu solugia de difenilamina.

pH-ul. Trebuie sa fie cuprins intre 5,0 si 7,0. Determinarea se efectueaza prin metoda
potengiometrica conform Ph. Eur. 2.2.3.

Impuritasi inrudite chimic. CSS

Pe cromatograma solugiei proba, inregistrate la efectuarea indicelui “Identificare”, cu
exceptia spoturilor principale situate la nivelul spoturilor solugiilor standard de CIP si EC, nu se
admit prezenga altor spoturi suplimentare. CIP: fluorescenza in UV si spot galben-oranj la revelare
cu reactivul Dragendorf, Rf =0,30. EC: fluorescensa in UV si spot galben-oranj la revelare cu
reactivul Dragendorf, Rf=0,77.

Dozare. 1. Spectrometrie UV-VIS (CIP si EC). Metoda este descrisa in capitolul 4.2.2.

Cromatografia de gaze (UVB). Metoda este descrisa in capitolul 4.2.4. Continutul de
UVB (recalcul la continut de linalool): cel putin 2,425% si cel mult 2,575 % (+ 3 %).

Conservare. Se depoziteazi la temperatura camerei, sub 25°C, in ambalaj original.

Marcare. Pe eticheta de flacon si pe cutia plianta se inscriptioneaza seria de fabricatie,
data de fabricatie si data expirarii.

Ambalare. Ambalaj primar: Flacoane de culoare alba din polietilena cu capacitatea de 5,0
ml, prevazut cu dop picurator; capac alb cu inel de siguranta.

Ambalaj secundar: Fiecare flacon, insotit de prospect, se introduce in cutie individuala de
carton inscriptionat.

Termenul de valabilitate. 24 de luni (2 ani).

Cod ATC si grupa farmacoterapeutica. SO3A A07 Preparate oftalmologice si auriculare

- antiinfectioase

Adnotare. Reactivii utilizati in MF recenta sunt descrisi in Ph.Eur.4.1.1.

In urma aplicarii procedurii de standardizare a fost alcatuita Specificatia de calitate pentru
produsul farmaceutic ,,Otocibex”, picaturi auriculare pentru tratamentul otitelor (tab. A15.8),
Monografia Farmacopeica si Regulamentul Tehnologic de producere.

4.5. Standardizarea capsulelor combinate

4.5.1. Stabilitatea capsulelor cu conginut de PIR, NIC si extract uscat de paducel in

condirii de stres si determinarea termenului de valabilitate

Stabilitatea formelor farmaceutice solide este un aspect critic in dezvoltarea acestora, avand

un impact direct asupra eficacitatii, sigurantei si calitatii. Stabilitatea formelor farmaceutice solide
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este influentata de mai multi factori, printre care umiditatea, temperatura, lumina, oxigenul,
interactiunile cu ambalajul si cu alte substante chimice. In studiile de stabilitate a capsulelor
combinate cu NIC, PIR si EP au fost studiate profilurile de degradare ale principiilor activi, ca
baza pentru evaluarea factorilor de stres.

Evaluarea profilului de degradare a PIR. Printre factorii care pot contribui la degradarea
PIR se numara expunerea la lumina, caldura excesiva, umezeala si oxidare, care pot provoca
schimbari in structura moleculara a PIR. Principalele produse de degradare sunt acidul pirrolidon-
2-carboxilic (PCA), format prin hidroliza legaturii amidei; acidul pirrolidin-2-ona (2-
oxopirrolidina), care se formeaza prin eliminarea gruparii amide; aminele primare si secundare,
care se pot forma in rezultatul degradarii oxidative. Este important sa se mentina conditiile
adecvate de depozitare a PIR pentru a minimiza riscul de degradare: recipient etans, ferit de lumina
si umiditate, si la 0 temperatura controlata. [75, 95].

Evaluarea profilului de degradare a NIC. Nicergolina este sensibila la lumina,
degradeaza cu formarea impuritati inrudite chimic: acid nicotinic, 6-metoxi-1,4-dihidropiridina,
piperidina. La hidroliza, in special in mediu acid, se formeaza produse de degradare: acetil-,
diacetil-, dihidronicergolina,  nicotinil-6-metoxi-lisurida. La oxidarea NIC se formeaza
nicotinamida, din cauza oxidarii grupului piperazinic din molecula. Alte produse de degradare sunt
N-metilnicotinamida si N-acetilnicotinamida. La temperaturi ridicate nicergolina se descompune
in: N-metil-dihidronikotinamida, N-metil-pirolidinona, 6-metoxi-I,2,3,4-tetrahidronikotinamida,
1,6-dimetoxi-3,4-dihidro-1,2,3-benzotiadiazina. Este cunoscut faptul, ca produsele de degradare
ale NIC pot avea efecte farmacologice diferite fata de NIC insasi [261, 175, 97].

Evaluarea profilului de degradare a EP. Cu referire la EP, se constata ca factorii externi,
precum temperatura, lumina si umiditatea pot influenta stabilitatea acestuia in combinatii cu
substantele medicamentoase. Cele mai importante modificari fizice pot fi schimbarile de culoare
si aspect fizic (decolorare, formarea depozitelor solide), care indica 0 modificare a compusilor
activi. Oxidarea flavonozidelor din extract, precum si degradarea polifenolilor diminueaza
substantial activitatea antioxidanta, pana la pierderea completa a acesteia. Alti compusi organici
activi din paducel, cum ar fi acizii organici si triterpenoidele, pot fi afectati in urma expunerii la
conditii inadecvate. Paducelul contine vitamine si minerale importante, iar expunerea la lumina si
caldura excesiva poate duce la pierderea sau degradarea acestor substante nutritive. In conditii de
modificare a pH-ului, EP poate suferi modificari hidrolitice, iar substantele medicamentoase din
combinatie intensifica acest proces. La asocierea EP cu alte substante in aceiasi formulare este

important sa se efectueze studii de compatibilitate [194, 96].
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Influensa factorilor de stres asupra stabilitarii capsulelor: hidroliza acida si bazica,
oxidare, temperatura, umiditate, lumina.

In evaluarea degradarii in conditii de stres, cele mai esentiale conditii sunt hidroliza acida
si bazica, oxidarea, fotoliza si degradarea termica. Au fost efectuate studii privind influenta acestor
factori asupra stabilitatii NIC, PIR si EP din capsule combinate. Dozarea principiilor activi in urma
degradarilor fortate s-a efectuat prin metoda HPLC.

Studii de degradare fortata.

Prepararea probei pentru hidroliza acida: continutul unei capsule (masa exacta) se dizolva
in 5,0 ml de solutie metanolica de HCI 0,1 M si se omogenizeaza. Solutia obtinuta se amesteca cu
3,0 ml de solutie de acid clorhidric 1 M, se agiti bine timp de 3 ore pe o baie de apa la 70°C.

Pregatirea probei pentru hidroliza bazica: continutul unei capsule (masa exacta) se dizolva
in 5,0 ml de solutie metanolica de HCI 0,1 M si se omogenizeaza. Solutia obtinuta se amesteca cu
3,0 ml de solutie de hidroxid de sodiu 1 M, se agita bine timp de 3 ore pe o baie de apa la 70°C.

Pregatirea probei pentru stres oxidativ: continutul unei capsule (masa exacta) se dizolva in
5,0 ml de solutie metanolica de HCI 0,1 M si se omogenizeaza. Solutia obtinuta se amesteca cu
3,0 ml de solutie de peroxid de hidrogen 5%, se agita bine timp de 6 ore la 25°C.

Pregatirea probei pentru stres termic: forma farmaceutica a fost plasata intr-un termostat la
60°C timp de 1 luna.

Pregatirea probei pentru expunerea la lumina: 30 de capsule au fost expuse la lumina UV
(254 nm) timp de 7 zile.

Dupa expunerea la diversi factori nocivi, din probe s-au prelevat cate 0,5 ml au fost diluate
cu faza mobila la un volum de 25 ml, filtrate prin filtre cu membrana de 0,22 pum si supuse
cromatografiei prin metoda HPLC.

Cele mai importante modificari pe cromatogramele probelor supuse degradarii fortate s-au
petrecut sub actiunea luminii (Figura A.15.14). si oxidantilor (Figura A15.15). Toate substantele
au degradat, pe cromatograme au aparut minimum cate un pic suplimentar: NIC — un pic la 2,98
min, PIR — trei picuri 6,21 min; 7,11 min si 8,41min; EP — doua picuri la 8,01 min si la 10,21 min

Si la actiunea oxidantilor toate trei substante au manifestat diferite grade de degradare, cu
modificarea profilului cromatografic: NIC — picul de baza s-a deplasat la 3,09 min si a aparut un
pic suplimentar la 4,01 min, PIR — un pic suplimentar la 4,68 min; EP — doua picuri la 7,91 min si
la 4,99 min.

A fost evaluat continutul cantitativ de NIC si PIR in intervalul orar 0-48 ore de stres

fotolitic si 24 de ore stres oxidativ si termic. Rezultatul determinarilor este redat in figura 4.20.
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Fig. 4.20. Modificarile concentratiei in urma stresului oxidativ (oxidant sol. H202 5%) (1),

stresului fotolitic (2) si stresului termic

Se constata, ca dupa 24 de ore de stres oxidativ cu peroxid de hidrogen de 5 %, NIC
degradeaza cu circa 12%, iar PIR tocmai cu 30%. In baza datelor obtinute se constata, ca lumina
are un impact negativ asupra substantelor, NIC degradeaza accelerat dupa 24 de ore de stres
fotolitic cu aproape 68%. In cazul PIR se observi o scadere a concentratiei cu 58% in in timp de
48 de ore. Stresul hidrolitic acid si bazic au provocat degradarea NIC in proportie de 18,9% si
respectiv 12,9% 1in 24 de ore, si a PIR in proportie de 8,08% si 11,94% in 24 de ore. Temperatura
este un factor provocator de degradarea ambelor substante, acestea isi pierd din concentratie: NIC
—19,07% si PIR — 12,75%.

A fost determinat continutul de flavonozide exprimat in % de rutozida in urma expunerii
la conditiile de stres oxidativ, termic si fotolitic a capsulelor combinate. Dupa cum se observa din
figura 4.21, toti trei factori de stres au un impact negativ asupra continutului de flavonozide,

provocand micsorarea acestuia. In cazul procesului oxidativ, flavonozidele practic sunt complet
degradate.
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Fig. 4.21. Modificarile concentratiei rutozidei in EP din componenta capsulelor supuse

stresului fotolitic, oxidativ si termic

Studiul stabilitarii in timp real si stabilirea termenului de valabilitate a capsulelor
combinate cu NIC, PIR si EP.

