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1. Scopul general al proiectului conform formularului de aplicare

Descoperirea de noi molecule cu mecanism de actiune diferit fatd de cele cunoscute, dezvoltarea de noi
reprezentanti ai unor clase de antimicobacteriene derivati de propiltiodiazolochinazolin-ona cu
proprietati biofarmaceutice optimizate.

2. Obiectivele proiectului conform formularului de aplicare

1. Sinteza derivatilor de propiltiodiazolochinazolin-ond cu proprietdti biofarmaceutice
optimizate (saruri, derivati halogenati);

Studii microbiologice si cercetarea activitatii antimicobacteriene a substantelor sintetizate;
Studii de toxicitate acuta si cronica a compusilor obtinuti prin sinteza;

Evaluarea disponibilitatii farmaceutice a substantelor si selectarea compusilor optimi;
Studiul proprietatilor fizico-chimice ale compusilor selectati si elaborarea metodelor de
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analiza si standardizare.

3. Actiunile planificate pentru realizarea scopului si obiectivelor proiectului

1. Sinteza a 3 derivati de propiltiodiazolochinazolinona: MF-001 (MF-001); Sulfat de MF-001
(MF-001-H2S0s4); complexul MF-001ului cu ciclodextrine (B-CD-MF-001)

Studii microbiologice si cercetarea activitdtii antimicobacteriene a substantelor sintetizate;
Cercetarea activitatii antibacteriene a compusului MF-001

Studii de toxicitate acutd a compusilor obtinuti prin sinteza pe soareci.

Studii de toxicitate subacuta a compusului MF-001.

Studiul proprietatilor fizico-chimice ale compusilor selectati.

Elaborarea metodelor de analiza pentru substantele active.

Elaboraraea metodelor de standardizare pentru substanta MF-001.

Studii de stabilitate pentru substanta MF-001. Elaborarea DAN.
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4. Actiunile realizate pentru atingerea scopului si obiectivelor proiectului

1. Au fost sintetizati 3 derivati de propiltiodiazolochinazolinona: MF-001 (MF-001); Sulfat
de MF-001 (MF-001-H2S04); complexul MF-001ului cu ciclodextrine (-CD-MF-001);
S-au efectuat studii microbiologice si S-a cercetat activitatea antimicobacteriand a
substantelor sintetizate;

S-a cercetat activitatea antibacteriana a compusului MF-001;

S-au efectuat studii de toxicitate acuta a compusilor obtinuti prin sinteza pe soareci.

S-au efectuat studii de toxicitate subacuta a compusului MF-001.

Au fost evaluate proprietatile fizico-chimice ale compusilor selectati.

S-au elaborat metode de analiza pentru substantele active.

S-au elaborat metode de standardizare pentru substanta MF-001.

S-a cercetat stabilitatea pentru substanta MF-001 si a fost elaborat proiectul de monografie
farmacopeicd pentru substanta MF-001.
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5. Rezultatele obtinute

l. ELABORAREA SARCINII TEHNICE




Elaborarea sarcinii tehnice a proiectului s-a efectuat pentru fiecare echipa separate, apoi prin
coordonarea activitdtilor echipelor. Au fost stipulate principalele obiective: domeniul de
aplicare, scopul si continutul lucrarilor, rezultatele scontate, metodele si mijloacele de
realizare a proiectului etc.

Au fost organizate intruniri de lucru ale echipei de cercetare (05.03.19 si 21.03.19); s-a
organizat o teleconferintd organizatorica cu echipa din Belarus (28.03.19). Au fost trasate si
definitivate principalele obiective de realizare a proiectului si a rezultatelor scontate.

I1. SINTEZA DERIVATILOR DE PROPILTIODIAZOLOCHINAZOLINONA

Actualmente, existd o necesitate criticd in elaborarea medicamentelor ieftine pentru
tratamentul unor astfel de boli ca tuberculoza, avand in vedere utilizarea acestora in tarile in
dezvoltare de catre populatia cu nivelul redus de venituri. Mai mult ca atat, situatia se
agraveazd prin dezvoltarea rezistentei bacteriene fatd de antibioticele contemporane care
impune crearea medicamentelor noi sau modificarea celor existente cu scopul de a combate
rezistenta microorganismelor patogene. Ca exemplu, astdzi se cunosc mai multe tulpini de
Mycobacterium tuberculosis rezistente fatd de unul sau mai multe medicamente
antituberculoase.

Mai multe medicamente antituberculoase sunt reprezentate de compusii heterociclici.
Clasa aceasta reprezintd o baza pentru investigatiile noastre care includ si studiul
chinazolinonelor cu o varietate mare de activitati biologice. Printre avantajele mercapto-
tiadiazolochinazolinonelor se numara accesibilitatea precursorilor lor — derivatilor acidului 2-
aminobenzoic. Pentru ultimii se cunosc atat avantajele practice, cat si dezavantajul principal —
toxicitatea crescutd a unor derivati care limiteaza utilizarea acestora in medicini. In lucrarea
prezenta s-a pus accentul pe sinteza 2- -5H-[1,3,4]tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-onelor pe
baza materiei prime disponibile — acidul antranilic 1a (fig.1). Astfel, hidrazonoliza esterului
metilic al acidului 2-aminobenzoic 1b cu hidratul de hidrazina rezulta in formarea hidrazidei
corespunzatoare 2, din care, in reactia cu disulfura de tetrametiltiuram in DMFA, se obtine 2-
mercapto-5H-[1,3,4]tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-ona 3a.
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Fig. 1. Schema de sinteza a 2-mercapto-5H-[1,3,4]tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-onei.

Interactiunea tiolului 3a cu iodura de propil in acetona in prezenta EtsN la temperatura
camerei rezultd in tioeterul 3b. A fost depistat cd prelucrarea solutiei propil-tiadiazolo[2,3-
b]chinazolin-5-onei 3b in benzen cu acidul sulfuric duce la formarea substantei cristaline 4,
structura si compozitia careea au fost confirmate prin metodele fizico-chimice de analiza.

Se cunoaste cd In mediul apos ciclodextrinele formeazd compusii complecsi, asa
numiti clatrati, cu compusii lipofili, in care are loc substituirea moleculelor de apd din
cavitatea hidrofoba a ciclodextrinelor prin incluziunea totald sau partiald a moleculei-oaspete.
In cadrul procesului de formare a clatratilor nu are loc formarea legaturilor covalente, asadar
moleculele compusului inclus in cavitatea hidrofoba a ciclodextrinei se afla intr-un echilibru
dinamic cu moleculele compusului si ciclodextrinei libere.




Fig. 2. Spectrele in IR ale substantelor sintetizate

Cu scopul cresterii permeabilitatii propil-tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-onei 3b din
microparticulele sistemelor complexe cu participarea B-ciclodextrinei a fost pregatit un sistem
binar format din B-ciclodextrina si eterul 3b in raport echimolar si in prezenta unui volum
necesar de apa.
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Fig. 3. Spectrele IR si *H NMR ale amestecului binar al propil-tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-
onei cu ciclodextrina
Astfel, produsul 5 a fost obtinut prin uscarea prin liofilizare a sistemului binar si
structura lui a fost confirmatd prin metoda de spectrometrie IR si 'H NMR n timp ce
dimensiunile particulelor au fost confirmate prin metoda SEM.

. STUDII MICROBIOLOGICE SI CERCETAREA ACTIVITATII
ANTIMICOBACTERIENE A SUBSTANTELOR SINTETIZATE

3.1. Determinarea activitatii antimicrobiene prin metode cantitative si calitative

Initial s-au evaluat proprietdtile antibacteriene pentru compusul de baza - propil-
tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-ona prin metoda difuzimetrica adaptata si metoda microdilutilor.
Totodata s-a evaluat influenta propil-tiadiazolo[2,3-b]chinazolin-5-onei asupra capacitatii de
aderenta la substrat inert a unor tulpini microbiene. Influenta asupra capacitatii de aderenta la




substrat inert s-a cuantificat dupa efectuarea protocolului analizei cantitative a efectului
antimicrobian, prin metoda microtitrarii, evaludndu-se biomasa aderata, dupa fixare cu
metanol si colorare cu cristal violet.

Evaluarea calitativa a activitatii antimicrobiene a relevat crestere microbiand pentru
toate tulpinile studiate la nivelul striului de cultura trasat pe mediul solid, ceea ce poate fi
corelat cu absenta difuziei substantei de testat in mediul de cultura, care nu permite realizarea
unui gradient de concentratie al acesteia in mediu si sd determine aprecierea activitatii
antimicrobiene prin metoda difuzimetrica.

Studiul de fata a permis aprecierea spectrului activitatii antimicrobiene a derivatului de
propiltiodiazolochinazolinond prin evaluare cantitativa. Solventul utilizat pentru solubilizare,
DMSO, nu a manifestat activitate antimicrobiana asupra tulpinilor studiate, la concentratii
comparabile cu cele din amestecurile derivat de 5-aril-2-tio-1,3,4-oxadiazol : DMSO. Valorile
CMI pentru tulpinile studiate se incadreaza in intervalul 640-20pg/mL, cele mai sensibile fiind
tulpina fungica (C. albicans ATCC 10231) si tulpina E. faecalis ATCC 29212. Substanta
studiatd prezinta activitate antimicrobiand maxima asupra tulpinilor Gram-pozitive si a celei
fungice (fig. 4).
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Fig. 4. Valorile CMI pentru microorganismele studiate.
La concentratii CMI/2 a fost inhibata capacitatea de aderentd la substratul inert reprezentat de
placa cu 96 de godeuri, pentru toate tulpinile studiate.

3.2. Determinarea actiunii antimicobacteriene a substantelor cercetate.

In calitate de materie pentru testare au fost utilizati trei compusi sintetici din grupul
propiltiodiazolochinazolinonei: MF-001 (MF-001); Sulfat de MF-001 (MF-001-H2S04);
complexul MF-001ului cu ciclodextrine (B-CD-MF-001). Testarea preparatelor s-a efectuat pe
sistemul BACTEC MGIT 960, utilizdnd tulpina de referinta M. tuberculosis H37Rv.
Rezultatele studiului au avut la baza stabilirea in vitro a capacitatii de inhibitie si multiplicare
a cresterii a tulpinii de referinta prin determinarea concentratiei minime inhibitoare (CMI) a
substantelor studiate. Evaluarea rezultatelor testarii preparatelor s-a efectuat utilizand modulul
TBeXiST al aplicatiei EpiCenter. Procedura de apreciere a activitatii antimicobacteriene in
vitro a compusilor sintetici din grupul propiltiodiazolochinazolinonei a fost ajustata in
fata de preparatele antituberculoase (TSA) in mediu lichid 7H9 in sistemul BACTEC MGIT
960.

Etapa initiald a inclus testarea substantelor MF-001; MF-001-H2S0O4 si -CD-MF-001




la concentratiile 10 pg/ml, 50 pg/ml si 100 pg/ml, utilizadnd tuburile cu mediu lichid mediu
lichid 7H9 si sistemul MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube). Incubarea la temperatura
37°C in sistemul BACTEC MGIT 960 s-a facut conform protocolului de 28 de zile pentru
testarea Mycobacterium tuberculosis.

In dependentid de rezultatele TSA, au fost stabilite concentratiile pentru etapa a doua
de testare, dupa cum urmeaza (Tabelul 1).

Tabelul 1. Stabilirea concentratiilor de lucru a compusilor sintetici din grupul

propiltiodiazolochinazolinonei.

Denumire preparat Concentratia finald a preparatului in tubul MGIT (pg/ml)
MF-001 10 50 100 0,5 1,0 5,0
MF-001-H2S04 10 50 100 10 15 20
3-CD-MF-001 10 50 100 10 15 20

Rezultatele cercetarilor efectuate au evidentiat actiunea antimicobacteriand a
preparatului MF-001 pe tulpina de referinta M. tuberculosis H37Rv la concentratiile de 10
pg/ml, 50 pg/ml si 100 pg/ml. La utilizarea concentratiilor 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml s1 5,0 pg/ml,
compusul sintetic MF-001 nu a manifestat efect tuberculocid.

Studierea microbiologicd a preparatului de sinteza MF-001-H>SOs a evidentiat
proprietati antimicobacteriene asupra tulpinii M. tuberculosis H37Rv la concentratiile de 50
pg/ml si 100 pg/ml. Testarea ulterioard la concentratiile 10 pg/ml 15 pg/ml si 20 pg/ml,
compusul sintetic MF-001- H2SO4 nu a manifestat efect tuberculocid.

Compusul -CD-MF-001 a manifestat proprietati antimicobacteriene asupra tulpinii M.
tuberculosis H37Rv la concentratiile de 50 pg/ml si 100 pg/ml, iar la concentratiile de 10
pg/ml 15 pg/ml si 20 pg/ml s-a evidentiat cresterea tulpinii testate pe tubul MGIT, ceea ce
demonstreaza lipsa actiunii antimicobacteriene.

Activitatea compusilor sintetici din grupul propiltiodiazolochinazolinonei poate fi
vizualizata in tabelul 2.

Tabelul 2. Activitatea compusilor sintetici din grupul propiltiodiazolochinazolinonei la diferite

concentratii
Concentratia finala a
preparatului in tubul | Concentratia finala a preparatului in tubul MGIT
Denumire preparat MGIT (pg/ml) — testarea (ng/ml) — testarea secundara
primara
100 50 10 10 15 20 5,0 1,0 0,5
MF-001 - - - n/a n/a n/a + + +
MF-001- H2SO4 - - + + + + n/a n/a n/a
B-CD-MF-001 - - + + + + n/a n/a n/a
[+/-] — prezentd/absenta crestere; n/a —nu se aplica

Rezultatele  testarii in  vitro a  compusilor  sintetici  din  grupul

propiltiodiazolochinazolinonei pe tulpina de referinta M. tuberculosis H37Rv au demonstrat
activitati antimicobacteriene a tuturor preparatelor. Pentru compusul MF-001 a fost
determinatd activitate antituberculoasa la concentratia minimad de 10 pg/ml. Substantele MF-
001- H2SO4 si B-CD-MF-001 au manifestat activitate antituberculoasd la concentratia minima
de 50 pg/ml.

Studierea activitatii antituberculoase a celor trei derivati de propiltiadiazoloquinazolina
s-a efectuat si pe medii de cultura solide, in raport cu izoniazida, etambutol si rifampicina.




Solutiile au fost diluate pana la concentratiile finale 6,25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 25,0
mg/ml, 50,0 mg/ml, 100,0 mg/ml, 200,0 mg/ml si s-a determinat activitatea antituberculoasa
n raport cu testul - Micobacterium terrae ATCC 15755. Studiul activitatii antituberculozice a
compusilor sintetizati a fost efectuat pe tulpina Micobacterium terrae ATCC 15755, care nu
este patogena si este recomandata pentru utilizare ca model pentru determinarea activitatii
antituberculoase. Pentru a evalua proprietatile antituberculoase ale compusilor, s-a
determinat concentratia minima inhibitoare a MIC (ug / ml), care corespunde concentratiei
analitului si la care nu s-a observat cresterea micobacteriilor in cutia Petri. Au fost utilizate ca
standarde substante medicamentoase antituberculoase bine cunoscute: izoniazida, rifampicina
si etambutol.

Tabelul 3 - Proprietati antituberculoase ale compusilor sintetizati

Compusul Rezultate, MIC, pg / ml i?zultate’ MIC, g / Rezultate, MIC, ug / ml
studiat 17.03.20 — 03.04.20 03.06.20 — 30.06.20 24.07.20 — 19.08.20
100 pg / ml (+) - crestere | > 200 pg / ml (+++) - | 200 pg/ ml
MF-001 - N -
usoara crestere puternica (nici o crestere)
MF-001- 100 pg / ml (+) - crestere | 100 pg / ml (++) -| 200 pg/ml
H>SO4 usoara crestere slaba (nici o crestere)
B-CD-MF-001 100 He / ml (+) - crestere | 200 pg / I’Eﬂ +) - 20_0_ug/m1
usoard crestere slaba (nici o crestere)
Rifampicina - 100 pg / ml () - 200 pg /ml
crestere usoara (nici o crestere)
Izoniazida - 25 pg / oml (+) - 100 pg/ml
crestere usoara (nici o crestere)
Etambutol ) 12,5 ug / ml (++) - | 50 ug/ml
crestere slaba (nici o crestere)

Dupai efectuarea acestor studii se constata, ca 2-mercapto-5H- [1,3,4] tiadiazolo [2,3-b]
chinazolin-5-ona in intervalul de concentratic de 25-200 pg / ml nu suprimd cresterea
microorganismelor cu 100%, prin urmare, MIC = 200 png / ml (care este confirmat de 4
experimente din 5). Sulfatul de 2-mercapto-5H- [1,3,4] - tiadiazolo- [2,3-b] chinazolin-5-ona a
manifestat MIC = 200 pg / ml. Complexul de 2-mercapto-5H- [1,3,4] tiadiazolo [2,3-b]
chinazolin-5-ona cu beta-ciclodextrina a manifestat MIC = 200 pg / ml.

IV. STUDII DE TOXICITATE ACUTA A COMPUSILOR OBTINUTI PRIN
SINTEZA.

4.1. Determinarea toxicitatii acute a propiltiodiazolochinazolinonei.

S-a efectuat cercetarea toxicitatii acute a propiltiodiazolochinazolinonei pe rozatoare mici
pentru doze de 2000 si 5000 mcg/ml si stabilirea pragului de toxicitate. Determinarea
toxicitatii acute a compusului MF-001ului s-a efectuat- conform ghidului european OECD 423
prin administrarea MF-001ului in suspensie 20% (pentru doza de 2000 mg/kg) si 50% (pentru
doza de 5000 mg/kg), s-a realizat in conditii de post alimentar. Procedurile au fost efectuate
conform normelor de bioetica prezentate in Directiva 2010/63/EU din 22 septembrie 2010 si
in baza Avizului pozitiv al Comitetului de Etica din cadrul USMF ”Nicolae Testemitanu”, N
116 (Proces verbal n.88 din 21.06.2017). La sfarsitul experimentului, animalele au fost
sacrificate gi s-au recoltat probe de sange pe care s-au efectuat examene hematologice si




biochimice.

Dupa administrarea MF-001ului animalele au fost observate timp de 4 ore, apoi zilnic
timp de 14 zile; s-au urmarit semnele de toxicitate: modificari patologice pe tegumente sau / §i
mucoase; modificari ale aspectului exterior; afectdri patologice la nivelul altor aparatelor si
sistemelor; modificari de comportament alimentar, sexual,

Rezultatele experimentale au evidengiat urmatoarele aspecte: nu a aparut efect letal la
nici una dintre dozele testate experimental: 2000 — 5000 mg/kg corp, p.o.; pentru toate
loturile modificarile greutatii corporale au fost reduse si nesemnificative statistic fatd de lotul
martor; nu s-au inregistrat modificari ale aspectului exterior / comportamentului motor al
animalelor din loturile de cercetare.

