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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea. Este cunoscut faptul, ca tratamentul cu un singur medicament, care vizeaza o anumita
tintd 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
directiondrii 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 mult component reprezintd aproximativ o treime din medicamentele
utilizate in practica generala si o cincime din terapia spitaliceasca. Mai multe produse combinate recente
au realizat progrese notabile 1n terapie si sugereaza, ca acest lucru ar putea fi extins fara a implica mari
costuri in procesul de elaborare. Numarul de produse mult component cu doze fixe elaborate anual a
crescut de la 12 1n 1980 la 25 in 1990 si la 58 in 2000 [29, 18].

Medicamentele mult component trebuie sd corespundd 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 diferitd; asocierea componentelor nu trebuie sd 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 lentd a rezistentei, care invocd in consecintd costurile mai mici de tratament [5].

Procesul de elaborare a medicamentelor combinate este unul extrem de complex si specific, 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 [11, 12, 36].

Aspectele expuse se referd totalmente si la o ramurd 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 cercetdri in vederea sporirii
eficacitdtii tratamentului medicamentos. Scheme si metode de tratament cu diverse combinatii
medicamentoase sunt aplicate si in ORL, iar volumul indicatiilor terapeutice depinde de etapa maladiei.
Intensitatea si calitatea terapiei la fiecare etapa determind succesul tratamentului, iar farmacoterapia
contemporand a afectiunilor ORL impune utilizarea preparatelor antibacteriene, antifungice,
antiinflamatoare, desensibilizante, imunomodulatoare si simptomatice combinate [38].

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 viatd (temperatura, umiditate
relativd), anotimp. Afectarea micotica primara a organelor ORL la fel este extrem de actuald [2, 37]. 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
asociazd cu o infectie secundari insotitd si de manifestirile inflamatiei [6]. In Republica Moldova
incidenta totala prin bolile urechii se afla la cote sporite. Cel putin 30% din populatie macar o data in viata
a suferit de puseu de otitd medie acuta [33].

Surditatea si pierderea auzului sunt o problema de sanatate de proportii pandemice si se va agrava pe
masurd 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, si acest numar va creste
la aproape 2,5 miliarde pana in 2050 [20]. in Republica Moldova aceastd problema este actuala 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 surditétii 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, neurotoniceie, antivirale, antioxidanti s.a. Astfel se impune necesitatea realizarii unor
noi cercetdri In vederea perfectiondrii strategiei terapeutice a sindromului de hipoacuzie senzorineurala
[24, 34, 38].

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
indicata pentru tratamentul infectiilor bacteriene si micotice). In dependentd de etiologia, patogeneza si
localizarea maladiei auriculare, una dintre cele mai des utilizate forme farmaceutice pentru tratamentul
acestor afectiuni sunt picaturile auriculare combinate.

Scopul cercetarii. Studiul preclinic complex privind elaborarea unor produse farmaceutice
combinate sub forma de picaturi auriculare si capsule pentru tratamentul afectiunilor urechii.
Obiectivele cercetarii
Evaluarea pietei farmaceutice autohtone a produselor auriculare;

Argumentarea teoretica si experimentald a metodologiei de elaborare a combinatiilor cu doza fixa de
medicamente cu aplicatie in tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii;

N —

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;

MU, cu CIP, EC s1 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 toxicitdtii acute si a ototoxicitatii picaturilor auriculare si a
capsulelor combinate elaborate.

7.  Cercetarea activitatii antimicrobiene si antifungice pentru picaturile auriculare;

8. Evaluarea activitdtii 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 bund parte din problemele evidentiate este de o
importantd majord, 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 directd 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 vegetald cu tropism asupra celulelor neuronale. Asocierea
infectiilor bacteriene cu cele fungice dicteazi necesitatea combinarii unei substante antibacteriene si a
unui antifungic intr-o forma topica, pentru atingerea unui efect terapeutic complex. Tratamentul complex
al otitelor necesitd o combinatie dintre un antibacterian si 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 [8, 11]. In corelare cu
conceptele de medicatie modernd a patologiilor ORL [7] si principiile generale ale metodologiei cercetarii
stiintifice farmaceutice (drug developement) [39, 32] au fost fundamentate conceptele de elaborare a
combinatiilor cu doze fixe de principii active in domeniul ORL, in premiera pentru Republica Moldova.
Principiile de compatibilitate fizico-chimica, farmacologica si terapeutica a substantelor medicamentoase



in combinatii [11] au servit ca reper pentru elaborarea schemei de principiu de cercetare/ elaborare/
dezvoltare a unui produs farmaceutic combinat.

A fost aplicat cu succes conceptului de Calitate prin Proiectare (Quality by Design, QbD) in
proiectarea inteligentd, asistatd de calculator (Computer Intelligent Drug Formulation Design) a
formularilor farmaceutice. Metodologia QbD permite o abordare sistematica a dezvoltarii
medicamentelor pentru a imbunatéti calitatea prin metode analitice si de gestionare a riscurilor in timpul
proiectarii, dezvoltdrii si productiei de noi medicamente. 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 [31].

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 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 masd, 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 [14, 21, 22, 23].

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. S-a aplicat
testul Shapiro-Wilk pentru normalitatea distribufiei datelor, iar testele Kruskal-Wallis si ANOVA s-au
utilizat pentru aprecierea semnificatiei diferengelor intre grupuri. Calculele au fost efectuate, folosind IBM
SPSS Statistics, versiunile 24 si 26.

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 naturald, implementarea cdruia asigura realizarea cercetarilor farmaceutice multilaterale de dezvoltare
a medicamentelor combinate. In mod particular, functionalitatea acestui concept a fost demonstrati prin
aplicare in elaborarea produselor combinate pentru terapia unor maladii auriculare.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premier 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 argumentdrii necesitdtii elaborarii de noi medicamente combinate cu aplicare in farmacoterapia
maladiilor urechii.

In premieri 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 picéturi auriculare si capsule combinate, destinate tratamentului
complex a otitelor, otomicozei si surditatii.

Au fost elaborate si validate noi metode si tehnici de analizd concomitenta a principiilor active
cercetate Tn combinatii si a produselor lor de degradare. Pentru prima datd au fost evidentiate si
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 cercetdri 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 studiatd ototoxicitatea IHF, MU, EC, NIC, PIR, EP, care au fost incluse in componenta
formelor farmaceutice elaborate. Pe cale experimentald la animale, a fost determinatd 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.

Cercetdrile originale efectuate sunt reflectate prin obtinerea unui brevet de inventie, 13 certificate de
inovator, 1 certificat de proprietate intelectuald, 10 acte de implementare 1n proces didactic, 6 acte de
implementare la intreprinderi producdtoare, 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 teoretici. Au fost fundamentate cunostintele teoretice referitor la metodologia si
abordarea stiintificd a procesului de elaborare a medicamentelor combinate prin prisma conceptelor de
baza a farmacoterapiei contemporane a patologilor ORL. In rezultatul abordirii 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 importantd teoreticd 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 preclinicd a
inofensivitatii si eficacitdtii 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 conceptuald sistemica in aspect de cercetare preclinicd a procesului de elaborare a
produselor farmaceutice combinate.

Implementarea rezultatelor stiintifice. In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Documente
analitice de normare a calitatii (3 Monografii farmacopeice si 3 Regulamente tehnologice), modificate 3
curriculum ale disciplinelor si elaborate 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-practicd a
Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile 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 Centrului Stiintific al
Medicamentului (CSM) si Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin”.

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 studenti. 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 2 cu factor de impact) si 30 teze — ultim autor. Rezultatele cercetdrilor au fost prezentate la
diverse foruri stiintifice nationale si internationale sub forma de rapoarte in plen/conferinte, comunicari si
postere in numdr de 74 participdri active, confirmate prin programe si certificate de participare, dintre
care: congrese internationale — 3 comunicari cu publicatii (inclusiv 1 in plen) si 4 postere cu publicatii;
conferinte internationale — 15 comunicéri cu publicatii (inclusiv 3 in plen) si 11 postere cu publicatii;
congrese nationale cu participare internationala — 7 postere cu publicatii si 2 comunicari orale fard
publicatii; conferinte nationale cu participare internationald — 5 comunicari (inclusiv 1 in plen) si 15
postere cu publicatii; 5 comunicdri fard publicatii (inclusiv 2 in plen); conferinte nationale — 2 comunicari
cu publicatii si 3 postere cu publicatii; 2 comunicari fara publicatii.

Continutul 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, ilustratd cu 87 figuri si 53 tabele.



CONTINUTUL TEZEI
1. CERCETAREA SI UTILIZAREA PRODUSELOR FARMACEUTICE
COMBINATE

Evaluarea realizarilor in domeniul cercetarii produselor farmaceutice combinate la nivel
international si national a scos In evidentd importanta si beneficiile unor astfel de medicamente. O
analiza detaliatd a particularitatilor de elaborare a combinatiilor cu doze fixe de medicamente, cu
specificarea provocdrilor care apar la diverse etape de dezvoltare si cdile de solutionare a acestora
denotd necesitatea abordarii sistemice complexe a procesului de cercetare in domeniul
medicamentoase in combinatii, importanta cercetdrilor 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 importantd majord {i 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 vegetalad 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.

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 o metodologie complexa si riguroasa care implicd numeroase etape, teste si reglementdri. Acest
proces poate dura ani si presupune o colaborare stransd intre diversi cercetatori, companii
farmaceutice, organizatii guvernamentale si alte parti interesate. [10].

In general, procesul de dezvoltare a medicamentelor consti din trei etape principale: descoperirea
unui candidat de medicament, dezvoltare preclinica folosind modele/teste pe celule si animale, studii
clinice pe subiecti umani. 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. [30, 4]. 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 [25].

Reglementarea legislativa, atat generald, cat si sectoriald, a procesului de cercetare/dezvoltare a
medicamentelor este foarte solidd. Actele normative elaborate de catre Agentia Europeand 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.

In aceasti lucrare au fost aplicate criteriile de baza ale metodologiilor nominalizate, cu anumite
particularitati de dezvoltare a produselor farmaceutice combinate. O schemd a metodologiei de
cercetare/dezvoltare farmaceutica preclinica a produselor combinate elaborate este prezentatd in
figura 1.
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Fig. 1. 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, cercetdri de preformulare, optimizare, formulare,
analiza, stabilitate, standardizare. In paralel se petrec studii preclinice de inofensivitate si eficacitate
pentru produsul combinat.

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

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

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 (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 formuldrilor 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
HWI01281-2), 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), hiperozidd (HWA Group, Germania, lot HWI01235),
quercetind (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 EP; 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 aplicate in procesul de cercetare si aparatajul utilizat

In studiu au fost aplicate metode instrumentale de analiza calitativa si cantitativi, exacte si sensibile.
Studiile de compatibilitate prin metoda DSC s-au realizat cu utilizarea sistemului Mettler Toledo 822,
pe probele substantelor medicamentoase pure de IHF, MU, EC, CIP, NIC, PIR, EP si excipientii
individuali si amestecuri binare 1:1 (m/m) de substante medicamentoase pure. Rezultatele obtinute
prin aplicarea metodei DSC au fost confirmate prin aplicarea metodelor FT IR (SPECTRUM 100
(PERKIN ELMER, SUA) prin reflexie total atenuatd) si difractiei cu raze X (difractometru Bruker D8
Advance 1n geometria BraggBrentano). Studiile analitice au fost realizate prin aplicarea metodelor:
spectroforometria UV-Vis (spectrofotometrele Shimadzu 1800, Japonia, Agilent Technologies 8453 si



Lambda 25 Perkin Elmer, USA), CSS; HPLC (Shimadzu HIGH Performance liquid chromatograph
LC-20 A, cu detectie UV-Vis), GC (cromatograful de gaze Agilent Tehnologies 7890A), MS
(spectrometrul de masa Q-Exactive Pulse (Thermo Scientific) echipat cu o sursa de ioni de
electrospray (HESI). Cercetarea procesului de cedare a principiilor active din picéturile auriculare
combinate s-a efectuat cu utilizarea metodei celulelor Franz modificatad. Au fost utilizate 3 tipuri de
membrane: membrana semipermeabild (artificiald) cu marimea porilor 0,45 um, diametrul filtrului
47 mm (Merck); membrane naturale — intestin subtire de porc si ureche de porc. In studiile de cedare
in vitro au fost utilizate: Aparatul de dizolvare cu 8 pozitii ELECTROLAB DISSOLUTION TESTER
(Chem Lab Belgia). Analizele reologice ale picaturilor auriculare s-au efectuat la viscozimetrul
rotational MultiVisc Rheometer, Fungilab. Toate determindrile au indeplinit rigorile stipulate de Ph. Eur.

Investigatiile preclinice au fost aprobate de Comitetul de Etica a Cercetarii al [P USMF , Nicolae
Testemitanu”, proces-verbal nr. 27 din 14.11.2016 si nr. 45 din 26.02.2020. Toxicitatea acuta 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 dupd metoda Kerber. Ototoxicitatea s-a determinat prin evaluarea reflexului Preyer si otoscopie
AD, AS. Activitatea antibacteriana si antifungica s-a determinat prin metoda dilutiilor In serie si prin
teste PCR 1n timp real. Activitatea antioxidantd s-a determinat utilizind metodele de captare a
radicalului organic DPPH- si de decolorare a cation-radicalului ABTSe+, precum si determinarea
capacitatii de chelare a Fe2+.

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

Actualmente este evidentd tendinta de crestere a numarului de medicamente combinate la nivel
global. S-a constatat, ca aproximativ 20% din produsele medicamentoase prezente pe piata farmaceutica
autohtond sunt combinatii fixe. Conform datelor din Nomenclatorului de Stat al Medicamentelor din
Republica Moldova (RM) (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 reprezintd 531, numarul preparatelor combinate fitoterapeutice — 75 si
respectiv, cele combinate biologice — 36 (Figura 2).

M Preparate
combinate
specifice

M Preparate
combinate
fitoterapeu
tice

Fig. 2. Numairul si ponderea fiecarui tip de preparate combinate inregistrate in RM

La evaluarea preparatelor combinate conform codului ATC, in grupul de medicamente ,,Organe
senzitive” s-a constatat o cotd procentuald minima din numarul total de medicamente Inregistrate
(<0,9%), iar cele utilizate in afectiunile urechii ocupa un procent si mai mic (Figura 3). In cadrul
grupei, o prevalenta se atestd pentru antiinflamatoare si antiinfectioasele, analgezicele si anestezicele.

Pe piata farmaceuticd autohtond nu existd niciun preparat combinat auricular cu actiune
antibacteriand si regenerantd, fapt care argumenteaza actualitatea temei investigate si justifica
selectarea obiectelor de studiu.
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Fig. 3. Ponderea remediilor combinate otologice pe piata farmaceutica a RM

Fiind recunoscutd drept una din cele mai frecvente afectiuni ale organelor otorinolaringologice
(ORL), otomicoza este tratatd cu antimicotice, inclusiv sistemice. Analiza nomenclatoarelor
demonstreaza, ca sunt prescrise si utilizate circa 23 de denumiri comerciale, fabricate de 19 companii
farmaceutica din 8 tari. Majoritatea fabricilor producédtoare sunt reprezentate de tari cu o industrie
farmaceutica puternic dezvoltata (60%). Majoritatea medicamentelor prezentate (52%) sunt preparate
combinate alcdtuite 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
steroidian si doar 5% revin preparatelor combinate, alcdtuite dintr-un antimicotic si un antibacterian, iar
4% le revin acelor preparate, care pe 1anga un antimicotic mai contin si un anestezic local.