Studiul stabilitatii in timp real implica monitorizarea proprietatilor fizice, chimice si
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microbiologice ale capsulelor combinate pe parcursul unui anumit interval de timp, care poate fi
de obicei mai multe luni sau chiar ani. Capsulele sunt depozitate in conditii de mediu controlate,
iar mostrele sunt luate la intervale regulate pentru a fi testate. Aceste teste includ evaluarea
aspectului fizic al capsulelor, continutului activ, uniformitatea dozajului si alte proprietati
specifice. Determinarea duratei de timp pentru care capsulele combinate isi pastreaza eficacitatea,
siguranta si calitatea in conditii de depozitare specificate, este foarte important.

Forma farmaceutica a fost depozitata pentru 24 de luni, in conditii obisnuite, la temperatura
de 25 °C £ 2 °C; umiditatea relativa 60% = 5%. Periodicitatea testului in timp real s-a efectuat la
interval egale de timp: 0, 1, 3, 6, 18, 24 luni. in aceasta perioada s-au monitorizat principalii
parametri de calitate: identificare, aspect, vascozitate si continutul substantelor active (determinat
prin metoda HPLC). Rezultatele determinarilor sunt prezentate in tabelul A15.9. Dupa cum se
observa din tabel, dupa pastrarea timp de 6 luni, parametrii de calitate selectati au fost in limitele
stabilite de specificatia de calitate.

Aceste studii au permis stabilirea perioadei de valabilitate pentru capsulele combinate cu
NIC, PIR si EP de 2 ani (24 de luni), cu selectarea ambalajului care ar proteja produsul de lumina,

depozitare la temperaturi sub 25°C.

4.5.2. Standardizarea capsulelor combinate si elaborarea DAN

Pentru standardizarea picaturilor auriculare combinate au fost selectati parametrii de
standardizare, care sunt prevazuti in Farmacopeea Romana ed. X si Farmacopeea Europeana
ed.11.0. pentru capsule [82, 88]. Toate cercetarile analitice au servit drept baza pentru procesul de
standardizare.

Descriere. Capsule de forma cilindrica cu capete emisferice, suprafata uniforma, lucioasa.
Marimea capsulei Nr. 0. Culoarea capsulelor: corp — culoare rosie, capac — culoare rosie.
Continutul capsulelor prezinta pulbere de culoare bruna pal, fara miros. Trebuie sa corespunda
cerintelor indicate in Ph. Eur. 0016 ,,Capsule”.

Identificare.

1. Nicergolina. Reactiile cu acid sulfuric concentrat si la alcaloizi.
HPLC (Ph. Eur., 2.2.29). Timpul de retentie al picului major din cromatograma probei de analizat
la “Dozare” trebuie sa corespunda cu timpul de retentie al picului de NIC din solutia standard.
Spectrofotometrie UV-VIS. Solutia continutului capsulelor corespunzatoare concentratiei de 20
png/ml NIC in solutie metanolica de HCI1 0.1 M poseda maxim de absorbtie la 288+2 nm. In calitate
de solutie de compensare se utilizeaza solutie metanolica de HCI 0,1M.

2. Piracetam. Reactia cu hidroxid de sodiu 10%.
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Spectrofotometrie UV-VIS. Solutia continutului capsulelor corespunzatoare concentratiei de 20
ng/ml PIR in solutie metanolica de HCI1 0.1 M poseda maxim de absorbtie la 205+2 nm. In calitate
de solutie de compensare se utilizeaza solutie metanolica de HCI 0,1M.

3. Extract uscat de paducel. Dupa timpul de retentie a rutozidei, prin compararea
cromatogramelor solutiei proba si a solutiei standard de rutozida: t=5.4 min (cap. Dozare).

Masa medie si uniformitatea masei. Analiza se efectueaza conform prevederilor Ph. Eur.

2.09.05. Continutul din 20 capsule testate se utilizeaza la determinare indicelui ,,Dozare” si a altor
parametri inclusi in MF.,

Dezagregare. Analiza se efectueaza conform prevederilor Ph. Eur., 2.9.1.

Cel mult 15 min.

Dizolvare. Cel putin 75% timp de 30 min.

Analiza se efectueaza conform prevederilor Ph. Eur., 2.9.3., utilizind aparatul 1l de dizolvare
(cu palete). Mediul de dizolvare — apa R; volumul mediului de dizolvare - 500 ml; temperatura -
37+2°C; viteza de rotatie a paletelor — 100 rotatii/min; durata dizolvarii — 30 min. Se plaseaza cate 1
capsula in fiecare din cele 6 vase cu mediu de dizolvare. In vasul nr. 7 se plaseazi o capsul eliberata
de continut. Dupa 30 min se preleveaza 20-30 ml solutie din centrul vasului pentru dizolvare, se
filtreaza prin filtru de hartie “banda albastra”, aruncand primii 5-10 ml de filtrat.

Soluria proba: 5 ml proba filtrata se introduce intr-un balon cotat cu capacitatea 10 ml, se
completeaza cu solutie metanolica de HCI 0,1 M pana la cota si se omogenizeaza. Paralel in acelasi
mod se prepara solugia blanc din continutul vasului nr. 7.

Soluria standard de PIR: Circa 0,05 g (masa exacta) substanta de referinta PIR se introduce
intr-un balon cotat de 25 ml, se dizolva in solutie metanolica de HCI 0,1 M si se completeaza pana la
cota cu acelasi diluant. 1,2 ml din solutia obtinuta se transfera in alt balon cotat de 25 ml si se
completeaza pana la cota cu acelasi diluant (dil.1). Apoi, 2,5 ml de solutie obtinuta se dilueaza la 10
ml cu acelasi diluant (dil.2).

Soluria standard de NIC: Circa 0,005 g (masa exacta) substanta de referinta NIC se introduce
intr-un balon cotat de 25 ml, se dizolva in solutie metanolica de HCI 0,1 M si se completeaza pana la
cota cu acelasi diluant. Apoi, 5,0 ml din solutia obtinuta se transfera in alt balon cotat de 25 ml si se
completeaza pana la cota cu acelasi diluant (dil.1). Apoi, 2,5 ml de solutie obtinuta se dilueaza la 10
ml cu acelasi diluant (dil.2).

Se masoara absorbanta solutiei proba, solutiei blanc si a solutiilor standard la lungimea de unda
204 nm si 288 nm in cuva cu grosimea 10 mm. In calitate de solutie de compensare se utilizeazi solutie
metanolica de HCI 0,1M.

Cantitatea de PIR (X, g), care a trecut in mediul de dizolvare, se calculeaza conform formulei:
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_ (Apr—Ap)*mgx10%1.242.5+500+P  (Apyr—Ap)*Mgst+0.96+P
Ag¢0.5%5%25%25%10 Agt

X

, (4.4)

Cantitatea de NIC (X, g), care a trecut in mediul de dizolvare, se calculeaza conform formulei:

(Apr—Ap)*Mgx10%5%2.5+500+P  (Apr—Ap)*Msp*4+P
Ags40.5%5%25%25%10 Agt

X =

, (4.5)

unde Apr, A si Ast— absorbanta solutiei proba, solutiei blanc si solutiei standard corespunzator;
mst — masa substantei de referinta (PIR, NIC), corespunzatoare luata in lucru, g; P — masa medie a unei
capsule.

Uniformitatea unitatilor dozate. Analiza se efectueaza conform prevederilor Ph. Eur., 2.9.40.,

aplicand metoda “Uniformitatea continutului”.

Soluria proba: Din seria analizata se preleveaza 10 capsule. Continutul fiecarei capsule aparte
se trec cantitativ in balon cotat cu capacitatea 50 ml, se adauga 30 ml solutie metanolica de HCI 0,1M
si se tine pe baie de ultrasunet timp de 5 min, apoi se completeazad cu acelasi solvent si se
omogenizeaza. Alicota se centrifugheaza. 1 ml centrifugat se trece in alt balon cotat cu capacitatea 25
ml, se completeaza volumul la cota cu solutie metanolica de HCI 0,1M si se omogenizeaza.

Soluriile standard: Se folosesc solutiile standard preparate pentru testul de dizolvare.

Se masoara absorbanta a probelor preparate si a solutiilor standard la lungimea de unda 202
nm si 288 nm in cuva cu grosimea 10 mm. In calitate de solutie de compensare se utilizeaza solutie
metanolica de HCI 0,1M.

Continutul de PIR in fiecare capsula (X), exprimat in g per capsula, se calculeaza conform

formulei:

_ Apr*Mgex50%25%1.2%2.5+P _ Apr¥mgx1.2
Ag*0.5%1%25%25%10 At

X , (4.6)

Continutul de NIC in fiecare capsula (X), exprimat in g per capsula, se calculeaza conform

formulei:

Apr¥Mgp*50%25%5%2.5%P  Apr*Mgp*5
Ag¥0.5%1%25%25%10 Agt

X =

, @4.7)

unde Apr, Ab si Ast— absorbanta solutiei proba, solutiei blanc si solutiei standard corespunzator;
mst — masa substantei de referinta (PIR, NIC), corespunzatoare luata in lucru, g; P — masa medie a unei
capsule.

Conform Ph. Eur., 2.9.40., tabelul 2.9.40.-2 se calculeaza valoarea de acceptare (AV), care nu
trebuie sa depaseasca valoarea L1. In caz contrar studiul se repeta pe alte 20 capsule. AV finala pentru
toate 30 capsule nu trebuie sa depaseasca valoarea L1, iar continutul individual de PIR si NIC in fiecare
capsula trebuie sa fie cel putin (1-L2-0,01)-M si cel mult (1+L2-0,01)-M, unde L1=15 si L2=25.

Contaminare microbiana. Controlul contaminarii microbiene se efectueaza conform Ph. Eur.,

5.1.4., prevederile pentru preparate neapoase pentru administrare orala. in 1,0 g produs farmaceutic se
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admite prezenta a cel mult 2000 numar total de microorganisme aerobe (NTMA), si cel mult 100 numar
total de levuri si fungi filamentosi (NTLF), iar Escherichia coli in absenta.
1. Dozare NIC si PIR.
1.1. HPLC (Ph. Eur., 2.2.29). Metoda a fost descrisa in capitolul 4.3.3.
Continutul de NIC trebuie sa fie de cel putin 0,004365 g si cel mult 0,004635 g (+ 3 %), iar
cel de PIR de cel putin 0,194 g si cel mult 0,206 g (+ 3 %).

1.2. Spectrofotometrie (metoda alternativa). Metoda a fost descrisa in capitolul 4.3.2.

Cantitatea PIR 1intr-o capsula trebuie sa fie de la 185 mg/500 mg pana la 215mg/500 mg, iar

cantitatea de NIC trebuie sa fie de la 4,05 mg/500mg pana la 4,95 mg/500 mg.
1.3. Dozare EP. HPLC. Metoda a fost descrisa in capitolul 4.3.4.

Cantitatea de flavonozide in extractul de paducel din capsule trebuie sa fie de la 0,400%/500mg
pana la 0,600%/500 mg.