Deoarece 1in urma determindrii toxicitatii acute nu s-a inregistrat letalitate la doza de
5000 mg/kg (nu s-a atins DLsg 25%), s-a considerat ca in conformitate cu ghidul OECD 423
privind determinarea toxicitatii acute a compusului DIOX (administrare p.o), n doza unica,
MF-001ul s-a incadrat n categoria 5: DL50 > 5000 mg/kg, p.o. ); [conform datelor prezentate
n Global Harmonised System (GHS) - ENV/JM/MONO(2001)6, 2001].

4.2. Determinarea impactului compusului propiltiodiazolochinazolinona asupra
metabolismului glucidic si lipidic.

Studiul experimental s-a efectuat pe animale de laborator (sobolani). Scopul principal al
cercetdrilor intreprinse a fost de a identifica eventualele consecinte negative si pozitive ale
substantei. Am urmadrit aparitia unui sindrom metabolic si a efectelor adverse la nivel hepatic,
deoarece ficatul este implicat in metabolizarea substantelor, si la nivel renal, pentru ca
rinichiul este organ de epurare al organismului. Astfel, obiectivele lucrarii au fost: urmarirea
modificarii metabolismului glucidic si a metabolismului lipidic prin administrarea substantei
testate; aparitia modificarilor in concentratia serica si salivara a leptinei induse medicamentos;
explorarea functionald a ficatului si rinichilor prin determinarea transaminazelor, respectiv a
ureei serice si a creatininei serice in conditiile tratamentului cu MF-001; eventualele
modificari morfologice ale ficatului si rinichiului in urma terapiei cu antibacteriane luate in
studiu.

Testarile s-au efectuat prin metode biochimice: Metoda pentru determinarea glicemiei ;
Metoda pentru dozarea colesterolului total; Metoda pentru dozarea trigliceridelor.

Rezultatele examenului biochimic au aratat: metabolism glucidic: In cazul glicemiei se
observa o scadere nesemnificativa a valorilor din lotul tratat cu MF-001 fata de lotul martor;
metabolism lipidic: colesterolemia si valorile HDL-colesterol, LDL-colesterol si
transaminazele serice nu au prezentat modificari semnificative comparativ cu martorii;
creatinina si acid uric: In cazul valorilor creatininei serice se observa o usoara crestere fata de
martor; Tn cazul acidului uric se observa o diminuare slaba a valorii fata de martor; enzime
hepatice: enzimele hepatice nu au prezentat modificari semnificative comparativ cu martorii.

4.3. Examenul anatomo patologic al organelor interne ale animalelor de laborator
sacrificate.

Fragmentele prelevate au fost prelucrate pentru examinare in microscopia optica prin
tehnica includerii la parafind urmatd de efectuarea unor sectiuni seriate, parcurgand
urmatoarele etape: deshidratare, clarificare, parafinare, includere propriu-zisd in parafina,
sectionarea blocului, montarea lamelelor. Coloratia hematoxilind-eozina este cea mai utilizata
coloratie histologica. Se foloseste un colorant bazic, nuclear reprezentat de hematoxilind sau




hemalaun (format din hemateind i alaun de potasiu) si un colorant acid, citoplasmatic,
reprezentat de eozina.

Tehnici de imunohistochimie: Pentru studiul imonohistochimic au fost utilizate
fragmente tisulare imersate pentru 24 ore in solutia de fixare, incluse in parafind si sectionate
in sectiuni cu grosimea de 4 microni la microtomul Microm HN 325. Sectiunile au fost etalate
pe lame aderente de tip K8020 si au fost procesate in patru sesiuni distincte pentru
uniformizarea conditiilor de lucru. Dupa deparafinare si hidratare, sectiunile au fost tratate
prin tehnica HIER cu citrat de sodiu la 97°C, timp de 20 de minute, urmata de blocarea
peroxidazei endogene (cu solutie Peroxidase Block, Novocastra UK). Sectiunile au fost
incubate peste noapte la rece cu anticorpul primar iar ulterior cu anticorpul secundar timp de
30 de minute la temperatura camerei. Conform instructiunilor, reactiile au fost developate cu
3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB Chromogen, Novocastra UK), timp de 5
minute. Contracolorarea a fost realizatd cu hematoxilina Mayer. Concomitent au fost efectuate
controalele pozitive si negative. Pentru scanarea si preluarea imaginilor s-a folosit sistemul
Zeiss Observer Z1 Tissue Gnostics 9 Tissue Faks.

Examen anatomo patologic: pentru realizarea examenului histopatologic, au fost
recoltate fragmente de organe fixate ulterior in solutie 10% formaldehida. Sectiunile
histologice au fost colorate prin metoda hematoxilina-cozina. A fost efectuat pe probe de ficat,
rinichi si encefal de la soarecii tratati cu MF-001. Se observa in cazul ficatului o discreta staza
focala, in cazul rinichiului o staza glomerulara, in cazul encefalului noduli gliali si usoara
formare a mansoanelor perivasculare.

4.4. Testarea fitobiologica a propiltiodiazolochinazolinonei.

Testarea fitobiologica a noilor compusi sintetizati evalueaza anumite aspecte legate de
citogenitatea §i citotoxicitatea eventuala a produselor realizate. Testarea actiunii solutiilor
DMSO si PEG obtinute din compusul sintetizat, asupra alungirii radiculare si asupra filmului
micotic s-a realizat prin metoda fitobiologica-testul Triticum a prof. dr. Grigore
Constantinescu. Evaluarea cresterii in lungime a fost efectuata utilizand tehnica masuratorilor
liniare din momentul initial al tratamentului, la intervale de 24 de ore , pe parcursul a 5 zile
consecutive, aceastd perioada reprezentand faza cea mai activd de crestere. S-au facut
observatii asupra modificarilor morfologice (aspectul si lungimea epicolitului, aspectul si
lungimea radicelelor).

Material biologic: radacini embrionare de Triticum vulgare Mill, Gramineae, provenit
din cultura ecologica. Determinarea influentei noului compus sintetizat — MF-001, asupra
alungirii radiculare si asupra filmului mitotic al celulei vegetale s-a realizat prin: metoda
profesorului D.Gr. Constantinescu (metoda fitobiologica — testul Triticum).

S-au efectuat probe in DMSO, in PEG 300 si doi martori in DMSO, respectiv PEG 300
si apa distilata.

Testarea fitobiologica. Examen microscopic (obiectiv 40x; 100x). S-au evidentiat
probele care contin solventul DMSO si PEG 300. Acestea au prezentat aspect cetos, neclar,
celule in interfaze cu aspect de precipitare al nucleolilor (nucleoli mari, cu forme modificate).
La probele continand MF-001 in concentratii succesive 10 — 10® folosind ca solvent PEG
300 si apa distilata in cantitati crescande fata de PEG 300 s-a observat cu cat concentratia
compusului este mai mica si cantitatea de apa este mai mare, telofaza este mai frecventa decat
la probele precedente, inhibarea de cineze, nucleoli vizibili chiar cu hipertrofie. In probele




MF-001ului in PEG 300 si apa, de concentratie 10® s-au observat toate fazele diviziunii
(anafaza, metafaza, telofaza, tropofaza — nucleii fiind turtiti), nucleoli hipertrofiati. Se observa
inhibitia dezvoltarii radiculare datorata pe de o parte compusului MF-001, dar si solventului.

Preparate microscopice studiate la 24 ore de la introducerea cariopselor de Triticum
vulgare, radacinile embrionare au fost sectionate la 5 mm distanta de varf si colorate cu
orceina acetica diluata conform procedeului La Cour redau modificarile filmului mitotic
induse de MF-001.

4.5. Studii de toxicitate acuta a celor trei compusi obtinuti prin sinteza (a doua partida
de sinteza).

Testarea toxicitatii acute a celor trei compusi (MF-001, MF-001- H2SOs si f-CD-MF-001 s-a
realizat pentru doze de 100, 300, 500, 1000, 2000 mcg/ml si stabilirea pragului de toxicitate.

Toxicitatea acuta (TA) a fost determinata prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei
toxice acute conform TG 423: Acute Toxic Class Method, recomandata de Organizatia
Economica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD), si dupa metoda Kerber [33, 80, 90].

Substantele studiate si de referinta au fost administrate soriceilor enteral prin gavaj si
intraperitoneal. Cantitatea de lichid administrata a fost calculata in functie de masa individuala
a animalelor de laborator cantarite inainte de experiment (0,3 ml/g).

Pentru stabilirea TA, produsul a fost initial administrat soriceilor enteral prin gavaj si
intraperitoneal in doze-teste de 100, 300, 500, 1000, 2000 mg/kg. Doze mai mari de 2000
mg/kg nu au fost folosite din cauza necesitatii unui volum mai mare de solutie fiziologica, fapt
ce nu corespundea recomandarilor metodice. Intraperitoneal la sobolani au fost administrata in
doze-teste de 100, 300, 1000, 2000 mg/kg.

Rezultatele administrarii enterale. Pe parcursul studiului nu s-au constatat modificari in
comportamentul si activitatea motorie spontand a animalelor din lotul de control. Animalele
erau in migcare activa, intrebuintau hrana si apa. Starea mucoaselor si a invelisului cutanat era
in norma, fara schimbari patologice. Culoarea urinei era galben-deschis. Blana animalelor
avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare de alopecie. Dintii pastrati. Mucoasele vizibile erau
palide, lucioase, netede. La palpare, glandele mamare ale femelelor — fara induratii si fara
elimindri. Organele genitale la masculi — normal exprimate. Deformari sau edeme ale
extremitatilor nu s-au remarcat.

Monitorizarea procesului de alimentare si adapare nu a evidentiat modificari statistic
semnificative intre loturile cercetate si cel de control. Tn a doua zi a studiului s-a remarcat o
oarecare pierdere a greutatii corporale la animalele din toate loturile.

La administrarea substantei de referinta in doza de 100 mg/kg cu supraveghere timp de 14
zile nu s-au constatat modificari in comportamentul animalelor si nici decesul lor.

Administrarea produselor in doze de 300, 500, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o
perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimulii exogeni. Majoritatea animalelor au
revenit la starea initiald pe parcursul primelor 4 ore (300 mg/kg) si 24 ore (pentru 1000, 2000
mg). LDso conform metodei TG 423: Acute Toxic Class Method a fost estimata la > 2500 mg/kg
inofensiva, clasa de toxicitate 5 (tab. 4).

Tabelul 4. Determinarea clasei de toxicitate a MF-001, MF-001- H.SOj4 si p-CD-MF-001

conform TG 423: Acute Toxic Class Method (OECD) pentru administrarea enterala

Denumirea Clasa de toxicitate DL50/LDS0 estimat
mg/kg
B-CD-MF-001 5 >2000 — 5000= 2500 mg/kg
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MF-001 5 > 5000 mg/kg

MF-001-H,SO,4 5 >2000 — 5000= 2500 mg/kg

In urma investigatiilor efectuate, s-a constatat ca substantele poseda toxicitate redusa: clasa
de toxicitate 5 si LDsg estimat>2500 mg/kg (MF-Complex si MF-001-H2S0O4) si >5000 mg/kg
pentru produsul MF-001.

V. STUDIUL PROPRIETATILOR FIZICO-CHIMICE ALE COMPUSILOR
SELECTATI.

5.1. Determinarea lipofiliei moleculei de propiltiodiazolochinazolinona

Calcularea logP Tn baza structurii chimice

Coeficientul de partitie octanol-apa este o proprietate fizica utilizata pe scara larga
pentru a descrie lipofilia pentru un produs chimic sau proprietati hidrofobe. Este raportul
dintre concentratia unei substante chimice in faza de octanol-apa al unui sistem bifazic. Log
P este un parametru important in numeroase relatii cantitative structura-activitate (QSAR),
care au fost dezvoltate pentru stiintele farmaceutice, biochimice si toxicologice. Studiile au
aratat ca log P este util pentru corelarea unui medicament, pentru procese chimice, de
transport, si interactiunile sale moleculare cu receptori, precum si modificarile sale observate
cu structurile biologice, biochimice, sau efecte toxice. Datoritd utilizarii sale in crestere in
aceste si alte corelatii relevante din mediul inconjurator, log P este considerata o proprietate,
necesara in evaluarea chimica.

Tabelul 5.Valorile lipofilicitatii pentru fragmentele structurale ale
propiltiodiazolochinazolinonei

2-(propiltio)-5h-[1,3,4]-tiadiazol[2,3- o
b]quinazolin-5-oni (MF-001) [,Aj,ul_”» )

CHs 0.5473 NS

CHz 2 0.9822

S -0.4045

S 1.2000

C 0.2940

-N=C (x 2) -0.0020

—N= -1.8323

C=0 -0.7121

CsHs 1.7640

Log P 1.8366

Produse chimice noi sau in dezvoltare, de multe ori nu au valori masurate. Din moment
ce partea experimentald de masurare poate fi dificila, consumatoare de timp, si/ sau scumpa,
se obisnuieste sa se estimeze log P, in special la nivel de screening. In industria farmaceutica,
un numdr mare de molecule candidate necesitd o analiza la nivelul de screening, Inainte ce un
nou medicament ajunge in utilizare. Determinarea analitica este mult mai usoard, mai rapida,
si mai ieftind decat masurarile experimentale. In literatura de specialitate sunt multe metode
de estimare a log P, cele mai frecvente sunt, in care o structurd este impartitd in fragmente
(atom sau grupari functionale mai mari) si valorile fiecarui grup se sumeaza (uneori cu factori
de corectie structurali) pentru a obtine determinarea log P.
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LogP pentru o moleculd poate fi calculat ca o suma fragmentelor sau a atomilor cu
folosirea corectiilor diferite.

logP = X fragmente + X corectii

LogP a fost calculat prin atribuirea pentru fiecare grupa functionald a valorilor de
lipofilie si insumarea acestora. Rezultatele calculelor respective sunt redate in tab. 5. S-a
obtinut valoarea lipofiliei 1,8366, valoare acceptabild in conformitate cu regulile lui Lipinski
(logP <5).

Determinarea experimentala a logP prin metoda spectrofotometricd

Lipofilia compusilor cu proprietati bazice sau acide este de asemenea o functie a pH-
ului. Schimbarea gradului de ionizare a substantei (marire) duce la modificari lipofilicitatii
(scadere) deoarece, molecule polare, incarcate sunt slab solubili in solventi polari si slab non-
polare. Pentru a determina concentratia in fazele apoasd si organicd poate fi utilizatd orice
metoda adecvatd. De exemplu, titrimetricd, metode de ponderare de analiza cantitativa, prin
HPLC. A fost utilizatd metoda spectrofotometrica, care are o serie de avantaje fatd de
metodele de mai sus. Deoarece coeficientul de absorbtie (A — absorbanta) la aceeasi lungime
de undad de un compus in solventi polari practic este identica, nu este necesar sa se determine
concentratia de pe curba de calibrare. Prin urmare, raportul dintre concentratiile de substante
din faza organica a concentratiei in apa este egala cu valorile raportului Aorg./Aag. Si
lipofilicitatea (P) este egala cu Ig Aorg./Aag. = Corg./Caq

Modul de lucru: 1. Pentru a determina absorbtia maxima se ia spectru UV al compusului
in apa sau solutie octanol in intervalul de la 400 pentru a 220 nm. Fiind dat, ca determinarea
spectrofotometrica are o sensibilitate ridicata, este necesar de lucrat cu concentratii scazute de
substante. Se prepard o solutie a substantei de testat intr-octanol la o concentratie astfel incat
densitatea optica si fie in intervalul 1,5-1,8 optic UE. in Balonul se adauga aproximativ 25 ml
de 0.0001 g de substantd si se dizolva in 10 ml octanol. Aproximativ 3 ml din aceasta solutie
se adaugd in cuva si se fac determinarile in intervalul spectrului UV la 400 la 220nm la o
vitezi medie de scanare si masurare trepte de 1 nm. In calitate de solutie de referintd se
utilizeaza octanol-1 pur. In cazul in care valoarea A este mai mare de 2 unititi este necesar de
diluat cu o solutie de octanol -1 (se inregistreaza cantitatea exactd de solutie adaugata!) si se
determind din nou spectrul UV a solutiei. Se marcheazad lungimea de unda la care absorbtia A
este maxima. Daca sunt mai multe spectre de absorbtie, se alege pe cel care are mai mare
valoarea A. Pentru a reduce influenta solventului pe spectrul de absorbtie a UV se incearca sa
lucreze la lungimi de undda mai lungi. Dupa ajustarea valorii A la 1-1,5 se adaugd apa in
volum egal cu volumul de octanol solutiei de analizat. Solutia se toarna intr-0 palnie de
Separare si se agitd usor. Stratul superior se transferd intr-un pahar uscat care se usucd cu
sulfat de sodiu anhidru. Se determina A pentru solutia uscata de octanol. Spectrul de absorbtie

al substantei in octanol este prezentat in fig. 5.
8 0veris Sanple METE

R T
AN : j d\‘*

/ - .
15/ ~\,-|/_7|e\ £ : f" NG
' N, £ o ¢ 2 _
5 v n - w i w
+ \Y: & _.f’FE.' T ! ﬂ" E | 9B

\ 05

< 0

=3
25

z

\““\_3_.
s~

ance (AL

Absor,
b

i i - - -
& 7 n L ) " 20 2% 260 260 e 0 240 360 Wavalangth (vm)
220 240 260 280 300 220 340 380 Wavalangth (nm)

Fig. 5. Spectrul de absorbtie al substantei in octanol si a solutiei octanolice diluate cu apa
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Se observa, ca la diluarea cu apa a solutiei octanolice valorile absorbantelor in maximele
de absorbtie nu variaza esential.

Calculul lipofilei se efectueaza prin formula: P= Ig(As)/(Ain-At),

unde Ay, - valoarea absorbantei solutiei de etanol dupad agitarea cu apa. Ain - absorbanta
solutiei initiale inainte de agitare cu apa.

Tabelul 6. Valorile absorbantelor pentru solutia octanolica si dupa dilutia cu apa

Denumirea probei Lungimea de unda (nm) Abs(AV)
Substata + Octanol+apa 300 0,99915
332 0,82491

347 0,69532
Denumirea probei Lungimea de unda (nm) Abs(AV)
Substata + Octanol 300 1,01500
332 0,82305

347 0,6808

0,99915
P=log 10150009915 1,799

In urma determinirii experimentale a log P prin metoda spectrofotometricd a fost
obtinutd valoarea de 1,799, care este foarte apropiata de cea calculata teoretic dupa insumarea
lipofiliei fragmentelor structurale.

