Concluzii

S- a efectuat un studiu de evaluare a cercetarilor ,,in vitro” in baza datelor din literatura
despre interactiunea metoclopramidei cu sistemul P450 unde se explicd prezenta unui nou
metabolit al metoclopramidei- monodietilmetoclopramida care ne demonstreaza ca: CYP 2D6
este izoforma principald ce catalizeazd formarea metabolitului nou, avind specificitate de
functionare hepaticd; existd medicamente care pot deregla formarea monodietilmetoclopramidei
— metabolit toxic la toate tipurile de ficat; metoclopramida este insusi inhibitor al CYP 2D6.

Numarul pacientilor cérora li se administreazd metoclopramida este in continua crestere,
de aceea este importanta analiza efectelor adverse si interactiunile medicamentoase ale acestui
medicament. Rezultatele acestei cercetiri necesitd confirmare prin teste in vivo. Insi pini
atunci, e necesar de a recomanda medicilor i farmacistilor-clinicieni sd informeze pacientii
despre aparitia efectelor adverse posibile din cauza interactiunilor medicamentoase la nivel
microsomal sau din cauza unor modificari ereditare la nivel de sistem enzimatic CYP 2D6.
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Summary
Diclofenac study in the biological liquids

We used Diclofenac and phisico-chemical methods in the pure substance for its analysis
in the blood plasma. The identification ofMarquis and Liebermann reaction. Chromatography on
the thin layer in the ethylacetate-metanol-ammonia 25 % (85:10:5) Was also used. FeCls is used
as an eluent, obtaining Rf = 0,12 cm. There was used UV spectrophotometric method in the
hydroxide for identification and obtaining of maximum absorption on 275 nm.

The used methods were applied according to chemico-toxicological analysis conditions
of Diclofenac in the biological liquids
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Rezumat

Am aplicat metode chimice si fizico-chimice de idnetificare a diclofenacului in substata
purd. Am folosit reactiile de identificare cu reactivul Marquis si Liebermann. Am aplicat
cromatografia pe strat subtire in sistemele de solventi etilacetat-metanol-amoniac 25% (85:10:5).
Ca developant am folosit clorura de fier (III), obtinind un Rf=0,12cm. Deasemenea am aplicat
metoda spectofotometrica UV 1in acidul clorhidric si hidroxid de sodiu obtinind maxime de
absorbtie la lungimea de unda 275nm.

Metodele folosite corespund conditiilor de analizd chimico-toxicologicad a diclofenacului
in lichidele biologice.

Actualitatea temei

Diclofenacul, acid 2-(2-(2,6-dichlorophenylamino)phenyl), fiind derivat al acidului
benzen acetic cunoscut si sub alte denumiri, reduce durerea s§i ca atare actioneazd ca
antiinflamator, analgezic si antipiretic [2]. Mecanismul exact de actiune nu este pe deplin
cunoscut, dar se crede cd mecanismul primar responsabil pentru actiunea sa
antiinflamatorie, antipireticd, si analgezicd este inhibarea sintezeide prostaglandine prin
inhibarea ciclooxigenazei (COX), si pare sa inhibe sinteza ADN-ului [1].Inhibarea COX, de
asemenea scade prostaglandinele in epiteliul din stomac, facandu-1 mai sensibile la coroziunea
de acid gastric. Aceasta este, de asemenea, efectul principal partea laterala a
diclofenauluic. Diclofenacul are o a preferintda moderat scdzutd pentru a bloca COX2-
cooenzima (aproximativ 10 ori) si se spune cd, prin urmare, are o incidentd ceva mai mica de
plangeri gastro - intestinale mult de remarcat ca indometacina si aspirina[3].

Diclofenacul poate fi, de asemenea, un membru unic de AINS. Existd unele dovezi ca
diclofenacul inhiba caile de lipooxigenazd , reducand astfel formarea de leucotriene ( pro-
inflamatorii )[4]. Exista, de asemenea informatii cd diclofenacul poate inhiba fosfolipaza A 2, ca
parte a mecanismului sdu de actiune. Aceste actiuni suplimentare pot explica potenta ridicata de
diclofenac - este cel mai puternic AINS, pe o baza larga.

Exista diferente marcate intre AINS la inhibarea lor selectivd a celor doua subtipuri de
ciclooxigenazd, COX-1 si COX-2. O mare parte de proiectare farmaceutice de droguri a Incercat
sd se concentreze asupra COX-2 selectivi, inhibarea este ca o modalitate de a minimiza efectele
secundare ale AINS gastro - intestinale cum ar fi aspirina. In practici, utilizarea unor inhibitori
COX-2 datorita efectelor lor negative destul de grave, dar altele Tn mod semnificativ de COX-
AINS selective ca diclofenac au fost bine tolerat de majoritatea populatiei .