Ambalare

Ambalaj primar: cate 50 sau 100 capsule in flacon de sticla, polietilena sau polipropilena cu
capac din masa plastica sau cate 10 capsule in blistere din pelicula de PVC si folia de aluminiu.

Ambalaj secundar: cate un flacon sau cate 5 sau 10 blistere impreuna cu instructiunea pentru
administrare se plaseaza in cutia individuala din carton pentru ambalaj de consum model crom sau
crom-erzat conform GOST 7933-89.

Ambalajul comun si de transport conform GOST 17768-90.

Marcare.

Pe eticheta cutiei colective se indica suplimentar numarul de ambalaje individuale. Marcarea
ambalajului de transport in conformitate cu cerintele prevazute de GOST 14192-96.

Conditii de depozitare. La loc uscat, ferit de lumina la temperatura sub 25°C.

Transportare. Transportare conform GOST 17768-90.
Termen de valabilitate: 2 ani.
Grupa farmacoterapeutica ATC: NO6B X: alte produse stimulante SNC; CO4AEQ2:

vasodilatatoare periferice, alcaloizi din ergot.
In urma aplicarii procedurii de standardizare a fost alcatuita Specificatia de calitate pentru
produsul farmaceutic ,,Otoneurex™ picaturi auriculare pentru tratamentul otitelor (Tabelul A15.10),

Monografia Farmacopeica si Regulamentul Tehnologic de producere.

Sinteza capitolului 4

Identificarea substantelor active IHF si MU s-a realizat prin reactii chimice de culoare,

sensibilitatea reactiilor nu depaseste 20 ug/ml. Metoda CSS a fost aplicata pentru identificarea
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substantelor medicamentoase IHF si MU in forma farmaceutica) prin masurarea factorului de
retentie Rf cu utilizarea fazei mobile etilacetat-hexan (2:1) si compararea lui cu substantele
individuale. Aprecierea puritatii formei farmaceutice s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor
suplimentare pe cromatogramele solutiilor proba de picaturi auriculare. Substantele active au fost
identificate si prin spectrofotometrie UV-Vis: spectrele UV-VIS ale probelor de picaturi auriculare,
emise in regiunea 230-450 nm, au prezentat un maxim de absorbtie specific IHF: la 373+1 nm si 1
maxim de absorbtie caracteristic MU: la 267+1 nm, fiind identice cu maximele de pe spectrele UV-
VIS ale solutiilor standard de substante medicamentoase. A fost dezvoltata si validata o metoda
HPLC simpla in faza inversa cu elutie izocratica si detectie UV-Vis pentru identificarea si
determinarea simultana a IHF si MU 1in picaturi auriculare. Metoda a fost validata si s-a dovedit a fi
specifica, sensibila, exacta, robusta, precisa si reproductibila. Studiile de degradare fortata au indicat
ca produsele de degradare au fost bine separate de ingredientul activ pur, cu diferente in valorile
timpului de retentie. Prin urmare, metoda cromatografica dezvoltata poate fi aplicatd cu succes
pentru analiza de rutozida a picaturilor elaborate.

Reactiile de culoare pentru CIP (cu FeCls, CuSOs) si EC (cu reactivi de precipitare,
difenilamina) s-au dovedit a fi sensibile (20 pg/ml). Substantele active CIP si EC din picaturile
auriculare au fost separate prin CSS in sistemul de solventi Metanol: Acetonitril (40:60), care a
fost aplicat si pentru controlul puritatii. Solutiile proba de picaturi auriculare cu CIP, EC si UVB
au inregistrat maxime pe spectrele UV-Vis: la 280+1 nm (CIP) si la 228+1 nm (EC), fiind identice
cu cele de pe spectrele UV-VIS ale solutiilor standard de substante medicamentoase. UVB din
proba a fost analizat prin spectrometrie de masa, fiind identificati cei mai importanti constituenti
responsabili de activitate farmacologica: cineol, eucaliptol, metilcarvicol, linalool, ultimii doi fiind
majoritari. Metoda spectrofotometrica UV-Vis elaboratda a fost validata dupa parametrii de
linearitate, exactitate, limita de detectie si cuantificare, precizie si robustete si aplicata pentru
dozarea CIP si EC in picaturi auriculare. Pentru dozarea CIP si EC a mai fost dezvoltata si metoda
HPLC (cu faza inversa, elutie izocratica, detectie UV), care la fel a fost validata in conformitate
cu rigorile ICH, metoda dezvoltatd permite cuantificarea substantelor active concomitent, este
reproductiva si poate fi aplicatad cu succes pentru analizele de rutozida a formei farmaceutice. UVB
din componenta picdturilor auriculare a fost analizat prin cromatografie de gaze. GC s-a aplicat
pentru dozarea UVB din componenta picdturilor auriculare in recalcul la linalool, si in comparatie
cu continutul linaloolului in UVB pur: rezultatele obtinute denota o regasire de 98,7% de UVB in
picaturile auriculare combinate.

Identificarea componentelor din capsule combinate cu NIC, PIR si EP prin metode chimice

s-a efectuat prin reactii de culoare pentru NIC (cu H2SOs si pentru alcaloizi) si PIR,

201



spectrofotometric UV-Vis dupa maximele de absorbtie la 205 nm (PIR) si 289 nm (NIC) si prin
HPLC dupa timpii de retentie (1,91 min PIR si 5,61 min NIC). Determinarea cantitativa a NIC si
PIR din capsule s-a realizat prin metodele spectrofotometrica in UV-Vis si HPLC, ambele metode
au fost validate, fiind demonstrata aplicabilitatea acestora in analiza capsulelor prin introducerea
in Specificatia de calitate pentru produsul finit. Extractul de paducel din componenta capsulelor
combinate a fost analizat prin metoda HPLC, fiind elaborata tehnica de dozare a flavonozidelor
din extract in recalcul la rutozida. A fost demonstrata corelarea continutului de rutozida in capsule
cu continutul de rutozida din extract.

S-a cercetat stabilitatea formelor farmaceutice elaborate prin expunerea in conditii de stres
hidrolitic (acid si alcalin), oxidativ, termic, fotolitic. Totodata, produsele au fost depozitate in
conditii obignuite. S-au stabilit conditiile de depozitare si termenii de valabilitate pentru fiecare
produs: cate 2 ani (24 de luni).

Picaturile auriculare si capsulele elaborate au fost standardizate dupa parametrii prevazuti
de Farmacopeea Romana si Ph. Eur. ed. 11.

Ca rezultat al cercetarilor analitice efectuate au fost elaborate Specificatiile de calitate si
Monografiile farmacopeice pentru produsele: picaturi auriculare combinate ,,Izofural M” cu continut
de UHF si MU; picaturi auriculare combinate ,,0Otocibex” cu continut de CIP, EC si UVB; capcule
combinate ,,Otoneurex” cu continut de NIC, PIR si EP.
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5. STUDII DE INOFENSIVITATE S| EFICACITATE A PICATURILOR
AURICULARE COMBINATE SI A CAPSULELOR ELABORATE

5.1. Determinarea toxicitatii acute a picaturilor auriculare si capsulelor combinate

Valoarea LD50 reprezintd doza care provoaca letalitate la 50% din numarul animalelor
supuse experimentului si sugereaza informatii pentru a clasifica in mod adecvat din punctul de
vedere al inofensivitatii un compus farmaceutic [109, 230].

Determinarea toxicitarii acute a picaturilor auriculare cu continut de CIP, EC si UVB.

Studiul preclinic a avut ca obiectiv determinarea toxicitatii acute a produsului
medicamentos combinat cu denumirea de lucru: CBE (ciprofloxacina + ulei de busuioc+econazol)
[64]. Concentratiile farmaceutice cu corespunderea dozelor respective de 100 mg/kg, 500 mg/kg,
1000 mg/kg si 2000 mg/kg au fost pregatite in cadrul Laboratorului de analiza, standardizare si
control al medicamentelor al CSM. Preparatul a fost diluat in volume constante de solutie
fiziologica de 0,9%, in functie de doza substantelor si cantitatea de lichid maxim admisibila pentru
administrarea enterala.

Investigatiile preclinice au fost aprobate de Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF
,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal nr. 27 din 14.11.2016 si nr. 45 din 26.02.2020.

Studiul toxico-farmacologic a fost efectuat in Laboratorul de evaluare preclinica si clinica
a medicamentelor al CSM pe 204 soricei albi de laborator (102 masculi, 102 femele), cu varsta de
12 saptamani, masa de 18-26 g la initierea studiului (194 soricei — in loturile experimentale, 12
soricei — in lotul-martor/control) si pe 72 sobolani (30 masculi 42 femele) cu masa corporala intre
210 si 240 g, repartizati in loturi a cate 6, fiecare in celula separata (12 animale - in loturi de control
si 60 in loturi de baza). Pe parcursul experimentului a fost mentinut ciclul lumina/intuneric de 12
ore. Temperatura 25°C si umiditatea relativa a aerului 60% au fost mentinute cu ajutorul aclimati-
zorului electric ,,Panasonic” CS/CU-YEIMKE. Alimentele standard pentru soarecii de laborator,
echilibrate in proteine, glucide, lipide, minerale si vitamine, au fost administrate sub forma de
granule si apa ad libitium. Conditiile experimentului au corespuns cerintelor internationale si
nationale pentru studii farmacologice cu implicarea animalelor de laborator [370].

Animalele au fost obtinute din aceeasi sursa si mentinute in mediul laboratorului (in cutii
standard de masa plastica) pentru aclimatizare. Conditiile de trai si alimentare au corespuns
cerintelor sanitare si normelor de alimentare [370]. Pentru utilizarea apei au fost stabilite auto-
apeducte. Animalele nu au primit hrana cu 12 ore inainte de initierea experientei si 4 ore dupa

administrarea preparatului studiat. in dimineata zilei destinate experimentarii, soriceii au fost
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cantariti si repartizati in loturi omogene cate 6 masculi si 6 femele conform masei corporale.

Toxicitatea acuta (TA) a fost determinata prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei
toxice acute conform TG 423: Acute Toxic Class Method, recomandata de Organizatia Economica
pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD), si dupa metoda Kerber [377, 210].

Compozitia studiata si cea de referinta au fost administrate soriceilor enteral prin gavaj si
intraperitoneal. Cantitatea de lichid administrata a fost calculata in functie de masa individuala a
animalelor de laborator cantarite inainte de experiment (0,3 ml/g).

Pentru stabilirea TA, produsul a fost initial administrat soriceilor enteral prin gavaj si
intraperitoneal in doze-teste de 100, 500, 1000, 2000 mg/kg. Doze mai mari de 2000 mg/kg nu au
fost folosite din cauza necesitatii unui volum mai mare de solutie fiziologica, fapt ce nu co-
respundea recomandarilor metodice. Intraperitoneal la sobolani au fost administrata in doze-teste
de 100, 300, 1000, 2000 mg/kg.

Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile. In timpul observatiilor a fost inregistrat
comportamentul animalelor, consumul alimentelor si apei, activitatea motorie, coordonarea
miscarilor, reactia la excitantii fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mu-
coaselor. De asemenea, a fost inregistrat timpul aparitiei fenomenelor de intoxicatie si decesul
animalelor. Vizual, s-a determinat tabloul clinic al intoxicatiei. Animalele decedate si cele
muribunde din fiecare lot (dupa eutanasiere) au fost disecate pentru studierea organelor interne si
confirmarea modificarilor obtinute in experienta.

Rezultatele administrarii enterale.

Pe parcursul studiului nu s-au constatat modificari in comportamentul si activitatea motorie
spontana a animalelor din lotul de control. Animalele erau in miscare activa, intrebuintau hrana si
apa. Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era in norma, fara schimbari patologice. Culoarea
urinei era galben-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare de alopecie.
Dintii pastrati. Mucoasele vizibile erau palide, lucioase, netede. La palpare, glandele mamare ale
femelelor — fara induratii si fara eliminari. Organele genitale la masculi — normal exprimate.
Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au remarcat.

Monitorizarea procesului de alimentare si adapare nu a evidentiat modificari statistic
semnificative intre loturile cercetate si cel de control. In a doua zi a studiului s-a remarcat o
oarecare pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile.

La administrarea substantei de referinta in doza de 100 mg/kg cu supraveghere timp de 7
zile nu s-au constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea produselor in doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada

de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Majoritatea animalelor au revenit la starea
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initiala pe parcursul primelor 4 ore (300 mg/kg) si 24 ore (pentru 1000, 2000 mg). LDso conform
metodei TG 423: Acute Toxic Class Method a fost estimata la > 5000 mg/kg inofensiva, clasa de
toxicitate 5 (tabelul 5.1).

Tabelul 5.1. Mortalitatea si toxicitatea acuta la soricei CIP+EC+UVB

Masculi (intraperitoneal) Femele (intragastral)
< < < - Decesul
Dozele Numarul Numarul Numarul Numarul .
X : animalelor (%0)

animalelor deceselor animalelor deceselor
Lotul-martor 6 - 6 - 0
100 mg/kg 6 - 6 0 0
500 mg/kg 6 - 6 3 0
1000 mg/kg 6 - 6 6 0
2000 mg/kg 6 - 6 6 0

LDso la produsul CIP+EC+UVB dupa metoda Kerber.

Rezultatele obtinute ne-au permis sa stabilim ca LDo (lipsa letalitatii) pentru administrarea
enterala este de 300 mg/kg si pentru administrarea parenterala — 100 mg/kg.

LD17 (letalitatea a 17% din animale) pentru administrarea enterala a fost stabilita la dozele
1000, 2000 mg/kg. Astfel, matematic, s-a calculat posibila LD2s = 1471 mg/kg. Dozele LDso, LDsga,
LD1oo nu au fost stabilite pe parcursul experimentului. LDso a fost estimata dupa metoda TG 423
la doza de 2500 mg/kg. LD1oo pentru administrarea parenterala a fost stabilita la doza de 1000
mg/kg. Dupa metoda Kurber, LDso a fost stabilita la doza de 525 mg/kg (tabelul 5.2). Astfel,
matematic, s-a calculat posibila LD2s = 263 mg/kg si LDs4 la doza de 840 mg/kg.

Rezultatele studiului denota toxicitate acuta redusa atat la administrarea enterala, cat si
parenterala. Aceasta poate servi drept premisa pentru continuarea studiilor preclinice de
determinare a toxicitatii cronice si eficacitatii, cu planificarea ulterioara a studiilor clinice pentru

produsele elaborate.

Tabelul 5.2. Toxicitatea acuta a CIP+EC+UVB la administrarea perorala la soricei dupa
metoda Kurber

Doza 100 mg/kg  |500 mg/ kg 1000 mg/kg |2000 mg/kg

Nr. animalelor din loturi 6 6 6 6
Nr. animalelor decedate 0 3 6 6
A (diferenta dintre doua doze succesive) 200 300 400 -
B (media numarului de animale decedate

; 5 : 15 4,5 - -
dintre doua doze succesive)
AxB 600 2250 - -

Suma AxB = 2850

LDso (doza letala la 50% din animale) = LD1oo — suma AxB/n LDso = 1000 mg/kg — 475

mg/kg = 525 mg/kg (LDso dupa metoda Kerber).
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Rezultatele investigariilor pe sobolani.

La administrarea enterala a dozei de 50 mg/kg cu supraveghere timp de 7 zile nu s-au
constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor. Administrarea in doze de
300, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii
exogeni. Toate animalele au revenit la starea initiala pe parcursul primelor 24 ore (300 mg/kg) si
24-48 ore (pentru 2000 mg). La 2 animale s-a constatat diaree, care au revenit la normal pe
parcursul a 24 ore. In primele 1-3 zile dupa administrarea preparatelor studiate in doze de 300 si
2000 mg/kg, ocazional, la animale au fost constatate somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree.
Aceste simptome au disparut dupa 1-2 zile. In baza rezultatelor preclinice, la sobolani a fost estimat
LD50 (tabelul 5.3).

Tabelul 5.3. Toxicitatea acuta la sobolani CIP+EC+UVB

Dozele, mg/kg Numarul animalelor Numarul deceselor
Lotul-martor 6 -
CIP+EC+UVB 300 6 0
CIP+EC+UVB 2000 6 4

De asemenea, nu s-au constatat deosebiri semnificative intre dinamica cresterii masei
corporale si consumul alimentelor la animalele din loturile cercetare si lotul-martor. La necropsie,
modificari patologice vizibile la examinarea organelor interne — limba, mucoasele cavitatii bucale,
dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta, vezica urinara, ovarele —

in loturile experimentale si cel de control, la ambele metode de administrare, nu au fost constatate.

Tabelul 5.4. Determinarea clasei de toxicitate a produsului CIP+EC+UVB

Denumirea Clasa de toxicitate DL50/LD50 estimat mg/kg
CIP+EC+UVB 3 50 - 300 =200

Rezultatele experimentale au aratat ca produsele administrate unimomentan animalelor de
laborator (soareci, sobolani) practic nu manifesta efecte toxice. La soareci, administrarea
intragastrala si intraperitoneald nu a provocat decesul animalelor si nici modificari macroscopice
ale organelor interne. La sobolani, in urma investigatiilor efectuate conform recomandarilor TG 423
Acute Toxic Class Method (OECD), poseda toxicitate redusa: clasa de toxicitate 3 si LDsg estimat >
200 mg/kg (Tabelul 5.4).

Rezultatele cercetarii pot servi ca premisa pentru evaluarea toxicitatii subacute si cronice a
produsele medicamentoase combinate elaborate in cadrul CSM.

Determinarea toxicitarii acute a produselor combinate NIC+PIR+EP si IHF+MU.

Valoarea LD50 reprezinta doza care provoaca letalitate la 50% din numarul animalelor
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supuse experimentului si sugereaza informatii pentru a clasifica in mod adecvat din punctul de
vedere al inofensivitatii un compus farmaceutic [109].

Studiul preclinic a avut ca obiectiv determinarea toxicitatii acute a 4 compusi
medicamentosi combinati cu denumiri de lucru NIC+PIR+EP si IHF+MU.

Metodologia de evaluare a toxicitatii acute este analogica celei prezentate anterior.
Tehnologia de preparare a formelor farmaceutice este descrisa in capitolul 3. Investigatiile
preclinice au fost aprobate de Comitetul de Etica a Cercetarii al IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”,
proces-verbal nr. 27 din 14.11.2016.

Studiul toxico-farmacologic a fost efectuat in Laboratorul de evaluare preclinica si clinica
a medicamentelor al CSM pe 204 soricei albi de laborator (102 masculi, 102 femele), cu varsta de
12 saptamani, masa de 18-26 g la initierea studiului (194 soricei — in loturile experimentale, 12
soricei — in lotul-martor/control) si pe 72 sobolani (30 masculi 42 femele) cu masa corporala intre
210 si 240 g, repartizati in loturi a cate 6, fiecare in celula separata (12 animale - in loturi de control
si 60 in loturi de baza). Compozitiile studiate si cea de referinta au fost administrate soriceilor
enteral prin gavaj si intraperitoneal. Cantitatea de lichid administrata a fost calculata in functie de
masa individuala a animalelor de laborator cantarite inainte de experiment (0,3 ml/g). Pentru
stabilirea TA, produsul a fost initial administrat soriceilor enteral prin gavaj si intraperitoneal in
doze-teste de 100, 500, 1000, 2000 mg/kg. Doze mai mari de 2000 mg/kg nu au fost folosite din
cauza necesitatii unui volum mai mare de solutie fiziologica, fapt ce nu corespundea
recomandarilor metodice. Intraperitoneal la sobolani au fost administrata in doze-teste de 100,
300, 1000, 2000 mg/kg.

Rezultatele administrarii enterale.

Pe parcursul studiului nu s-au constatat modificari in comportamentul si activitatea motorie
spontana a animalelor din lotul de control. Animalele erau in miscare activa, intrebuintau hrana si apa.
Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era in norma, fara schimbari patologice. Culoarea urinei era
galben-deschis. Blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare de alopecie. Dintii pastrati.
Mucoasele vizibile erau palide, lucioase, netede. La palpare, glandele mamare ale femelelor — fara
induratii si fara eliminari. Organele genitale la masculi — normal exprimate. Deformari sau edeme ale
extremitatilor nu s-au remarcat. Monitorizarea procesului de alimentare si adapare nu a evidentiat
modificari statistic semnificative intre loturile cercetate si cel de control. In a doua zi a studiului s-a
remarcat o oarecare pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile.

La administrarea substantei de referinta in doza de 100 mg/kg cu supraveghere timp de 7 zile
nu s-au constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor. Administrarea produselor

in doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei
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la stimulii exogeni. Majoritatea animalelor au revenit la starea initiala pe parcursul primelor 4 ore (300
mg/kg) si 24 ore (pentru 1000, 2000 mg). LDso conform metodei TG 423: Acute Toxic Class Method a

fost estimata la> 5000 mg/kg inofensiva, clasa de toxicitate 5 (tabelele 5.5 si 5.6.).

Tabelul 5.5. Mortalitatea si toxicitatea acuta la soricei IHF+MU

Masculi Femele Decesul
(intraperitoneal) (intragastral) g
Dozele mg/kg v ” < < animalelor
Numarul Numarul Numarul Numarul (%)
animalelor deceselor animalelor deceselor
Lotul-martor 6 - 6 - 0
100 6 - 6 0 0
300 6 6 2 0
1000 mg/kg 6 6 4 0
2000 mg/Kkg 6 6 4 0

metoda Kerber.