Determinarea experimentald a logP prin metoda CSS

Datorita potentialului biologic al compusilor cu functiune tiazolica, exprimat prin
proprietati antimicrobiene, antitumorale, antiinflamatoare se impune o atentie speciald
acordata studiului proprietatilor fizico-chimice care sunt corelate ih mod direct cu activitatea
biologica. In acest sens, tema acestui studiu const in studiul lipofilicitatii compusilor de tip p-
toluensulfonil-hidrazino-tiazolic. Metodele utilizate Tn acest scop sunt cromatografia de
lichide pe strat subtire. Urmandu-se planul experimental prezentat, dupa ce compusii
considerati in studiu au fost separati prin metoda cromatografice, s-au notat factorii de retentie
(Rf) si timpii de retentie (tRr).

Cromatografia pe strat subtire este 0 metoda de separare si de identificare a substantelor
medicametoase. Pentru punerea in evidenta si cuantificarea impuritatilor in MF-001ului a fost
dezvoltata tehnica de lucru cu utilizarea cromatografiei pe strat subtire pe placi standard
Silufol UV 254 si pe placi de sticla cu silicagel. Prezenta impuritatilor specifice in substantele
medicamentoase substanta cercetata se datoreaza atat produsilor initiali si intermediari de
sintezd , precum si fenomenului de degradare a substantelor.

La stabilirea compozitici amestecului de developare pentru MF-001 s-au luat in
consideratie tipul de interactiune dintre moleculele analitilor si developant. Acest tip de
interactiune trebuie sa domine in faza mobila si sa fie complimentar cu tipurile de interactiune,
care controleazi timpul de retentie in faza stationard. In calitate de fazi stationari a fost
utilizat silicagelul cu faza reversibild. Substanta analizatd poseda in moleculd centre polare,
activarea carora s-a realizat prin selectarea unor solventi polari, care au capacitatea s produca
aceste interactiuni. Aparitia interactiunilor polare dintre analitii si solventii sistemului
cromatografic au dus la stabilizarea echilibrelor de transfer a maselor a analitilor dintre faza
mobila si stationara. Preventiv s-au cercetat conditiile optimale de cromatografiere: sisteme de
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solventi sau sisteme de developare; solutii de reagenti pentru revelare.

Pe parcursul elaborarii tehnicii CSS au fost precautate sisteme de developare cu caracter
acid, neutru si bazic, de diversa polaritate. La utilizarea sistemelor de developare cu o
polaritate redusa, mobilitatea substantelor a fost mica, iar spoturile slab pronuntate si conturate
(tabelul 7).

Tabelul 7. Sisteme de solventi cercetate pentru mobilitatea cromatografica

Sisteme de solvent Ef sol. Stand. | Bf sol. | Caracteristici
0,1%% in | Stand.
cloroform 0,1% in
cloroform
Metanol : H20 (9:1) 0.8795 0,383 Spot neregulat
Hexan 2:1 Edlacetat 0.46192 0,465 Spot bhine
conturat
Hexan 8:2 Etilacetat 0.7896 0,794 Spot imprastiat
Cloroform-Acetona-Toluen 2:2:6 09622 0,953 Viteza excesiva
de migrare
Cloroform-Acetond-Toluen 3:1:6 0.9392 0,930 Spot neregulat
Cloroform 3:7 Metanol 0.9269 0958 Vitezd excesiva
de migrare
Cloroform 9:1 Metanaol 0.99 0,990 Vitezd excesivi
de migrare
Metanol-Cloroform-Eter 4:3:3 0,889 0875 Spot neregulat
Metanol-Cloroform-Eter 3:3:4 09423 0931 Viteza excesiva
de migrare

A fost selectata sistema Hexan-etilacetat in raport 8:2, unde substanta manifesta valoare
optimald a Rf-ului. Pe cromatograma solutiei proba se observa urme de impuritati in raport cu
standardul (fig. 6). Sistemul de solventi Hexan-etilacetat in raport 9:1 este unul plauzibil atét
pentru separare, cat si pentru identificarea substantei in raport cu spotul obtinut din solutiile de
referinta.

Fig. 6. Cromatogramele substantei in diferite sisteme de developare si in sistemul Hexan-
etilacetat in raport 8:2
Cromatograma a fost privita in lumind UV cu lungimea de unda 254 nm.

Activitatea biologicd a unui compus este controlatd de mai mulfi factori, cel mai
important dintre ei fiind lipofilicitatea. Dintre tehnicile de determinare experimentald a
lipofilicitatii, metodele cromatografice sunt considerate ca avand un grad ridicat de siguranta,
iar rezultatele obtinute sunt reproductibile si precise. Cei mai cunoscuti indici de lipofilicitate,
deteminati prin aceasta metoda, au la baza valorile factorilor de retentie (RF) si pot fi calculati

pornind ] de la formula:
1

1
Ry = 1DE[R— -

F
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In care: RF reprezintd factorul de retentie calculat pe baza distantei de migrare a

compusului/ distanta de migrare a frontului solventului. Pentru a evita dificultatile practice
care apar la determinarea directa a coeficientului de partitie octanol-apa, la ora actuala, cel mai
frecvent se utilizeaza valorile cromatografice R .

Estimarea lipofilicitatii compusilor cu ajutorul cromatografiei pe strat subtire se bazeaza
in principal pe relatia liniara care se stabileste intre valorile R si concentratia modificatorului

organic din faza mobila. In practicd, din aceastd ecuatie liniard se poate calcula o valoare
extrapolata (RMO) pentru 0% solvent organic in faza mobild, chiar si pentru compusii mai

lipofili, pentru care masuratorile la concentratie scazutd de modificator organic in faza mobila
nu sunt posibile. Relatia liniara Ru=Rup +bC  ©ste descrisa de ecuatia:

Tn care:Rwo este valoarea Rw extrapolata la apa pura ca fazi mobila.

S-a realizat determinarea parametrilor de lipofilicitate utilizand cromatografia pe strat
subtire de sorbent (CSS) pentru MF-001 din grupul tiodiazolilor cu actiune
antimicobacteriana.

S-a utilizat substanta MF-001, placi cromatografice standard Silufol UV 254 si placi de
sticla cu silicagel, methanol, hexan, etilacetat, chloroform, acetona, toluen, eter, micro-siringa,
camera cromatografica, lampa UV cu lungimea de unda 254 nm.

Estimarea lipofilicitdfii compusilor cu ajutorul cromatografiei pe strat subtire se bazeaza
pe relatia liniarad care se stabileste intre valorile Rm si concentratia modificatorului organic din
faza mobila. Au fost obtinute urmatoarele valori ale Ry, calculate in baza valorilor R pentru
diferite sisteme de solvent: metanol:H.O (9:1) —0,86324; hexan:etilacetat (9:1) — +1,15053 ;
cloroform-acetona-toluen (2:2:6) — -1,40577; cloroform:metanol (3:7) — -1,10311; metanol-
cloroform-eter (4:3:3) —-0,90375.

Cromatografia pe strat subtire s-a dovedit a fi o tehnica potrivitd pentru estimarea
lipofilicitatii. Parametrii experimentali de lipofilicitate determinati au dus la elaborarea unor
modele de predictie a lipofilicitatii substantei cercetate pe baza informatiilor complexe oferite
de structura moleculara a compusului.

5.2. Evaluarea unor proprietati fizico-chimice pentru compusii cercetati

Substante testate. In calitate de materie pentru testare au fost utilizati trei compusi
sintetici din grupul propiltiodiazolochinazolinonei, obtinutiin cadrul Laboratorului de Sinteza
Organica si Biofarmaceutice de la Institutul de Chimie din Republica Moldova: MF-001 (MF-
001); Sulfat de MF-001 (MF-001-H2SOs4); complexul MF-001ului cu ciclodextrine (B-CD-
MF-001); in calitate de standard de referinta s-a utilizat 2-(propylthio)5H-[1,3,4]thiadiasolo-
[2,3-b] quinasolin-5-one substanta, purificat prin recristalizare in Laboratorul de Analiza,
Standardizare si  Controlul Medicamentelor (LASCM) al Centrului Stiintific al
Medicamentului din cadrul USMF Nicolae Testemitanu” (concentratia 99.98%).

Comportamentul la topire/Punct de topire. Determinarea punctului de topire s-a
realizat in cadrul LASCM la dispozitivul A.KRUSS KPS Meting-Point Meter KPS |1, pentru
fiecare substanta in trei repetari, in conformitate cu prevederile Farmacopeei Europene (Ph.
Eur.) 10,0. Comportamentul MF-001 si B-CD-MF-001 la topire s-a studiat si prin metoda
termicd de analiza — calorimetrie cu scanare diferentiald (DSC), cu utilizarea dispozitivului
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Mettler Toledo STARe Thermal Analysis system, version 6.0 (Schwerzenbach, Switzerland).
Cate circa 2-5 mg de substante au fost examinate intre 25-300 ° C in flux de argon (10 I/h).
Viteza de incélzire a fost de 5 © C/min.

Analiza spectrala in IR. Pentru caracterizarea complexului binar BCD+MF-001 spectrele
FT-IR au fost inregistrate la spectrofotometrul in infrarosu cu transformare Fourier: SPECTRUM
100 (PERKIN ELMER, SUA) prin reflexie total atenuatda in cadrul Institutului de Chimie.
Amestecurile binare s-au preparat prin cantarirea cantitatilor corespunzatoare de substante
medicamentoase $i omogenizarea in mojar de agat timp de 20 minute. Spectul FTIR al MF-001 s-a
comparat cu spectrul amestecului binar BCD+MF-001(1:1) si BCD+1MF-001+H.0(1:1:18). Toate
spectrele FTIR au fost inregistrate in intervalul 4000 si 400 cm™.

Solubilitate.  Determinarea solubilitatii  at the department of pharmaceutical
technology of the educational institution "Belarusian State Medical University" (BSMU).
Testarile s-au efectuat la temperaturi de 20°C si 37°C; solventii utilizati: apa purificati, alcool
etilic, dimetilsulfoxid (DMSO), hexan, cloroform, solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M, solutie
de acid clorhidric 0,1 M. Medii de dizolvare utilizate: solutie tampon de acid clorhidric 0,1 M,
cu pH=1,2, solutie tampon fosfat cu pH=4,5, solutie tampon fosfat cu pH=6,8. Determinarile s-au
efectuat cu utilizarea dispozitivului Dissolution tester ERWEKA DT 800; volumul mediului de
dizolvare 250, 500 si 900 ml; temperatura mediului de dizolvare 37+0,5°C; viteza de rotatie 50
rot/min; interval de prelevare a probelor: 15, 30, 45, 60, 90, 120 minute; numar de mostre testate in
fiecare mediu de dizolvare: 6. Evaluarea cantitativa a substantelor s-a realizat spectrophotometric, la
spectrofotometrul Sagu 50, utilizdnd solutiile tampon cu diferite valori de pH 1n calitate de solutii de
comparare.

Solubilitatea substantelor a fost determinata in conformitate cu Farmacopea Republicii
Belarus. Procedura de dizolvare: Se agita energic timp de 1 min si se mentine la temperatura
de testare timp de 15 min. Determinarea solubilitdtii in cadrul LACSM s-a efectuat in
conformitate cu Farmacopea Republicii Belarus dupa tehnica descrisa mai sus in urmatorii
solventi: ulei de floarea soarelui, polietilenglicol (PEG) 400, polipropilen, polisorbat 20. S-a
determinat capacitatea PEG-ului de a solubiliza substantele din suspensii. Suspensiile s-au
preparat prin agitarea a cate 0,01 g de substante in 4 ml de apa intr-o eprubeta gradata. PEG-ul
s-a adaugat cu picatura pana la dublarea volumului (8 ml).

Pierderi la uscare. Determinarea umiditatii s-a efectuat prin metoda de uscare, in
conformitate cu rigorile Ph. Eur. 10 [14]. Cantitatile exacte de substante s-au uscat pana la masa
constanta in dulap de uscare model 2B-151. Pierderile la uscare au fost calculate in %.

Higroscopicitatea. Masele exacte de substante S-au plasat in fiole din plastic, si s-au
plasat pentru 6 de ore intr-un exicator la fundul caruia s-a turnat apa. Exicatorul a fost inchis
ermetic cu capac pentru a exclude patrunderea apei din exterior. Fiolele au fost cantarite la
fiecare 2 ore de depozitare. Cantitatea de apa absorbita a fost exprimata in %.

Rezultate obtinute

Comportamentul la topire/Punct de topire.

Criteriul cel mai simplu de apreciere a puritatii unei substante organice solide este
punctul de topire. Punctul de topire se defineste ca temperatura la care substanta solida se afla
in echilibru cu topitura ei. Substantele pure au temperatura de topire fixa, determinarea ei
exacta (cca 0,01°C) fiind posibila numai prin trasarea curbelor de topire. Impuritdtile, chiar §i
in cantitati foarte mici, coboard temperatura de topire si largesc intervalul de topire (1°C).
Acest fenomen se foloseste la determinarea identitdtii a doud substante cu aceeasi temperatura
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de topire.

Punctul de topire a fost determinat pentru toate trei substante testate, in conformitate
cu rigorile Ph. Eur. 10 [15]. In urma determinirii s-au constat valori apropiate ale intervalelor
de topire pentru MF-001 si B-CD-MF-001. B-CD-MF-001se topeste cu carbonizare, iar MF-
001-H>S0q4 la topire sufera modificari structurale (valoarea punctului de topire nu este stabild).
Rezultatele determinarilor sunt redate in tabelul 8.

Tabelul 8. Rezultatele determinarii valorilor punctelor si intervalelor de topire

Temperatura de topire °C
Substanta testata P P

Determinarea 1 Determinarea 2 Valoarea medie
MF-001 116.2 116.4 116.3
MF-001-H,SO4 146.2 144.1 145.1
B-CD-MF-001 114.4 113.9 114.15
Ccu carbonizare cu carbonizare cu carbonizare

Pentru stabilirea gradului de captare a substantei MF-001 de catre ciclodextrine si formarea
complexului B-CD-Mf-001 s-a inregistrat curba DSC a substantei pure si a amestecului binar
1:1. Se cunoaste, cd cand molecula ,,0aspete” este captatd in cavitatea ciclodextrinei, punctul
de topire, fierbere sau sublimare al acesteia de obicei este deplasat la o alta temperatura, in
intervalul in care ciclodextrina se descompune. Astfel, pentru un raport molar 1:1, in curbele
DSC pot fi observate anumite peak-uri endoterme sau exoterme ceea ce inseamna cd metoda
amestecului fizic nu furnizeaza o incapsulare completa a amestecului binar in cavitatea
ciclodextrinei (fig. 7).

DSC {mWimg)
[

40

1 exo '| 100 %

40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperature /°C

Fig. 7. Termograma DSC a substantei MF-001 si a complexului f-CD-MF-001

Pe termograma se atesta schimbari foarte fine a temperaturii de topire a sistemului binar la
valori mai mici, si scaderi ale entalpiilor de topire odatd cu scaderea cantitatii de substantd. Acest
fenomen poate fi un indiciu al dispersiei cristalelor de moleculd in matricea de B-CD, si formarea de
cristale foarte energice ale MF-001. Totodata, substanta pastreaza un anumit nivel de cristalinitate in
produsul farimitat.

Analiza spectrala in IR.

Spectroscopia IR este o metodd optica spectrald moderna, care este utilizatd pentru
identificarea structurilor moleculare ale substantelor medicamentoase in baza spectrelor, care
rezultad din interactiunea luminii infrarosie cu unele grupari functionale, legaturi si unitafi
structurale. Interpretarea spectrelor IR ale substantelor testate reprezinta un mijloc deosebit de
important la identificarea structurii chimice 1n baza tabelelor, ce contin valorile frecventilor de
vibratie caracteristice grupelor functionale. Tn special, un interes sporit Tn acest aspect se
atesta pentru moleculele de MF-001 si a complexului f-CD-MF-001, deoarece pe spectre se
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pot urmari deplasarile de valenta care caracterizeaza legaturile de formare a complexului.

Dupa cum se poate observa din fig. 8 si 9, spectrul de sistem este in principal suma
spectrelor componentelor sale. In orice caz, unele dintre benzile de absorbtie ale compusilor
individuali pot sa dispard pe spectrul sistemului. Aceasta este, de exemplu, banda de la 756
cm-1 in spectrul B-CD, care corespunde vibratiilor SCCO +6CCH. Spectrul FT-IR inregistrat
pentru sistemul binar MF-001+BCD prezinta deplasari ale benzilor de absorbtie caracteristice
ale constituentilor. Astfel, banda de absorbtie caracteristica gruparii functionale —OH,
observatd in spectrul complexului, este deplasatd la o frecventd mai mica. Pe de altd parte,
pentru vibratiile de deformare ale legaturilor C-H din structura BCD (1407, 1335, 1296, 1251
cm-1) se poate observa o deplasare la numere de unda mai mari (tabelul 9).

Fig. 9. Spectrele FT-IR ale BCD+MF-001(1:1) (1) si BCD+1MF-001+H20 (1:1:18) (2)

Tabelul 9. Marimile caracteristicelor optice ale benzilor electronice de absorbtie

Grupare Tipul vibratiei Domeni ul de absorbtie Forma benzilor de absorbtie
-C-S- v C-S 683,9 Benzi medii inguste
-CH»- Scissoring s 1463,4 Benzi medii inguste
-C=0 vas —-C=0 1704,9 Benzi de intensitate inalta
-C=N- v -C=N 1608,3 Benzi de intensitate inalta
CeHs v -CH 1484,7 &3070,6 Benzi de intensitate diferita

CHs v -CH 1332,6 Benzi de intensitate medie
Solubilitate.

Pentru caracterizarea completd a gradului de solubilizare a substantelor testate s-au
facut cercetdri cu utilizarea solventilor polari, organici, polimerici, grasi. Aceste studii sunt
deosebit de importante pentru prognozarea biodisponibilitatii, dar si pentru etapa de
preformulare a unei eventuale forme farmaceutice. Rezultatele determindrilor sunt
reprezentate in tabelele 3 si 4.
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Tabelul 10. Rezultatele determindrii solubilitatii in cadrul BSMU

Solvent
Apa purificata
Alcool etilic
DMSO

Hexan
Cloroform

Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 M
Solutie de acid clorhidric 0,1 M

Solutie tampon de acid clorhidric
0,1 M, cu pH=1,2
Solutie tampon fosfat cu pH=4,5
Solutie tampon fosfat cu pH=6,8

MF-001
Practic insolubil
Practic insolubil

Usor solubil
Practic insolubil
Putin solubil

Practic insolubil
Practic insolubil
0,08 mg/ml

0,075 mg/ml
0,07 mg/ml

MF-001-H,SO4
Practic insolubil
Putin solubil
Moderat solubil

Foarte putin
solubil
Foarte putin
solubil
Practic insolubil
Practic insolubil

0,08 mg/mi

0,075 mg/ml
0,07 mg/mi

B-CD-MF-001
Practic insolubil
Practic insolubil

Foarte usor
solubil
Practic insolubil

Practic insolubil

Practic insolubil
Practic insolubil
0,075 mg/mi

0,07 mg/ml
0,065 mg/mi

Dupa cum se poate observa din tabelele 10 si 11, comportamentul substantelor la dizolvare in
diferiti solventi se modifica in functie de structura chimica. Astfel, MF-001 se dizolva bine in DMSO,
PEG 400 si Polisorbat 20, este putin solubil in cloroform, pe cand in restul solventilor este foarte putin

solubil sau practic insolubil.