Cel mai frecvent produs medicamentos antimicotic ntalnit in randul formelor combinate utilizate in
tratamentul otomicozelor este clotrimazolul (45% din totalul antimicoticelor utilizate), care este activ
asupra fungilor genului Candida si lipsit de ototoxicitate. Deoarece In otomicoze adesea se asociaza
infectia secundard 1insotitd de inflamatie, sunt indicate preparatele combinate: antimicotic cu
antiinflamator nesteroidian (52%) sau antibacterian (44%). Evaluarea produselor conform formei
farmaceutice denota, ca 61,5% denumiri comerciale sunt sub forma de creme, 26,9% — sub forma de
unguente si doar 11,5% denumiri comerciale sub forma de picaturi auriculare, desi medicii dau preferinta
picaturilor auriculare, aplicarea carora in canalul auditiv este mai practica si nu intalneste la fel de multe
dificultiti 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 farmaceuticd a RM existd doar 3 preparate medicamentoase de import
care se prezintd sub formd 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.

S-a efectuat studiul pietei farmaceutice autohtone si internationale a preparatelor combinate utilizate
in tratamentul hipoacuziei senzorineurale. S-a determinat, ca arsenalul de medicamente vasodilatatoare
cerebrale pe piata farmaceuticd a RM, este foarte restrans, circa 1% (denumiri comerciale) din numarul
total de medicamente. Cele mai des utilizate in practica medicald produse vasodilatatoare sunt:
Vinpocetina — 22%, urmatd de Ginkgo Biloba — 19%, Pentoxifilind — 16%, Nicergolina si Cinarizina —
cate 14%, Acid nicotinic — 6% s1 Vincamina — 9%; majoritatea sunt forme monocomponente. Numarul
medicamentelor combinate ce includ substante active cerebrovasculare este mult mai mic, doar 2 asociatii:
vinpocetind +PIR, si cinarizind +PIR. Dintre remediile nootrope se mai utilizeaza piritinolul si acidul
gama-aminobutiric. S-a constatat lipsa combinatiilor cu nicergolini. In urma evaluirii medicamentelor
din grupul nootropelor, s-a constatat ca pe piata farmaceutica a RM preparatele nootrope ocupa doar 1,2
% din totalul de medicamente, iar dintre acestea doar 0,4 % sunt autohtone. 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). Extractul
uscat de paducel este prezent doar in componenta a 3 preparate, dintre care doar unul combinat.

Actualmente, pe piata farmaceuticd a RM sunt autorizate 10 denumiri de medicamente utilizate in
tratarea otitei, fiind prezente doar In forma farmaceutica — picaturi auriculare cu continut de antibiotice,
corticosteroizi, antihistaminice, antiseptice, antiinflamatorii nesteroidiene; 60 % erau preparatele
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combinate. Se atestd ca preparatele combinate sunt mai des utilizate, ele avand un sir de avantaje:
comoditatea administrarii preparatului; efect clinic marit prin actiune aditiva sau sinergica.

3.2. Preformularea picaturilor auriculare combinate

Cercetarile de elaborare a produselor combinate au inceput cu etapa de preformulare, care este
una de baza si este menitd sa asigure selectarea celor mai adecvati excipienti, fiind demonstrata
compatibilitatea principiilor active atat intre ele, cat si cu excipientii.
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
(Differential Scanning Calorimetry) si spectrometrie FT-IR.

Aplicarea metodei de Analiza Calorimetrica Diferentiala

Au fost analizate termogramele amestecurilor binare dintre substante active intre ele si ale
acestora cu toti excipientii.

Analiza termogramelor DSC a amestecului binar dintre IHF si MU denota un varf mai amplu si mai
termograma DSC a amestecului binar dintre CIP si EC se observa un varf mai pronuntat si evident, picul
este exoderm. Fiindca au picuri de topire apropiate, se poate intampla, ca punctul de topire al EC sa
coincidd cu momentul de topire al CIP si pe termograma sa nu se vada. Punctul de topire al CIP este
evident, bine pronuntat, fiind apoi urmat de procesul de descompunere.

In termograma DSC a amestecului binar format din IHF+ PEG 400 si MU+PEG 400, primul varf
endotermic indica deshidratarea PEG-ului 400, urmat de varfurile corespunzatoare topirii IHF si MU.
Varfuri similare pot fi identificate si in termogramele substantelor pure. In comparatie cu termograma
individuala a MU, punctul de topire al acestuia este mai putin evident si apare mai devreme. In
termograma DSC a amestecului binar constituit din IHF si PG, primul varf endotermic indica procesul
de deshidratare a PG, urmat de topirea IHF. Aceleasi procese termice sunt urmadrite si in termograma
DSC a amestecului binar format din MU si PG.

In termograma DSC a amestecului binar format din CIP si PEG 400, primul varf endotermic
indicd deshidratarea PEG-ului 400, urmat de topirea CIP si de picul pronuntat ce corespunde cu
descompunerea CIP. Aceleasi picuri pot fi identificate si in termogramele substantelor pure. In
termograma DSC a amestecului binar compus din EC si PEG 400, se evidentiaza un singur varf,
caracteristic topirii EC. In comparatie cu termograma individuala a EC, punctul de topire al acestuia
este mai putin evident si apare mai devreme. In termograma DSC a amestecului binar format din CIP si
PS, primul varf endotermic indicd deshidratarea PS, apoi urmatoarele doud picuri indica topirea si
descompunerea CIP. In termograma DSC a amestecului binar compus din EC si PS, primul varf
endotermic indica deshidratarea PS, urmat de picul de topire al EC.

Excipientii selectati Tn aceste studii sunt acei, care sunt prezenti in formuldrile cercetate in
procesul de preformulare.

Aplicarea metodei Spectroscopice FT-IR.

Compatibilitatea substantelor active intre ele si cu excipientii s-a studiat si prin aplicarea
spectrometrie FT-IR. Spectrul FT-IR al amestecului binar format din IHF si MU prezinta benzi de
absorbtie caracteristice IHF, identice cu cele din spectrul individual. Nu au fost detectate picuri
suplimentare, si nici lipsa unor maxime caracteristice grupelor functionale de baza.

Spectrul FT-IR al amestecurilor binare format din CIP+EC, CIP+UVB si EC+UVB prezinta
benzi de absorbtie caracteristice substantelor, care denotd, ca acestea in amestec repetd maximele
proprii; se releva doar un singur numir de unda suprapus 804 cm™!, care corespunde radicalul fenilic
din structura EC. Benzile de absorbtie caracteristice IHF si PEG 400 au fost prezente si pe spectrul
FT-IR al amestecului binar dintre cei doi compusi. Spectrul FT-IR al amestecului binar format din
MU si PEG 400 prezinta aceleasi benzi de absorbtie caracteristice MU, precum si benzile de baza ale
PEG-ului 400. Benzile de absorbtie caracteristice IHF si PG au fost prezente si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi. A fost detectat un pic addugétor la 1473 cm™, datorita
formei semiacetale. Spectrul FT-IR al amestecului binar format din MU si PG prezinta aceleasi benzi
de absorbtie caracteristice MU si benzile PG. Spectrul FT-IR al amestecului binar format din IHF si
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nipagind prezinta benzi de absorbtie caracteristice substantelor din amestec, unde sunt reflectate
numere de undi caracteristice, cu exceptia picului de la 3120 cm™, caracteristic pentru vibratiile
covalente simetrice din structura IHF. Spectrul FT-IR al amestecului binar format din MU si nipagina
prezintd benzile de absorbtie caracteristice substantelor in amestec.

Benzile de absorbtie caracteristice CIP si PEG 400 au fost detectate si pe spectrul FT-IR al
amestecului binar dintre cei doi compusi, si prezintd benzi caracteristice ce denota, ca substantele in
amestec au suprapunerea la numai un numar de frecventd 1092 cm™. Spectrele FT-IR ale
amestecurilor binare formate din EC+PEG 400 si UVB+PEG 400 prezinta aceleasi benzi de absorbtie
caracteristice substantelor individuale. Benzile de absorbtie caracteristice CIP si PS au fost prezente
si pe spectrul FT-IR al amestecului binar dintre cei doi compusi, cu suprapunerea la numai un numar
de frecventd 1092 cm™ . Spectrul FT-IR al amestecului binar format din EC si PS au suprapunerea la
1089 si 883 cm™ ceea ce a conditionat intensificarea benzilor, iar spectrul FT-IR al amestecului binar
format din UVB si PS au suprapunerea la numai un interval de frecventa 2900-2980cm™, cauzata de
grupa metilica.
si ale acestora cu excipientii.

Elaborarea picaturilor auriculare cu continut de IHF si MU pentru tratamentul otitelor

supurative.

Au fost formulate 6 compozitii de picéturi auriculare cu continut de principii active IHF si MU. S-au
utilizat 1n calitate de excipienti PEG 400 si PG (PG), care oferd o capacitate mai buna de solubilizare a
substantelor active si o viscozitate optimald formei farmaceutice. Mentinerea nivelului pH-ului s-a realizat
cu ajutorul solutiilor tampon, iar stabilitatea microbiologica — prin addugarea nipaginei (nu a fost necesar
de adaugat si nipasol, deoarece formularile contin 1n 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 1).

Tabelul 1. Formulirile picaturilor auriculare combinate cu continut de IHF si MU

Componente Compozitia formulirilor, g

F1 F2 F3 F4 F5 Fé6
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 a4 gi)rzlg’ 54)’ > 48 ;%IZI; ;‘)’ -
Apad purificatd ad 100 ad 100 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- g.sadpH 4,5 — g.sadpH 4,5 —
citrat 5,0 (6,5) 5,0 (6,5)

Viscozitatea picaturilor auriculare s-a determinat la 10 viteze de rotatie (in ordinea crescatoare),
la temperaturile 25°C si 37°C. Au fost obtinute reogramele vascozititii in raport cu rata de forfecare
la ambele temperaturi, care demonstreazd natura ne-Newtoniand si pseudo plasticd a tuturor
formularilor (Figura 4).

S-a constatat, ca toate cele sase formulari indeplinesc cerintele pentru o viscozitate optima, situata
intre 10 s1 30 P-107 la viteza minima de turatii (SD<I; IQR<1,5). S-a identificat, cd valorile viscozitatii
si ale tensiunii de forfecare la cea mai mica viteza de forfecare cresc in mod proportional cu cresterea
concentratiei de PG. 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. Evaluarea pH-ului formularilor a
aratat, ca acesta este slab acid spre neutru si corespunde cerintelor farmacopeice (de la 5,0 pana la
7,0), cu valori optime pentru formularea I.
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Fig. 4. Reogramele vascozititii in functie de viteza de forfecare la 25+0,1°C si
37+0,1°C pentru formulirile 1-6 de picituri cu IHF si MU

Cedarea in vitro a IHF si MU din picaturi auriculare.

A fost determinata disponibilitatea in vitro a picaturilor auriculare, prin evaluarea procesului de
difuzie a substantelor active, folosind metoda celulelor de difuziune Franz modificatd. Pentru
experimente au fost selectate: membrana semipermiabild (artificiald) cu marimea porilor 0,45 pum,
diametrul filtrului 47 mm (Merck); membrane naturale — intestin subtire de porc si ureche de porc.
Dozarea IHF si MU s-a efectuat prin metoda spectrofotometrica.

Dupa cum se observa din figura 5, in primele 10 min IHF traverseaza membrana semipermiabila
doar n 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 formuldri nu cedeaza suficient substanta
activa nici dupa 120 min. MU este cedat mai greu, datoritd gruparilor sale hidrofile, si doar din F1,
dupd 45 min se obtine o concentratie de peste 77% (SD<0,1; IQR=0,01). Intestinul de porc, dupa
structura sa biochimica — strat dublu de lipide, natura organicd, se aseamana cu tesuturile membranare
ale urechii si permite o evaluare simpld a biodisponibilitatii picaturilor auriculare prin usurinta de
manevrare. Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picdturile auriculare prin membrana
biologica — intestin de porc sunt prezentate in figura 6, fiind foarte apropiate cu cele obtinute la cedarea

prin membrand semipermeabila.

Cedarea Metiluracilului din picaturi auriculare prin hidrafuralului din picituri icul
membran3 semipermiabild Cedarea lIzohidrafuralului din picaturi auriculare

prin membrana semipermiabild

F1 — 2 —3 F1 —F2 —3

120 120
100 — -4 — 5 — 100 — [/ — 5 —— G
80 80
X °
°. 60 B
J S 60
40

20

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

Fig. 5. Cedarea MU si IHF din picaturi auriculare prin membrana semipermiabila

Cedarea lzohidrafuralului din picaturi Cedarea Metiluracilului din picaturi
auriculare prin membrana naturala:intestin de auriculare prin membrana naturala: intestin
150 porc de porc
e— ] F2 — 3 100 e——f1 F2 — 3
— 4 — 5 — F4 F5 F6
100 e
£ .
() o
50 S0
0
5 10 15 20 30 45 60 75 90 105 120 0
Timpul, min 5 10 15 20 3,45 60 75 90 105 120

Fig. 6. Cedarea MU si IHF din picituri auriculare prin membrana naturali: intestin de porc
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La 30 de min 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).

Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile auriculare prin membrana biologica
— ureche de porc sunt prezentate in figura 7, acestea fiind 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).

Cedarea Izohidrafuralului din picaturi auriculare prin membrand Cedarea Metiluracilului din picaturi auriculare prin membrana naturala:
naturald:ureche de porc ureche de porc
F1

— F — [ — G

F2 — 3
F1 — )

F3
100 Fa F5 F6 100

30 80

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

Fig. 7. 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 fatd de cele obtinute la difuzia prin membrana semipermiabild, 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.

Din curbele cantitdtilor cumulative de IHF si MU care au permeat pe unitatea de suprafatd a
membranei in functie de timp (Figurile 5, 6, 7) 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 2).

Tabelul 2. 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. ug J, ug D*1073, Tlat, ore Q, ug J,ug D*1073, Tlat, ore
/em?*ora cm?/ord /ecm?*ora cm?/ord

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

In urma evaluirii parametrilor determinati (vascozitate, pH, cedarea principiilor activi) s-a
constatat, cd formularea F1 a manifestat cele mai optimale caracteristici. Rezultatele obtinute au fost
folosite 1n studiile de optimizare a formulei cu aplicarea Software Design Expert.

Elaborarea picdaturilor auriculare cu continut de EC, CIP si UVB.

Este cunoscut faptul, cd 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
topicad [3]. Dimensiunea moleculard mica a componentelor uleiului permite o permeantd mult mai
rapida decat a medicamentelor de sintezd. Totodata, uleiul volatil este solubil in lipide, si poate
patrunde rapid in membranele celulare, gratie moleculelor de oxigen. Pentru prepararea picdturilor
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 asiguratd de nipagina, iar
mentinerea pH-ului In limitele acceptabile s-a realizat cu ajutorul solutiilor tampon. Au fost formulate
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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, iar coraportul dintre acesti excipienti a servit ca criteriu de
evaluare in procesul de optimizare a formularilor (Tabelul 3). Toate compozitiile au fost evaluate
dupd proprietati organoleptice. Formularea F4 a fost cea cu caracteristicile mai favorabile.
Formularile F5 si F6 au fost inlaturate din cercetérile ulterioare, deoarece s-a constatat incapacitatea
CMC (carboximetilcelulozei) de a solubiliza principiile active si incorpora uleiul volatil de busuioc.
Tabelul 3. 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
UVB 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 - q.s. ad pH - - -

Sol. Tampon citrat cu pH=7.8 5.0-7.5 5.0-7.5
Sol. Tampon fosfat cu pH=6,0 i ) ) q;’ ;_ (3’[5)H ) i

. . . - q.s. ad pH - - - -
Hidroxid de sodiu 0,1 mol/l 5.0-7.5
Clorura de sodiu 0,9% - - - - - 10,0 ml
CMC - - - - 2.5 2.5
Apa purificatd ad 100,0 ml 100,0 ml 100,0 ml 100,0 ml 100,0 ml | 100,0 ml

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. Au fost obtinute reogramele
vascozitatii in raport cu rata de forfecare la ambele temperaturi, care demonstreazd natura ne-
Newtoniana si pseudoplasticd a tuturor formuldrilor: la marirea tensiunii de forfecare vascozitatea
scade.