Tabelul 5.6. Mortalitatea si toxicitatea acuta la soricei NIC+PIR+EP

Masculi (intraperitoneal) Femele (intragastral) Decesul

Dozele, mg/kg Numarul Numarul Numarul Numarul | animalelor
animalelor deceselor animalelor deceselor (%)
Lotul martor 6 - 6 - 0
NIC+PIR+EP 100 6 - 6 0 0
NIC+PIR+EP 500 6 - 6 0 0
NIC+PIR+EP 1000 6 - 6 0 0
NIC+PIR+EP 2000 6 - 6 0 0

.....

metoda Kerber.

Rezultatele investigatiilor pe sobolani (Tabelul 5.7).

La administrarea enterala a dozei de 50 mg/kg cu supraveghere timp de 7 zile nu s-au
constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor. Administrarea in doze de
300, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii
exogeni. Toate animalele au revenit la starea initiala pe parcursul primelor 24 ore (300 mg/kg) si
24-48 ore (pentru 2000 mg). La 2 animale s-a constatat diaree, care au revenit la normal pe
parcursul a 24 ore. In primele 1-3 zile dupa administrarea preparatelor studiate in doze de 300 si
2000 mg/kg, ocazional, la animale au fost constatate somnolenta, adinamie, inapetenta, diaree.
Aceste simptome au disparut dupa 1-2 zile.

In baza rezultatelor preclinice, la sobolani a fost estimat LD50 (Tabelul 5.8).

De asemenea, nu s-au constatat deosebiri semnificative intre dinamica cresterii masei

corporale si consumul alimentelor la animalele din loturile cercetare si lotul-martor.
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Tabelul 5.7. Toxicitatea acuta la sobolani IHF+MU si NIC+PIR+EP

Dozele, mg/kg Numarul animalelor Numarul deceselor
Lotul-martor
IHF+MU 300 mg/kg
IHF+MU 2000 mg/kg
Lotul-martor
N+P+P 300 mg/kg
N+P+P 2000 mg/kg

DO |O O
OO WO

La necropsie, modificari patologice vizibile la examinarea organelor interne — limba,
mucoasele cavitatii bucale, dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, aorta,
vezica urinara, ovarele — in loturile experimentale si cel de control, la ambele metode de admi-

nistrare, nu au fost constatate.

Tabelul 5.8. Determinarea clasei de toxicitate a produsului IHF+MU si NIC+PIR+EP

Denumirea Clasa de toxicitate DL50/LD50 estimat, mg/kg
IHF+MU 4 300 - 2000 = 1000
NIC+PIR+EP 5 (practic netoxica) 2000 - 5000 > 2500

Rezultatele experimentale au aratat ca produsele administrate uni momentan animalelor de
laborator (soareci, sobolani) practic nu manifesta efecte toxice. La soareci, administrarea
intragastrala si intra peritoneala nu a provocat decesul animalelor si nici modificari macroscopice
ale organelor interne. La sobolani, in urma investigatiilor efectuate conform recomandarilor TG 423
Acute Toxic Class Method (OECD), poseda toxicitate redusa: clasa de toxicitate 5 si LDsg estimat >
2500 mg/kg pentru produsul NIC+PIR+EP si clasa de toxicitate 4 pentru produsul IHF+MU (LDso
estimat > 1000 mg/kg). Rezultatele cercetarii pot servi ca premisa pentru evaluarea toxicitatii
subacute si cronice a produsele medicamentoase combinate elaborate in cadrul CSM.

5.2. Studii de ototoxicitate pentru produsele farmaceutice combinate elaborate

Numeroase surse indica utilizarea audiometriei reflectorii si audiometriei computerizate in
scopul studierii functiei analizatorului auditiv [231]. In literatura de specialitate sunt descrise mai
multe metode de inducere a surditatii senzorineurale medicamentoase la animale de laborator
pentru efectuarea studiilor preclinice (antibacteriene ototoxice — neomicina, kanamicina,
gentamicina, streptomicina; antineoplazice — cisplastina, etc). Produsele respective pot fi
administrate intravenos, intramuscular, in bula otica [86, 91, 92, 369, 378].

Determinarea ototoxicitarii picaturilor auriculare cu IHF si MU si a capsulelor cu NIC,

PIR si EP.

Concentratiile farmaceutice cu corespunderea dozelor respective de 100 mg/kg si 1000

mg/kg al compusilor studiati au fost pregatite in cadrul Laboratorului Analiza, standardizarea si
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controlul medicamentelor al CSM. Preparatele au fost diluate in volume constante de solutie

fiziologica de 0,9% 1in functie de doza substantelor si cantitatea de lichid maximal admisibila

pentru administrare. Studiul farmacologic a fost efectuat in Laboratorul Evaluare preclinica si

clinica a medicamentelor al CSM pe: 16 sobolani (masculi) linia Wistar varsta 3-4 luni, masa 180-

250 gr, 4 grupuri a cate 4 animale in grup. Grupul 1- control (au primit sol Na Cl 0,9%), grupul 2

-ototoxicitate medicamentoasa sol Gentamicin, grupul 3—NaCl 0,9% +compusul 001, grupul 4 —

NaCl 0,9% +compusul 002. Animalele au fost obtinute din aceiasi sursa si mentinute in conditiile

de viata a laboratorului (cutii standarde de masa plastica) pentru aclimatizare. Conditiile de trai si

alimentare au corespuns cerintelor sanitare si normelor de alimentare. Pentru utilizarea apei au fost

stabilite auto apeducte. Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile. in timpul observatiilor a

fost inregistrat comportamentul animalelor, consumul alimentelor si apei, activitatea motorie,

coordonarea miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea

pielii si a mucoaselor. Vizual sa determinat tabloul clinic al intoxicatiei. Animalele au fost cantarite

la 1, 7, 14 zi (inainte de eutanasiere). Cercetarea sa efectuat conform cerintelor nationale si

internationale privitor efectuarea experimentelor cu implicarea animalelor de laborator [370, 369]

Protocol de evaluare a ototoxicitatii pe animale de laborator:

e Analgezie — somn medicamentos, doza: a) sol. Diazepam 2,0 mg/kg i.p [86];

e Ototoxicitate: Gentamicin in ureche 40 mg/ml cate 0,1 ml i/m— 3 administrari [369, 378];

e Preparatele studiate IHF+MU; NIC+PIR+EP au fost administrate intern prin gavaj — 3 administrari;

e Evaluarea auzului> inainte de experiment, dupa tratament;

e Otoscopie — AD (urechea dreapta), AS (urechea stanga);

o Reflexul Preyer la zgomot de 80 dB (deciBell;);

e Impedansmetrie (determinarea functiei urechii medii) : AD -tip A, B, C; AS-tip A, B, C

e Inregistrarea otoemisiilor acustice tranzitorii (TOEA) si otoemisiilor acustice pe produs de
distorsiune (PDOEA) - (determinarea functiei urechii interne) [86, 92, 369].

In rezultatul studiului nu au fost constatate in nici un grup modificari in comportamentul
animalelor, consumul alimentelor si apei, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la
excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor. La efectuarea
otoscopiei la toate grupurile am constatat bilateral membrana timpanica de culoare surie si lipsa
eliminarilor auriculare ce denota lipsa procesului inflamator in urechi. in grupul 1 reflexul Preyer
pozitiv (reactionarea animalului de laborator la stimul sonor de intensitate mare), tip A de
timpanogramma (mobilitate normala a membranei timpanice), si Otoemisiile acustice prezente la

ambele urechi sunt caracteristice pentru auz normal. La animalele din grupul 2 se constata
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ototoxicitate medicamentoasa indusa prin Gentamicina (lipsa reflexului Preyer si TOEA,
PDOEA). in acelasi timp timpanogramma de tip A ne indica la functia normala a timpanului si
urechii medii in toate grupurile. Schimbarile sunt caracteristice pentru afectarea organului Corti al
urechii interne — surditate senzorineurala (grupul 2).

Rezultatele studiului indica ca la toate animalele din grupul de control, grup 3 si 4 au indici
asemanatori caracteristici pentru auz normal si functionarea adecvata a analizatorului auditiv, fapt

ce denota despre lipsa efectelor ototoxice a preparatelor studiate (Tabelul 5.9.).

Tabelul 5.9. Inofensivitatea ototoxica a picaturilor auriculare cu IHF si MU si a capsulelor
cu NIC, PIR si EP

Grup Reflex Otoscopie Timpanometrie Otoemisie acustica
Preyer AD, AS (TOEA, PDOEA) AD,AS
1 -control prezent Norma Tip A Prezente *
2 -Gentamicina absent Norma Tip A Absente **
3 -Compus IHF+MU prezent Norma Tip A Prezente *
4 -Compus NIC+PIR+EP prezent Norma Tip A Prezente *

* amplitudinea otoemisiilor acustice > 0 dB si raportul semnal/zgomot > 3 dB
** amplitudinea otoemisiilor acustice < 0 dB si raportul semnal/zgomot < 3 dB

in cadrul studiului preclinic pe animale de laborator (sobolani) s-a constatat ca compusii
medicamentosi IHF+MU; NIC+PIR+EP nu poseda efect ototoxic.

Determinarea ototoxicitarii picaturilor auriculare cu CIP+EC+UVB.

Compus combinat: CIP+ EC+UVB 1:1:1, doze de 100 si 1000 mg/kg, suspensii in apa.
Modelarea experimentald (sobolani). Inducerea SSN am efectuat prin administrarea sol.
gentamicina 100 mg/kg cate 1 ml i/m 1 data/zi 5 zile. Evaluarea auzului la animalele de laborator
(sobolani) — in interval de pana la 10 zile dupa administrare. Reflexul Preyer — determinarea reactiei
sobolanilor la stimulii sonori de intensitate 70-80 dB in camp liber auditiv de la distanta de 1 m s-a
efectuat cu ajutorul aparatului PA5 Interacoustics. Otoscopie — AD, AS. Dupa inducerea animalului
de laborator in somn medicamentos, cu otoscopul Visual Ear Pick F180 inzestrat cu sursa de lumina,
s-a efectuat otoscopia pentru evaluarea conductului extern si a membranei timpanice. Perioada de

realizare a studiului: iulie 2021.

Otoemisiuni acustice (OEA). Dupa efectuarea otoscopiei, animalelor cu lipsa modificarilor
patologice din partea CAE si membrana timpanica s-a efectuat inregistrarea otoemisiunilor
acustice tranzitorii si otoemisiilor pe produs de distorsiune (DPOEA) cu ajutorul aparatului
Neirosoft-Neiro-audio. Pentru inregistrarca OEA a fost folosita o sonda acustica, calibrata, care
cuprinde doua megafoane pentru transmiterea frecventelor primare si un microfon, care capteaza
otoemisiile acustice reflectate in CAE. La capatul sondei se imbraca o oliva din silicon aleasa

individual, corespunzator dimensiunilor CAE al animalului de laborator.
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Reflexul Preyer (dupa Hilov) la zgomot de 70-80 decibeli. Animalul in stare de veghe,
peste 1 ora dupa administrarea alimentelor, se plasa singur in cusca si se expunea la sunete cu
ajutorul testerului sonor Interacustics PA-5. Concentratiile farmaceutice, cu corespunderea dozelor
de 100 si, respectiv, 1000 mg/kg, a compusilor studiati au fost diluate in volume constante de
solutie fiziologica de 0,9%, in functie de doza substantelor si cantitatea de lichid maximal
admisibila pentru administrare.