Tabelul 11. Rezultatele determindrii solubilitatii in cadrul LASCM

Solvent
Ulei de floarea soarelui
Polietilenglicol (PEG) 400
Polipropilen
Polisorbat 20

MF-001
Putin solubil
Usor solubil
Putin solubil

Usor solubil

MF-001-H2SO4
Practic insolubil
Practic insolubil
Practic insolubil

Usor solubil

B-CD-MF-001

Usor solubil
Usor solubil
Usor solubil

Usor solubil

Pentru MF-001-H2SOs, fiind sare a unui acid anorganic, se astepta o dizolvare buna in

apa, alcool si mediile de dizolvare cu pH prestabilit, dar acest lucru nu s-a Tntamplat.
Substanta este usor solubild doar in Polisorbat 20 si moderat solubil In DMSO, in restul
solventilor nu se dizolva.

Cmplexul B-CD-MF-001 este apropiat dupa solubilitate cu MF-001, fiind mai
avantajos dupa solubilitate in DMSO, Ulei de floarea soarelui si Polipropilena.

Este cunoscut faptul, ca amestecurile de apa-cosolvent sunt pe larg utilizate in
tehnologia farmaceutica pentru a creste solubilitatea medicamentelor slab solubile in apa in timpul
elaborarii formelor farmaceutice. PEG 400 este un cosolvent folosit cel mai frecvent in elaborarea
solutiilor perorale si parenterale. S-a studiat capacitatea PEG-ului de a influenta gradul de dizolvare
in apa a substantelor testate (tabelul 12). Astfel, compusul B-CD-MF-001 se solubilizeaza imediat
dupa adaugarea primelor portiuni de PEG 400, MF-001 devine solubil dupd adaugarea a 3 ml de
PEG 400, pe cand MF-001-H>SO4 raméane insolubil.
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Tabelul 12
Rezultatele determinarii capacitatii PEG-ului de a influenta gradul de dizolvare in apa a
substantelor testate

Cantitatea de PEG MF-001 MF-001- B-CD-MF-001
adaugata H2S04
1ml Putin solubil Practic Usor solubil, solubilizare
insolubil completa
2ml Moderat Practic -
solubil insolubil
3ml Solubil Practic -
insolubil
4 ml Usor solubil Pusin solubil -

Rezultatele obtinute In urma studiului de solubilitate a conpusilor studiati vor servi
drept baza pentru selectarea solventilor optimali la elaborarea metodelor de analiza si pentru
etapele tehnologice de cercetare a compusilor testati.

Pierderi la uscare.

Capacitatea substantelor de a absorbi moleculele de apd din aer este un parametru fizic
extrem de important si determinant in selectarea si formularea conditiilor de depozitare.

S-a determinat umiditatea substantelor prin metoda de uscare. S-a constatat, ca MF-001 pierde
la uscare 0,70 %, MF-001-H2SO4 — 5,77 % si B-CD-MF-001 — 11,52 %.
Higroscopicitatea.

Pentru studierea capacitatii de absorbtie a apei, s-a studiat cinetica absorbtiei acesteia
de catre substantele testate (tabelul 13).

Tabelul 13
Determinarea gradului de absorbtie a umiditatii pentru substantele testate

t, ore 0 2 4 6 % apa

MF-001 masa, ¢ 0,10006 0,12993 0,12997 0,12992 29,84

MF-001-
H2SO04

B-CD-MF-001 masa, ¢ 0,10015 0,11135 0,11250 0,11258 12,41

masa, ¢ 0,10016 0,12153 0,13618 0,14956 49,32

Pe parcursul a 6 ore substantele au fost supuse cantaririi (peste fiecare 2 ore de depozitare).

0.16

y =0,0163x+0.0861
0.14
0.12 y =0.0219In(x) +0.1051
0.1 y =0.0092In(x) +0.1018
0.08
0.06
0.04

0.02

6

0 MF-001 emem VIF-001-H2504 4.B3-CD-MF-001
Fig. 10. Curbele ce descriu cinetica absorbtiei apei de catre substantele testate
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Din fig. 10 se poate observa, ca fenomenul de absorbtie a umiditatii de catre MF-001-
H2SO4 este descris printr-o functie liniara pe cind in cazul MF-001 si -CD-MF-001 absorbtia
este descrisd printr-o functie logaritmica, ceia ce confirma proprietatile higroscopice mai
impresionante ale MF-001-H>SOs. Cercetarea influentei apei asupra integritatatii substantelor
a permis stabilirea unor conditii prealabile de pastrare a acestora.

Evaluarea unor parametri fizico-chimici a compusilor MF-001, MF-001-H>SOg4 si -
CD-MF-001 din grupul propiltiodiazolochinazolinonei — prin determinarea punctului de topire
si a comportamentului termic, evaluarea comportamentului spectral in regiunea IR, determinarea
de cosolvent, determinarea umiditatii si a higroscopicitatii substantelor — au scos in evidenta
proprietdtile distincte pentru fiecare substantd. Aceste studii permit continuarea cercetarilor in
vederea determindrii biodisponibilitdtii acestor compusi, selectarea substantei cu proprietati optimale
si elaborarea unei forme farmaceutice cu actiune antituberculoasa.

5.3. Studii de biodisponibilitate a compusilor cercetati

S-a efectuat un studiu pilot de biodisponibilitate si farmacocinetica a MF-001, MF-001-H>SO4
si p-CD-MF-001 din grupul propiltiodiazolochinazolinonei.

Procedee analitice, utilizate pentru dozarea substantei studiate in material biologic:

Prepararea probelor de plasma sanguina:. 100 pl proba de analizat si 200 pl amestec
acetonitril — metanol (9:1) se amesteca intr-o eprubeta tip Eppendorf de 0,5 ml (Vortex). Dupa
centrifugare 3-5 min la 4000-6000 g, alicota 10 ul din stratul supernatant, cu ajutorul
injectorului automat, se amesteca cu 30 ul apd si se injecteaza in sistemul cromatografic.
Paralel se analizeaza probele de calibrare, ce contin 10 mg/l substanta MF-1 in plasma
donatorilor, preparate dupa acelasi procedeu.

Prepararea probelor de tesuturi: La 50-100 mg (masa exactd) tesut de analizat, plasat intr-o
eprubetd tip Eppendorf de 0,5 ml, se adauga apa in cantitatea egald cu 2 din masa tesutului.
Continutul se omogenizeaza cu ajutorul micro-omogenizatorului. La omogenizat se adauga
amestecul acetonitril — metanol (9:1) in volum triplu respectiv masei tesutului, se agita
(Vortex). Dupa centrifugare 3-5 min la 4000-6000 g, alicota 10-20 ul din stratul supernatant,
cu ajutorul injectorului automat, se amestecd cu 30 ul apd si se injecteaza in sistemul
cromatografic. Paralel se analizeaza probele de calibrare in plasma sanguina, preparate ca si
pentru analiza plasmei, iar rezultatul obtinut se inmulteste la 1,5.

Conditii de analiza cromatografica:

Aparatul: Cromatograf de lichide din seria "Agilent 1260", dotat cu pompa binard, injector
automat, termostat de coloane si detector UV-VIS cu sir de diode;

Coloana cromatografica: Zorbax Eclipse Plus C18, 3.5 um, 4.6 x 100 mm;

Faza mobila: Amestec de acetonitril si solutie acid trifluoracetic 0,05% 1in raportul 50:50,
debitul 1,2 ml/min; Detectia la 275 nm.

Calcularea rezultatelor se efectueaza prin metoda standard extern.
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Fig. 15. Cromatogramele probelor de continut al stomacului si tesutul muscular din locul
injectarii, prelevate de la soricei dupad administrarea intragastrala si intramusculara

corespunzator.
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Studiul pilot a farmacocineticii substantei MF-001 in forma de baza la administrarea
intramusculara §i intraperitoneala

Substanta MF-001 in forma de solutie in dimetilsulfoxid (DMSO), 20 mg/kg, s-a administrat
la 2 sobolani neanesteziati:

Sobolanul nr. 1 (290 g) - administrare intraperitoneal (i/p);

Sobolanul nr. 2 (320 g) - administrare intramuscular (i/m);

Sangele pentru analiza s-a colectat din aorta abdominald cu ajutorul cateterelor plasate prin
artera femurald cu 24 ore anterior experimentului. Probele in volum de 0,25 ml au fost
prelevate Tnaintea administrarii (proba "zero") si dupa 15, 30, 60, 120, 240 si 420 min.
Rezultatele obtinute pentru substanta MF-001 in probele de plasma:

Nr.  Conc. Mostra

mg/l

0.767 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 1 - 16 min

0.472 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 2 - 31 min

0.433 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 3 - 61 min

0.271 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 4 - 121 min

0.185 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 5 - 242 min

0.044 sobolanul nr. 1, 20 mg/kg i/p, proba 6 - 420 min

0.109 sobolanul nr. 2, 20 mg/kg i/m, proba 1 - 5 min

0.086 sobolanul nr. 2, 20 mg/kg i/m, proba 2 - 10 min

Nota: Sobolanul nr. 2 (adm. /m) dupa prelevarea probei de 10 min a fost scos din experiment
din cauza obturatiei cateterului pentru prelevarea probelor.

00 NO Ol & WN P

.....

ciclodextrina la administrare intragastrala

Substantele au fost administrate in forma de solutie in DMSO.

Primului sobolan i s-a administrat intragastral solufia MF-001-H>SO4 cu concentratia 61
mg/ml (40 mg/ml in recalcul la baza) in DMSO. Probele de sange in volum de 0,25 ml au fost
prelevate dupa 0, 15, 30, 60, 120 si 240 min din aorta abdominald cu ajutorul cateterelor
plasate prin artera femurala cu 24 ore anterior experimentului.

Sobolanului al doilea i s-a administrat intragastral solutia MF-001 in forma de complex cu /-
ciclodextrina cu concentratia 114 mg/ml (20 mg/ml in recalcul la substanta MF-001) in
DMSO. Probele de sange au fost prelevate doar dupd 15 si 30 min (restul probelor nu s-au
prelevat din cauza obturatiei cateterului).

Nota:

La calcularea concentratiilor luate in studiu s-a luat in consideratie continutul principiului
activ (MF-001 in forma de baza) in substantele investigate (66,0% in MF-001-H2SO04 si 17,6%
in MF-1- B-ciclodextrina; valorile s-au determinat prin metoda HPLC-UV).

Continut teoretic al principiului activ iIn MF-001-H2SO4 este 73.9% in substanta anhidra.
Diferenta dintre valoarea teoretica si cea depistata poate fi conditionata de prezenta apei de
cristalizare, sau substantelor inrudite.

Rezultatele obtinute: Substanta activa (MF-001) n-a fost depistatda in probele de plasma
analizata.
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Studiul pilot a farmacocineticii substantei MF-001 in forma de baza la administrare
intragastrala si intramusculara la animale de laborator

Soriceilor le-a fost administrata substanta MF-001 intragastral (6 animale) in doza 200
mg/kg (solutie In DMSO, 15 mg/ml) si intramuscular (6 animale) in doza 20 mg/kg (solutie n
DMSO, 20 mg/ml). Dupa 30, 60 si 120 min animalele au fost anesteziate cu tiopental sodic
50-80 mg/kg si s-au recoltat sangele din vena cava posterioara si tesutul muscular de la locul
de injectare. La animalele cu administrarea intragastrala, dupa sacrificare, a fost investigat
continutul stomacului.
Rezultatele obtinute pentru substanta MF-001 in probele de plasma:
Nr.  Conc. Mostra
mg/l
0.369 soricelul nr. 1 (28.3 g), 20 mg/kg i/m, 33 min
0.291 soricelul nr. 4 (31.6 g), 20 mg/kg i/m, 34 min
0.295 soricelul nr. 2 (23.5 g), 20 mg/kg i/m, 62 min
0.201 soricelul nr. 5 (21.6 g), 20 mg/kg i/m, 63 min
0.178 soricelul nr. 3 (25.4 g), 20 mg/kg i/m, 129 min
0.077 soricelul nr. 6 (31.0 g), 20 mg/kg i/m, 130 min

o Ol WN P

7 0.642 soricelul nr. 1 (28.0 g), 200 mg/kg i/g, 36 min
8 0.162 soricelul nr. 2 (33.2 g), 200 mg/kg i/g, 37 min
9 0.058 soricelul nr. 3 (29.8 g), 200 mg/kg i/g, 65 min
10 0.410 soricelul nr. 4 (33.3 g), 200 mg/kg /g, 67 min
11 0.049 soricelul nr. 5 (30.2 g), 200 mg/kg /g, 122 min
12 0.082 soricelul nr. 6 (31.1 g), 200 mg/kg i/g, 126 min

Studiul pilot a farmacocineticii substantei MF-001 la administrarea intravenoasa la animale
de laborator
Substanta MF-001 a fost administrata in forma de solutie in DMSO.
La 2 sobolani (nr.3 si nr.4) le-a fost administrat intravenos (i/v) solutia MF-1 cu concentratia
20 mg/ml in DMSO. Prelevarea probele de sange, in volum de 0,25 ml, s-a efectuat dupa 1, 3,
10, 20, 40, 90 si 180 min, din aorta abdominald cu ajutorul cateterelor plasate prin artera
femurala cu 24 ore anterior.
Sobolanul nr. 3 a decedat imediat dupa administrarea substantei studiate in doza 20 mg/kg.
Sobolanului nr. 4 i-a fost administrata doza 2 mg/kg, iar dupa recoltarea tuturor probelor de
sénge planificate i s-a efectuat administrarea repetatd in doza 5 mg/kg, injectand solutia mai
lent, si s-au recoltat probele de sange dupa 3, 8, 15 si 30 min.
Rezultatele obtinute pentru substanta MF-001 in probele de plasma:
Nr.  Conc. Mostra

mg/I
13 78.3 sobolanul nr. 3 (360 g), 20 mg/kg 1/v, 1,5 min (proba prelevata de la cadavru)
14 0.677 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 1 min
15 0.328 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 3 min
16 0.103 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 9,5 min
17 0.052 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 20 min
18 0.022 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 40 min
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19 0.011 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 91 min
20 0.006 sobolanul nr. 4 (440 g), 2 mg/kg i/v, 180 min
21 0.082 sobolanul nr. 4 (440 g), 5 mg/kg 1/v, 3 min
22 0.061 sobolanul nr. 4 (440 g), 5 mg/kg i/v, 8 min
23 0.019 sobolanul nr. 4 (440 g), 5 mg/kg i/v, 15 min
24 0.011 sobolanul nr. 4 (440 g), 5 mg/kg i/v, 30 min

.....

intramusculara la animale de laborator

Au fost analizate tesutul muscular din locul injectarii si continutul stomacului, prelevate de la
soricelii.

Rezultatele obtinute pentru substanta MF-001 Tn probele analizate:

Nr.  Continut % din Mostra
mg/proba doza adm.
1 0.69 115  soricelul nr. 1 (28.3 g), 20 mg/kg i/m, 33 min, tesut muscular
2 0.59 98 soricelul nr. 4 (31.6 g), 20 mg/kg i/m, 34 min, fesut muscular
3 0.47 78 soricelul nr. 2 (23.5 g), 20 mg/kg 1/m, 62 min, tesut muscular
(o parte de proba s-a varsat la omogenizare)
4 0.77 128  soricelul nr. 5 (21.6 g), 20 mg/kg i/m, 63 min, tesut muscular
5 0.51 85 soricelul nr. 3 (25.4 g), 20 mg/kg i/m, 129 min, tesut muscular
6 0.70 117  soricelul nr. 6 (31.0 g), 20 mg/kg i/m, 130 min, tesut muscular
7 5.3 88 soricelul nr. 6 (31,0 g), 200 mg/kg /g, 126 min, continutul

stomacului / 100 ml

In rezultatul acestor studii s-a constatat o biodisponibilitate foarte joasi a substantelor MF-
001-H,SO4 si MF-1:f-ciclodextrind. Substanta MF-001 in toate formele chimice studiate
poseda biodisponibilitate sistemica joasd, dar relativ mai mare decat derivatii sai, la toate caile
extravasculare de administrare. Acest fenomen este cauzat de solubilitatea extrem de scazuta a
substantei active in medii apoase, fapt ce provoaca precipitarea ei la locul injectarii sau in
lumenul gastric, respectiv practic nu se absoarbe de la locul administrarii. La administrarea
intravenoasa substanta MF-001 a demonstrat distributia si/sau eliminare foarte rapida.

6. ELABORAREA METODELOR DE ANALIZA SI STANDARDIZARE
PENTRU SUBSTANTELE ACTIVE. ELABORAREA DAN.

Tn urma cercetarilor preclinice efectuate, s-a stabilit cd compusul MF-001 este acel care
poseda proprietati farmaceutice si farmacologice optimale, astfel, etapa de elaborare a
metodelor de analiza si standardizare a fost efectuata doar pentru acest compus.

