agranulocitoza poate apdrea rapid, este utild determinarea periodicd a leucocitelor pentru
diagnosticarea precoce. Primele simptome ale agranulocitozei frecvent se pot manifesta prin
dureri in gat si febrd, din care cauzad pacientii trebuie imediat si se adreseze la medic. O
neutropenie usoara poate fi un simptom al agranulocitozei incipiente, precum si al tirotoxicozel.
Suspendarea preparatelor contribuie la disparitia agranulocitozei, care poate fi acceleratd prin
prescrierea factorului granulocitar colonial.

E necesar de mentionat, cd cea mai frecventa reactie adversa este eruptia urtiforma, uneori
hemoragica, care poate disparea fara a suspenda tratmentul, iar uneori va fi necesara utilizarea
H1-antihistaminicelor,  glucocorticoizilor sau  substitufia  antitiroidienelor, deoarece
hipersensibilitate Incrucisata se constatd rar. Un sir de alte reactii adverse, precum durerile si
redoarea in articulatii, parestezia, cefaleea, greata, voma, diareea, pigmentarea pielii, alopecia,
febra medicamentoasa, leziunile hepatice si renale, cresterea activitatii enzimelor hepatice, desi
nu sunt atat de frecvente pot avea loc la prezenta anumitor factori predispozanti.

Scolarizarea pacientilor in aceste momente, de regula, da efecte pozitive prin cresterea
eficientei si diminuarea reactiilor adverse.

In baza celor expuse si experientei acumulate putem conchide despre unele succese in
domeniul problemelor abordate. In primul rand, am constata, ci scolarizarea bolnavilor in
aspectul cunoasterii patologiei tiroidiene a contribuit la cresterea adrsarilor precoce, ce denota
despre majorarea nuvelului de constientizare a populatiei. In al doilea rand, s-a majorat evident
numarul pacientilor ce respecta recomandarile medicului referitor la controlul dupa evolutia bolii
si de efectuare a examenului repetat in termenii necesari. in al treilea rand, datorita respectarii
criteriilor de monitorizare dupa efectul preparatelor s-a redus numarul de bolnavi cu reactii
adverse, uneori grave.

In concluzie e necesar de mentionat, ci incidenta si severitatea maladiilor glandei
endocrine poate fi diminuata, inclusiv si prin efectuarea unei scolarizari eficiente ce va spori
complianta pacientilor la tratament si va reduce volumul cheltuielilor financiare. Acestea din
urma vor permite ca in cazul unor accidente, similare Cernobilului, sd se Intreprindd masuri
profilactice ce vor contribui la pastrarea sanatatii populatiei.

PROPRIETATILE ANTIBACTERIENE SI ANTIFUNGICE ALE SOLUTIEI BENZIL
ALCOOLICE DE JUGLONA
Andrei Bacinschi
Catedra Farmacologie si Farmacologie clinica ,,Nicolae Testemitanu”
(Conducator stiintific — conferentiar universitar V. Gavriluta)

Summary

Antibacterial and antifungal properties of benzil-alcoholic solution of juglone

Studies in vitro demonstrate that benzil-alcoholic solution of juglone poses a pronounced
antibacterial activity against gram-positive (Staphilococcus aureus (Wood-209), Streptococcus
faecalis)and gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris)
microorganisms and antifungal properties against Candida albicans, Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Penicillium, 2-4 times more intensive than standard benzyl-alcoholic
solution. The drug ,,in vivo” leads to early elimination of inflamatory and necrotic proceses
caused by staphylococcus and fungi. The efficacy of benzyl alchhoholic solution of juglone is
determined in the most part by of presence of haftogiuinonic derivate.

Rezumat

Solutia benzil alcoolica de Juglona ,,in vitro” manifestd proprietati antibacteriene fata de
flora gram-pozitiva (Staphilococcus aureus (Wood-209), Streptococcus faecalis), flora gram-
negativa (Escherichia coli, Proteus vulgaris) si fungi (Candida albicans, Aspergillus niger,
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Aspergillus fumigatus, Penicillium) ce depasesc de 2-4 ori vehicolul solutiei. Preparatul ,,in
vivo” contribuie la inlaturarea mai precoce a proceselor inflamatoare si purulente provocate de
infectia stafilococica si fungica. Eficacitatea solutiei benzil alcoolice de juglona este determinata
in mare parte de prezenta derivatului naftochinonic.