Studiul farmacologic a fost efectuat pe: 30 sobolani albi cu masa corporala 150-250 g
obtinuti de la Vivariul USMF ,,Nicolae Testemitanu”. Au fost 6 loturi a cate 5 animale in fiecare
lot. Lotul 1- martor /ototoxicitate medicamentoasa cu solutie de gentamicina, lotul 2 — SV-01; lotul
3—SV02, lotul 4 — SCO01, lotul 5 — SC-02, lotul 6 — CE-01. Pentru utilizarea apei, au fost stabilite
auto apeducte. Animalele au fost supravegheate timp de 14 zile. in timpul observatiilor au fost
inregistrate: comportamentul animalelor, consumul alimentelor si al apei, activitatea motorie,
coordonarea miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea
pielii si a mucoaselor.

Cercetarea s-a efectuat conform cerintelor nationale si internationale privind efectuarea
experimentelor cu implicarea animalelor de laborator cu avizul pozitiv al Comitetului de Etica a
Cercetarii. Rezultatele obtinute denota, ca in nici un lot de studiu nu au fost constatate modificari
in comportamentul animalelor, consumul alimentelor si al apei, activitatea motorie, coordonarea
miscarilor, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a
mucoaselor. La efectuarea otoscopiei, la toate loturile am observat bilateral membrana timpanica
de culoare gri si lipsa eliminarilor auriculare, ceea ce denota lipsa procesului inflamator in urechi.
in lotul 2-5, reflexul Preyer pozitiv (reactionarea animalului de laborator la stimul sonor de
intensitate mare). La animalele din lotul 1 se constata ototoxicitate medicamentoasa indusa prin
Gentamicina (lipsa reflexului Preyer si TOEA, PDOEA). In acelasi timp, timpanograma de tip A
ne indica functia normala a timpanului si urechii medii in toate loturile. Schimbarile sunt

caracteristice pentru afectarea organului Corti al urechii interne — surditate senzorineurala.

Tabelul 5.10. Inofensivitatea ototoxica a picaturilor auriculare cu CIP+EC+UVB

Lot Reflex Preyer Otoscopie Otoemisie acustica
(numarul de animale in lot) (numarul de animale) (numarul de animale)
C|P+E(6:+UVB Prezent (5) Fara modlflc(:g)rl patologice Prezente (5) *

* amplitudinea otoemisiilor acustice (TEOEA, DPOEA) > 0 dB si raportul semnal/zgomot > 3 dB
** amplitudinea otoemisiilor acustice < 0 dB si raportul semnal/zgomot < 3 dB

Potrivit rezultatelor studiului (Tabelul 5.10.), toate animalele din loturile 2-5 au indici

asemanatori, caracteristici pentru auz normal si functionarea adecvata a analizatorului auditiv, fapt
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ce denota lipsa efectelor ototoxice ale preparatelor studiate.

In cadrul studiului preclinic, pe animale de laborator (sobolani) am constatat ca produsul
farmaceutic CIP+EC+UVB nu poseda efect ototoxic.

Aceste studii permit continuarea cercetarilor farmacologice preclinice privind efectele
otoprotectoare ale produselor studiate. [226, 225, 172, 223, 224, 222].

5.3. Cercetarea activitatii antibacteriene si antifungice a picaturilor auriculare

antibacteriene si antifungice

Determinarea activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare de IHF si MU,

In Laboratorul de Infectii intraspitalicesti (sef de laborator Viorel Prisacari, dr. hab. st. med.,
prof. univ., MC AS din RM) s-a efectuat studiul activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare cu
IHF (IHF) si MU (MU). Probele analizate au fost: 1. IHF substanta pura; 2. Amestec mecanic
IHF+MU; Picaturi auriculare combinate cu IHF si MU; 4. Placebo (excipienti fara substante active);
5. Martor (Nitrofural substanta pur). In calitate de solvent pentru dizolvarea tuturor probelor a servit
dimetilformamida (DMFA). S-a utilizat metoda dilutiilor in mediul nutritiv lichid (bulion peptonat
(BP) din carne 2%). Culturile bacteriene de referinta au fost: Staphylococcus aureus (tulpina 209-P),
Enterococcus faecalis (t. ATCC 19433), Escherichia coli (t. ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(t.3534/51), Pseudomonas aeruginosa (t. ATCC 27853), Proteus vulgaris (t. HX 19222), Salmonella
typhimurium (t. WDCM 00031), Enterobacter cloacae (t. ATCC 13047). Probele au fost dizolvate in
DMFA si BP pana la concentratii de 125 ug /ml ale substantelor active, fiind diluate ulterior pana la
concentratiile necesare cu BP.

Pentru insamantare a fost folosita cultura de tulpini ale microorganismelor indicate, crescute
pe geloza de carne in decurs de 18-24 ore, spalate cu solutie izotonica de clorura de sodiu. Doza de
insamantare constituie 500 mii de corpi microbieni la 1 ml de mediu (dupa standardul optic de
turbiditate). In calitate de control a servit bulionul din carne, insamantat cu aceleasi tulpini fara continut
al compusului cercetat. Tuburile au fost agitate si termostatate la 37°C timp de 24 ore. Evaluarea
rezultatelor s-a efectuat vizual.

Activitatea bacteriostatica a fost apreciata in cazul lipsei cresterii microorganismelor in mediul
nutritiv lichid, iar activitatea bactericida a fost apreciata in baza lipsei cresterii microorganismelor dupa
insamantarea repetata pe mediul nutritiv solid — geloza peptonata din carne cu termostatare ulterioara
timp de 24 ore. Rezultatele obtinute pentru activitatea antibacteriana a picaturilor auriculare de IHF si
MU sunt prezentate in tabelul A16.1 in comparatie cu activitatea antibacteriana a amestecului mecanic
de IHF si MU, IHF si controlul — nitrofuralul. Picaturile auriculare combinate IHF si MU manifesta
activitate atat bacteriostatica, cat si bactericida fata de toate tulpinile de bacterii cercetate, manifestand
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0 potenta mult mai mare comparativ cu proba control — nitrofuralul in cazul tuturor bacteriilor testate.
Cel mai promitator rezultat comparativ cu controlul este inregistrat fata de S. aureus, cu o activitate
bacteriostatica de cca 18 ori mai mare si 0 activitate bactericida, respectiv de 37 de ori mai inalta.
Picaturile auriculare combinate IHF si MU poseda actiune bactericida fata de K. pneumonia,
P. aeruginosa si E. cloacae la acelasi nivel ca in cazul amestecului mecanic IHF si MU. O activitate
bactericida putin mai pronuntata comparativ cu amestecul mecanic s-a observat fata de E. faecalis, E.

coli, P. vulgaris si S. typhimurium (Figura 5.1).
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Fig. 5.1. Actiunea bactericida (a) si bacteriostatica (b) a picaturilor auriculare cu IHF si MU

comparativ cu amestecul mecanic de IHF si MU

Picaturile auriculare combinate IHF si MTU manifesta aceeasi activitate bacteriostatica ca si
amestecul mecanic in cazul bacteriilor Gram-negative de P. aeruginosa, P. vulgaris si E. cloacae; o
activitate similara in cazul S. aureus, E. faecalis, K. pneumonia si 0 activitate mai inalta fata de E. coli
si S. typhimurium. Atat picaturile combinate IHF si MTU, cat si amestecul mecanic prezinta aceeasi
activitate bacteriostatica, respectiv, bactericida in cazul tulpinilor de P. aeruginosa si E. cloacae
(Figura 5.1).

Determinarea activitatii antibacteriene si antifungice prin testele PCR in timp real

(RT-PCR) cu timp scurt de transformare a produsului combinat cu ciprofloxacina,

econazol si UVB.

Rezultatele studiului activitatii antibacteriene a formularii optimale de picaturi auriculare a avut
la baza stabilirea in vitro a capacitatii de inhibitie a cresterii si multiplicare a agentilor patogeni prin
determinarea concentratiei minime inhibitoare (CMI) a probelor studiate (Proba 2a — forma
farmaceutica picaturi auriculare combinate cu ciprofloxacina, EC si UVB; Proba 2b — amestec mecanic
CIP0,1g+EC 0,1 g; Proba 2c —amestec mecanic EC 0,1 g + UVB 0,1g; Proba 2d — amestec mecanic
ECO01g+CIP01g+ UVBDO0,1g; Proba 2e — EC 0,1 g; Proba 2f — UVB 0,1g; Proba 2g — solutia
Placebo. Proba 2h — CIP 0,1; Proba 2i — CIP 0,1 g + UVB 0,19), utilizand tulpinile certificate de
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microorganisme Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Candida albicans (ATCC 60193), Aspergillus flavus (ATCC9643),
Aspergillus fumigatus (ATCC 204305), Aspergillus niger (ATCC 16888) (tab. A16.2, A16.3, A16.4).
Determinarea activitatii antibacteriene a fost realizata prin testele PCR in timp real, cu aplicarea
metodei dilutiilor de serie pe medii lichide obtinerea concentratiilor de concentratii de 0,25 — 2 mg/mi
pentru fiecare component individual.