6.1. Elaborarea metodelor de analiza si standardizare pentru substante active

Elaborarea metodei spectrofotometrice in UV de dozare a substantei MF-001

A fost cercetat intervalul de linearitate pentru MF-001 (2-(propiltio)-5H-[1,3,4]-
tiadiazol[2,3-b] quinazolin-5-ond). Pentru o serie de 10 solutii standard pregatite in intervalul
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de concentratie 1-25 pg/ml a fost utilizata
- micro- pipeta Gillson 1000. Aceste valori
cuprind un domeniu, care acoperd
concentratiile asteptate in probe. Au fost
masurate valorile absorbantelor acestui sir
de solutii cloroformice si in DMSO la
lungimile de unda 301 si 332 nm. Pentru a
observa stabilitatea ambelor substanfe in
0.15 ! ' ' ' " | mediu apos;  Tnregistrarea  valorii

4 9 14 19 24 | absorbantei pentru fiecare concentratie s-a
realizat Tn intervalele de timp 1 min., 3
min., 5 min., 7 min., si 10 min. Rezultatele

1.15

0.65 |

M Cloroform DMSO

obtinute in baza datelor de achizitie au fost
Fig. 16. Curba de calibrare a utilizate pentru obtinerea curbele de calibrare,
substantei analizate in cloroform si care ulterior au fost supuse prelucrarii statistice
DMSO la 332 nm utilizand programului Microsoft Excel, pentru a
asigura elegant si exact corelatia dintre semnalul
analitic §i concentratie. Parametrii dreptei de regresie au fost calculati prin metoda patratelor
minimale (MPM). La aplicarea MPM, a fost asumata certitudinea, cd cea mai dreapta linie
pentru relatia dintre semnalul analitic (absorbantd) si concentratie datd este exprimata prin
ecuatia y=mx+b; unde m - panta; b - intercepta. O conditie obligatoriec pentru stabilirea
ecuatiei de regresie a fost asumarea ca orice deviere a valorilor semnalului analitic (A) de la
presupusa linie, consideratd ca cea mai dreaptd, nu sunt altceva decat erorile la masurarea
valorii absorbantei (eroare instrumentald). Concentratiile solugiilor standard au fost 4,4 — 23,6
pg/ml. Pentru 5 serii de determinari in timp diferit (10 min.) a sirului de 10 solutii s-a calculat
curba regresiei liniare. Pe baza calcularii valorilor pantei, interceptei si in final ecuatiei
regresiei liniare a fost posibild construirea curbei de calibrare care intruneste cea mai buna
aproximare a liniaritatii datelor. Eficacitatea linearitatii a fost demonstratd cu ajutorul
coeficientului de corelare Pearson, R care exprima corelatia liniara intre doua variabile, x
(concentratie). La 5 serii de determinari au fost stabiliti coeficientii de corelare ca o masura a
gradului de corelare intre valorile semnalului analitic si variabilele independente exprimata
prin concentratie. S-a stabilit, ca coeficientul de corelatie R>0,99 indica o linearitate buna dintre
semnalul analitic si concentratiile standard ale 2-(propiltio)-5H-[1,3,4]-tiadiazol[2,3-b]
quinazolin- 50nei. S-au construit curbele de calibrare pentru substanta in solutii cloroformice
si Tn DMSO la ambele lungimi
de unda (fig. 16).
Ecuatiile regresiilor liniare au fost calculate pentru ambele curbe de calibrare. Pentru 301
nm ea fiind y=0.01797x+0.04575 ; cu r2= 0.999885 (solutia cloroformicd) si
y=0.1121x+0.04450 ; cu r2= 0.999398 (solutia in DMSO)

In ambele cazuri, valorile coeficientului de corelatie indica o oblicitate mici a metodei
de analizd. Testele statistice asupra ordonatelor la origine arata cd acestea nu sunt
semnificative diferite de zero. In acelasi timp prin compararea pantelor curbelor cu valoarea
teoretica 17, printr-un test Student, s-a constatat ca pantele curbelor comune de calibrare ale
2-(propiltio)-5H-[1,3,4]- tiadiazol[2,3-b] quinazolin-5-onei nu sunt statistic diferit de 1, si prin
urmare, se poate spune cd metoda spectrofortometricd este una liniard in domeniul 4,0 -24
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pg/ml.

Dozarea spectrofotometrica in UV a 2-(propiltio)-5H-[1,3,4]-tiadiazol[2,3-b] quinazolin-5-
onei substanta en gross

In baza cercetirilor efectuate a fost elaboratd metoda spectrofotometrici de dozare a 2-
(propiltio)-5H-[1,3,4]-tiadiazol[2,3-b] quinazolin-5-onei prin respectarea legii universale a
absorbtiei in limita concentratiilor stabilite anterior. Deoarece liniaritatea dintre semnalul
analitic (absorbantd) si concentratia substantei analizate se respecta in limitele 4-24 pg/ml,
propunem un algoritm de dilutii pentru a atinge o concentratie inclusd in acest segment.

Pentru fiecare seria masurarile au fost efectuate a cate 5 repetari. Rezultatele obtinute au
fost supuse evaluarii statistice.

.....

.....

substantd) este 0,40; intervalul de Tncredere al mediei X la un nivel de siguranta de 95%
este 98,16 — 98,59; eroarea relativd E% nu depaseste 0,1%. in concluzii putem mentiona, ca
metoda elaborata este exacta si precisa.

Elaborarea si validarea metodei HPLC de dozare a substantei MF-001

MF-001 este cercetat in vederea elaborarii metodelor de analiza si standardizare, a
Documentelor Analitice de Normare a calitatii (DAN) pentru utilizarea in calitate de principiu
activ la elaborarea formelor farmaceutice antimicobacteriene.

Dezvoltarea evolutivd a metodelor analitice pune la dispozitia cercetatorilor o gama
variatd de tehnici moderne, avantajoase si rentabile. Cromatografia de lichide de inalta
presiune (HPLC) este una din ele, fiind bazata pe separarea componentelor intre doua faze sub
presiune, permite identificarea si dozarea substantelor individuale, din forme farmaceutice, dar
si a posibilelor impuritati parvenite din sintezd sau degradare. Determinarea cantitativd a
substantelor medicamentoase este una din cele mai importante etape a analizei, fiind si
principalul parametru de calitate. Exigentele atribuite unei metode de dozare in procesul
analizei farmaceutice sunt stipulate in diverse ghiduri, care reglementeaza procedurile
analitice. Validarea metodelor analitice, in conformitate cu ghidurile Conferintei
Internationale de Armonizare (ICH), are drept obiectiv’ demonstrarea faptului ca metoda este
adecvata scopului propus”.

Fiind un compus nou sintetizat, pentru MF-001 nu exista metode oficializate de analiza.
Astfel, Tn acest studiu se propune dezvoltarea in premiera a unei metode HPLC de dozare a MF-
001ulului si validarea acesteia in conformitate cu prevederile ghidurilor ICH.

Cercetarile experimentale au fost efectuate in cadrul Laboratorului de analiza,
standardizare si controlul medicamentelor (LASCM) al Universitatii de Stat de Medicina si
Farma- cie ,,Nicolae Testemitanu”. Elaborarea metodei de dozare a MF-001ulului s-a efectuat
in baza prevederilor ghidurilor ICH ,,Q2R1: Pentru proceduri analitice si validare”.

Tn studiu s-a utilizat substanta medicamentoasa MF-001, sintetizat in cadrul
Laboratorului de sintezd organicd si biofarmaceutice a Institutului de Chimie, seriile de
sinteza: MF1-001, MF1-002, MF1-003; standard de referintd intern de 2-(propiltio)-5H-
[1,3,4]-tiadiazol[2,3-b] quinazolin-5-ona substanta, purificat prin recristalizare in cadrul
LASCM (concentratia 99,98%).
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Aparataj: A fost utilizat sistemul cromatografic HPLC Shimadzu LC-20AD, analytical
column Zorbax Eclipse Plus C18, 5 um, 4.6 x 250 mm; detector UV-VIS, lungimea de unda 300 nm.

Reagenti: Acetonitril (ACN) grd de puritate “pro HPLC analysis” (Sigma Aldrih),
dimetilsulfoxid (DMSO) grad de puritate” pro analysis” (Merck), apa purificata bidistilata.

Conditii de cromatografiere: Faza mobild a fost preparata prin amestecarea ACN cu apa
purificatd in proportii 80:20 dupd volum, filtrarea solutiei sub vid prin filtru din capron
Millipore XF 5423050 (0,2-0,45um), si degazare in aparatul DONAU-LAB SONIC DLS 660-
T/H. Temperatura coloanei cromatografice a fost 30°C; volumul de injectie 20 pl; debitul
fazei mobile — 1 ml /min. Timpul de retentic a fost de 4,5 min.

Prepararea solutiei standard: Circa 0,001 g (masa exactd) standard de referinta intern se
plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea 25,0 ml, se dizolva in 5 ml DMSO, se agita pana la
dizolvare, se adaugdal0 ml faza mobild si se omogeneaza, apoi se completeazd cu acelasi
solvent pana la cota si se amestecd (solutia standard stoc). 5 ml solutie standard stoc se
plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea de 10 ml si se completeaza cu acelasi solvent pana
la cota. Solutia se utilizeaza proaspat preparata.

Controlul utilitatii sistemului cromatografice: Inainte de a efectua analiza, coloana
cromatografica se stabilizeaza cu faza mobild timp de 10 min, apoi se cromatografiaza cate 20
ul solutie standard pana la obtinerea unui timp de retentie stabilit (4,5 min) in urma a doua
injectari consecutive; se obtin cel putin 3 cromatograme. Sistemul cromatografic se considera
util, atunci cand: performanta coloanei, calculatd dupa picul MF-001ului, este de cel putin
2000 de talere teoretice; coeficientul de asimetrie a picului, calculat la nivelul %2 a inalfimii
picului nu depaseste 1,5; devierea standard relativa a ariei picului nu depaseste 2,0%.

Prepararea solutiei proba: Circa 0,001 g (masa exactd) MF-001 se plaseaza intr-un
balon cotat cu capacitatea 25,0 ml, se dizolva in 5 ml DMSO, se agita pana la dizolvare, se
adauga 10,0 ml fazd mobild si se omogeneaza, apoi se completeaza cu acelasi solvent pand la
cota si se amesteca. 5,0 ml solutie obtinuta se plaseaza intr-un balon cotat cu capacitatea de 10
ml si se completeaza cu acelasi solvent pana la cota.

Determinarea cantitativa: cate 20 ul solutie proba de analizat si solutie standard se
cromatografiazd pe rand, obfinand cel putin cite 5 cromatograme de fiecare solutie in
conditiile indicate mai sus. Se determind valoarea medie a ariei picului MF-001ului din
cromatograma probei analizate (San) si a probei standard (Sst).

Continutul de MF-001 (X%) in substanta se determina conform formulei:

San*Mst * Wan*Po*[100-U]*100
XYO = mmmmmmmmm e : (1)
Set*Man * ax *Wst * 100

In care,

San — valoarea medie a ariei picului, calculatd din cromatogramele solutiei proba de analizat;
Set - valoarea medie a ariei picului, calculata din cromatogramele solutiei standard;

Mp — masa substantei, g;

Us — umiditatea substantei standard, %;

Mst — masa substantei standard, g;

Po—continutul substantei active, %;
Wst i Wan — volumele dilutiilor pentru substansa standard si cea de analizat.

Validarea metodei. Metoda a fost validata conform ghidului ICH, fiind determinati
parametrii: liniaritatea, exactitatea, precizia, sensibilitatea (LOQ si LOD) si robustetea,
stabilitatea solutiei.
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Liniaritate. Liniaritatea rezultatelor unei proceduri de analiza reprezinta capacitatea
acesteia de a obtine rezultate direct proportionale cu concentratia analitului din proba. S-a
cercetat linearitatea metodei HPLC de dozare a MF-001 pe domeniile de concentratie 5-30
pug/ml. Astfel, initial s-au preparat solutiile standard stoc de MF-001 40 ug/ml. Din solutia
standard stoc s-au preparat, prin dilutie, utilizdnd ca solvent faza mobild, 5 probe cu
concentratiile 5, 10, 15, 20 si 30 pg/ml. Acestea au fost injectate in cromatograf, fiind obtinute
cromatogramele si ariile picurilor. Determinarile au fost efectuate in triplicat, fiind construit
graficul de etalonare. A fost utilizata analiza de regresie liniard pentru a evalua liniaritatea
curbei de etalonare folosind metoda celor mai mici patrate.

Exactitate. Exactitatea, numita deseori si acuratete, este definitd ca o caracteristicd a
apropierii rezultatelor analitice de valoarea adevarata si este o masurd a deviatiei valorii medii
gasitd prin analiza, fatd de valoarea adevaratd. Se evalueaza prin aplicarea metodei de analiza
studiata, la probe cu concentratii cunoscute. Pentru determinarea exactitatii metode1 HPLC de
dozare a MF-001 s-a utilizat metoda adaosului standard (imbogatirea probelor) prin analiza in
triplicat a solutiilor cu concentratii de 80%, 100% st 120% (8,0 pug/ml, 10 pg/ml si 12,0
pg/ml) si s-a calculat regasirea procentuald a cantitatii de susbtanta, fiind evaluatd valoarea
RSD pentru fiecare nivel de concentratie.

Precizie. Determinarea preciziei metodei de dozare s-a efectuat prin evaluarea
repetabilitatii si a preciziei intermediare. Repetabilitatea a fost determinatd pentru 6 probe, la
nivelul de concentratie a substantei medicamentoase de 100%, in aceeasi zi, respectandu-se
aceleasi conditii. Precizia intermediara S-a determinat cu utilizarea aceleiasi proceduri, pe
probe identice, 1n acelasi laborator, de catre diversi operatori, folosind echipamente diferite si
intr-un interval de timp dat. Precizia intermediara a fost cercetatd in 2 zile diferite, in acelasi
conditii, efectuédndu-se cate 6 determinari.

Sensibilitate (LOQ si LOD). Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ) a
MF-001 au fost determinate prin analiza solutiilor de substantd si masurarea raportului
semnal/zgomot. Limita de detectie (LOD) este concentratia, care se datoreazd proportiei
semnal/zgomot de aproximativ 3:1, in timp ce limita de cuantificare (LOQ) este concentratia
care da un raport semnal/zgomot de aproximativ 10:1 cu valori RSD (n = 3) mai mic de 10%.

Robustete. Robustetea unei metode analitice se demonstreazd prin evaluarea capacitatii
metodei de a ramane neafectata de variatii mici, deliberate ale unor parametri. S-a determinat
prin variatia urmatoarelor conditii de cromatografiere: debitul fazei mobile cu £0,1 ml/min,
cantitatea de acetonitril in faza mobild cu +2% si temperatura coloanei cu £5°C.

Stabilitatea solutiei. Stabilitatea solutiilor analitice standard si proba a fost determinata
prin analizarea acestora imediat dupa preparare si dupa 24 de ore de partarare la frigider si la
temperatura camerei (25°C). S-au efectuat trei determinari, fiind evaluate ariile picurilor,
concentratia analitului in proba (in raport cu o solutie de referintd proaspat preparatd) si s-a
calculat RSD.

Rezultate:

Optimizarea metodei. Studiul prealabil al proprietatilor fizico-chimice a MF-001 a
permis dezvoltarea metodei analitice HPLC prin selectarea preliminara conditii
cromatografice, inclusiv lungimea de undd de detectare, faza mobila, faza stationard si
procedura de pregitire a probelor. In acest scop, s-au efectuat o serie de incerciri variind
raportul dintre acetonitril si apa, optimizarea conditiilor cromatografice pe coloana Zorbax
Eclipse Plus C18, 5 um, 4.6 x 250 mm. Rezultatele optimizarii metodei sunt rezumate n tab.
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14. Faza mobila constad din acetonitril si apa in raport 80:20 v/v cu o ratd de flux de 1ml/min,
volumul injectiei 20 ul, timpul de rulare 6 min si temperatura coloanei 30°C la lungimea de
undd (A) 300 nm. S-a determinat ca acestea sunt conditiile optimale in care MF-001 a fost
eluat formand picuri simetrice, rezolutie si timp de analiza adecvat, cu timp de retentie in jur
de 4,5 min (Fig. 17).
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Fig. 17. Cromatogramele solutiilor de MF-001 cu concentratia 20 pg/ml:
A — solutia standard; B — solutia proba
Linearitate. Prin evaluarea mediilor ariilor picurilor obtinute in determinarile HPLC,

reprezentate in raport cu concentratiile corespunzatoare s-a obtinut graficul de calibrare.
Rezultatele studiului de liniaritate (tab. 15; fig. 18, 19) au aratat o relatie liniard pe intervalul
de concentratie de 5-30 pg/ml pentru MF-001.

Din analiza de regresie, a fost obtinutd o ecuatie liniard: y=36472x-44580, iar
coeficientul de corelatie (r?) a fost 0,9999, fapt ce indicd o relatie liniard intre concentratia
analitului si aria picului cromatografic.

Tabelul 14
Rzultatele optimizarii metodei HPLC de dozare a MF-001
Coloana utilizata Faza mobila | Viteza Lungimea | Observasii Rezultate
de unda
Nucleosil 100, C-18, 15 | Acetonitrile: | 1.0 235 nm Rezolutie slaba Metoda
pum., 4 x 150 mm apa 80 : 20 ml/min 1.3 respinsa
Zorbax Eclipse Plus Acetonitrile: | 1.0 300 nm Rezolutie buna Metoda
C18,5 um, 4.6 x 250 mm | apa 80 : 20 ml/min 2.4 acceptata
Zorbax Eclipse Plus Acetonitrile: | 1.0 300 nm Rezolutie slaba | Metoda
C18,5 um, 4.6 x 250 mm | apa 65:35 | ml/min 1.8 respinsa
Tabelul 15
Date de calibrare pentru MF-001
Concentratia solutiei, pg/ml | Timpul de retentie, Aria picului
min
5 4.483 135014.00
10 4.487 270657.00
15 4471 405158.00
20 4.477 541687.00
30 4.479 823649.00
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Fig. 19. Dreapta de etalonare a solutiei standard de MF-001

Cromatogramele solutiilor de MF-001 pentru determinarea linearitatii

Exactitate. Prin determinarea exactitatii procedurii analitice de dozare s-a constatat
selectivitatea rezultatelor obtinute in aceastd metodd pentru a atinge valoarea adevarata.
Dupa cum se vede din tab. 16 valorile RSD sunt cuprinse intre 0,03 — 0,24. La analiza in
triplicat a solutiilor cu concentratii de 80%, 100% si 120% (8,0 pg/ml, 10 pg/ml si 12,0
pg/ml) s-a determinat o recuperare procentuala a cantitatii de substantd de min 100,23% si
maxim 100,91%, valori care au fost in limitele acceptate de la 98,0% la 102,0%, ceea ce
indica aplicabilitatea metodei pentru analiza cantitativa.