Nu la toate formularile cercetate vascozitatea s-a incadrat in limita valorilor admisibile intre 10
130 P-102 la viteza minima de turatii (SD<I; IQR<6). Pentru formularile F2 si F3 aceste limite sunt
depasite, fiind in corelare cu cresterea concentratiei de PS.

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
concordantd cu intensificarea vitezei de forfecare (figura 8).

(] ()
5 Reogramele tensiunei de forfecare in functie de viteza de § Reogramele tensiunei de forfecare in functie de viteza de
QL _ forfecare la 25+0,1°C QL _ forfecare la 37+0,1°C
S ™ S ™
L 210 S 210
U O v O
T - T -
© * © *
¢ s
g’ 5 ?, 5
C e
9] 9]
o =

0 0

1
Omi—r1 2067 o3 100 s 150 0 F1 —420F2 ——F3%%s—E4 >0
viteza de forfecare (s”-1) viteza de forfecare (s"-1)

Fig. 8. Reogramele tensiunii de forfecare in functie de viteza de forfecare la 25+0,1°C si
3740,1°C pentru formularile 1-4 de picaturi cu CIP, EC si UVB

Desi rezultatele obtinute la determinarea pH-ului denotd ca pentru toate formularile acesta 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 n 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/l.

Disponibilitatea in vitro a picaturilor auriculare a fost evaluatd analogic dupa aceiasi
metodologie, prin determinarea procesului de difuzie a substantelor active, folosind metoda celulelor
de difuziune Franz modificatd, fiind utilizate aceleasi tipuri de membrane.
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Debutul cedarii prin membrana semipermiabila este diferit pentru ambele substante, CIP porneste
de la 15-20% 1n primele 5-10 min, pe cand EC este eliberat pana la 68%. Cedarea mai lentd 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, dupd 75 min
concentratia in compartimentul acceptor practic se egaleazd pentru ambele substante. Celelalte
formuldri prezinta dificultdti de difuzie pentru CIP. EC este cedat practic complet din toate
formularile (SD<0,02; IQR<0,03). Rezultatele obtinute la cedarea principiilor active din picaturile
auriculare prin membrana biologicd — intestin de porc au aratat un comportament de cedare foarte
asemanator cu cel prin membrana semipermiabild, fiind mai avantajos pentru formularea F4. Dupa
60 min ambele substante au fost cedate peste 75%, CIP are o cedare lentd si nesatisfacdtoare pentru
formularile F1-F3 (35%, 49%, 50% la 75 min), iar EC este cedat mai lent decat prin membrana
artificiald, dar, la 45 min atinge concentratia de 84% in compartimentul donor (SD<0,02; IQR<0,03).
In urma determindrilor 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).

Parametrii de difuzie, precum fluxul si coeficientul de difuzie au fost calculati doar pentru difuzia
prin membrana artificiald. 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 latentd, utilizdind caracteristicile membranei. O difuzie bund 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 4).

Tabelul 4. 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
*703 *703
Q ug /cizgfm cszl/zré Tlat, ore QO ug /czi;;:‘fra gnzl/grc’i Tlat, ore
F1 76,0229 27,3956 0,0462 36,0482 102,7416 37,0240 0,0684 24,3618
F2 60,9408 21,9606 0,0672 24,7796 42,7459 15,4039 0,0261 63,7283
F3 92,5623 43,2243 0,2031 8,2024 139,6838 50,3365 0,0456 36,531
F4 124,6453 449143 0,3227 5,1636 160,4174 57,8080 0,2574 6,47492

In urma evaluirii parametrilor determinati (vascozitate, pH, cedarea principiilor activi) s-a
constatat, cd formularea F4 a manifestat cele mai optimale caracteristici. Rezultatele obtinute au fost
folosite in studiile de optimizare a formulei cu aplicarea Software Design Expert.

3.3. Preformularea capsulelor combinate pentru tratamentul hipoacuziei
senzorineurale cu continut de PIR, NIC si EP

Excipientii utilizati la formularea capsulelor joaca un rol primordial in asigurarea unei cedari
adecvate, acestia fiind meniti sd asigure proprietdti tehnologice care ar favoriza procesele de
dizolvare, si, prin urmare, absorbtia rapida si biodisponibilitatea [26].

Studii de compatibilitate a substantelor active intre ele si cu excipientii prin metode DSC,

FTIR si difractie cu raze X.
picaturilor auriculare. Rezultatele obtinute in urma analizelor DSC au fost interpretate din perspectiva
absentei sau prezentei interactiunilor de faza a substantelor active NIC, PIR si UVB, precum si ale acestora
cu excipientii lactoza monohidrat (LM), stearat de magneziu (SM) si amidon glicolat de sodiu (AGS).
Analiza termogramelor NIC denota prezenta fenomenelor endoterme cu conturarea topirii NIC si a
descompunerii acesteia. Pe termograma PIR se observa ca aceasta are interval de topire apropiat cu cel al
NIC, iar descompunerea incepe la o temperaturd mai ridicatd. Analiza DSC a EP aratd mai intdi o
deshidratare in jur de 80°C, apoi un maxim la 148°C, care denoti topirea componentelor extractului, in
special a rutozidei. Inci o componenti majora din EP — hiperozida — se topeste la 262°C.

Comportamentul termic al amestecului NIC+PIR denota prezenta fenomenelor endoterme si al
doilea prag de absorbtie a caldurii, unde se topeste PIR. NIC se descompune mai usor, fiind urmat de
PIR. In urma analizei termogramei amestecului NIC+EP se constati repetarea comportamentul EP
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individual prin manifestarea efectului de deshidratare, urmat de topirea NIC, fiind vizibild o
nesemnificativd deplasare a picului cu circa 5°C fata de cel al NIC individuale. in final se observa
descompunerea ambelor substante din amestecul mecanic. Comportamentul termic al PIR in amestec
cu EP este caracterizat de absorbtia caldurii la deshidratarea amestecul, apoi are loc topirea PIR,
urmata de descompunerea acestuia.

Analiza rezultatelor obtinute prin evaluarea termogramelor substantelor active in amestec unele
cu altele si cu excipientii s-a constatat, cd NIC nu a Inregistrat schimbari 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 aparitia unor picuri suplimentare
IR, se va putea concluziona despre compatibilitatea acestora cu o 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 rutozidd si hiperozidd. 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, cd 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 [35].

Studiul compatibilitatii componentelor din capsule cu utilizarea Spectroscopiei FT-IR.

Pentru studiul combinatiilor dintre principiile active acestea au fost obtinute amestecuri mecanice
1:1. In combinatie cu PIR, NIC isi pastreazi toate benzile de absorbtie. Mai multe din benzile PIR
fiind in suprapunere cu cele a NIC. Pe langa acestea au aparut 2 benzi noi de absorbtie, iar aspectul
de bandi larga al absorbtiei indici asocierea prin legituri de hidrogen. In combinatia cu EP, NIC de
asemenea isi pdstreazd benzile caracteristice. Alte benzi ale EP nu se pot observa din cauza
suprapunerii ca si in cazul PIR. Combinatia dintre PIR si EP se dovedeste a fi compatibilad 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.

Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/LM prezintd benzi de absorbtie a ambelor substante
cercetate, unele fiind comune. Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/AGS prezintd aceleasi benzi de
absorbtie caracteristice NIC, iar din picurile intense ale AGS s-au pastrat doar unele ce prezinta vibratii
de alungire a hidroxizilor. Spectrul FT-IR al amestecului binar NIC/SM prezintd aceleasi maximele de
absorbtie caracteristice ambelor substante. Spectrul FT-IR al amestecului binar PIR/LM prezinta aceleasi
benzi de absorbtie caracteristice PIR, iar la LM s-au conturat doar cateva picuri separate. Spectrul FT-IR
al amestecului binar PIR/AGS contureaza spectrul substantei active, maximele amidonglicolatului se
suprapun sau sunt absente. Spectrul FT-IR al amestecului binar PIR/SM repeta spectrul PIR cu mici
exceptii, toate maximele informative ale PIR sunt prezente in spectru, iar din picurile SM se pun in
evidentd doar doua. Spectrul FT-IR al amestecului binar EP/LM aminteste conturul paducelului, multe
din picurile de baza fiind greu detectate din cauza suprapunerii lor si pierderii intensitatii. Pe spectrul FT-
IR al amestecului binar EP/AGS, picurile EP sunt mai putin pronuntate in comparatie cu cele de pe
spectrul individual. Spectrul FT-IR al amestecului binar EP/SM prezintd aceleasi maximele de absorbtie
caracteristice ambelor substante.

Studiul compatibilitatii prin aplicarea metodei de difractie cu raze X.
pulbere (XRPD), metoda XRPD a fost aplicata in pre-formulare.

Modelul XRPD al NIC, PIR si NIC/PIR (Figura 9a), denota prezenta a numeroase varfuri distincte in
spectrele XRPD, ceea ce indica faptul ca toate trei substante studiate sunt materiale cristaline. Modelul
XRPD al amestecului fizic de NIC cu PIR repeta profilurile substantelor individuale, nu sunt detectate alte
varfuri noi si se atestd o compatibilitate deplind a substantelor analizate.

Modelul XRPD al NIC, EP si NIC/EP (Figura 9b) la fel prezintd mai multe varfuri distincte in
spectrele XRPD a NIC, iar EP nu formeazi picuri separate, astfel se atestd natura lui amorfa. in
literatura de specialitate nu au fost gasite informatii despre analiza XRPD a EP separat. Estimarea
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valorilor 20 ale varfurilor EP este dificil, se poate constata o crestere a intensitatii difractiei la valori
20 surprinse Intre 15,00 si 25,00. Modelul XRPD al amestecului fizic de NIC cu EP repetd profilul
NIC, nu sunt detectate alte varfuri noi si se atesta o compatibilitate deplind a substantelor analizate.
Modelul XRPD al PIR, EP si PIR/EP (Figura 9c) repeta profilul PIR si unele varfuri distincte din
profilul EP 1n zona intensitdtii maxime, nu sunt detectate alte varfuri noi si se atesta o compatibilitate
deplind a substantelor analizate.
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Fig. 9. Difractogramele XRPD ale substantelor active individuale si ale amestecurilor lor mecanice:
NIC/PIR (a), NIC/EP (b), EP/PIR (c)

Analiza modelelor XRPD ale substantelor active cu excipientii au aratat, ca spectrele substantelor
auxiliare individuale sunt in corespundere cu standardele farmacopeice de referintd, nu sunt detectate alte
varfuri noi si se atesta o compatibilitate deplind 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.

Elaborarea capsulelor combinate si determinarea parametrilor tehnologici.

Excipientii utilizati la preformularea capsulelor au o influenta decisiva pentru biodisponibilitate.
Pentru incapsularea celor trei principii active: NIC, PIR si EP, au fost cercetate un sir de substante
auxiliare cu diferite proprietdti, 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
microcristalind; excipienti aglutinanti (numiti si lianti sau adezivi) — gelul de polivinilpirolidona de diferite
concentratii (5% st 10%); excipient lubrifiant — stearatul de magneziu, in proportii 1% din masa capsulei;
agent de dezintegrare — amidonglicolat de sodiu.

Au fost elaborate patru formule cu substantele active NIC, PIR si EP. Substantele active au fost
amestecate cu diferite tipuri si cantitati de excipienti (tabelul 5) pentru incapsulare. Au fost obtinute
4 formulari de tip pulberi.

Tabelul 5. Formulele capsulelor operculate combinate (cantititi pentru o capsuli)

Denumirea componentelor Codul formulelor/ Cantititile componentelor, mg

F1 F2 F3 F4

NIC 4,5 4,5 4,5 4,5

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 - 141,5

Amidonglicolot de sodiu 2,5 - - 2,0

PVP K30 - 2,5 2,0 -

Lactoza monohidrat 240,5 100,0 241,5 100,0

Total 500 500 500 500

Determinarea parametrilor farmaco-tehnologici ai pulberilor preparate pentru incapsulare.

Dupa preparare, cele patru formuléri au fost supuse studiului proprietatilor reologice: unghiul de
inclinare, unghiul de repaus, indicele Carr si indicele Hausner.

Rezultatele determindrilor unghiului de inclinare si de repaos sunt redate in tabelul 6.

Un alt parametru de descriere a fluiditatii pulberilor este determinarea capacitatii volumetrice,
prin determinarea valorilor indicilor Carr si Hausner (tabelul 7). Rezultatele experientelor
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demonstreaza ca pulberile au o fluiditate excelenta.
Tabelul 6. Parametrii farmaco-tehnologici (unghiul de inclinare si de repaus) ale formularilor

Codul formulelor Unghiul de inclinare, ° Unghiul de repaus, °
Parametrii farmaco-tehnologici (valori medii, n=5) (valori medii, n=5)
F1 31 20
F2 48 45
F3 21 25
F4 45 45
Tabelul 7. Indicele Carr si indicele Hausner determinati pentru 4 formulari
Unghiul quymul Vollgnul Densitatfea Densitatfea
Formuliri analizate de incli- initial al pulberii dupa vo!ufn.etlzlcﬁ volu!netrlcﬁ Indicele | Indicele
nare. ? pulberii tasare initiala dupa tasare | Carr, % | Haussner
’ V,, cm? V;, cm? dy;, g/cm? dyy, 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

Dupa cum se observa din tabel, formularile care au in componenta lor lactozd monohidrat
(formularile 1 s13) au o capacitate de curgere mai buna, posedand valori ale indicilor Carr si Haussner
mai mica.

Evaluarea disponibilitatii farmaceutice a formuldrilor elaborate de capsule combinate cu

aplicarea testului de dizolvare.

Studiile de cedare in vitro au fost efectuate prin aplicarea testului de dizolvare in medii acid si
neutru. Probele celor 4 formulari de capsulele cu continut identic de principii active, dar diferit al
excipientilor au fost analizate spectrofotometric dupa dilutiile adecvate cu solutie metanolica de HC1 0,1
M. Pentru a asigura comparabilitatea datelor generate pentru formularile analizate, a fost adoptata
aceeasi procedura pentru toate seturile de probe.

In urma analizei profilurilor de dizolvare pentru NIC si PIR din formularile testate (figurile 10 si 11),
s-a constat o cedare mai buni la dizolvarea in mediul acid. In mediul neutru dizolvarea fiind treptat3,
uniforma, corespunde cerintelor cantitative de dizolvare a cel putin 75 % in 45 min pentru formularile F1
s1 F2 din mediu acid (PIR, NIC) si formularea F1 din mediu neutru (PIR, NIC).