Obiectivele lucrarii

In legitura cu cresterea intrebuintirii preparatelor medicamentoase, se mareste
necesitatea aplicarii metodelor mai informative in analiza acestora. Studierea legitatilor
repartizarii substantelor in organism deasemenea solicitd metode de examinare rapide si
sensibile.

Scopul lucrarii constd in stabilirea metodelor de identificare si dozare a diclofenacului
precum si a metodelor de izolare a acestuia din materialul biologic.

Materiale si metode de cercetare

In cadrul cercetarilor s-a folosit diclofenac substantd purd, comprimate de 25 mg. A fost
folosita plasma sanguind si urina ca lichide biologice. Au fost aplicate metode chimice de
analiza. Rezultatele au fost prelucrate dupi criteriul student. In investigatiile experimentale ca
reagenti s-au utilizat reactivul Marquis-precipitat slab brun, iar cu reactivul Liebermann —
precipitat rosu brun, etilacetat, metanol, amoniac 25% , acidul clorhidric, hidroxid de sodiu,
cloroform care au fost cu grad de puritate ,,pur pentru analiza” si ,,chimic pur”.

Pentru identificarea paracetamolului am aplicat metoda CSS folosind placi
cromatografice cu continut de silicagel G. S-a utilizat sisteme de solventi etilacetat-metanol-
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amoniac 25% (85:10:5), metanol:amoniac 25% (100:1,5), pentru care s-a determinat valoarea Rf
=0,12; 0,9. Ca developant am folosit clorura de fier (III).*

0,01 g de diclofenac se dizolva in 100 ml cloroform (solutia A). Din solutia A luam un ml
si dizolvam in 10 ml cloroform (solutia B). Pe linia de start a placii se aplica 2 pl solutie B, placa
se introduce 1n camera de cromatografiere si se cromatografiaza ascendent in sistemul de
solventi corespunzator, cind frontul de solventi va parcurge 2/3 din lungimea totald a placii
cromatografice, placa se scoate din vas se usuca la aer si se pulverizeaza cu solutie de clorura de
fier (III). Spoturile de paracetamol se coloreazd in galben-brun. Se determina valorile Rf.
Sensibilitatea rectiei este de 10 pg/ml. Sensibilitatea metodei ne da posibilitate de a o aplica in
extrasul organic din lichidul biologic cu continut de diclofenac.

Metoda de identificare si apreciere a substantelor medicamentoase bazata pe compararea
cu spectrele substantelor de referintd sub aspectul analizei structurale este spectroscopia de
absorbtie in UV. Astfel pentru identificarea Diclofenacului sau inregistrat spectrele de absorbtie
in intervalul lungimilor de unda 250-300nm cu maxim de absorbtie la 275 nm .

| L | LS I 1 .
225 250 275 300 325 350 375  4pg nm

Fig.1 Spectru de absorbtie al diclofenacului in UV

Pentru determinarea identitatii s-a aplicat spectrofotometria in IR, ce se reprezintd ca o
metoda moderna si se caracterizeaza printr-o informatie multilaterara despre structura chimica a
substantei medicamentoase. Aceastd metoda ne permite identificarea analogilor aceleasi clase
care prin altd metodd nu se poate diferentia[6].

Spectrul in IR al diclofenacului s-a inregistrat cu ajutorul aparatului ,,Specord 75” IR in
intervalul 400 - 4000 cm-1, suspensie in ulei de vaselina, (0,01 g diclofenac si 5 picaturi ulei de
vaselind)[4]. Discifrarea benzilor de absorbtie al diclofenacului in spectru IR (fig.3.2) s-a
efectuat in baza datelor din literaturd[5].

Benzile de absorbtie la lungimile de undd, corespund vibratiilor valente asimetrice.
Incepind de la 1572 cm-1 vibratiile corespund gruparilor CH al inelului benzenic, vibratiile
deformationale neplane a grupei CH din inelul benzenic se remarca in regiunea 750 — 810 cm-1,
iar 1n regiunea 1504 cm-1 se remarca vibratii valente de tipul -C=C, la gruparea C - CI in
regiunea 720 cm-1 se depisteazad vibratii valente, pe cind vibratii intensive se Inregistreaza in
regiunile 1286 cm-1 ce corespund grupei OH si C - O, la lungimea de unda 1308 cm-1 se reflecta
vibratii deformationale a gruparii C - C - C si vibratii valente a grupei C=C in —C - (CO) — O.
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Fig.2 Spectru diclofenacului in IR.

Izolarea si extragerea diclofenacului in lichide biologice (in vitro)

S-a studiat procesul de izolare al diclofenacului in lichide biologice cu apa acidulatd cu
acid sulfuric 10% si acid tricloracetic 30%.