Tabelul 16
Rezultatele determinarii exactitatii dozarii pentru MF-001
Nivele de Nr de Concentratie | Aria picului | Concentrasia | % Media,
concentratii, | determinari teoretica, obtinuta, regasire | % RSD
% ug/mi pg/ml
1 8 6746764.55 8.045 100.56 100.53
80 2 8 6747213.28 8.046 100.58
3 8 6739989.94 8.037 100.46 0.061
100 1 10 8433455.69 10.045 100.45 100.71
2 10 8460275.02 10.077 100.77
3 10 8472697.44 10.091 100.91 0.24
120 1 12 10110546.81 12.033 100.28 100.26
2 12 10108824.57 12.031 100.26
3 12 10105489.14 12.027 100.23 0.031
Note: RSD — abaterea relativa standard
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Precizie. Precizia exprima ingustimea acordului (gradul de dispersie, coeficientul de
variatie) dintre o serie de masurdtori care provine din mai multe serii ale aceleiasi probe
omogene (rezultate independente) in conditii identice de lucru. Precizia oferd date asupra
erorilor intamplatoare si nu are nici o legiturd cu valoarea adevaratd. Deoarece toate
masuratorile congin erori intAmplatoare, rezultatul unei singure masuratori nu poate fi acceptat
ca valoare adevarata. Pentru a prezice domeniul in care se gaseste valoarea adevaratd este
necesard o estimare a acestei erori, acest lucru facandu-se prin repetarea masuratorii de mai
multe ori. Din acest proces se obtin doi parametri importanti si anume valoarea medie si
variabilitatea masuratorilor [12]. Rezultatele determinarilor au aratat ca metoda este precisa in
limitele acceptabile. RSD a fost calculat pentru timpul de retentie, aria picului si concentratie,
toate valorile fiind mai mici decat 1% (tab 17 si 18).

Tabelul 17.
Rezultatele determinarilor repetabilitatii metodei HPLC de dozare a MF-001

Timp de retentie . . Concentratie,

No. P min_ Aria picului %

1 4.483 8433455.69 100.45

2 4.487 8460275.02 100.77

3 4471 8472697.44 100.91

4 4.477 8439984.05 100.53

5 4.479 8433455.69 100.45

6 4.484 8439984.05 100.53

Media 4.480 8446641.98 100.60

RSD, % 0.128 0.191 0.188
Tabelul 18
Rezultatele determinarilor preciziei intermediare la validarea metodei HPLC de dozare a MF-
001
Ziua 1 Ziua 2
No. Timp .de Aria Concentratie Timp .de Aria Concentrati
retentie, picului , % retentie, picului e, %
min min
1 4.483 8433455.69 100.45 4.495 9275724.35 101.73
2 4.487 8460275.02 100.77 4.937 9303352.96 102.03
3 4471 8472697.44 100.91 4.922 9189046.32 100.78
4 4.477 8439984.05 100.53 4.956 9388533.41 102.96
5 4.479 8433455.69 100.45 4.988 9307879.46 102.08
6 4.484 8439984.05 100.53 4.943 9268835.80 101.65
Averag 4.480 8446641.98 100.60 4.949 9288895.38 101.87
e
RSD, 0.128 0.191 0.188 0.450 0.698 0.698
%

Sensibilitate. Limita de detectie si Limita de cuantificare (LOD si LOQ). Limita de
detectie (LOD) este cea mai mica cantitate de analit dintr-un esantion care poate fi detectat,
dar nu neapdrat cuantificat, in timp ce limita de cantitie (LOQ) este cea mai mica cantitate de
analit intr-un esantion care poate fi determinat cantitativ cu precizie adecvata [15]. Rezultatele
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determinarilor au aratat un LOD si LOQ pentru alogliptin de 0,729 pg/ml si 2,210 pg/mi
respectiv.

Robustete. Robustetea metodei analitice a fost testatd pentru a evalua lipsa influentei
unor modificari minore in conditiile cromatografierii asupra rezultatelor analizei. Rezultatele
testdrii au aratat ca la o modificare minord a conditiilor metodei, cum ar fi compozitia si
debitul fazei mobile, temperatura colanei, metoda este robustd. S-a realizat o buna separare,
iar valorile RSD sunt in limita si nu depasesc 2,0% (tab. 19).

Tabelul 19
Rezultatele determinarii robustetii metodei HPLC de dozare a MF-001
Parametrii variabili Timp de Aria picului Concentratie,
retentie, min P %
Debitul fazei mobile 0,9 ml/min 4.482 8434755.24 99.72
Debitul fazei mobile 1,1 ml/min 4.472 8461005.87 100.03
Acetonitril:apa purificata 80:20 4.486 8473097.57 100.17
Acetonitril:apa purificata 4.479
81,6:18,4 8439784.07 99.78
Temperatura coloanei 30° C 4.481 8432915.21 99.70
Temperatura coloanei 35° C 4.482 8438584.13 99.77
Valoarea medie X 4.480 8.45E+06 99.86
A 2
baterea standard S 2.19E-05 2.70E+08 3.77E-02
S 0.005 16418.795 0.194
Deviatia standard RSD 0.104 0.194 0.194
relativa

Stabilitatea solutiei. In urma testarii stabilitatii solutiei concentratia de MF-001 in solutii
a variat de la 99,7% péana la 100,1% si RSD nu a fost mai mare de 2,0%, ceea ce indicd o
stabilitate inaltd a solutiilor proba si standard pentru 24 ore atét prin pastrare la frigider, cat si
in conditii obisnuite. Rezultatele testarii stabilitatii solutiei sunt prezentate in tab. 20.

Tabelul 20.
Rezultatele testarii stabilitatii solutiei pentru metoda HPLC de dozare a MF-001ului
Parametrii Perioada de Timp de . RSD pentru
N - . . . Concentratie, L .
determinati depozitare retentie, Aria picului % aria picului
min

Solutia standard 0 ore 4.483 8457894.12 - 0.03

24 de ore la 25°C 4.479 8457387.08 100.09 0.17

24 de ore la frigider 4.482 8457614.21 100.10 0.07

Solutia proba 0 ore 4.484 8434755.24 - 0.05

24 de ore la 25°C 4.484 8432915.21 99.70 0.21

24 de ore la frigider 4.479 8433089.57 99.71 0.11

Concluzii: A fost elaborata si validatda metoda HPLC de dozare a MF-001ului, care s-a dovedit
a fi simpla, rapida, exactd si precisa, sensibild si robusta. Conditiile cromatografice si faza mobila
selectate ofera o buna rezolutie pentru substanta analizata. Timpul de retentie nu depaseste 5 min.
Pe parcursul experimentelor s-au respectat rigorile ghidurilor 1ICH cu referire la validarea
metodelor de analiza. Metoda HPLC elaborata si validata poate fi inclusa Th Documentele
Analitice de Normare a calitatii pentru dozarea MF-001ului.
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6.2. Cercetarea stabilititii substantei MF-001

Cercetarea in conditii de stres

Datorita faptului cé studiile de stabiltate oferd informatii privind céile de degradare si
produsele de degradare a MF-001 care ar putea aparea in timpul depozitarii si transportarii,
este de o importantd majora de a elabora metode eficiente de analiza si de a crea conditiile
potrivite pentru analiza. Studiile de degradare fortata in conditii de stres pot contribui la
facilitarea dezvoltarii farmaceutice, in etapele de preformulare si de formulare propriu-zisa a
substantei, precum si In domenii precum elaborarea de formulari, fabricarea si ambalarea, in
care cunoasterea comportamentului chimic poate fi utilizata pentru imbunatatirea unui produs
medicamentos. Este foarte important de a alege conditiile potrivite pentru analiza.

In testarea accelerata a stabilitatii, un produs este supus actiunii mai multor factori: la
mai multe temperaturi ridicate (mai superioare decat cele ambientale) si se determind
cantitatea de aport de caldurd necesard pentru a provoca defectarea produsului. Aceasta se face
pentru a supune produsul la o conditie care accelereazd degradarea. Aceste informatii sunt
proiectate pentru a prezice durata de valabilitate sau folosite pentru a compara stabilitatea
relativd a formuldrilor alternative. Acest lucru oferd, de obicei, o indicatie timpurie a
termenului de valabilitate a produsului si astfel scurtarea programului de dezvoltare. Pe langa
temperaturd, conditiile de stres aplicate in timpul testdrii de stabilitate accelerata sunt
umiditatea, lumina, variatii ale pH-ul si ambalajul. In testarea accelerati a stabilitatii,
esantioanele sunt supuse stresului, refrigerate dupa stres si apoi testate simultan. Deoarece
durata analizei este scurta, probabilitatea de instabilitate in sistemul de masurare este redusa in
compararea produsului initial cu cel supus stresului se face in acelasi test, iar recuperarea
probei stresate este exprimata in procente de recuperare a probelor nestresate.

Pentru studiile de degradare in conditii de stres a substantei cercetate — MF-001 — a fost
utilizatd metoda spectrofotometrica de dozare in raport cu standardul, elaborati anterior. In
calitate de solvent pentru prepararea solutiilor standard si proba s-a utilizat DMSO
(dimetilsulfoxid), in care MF-001 se dizolva foarte bine. Concentratia a fost calculata in raport
cu absorbanta solutiei standard.

Prepararea solutiei standard

0,25 g de substanta standard MF-001, se plaseaza intr-un balon cotat de 25 ml, se
dizolva si se aduce la cota cu DMSO (sol. St. A). 0,5 ml solutia st. A se dileaza pind la 25 ml
in balon cotat cu DMSO (sol. St. B). 1 ml sol.st. B se dileazd pina la 25 ml in balon cotat cu
DMSO (sol. St. C). Concentratia substantei in solutia st. C este de 0,000008g/ml (8,0 pg/ml).
Se determind absorbanta solutiei standart C de la spectrofotometru in cuva cu grosimea 1 cm.
In calitate de solutie de referinta a servit solutia de dimetilsulfoxid (DMSO).

Spectrul de absorbtie a solutiei standard de MF-001 este reprezentat in figura 20.
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Figura 20.Spectrul de absorbtie in UV-VIS a solutiei standard de MF-001 cu concentratia de
8,0 pg/mlin DMSO

Degradare oxidativa

Oxidarea este una dintre cele mai raspandite cai de degradare chimica a substanfelor
medicamentoase. Oxigenul, care participa in majoritatea reactiilor de oxidare, se gaseste din
abundentd in mediul in care medicamentele sunt expuse, fie in timpul procesarii, fie in timpul
stocarii pe termen lung.

Peroxidul de hidrogen este utilizat pe scara largd pentru oxidarea substantelor
medicamentoase in studiile de degradare fortata, dar pot fi folositi si alti agenti de oxidare.
Selectia unui agent oxidant, concentratia sa si conditiile depind de substanta medicamentoasa.
Se raporteazd ca supunerea solutiilor la 0,1-3% hidrogen oxid la pH neutru si temperatura
camerei timp de sapte zile sau pana la o degradare maxima de 20% , ar putea genera produse
de degradare relevante. Degradarea oxidativd a substantei medicamentoase implica un
mecanism de transfer de electroni pentru a forma anioni si cationi reactivi.

In studiu a fost utilizat in calitate de agent de oxidare, solutia de peroxid de hidrogen de
30%. A fost efectuat studiul degradarii fortate n conditii de oxidare, a 3 serii de substantd MF-
001. Solutia proba a fost supusa procesului de oxidare timp de 24 de ore, cu efectuarea a trei
analize cantitative prin spectofotometrie UV-VIS. Au fost determinate absorbantele la
lungimea de undd maxima de 300 nm. Concentratia a fost calculatd in raport cu absorbanta
solutiei standard.

Tehnica de lucru: Prepararea solutiei proba

Solutia proba se prepard cu concentratia de 1%: 0,25 g de substantd medicamentoasa
MF-001, se plaseaza intr-un balon cotat de 25 ml, se dizolva si se aduce la cotd cu DMSO
(solutia A).

Cate 0,5 ml solutia A se plaseaza in eprubete cu dop si se adauga cate 1 ml de solutie de
peroxid de hidrogen 30%; o eprubeta se lasa pentru 3 ore si cea de-a doua pentru 24 h. pH-ul
solutiilor 1n prezenta agentului oxidant a fost 3,45-3,47.

Dupa 3 ore si respectiv dupa 24 de ore, se preleveaza cate 0,5 ml de solutie oxidata si se
dilueaza pana la 25 ml in balon cotat cu DMSO (solutia B). 1 ml solutie B se dileaza pina la
25 ml in balon cotat cu DMSO (solutia C). Concentratia substantei in solutia C este de
0,000008g/ml (8,0 pg/ml). Se determina absorbanta solutiei proba C de la spectrofotometru in
cuva cu grosimea 1 cm. In calitate de solutie de referintd a servit solutia de dimetilsulfoxid
(DMSO).
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Figura 21. Spectrul de absorbtie in UV-VIS a solutiei proba de MF-001 expusa stresului
oxidativ (8,0 pg/ml in DMSO)

Analizind spectrul de absorbtie dupa oxidare, figura 21 in comparatie cu spectrul de
absorbtie al standardului, figura 20, se observa o schimbare semnificativa a spectrului, ceea ce
constata degradarea substantei.

S-a calculat continutul initial de MF-001, dupa 3 ore de oxidare si dupa 24 de ore de
oxidare. Rezultatele determinarilor sunt reprezentate in tabelul 21.

Tabelul 21. Rezultatele determindrii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-
VIS a solutiei proba de MF-001 supusa stresului oxidativ

MF-1+H202 Seria 01 MF-1+H202 Seria 02 MF-1 +H202 Seria 03
A A C, % A A C, % A A C, %
nm nm nm

299 | 0,37 |103,12842 | 299 | 0,36 100,34116 | 299 | 0,36 | 100,34116
300 | 0,36 |100,34116 | 300 | 0,35 97,55391 | 300 | 0,36 |100,34116
299 |0,36 |100,34116 | 299 | 0,35 96,99646 | 299 | 0,35 | 97,55391

Conform datelor din tabelul 4, in urma oxidarii substanta suferd o degradare
semnificativa, micsorindu-se concentratia.

Concluzie: In urma analizei de degradare fortati sub influenta oxidantului,comparind
spectrele de absorbtie si rezultatele dozarii, se observa degradarea MF-001ului Tn mediul unui
oxidant puternic cu micsorarea concentratiei cu 3%. Se poate constata faptul ca substantele
oxidante modifica structura si concentratia MF-001ului (figura 22.).
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Figura 22. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001 la actiunea
oxidantului
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Degradare acido-bazica

Hidroliza este una dintre cele mai frecvente reactii chimice de degradare pe o gama larga
de pH. Hidroliza este un proces chimic care include descompunerea unui compus chimic prin
reactia cu apa. Studiul hidrolitic in conditii acide si bazice implicd cataliza grupelor
functionale ionizabile prezente in moleculd. Testarea prin stres acid sau bazic implica
degradarea fortatd a unei substante medicamentoase. Selectia tipului si concentratiilor de acid
sau baza depind de stabilitatea substantei medicamentoase. Acidul clorhidric sau acidul
sulfuric (0,1-1 M) pentru hidroliza acida si hidroxidul de sodiu sau hidroxidul de potasiu (0,1—
1 M) pentru hidroliza bazica sunt sugerati ca reactivi adecvati pentru hidroliza. Testarea prin
hidrolizd este inceputd In mod normal la temperatura camerei si dacd nu existd nici o
degradare, se aplicd temperatura ridicatd (50-70 °C). Degradarea hidroliticd nu trebuie si
depaseascd mai mult de 7 zile. Esantionul degradat este apoi neutralizat folosind acid, baza
sau tampon adecvate, pentru a evita descompunerea ulterioara.

Pentru a evidentia influenta acizilor asupra MF-001ului a fost utilizat acidul clorhidric
0,1 mol /|, iar pentru crearea mediului bazic — hidroxidul de sodiu 0,1 mol /.

Solutia probd a fost supusd procesului de hidrolizd in mediu acid si in mediu bazic timp
de 24 de ore, cu efectuarea a trei analize spectrofotometrice UV-VIS: la 0, 3 si 24 de ore. Au
fost inregistrate absorbantele la lungimea de undd maxima de 300 nm. Concentratia a fost
calculata in raport cu absorbanta solutiei standard. Spectrul solutiei standard de MF-001 este
redat in figura 20.

Tehnica de lucru: Prepararea solutiei proba

Solutia proba se prepard cu concentratia de 1%: 0,25 g de substantd medicamentoasa
MF-001, se plaseaza intr-un balon cotat de 25 ml, se dizolva si se aduce la cotd cu DMSO
(solutia A). Cate 0,5 ml solutia A se plaseaza in eprubete cu dop si se adaugd cite 1 ml de
solutie de HCI/NaOH; o eprubeta se lasa pentru 3 ore si cea de-a doua pentru 24 h. A fost
determinat pH-ul solutillor obtinute: - mediu acid — pH= 2,01- 2,05; - mediu bazic — pH-
12,26-12,28.

Dupa 3 ore si respectiv dupa 24 de ore, se preleveaza céte 0,5 ml de solutie hidrolizata si
se dilueaza pana la 25 ml in balon cotat cu DMSO (solutia B). 1 ml solutie B se dilueaza pina
la 25 ml in balon cotat cu DMSO (solutia C). Concentratia substantei in solutia C este de
0,000008g/ml (8,0 pg/ml). Se determina absorbanta solutiei proba C de la spectrofotometru in
cuva cu grosimea 1 cm. In calitate de solutie de referintd a servit solutia de dimetilsulfoxid
(DMSO). In urma analizei au fost obtinute spectrogramele si rezultatele urmatoare, figura 23
si tabelul 22, din care se observa o degradare neinsemnatd a substantei, care prezinta stabilitate
n mediu acid.
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Figura 23. Spectrul de absorbtie in UV-VIS a solutiei proba de MF-001 expusa stresului acid
(8,0 pg/ml in DMSO)
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S-a calculat continutul initial de MF-001, dupa 3 ore de expunere in mediu acid si dupa
24 de ore de actiune a HCI 0,1 mol/l. Rezultatele determinarilor sunt reprezentate in tabelul 5.
Tabelul 22. Rezultatele determinarii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-VIS a
solutiei proba de MF-001 supusa stresului hidrolitic acid

tPe:iOQF‘a MF-1+HCL Seria 01 MF-1+HCL Seria 02 MF-1+HCL Seria 03
estarill,

ore A,nm | A C,% A,nm | A C,% A, nm | A C,%

0 299 | 032 | 89,6046 299 | 032 89,1642 | 299 | 0,33 91,9515
3 300 | 032 |89,2311|300 | 0,31 87,7149 | 300 | 0,32 90,5021
24 299 | 032 |888298[299 | 0,32 87,8542 | 299 | 0,32 87,9657

In urma supunerii substantei sub influenta hidrolizei in mediu puternic acid , nu a fost
observata o degradare semnificativa. Micsorarea concentratiei este sub 2% (figura 24).
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O 84000 “ Seria 02

0 s Seria 01
3 T
24
Perioada testarii, ore

Figura 24. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001 la actiunea acizilor.
A fost inregistrat spectrul de absorbtie a solutiei de MF-001 supuse hidrolizei bazice,
prezentate in figura 9, conform careia se constatd degradare semnificativd a substantei. S-a
calculat continutul initial de MF-001, dupa 3 ore de expunere In mediu bazic si dupa 24 de ore
de actiune a NaOH 0,1 mol/l. Rezultatele determinarilor sunt reprezentate in tabelul 23 si

figura 25, 26, care prezinta valori mici ale concentratiei substantei, ceea ce semnifica ca a avut
loc degradarea substantei in mediu bazic.