100% - 100%

X X

<. 80% =y 80% N

pla] <
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,@ 40% —E 40% _ -

S 20% S 20% ./._././o/°/.
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i 0 20 40 60 g = 0 20 40 60 80
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Nicergolina F3 Nicergolina F4 ®— Nicergolina F3 —@— Nicergolina F4

Fig. 10. Profilurile de dizolvare a NIC in mediul acid (a) si neutru (b) din cele 4 formulari
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Fig. 11. Profilurile de dizolvare ale PIR in mediul acid (a) si neutru (b) din cele 4 formulari

Evaluarea cineticii dizolvarii NIC si PIR din capsule in mediu acid.

Au fost calculati parametrii cinetici ai dizolvarii substantelor active din formularile F1 si F2 si
evaluate constantele vitezei de dizolvare in urma cedarii din mediu acid a NIC si PIR. 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. Totodata s-a determinat, cd 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 avantajoasa.

3.4. Optimizarea si tehnologia de obtinere a picaturilor auriculare combinate

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 [27, 28].

In calitate de variabile independente s-au selectat continutul de PEG 400 (60%) si PG (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 coeficientii de
difuzie a principiilor activi din forma farmaceutica prin membrana biologica (Tabelul 8).

Tabelul 8. Rezultatele experimentale ale variabilelor dependente

L. Formularea

Variabile dependente F1 2 F3 F4 Fs Fé
“Vascozitatea la cea mai mica vitezi |25°C 272471 | 2889,52 | 2600,12 | 2657,32 | 2701,82 | 2865,64
de forfecare, cP*10? 37°C 2698.90 | 2754.11 | 2511.11 | 2498.20 | 2564.11 | 2621.32

“Coeficientul de difuzie a principiu- |IHF 2.57998 | 0.27700 | 0.17506 | 0.14524 | 0.11347 | 0.13401
lui activ la 45 min, D*10%, em*ora MU | 1.18751 | 0.36075 | 0.18886 | 0.21898 | 5.61356 | 0.68545
‘pH 5,80 5,46 5,05 5,10 5,18 521
Nota: * valori medii, n=6 pentru fiecare formulare

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. Pentru analiza variatiilor a fost
aplicat testul ANOVA, care a aratat, ca rezultatele obtinute sunt semnificative din punct de vedere
statistic. Analiza rezultatelor obtinute in procesul de optimizare a datelor a permis evaluarea gradului
de influentd a variabilelor independente asupra proprietatilor formei farmaceutice: vascozitate,
difuzie si nivel de pH. In urma rezultatelor obtinute se poate constata ci la ambele temperaturi, atat
PEG 400, cét si PG au o influenta negativa asupra vascozitatii pentru cele sase formulari (Figura 12),
cu un grad de contributie In mentinerea vascozitatii optimale mai mare pentru PEG 400. Analiza
suprafetelor de raspuns releva faptul ca, valorile vascozitatii pentru toate formularile cresc odata cu
madrirea concentratiei de PEG 400 si micsorarea cantitatii de PG.

Valorile coeficientului de difuzie pentru cele sase formulari diferd substantial, fiind in corelare
directd 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 influentd mai mare pentru PEG
400. Totodata, difuzia MU este influentatd de ambii excipienti In egald masura (Figura 13). Analiza
suprafetelor de raspuns confirma, ca la marirea cantitétii 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
cantitdtilor ambilor excipienti pentru toate formularile.
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Fig. 12. Influenta factorilor de formulare asupra vascozititii la 25+0,1°C si la 37+0,1°C

Coeficientul de difuzie IHF Coeficientul de difuzie MU
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Fig. 13. Influenta factorilor de formulare asupra coeficientilor de difuzie a IHF si MU

Studiile experimentale efectuate au aratat, cd ambii excipienti au o influenta negativa asupra pH-
ului, acesta scade odatd cu marirea cantitatilor de PEG 400 si PG, fapt confirmat si in urma analizei
suprafetelor de raspuns.

Compozitia optimizatd a picaturilor auriculare, care include IHF si MU, a fost determinata
folosind modulul de optimizare al programului Design Expert 7. Datele obtinute sunt foarte apropiate
de compozitia formuldrii F1, care a fost identificatd ca una din cele mai optimale si in studiile de
preformulare (Tabelul 9).

Tabelul 9. Rezultatele teoretice si practice ale formularii optime de picaturi auriculare

combinate cu continut de IHF si MU

Variabile dependente Teoretic Experimental };:‘oarea estimata,
Viscozitate la 25+0,1°C, cP 2752,64 272471 -0,0098
Viscozitate la 37+0,1°C, cP 2664,22 2698,90 0,0001

Coeficient de difuzie IHF, D*103, cm?/ori 0,5257 0,5268 0,2092

Coeficient de difuzie MU, D*10-3, cm?/ori 0,1397 0,1375 1,574

pH 5,3378 5,3360 -0,1461

Tehnologia de preparare a picdturilor auriculare combinate cu continut 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, tindndu-se cont de proprietatile fizico-
chimice ale substantelor active si excipientilor. Incorporarea substantelor medicamentoase: IHF se
tritureaza la mojar cu volumul necesar de PEG-400 (60 ml) prin omogenizare atentd pentru incorporare
sub formd de suspensie, se adaugd PG (20 ml) si MU, se omogenizeaza pana la dizolvare completa.
Suspensia obtinuta se transferd in cilindru gradat de 100 ml, prin spalarea peretilor mojarului cu un volum
mic de apa purificatd. Ulterior se dizolva conservantul (nipagind), se ajusteazd pH-ul cu solutie tampon
acetat si se completeaza cu apa purificatd pana la volumul final (100 ml). Se amesteca (agitd) 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.

Pentru determinarea compozitiei optimale a picaturilor combinate cu continut de CIP, EC si UVB
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cu utilizarea designul factorial deplin 32 si analiza suprafetelor de rispuns [27], in calitate de variabile
independente s-au selectat continutul de PEG 400 si PS (Tabelul 10). Parametrii utilizati in calitate de
variabile dependente au fost selectati aceiasi ca si la picaturile cu IHF si MU: vascozitatea la cea mai
mici vitezd 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.
Tabelul 10. Valorile variabilelor independente utilizate in optimizarea formulérii picaturilor
auriculare combinate cu continut de CIP, EC si UVB

Denumirea variabilelor Cantitatea, %

Nivelul de jos (-1) Nivelul de bazi (0) Nivelul de sus (+1)
PEG 400 (X;) 5 10 s
PS (X2) 2 4 .

Designul de optimizare a fost analogic ca si la formularea cu IHF si MU. Graficele reziduale ale
raspunsurilor obtinute fata de raspunsurile prezise au aratat corelatii de fitare satisfacatoare. Analiza
variatiillor ANOVA a aratat, ca rezultatele obtinute sunt semnificative din punct de vedere statistic.
In urma rezultatelor obtinute se poate constata ci la temperatura de 25+0,1°C, PEG 400 manifesti un
efect pozitiv asupra vascozitdtii, pe cand PS are o influentd negativa pentru cele patru formulari
(Figura 14).

Viscozitatea, 250C Viscozitatea, 370C
60 3000 0.4 3000
2000 0.3 2000
40
1000 0.2 1000
20
0 0.1 0
0 -1000 0 -1000
X1 X2 X1*X2 X1 X2 X1*¥X2
% contributie Viscozitatea == Efect % contributie Viscozitatea === Efect

Fig. 14. 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 odatd cu marirea concentratiei de PEG 400 si micsorarea
cantitatii de PS. Rezultatele determinarilor au aratat, cd valorile coeficientului de difuzie pentru cele
patru formulari sunt in corelare directa cu cantitatea de excipienti si diferd substantial. S-a determinat,
cd PEG 400 are o influenta pozitivd, iar PS — o influenta negativa asupra coeficientului de difuzie a
CIP pentru cele patru formulari, cu o influentd mai mare pentru PS.

Totodata, difuzia EC este influentatd negativ de catre ambele variabile (Figura. 15). Analiza
suprafetelor de rdspuns confirma cd, la marirea cantitdtii de PS, coeficientul de difuzie a CIP scade, fiind
intr-o usoard crestere la marirea cantittii de PEG 400. Difuzia EC are o tendintd de micsorare la mérirea
cantitatilor ambilor excipienti pentru toate formuldrile. Studiile experimentale efectuate au aratat, ca
ambii excipienti au o influenta pozitiva asupra pH-ului, acesta creste odata cu marirea cantitétilor de PEG
400 si PS.

Coeficientul de difuzie CIP Coeficientul de difuzie EC
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Fig. 15. Influenta factorilor de formulare asupra coeficientilor de difuzie a CIP si EC
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Studiile de preformulare, dar si analiza suprafetelor de raspuns a planurilor experimentale, au
demonstrat importanta cantitatilor de excipienti pentru o formulare optimd. Compozitia optimizatd a
picaturilor auriculare, care include CIP, EC si UVB, a fost determinatd folosind modulul de optimizare al
programului Design Expert 7 (Tabelul 11 ).

Tabelul 11. Formularea optima a picaturilor auriculare combinate cu continut de CIP, EC si

UVB
Variabile independente Cantitatea, %
PEG 400 (X1) 10,84
PS (X2) 4,44

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.

Tehnologia de preparare a picaturilor auriculare combinate cu continut de CIP, EC si UVB.

Forma medicamentoasa - picaturi auriculare combinate cu CIP, EC si UVB a fost preparata in
conformitate cu cerintele monografiilor farmacopeice generale din Ph.Eur. Incorporarea substantelor
medicamentoase: se amestecd PS impreuna cu ulei de busuioc, se obtine emulsia primard; se
omogenizeaza bine. La emulsia primara se adauga in proportii mici EC (pana la dizolvarea completd).
Separat se amestecd CIP cu nipagina si PEG 400 cu circa 1/3 din apa ( cate putin 1n cateva prize) si
se omogenizeazd bine; aceastd solutie obtinutd se adaugd in prize mici la primul amestec, se
omogenizeaza si apoi se adaugd 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 finald se verificd calitatea, se ambaleaza in recipiente sterilizate si se
eticheteaza.

3.5. Optimizarea si tehnologia de obtinere a capsulelor combinate
Pentru determinarea compozitiei optimale a capsulelor operculate cu continut de NIC, PIR si EP
la fel s-a utilizat designul factorial deplin 3> [27]. In calitate de variabile independente s-au selectat
continutul de LM si SM (Tabelul 12).
Tabelul 12. Valorile variabilelor independente utilizate in optimizarea formularii capsulelor
combinate cu continut de NIC, PIR si EP

Denumirea variabilelor Cantitatea, %

Nivelul de jos (-1) Nivelul de baza (0) Nivelul de sus (+1)
Lactoza monohidrat (X) 46 48 50
Stearat de magneziu (X>) 0,4 0,5 0,6

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 13. Datele experimentale au fost evaluate prin doud modele:
factorial si suprafete de raspuns. Analiza rezultatelor obtinute in procesul de optimizare a datelor a permis
evaluarea gradului de influentd a variabilelor independente asupra proprietatilor formei farmaceutice:
indicele Carr, indicele Hausner si constanta de dizolvare.

Tabelul 13. Rezultatele experimentale ale variabilelor dependente

I Formularea
Variabile dependente F1 F2 F3 Fa
“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 urma rezultatelor obtinute se poate constata, ci cantititile de LM si SM manifestd un efect
negativ asupra indicelui Carr, pentru cele patru formulari (Figura 16). Gradul de contributie in
asigurarea unei compresivitati optimale este mult mai mare pentru SM (65,58%) in comparatie cu
LM (18,73%).
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Fig. 16. Influenta factorilor de formulare asupra indicilor Carr si Hausner

Analiza suprafetelor de raspuns releva faptul ca, valorile Indicelui Carr pentru toate formularile
cresc odatd cu marirea concentratiei de SM, ce poate duce la o compactare mai mare a materialului si
la o diminuare a capacitatii de debitare a acestuia, iar la marirea cantititii de LM acesta inregistra o
crestere mai pronuntatd, ceea ce ar putea duce la o mai bund fluidizare a amestecului si la o
imbundtatire a caracteristicilor de retinere a apei in produsul final.

Rezultatele determinarilor au aratat, ca valorile constantelor de dizolvare pentru cele patru formulari
sunt in corelare directa cu cantitatea de excipienti si diferd substantial, deoarece excipientii selectati in
calitate de variabile independente (LM si SM) pot influenta procesul de dizolvare prin diverse mecanisme,
cum ar fi cresterea solubilittii substantelor active, modificarea ratei de dispersie ale acestora sau
influentarea proprietatilor de suprafatd. S-a determinat, cd LM are o influenta pozitiva asupra constantei
de dizolvare a NIC si influentd 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
manifestd o influentd pozitiva asupra constantelor de dizolvare ale ambelor substante pentru cele patru
formulari, cu o influentd mai mare la NIC (contributie 54,44%) in comparatie cu PIR (contributie
46,29%). Astfel, este clar, cad anume SM influenteaza in mare parte dizolvarea ambelor principii active
din formulari (Figura 17).

Constanta de dizolvare NIC Constanta de dizolvare PIR
60 04 60 0.02
0 40 0.01
0.2

20 20 0

" X1 X2 X1*X2 : 0 -0.01

*
% contributie Constanta de dizolvare X1 X2 X1*X2

% contributie
e Efect Constanta de dizolvare PIR
Fig. 17. Influenta factorilor de formulare asupra constantelor de dizolvare ale NIC si PIR

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. Marirea continutului de LM va face procesul de dizolvare
mai lent, deoarece aceasta poate forma un strat mai dens sau poate ingreuna dispersia particulelor de
principii active in lichidul gastric, ceea ce poate intarzia eliberarea si, implicit, actiunea medicamentului.
Compozitia optimizata a capsulelor operculate combinate, care include NIC, PIR si EP, a fost determinata
folosind modulul de optimizare al programului Design Expert 7.

Rezultatele experimentale obtinute sunt foarte apropiate de valorile teoretice, confirméand astfel
validitatea planului experimental utilizat. Formularea optimald selectatad (tabelul 14) pentru studiile
analitice si de standardizare a fost F1, cu cele mai optimale valori ale parametrilor cercetati.

Tehnologia de preparare a capsulelor operculate combinate cu continut de NIC, PIR si EP.

Prepararea capsulelor operculate este un proces complex si precis care implicd mai multe etape.
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Pentru umplerea capsulelor operculate, s-a folosit dispozitivul numit ,,gelulier”, care este de obicel
utilizat pentru umplerea manuala a capsulelor in conditii de farmacii [9]. Capsulele au fost preparate
in conditii de laborator (3 serii), fiind formulat amestecul sub formd de pulbere de substante
medicamentoase $i excipienti, cantariti in cantitati necesare pentru obtinerea a 100 de capsule. Pulberea a
fost triturata si omogenizatd la mojar pana la un amestec uniform. Pentru incapsulare s-au utilizat capsule
gelatinoase tari de marimea 0, transparente, grad farmaceutic, fabricate fara conservanti, fara aditivi, fara
gluten sau organisme modificate genetic. Capsulele goale, alcatuite din doud parti - corp si capac —au fost
alimentate in dispozitivul de incapsulare cu distribuirea amestecului de pulbere in capsulele goale. Dupa
aceasta, cele doud parti ale capsulelor au fost unite impreuna, sigiland continutul in interiorul capsulei.
Dupa incapsulare, capsulele au fost supuse unei inspectii riguroase pentru a asigura ca sunt sigilate corect
si cd nu prezintd defecte sau contaminari, apoi s-a efectuat controlul calitdtii. Capsulele sigilate si
verificate sunt ambalate 1n flacoane de sticla, si etichetate corespunzator. Ulterior, procesul tehnologic a
fost ajustat pentru conditii industriale si elaborat Regulamentul tehnologic de producere. Prepararea si
conditionarea pulberilor in capsule operculate s-a efectuat in conditii aseptice.
Tabelul 14. 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

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 sistemicd si metodologia de control a calitatii, care are ca temelie cercetarea
multilaterald substantelor active: proprietati fizico-chimice, metode de identificare si dozare, precum
si controlul puritatii substantelor individuale. Au fost luate in considerare si metodele de analiza a
substantelor active in alte forme farmaceutice.