La 4 ml plasma sanguina se adaugd 3 ml solutie alcoolica de diclofenac 0,1 %, se lasd pe
24 ore. Apoi acidulam cu solutie de acid sulfuric 10 % pind la pH 2,0-2,5 (hirtia de indicator
universald). Amestecul se lasd pe 1-2 ore, agitindu-se periodic, apoi se adugd 3 ml solutie de acid
tricloracetic 30 %, se agita si se centrifugheaza timp de 10 min (5000 rot/min). Centrifugatul se
separd, iar reziduul incd de 2 ori se prelucreaza cu solutie de acid sulfuric 0,02 mol/l sub
controlul pH 2,0-2,5 si din nou se centrifugheaza. Centrifugatele se unesc si se filtreaza. Apoi se
extrage cu cloroform de 3 ori cite 5 ml. Extractiile cloroformice se unesc si volumul se aduce
pind la 20 ml.

In extractul cloroformic se determind continutul de diclofenac prin metoda
spectrofotometriei UV. Pentru aceasta extrasul cloroformic se spectrofotometreaza, citindu-se
absorbanta solutiei la lungimea de unda 275 nm in cuva cu drumul optic de 10 mm. In calitate de
solutie de referintd se utilizeaza cloroformul. Paralel se anlizeazd proba cu solutie diclofenac
standard.

Prepararea solutiei standard 0,05 g (masa exactd) paracetamol, substanta de referinta, se
trece cantitativ int-un balon cotat cu capacitatea de 100 ml, se dizolva intr-un volum de 10 ml si
se aduce la cotd cu acelasi solvent (sol. A). 1 ml solutie A se paseaza in alt balon cotat cu
capacitatea de 50 ml si volumul se completeaza pina la cotd cu acelasi solvent (sol. B). 1 ml
solutie B contine 10 pg diclofenac.

Concluzii

S-a facut o analiza bibliografica in ceea ce priveste metabolismul medicamentelor in
organismul uman. S-au determinat metodele chimice de identificare a diclofenacului in substanta
purd si dupa extractie din materialul biologic. Aplicind metoda spectrofotometrid s-a stabilit
maximul de absorbtie al diclofenacului in acidul clorhidric si hidroxid de sodiu obtinind maxime
de absorbtie la lungimea de unda 275 nm respectiv. S-au stabilit conditiile de identificare prin
metoda CSS . S-a determinat metoda de izolare si extragere a diclofenacului la pH 2,0-2,5.
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Summary
Chemico-toxicological investigation on the tiaclopride

Calypso® 480 SC (active ingredient of tiacloprid) is the chloronicotinil insecticide. It is a
product with systematic high activity in the plant, acting on the vermin insects by contact or
indigestion. The tiacloprid has an effect on the level of the insects’ nervous system, blocking the
fulfillment of the wvital activity. In order to identify the Calypso, the method of UV
spectrophotometry was applied. The spectrum of absorption of the Calypso solution in
chloroform (0,001%) in the wavelength interval of 235-310 nm has a maximum of absorption of
A 290 nm. In order to determine the specific character of tiacloprid in micro-crystalloscopy and
carried out the following reactions: a) the microcrystalline reactions with 10% cadmium
chloride; b) microcrystalline reaction with fuchsine-sulfurous acid. The determination of
tiacloprid by the HPLC method is based on the determination of the tiacloprid after the isolation
of the preparation with dichlormethane from the water, with soil acetone and apples; the extract’s
purification by applying the immiscible systems in solvents and by the column with silicagel.
The mobile phase: acetonitrile — water (32.5-67.5); current rate 0.7 ml/min; A=242 nm; time of
retention 5.4 min.

Rezumat

Calypso 480SC (ingredient activ de tiaclopridd) este un insecticid de cloronicotinil. Este un
produs cu activitate sistemica in plantd, actionand pe insecte vermine prin contact sau ingestie.
Tiacloprida are efect asupra nivelului sistemului nervos a insectelor, blocind satisfactia
activitatii vitale. In scopul identificarii Calypso, a fost aplicata metoda spectroclotometriei UV.
Spectrul absorbtiei solutiei Calypso in chloroform (0,001%)in intervalul de 235-310 nm are o
absorbtie maxima la 290 nm. In scopul determinarii caracterului specific de tiacloprida in
microcristaloscopie s-au efectuat urmatoare reactii: a) reactiile microcristaline cu clorurd de
cadmiu de 10%; b) reactii microcristaline cu acid fucsinsulfuros. Determinarea tiaclopridei prin
metoda HPLC este bazata pe izolarea preparatului cu diclormetan din apa, cu acetona din pamant
si mere; purificarea extractului prin aplicarea sistemului ioniscibil in soventi si pe coloana cu
silicagel. Faza mobila: acetonitril — apa (32,5:67,5); rata curentului 0,7 ml/min; A= 242nm,
timpul de retentie 5,4 min.

Actualitatea temei

Pesticidele, substante naturale sau sintetice de cele mai multe ori, nu sunt pure, dar in
diferite combinatii de diluanti si tensioactivi. Cunoastem mai multe mii de ingrediente active,
aplicate in practicd aproximativ 500. Actualmente apare necesitatea de a crea conditii de a utiliza
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