Absorbance (ALY

0.2 \
B s s R e e e e e e B S
200 225 250 275 300 326 350 Wavelength (nm)

Figura 25. Spectrul UV-VIS al MF-001 supusa hidrolizei in mediu bazic (8,0 pg/ml in
DMSO)
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Tabelul 23. Rezultatele determinarii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-VIS a
solutiei proba de MF-001 supusa stresului hidrolitic bazic

e MF-1+NaOH  Seria MF-1+NaOH Seria 02 MF-1+NaOH Seria 03
Periodicitate | 01
a testarii, ore | A, 0 A, 0 A, 0
am A C, % am A C,% am A C,%
91,678 91,672 91,951
0 293 0,33 | 3 299 0,33 8 293 0,33 5
91,268 01,171 89,582
3 300 0,33 | 6 300 0,33 1 300 0,32 3
88,049 89,136 88,829
24 29 1932 |3 29 1032 |4 29 1932 |8
°\°. 92.000 1~
= |
% 20.000 7 = Seria 01
E | Seria 02
£ 88.000 + —
g lI F Seria 03m Seria 03
S 86000 // Seria 02
0 T l/’ Seria 01
3
24
Perioada testarii, ore

Figura 26. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001 la actiunea bazelor
Concluzie: In urma analizei putem constata ci are loc o degradare semnificativd a
substantei in mediu bazic si mai putin in mediu acid. Acest fapt trebuie luat in consideratie la
utilizarea excipientilor si ambalajului in etapa de preformulare, substantele cu caracter bazic
nu vor prezenta avantaj.
Degradare termica, fotocatalitica si hidrolitica

Umiditatea, fiind un factor atmosferic, reprezintd un mediu favorabil pentru reactiile de
oxidare, hidroliza, fermentare, cit si pentru dezvoltarea microorganismelor. Totodata, lumina
si temperatura prezintd un factor de activare al reactiilor de degradare a medicamentelor,
cresterea temperaturii duce la marirea vitezei reactiei de degradare. De aceea acesti factori
trebuie studiati in precesul de analizi al substantei. In studiu probele de substanti au fost
supuse umiditatii ridicate (80% RH) prin pastrarea timp de 2 saptamani intr-un exicator
deasupra apei. O alta probd a fost pastrata sub actiunea razelor de lumina (1200 Lux h) timp
de 48 de ore. Ulterior a fost efectuatd analiza cantitativa a solutiei pregatite prin metoda
spectrofotometrica UV-VIS.

Pregatirea solutiei proba: 0,005 g de substantd MF-001 a fost dizolvata in 25 ml solvent
DMSO (dimetilsulfoxid). (sol A). Apoi 1 ml din sol A se aduce pina la cota 25 ml cu solventul
DMSO. Se inregistreaza absorbanta la spectrofotometru, figura 11, ce demonstreaza
stabilitatea substantei la lumind si umiditate, comparind cu spectrul de absorbtie a
standardului, figura 20.
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Figura 27. Spectrul de absorbtie in UV-VIS la MF-001 sub actiunea luminii si umiditatii
S-a calculat continutul inittal de MF-001, dupa 24 ore de expunere la lumina si dupa 48
de ore de actiune a luminii. Rezultatele determindrilor sunt reprezentate in tabelul 24, nu
sufera mari schimbdri, demonstrind stabilitatea substantei.

| L U U e e e Ll
260 220 =200 320 240 260

Tabelul 24. Rezultatele determinarii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-VIS a
solutiei proba de MF-001 supusa stresului fotocatalitic

Perioada | MF-1 + lumina Seria 01 | MF-1 + lumina Seria 02 MF-1 + lumind Seria 03
testarii,

ore A, nm A C, % A, nm A C, % A, nm A C, %

0 299 045 | 98534 299 046 |100.9800 [299.00 | 0.46 | 100.0724
24 300.00 | 0.45 |98.211 [300.00 |0.46 |100.8142 |300.00 |0.46 | 99.79103
48 299.00 | 0.45 |98.167 |299.00 |0.46 |100.3495 | 299 0.46 | 99.67540

Din figura 27 si 28 se observa ca lumina nu este un factor esential de degradare, totusi,
dupa 48 de ore concentratia are tendinta de a scadea, de aceea este recomandata depozitarea
substantei In flacoane din sticla intunecatd, ferit de lumina.
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Figura 28. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001ului la actiunea
luminii

S-a calculat continutul initial de MF-001, dupa 1 sdptamana de expunere la umiditate si
dupd 2 sdptamani de actiune a umiditatii. Rezultatele determindrilor sunt reprezentate in
tabelul 8.

Din tabelul 25 si figura 29 se observa ca umiditatea nu provoaca hidroliza substantei.

Substanta medicamentoasd plasatd intr-un recipient deschis a fost pastratd si la
temperaturd ridicatd (60°C) in prezentd de umiditate inaltd (80%RH) in termostat timp de 2
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saptamani.

Tabelul 25. Rezultatele determinarii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-VIS a
solutiei proba de MF-001 supusa actiunii umiditatii

ze”oad MF-1 + umid Seria 01 MF-1 + umid Seria 02 MF-1 + umid Seria 03
estarll, . A % |ae |A |C% vm A | C%
sapt
100.096 100.3374 | 299.00 99.8959
0 29 o050 |6 29 1950 |7 0 050 |0
300.00 98.6916 300.00 100.1166 | 300.00 99.8758
1 0 0.49 1 ' 050 |9 0 0.50 3
299.00 98.3504 99.4744
2 0 0.49 0 299.00 0.50 | 99.89590 293 0.50 0
100.500 ‘ ; B -
Sl00000 +— Qg —
B 99.500 i —
% 99.000 + m Seria 01
E 98500 Seria 02
£ oso00 — ;
5 97.500 l,’, /“/S S-erllazﬂjsena 03
97.000 47_7_;'"_ I _77/Ser\'a 01
1 2
Perioada testarii, sapt.

Figura 29. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001ului la actiunea
umiditatii

S-a urmarit influenta concomitenta a temperaturii si umiditatii asupra MF-001ului.

Pregatirea solutiei proba

0,005 g de substantd MF-001 a fost dizolvata in 25 ml solvent DMSO (dimetilsulfoxid).
(sol A). Apoi 1 ml din sol A se aduce pina la cota 25 ml cu solventul DMSO. Se inregistreaza
absorbanta la spectrofotometru, figura 30, se observa ca substanta nu sufera schimbari.
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Figura 30. Spectrul de absorbtie in UV-VIS la MF-001ului sub actiunea concomitenta a
temperaturii si umiditatii

S-a calculat continutul initial de MF-001, dupa 1 saptdamand de expunere la umiditate si
dupd 2 saptdmani de actiune concomitentd a temperaturii si a umiditdtii. Rezultatele
determindrilor sunt reprezentate in tabelul 26 si figura 31, nesuferind schimbari semnificative.
Tabelul 26. Rezultatele determinarii cantitative prin metoda spectrofotometrica UV-VIS
a solutiei proba de MF-001 supusa actiunii concomitente a temperaturii si umiditétii
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Perioad

MF-1 + t+u Seria 01

MF-1 + t+u Seria 02

MF-1 + t+u Seria 03

a

testarii, A, nm A C, % A nm A C, % A nm A C,%

sapt

0 299,0 0.36 100.3411 299,0 0.36 101.45607 @ 299.0 0.36 100.0624
4

1 300.0 0.36 100.0624 300.0 0.36 100.89861 @ 300.0 0.36 99.50499

2 299.0 0.36  99.78371 299.0 0.36 100.34116 = 299.0 0.36 98.94754
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Figura 31. Reprezentarea grafica a modificarii concentratiei MF-001ului la actiunea
concomitentd a temperaturii si umiditatii
Din figura 31 se observa ca MF-001ul este stabil la temperatura si umditate.

Cercetarea stabilitatii prin DSC

Se poate spune cd o primd, §i cea mai simpla, evaluare a stabilitatii termice a
medicamentelor se face prin urmarirea comportdrii termice a acestora. Reactiile de
descompunere ale medicamentelor prezinta atat semnificatie practica, cat si stiingifica. Astfel,
aceste reactii fac posibild cunoasterea comportarea substanfelor medicamentoase la diferite
temperaturi, iar acea cunoastere este importantd pentru predictia conditiilor de stocare ale
formularilor, adicd medicamentului in sine. De asemenea, ele permit obtinerea de informatii
despre temperaturi la care SM poate fi supusd procesului tehnologice fara pierderea
proprietatilor sale specifice, fizico-chimice si farmacologice. Reactiile de descompunere sunt
realizate de asemenea, pentru obfinerea de compusi solizi, care sunt caracterizati prin
compozifia $i activitatea corespunzatoare, in vederea unor posibile aplicatii tehnologice
viitoare. Analiza termica reprezintd un grup de tehnici, In care o proprietate fizico-chimica a
probei investigate este masuratd in functie de timp sau temperaturd, in timp ce temperatura
probei, Tntr-o atmosfera specifica, este incalzitd sau racitd cu o viteza stabilita de modifcare a
temperaturii, sau este mentinuta la o temperatura constanta.

Principalele metode termice de analizd sunt: - analiza termogravimetrica sau
termogravimetria (TG), care constd in Inregistrarea masei probei in functie de temperatura sau
de timp (m = f(T); m = f(t)), pe masura ce temperatura probei creste liniar cu timpul; - analiza
termogravimetrica derivatd sau termogravimetria derivata (DTG), care constd in inregistrarea
vitezei de reactie (dm/dt) in functie de timp sau temperaturd; - analiza termica diferentiala
(DTA), care consta in inregistrarea diferentei de temperatura (AT), intre proba si un material
inert termic, in functie de temperatura sau timp; - calorimetria cu scanare diferentiala (DSC)
care constd in Inregistrarea fluxului termic (dA/dt) in functie de temperaturd sau timp. Cele
mai importante aplicatii ale analizei TG se refera la: - determinarea stabilitatii termice
relative; - determinarea continutului de apa sau al{i componenti volatili; - analiza cantitativa
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a diferitor compusi sau amestecuri de compusi; - studiul reactivititii diferitor compusi. In
ceea ce priveste aplicatiile tehnicilor DTA si DSC, acestea sunt atat de natura fizica, cat si
chimica. Principalele fenomene de natura fizica, respectiv chimica care pot fi detectate cu
aceste tehnici sunt: topire, cristalizare, vaporizare, sublimare, tranzitii vitroase, tranzigii
cristaline, respectiv: deshidratare, descompunere, degradare oxidativa, reactii in faza solida,
combustie.

In domeniul farmaceutic, tehnica DSC este cea mai utilizata dintre metodele termice de
modificarilor de entalpie a unor compusi puri sau rezultati dintr-o descompunere. Tehnica
DSC constituie un instrument de lucru valoros pentru analiza si controlul medicamentelor, in
special datorita capacitdtii mari de detectie a tranzitiilor, respectiv a transformarilor subtile,
nesesizabile altfel si a ,,umerilor” in interiorul picului endotermic de topire. Acest lucru i
permite sa determine cu sigurantd puritatea unei SM sau produs farmaceutic, sau contaminarea
acestuia n diverse faze ale procesarii sau stocarii. Stabilitatea termica a unei substante poate fi
caracterizata si pe baza studiului cinetic, care a devenit o chestiune esentiald in analiza
termica, tot mai multi investigatori abordand astfel de studii. Interesul este complet justificat.
Pe de o alta parte, datele cinetice sunt esentiale pentru descrierea oricarui gen de mecanism, in
care descompunerea termica are loc; pe de altd parte, analiza cinetica este in legatura directa
cu mecanismul de descompunere. Cunoasterea mecanismului permite a presupune ecuatiile
cinetice sau invers, iar analiza cineticad constituie punctul de plecare pentru a presupune
mecanismele descompunerii termice.

Analizele DSC ale MF-001ului s-au realizat la termogravimetrul Q200 V24.4 Build
116.

Tehnica de lucru: O cantitate de aproximativ 2,00 mg din fiecare proba a fost introdusa
in cate un creuzet de aluminiu, cu capac perforat. Dupa introducera probei, creuzetul si
capacul acestuia au fost Inchise cu ajotorul presei si introduse in aparatul DSC, intr-0
atmosfera dinamica de N2 (debit de 80mL/min) si o viteza de incalzire de 10°C/min, in
intervalul de temperatura 25°C - 400°C. Ca si referinta s-a folosit un creuzet de aluminiu de 40
uL gol, cu capac perforat si inchis cu presa. Calibrarea aparatului s-a realizat folosind un
standard de indiu, Tn creuzet de aluminiu.

Termogramele DSC au fost inregistrate, dupa care au fost stocate si prelucrate folosind
software-ul STAR SW 12.10. Datele obtinute in urma analizei probelor substantei active
individuale au fost evaluate prin analiza termogramelor.

Termograma DSC a MF-001ului (figura 32 ), prezinta un pic endoterm intre 67.59°C si
70.55°C cu un maxim de temperaturd la 67.87°C, corespunzator deshidratarii (AH= -67.59
mJ). Procesul de topire cu descompunere a substantei incepe la o valoare a temperaturii mai
mare de 111,06°C. Din analiza termogramelor se poate observa, cd substanta sufera
modificari termice semnificative dupa 100°C, dar este stabild pani la 65°C.

Analiza termicd confirma rezultatele obtinute in cadrul studiilor de degradare in conditii
de stres termic.

43




Dsc
Dsc

Temperature (°C) Univarsa 4 84 TA insrumarts

Figura 32. Termogramele DSC ale substantei MF-001

Cercetarea stabilitatii in conditii de pdstrare izotermica

Este cunoscut faptul ca valorile ridicate ale temperaturii duc la marirea vitezei de
reactie, ceea ce duce la marirea vitezei de degradare. Pentru a putea urmari modificari posibile
in calitatea substantei studiate, MF-001, probele de substantd au fost depozitate in conditii de
stres, la temperaturi ridicate, urmarindu-se concentratia de substantd in timp, cit si aparitia
unor impurititi. Probele au fost plasate in termostate la temperaturi de 40 si 60°C.

Tn studiu a fost utilizata metoda de pastrare izotermici. Au fost pregitite 6 probe pentru
depozitare la 40 °C cu periodicitatea analizei de 46 zile si 6 probe au fost pastrate la 60 °C cu
substantei cercetate — MF-001 — a fost utilizata metoda metoda cromatografiei de lichide de
Tnalta performanta (HPLC) pentru determinarea cantitativa in raport cu standardul. Parametrul
de calitate determinat, utilizat la calcularea concentratiei, a fost aria picului format. In calitate
de fazd mobila a fost utilizata solutia ACN:H20 80:20 (acetonitril:apa purificata in proportie
80:20), in care MF-001ul se dizolva foarte bine. Concentratia a fost calculata in raport cu aria
picului solutiei standard.

Pe langd concentratie (dozare), pe perioada de depozitare au mai fost determinati
parametrii: aspect, solubilitate, identificare (HPLC, dupa timpul de retentie), continutul de
apa, impuritdti inrudite chimic (CSS).

Prepararea solutiei standard: Se cintareste masad exactd, 0,005 g de substantd standard
MF-001, , se dizolva in 25 ml ACN:H2O (80:20) (acetonitril: apa purificata - faza mobila) (sol
st A) . Apoi 1 ml solutie St A se dilueaza pina la 25 ml cu faza mobila ACN:H20 (80:20) .
Concentratia substantei in solutia st. C este de 0,000008g/ml (8,0 pg/ml). Se determina aria
picului solutiei standard la cromatograf.

Cromatograma solutiei standard de MF-001 este reprezentat in figura 33.
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Figura 33. Cromatograma solutiei standard de MF-001 cu concentratia de 8,0 pg/ml
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Deporzitarea substantei in termostate la 40 si 60 °C
Substanta a fost plasatd in cite 6 flacoane de sticla inchise cu dop de cauciuc si
depozitatd in conditii de pastrare izotermicid. In termenul stabilit s-a efectuat analiza
cantitativa a fiecarei probe de substantd de analizat- MF-001.
Tehnica de lucru: Prepararea solutiei proba: 0,005 g de substantd medicamentoasa MF-
001, se dizolva in 25 ml - faza mobild - ACN: H20 (80:20) (acetonitril: apa purificatd) (sol A).
Apoi 1 ml solutie A se dilueazd pina la 25 ml cu fazd mobila ACN:H20 (80:20) .
Concentratia substantei in solutia de analizat este de 0,000008g/ml (8,0 pg/ml). Se determina

aria picului solutiei la cromatograf. Concentratia este calculata in comparatie cu aria picului
standard, dupa fornula:

Sxem st 100 %

C%= ,

Sstsm x
in care : S — aria picului solutiei standard de MF-001
Sx— aria picului solutiei probei de MF-001
Mst — masa exacta a substantei standard de MF-001, g
Mx - masa exacta a substantei medicamentoase MF-001, g

Tn urma analizei in termenii prestabiliti au fost obtinute urmitoarele cromatograme, din
figura 34 si 35.
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Figura 34. Cromatogramele substantei MF-001 in conditii de pastrare la 60 °C
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Figura 35. Cromatogramele substantei MF-001 in conditii de pastrare la 40 °C
Concluzie: Efectuind studiile de depozitare a substantei la temperaturi de 40 si 60 °C ,
analizind cromatogramele se constata ci substanta medicamentoasi este stabild. In baza
acestor rezultate a fost calculat termenul de valabilitate pentru MF-001.

Determinarea termenului de valabilitate

Pentru determinarea termenului de valabilitate a MF-001ului s-a petrecut pastrarca
experimentald prin metoda “Degradarii accelerate” la temperaturi de 40 °C si 60 °C. Cu acest
scop s-au depozitat trei serii de substantd: 001; 002; 003. Substanta a fost ambalatd in
flacoane din sticla cu capac din cauciuc. Cercetarea stabilitatii la temperaturi de 40 °C si 60 °C
s-a efectuat in termostate TS — 80M-2, TS-80-2U-450M. Inaintea depozitarii experimentale s-
a petrecut analiza calitatii MF-001ului stabilite anterior in proiectul specificatiei de calitate
pentru substanta.

Indicii de calitate in procesul “Degradarii accelerate” s-au determinat peste intervale
egale de timp, echivalente cu sase luni de pastrare in conditii obignuite pentru aceasta
substanta.