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. Identificarea
IHF si MU prin reactii chimice de culoare s-a efectuat pentru substanta purd, amestec mecanic (1:1)
s1 forma farmaceutica dupa grupele functionale prezente in structura moleculelor cercetate. [HF a fost
identificat prin reactia cu solutie de hidroxid de sodiu (sensibilitatea 20 pg/ml): coloratie rosu-brun
pentru substanta purd; brund pentru amestec mecanic si galben-oranj pentru IHF din forma
farmaceutica. La interactiune cu N,N-dimetilformamida (sensibilitatea 20 pg/ml), se obtine coloratie
oranj cu fluorescentd pentru substanta purd; galben pentru amestec mecanic si galbuie pentru IHF din
forma farmaceutica. MU a fost identificat prin reactia cu reactia cu solutie alcoolicd de Co(NOs)2
(sensibilitatea 10 pg/ml): se obtine coloratie albastra pentru substanta purd; albastru intunecat pentru
amestec mecanic si albastru-verzui pentru MU din forma farmaceutica.

Identificarea IHF si MU si determinarea puritatii formei farmaceutice prin metoda CSS.

Pentru determinarile CSS au fost utilizate fazele mobile cu polaritate diferita; in cadrul analizei au
fost elaborate patru tehnici de lucru, care au fost aplicate initial pe substantele individuale, unde variaza
solventii pentru dizolvarea probei, fazele mobile si metodele de revelare (tabelul 15.)

Rezultatele analizelor efectuate au demonstrat, cd 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 farmaceuticd a fost utilizata faza mobila mentionata (tabelul 16).

Metoda CSS a fost aplicata pentru identificarea substantelor medicamentoase IHF si MU in forma
farmaceuticd) prin masurarea factorului de retentie Ry si compararea lui cu substantele individuale. In
rezultatul analizei efectuate s-a determinat cd valorile R ale compusilor in forma medicamentoasa si
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substantele pure sunt foarte apropiate si permit identificarea lor la prezenta concomitenta. Aprecierea
puritatii formei farmaceutice s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor suplimentare pe
cromatogramele solutiilor proba de picaturi auriculare.
Tabelul 15. Rezultatele analizei prin cromatografie pe strat subtire a substantelor individuale

IHF

MU

Faza mobila: cloroform-
acetona (70:30)
1-butanol-eter dietilic-acetona
(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)

Spoturi nedeterminate.

Spot rosu dupa pulverizare cu sol. de p-
dimetilaminobenzaldehida in acid
sulfuric si vizualizare la lungimea de
unda 254 nm. Rf =0,87

Faza mobila: cloroform -
metanol — acid acetic glacial
(95:10:2)

Spot roz la pulverizare cu sol. 1% 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 undi 254 nm. Rf=0,72

Tabelul 16. Rezultatele analizei prin CSS a amestecului mecanic si formei farmaceutice

Forma farmaceutica
MU

Amestec mecanic (1:1)
IHF MU
Spot rosu la Spot roz la
pulverizare cu sol. pulverizare cu sol.
piridina si piridina si

IHF
Spot rosu la
pulverizare cu sol.
piridina si

Spot roz la pulverizare

Faza mobila cu sol. piridina si

hetllalffzt;tl_ ) vizualizarea In UV la | vizualizarea in UV la | vizualizarea in UV la Vlzuayljjgrsle;r;lUV la
exan (& A=366 si 254 nm. Ry A=254 nm. A=366 si 254 nm. Ry Rie07
=0,37 Ri=0,72 =035 =

Aprecierea puritdtii formei farmaceutice s-a efectuat prin excluderea aparitiei spoturilor suplimentare
pe cromatogramele solutiilor proba de picaturi auriculare.

Determinarea puritatii picaturilor auriculare combinate poate fi efectuatd prin metoda spectrala
concomitent cu procesul de identificare prin compararea spectrelor UV-VIS ale probelor cu cele ale
solutiilor standard. Spectrele UV-VIS ale probelor de IHF 5 ng/ml, MU 10ug/ml in DMFA, 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 inregistrate si pe spectrele UV-VIS al solutiilor
standard de substante medicamentoase (Figura 18).

I 1

035

_1?57
_%76

T d
700 B0 Wavelength (nm)

Fig. 18. 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

Metoda spectrofotometrica a fost aplicatd si pentru dozarea principiilor active. Se inregistreaza
spectrele UV-Vis ale solutiilor standard si probe cu concentratiile nominalizate de IHF si MU, ca solutie
de referintad a servit solutia placebo. IHF a prezentat absorbtia la lungimea de unda 373 nm, MU — 269
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nm. In total s-au efectuat cite 6 determindri pentru trei serii de picaturi auriculare. 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).

Elaborarea si validarea metodei HPLC de dozare a IHF si MU din picaturi auriculare.

Ingredientele active (IHF si MU) au fost separate pe o coloana Teknokroma C1 Sum (150* 4,6mm),
detector UV-Vis. Conditii de separare cromatografica: faza mobila a fost preparatd prin amestecarea
metanolului cu apa purificata in raport de 60:40 in volum; 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 [HF si 3,5 min pentru MU. Au fost preparate solutiile standard de IHF (10 pg/ml ) si MU (400
pg/ml), solutia proba de picaturi auriculare si solutia placebo; solvent faza mobila metanol : apa (60:40).
Pentru a verifica dacad metoda propusa este capabild sa separe substantele medicamentoase de substantele
inrudite chimic formate la degradare s-au efectuat studii de degradare fortata (hidroliza acida si bazica,
oxidare, stres termic si fotolitic). Fiecare 20 pl de solutie proba si solutii standard au fost cromatografiate,
obtindndu-se cel putin 5 cromatograme din fiecare solutie n 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 (Ss). Metoda a fost validata conform ghidului ICH [22]. Metoda dezvoltata a permis
analivza a doua ingrediente active in picdturi intr-un singur test (Figurile 19 si 20).
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Fig. 20. Cromatogramele solutiei placebo la 360 nm (A) si 240 nm (B)
Rezultatele studiului de liniaritate au aratat o relatie liniard in intervalul de concentratie de 8-12 pg/ml
pentru IHF si 320-480 pg/ml pentru MU. Parametrii de calibrare indicd o liniaritate buna: coeficientii de
corelatie (R) si coeficientul de determinare (R?) sunt mai mari de 0,9999 pentru ambele substante. A fost
testata 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). Rezultatele determinarilor limitelor
de detectare si de cuantificare (LOD si LOQ) au aratat un LOD de 0,5478 pg/ml pentru IHF; 8,3795
pg/ml pentru MU; LOQ de 1,6600 pg/ml pentru IHF si, respectiv, 25,3926 pg/ml pentru MU [19]. Dupa
cum se poate observa in figura 19, nu existd varfuri de interferentd la timpii de retentie corespunzatori

analitilor, valorile RSD sunt intre 0,00 — 1,07.
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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 precisd In limite acceptabile. RSD a fost calculat pentru timpul de retentie, zona
de varf si concentratie, toate valorile fiind mai mici de 1% [22]. Rezultatele testului de robustete au aratat,
cd la o modificare minora a conditiilor metodei, cum ar fi compozitia si debitul fazei mobile, temperatura
coloanei, metoda este robusta. S-a realizat o buna separare, iar valorile RSD sunt 1n limite si nu depasesc
2,0%. Studiile de degradare fortatd au ardtat ca forma farmaceuticd investigata este destul de rezistenta
la cilduri (pastrare la 60°C timp de 1 lund), la stres oxidativ (5% H20», agitare timp de 6 ore la 25°C) si
la hidrolmivzé acidd (HC1 1M, 3 ore la 70°C) (Figura 213.
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Fig. 21. Cromatogramele probelor expuse la conditii de stres hidrolitic acid (A1 si A2),

oxidare (O1 si O2), temperatura (T1 si T2)

Cromatogramele au fost identice cu cromatograma probei care nu a fost supusa nici unei conditii
de stres (Figura 19 C, D). Stresul hidrolitic alcalin (1M NaOH, 3 ore la 70°C) a declansat degradarea
IHF, in timp ce MU a fost stabil la hidrolizd. 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
(Figura 22). 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.

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.
Metoda dezvoltata a fost inclusd in Monografia Farmacopeica pentru picaturile combinate cu continut
IHF si MU.

4.2. Analiza picaturilor auriculare cu continut de EC, CIP si UVB

Identificarea CIP si a EC prin reactii chimice de culoare s-a efectuat tindnd 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, datoritd 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.
CIP a fost identificat prin reactia cu clorura de fier (III) (sensibilitatea 20 pg/ml): apare o coloratie rosu-
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bruna. In reactia cu sulfat de cupru (sensibilitatea 20 pg/ml) efectul analitic a fost culoarea albastra
deschisa a complexului. EC a format coloratie galben-portocalie (reactivul Dragendorf), precipitat alb
(reactivul Mayer), coloratie rosie (reactiv Lugol), coloratie galbena (acid picric) cu reactivii de precipitare.
/énionul nitrat a fost pus in evidenta cu difenilamina (coloratie albastra).
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Fig. 22. Cromatogramele probelor expuse la conditii de stres hidrolitic basic (B1 si B2), lumina (L1
si L2)

Aplicarea metodei CSS pentru identificare si controlul puritatii.

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. Initial s-a
efectuat determinarea calitativad 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) asigurd posibilitatea detectarii ambelor substante.
Din aceste considerente pentru analiza compusilor in amestec mecanic si in forma farmaceutica a fost
utilizata faza mobild mentionata (tabelul 17).

Tabelul 17. 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 conturate,| Spoturi bine conturate, | Spoturi bine conturate, | Spoturi bine conturate,
fluorescentd in UV si [separare buna; fluorescentd| fluorescentd in UV si [separare bund; fluorescentd)

Z/Iceetz::l(;i‘ril coloratie galben-oranj| in UV si coloratie galben- |coloratie galben-oranj la| in UV si coloratie galben-
40:60 la revelare cu reactivul oranj la revelare cu revelare cu reactivul oranj la revelare cu
) Dragendorf reactivul Dragendorf Dragendorf reactivul Dragendorf
Rf=0,32 Rf=0,87 Rf=0,30 Rf=0,77

Ambele substante medicamentoase pot fi detectate la iradiere cu lampa UV si la pulverizare cu
reactivul Dragendorf. CIP si EC pot fi identificati In picdturile 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 picéturi auriculare.

Identificarea si determinarea puritatii 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 probelor (cu concentratia CIP 10 pg/ml si EC 40pg/ml in
metanol), Tnregistrate in 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 23).

Analiza UVB prin spectrometrie de masd.

Analiza uleiului de busuioc prin spectrometriec de masa a fost utilizata pentru a identifica
compusii chimici prezentati in acest ulei. Spectrele de masa obtinute prin metoda de ionizare
electrospray cuplatd cu HPLC au aratat (Figura 24) picuri de intensitate maxima corespunzatoare

30



linaloolului si metilcavicolului, care sunt componente majoritare in uleiul volatile de busuioc utilizat
in calitate de principiu active pentru prepararea formei farmaceutice combinate, Tmpreund cu
clorhidratul de ciprofloxacina si nitratul de econazol.

probd

standard

1 placebo

naze E
= =azz 2200 =200 azza 190,00 250.00 300.00 350.00 400,00

Fig. 23. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale solutiilor standard si proba de CIP 10png/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)
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Fig. 24. Spectrul de masa si cromatogramele uleiului volatile de busuioc

S-a efectuat dezvoltarea si validarea tehnicii spectrofotometrice in UV pentru determinarea
simultand a CIP si a EC in combinatie fard separare prealabild. Studiile efectuate au soldat cu
selectarea in calitate de solvent a metanolului. Validarea metodei spectrofotometrice de dozare a CIP
clorhidrat si EC nitrat din picdturi combinate a avut loc dupa parametrii de validare: precizie si
robustete, exactitate, limita de detectie, limita de cuantificare, linearitate.

S-a cercetat linearitatea metodei spectrofotometrice de dozare a CIP si EC din picaturi combinate
pe domeniile de concentratie 5-40 pg/ml, fiind trasate cate 3 drepte de etalonare ale celor 3 determindri
pentru fiecare serie de formd medicamentoasa (Figura 25). Valoarea limitei de detectie pentru CIP este
de 0,3844 pg/ml, iar pentru EC este de 1,2628 pg/ml. Valoarea limitei de cuantificare calculate pentru
CIP este de 1,1648 pg/ml, iar pentru EC - 3,8266 pg/ml. In urma determinarilor s-a stabilit ¢i metoda
este exacta, RSD pentru ambele substante nu depaseste 1%.
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Fig. 25. Graficele de etalonare ale solutiilor metanolice standard de CIP (a) si EC (b) (n=3
determinari)
Pentru a determina gradul de precizie, s-a cercetat repetabilitatea si precizia intermediara.
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Rezultatele determinarii preciziei la dozarea CIP si EC din picaturi auriculare combinate prin metoda
spectrofotometricd denota cd, metoda elaborata este precisa, valorile deviatiei standard relative fiind
mai mici decat 1%. Robustetea s-a determinat prin variatia lungimilor de unda £2 nm, demonstrandu-
se cd metoda spectrofotometrica elaborata este robusta, deviatia standard relativa fiind mai mica decat
1,0%. Pentru prima data a fost dezvoltatd o metoda spectrofotometricd UV-Vis de dozare simultana
a doua substante active (CIP si EC) intr-o forma otica combinata pentru tratamentul otomicozei, care
a fost inclusd in Monografia Farmacopeica pentru picdturile combinate cu continut CIP, EC si UVB.

Determinarea CIP si EC din picaturi auriculare prin HPLC.

Tehnica de determinare HPLC pentru forma farmaceutica cercetata a fost elaborata in premiera si
supusd 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 mobila — amestec din
metanol si acetonitril (40:60); debutul fazei mobile — 1,5 ml/min; detectia UV-VIS; temperatura coloanei
— 35°C. Concentratia solutiilor standard de ambele substante si a fiecarui component in solutia proba a
fost de 50 ng/ml. 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. Evaluarea
statistica a rezultatelor dozarii CIP si EC 1n picaturi auriculare prin metoda HPLC denota valori IQR<0,02,
P>0,05. Metoda dezvoltata permite cuantificarea substantelor active concomitent, este reproductiva si
poate fi aplicata cu succes pentru analizele de rutind a formei farmaceutice.

Analiza gaz-cromatografica a UVB din picdaturi auriculare.