Rezultate obtinute denotd ca forma farmaceutica picaturi auriculare combinate cu
ciprofloxacina, econazol si UVB a manifestat activitatea antimicrobiana pe toate tulpinile testate, fiind
stabilita aceiasi CMI=0,5 mg/ml pentru toate tulpinile de microorganisme din studiu (Figura 5.2).
Dupa expozitia de 48 ore si 120 ore forma farmaceutica picaturi auriculare combinate nu si-a modificat
activitatea antibacteriana si fungistatica (Figura 5.2). Amestecul mecanic cu CIP si EC a manifestat
activitate antibacteriana si fungistatica dupa expozitia de 24 ore, pe tulpinile de S. aureus, E. coli, E.
faecalis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. niger cu o CMI=0.75 mg/ml, pe C. albicans, A. flavus —
CMI=4 mg/ml, iar pe tulpina de A. fumigatus nu a prezentat actiune fungistatica (Figura 5.3.). Dupa
expozitia de 48 ore si 120 ore, amestecul mecanic cu CIP si EC a manifestat activitate antibacteriana

si fungistatica pe toate tulpinile testate la concentratia de 0.75 mg/ml.
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Fig. 5.2 Actiunea bacteriostatica a picaturilor auriculare combinate cu CIP+EC+UVB,
amestecului mecanic CIP+EC si amestecului mecanic CIP+EC+UVB, dupai expozitia de 24 si
48 ore (a) si 120 ore (b)

Amestecul mecanic cu EC, CIP si UVB a manifestat activitate antibacteriana si fungistatica,
dupa expozitia de 24 ore, fiind stabilita CMI=0,75 mg/ml pentru toate tulpinile de microorganisme
testate, cu exceptia A. fumigatus, fata de care a fost inregistrata 0 CMI=3 mg/ml (Figurile 5.2, 5.3).
Dupa expozitia de 48 ore, amestecul mecanic cu EC, CIP si UVB si-a mentinut activitatea
antibacteriana si fungistatica pe toate tulpinile testate la concentratia de 0.75 mg/ml, insa dupa
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expozitia de 120 ore, amestecul si-a redus activitatea antibacteriana si fungistatica pe culturile de S.
aureus, E. faecalis si A. flavus (Figura 5.3). Dupa expozitia de 24 ore si 48 ore uleiul volatil de busuioc
a potentat actiunea antibacteriana si antifungica a nitratului de econazol pe tulpinile de E. coli, P.
aeruginosa, A. fumigatus. De asemenea, dupa expozitia de 24 ore uleiul volatil de busuioc a potentat
actiunea antibacteriana si antifungica a clorhidratului de ciprofloxacina pe tulpinile de E. faecalis, C.
albicans, A. flavus, A. niger, iar dupa expozitia de 48 ore si pe tulpina de A. fumigatus.

15
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Nota: CMI=6 nu reprezinta activitate fungistatica
Fig. 5.3. Actiunea fungistatica a picaturilor auriculare combinate cu CIP+EC+UVB,

amestecului mecanic cu CIP+EC si amestecului mecanic cu CIP+EC+UVB, dupa expozitia de
24 ore (a), 48 ore (b), 120 (c) ore

Astfel, mentionam ca forma farmaceutica picaturi auriculare combinate manifesta o actiune
bacteriostatica de 1,5 ori mai inaltd comparativ cu amestecul mecanic cu CIP si EC si amestecul
mecanic cu CIP, EC si UVB, dupa expozitia de 24 si 48 ore. Totodata, dupa expozitia de 120 ore,
actiunea bacteriostatica a picaturilor auriculare se mentine la acelasi nivel — de 1,5 ori mai inalta,
comparativ cu amestecul mecanic cu ciprofloxacina si EC (CIP+EC). in acelasi timp, dupa 120 ore,
actiunea bacteriostatica creste semnificativ comparativ cu amestecul mecanic cu ciprofloxacina, EC si
UVB (CIP+EC+UVB), fata de unele tulpini de bacterii: S. aureus (de 6 ori mai inalta) si E. faecalis
(de 3 ori mai inalta) (Figura 5.2).

In cazul actiunii fungistatice, dupa 24 ore de expozitie, picaturile auriculare au demonstrat CMI
mult mai mici pentru majoritatea tulpinilor de fungi, comparativ cu amestecul mecanic cu
ciprofloxacina si EC (CIP+EC) si amestecul mecanic cu ciprofloxacina, EC si UVB (CIP+EC+UVB),
ceea ce demonstreaza o activitate fungistatica mai pronuntata. Totodata, dupa 48 si 120 ore de
expozitie, CMI a amestecurilor mecanice mai sus mentionate scad semnificativ si activitatea
fungistatica a picaturilor auriculare se mentine la un nivel de 1,5 ori mai inalta pentru majoritatea
tulpinilor testate, comparativ cu amestecurile mecanice. Exceptie este actiunea fungistatica dupa
expozitia de 120 ore a picaturilor auriculare, comparativ cu amestecul de ciprofloxacina, EC si UVB,

fata de A. flavus, care este una de 3 ori mai inalta (Figura 5.3).
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5.4. Studiul activitatii antioxidante a capsulelor combinate

A fost determinata activitatea antioxidanta a extractului uscat de paducel individual si a
capsulelor in cadrul Catedrei de farmacognozie si botanica farmaceutica USMF ,,Nicolae Testemitanu,
utilizand metodele de captare a radicalului organic DPPH" si de decolorare a cation-radicalului
ABTS™; totodati a fost determinati si capacitatea de chelare a Fe?*. Metodologia determinarilor prin
toate trei metode este descrisa in capitolul 2.

Evaluarea activitarii antioxidante prin reacsia cu radicalul DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil).

A fost masurata absorbanta solutiilor metanolice analizate de EP individual si de capsule
operculate combinate la spectrofotometru (A=517 nm). In calitate de antioxidant standard a fost folosit
Trolox in intervalul de concentratii de 1-7,5 pg/ml, si a fost obtinuta graficul de calibrare: R?=0,9902;
y=7,9021x+25,366.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul A16.5 [166]. In urma determinarilor s-a constatat, ca
extractul de paducel individual capteaza in proportie de 50% radicalii liberi de DPPH la o concentratie
de 86,05 ng/ml, iar capsulele combinate la o concentratie de 99,596 pug/ml.

Evaluarea activitarii antioxidante prin reacfia cu radical-cationul ABTS™.

A fost preparata solutia stoc de ABTS cu concentratia de 2 mM (0,0103 g de sare de ABTS
(Sigma Aldrich) s-au dizolvat in 10 ml de apa distilata; solutie de culoare albastra-verzuie). Paralel s-
au dizolvat 0,0944 g de K>S,0g (Merck) in 5 ml de apa purificata ( s-a obtinut o concentratie de 70 mM
de persulfat de potasiu). 10 ml de solutie stoc de ABTS (2 mM) s-au amestecat cu 0,1 ml de persulfat
de potasiu (70 mM), amestecul s-a lasat la intuneric pentru 14 ore. In urma reactiei s-a format ABTS™.
Amestecul s-a diluat cu metanol in cateva prize pana la o absorbanta de 0,700+0,020, masurata la
A=734 nm. Solutia proba s-a preparat din 1 ml solutie de ABTS"" si 24 ml alcool metilic. Concentratia
EP in amestecul reactant s-a mentinut de 1 mg/ml. A fost calculat % de inhibitie, in baza formulei
indicate 1n capitolul 2. A fost preparata solutia standardului Trolox in concentratie de 25 mM, ulterior
fiind realizate dilutii pentru a obtine solutii cu concentratii cuprinse intre 2,5-30 uM, care au servit la
obtinerea curbei de etalonare. Valoarea coeficientului TEAC a fost exprimata in uM Trolox/g proba
de analizat, iar rezultatele calculate in baza graficului de etalonare s-au exprimat in mmol Trolox
echivalent (uM TEAC/g) (0-30 uM; R?=0,9973; y=2,7269x+16,587) (Figura 5.4) [127].
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Fig. 5.4. Graficul de etalonare pentru Trolox

Rezultatele determinarilor (repetate de trei ori) sunt reprezentate in tabelul A16.5 Toate
masuratorile au fost efectuate in triplicat, fiind calculate Me si IQR. Activitatea antioxidanta a fost
exprimata in echivalent Trolox pg/ml. Rezultatele au aratat, ca abilitatea de inhibare a radicalului liber
DPPH- este buna: la extractul individual este mai mare decat la capsule, dar nesemnificativ. Prin
aplicarea testului neparametric Kruscal-Wallis H s-a determinat valoarea p<0,05, ce semnifica
existenta diferentei statistice semnificative intre activitatea antioxidanta determinatad prin metoda
DPPH a extractelor analizate si a substantei de referinta (Trolox) (y~ = 15,158, df = 2, p = 0,000511).

Ca si in cazul inhibarii radicalului DPPH, testul ABTS a confirmat ca activitatea antioxidanta
scade nesemnificativ la capsule in comparatie cu extractul individual (p = 0,003948) (Tabelul 5.11).
Conform testului neparametric Spearman (p = 0,547), a fost demonstrata o corelatie directa intre
activitatea extractelor uscate de a reducere cation-radicalul ABTS™ si concentratia de flavonozide
(tabelul A16.6).

Tabelul 5.11. Activitatea antioxidanta a extractului uscat de paducel si a capsulelor combinate,

determinata prin metodele DPPH si ABTS

proeceaatzat | PPy (S | ABTS i TElg ek | Conrtce i
Extract uscat de paducel 88,43250(5,58) 20,8360 (1,221) 0,58609 (0,0107)
Capsule combinate 99,1550 (2,42) 19,3260 (0,349) 0,523615 (0,0077)
Trolox 3,7100 (1,84) - -

Capacitatea de chelare a ionilor de fier de catre extractul uscat de paducel si capsulele

combinate.
Extractele vegetale au capacitatea de a chela ionii de fier prin impiedicarea formarii

complexului Ferozinei cu Fe?", rezultand in diminuarea culorii purpurii asociate acestuia. Cuantificarea
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nivelului de atenuare a culorii ofera 0 modalitate de estimare a activitatii de chelare a metalului,
utilizand chelatori prezenti in extractele vegetale [114].

S-a determinat absorbanta solutiei reactante (tehnica prepararii este indicata in capitolul 2) la
562 nm si s-a calculat procentul de inhibitie al complexului ferozina-Fe?*. Solutia de EDTA, care este
un bun chelator de metale, s-a utilizat in calitate de standard. Rezultatele determinarilor au fost evaluate
statistic, fiind exprimate prin Me si IQR (n=6). Diferentele au fost considerate statistic semnificative
(p =0,000005) (tabelul A16.7).

In urma evaluarii capacititii de chelare a fierului de catre extractul de paducel individual si de
capsulele combinate (tabelul A16.7) s-au constatat valori apropiate (%), fiind egale cu 77.19% (IQR
0,015; p = 0,000120) si 59.87% (IQR 0,6175; p = 0,000490) respectiv, in comparatie cu EDTA
(93,54%; IQR 0,8475). Aceste rezultate confirma activitatea antioxidanta inalta a EP, care se mentine

si la incorporarea acestuia in capsulele combinate.

Sinteza capitolului 5

Rezultatele experimentale au aratat ca produsele administrate uni momentan animalelor de
laborator (soareci, sobolani) practic nu manifesta efecte toxice. S-a stabilit clasa de toxicitate 3 pentru
picaturile CIP+EC+UVB, clasa de toxicitate 4 pentru picaturile IHF+MU si clasa de toxicitate 5 pentru
capsulele NIC+PIR+EP. In cadrul studiilor de ototoxicitate prin evaluarea reflexului Preyer si
otoscopie AD, AS s-a constatat ca nici unul din produsele farmaceutice cercetate nu poseda efecte
ototoxice.

Activitatea antibacteriana a picaturilor auriculare cu IHF+MU a fost studiata prin metoda de
dilutie in serie, impotriva tulpinilor de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecali, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Enterobacter cloacae, fiind demonstrata actiunea bacteriostatica si bactericida a formei farmaceutice
fata de toate tulpinile cercetate, cu o potenta mult mai mare comparativ cu proba control — nitrofuralul.
Cel mai promitator rezultat comparativ cu controlul este inregistrat fata de S. aureus, cu o activitate
bacteriostatica de cca 18 ori mai mare si 0 activitate bactericida, respectiv de 37 de ori mai inalta.