Actualitatea

Din cele mai vechi timpuri formele medicamentoase din diferite structuri ale nucului
(Juglans Regia L., Juglans Nigra etc.) se utilizau cu diverse scopuri medicina populara. Din
sursele antice se intalnesc informatii despre proprietatile curative ale infuziilor din frunze de nuc
pentru tratamentul afectiunilor purulente ale pielii si mucoaselor, infectiilor inflamatorii ale
ochilor. Sucul din coaja verde de nuc, amestecat cu miere de albine, se utiliza in tratamentul
afectiunilor purulente ale laringelui. In unele tari tincturile din frunze de nuc se utilizau in
tratamentul formelor cutanate de tuberculoza si cancer [Benites J., et al., 2010].

In rezultatul cercetirilor efectuate s-a determinat ci proprietitile curative ale infuziilor
din frunze de nuc, in marea masura, sunt datorate prezentei in ele a derivatului de naftochinona —
Juglona. De asemenea au fost determinate si alte naftochinone mai putin active. Ele toate
indeplinesc functia de protectie a nucului fatd de invaziile insectelor, bacteriilor etc, sau
cresterea 1n adiacentd a plantelor non simbiotice [Imbaraj J.J. et al., 2004, Krolicka A. et al.,
2008].

In literatura de specialitate se mentioneaza ca alcaloizii di nuc, si in primul rand juglona,
pot manifesta efect antibacterian, antifungic, antiviral, antitumoral, antioxidant, tonizant,
antiproliferativ, imunodepresiv sau imunostimulator (Reese S. et al, 2010, Zakharova O.D. et al,
2010, Benites J. Et al 2010, Krolicka A et al, 2008, Inbaraj J.J. et al, 2004, bop3os M. B. U
np.,1958, Tamenxkuii I1. K., 1974, I'punes A. H. U ap., 1980).

Pentru prima data juglona a fost obtinutd in 1856 din coaja verde de nuc. Obtinerea
juglonei din materia prima vegetala nu a permis asigurarea cantitatilor necesare de produs pentru
un studiu farmacologic mai aprofundat. in literaturid sunt descrise diverse incerciri pentru
obtinerea juglonei pe cale sinteticd. In 1949 L.N. Aizinberg a propus o metoda chimici de
obtinere a juglonei, insd complexitatea acestei metode, instabilitatea produsului obtinut,
reactivitatea lui inaltd, prezenta amestecului de 5-hidroxi 1,4 naftochinona si lipsa informatiei
veridice au jucat rolul sau negativ, juglona ne meritat fiind exclusa din lista celor mai efective
preparate de atunci.

Actualmente colaboratorii Institutului de Chimie al AS din RM au elaborat o noua
metodd de sintezd a juglonei care permite prin chieltueli nednsemnate obtinerea unui produs
chimic pur in cantititi satisficitoare. in baza acestui alcaloid au fost elaborate noi forme
farmaceutice cum sunt solutia alcoolica cu denumirea de ,,nucina”, solutia benzil alcoolica de
juglona, gel cu juglona.

Scopul studiului s-a redus la cercetarea ,,in vitro” si ,,in vivo” a proprietatilor specifice
(antibacteriene si antifungice) a solutiei benzilalcoolice de Juglona.

Materiale si metode

Studiile experimentale ,,in vitro” au fost efectuate in conformitate cu recomandarile
metodice de cercetare a remediilor chimioterapice dupa Xa6pues P.Y.(2005). In studiu s-a
folosit solutia benzil alcoolicd de juglona stabilizatd (juglona — 0,1, acid citric — 0,1, alcool
benzilic ad 100 ml) si vehicolul (acid citric — 0,1, alcool benzilic ad 100 ml).

Cercetarea activitatii antimicrobiene a formelor medicamentoase a fost efectuatd “in
vitro” prin metoda diludrilor succesive in mediu de cultura — agar peptonat, iar a celor
antifungice - prin metoda diludrilor succesive in mediu lichid de culturd (Bulion Saboro). Pentru
studiul proprietatilor antibacteriene au fost pregatite opt dilutii (0,02 % ; 0,01% ; 0,006 % ;
0,003 %; 0,001 %; 0,00077 % ; 0,00038 %; 0,00019 %, 0,00009%), iar a celor antimicotice 11
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dilutii (0,05%; 0,025%; 0,0125%; 0,0062%; 0,0031%; 0,00155%; 0,00077%; 0,00038%;
0,00019%; 0,00009%; 0,000045%).