Pentru a aprecia daca CIP si EC nu influenteaza asupra UVB si nu modifica continutul cantitativ
al acestuia, a fost utilizatd cromatografia de gaze (GC). A fost studiat UVB pur 1n vederea stabilirii
compozitiei cantitative a principiilor activi in raport cu standardele celor mai frecvent intalnite
componente conform datelor bibliografice. In acest studiu s-a utilizat cromatograful Agilent
Technologies 7890A, utilat cu coloand capilard, viteza 1,5 m/min, detector cu ionizare in flacara,
t°=270°C. Pentru studiul cromatografic s-au utilizat: UVB — substanti standard, UVB — substanti
farmaceutica, standarde de linalool, camfor, alfa terpineol; picaturi auriculare cu continut de CIP, EC
st 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. Au fost testate 3 viteze a gazului vector: 1,0; 1,5 si 2 m/min. Totodatd, au fost testate si trei
temperaturi a coloanei: 255, 270 si 300 °C. 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 26).
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Fig. 26. 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-
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terpineol, cu valori foarte apropiate ale timpilor de retentie cu cele ale standardelor de referinta. Pe
cromatograma probei se identificd 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 substantd farmaceuticd si proba de forma
farmaceutica, timpul de retentie are valori aproape identice.

Astfel, se poate concluziona, cd 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 18.

Tabelul 18. 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. proba
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/.sec 416.578 1.296 1.301 9.131
tr, min 16.182 16.167 16.171 16.161
a-terpineol S, mV/.sec 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 regésire
de 98,7% de UVB 1in picaturile auriculare combinate (X =7,3480+0,0247; IQR=0,0360; p=0,065).
Tehnica de lucru elaboratd pentru determinarea prin GC a UVB a servit drept bazid pentru
standardizarea picaturilor auriculare combinate.

4.3. Analiza capsulelor combinate cu PIR, NIC si EP

Prezenta in molecula NIC a azotului tertiar s-a demonstrat cu ajutorul reactivilor de precipitare.
Acidul sulfuric concentrat pune in evidentd nicergolina prin reactie de culoare (albastru). Grupa aminica
alifatica din structura PIR poate fi usor eliminatd la incalzire cu hidroxid de sodiu (miros de amoniac).
Determindrile s-au efectuat pentru substante pure, amestec mecanic (1:1) si din forma farmaceutica
capsule combinate cu NIC, PIR si EP. 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.

Spectrele UV-VIS atat a substantelor individuale cét si a amestecurilor mecanice au fost analizate
in solventii: C:HsOH 96%, faza mobila ACN- CH3;OH - Tampon fosfat (40:35:25), caracteristica
nicergolinei (Ph. Eur), solutie HCI 0.1M, solutie metanolicd de HCI 0.1M . Rezultatele cele mai bune
pentru amestecul mecanic de principii activi au fost obtinute la utilizarea solutiei metanolice de HCl
0.1M. A fost selectat solventul dat pentru determinarile spectrofotometrice ale capsulelor si pe motiv
ca extractul de paducel nu se dizolva in solutie metanolicd de HCI. Solutia standard de nicergolind
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.

Identificarea NIC si PIR prin metoda HPLC din capsule combinate se efectueazd prin
compararea timpilor de retentie de pe cromatogramele solutiilor proba cu timpii de retentie de pe
cromatogramele standardelor de referinta.

Dozarea spectrofotometrica a capsulelor combinate s-a realizat pe 3 serii de capsule operculate
combinate, fiind efectuate cite 6 analize distincte repetate. Evaluarea statisticd a rezultatelor dozarii
a aratat valori IQR<0,001, P>0,05. Metoda spectrofotometrica UV-Vis elaborata a fost validata in
conformitate cu ghidurile ICH “Q2R1: Pentru proceduri analitice si validare”. S-a cercetat linearitatea
metodei spectrofotometrice de dozare a PIR si NIC pe domeniile de concentratie 5-40 pg/ml (Figura
27), fiind trasate cate 3 drepte de etalonare ale celor 3 determindri pentru fiecare serie de forma
medicamentoasa.

Valoarea limitei de detectie pentru PIR este de 0,369 pg/ml, iar valoarea limitei de detectie
pentru NIC este de 1,737 pg/ml. Limita de cuantificare a constituit pentru PIR 1,118 pg/ml si pentru
NIC 5,265 pg/ml. in urma determindrilor s-a stabilit ci metoda este exacta, RSD pentru ambele
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substante nu depaseste 1%. Pentru a determina gradul de precizie, s-a cercetat repetabilitatea si
precizia intermediara pentru PIR. Rezultatele obtinute denotd ca, metoda elaboratd este precisa si
robustd, valorile deviatiei standard relative fiind mai mici decat 1%.
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Fig. 27. Spectrele de absorbtie ale solutiilor standard de PIR (a) si NIC (b) in solutie
metanolica de HC1 0,1 M la determinarea linearitatii

Determinarea PIR si NIC din capsule operculate prin HPLC.

Ingredientele active (NIC si MU) au fost separate pe o coloand EC/Nucleosil C18 Sum (100*
4,6mm), detector UV-Vis; faza mobila a fost preparatd prin amestecarea acetonitrilului metanol si cu
tampon fosfat pH 7,0 in raport de 40:35:25 la volum; temperatura coloanei cromatografice a fost de 30°C;
volum de injectare 20 pl; debit fazd mobila — 1,5 ml/min; eluare izocratica. Lungimile de unda ale
detectorului au fost setate 1a 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.

Au fost inregistrate cromatogramele solutiilor standard si proba cu concentratii de 20 pg/ml NIC si
1000 pg/ml PIR, continutul de NIC si PIR in formd farmaceuticd (Xg) a fost calculat conform
standardelor. Metoda a fost validata conform ghidului ICH [124]. Linearitatea metodei cromatografice a
fost evaluata in intervalul 5,0-30,0 pg/ml pentru NIC si 600,0 — 1200,0 pg/ml pentru PIR, utilizand solutii
de cinci niveluri de concentratie. Parametrii de calibrare indica o liniaritate buna: coeficientii de corelatie
(R) si coeficientul de determinare (R?) sunt mai mari de 0,9900 pentru ambele substante. A fost testati
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). Rezultatele determinarilor au ardtat un LOD
de 0,9556 pg/ml pentru NIC; 50,5719 pg/ml pentru PIR; LOQ de 2,8895 ng/ml pentru NIC si, respectiv,
153,2732 pg/ml pentru PIR [98]. S-a determinat, cd nu exista varfuri de interferenta la timpii de retentie
corespunzatori analitilor, 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 determindrilor au ardtat cd metoda este precisd in limite
acceptabile. RSD a fost calculat pentru timpul de retentie, zona de varf si concentratie, toate valorile fiind
mai mici de 1%. 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 o
buna separare, iar valorile RSD sunt in limite si nu depasesc 2,0%.

Pentru prima data a fost dezvoltata o metodda HPLC pentru cuantificarea simultand a doud substante
active (NIC si PIR) in capsule combinate pentru tratamentul surditatii. In procesul de validare a metodei
s-a constatat cd 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 depadsesc 2,0%: X=0,0045450,
SD=0,00003886; IQR=0,00008; P>0,05. Metoda dezvoltata a fost inclusd in Monografia Farmacopeica
pentru capsule combinate cu continut NIC si PIR.

Analiza EP prin metoda HPLC.

Determinarea cromatograficd a EP din capsule a inclus aceleasi etape de elaborare a metodei,
descrise la determinarea continutului de NIC si PIR. S-a utilizat coloand cromatografica: EC/4,6
NUCLEOSIL 100-5 C18; detectia In UV — 325 nm; temperatura coloanei —30°C; volumul injectiei —
20 ul; faza mobila: acetonitril: tampon fosfat pH=3,0 intr-un raport de 18:82 (v/v). Continutul de
flavonozide in recalcul la rutozida in capsule (X, %) se calculeaza in baza rezultatelor standardelor
(Figura 28).
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Cantitatea de flavonozide in extractul de paducel din capsule s-a incadrat in limitele
0,400%/500mg panda la 0,600%/500 mg. Rezultatele determindrilor aratd, ca continutul
flavonozidelor (recalcul la rutozida) in capsule si in extractul de paducel substanta farmaceutica sunt
practic identice, ceea ce demonstreaza ca actiunea farmacologicad antioxidantd a capsulelor este
identicd cu cea a EP individual, si cd substantele auxiliare, procesul tehnologic de preparare a
capsulelor nu influenteazad continutul de principii active din extractul vegetal.
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Fig. 28. Cromatogramele solutiei standard de rutozida (A), a solutiei standard de EP (B) si a
solutiei proba din capsule combinate (C)
Evaluarea statistica a rezultatelor dozarii flavonozidelor in recalcul la rutozidd din capsule

combinate: X=0,5204117, SD=0,00825760; IQR=0,01648; P>0,05.

4.4. Standardizarea picaturilor auriculare combinate

Stabilitatea picaturilor auriculare cu IHF si MU in conditii de stres si determinarea

termenului de valabilitate in conditii obisnuite.

Stabilitatea unui produs farmaceutic prezintd un criteriu important, datoritd caruia pot fi
determinate puritatea si siguranta acestuia. Profilurile de degradare ale substantelor active au servit
drept reper pentru desfasurarea studiilor de stabilitate.

In evaluarea degradarii in conditii de stres, cele mai esentiale conditii sunt hidroliza acida si
bazicd, oxidarea, fotoliza si degradarea termicd. 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. Dupd expunerea la diversi factori nocivi,
au fost analizate prin HPLC probele cu concentratii de 10 pg/ml IHF si 400 pg/ml MU.

A fost evaluat continutul cantitativ de IHF si MU in intervalul orar 0-48 ore. In urma testelor
efectuate, s-a constatat, ca MU este stabil la hidroliza acida, iar IHF este instabil, observandu-se o
degradare practic completd dupa 48 de ore (70%). La hidroliza bazica IHF prezintd 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.
MU isi mentine constant valorile concentratiei pe parcursul studiului. S-a constatat, 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 denotd instabilitatea lui la oxidare.
Lumina are un impact negativ asupra IHF, care degradeaza accelerat dupd 24 de ore de stres fotolitic
cu 54,14%. In cazul MU se observa o crestere a concentratiei cu 19,65% in primele 3 ore, apoi aceasta
incepe sa scada, ceea ce la fel denotd un proces de degradare. Ambele substante nu sunt stabile la
temperaturd, observandu-se o micsorare a concentratiilor pe parcursul testului. A fost evaluata
vascozitatea picaturilor auriculare pe intreaga perioada de testare a stabilitatii; consistenta si a
proprietatile reologice a picdturilor auriculare la depozitare in conditii normale nu s-a modificat. pH-
ul solutiei a fost monitorizat pe tot parcursul perioadei de depozitare, toate seriile pilot luate Tn studiu
au avut o fluctuatie de pH, in mare parte avand tendinta de micsorare a acestuia, dar se incadreaza in
limitele permise (4.5 - 7.0).

Forma farmaceutica a fost depozitata pentru 24 de luni, si 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 aceastd perioada s-au monitorizat principalii parametri de
calitate: identificare, pH, aspect, vascozitate si continutul substantelor active (determinat prin metoda
HPLC). Dupa pastrarea timp de 24 luni, parametrii de calitate selectati au fost in limitele stabilite de
specificatia de calitate. 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
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produsul de lumini, depozitare la temperaturi sub 25°C.

Stabilitatea picaturilor auriculare cu continut de EC, CIP si UVB in conditii de stres si

determinarea termenului de valabilitate in conditii obisnuite.

Studiile privind cercetdrile de stabilitate efectuate au ardtat, ca CIP are o tendintd majord spre
degradare fotochimica la expunerea UV. A fost evaluat profilul pH-ului la degradarea fotolitica a CIP.
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 usoard a pH-ului. La fel s-a constat ca lumina este
factorul de stres care provoaca degradarea mai accentuatd a CIP, cu obtinerea etilendiaminoderivatului
CIP (produs de degradare a CIP). Evaluarea continutului de principii active EC si CIP s-a efectuat prin
metoda spectrofotometrica. 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 n mediu bazic, pierde din concentratie 13,26% dupa 20 de zile de stres. Dupa oxidarea
cu HxO» 35% timp de 72 de ore absorbanta CIP creste, aceasta insd nu se explicd prin marirea
concentratiei, dar prin faptul, ca apar produse de degradare, care manifestda absorbantd mai puternica in
acelasi diapazon a spectrului. EC este destul de stabil la oxidare, concentratia fiind fluctuanta cu revenire
la cea initiald dupa 72 de ore de stres oxidativ. Rezultatele evaluarii cantitative a continutului de CIP si
EC dupa actiunea luminii denotd, 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%. CIP
este stabild la temperaturd, concentratia ei fluctueaza in diapazon de 0,6%. EC are tendinta de micsorare
a concentratiei, desi nu foarte brusc si proportional.

Forma farmaceutica a fost depozitatd pentru o perioadd de 24 de luni, in conditii obisnuite, la
temperatura de 25 °C £ 2 °C; umiditatea relativd 60% =+ 5%. 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 lumin, depozitare la temperaturi sub 25°C. Cercetirile efectuate au
stat 1a baza elaborarii Protocolului studiilor de stabilitate a picaturilor auriculare combinate luate in studiu,
st a specificatiei de calitate pentru produs, care au servit la elaborarea Monografiei farmacopeice.

Standardizarea picaturilor auriculare 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. Toate cercetrile
analitice au servit drept baza pentru procesul de standardizare.

Picaturile auriculare au fost standardizate dupa parametrii: Descriere (organoleptic); Identificare
(reactii chimice, CSS si HPLC); pH (potentiometric); Impuritati inrudite chimic (CSS); Dozare (HPLC,
spectrofotometrie UV-Vis, GC); Conservare; Marcare; Ambalare; Termen de valabilitate (24 de luni); Cod
ATC si grupa farmacoterapeutica. SO3A A07 Preparate oftalmologice si auriculare — antiinfectioase.

In urma aplicarii procedurii de standardizare au fost alcatuite Specificatiile de calitate pentru
produsele farmaceutice: ,,Izofural M”, picaturi auriculare pentru tratamentul otitelor; ,,Otocibex”, picaturi
auriculare pentru tratamentul otomicozelor; Monografiile Farmacopeice si Regulamentele Tehnologic de
producere pentru ambele produse.

4.5. Standardizarea capsulelor combinate

Stabilitatea capsulelor cu continut de PIR, NIC si EP in conditii de stres si determinarea

termenului de valabilitate.

Au fost efectuate studii privind influenta factorilor de stres (temperatura, hidroliza, oxidare si lumind)
asupra stabilitatii NIC, PIR si EP din capsule combinate. Dozarea principiilor activi in urma degradarilor
fortate s-a efectuat prin metoda HPLC. Cele mai importante modificari pe cromatogramele probelor
supuse degradarii fortate s-au petrecut sub actiunea luminii si oxidantilor. S-a constatat, ca dupa 24 de ore
de stres oxidativ cu peroxid de hidrogen de 5 %, NIC degradeaza cu circa 12%, iar PIR tocmai cu 30%.
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 scidere a concentratiei cu 58% in timp de 48 de ore.
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Stresul hidrolitic acid si bazic au provocat degradarea NIC in proportie de 18,9% si respectiv 12,9% in
24 de ore, si a PIR in proportie de 8,08% si 11,94% in 24 de ore. Temperatura este un factor provocator
de degradare a 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. 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.

Forma farmaceutica a fost depozitata pentru 24 de luni, in conditii obisnuite, la temperatura de 25°C
+ 2 °C; umiditatea relativi 60% =+ 5%. In aceastd perioadd s-au monitorizat principalii parametri de
calitate: identificare, aspect, dizolvare si continutul substantelor active (determinat prin metoda HPLC).
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 lumind, depozitare
la temperaturi sub 25°C.