Determinarea activitatii antibacteriene si antifungice prin testele PCR in timp real (RT-PCR)
cu timp scurt de transformare a picaturilor combinate cu CIP, EC si UVB s-a efectuat asupra tulpinilor
Staphylococcus aureus), Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger. Rezultate obtinute denota cd forma farmaceutica picaturi auriculare combinate cu
ciprofloxacina, econazol si UVB a manifestat activitatea antimicrobiana pe toate tulpinile testate, fiind
stabilita aceiasi CMI1=0,5 mg/ml pentru toate tulpinile de microorganisme din studiu, in comparatie cu
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amestecul mecanic fara ulei de busuioc. Astfel, s-a demonstrat, ca actiunile antibacteriana si
antifungica ale formularii sunt potentate de catre UVB, care poseda aceste efecte.

A fost determinata activitatea antioxidanta a extractului uscat de paducel individual si a
capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP. In urma determinrilor s-a constatat, ci extractul de paducel
individual capteaza in proportie de 50% radicalii liberi de DPPH la o concentratie de 86,05 pug/ml, iar
capsulele combinate la o concentratie de 99,596 pg/ml; testul ABTS a confirmat activitatea
antioxidanta la capsule, care este nesemnicativ mai joasa in comparatie cu extractul individual, iar
capacitatea de chelare a ionilor de fier este pronuntata (59,81%), fapt ce confirma activitatea

antioxidanta a capsulelor combinate.
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CONCLUZII SIRECOMANDARI
CONCLUZII GENERALE

1. Argumentarea necesitatii elaborarii produselor farmaceutice combinate cu aplicare in
tratamentul maladiilor ORL s-a realizat prin evaluarea pietei preparatelor utilizate in aceste patologii,
atat in Republica Moldova, cat si in alte tari, care a scos in evidenta insuficienta combinatiilor si accesul
scazut a populatiei la remedii combinate specifice. A fost argumentata teoretic si demonstrata
experimental metodologia de elaborare a combinatiilor cu doza fixa de medicamente cu aplicatie in

tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii, prin prisma conceptului Quality by Design.

2. In premiera a fost demonstrata compatibilitatea si stabilitatea principiilor active IHF, MU,
CIP, EC, UVB, NIC, PIR si extract uscat de paducel in combinatii sub forma de amestecuri mecanice,

fiind aplicate tehnici performante DSC, FT_IR, difractie cu raze X;

3. Compozitiile optimale au fost stabilite in baza evaluarii a 6 formule experimentale de picaturi
auriculare cu IHF si MU, si cate 4 de picaturi cu CIP, EC si UVB si capsule cu NIC, PIR si EP, in care
cantitatea de principii active a fost identica, variind dor compozitia si cantitatile de substante auxiliare.
Determinarea parametrilor reologici (vascozitate si tensiunea de forfecare), pH-ului si cedarii principiilor
active in vitro prin membrane artificiala (polimerica semipermeabila) si naturale (intestin si ureche de
porc) au aratat, ca formularile de picaturi auriculare se prezinta sub forma de lichide ne-Newtoniene si
pseudoplastice, cu caracter tixotrop, iar vitezele de permeatie a substantelor medicamentoase in stare
stationara si constantele de difuzie pentru substantele active din formularile testate coreleaza cu
compozitia cantitativa a excipientilor, fiind optimale pentru formularile F1 la picaturile cu IHF+MU, si
F4 la picaturile CIP+EC+UVB. Determinarea parametrilor tehnologici (indicii Carr si Hausner) si a
profilurilor de dizolvare a NIC si PIR din capsule in medii acid si neutru, au demonstrat o cinetica a

dizolvarii (constantele de dizolvare ale NIC si PIR) optimala pentru formularea F1.

4. In procesul de optimizare a compozitiilor produselor combinate elaborate in baza designului
factorial deplin 32si analizei suprafetelor de rispuns s-a constatat, ci la piciturile auriculare valorile
vascozitatii la cea mai mica viteza de forfecare pentru toate formularile cresc odata cu marirea
concentratiei de PEG 400 si micsorarea cantitatilor de PG sau PS, cantitatea de PEG 400 in mare
masura determina procesul de difuzie prin cresterea coeficientului, pe cand PG si PS 1l scad; valorile
pH-ului picaturilor cresc odata cu marirea concentratiilor de excipienti. La capsule, s-a observat
cresterea valorilor indicelui Carr la marirea concentratiei de stearat de magneziu. Tor stearatul de
magneziu in mare masura a influentat si procesul de dizolvare a NIC si PIR, micsorand constanta de

dizolvare.
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5. ldentificarea substantelor active s-a realizat prin reactii chimice de culoare, sensibilitatea
reactiilor nu depaseste 20 ug/ml. Metoda CSS a fost aplicata pentru identificarea substantelor
medicamentoase IHF, MU, CIP si EC in formele farmaceutice, aprecierea puritatii formei farmaceutice
s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor suplimentare pe cromatogramele solutiilor proba.
Substantele active din formulari au fost identificate si prin spectrofotometrie UV-Vis dupa maximele
de absorbtie, si HPLC dupa timpii de retentie. Pentru toate 3 produse farmaceutice combinate au fost
elaborate si validate metode HPLC pentru dozarea concomitenta a principiilor active, precum si
metode spectrofotometrice UV-Vis de alternativa, simple si accesibile; metodele de analiza dezvoltate

au fost aplicate pentru standardizarea produselor farmaceutice elaborate.

6. S-a cercetat stabilitatea formelor farmaceutice elaborate prin expunerea in conditii de stres
hidrolitic (acid si alcalin), oxidativ, termic, fotolitic. Produsele au fost depozitate si in conditii
obisnuite, fiind stabilite conditiile de depozitare si termenii de valabilitate pentru fiecare produs: cate
24 de luni. Picaturile auriculare si capsulele elaborate au fost standardizate, cu elaborarea a 3

Monografii farmacopeice si 3 Regulamente tehnologice.

7. Rezultatele experimentale au aratat, ca produsele administrate unimomentan animalelor de
laborator (soareci, sobolani) practic nu manifesta efecte toxice. S-a stabilit clasa de toxicitate 3 pentru
picaturile CIP+EC+UVB, clasa de toxicitate 4 pentru picaturile IHF+MU si clasa de toxicitate 5 pentru
capsulele NIC+PIR+EP. in cadrul studiilor de ototoxicitate prin evaluarea reflexului Preyer, otoscopiei
si a otoemisiunilor acustice s-a constatat ca nici unul din produsele farmaceutice cercetate nu poseda

efecte ototoxice.

8. Cercetarea activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare cu IHF+MU a demonstrat
actiunea bacteriostatica si bactericida a formei farmaceutice fata de toate tulpinile cercetate, cu o
potenta mult mai mare comparativ cu proba control — nitrofuralul. Cel mai promitator rezultat
comparativ cu controlul este inregistrat fata de S. aureus, cu o activitate bacteriostatica de cca 18 ori
mai mare si 0 activitate bactericida, respectiv de 37 de ori mai inaltd. Determinarea activitatii
antibacteriene si antifungice a picaturilor combinate cu CIP, EC si UVB a scos in evidenta o actiune
majora pe toate tulpinile testate cu CMI=0,5 mg/ml in comparatie cu amestecul mecanic fara ulei de
busuioc, fiind demonstrat astfel, ca actiunile antibacteriana si antifungica ale formularii sunt potentate
de catre UVB.

9. In urma determinarii activitatii antioxidante a extractului uscat de paducel individual si a
capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP s-a constatat, ca extractul de paducel individual capteaza in
proportie de 50% radicalii liberi de DPPH la o concentratie de 86,05 pg/ml, iar capsulele combinate la
0 concentratie de 99,596 ug/ml; testul ABTS a confirmat activitatea antioxidanta la capsule, care este
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nesemnicativ mai joasa in comparatie cu extractul individual, iar capacitatea de chelare a ionilor de

fier este pronuntata (59,81%), fapt ce confirma activitatea antioxidanta a capsulelor combinate.

10. Cercetarile efectuate in acest studiu au permis elaborarea in premiera a trei produse
farmaceutice combinate noi, originale: picaturi auriculare cu IHF si MU pentru terapia otitelor externe
supurative, picaturi auriculare cu CIP, EC si UVB pentru tratamentul otomicozelor si capsule cu

continut de NIC, PIR si EP pentru tratamentul complex al surditatii senzorineurale.

RECOMANDARI PRACTICE

1. Pornind de la actualitatea tematicii abordate in lucrare, argumentata prin incidenta
crescuta a maladiilor auriculare atat in Republica Moldova, cat si la nivel global, dar si in baza
constatarii insuficientei pe piata a produselor combinate specifice pentru tratamentul otitelor,
otomicozelor si hipoacuziei senzorineurale, se recomanda continuarea cercetarilor preclinice
farmacologice si clinice a produselor farmaceutice elaborate: picaturi auriculare cu IHF si MU
pentru terapia otitelor, picaturi auriculare cu CIP, EC si UVB pentru tratamentul otomicozelor si
capsule cu continut de NIC, PIR si EP pentru tratamentul complex al surditatii, cu implicarea
laboratoarelor Centrului Stiintific al Medicamentelor si a Institutului National de Cercetare in

Medicina si Sanatate din cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu”, in vederea definitivarii dosarelor

preclinic si clinic pentru inregistrarea produselor mentionate;

2. Pentru diversificarea si eficientizarea tratamentului otomicozelor se recomanda informarea
medicilor practicieni otorinolaringologi despre rezultatele acestui studiu pentru a facilita prescrierea

sub forma de retete magistrale a picaturilor auriculare combinate cu CIP, EC si UVB;

3. In scopul asigurarii accesului pacientilor la terapii cu medicatie complexa a otitelor si
otomicozelor, se recomanda Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin” sa initieze

prepararea picaturilor auriculare cu CIP, EC si UVB in baza prescriptiilor medicilor otorinolaringologi;

4. In baza documentelor analitice de normare a calitatii elaborate si a cercetarilor efectuate
in lucrare se recomanda intreprinderilor autohtone de producere sa includa produsele combinate
elaborate in programul de activitate a departamentelor de cercetare-dezvoltare in vederea asigurarii

posibilitatii de transfer tehnologic si inregistrarea acestora in cadrul Agentiei Medicamentelor si

Dispozitivelor Medicale;

5. Metodologia de elaborare a combinatiilor cu doza fixa de medicamente cu aplicatie in
tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii, elaborata in baza conceptului Quality by Design se
recomanda a fi aplicata si in dezvoltarea medicamentelor combinate destinate eficientizarii

managementului altor maladii, care necesita abordari farmacoterapeutice complexe.
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