In calitate de culturi de referintd au fost folosite tulpinile bacteriilor gram-pozitive
(Staphilococcus aureus (Wood-209), Streptococcus faecalis), bacteriilor gram-negative
(Escherichia coli, Proteus vulgaris) si fungilor (Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Penicilliu).

Evaluarea rezultatelor a fost efectuatd vizual. Activitatea bacteriostaticd - concentratia
minima inhibitoare (CMI) a fost stabilita in cazul lipsei cresterii microorganismelor Tn mediul
nutritiv lichid cu cea mai micd concentratie de preparat. Activitatea bactericidd - concentratia
minima bactericida (CMB) a fost stabilitd in baza lipsei cresterii microoganismelor dupa
insamantarea repetatd pe geloza peptonatd cu termostatarea ulterioara timp de 24 ore. Activitatea
fungistatica - concentrafia minima inhibitoare (CMI) a fost stabilitd in cazul lipsei cresterii
fungilor in mediul nutritiv lichid. Activitatea fungicida - concentratia minima fungicida (CMF) a
fost stabilitd in baza lipsei cresterii fungilor dupa insamantarea repetata pe geloza Saburo cu
termostatarea ulterioard timp de 7 zile la t= 28°C.

Testarea ,,in vivo” a activitatii antibacteriene a solutiilor benzil-alcoolica si vehicol a fost
efectuata pe modele de infectii stafilococice si candidozice localizate la soricei albi
(E.H.ITagetickas, 1971). Cercetarile au fost efectuate pe 42 soricei albi cu masa de 14-17g..
Pentru modelarea infectiei stafilococice locale a fost folosita cultura standard de Staphylococcus
aureus (ATSS 25 932), iar a celei micotice — cultura standard de Candida albicans. Preventiv in
regiunea abdominali a soriceilor a fost inlturat invelisul pilos pe o suprafata de 1 cm?. Mai apoi
a fost preparatd suspensia stafilococica si candidozica in dilutie de 900 min de corpi
microbieni/ml (doza de infectare necesard — nu mai putin de 800 mln corpi microbieni/ml).
Suspensia datd in volum de 0,1 ml a fost injectatd in regiunea preventiv preparatd a soriceilor.
Nivelul intensitatii de afectare a regiunilor infectate a fost stabilit conditionat in felul urmator:
gradul | de afectare — (+) se determina infiltrate purulente punctiforme de dimensiuni pana la 2
mm.; gradul Il de afectare — (++) se determina infiltrate purulente pana la 5 mm.; gradul Il de
afectare - (+++) se determind infiltrate purulente pana la 1 cm si  procese necrotice; lipsa
afectarii a fost indicata cu semnul (-).

Soriceii au fost repartizati in trei loturi egale, care includeau animale cu diverse grade de
afectare. Dupa repartizarea in loturi, zilnic la aceiasi ora, la soriceii din lotul I (lotul martor) (n =
6-8) fost supusi numai observarilor, fara utilizarea oricarui tratament la soriceii din lotul Il (n =
6-8) a fost aplicata solutia de vehicol, iar soriceii din lotul III (n = 6-8) suprafata afectata a fost
prelucrata solutia de juglond. Animalele au fost supuse observarilor pana la momentul lichidarii
totale a proceselor infectate si cicatrizarea plagilor la soriceii din lotul martor.

Eficacitatea tratamentului cu solutiile studiate a fost apreciatd dupa: compararea in dinamica
a intensitatii afectdrilor in loturile tratate si lotul martor (stabilirea indicelui de afectare); evidenta
animalelor decedate in caz de generalizare a infectiei; timpul de disparitie totala a proceselor
purulente.

Rezultate si discutii

Cercetdrile experimentale ne-au demonstrat, cd solutia benzil alcoolicd de juglona
manifesta actiune bacteriostatica si bactericida fata de stafilococ in concentratii de 0,00009%, iar
fatd de streptococ, colibacil si protei in concentratii de 0,00019%. In acelasi timp vehicolul
poseda efect antimicrobian fatd de tulpinile studiate in concentratii de 2 ori mai mari, fapt ce ne
dovedeste despre activitatea antibacteriana certa a juglonei, prezenta in solutia benzil alcoolica
(tab.1).