Standardizarea capsulelor combinate si elaborarea DAN.

Pentru standardizarea capsulelor combinate au fost selectati parametrii de standardizare, care sunt
prevazuti in Farmacopeea Roménd ed. X si Farmacopeea Europeand ed.11.0. pentru capsule [14, 16].
Toate cercetarile analitice au servit drept baza pentru procesul de standardizare.

Capsulele combinate au fost standardizate dupa parametrii: Descriere (organoleptic); Identificare
(reactii chimice, spectrofotometrie UV-Vis); Masa medie si uniformitatea masei; Dezagregare; Dizolvare
(spectrofotometric); Uniformitatea unitatilor dozate (spectrofotometric); Contaminare microbiand;
Dozare (HPLC si spectrofotometrie UV-Vis); Conservare; Marcare; Ambalare; Termen de valabilitate
(24 de luni); Cod ATC si grupa farmacoterapeuticd 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” capsule combinate pentru tratamentului surditatii senzorineurale; Monografia
Farmacopeica si Regulamentul Tehnologic de producere.

5. STUDII DE INOFENSIVITATE SI EFICACITATE A PICATURILOR
AURICULARE COMBINATE SI A CAPSULELOR ELABORATE

5.1. Determinarea toxicitatii acute a picaturilor auriculare si capsulelor combinate

Investigatiile preclinice au fost aprobate de Comitetul de Etica a Cercetarii al [P 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 clinicad a
medicamentelor al CSM pe 204 soricei albi de laborator (102 masculi, 102 femele), cu varsta de 12
saptdmani, 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 separatd (12 animale - in loturi de control si 60 in
loturi de baza). Toxicitatea acuta (TA) a fost determinata prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei
toxice acute conform TG 423: Acute Toxic Class Method, recomandatd de Organizatia Economica
pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD), si dupa metoda Kerber [31, 42]. Compozitiile studiate si
cele de referintd au fost administrate soriceilor enteral prin gavaj si intraperitoneal. Cantitatea de
lichid administrata a fost calculata in functie de masa individuald a animalelor de laborator cantarite
inainte de experiment (0,3 ml/g).

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
indoze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o perioadd de hipodinamie si reducere a reactiei
la stimulii exogeni. Majoritatea animalelor au revenit la starea initiald pe parcursul primelor 4 ore (300
mg/kg) si 24 ore (pentru 1000, 2000 mg) (tabelul 19). Rezultatele obtinute au permis stabilirea LDy
(lipsa letalitatii) pentru administrarea enterala este de 300 mg/kg si pentru administrarea parenterala
— 100 mg/kg. LDy7 (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,
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LDg4, LD1oo nu au fost stabilite pe parcursul experimentului. LDso a fost estimatd dupa metoda TG
423 la doza de 2500 mg/kg. LD1go pentru administrarea parenterald a fost stabilitd la doza de 1000
mg/kg. Dupa metoda Kurber, LDso a fost stabilitd la doza de 525 mg/kg. S-a calculat posibila LD»s
=263 mg/kg si LDsg4 la doza de 840 mg/kg. Rezultatele studiului denota toxicitate acuta redusa atat
la administrarea enterala, cét si parenterala.

Tabelul 19. Mortalitatea si toxicitatea acuta la soricei

Masculi Femele (intragastral) Decesul
Dozele (intraperitoneal) animalelor (%)
Produsul Nr. anim. | Nr. deces. | Nr. anim. | Nr. deces.
CIP+EC+UVB 6 - 6 - 0
Lotul-martor IHF+MU 6 - 6 - 0
NIC+PIR+EP 6 - 6 - 0
CIP+EC+UVB 6 - 6 0 0
100 mg/kg IHF+MU 6 - 6 0 0
NIC+PIR+EP 6 - 6 0 0
500 mg/kg CIP+EC+UVB 6 - 6 3 0
300 mg/kg IHF+MU 6 - 6 2 0
500 mg/kg NIC+PIR+EP 6 - 6 0 0
CIP+EC+UVB 6 - 6 6 0
1000 mg/kg IHF+MU 6 - 6 4 0
NIC+PIR+EP 6 - 6 0 0
CIP+EC+UVB 6 - 6 6 0
2000 mg/kg IHF+MU 6 - 6 4 0
NIC+PIR+EP 6 - 6 0 0

La administrarea enterala a dozei de 50 mg/kg la sobolani, cu supraveghere timp de 7 zile nu s-au
constatat modificari iIn 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 somnolentd, adinamie, inapetentd, diaree. Aceste simptome au disparut dupa 1-2 zile. In baza
rezultatelor preclinice, la sobolani a fost estimat LD50 (tabelul 20).

Tabelul 20. Toxicitatea acuta la sobolani

Dozele, mg/kg Numarul animalelor Numirul deceselor
Lotul-martor 6 -
CIP+EC+UVB 300 6 0
CIP+EC+UVB 2000 6 4
Lotul-martor 6 -
IHF+MU 300 mg/kg 6 0
IHF+MU 2000 mg/kg 6 3
Lotul-martor 6 -
NIC+PIR+EP 300 mg/kg 6 0
NIC+PIR+EP 2000 mg/kg 6 0

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 urinard, ovarele — in loturile
experimentale si cel de control, la ambele metode de administrare, nu au fost constatate.

Rezultatele experimentale au ardtat cd 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 modificdri macroscopice ale organelor
interne. S-a determinat, ca produsele investigate poseda toxicitate redusa: clasa de toxicitate 3 si LDso
estimat > 200 mg/kg pentru CIP+EC+UVB, clasa de toxicitate 5 si LDso estimat > 2500 mg/kg pentru
produsul NIC+PIR+EP si clasa de toxicitate 4 pentru produsul IHF+MU (LDs estimat > 1000 mg/kg).
(Tabelul 21). Rezultatele cercetarii pot servi ca premisa pentru evaluarea toxicitatii subacute si cronice
a produsele medicamentoase combinate elaborate in cadrul CSM.
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Tabelul 21. Determinarea clasei de toxicitate a produsului

Denumirea Clasa de toxicitate DL50/LD50 estimat mg/kg
CIP+EC+UVB 3 500 - 300 = 200
IHF+MU 4 3000 - 2000 = 1000
NIC+PIR+EP 5 (practic netoxica) 2000 - 5000 > 2500

5.2. Studii de ototoxicitate pentru produsele farmaceutice combinate elaborate

Studiul farmacologic a fost efectuat pe: 16 sobolani (masculi) linia Wistar varsta 3-4 luni, masa
180-250 gr, 4 grupuri a cate 4 animale 1n grup. Grupul 1- control (au primit sol Na CI 0,9%), grupul
2 - ototoxicitate medicamentoasa indusd cu sol. Gentamicina, grupul 3 — NaCl 0,9% + picaturi
auriculare THF+MU si grupul 4 — NaCl 0,9% + capsule NIC+PIR+EP intern prin gavaj. Cercetarea
sa efectuat conform cerintelor nationale si internationale privitor efectuarea experimentelor cu
implicarea animalelor de laborator [40, 41]. Evaluarea auzului s-a efectuat inainte de experiment si
dupa tratament; Otoscopie — AD (urechea dreapta), AS (urechea stdnga); Reflexul Preyer la zgomot
de 80 dB; Impedansmetrie (determinarea functiei urechii medii) : AD -tip A, B, C; AS-tip A, B, C
si inregistrarea otoemisiilor acustice tranzitorii (TOEA) si otoemisiilor acustice pe produs de
distorsiune (PDOEA) - (determinarea functiei urechii interne) [15, 17, 40].

In rezultatul studiului nu au fost constatate in nici un grup modificiri in comportamentul
animalelor, consumul alimentelor si apei, activitatea motorie, coordonarea miscarilor, reactia la
excitanti fizici (lumind, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si a mucoaselor. La efectuarea
otoscopiei la toate grupurile s-a 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 ototoxicitate
medicamentoasa indusa prin Gentamicina (lipsa reflexului Preyer si TOEA, PDOEA). In acelasi timp
timpanogramma de tip A, a indicat la functia normala a timpanului si urechii medii in toate grupurile.
Schimbarile sunt caracteristice pentru afectarea organului Corti al wurechii interne — surditate
senzorineurald (grupul 2). Rezultatele studiului indica, ca la toate animalele din grupul de control, grup
3 si 4 au indici asemandtori, caracteristici pentru auz normal si functionarea adecvata a analizatorului
auditiv, fapt ce denota despre lipsa efectelor ototoxice a preparatelor studiate (Tabelul 22.).

Tabelul 22. 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 [HF+MU; NIC+PIR+EP nu poseda efect ototoxic.

Determinarea ototoxicitatii picaturilor auriculare cu CIP+EC+UVB s-a determinat dupa aceiasi
metodologie, in iulie 2021 (lotul 6 experimental). Rezultatele obtinute denota, ca in lotul de studiu
nu au fost constatate modificari in comportamentul animalelor. La efectuarea otoscopiei, s-a observat
bilateral membrana timpanica de culoare gri si lipsa elimindrilor auriculare, ceea ce denota lipsa
procesului inflamator in urechi. La animalele din lotul tratat cu Gentamicind s-a constatat
ototoxicitate medicamentoasa indusa (lipsa reflexului Preyer si TOEA, PDOEA).

Potrivit rezultatelor studiului (Tabelul 23.), toate animalele din lotul experimental au indici
asemanatori, caracteristici pentru auz normal si functionarea adecvata a analizatorului auditiv, fapt ce
denoti 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.
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Aceste studii permit continuarea cercetarilor farmacologice preclinice privind efectele otoprotectoare
ale produselor studiate.
Tabelul 23. Inofensivitatea ototoxica a picaturilor auriculare cu CIP+EC+UVB

Lot Reflex Preyer Otoscopie Otoemisie acustica
(numiirul de animale in lot) (numarul de animale) (numarul de animale)
6 CIP+EC+UVB Prezent (5) Fara modificari patologice (5) Prezente (5) *

5.3. Cercetarea activitatii antibacteriene si antifungice a picaturilor auriculare

antibacteriene si antifungice

Determinarea activitatii antibacteriene a picaturilor auriculare de IHF si MU.

Studiul activitdtii antibacteriene a picaturilor auriculare cu IHF si MU s-a realizat pe urmatoarele
probe: 1. IHF substantd purd; 2. Amestec mecanic IHF+MU; Picéturi auriculare combinate cu IHF si
MU; 4. Placebo (excipienti fira substante active); 5. Martor (Nitrofural substantd purd). 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 (. WDCM
00031), Enterobacter cloacae (t. ATCC 13047). Probele au fost dizolvate in DMFA pana la concentratii
de 125 pg /ml ale substantelor active, fiind diluate ulterior pana la concentratiile necesare cu BP. Rezultatele
obtinute pentru activitatea antibacteriand arata, ca picaturile auriculare combinate IHF si MU manifesta
activitate atat bacteriostatica, cat si bactericida fata de toate tulpinile de bacterii cercetate, manifestand o
potentd 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 o activitate bactericida, respectiv de 37 de ori mai inalta. (Figura 29).
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Fig. 29. Actiunea bactericida (a) si bacteriostatica (b) a picaturilor auriculare cu IHF si MU
comparativ cu amestecul mecanic de IHF si MU

Picéturile auriculare combinate IHF si MU 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 i o activitate mai inalta fatd de E. coli si
S. typhimurium. Atat picaturile combinate IHF si MTU, cat si amestecul mecanic prezintd aceeasi
activitate bacteriostatica, respectiv, bactericidd in cazul tulpinilor de P. aeruginosa si E. cloacae.

Determinarea activitdtii antibacteriene si antifungice prin testele PCR in timp real (RT-PCR) cu
timp scurt de transformare a produsului combinat cu CIP, EC si UVB s-a realizat utilizdnd tulpinile
certificate 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), prin testele PCR 1n timp real, cu aplicarea metodei
dilutiilor de serie pe medii lichide obtinerea concentratiilor de concentratii de 0,25 — 2 mg/ml pentru
fiecare component individual. Rezultate obtinute denotd ca forma farmaceuticd picaturi auriculare
combinate cu CIP, EC 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. Dupa expozitia de
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48 ore si 120 ore forma farmaceuticd picaturi auriculare combinate nu si-a modificat activitatea
antibacteriana si fungistatica (Figura 30).
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Fig. 30. Actiunea bacteriostatica a picaturilor auriculare combinate cu CIP+EC+UVB,
amestecului mecanic CIP+EC si amestecului mecanic CIP+EC+UVB, dupa expozitia de 24 si 48
ore (a) si 120 ore (b)

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 31.). 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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31. 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

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 inregistratd o CMI=3 mg/ml (Figurile 30, 31).

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 expozitia
de 120 ore, amestecul si-a redus activitatea antibacteriand si fungistatica pe culturile de S. aureus, E.
faecalis si A. flavus (Figura 31). 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, dupd 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.

5.4. Studiul activitatii antioxidante a capsulelor combinate

A fost determinatd activitatea antioxidantd a extractului uscat de paducel individual si a capsulelor
utilizind metodele de captare a radicalului organic DPPH' si de decolorare a cation-radicalului ABTS™;
totodati a fost determinati si capacitatea de chelare a Fe?".

La evaluarea activitatii antioxidante prin reactia cu radicalul DPPH 1in 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. In urma determindrilor 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
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combinate la o concentratie de 99,596 pg/ml.

Evaluarea activitatii antioxidante prin reactia cu radical-cationul ABTS"a demonstrat, ci activitatea
antioxidanta scade nesemnificativ la capsule in comparatie cu extractul individual (p = 0,003948) (Tabelul
24). Conform testului neparametric Spearman (p = 0,547), a fost demonstratd o corelatie directd intre
activitatea extractelor uscate de a reducere cation-radicalul ABTS™ si concentratia de flavonozide.

Tabelul 24. Activitatea antioxidanta a extractului uscat de paducel si a capsulelor combinate, determinata
prin metodele DPPH si ABTS

Probe de analizat DPPH, ICso, pg/ml, ABTS, pM TE/g masa Continutul de rutozida
Me (IQR) uscati, Me (IQR) (%) Me (IQR)
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) - -

In urma evaludrii capacititii de chelare a fierului de citre extractul de paducel individual si de
capsulele combinate s-au constatat valori apropiate (%), fiind egale cu 77.19% (IQR 0,015; p=0,000120)
$159.87% (IQR 0,6175; p = 0,000490) respectiv, in comparatie cu EDTA (93,54%; IQR 0,8475). Aceste
rezultate confirma activitatea antioxidantd inaltd a EP, care se mentine si la incorporarea acestuia in
capsulele combinate.

CONCLUZII SI RECOMANDARI
CONCLUZII GENERALE

1. A fost argumentata teoretic si demonstrata experimental metodologia de elaborare a combinatiilor cu
doza fixd de medicamente cu aplicatie in tratamentul otitelor, otomicozelor si surditatii, prin prisma
conceptului Quality by Design. 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, cét si in alte tari, care a scos in evidenta insuficienta combinatiilor
si accesul scazut a populatiei la remedii combinate specifice.