Studiul proprietatilor antifungice ,,in vitro” ne-au relevat, cd a solutia benzil alcoolicd de
juglona manifesta actiune fungistatica si fungicida fata de Candida albicans in concentratii de
0,00038% in timp ce vehicolul doar in 0,00155%. In acelasi timp efectul antimicotic al
substantei cercetate era de 2 ori mai intens fatd de tulpinile de Aspergilus si Penicillium (tab.2).
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Tabelul 1
Actiunea antibacteriana ,,in vitro” a solutiei benzilalcoolice de juglona

Microorganismele testate

Formele -
medica- S. aureus (209) Str. faecalis E. coli (ATCC) Pr. vulgaris
mentoase

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Vehicolul
(%) <0,00019 | 0,00019 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038
Solutia
benzil
alcoolica de | <0,00009 | <0,00009 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019
juglona de
(%)

Tabelul 2
Actiunea antifungica a solutiei benzil alcoolice de juglona ,,in vitro”
Culturile de fungi supuse testarii

Formele
medica- Candida albicans Aspergillus niger Asp. fumigatus Penicillium
mentoase

CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF
Vehicolul
(%) 0,00155 | 0,00155 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038 | 0,00038
Solutie
benzil * 1 50038 | 0,00038 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019 | 0,00019
alcoolica de
juglona (%)

Astfel, rezultatele obtinute ne demonstreaza, ca juglona, ca component activ al solutiei
benzil alcoolice, manifestd activitate antibacteriand si antifungica concomitenta. Aceasta este
relevata de 2-4 ori mai intens decat componentii formatori ai formei medicamentoase (acid citric
si alcool bezilic).

Rezultatele obtinute in studiile ,,in vitro” ne-au permis sd efectuam testarea proprietatilor
anbacteriene si antifungice ,,in vivo” prin modelarea plagilor infectate cu stafilococi si candide.
Peste 48 ore de la injectarea suspensiei stafilococice In regiunea data au aparut infiltrate
purulente si ulceratii de diverse dimensiuni.

La soriceii din lotul martor procesele inflamatorii au persistat timp indelungat (10-15 zile).
Numai la a 9-a zi la unii soricei din lotul dat se determina micsorarea procesului inflamator si
formarea crustei pe suprafata ulceratiilor. Disparitia totala a modificarilor locale la soriceii din
lotul dat s-a determinat la a 10-15 zi de observatii (tab.3).

La animalele din lotul tratat cu solutie acid citric si benzil alcool (vehicol) la a 8-a zi de
tratament se observa diminuarea proceselor inflamatorii. Cicatrizarea definitiva se constata la a
11,7 £ 0,7 zi de tratament.

La soriceii tratati cu solutie benzil alcoolica de juglona la a treia zi de tratament se determina
micsorarea evidentd a infiltratelor purulente si ulceratiilor, iar la a cincea zi semnele inflamatoare
erau minime si avea loc epitelizarea ulceratiilor cu formarea unei cruste ce proiemina la
suprafata pielii. Disparitiacompleta a modificarilor locale in lotul dat s-a determinat la a 6-10 zi
de tratament (tab.3).

Dupa modelarea infectiei fungice locale cu cultura standard de Candida albicans peste 48
ore de la injectarea suspensiei fungice in regiunea data au aparut infiltrate micotice si ulceratii de
diverse dimensiuni.
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La soriceii din lotul martor procesele inflamatoare au persistat timp indelungat (15-18 zile).
Numai la a 9-a zi la unii soricei din lotul dat se determina micsorarea procesului inflamator si
formarea crustei pe suprafata ulceratiilor. Disparitia modificarilor locale la soriceii din lotul dat
s-a determinat la a 16,8 + 1,2 zi de observatii.

La animalele tratate cu solutia de vehicol (ce contine acid citric si benzil alcool) diminuarea
proceselor infectate si inlaturarea totala a lor a avut loc cu 1-2 zile mai precoce comparativ cu
lotul martor (tab.3).

La soriceii tratati cu solutie benzil alcoolica de juglona la a 5-a zi de tratament se determina
micsorarea evidenta a infiltratelor micotice si ulceratiilor, iar la a 7-a zi semnele inflamatorii sunt
minime §i avea loc epitelizarea ulceratiilor cu formarea unei cruste ce proiemina la suprafata
pielii. Disparitiadeplind a modificarilor locale in lotul dat s-a determinat la a 7-10 zi de
tratament.

Tabelul 3
Activitatea antibacteriana si antifungica ,,in vivo” a solutiei benzil alcoolice de juglona

Loturile de animale Cicatrizarea plagilor Cicatrizarea plagilor
infectate cu Staphylococcus infectate cu Candida
aureus (zile) albicans (zile)
1. Lotul martor (netratat) 13,7+0,5 16,8+ 1,2
2. Lotul tratat cu vehicol 11,7+ 0,7 15,5+0.,8
3. Lotul tratatat cu solutia 7,8+0,4 8,1+0,9
benzil alcoolica de juglona

Astfel, rezultatele cercetarilor experimentale ne-au demonstrat, ca solutia benzil alcoolica
de juglona manifesta si ,,in vivopropreitati antibacteriene si antifungice marcate fatd de vehicol,
fapt ce neconfirma ca acestea sunt determinate de prezenta derivatului naftochinonic.

Date despre proprietdtile antibacteriene si antifungice ale derivatilor de naftochinond au
fost relatate de un sir de autori (Krolicka A et al, 2008, I'aneukuii I1.K., 1974, [lemupuorisu b.
JL.u ap. 1971, Inbaraj J.J. et al, 2004,). S-a constatat ca insasi inelul 1,4 naftochinonic manifesta
proprietati antimicrobiene, dar Tndeosebi introducerea in structura lui a unor grupe (carbonilice,
etanolamine, metoxilice, halogenilor etc.).

Una din intrebarile principale constd in elucidarea mecanismelor posibile de actiune
din mecanismele cele mai posibile se reduce la interactiunea cu grupele tiolice (SH) cu:
inhibarea activitatii enzimelor (succinatdehidrogenazei) cu dereglarea fosforilarii oxidative si
sintezei de energie; afectarea proteinelor membranare si dereglarea functiilor membranelor
celulare (de transport etc.). Inbaraj J.J si coaut (2004) au constatat ca juglona poate interactiona
cu glutationul cu trecerea din GSH in GSSG. Totodatda diminuarea nivelului glutationului in
celulele microbiene cu reducerea rezistentei la actiunea radicalilor liberi.

Krolicka A si coaut. (2008) au demonstrat ca derivatii de naftochinond pe culturile de
Enterococcus faecalis is1 exercitd efcetul antibacterian prin diminuarea includerii uridinei si
reducerea semnificativa a sintezei ADN si proteinelor. De asemenea autorii au constata inhibarea
lantului respirator prin acceptul de electroni cu inhibarea sintezei ATP si oxidarea NAD si
NADP.

Actiune citotoxica asupra microbilor poate fi realizata prin formarea radicalilor liberi
(oxigenul singlet, peroxizilor) (Inbaraj J.J. et al, 2004)

Actiunea antifungica, posibil, este determinata de inhibarea respiratiei anaerobe, precum
si de diminuarea sintezei de energie (LLlep6anoBckuii JI. P., lyouna JI., 1975, TTononuk C. I'. u
ap. 1986).
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10.

11.

12.

Concluzii

Solutia benzil alcoolica de juglond ,,in vitro”poseda activitate pronuntatd antimicrobiana
(fata de bacteriile gram-pozitive si gram-negative) si antifungica (fata de candide, aspergilus
si penicillium) in concentratii foarte mici.

Actiunea antibacteriana si antifungica a solutiei benzil alcoolice de juglona este de 2-4 ori
mai manifesta decat actiunea vehicolului.

Solutia benzil alcoolica de juglond ,,in vivo” contribuie la inldturarea mai precoce a
proceselor inflamatorii si purulente cauzate de infectia stafilococica si candidozica.
Proprietatile antibacteriene si antimicotice ale solutiei benzil alcoolice de juglona sunt in
mare parte datorate prezentei in componenta sa a derivatului 5-hidroxi-1,4-naftochinona.
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