2. In premierd a fost demonstratd compatibilitatea si stabilitatea principiilor active IHF, MU, CIP, EC,
UVB, NIC, PIR si extract uscat de paducel in combinatii sub formd 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 [HF s1t MU, si cate 4 de picaturi cu CIP, EC st UVB si capsule cu NIC, PIR si EP, in care cantitatea
de principii active a fost identicd, 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 artificiald (polimericd semipermeabild) si naturale (intestin si ureche de
porc) au aratat, cd formularile de picéturi auriculare se prezinta sub forma de lichide ne-Newtoniene si
pseudoplastice, cu caracter tixotrop, iar vitezele de permeatie a substantelor medicamentoase in stare
stationard si constantele de difuzie pentru substantele active din formularile testate coreleazd cu
compozitia cantitativa a excipientilor, fiind optimale pentru formuldrile F1 la picéturile 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 compoxzitiilor produselor combinate elaborate in baza designului factorial
deplin 3si analizei suprafetelor de rispuns s-a constatat, ci la picaturile auriculare valorile vascozititii
la cea mai mica viteza de forfecare pentru toate formulrile cresc odata cu marirea concentratiei de PEG
400 si micsorarea cantitatilor de PG sau PS, cantitatea de PEG 400 in mare masurd 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, s-a observat cresterea valorilor indicelui Carr la
madrirea concentratiei de stearat de magneziu. Tor stearatul de magneziu In mare masurd a influentat si
procesul de dizolvare a NIC si PIR, micsorand constanta de dizolvare.

5. Identificarea substantelor active s-a realizat prin reactii chimice de culoare, sensibilitatea reactiilor nu
depaseste 20 ng/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

42



formulari au fost identificate si prin spectrofotometrie UV-Vis dupa maximele de absorbtie, st HPLC
dupa timpii de retentie. Pentru toate 3 produse farmaceutice combinate au fost elaborate si validate
metode HPLC pentru dozarea concomitentd a principiilor active, precum si metode spectrofotometrice
UV-Vis de alternativa, simple si accesibile; metodele de analizd 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 CIPAEC+UVB, clasa de toxicitate 4 pentru picdturile 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 bactericidd a formei farmaceutice fatd de toate tulpinile cercetate, cu o potentd mult mai
mare comparativ cu proba control — nitrofuralul. Cel mai promitator rezultat comparativ cu controlul este
inregistrat fatd de S. aureus, cu o activitate bacteriostatici de cca 18 ori mai mare si o 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 determinrii 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 o concentratie
de 99,596 ng/ml; testul ABTS a confirmat activitatea antioxidanta la capsule, care este nesemnificativ
mai joasd 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.Cercetdrile efectuate In acest studiu au permis elaborarea in premierd 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, argumentatd prin incidenta crescuta a maladiilor
auriculare atat in Republica Moldova, cét 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 cercetdrilor preclinice farmacologice si clinice a produselor farmaceutice
elaborate: picaturi auriculare cu IHF st MU pentru terapia otitelor, picéturi 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 iTn Medicind 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 complexi a otitelor si otomicozelor, se
recomanda Centrului Farmaceutic Universitar ,,Vasile Procopisin” sd initieze prepararea picaturilor
auriculare cu CIP, EC si UVB in baza prescriptiilor medicilor otorinolaringologi;

4. In baza documentelor analitice de normare a calititii elaborate si a cercetrilor efectuate in lucrare, se
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10.

I1.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

recomanda Intreprinderilor autohtone de producere sa includa produsele combinate elaborate in programul

.....

tehnologic si inregistrarea acestora In cadrul Agentiei Medicamentelor si Dispozitivelor Medicale;
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
aplicatd si in dezvoltarea medicamentelor combinate destinate eficientizarii managementului altor
maladii, care necesita abordari farmacoterapeutice complexe.
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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 cercetarii: Prezenta lucrare are ca scop studiul preclinic complex privind elaborarea unor
produse farmaceutice combinate sub formad de picdturi 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

.....

.....

farmaceutice a picaturilor auriculare cu IHF st 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 activitdtii antimicrobiene si antifungice pentru picaturile auriculare. 8. Evaluarea
activitatii antioxidante a capsulelor combinate cu NIC, PIR si EP.

Rezultatele principial noi pentru stiinti si practicii: In rezultatul acestui studiu complex au fost
elaborate, analizate si standardizate trei produse farmaceutice combinate originale pentru terapia
maladiilor auriculare. In premierd 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 si cu substantele auxiliare si elaborate compozitii noi, originale de picaturi auriculare
si capsule combinate, destinate tratamentului complex a otitelor, otomicozei si surditdtii. Au fost elaborate
st validate noi metode si tehnici de analiza concomitentd a principiilor active din formele farmaceutice.
Produsele elaborate au fost standardizate si s-a elaborat DAN pentru normarea calittii. S-a demonstrat
eficacitatea si inofensivitatea preclinica a preparatelor combinate elaborate.

Semnificatia teoreticd a cercetirii: Au fost fundamentate cunostintele teoretice referitor la
metodologia si abordarea stiintificd 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 conceptuald sistemica in aspect de cercetare farmaceutica 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”.
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AHHOTALIUS

JInBus Yaky. PA3SPABOTKA KOMBUHUPOBAHHBIX ®PAPMALNEBTUYECKUX ITPEITAPATOB,
MCHOJIb3YEMBIX B TEPAIIUU 3ABOJIEBAHUM YXA

Juccepranms 10KTOpa XaduauTat papManeBTHYeCKUX Hayk, Knmmnes, 2024 r.

CrpyKTypa auccepTanuu: BBEACHHE, 5 TJaB, BKIIOYas 0030p JIMTEpaTypbl, MaTepuaibl U MeTompl, 3
OpPUTHHAJIHLHBIC TJIABBI, BRIBOABI M PeKOMEHIANMH, Onbamorpadus n3 378 HanMeHoBaHMH, 22 mpuioxeHus, 205
CTPaHUIT OCHOBHOT'O TeKCTa, 87 pUCYHKOB, 53 Tabmmuil. [loydeHHbIe pe3yabTaThl OMyOIMKOBAHEI B 135 HaydHBIX
pabotax, BKmounTessHO 1 Monorpadum, 1 6a30BoM yueOHUKE, 4 METOAMYECKUX PEKOMEH IALIUSIX.

KnroueBble cioBa: 3a0oneBaHus yxa, KOMOWHHMPOBaHHBIC IIperaparhbl, YIIHbIE KAk, KarcyJbl,
pedopMyTHpOBaHIE, OTITUMH3AIINS, aHATIN3, CTAHAAPTH3AITHS, 3PPEKTHBHOCTE, OC3BPEIHOCTS.

Hens wucciaeaoBaHmsi: KOMIUIEKCHOE JOKIMHUYECKOE HCCICNOBAaHME M0 pa3padOTKe HEKOTOPBIX
KOMOMHHPOBAHHBIX MPETIapaToB B BUJC YIIHBIX Kalleb U KaIICYJI JUTS JISYCHUs 3a00IeBaHUH yXa.

3amaunm wuccaegoanusi: 1. OmeHka OTeYeCTBEHHOTO (hapMaIleBTUUECKOTO pBHIHKA aypUKYJSIPHBIX
npenapatoB. 2. TeopeTndeckoe U IKCIIEPUMEHTAITEHOE 0OOCHOBAaHE METOJIONIOTHH Pa3padOTKH KOMOMHAIMHN C
(MKCHUPOBaHHOM NT030M /ISl TPUMEHEHUsI B JICUCHUH OTUTOB, OTOMHKO30B M TiyXoThl. 3. MccriemoBanue
COBMECTHMOCTH W CTAOWIIHOCTH JIEHCTBYIOIIMX BEIIECTB M3OTHA(Yypalia, METHITypalia, TUIPOIOKCAIIHA
THIPOXJIOPHAA, SKOHA30JIa HUTpaTa, 3PUPHOTO Macia 0a3niiKa, HUIIEPToJIMHa, ApareTaMa U CyXoro 3KCTpaKTa
OOSIPBIIIIHMKA B KOMOWHAIMAX B BHIEC MeEXaHWYeckux cmeceid. 4. MccremoBanusi 1O TpeaBapHTEIBHOM
(hOpMyJTUPOBKE ¢ H3y4YCHHEM (apMaIleBTHUCCKOM JOCTYIMHOCTH YINHBIX Kareilb C u3oruapagypaioM u
METWITYPAIIIOM, C TUAPOXIIOPHIOM IUTIPO(IOKCAIINHA, HUTPATOM 3KOHA30J1a ¥ 3(UPHBIM MacioM Oa3uiTiKa, a
Tarxke KOMOMHHUPOBAHHBIX KATICYII C HUIIEPTOJIMHOM, TIAPAIIETAMOM H 3KCTPAKTOM OOSIpBIIIHUKA. 5. OnTHMHU3anus
peuentypsl U pa3paboTKa TEXHOJIOTHMM MPHIOTOBJICHHS, METOJOB aHAIM3a, CTaHIapTU3alMs pa3pabOTaHHBIX
KOMOMHHPOBAaHHBIX YIIHBIX Karenb W Karcyid. 6. MccimenoBaHusi Oe3BpeIMHOCTH ITyTEM OIPEACICHHUS OCTPOM
TOKCHYIHOCTH ¥ OTOTOKCHYHOCTH pa3pabOTaHHBIX KOMOMHMPOBAHHBIX YIITHBIX Karenb 1 kKarncyn 7. MccnenoBanue
AQHTUMHUKPOOHOH M TIPOTMBOTPUOKOBOM AaKTUBHOCTH YIIHBIX Karenb. 8. McciemoBaHue aHTHOKCHAAHTHOM
AKTHUBHOCTH KOM6I/IHI/IpOBaHHBIX KarcyJjl ¢ HUICProJmHOM, MUpaCTaMOM U S3KCTPAKTOM 6051pI)IIHHI/IKa.

IpyHUUNHAIGHO HOBbIe Pe3yiabTaThl JJISi HAYKH M TPAKTHKU: B pe3yJbrare IPOBEICHHOTO
KOMIUIEKCHOTO HCCIIEIOBaHUS pa3paboTaHbl, MPOaHATM3UPOBAHbl U CTAaHAAPTU3UPOBAHBI TPU OPHTHHAIBHBIX
KOMOWHHMPOBaHHBIX (papMalleBTHUECKUX Tperiapara Jijis Teparin 3a00ieBaHni yxa. BriepBbie CKOMOMHUPOBaHHBI
W WCCIEeOBaHhl Ha (PU3UKO-XUMHUYECKYF) COBMECTUMOCTh M CTaOWJILHOCTH JIEKQPCTBEHHBIC BEIECTBA:
UIPoQUIOKCAIIMHA THIIPOXJIOPH], SKOHA30J1a HUTPAT, 3(HUPHOE Oa3MIMKOBOE MAcIllo, HHUIEPTOMH, THpaIeTaMm,
IKCTPAKT OOSIPBIIIHKIKA, H30TUApadypall, METHITypaLiI, B BUIC MEXaHUYECKHX CMECEH M CO BCIIOMOTATE/IbHBIMU
BEIIIECTBAMH M Pa3pad0TaHbl HOBbIE OPUTHHAIBHBIE COCTABHI YIITHBIX Kallellb M Karcyll, NpeIHa3sHaYeHHbBIX JUIs
KOMIDIEKCHOTO JIEYeHHST OTHUTOB, OTOMHKO30B M TIIyXOTBl. Pa3pa0oTaHbl HOBBIE METOABI U METOJIWKU
OJTHOBPEMEHHOI'0 aHaJiu3a JICHCTBYIOIINX BEIICCTB B JICKAPCTBEHHBIX (hPOpPMaX, KOTOPHIC MPOILIYA BATUIAIMIO.
Pa3zpaboTanHbIe Npenaparsl ObUTN CTaHIAPTU3NPOBAHEL, a TSI HOPMUPOBAaHUsI KadecTsa Obuia pazpadborana HAJL.
[Nokazana moxmuaMYecKast 3 PEeKTHBHOCTH U 0€30MacCHOCTh pa3pab0TaHHBIX KOMOMHUPOBAHHBIX IPETIapaToB.

TeopeTnueckass 3HAYUMOCTh HCCJIETOBAHUSA: OOOCHOBaHBI TEOPETUYECKHE 3HAHUS O METOJIOJOTHUH U
HAy4YHOM IIOJIXOZA€ K TPOIECCY pa3paOOTK KOMOWHHPOBAHHBIX JICKAPCTBEHHBIX CPEJICTB M TIOyYCHBI HOBBIC
KOHLIENTyalIbHbIE 3HAaHMSI O COBMECTUMOCTH OTAENBHBIX JIEKAPCTBEHHBIX BEIIECTB APYr C APYrOM H €O
BCIIOMOTaTEIbHBIMU BEUIECTBAMH, HOBBIX METOJAX aHallM3a, CO3/JaHbl MPEANOCBHUIKH U1 TEOPETHYECKOTrO
o0ecrieueH!s] MeXTUCIATUTHAPHOTO U CUCTEMHOTO KOHIIETITYaJIBHOT'0 TI0JIX0/1a B TIporiecce (papMarieBTHIecKoro
WCCIIEZIOBAHMS 10 Pa3pad0TKe KOMOWHUPOBAHHBIX (DapMaIEeBTHYECKUX MPETIapaToB.

IpuknaxHoe 3HaYeHMe: IS TIONOJHEHUS apceHaa JISKAPCTBEHHBIX CPEJCTB MPH JICYeHUH 3a001eBaHHI
yxa pa3paboTaHbl, KCCIIEJIOBAHBI M CTAHIAPTU3UPOBAHBI TPH KOMOMHUPOBAHHKIX ITPEapaTa B BUJIE YITHBIX Karelb
Y Kancyll. Pe3ynbTaTel miccieoBaHus BHEAPEHBI B YICOHBIHN MpoIecce, B UCCIEIOBATEIBCKON U TIPAKTHIECKON
JEATENTHBHOCTH.

BuenpeHune Hay4HBIX Pe3yJILTATOB: HA OCHOBAHUM IOJYYEHHBIX pe3ysbTaToB pazpadorana HAJL (3
(bapmaKomneitHbIe CTaThH U 3 TEXHOJIOTUYECKHX PETJIAMEHTa), ydeOHbIe TPOTpaMMBbI TUCITUILIHH ¥ METOIUYECKHE
PEKOMEHIAIMK ISl CTYISHTOB, PE3UICHTOB (hapMaleBTUYECKOro ¢akynprera. Pe3ynbTaTel HCCIeIOBaHHUN
BHE/IPCHBI B HAYYHO-UCCIICIOBATEILCKUX OT/IENIaX OTEYECTBEHHBIX MPOU3BOJCTBEHHBIX MPEANPUSITHIA, B HAYIHO-
MPaKTUYECKYIO JIEATENILHOCTh Y HUBepcuTeTckoro ®apmaniesrudeckoro Ilenrpa «Bacunmii [Ipokonuimube» U B
naboparopusix Haywroro Ilentpa mo JlekapcrBam ['ocymapcTtBerHOr0O MemummuHCKOT0 M DapMarieBTHIECKOTO
VYuusepcurera uM. Hukonae Tecmemuyany.
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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.

Objectives 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.

58



UNCU LIVIA

ELABORAREA PRODUSELOR FARMACEUTICE
COMBINATE UTILIZATE IN TERAPIA
AFECTIUNILOR URECHII

316.01 - FARMACIE

Rezumatul tezei de doctor habilitat in stiinte farmaceutice

Aprobat spre tipar: 10.06.2024 Formatul hartie1 60x84 1/16
Hartie 80 gr/m?. Tipar digital. Tiraj: 100 ex.
Coli de tipar: 5,95 Comanda nr.: 15

Tipografia: 11 ,,Covalciuc Maria”
Chisinau, str. V1. Korolenko 61/3
Tel.: +373 68 044 510

59