Pentru determinarea termenului de valabilitate prin metoda ,,Degradarii accelerate” s-a

stabilit: gradul reactiilor de degradare; constantele vitezei reactiilor de degradare.
S-a determinat prin metoda HPLC continutul de substanta activa in probele care au fost supuse
termostatarii la 40 °C, 60 °C pana la micsorarea continutului de substanta cu 2 %. Micsorarea
continutului de MF-001 la depozitare la temperatura de 40 °C, are loc peste 230 zile, iar la 60
°C peste 60 zile — continutul de substanta are tendinta de scadere.

Ulterior a fost completata Specificatia de calitate pentru substanta, fisa de stabilitate
pentru toate 3 serii de substantd, cu determinarea finalda a termenului de valabilitate si
Protocolul studiului de stabilitate.
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Astfel, in urma calculelor efectuate, termenul de valabilitate pentru substantd poate fi
estimat de 7 ani pentru substanta medicamentoasa, MF-001. Evident, ca aceste rezultate vor fi
confirmate si prin studii de stabilitate in timp real. Actualmente substanta este depozitatd in
conditii de temperatura si umiditate normali (25°C; 65% RH) deja timp de 3 ani si 10 luni cu
testarea periodica la fiecare 3 luni. Pana in prezent substanta medicamentoasd corespunde
tuturor criteriilor de calitate stipulate in proiectul de specificatie.

6.3. Elaborarea DAN pentru substanta MF-001
Rezultatele obtinute la executarea etapelor precedente au stat la baza elaborarii

Documentelor Analitice de Normare pentru substanta MF-001: Proiectul de Monografie
Farmacopeica.

7. Descrierea colaborarii intre organizatia din RM si organizatiile partenere

Colaborarea cu colegii de la Facultatea de Farmacie a Universitatii de Stat de Medicina
din Belarus a inceput in anul 2017, in urma vizitei la USMF “Nicolae Testemitanu” a unei
delegatii din aceastd universitate in frunte cu decanul facultatii doamna profesor Natalia Gurina.
Au fost stabilite conexiuni la nivel de catedre, dar si personale, fiind totodata identificate teme
de cercetare de interes reciproc. In urma anuntului cu referire la proiectele bilaterale moldo-
belaruse a fost luata decizia de participare. Colaborarea cu partenerii belarusi mult mai intensa
s-a inceput deja Tn cadrul proiectului, aceasta fiind o oportunitate pentru dezvoltarea continua a
unui parteneriat moldo-belorus in vederea consolidarii si valorificarii potentialului de cercetare in
domeniul obtinerii si implementdrii de noi agenti antimicobacterieni, astfel stimuland inovarea
farmaceutica din Republica Moldova si Belarus. In urma stabilirii domeniilor de activitate pentru
fiecare din parti, participantii in proiect din ambele echipe de cercetare au fost in permanenta
conexiune, cu realizarea schimburilor de idei, rezultate, opinii. Au fost organizate mai multe
ateliere de lucru, inclusiv in format on-line, o conferinta stiintifica cu participare internationala:

e Ateliere de lucru in vederea elaborarii sarcinii tehnice a proiectului si planificarea
activitdtilor de cercetare in cadrul proiectului, executate in Republica Moldova. Participanti:
V. Valica, F. Macaev, L. Uncu, S. Parii. Chisinau, 05.03.2019 si 21.03.2019.

e Atelier de lucru in vederea coordonarii sarcinii tehnice a proiectului, planificarea si
coordonarea activitatilor comune de cercetare in cadrul proiectului, executate de echipele din
Belarus si Republica Moldova. Participanti: N. Gurina, N. Goleac, O. Seciko, V. Valica, F.
Macaev, L. Uncu, S. Parii. Chisinau, 28.03.2019, prin teleconferinta.

e Conferintd stiintifica cu participare internationald, sub genericul” Obtinerea si cercetarea
farmaceuticd a unor noi molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”.
Organizata prin teleconferinta, 31 ianuarie 2020, Chisinau, Republica Moldova. Organizator:
Centrul Stiintific al Medicamentului, USMF “Nicolae Testemitanu”; parteneri: Facultatea de
Farmacie, Universitatea de Stat de medicind din Belarus, Minsk, Republica Belarus si
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Institutul de Chimie, Laboratorul de sintezd organicd si biofarmaceutice, Chisinau,
Republica Moldova; comitetul de organizare: Presedinte - Vladimir Valica, Vicepresedinte -
Livia Uncu, Membri: Fliur Macaev, Nicolae Ciobanu, Stela Adauji, Natalia Golyak,
Ecaterina Mazur. Participanti: 91 persoane, inclusiv 28 din Belarus, 8 din Romania si 55 din
RM. Au fost ascultate 28 de comunicari; realizate discutii pe marginea rezultatelor de
cercetare.

Au fost realizate publicatii comune in reviste nationale si internationale. De remarcat
faptul, ca in componenta echipelor de cercetare au fost inclusi si implicati cercetatori tineri ce au
format un nucleu bine structurat, prin care colaborarea echipelor de cercetare va continua si se
va extinde pe plan international prin lansarea de noi initiative de proiecte commune. Tn
perioada 30 octombrie - 2 noiembriec 2019 a fost efectuata o deplasare la Universitatea de
Medicina din Minsk, Belarus, din cadrul proiectului bilateral ,,Obtinerea si cercetarea
farmaceutica a derivatilor de propiltiodiazolochinazolin-ona cu proprietdti biofarmaceutice
optimizate”, 19.80013.80.07.08A/BL. In cadrul deplasarii s-a efectuat analiza si pregitirea
pentru publicare a datelor experimentelor realizate asupra compusilor cu activitate
antituberculoasa in colaborare cu colegii de la Departamentul de Farmacologie al Universitatii
de Stat de Medicina din Belarus. De asemenea, s-a lucrat asupra elaborarii conceptului de
proiect bilateral nou in cadrul caruia se va efectua obtinerea si analiza preclinica a unor compusi
noi cu un potential inalt de activitate biologicad. Au avut loc intalniri cu echipa de parteneri pe
proiect din Belarus, precum si cu m.c., prof. dr. hab. Zabinskii Vladimir din Institutul de Chimie
Bioorganica al ANSB si prof., dr. hab. Tsapenkov Valerii din Universitatii de Stat de Medicina
din Belarus, in cadrul carora s-au discutat oportunitati de colaborare in cadrul proiectelor
internationale (Visegrad Initiative), inclusiv celor finantate de Comisia Europeana. In perioada
31 octombrie - 1 noiembrie 2019 echipa moldo-belorusa din cadrul proiectului s-a aflat la
Universitatea de Stat de Medicina din or. Vitebsk, Belarus, unde am participat la conferinta
internationala “«MexyHapoiHas KoH(pepeHus, MOCBSAIIEHHO M 60-neruro
(dapmarieBTHUECKOTO (haKyIbTeTa YUpPESXKACHHS 0O0pa3oBaHuss BuTeOCKui TrocyaapCcTBEHHBIN
opneHa /[lpyxObl HapomoB MeauuuHckuii yHuBepcuteT»” si la Conferinta internationald
Menumuackoe oOpasoBanue XXI Beka: paspabdorka moxenu «YHupepcuter 3.0», in cadrul
careia am avut comunicare in plen: 755 years of pharmaceutical education in the Republic of
Moldova”.

8. Diseminarea rezultatelor obtinute in forma de publicatii
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Jemuro  ghapmayesmuueckoeo @axyibmema yupexcoenus o0bpazosanus «Bumebckuil
20cyoapcmeenuslit.  opoena  JIpyoicovl  HApPOO08  MEOUYUHCKUU  YHUBEPCUMem»
«COBPEMEHHBIE ~ JOCTH)KEHUA ~ ®APMAIJEBTUYECKONM  HAYKH U
IIPAKTHUKHy. Butebck, Pecnyonuka benapycs, 2019, p.41-42. ISBN 978-985-466-971-7.

3. STYNGACH, E., POGREBNOI, S., ZVEAGHINTEVA, M., VALICA, V., UNCU, L.,
MACAEV, F. Synthesis of vinyl triazole fungicides. Mamepuanvr Medcoynapoonoi
KOH@hepenyuu noceaujennoi 60-temuio apmayesmuueckozo Gaxyivmema yupercoeHus
oopaszosanusi «Bumebckuti cocyoapcmeennvlil opoena [lpycovl HapoO08 MeOUyUHCKULl
ynugepcumemy « COBPEMEHHBIE JJOCTH)KEHUA ®APMAL[EBTUYECKOM HAYKH
U IIPAKTHUKH». Butebck, Pecniyonuka benapyce, 2019, p.43. ISBN 978-985-466-971-7.

4. UNCU, A. New perspectives and options in fighting dengue virus. In: Book of abstracts,
The 19th International Symposium and Summer School on Bioanalysis, Suior, Romania
2019, p. 52-53. ISBN 978-973-0-29898-7.

5. FURSENCO, C., CALALB, T., UNCU, L.. Antibacterial and antifungal activities of
some Solidago species. Mamepianu 1V Misxcnapoonoi naykoso-npakxmuunol KoHgpepenyil
"JIIKU — JIFOJUHI. CYYACHI ITIPOBJIEMH ®APMAKOTEPAIIII I TIPU3HAYEHHA
JIIKAPCHKHUX 34COBIB”, Xapki, H®aV, 2020, Tom 2, c. 28-29. ISSN 2412-0456.

¢ in lucririle conferintelor stiintifice nationale cu participare internationala

6. GRECU, T., UNCU, A. Stabilitatea MF-001ului in conditii de stres. Tn: Materialele
Congresului Studentilor farmacisti, ed. 2-a, Revista Farmaceutica a Moldovei. 2019, 1-4, p.
22. ISSN 1812-5077.
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e in lucrarile conferintelor stiintifice nationale

8. UNCU, A.; VALICA, V.; VISLOUH, O.; MACAEV, F.; UNCU, L. Degradarea
acceleratdi a MF-001ului in cercetarea stabilitatii. Tn: Culegere de rezumate, Congresul
consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
Republica Moldova, 21-23 octombrie 2020, p. 684.

9. UNCU, A. Elaborarea si validarea metodei cromatografice de lichide de inaltd presiune
pentru dozarea MF-001ului. Tn: Culegere de rezumate, Congresul consacrat aniversdrii a
75-a de la fondarea USMF “Nicolae Testemitanu”, Chigindu, Republica Moldova, 21-23
octombrie 2020, p.685.

10. DRUMEA, M., VALICA, V., STANGACI, E., POGREBNOI, S., LUPASCU, L.,
MACAEV, F. Sinteza si studiul preclinic al unui nou derivat nesaturat al 1,2,4-triazolului
cu actiune antifungica. In: Culegere de rezumate, Congresul consacrat aniversdrii a 75-a
de la fondarea USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisindu, Republica Moldova, 21-23
octombrie 2020, p.662.

9. Diseminarea rezultatelor obtinute in forma de prezentari (comunicari, postere,
teze/rezumate/abstracte) la foruri stiintifice

Foruri internationale:

1. International Symposium and Summer School on Bioanalysis. July 8-13, 2019, Suior,
Romania. New perspectives and options in fighting with Dengue virus. UNCU, A.
Comunicare. Abstract publicat in Book of abstracts, The 19th International Symposium and
Summer School on Bioanalysis, Suior, Romania 2019, p. 52-53. ISBN 978-973-0-29898-7.

2. Conferinta Nationala de Farmacie Clinica, editia a IlI-a “Farmacia clinica in secolul XXI".
Bucuresti, Roméania, 2019. Tratamente actuale in tuberculoza si premisele dezvoltarii noilor
medicamente derivate de tiadiazol. UNCU, A. Comunicare. Abstract publicat in Volum de
rezumate. Conferinta Nationala de Farmacie Clinica, editia a IlI-a “Farmacia clinica in
secolul XXI”. Bucuresti, Romania, 2019, p.113-115. ISBN 978-973-0-24609-4.

Foruri nationale:

3. Conferinta stiintifico-practica cu genericul “Invatamantul farmaceutic superior in serviciul
ocrotirii sanatatii”. 11 septembrie 2019, Chisindu. Perspectivele dezvoltarii de noi molecule
pentru tratamentul tuberculozei. UNCU, A. Comunicare.

4. Conferintd stiintifica cu genericul” Obtinerea si cercetarea farmaceutica a unor noi molecule
si produse farmaceutice cu potential terapeutic”. 31 ianuarie 2020, Chisinau, Republica
Moldova.

» Premise de obtinere a unor derivati nesaturati de triazol. DRUMEA, M. Comunicare.

» Medicamente combinate dezvoltate in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului.
UNCU, L. Comunicare.

» Sinteza dirijatd a unor noi molecule cu potential terapeutic in cadrul Laboratorului de
Sintezd organica si Biofarmaceutice al Institutului de Chimie. MACAEV, F.
Comunicare.
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» Propiltiodiazolochinazolin-ona: o noua molecula cu potential antimicobacterian avansat
n tratamentul tuberculozei. UNCU, A. Comunicare.

5. Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF “’Nicolae Testemitanu”, 21-23
octombrie 2020, Chisindu, Republica Moldova.

» Provocari si solutii pentru combinatiille medicamentoase in vitro. UNCU, L.
Comunicare.

» Sinteza si studiul preclinic al unui nou derivat nesaturat al 1,2,4-triazolului cu actiune
antifungica. DRUMEA, M. Comunicare. Abstract publicat in Culegere de rezumate,
Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF” Nicolae Testemitanu”,
Chisinau, Republica Moldova, 21-23 octombrie 2020, p. 662.

» Degradarea acceleratd a propiltiohinotiadiazolului in cercetarea stabilitati. UNCU, A.
Poster. Abstract publicat In: Culegere de rezumate, Congresul consacrat aniversarii a
75-a de la fondarea USMF” Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova, 21-
23 octombrie 2020, p. 684.

» Elaborarea si validarea metodei cromatografice de lichide de inaltd presiune pentru dozarea
propiltiohinotiadiazolului. UNCU, A. Poster. Abstract publicat in: Culegere de
rezumate, Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF” Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova, 21-23 octombrie 2020, p. 685.

6. Conferinta stiintifico-practica consacratd memoriei profesorului Vasile Procopisin, cu
genericul: ,,FARMACISTUL SI ROLUL LUl TN SISTEMUL DE SANATATE”,
Noiembrie 2020, Chisinau, Republica Moldova. Corelarea gradului de inflenta a
proprietatilor fizico-chimice cu activitatea propiltiohinotiadiazolului. UNCU, A.
Comunicare.

7. Congresul al Il-lea al Asociatiei studentilor farmacisti cu participare internationald, dedicat

aniversarii a 55-a a Facultdtii de Farmacie ” Medicamentul si farmacistul: actualitati si
perspective”. Chisindu, 14-17 noiembrie 2019. Stabilitatea MF-001ului in conditii de stres.
UNCU, A. Poster. Abstract publicat in: Materialele Congresului Studentilor farmacisti,

ed. 2-a, Revista Farmaceutica a Moldovei. 2019, 1-4, p. 22. ISSN 1812-5077.

10. Protectia rezultatelor obtinute in forma de obiecte de proprietate intelectuala

Nu au fost obtinute la moment. Sunt pregatite materialele pentru depunere spre brevetare a
substantelor derivate de propiltiodiazolochinazolin-ona: sarea cu acid sulfuric si complexul
cu ciclodextrine.

11. Materializarea rezultatelor obtinute

1. Proiect de Monografie Farmacopeica ™ Propiltiohinotiadiazol en gross”;

2. Raport de stabilitate pentru substanta Propiltiohinotiadiazol;

3. Proiect de cercetare doctorald (la etapa de finalizare) ,,Analiza, standardizarea
propiltiohinotiadiazolului si a formei farmaceutice antimicobacteriene”; autor
doctorand Uncu Andrei, conducator stiintific dl Valica Vladimir, profesor universitar,
doctor habilitat in stiinte farmaceutice, director Centru Stiintific al Medicamentului;
conducator prin cotuteld dl Fliur Macaev, dr. hab. st. chim., prof. cercet., Sef al
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Laboratorului de sinteza organica si biofarmaceutica, Institutul de chimie.

Rezultatele obtinute au stat la baza intocmirii documentelor analitice de normare a calitétii
pentru substanta MF-001 si elaborarea modulului de calitate a dosarului farmaceutic pentru
inregistrarea compusului cercetat in calitate de substantd medicamentoasda. Totodata,
cercetarile microbiologice si toxicologice efectuate vor servi la elaborarea dosarului preclinic
de inregistrare. Impactul economic deriva din scurtarea perioadei si a costului procedurii de
nregistrare a potentialului produs. In aspect social, tindnd cont de actualitatea cercetarilor in
domeniul tuberculozei — maladie cu prevalenta majora in tara noastra — elaborarea unui nou
produs farmaceutic autohton, cu proprietati antimicobacteriene avantajoase, va impulsiona
solutionarea unor probleme legate de asistenta cu medicamente a unor paturi social-
vulnerabile de pacienti.

12. Colaborari cu organizatii de cercetare internationale, proiecte de cercetare/activitati comune
Cu parteneri externi

Unele compartimente din cercetarile efectuate in cadrul proiectului au fost efectuate in
colaborare cu colegi din cadrul Facultatii de Farmacie a UMF “Carol Davila”, Bucuresti,
Romania (studii de toxicitate acutd pentru substanta MF-001, studii de activitate
antibacteriana). Cercetarea stabilitatii prin metode termice (DSC) a fost realizata in cadrul
mobilitatii de cercetare doctorala, programul CEEPUS “Teaching and learning Bioanalysis™ la
Universitatea din Varsovia, Polonia. O parte din analizele prin metoda HPLC au fost efectuate
in cadrul mobilitdtii de cercetare doctorald, programul CEEPUS “Teaching and learning
Bioanalysis” la Universitatea Charles din Praga, Cehia.

Partenerii din Belarus au fost incadrati in cercetari paralele asupra compusilor evaluati in
cadrul proiectului (studiul proprietatilor fizico-chimice, toxicitate acuta pentru compusul MF-
001+H2S04; studiul activitdtii antimicobacteriene pe medii de cultura solide).

Membrii echipei de cercetare din Republica Moldova, reprezentati de catre specialisti din
cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului al USMF ”Nicolae Testemitanu”, Laboratorului
Microbiologie si Morfologia Tuberculozei, Laboratorului de Sintezd Organica si
Biofarmaceutice de la Institutul de Chimie, au participat si la alte proiecte internationale
(SUA, Marea Britanie, Germania, Romania, Ucraina, Rusia), posedd o experienta vastd in
cercetare acumulatd de-a lungul anilor, care a asigurat o colectare minutioasd a datelor
primare si o interpretare obiectiva a informatiei obtinute in cadrul prezentului proiect.

13. Dificultatile in realizarea proiectului

Pe parcursul realizérii proiectului au fost intalnite dificultati de aprovizionarea cu reactive si
materiale necesare, care s-a efectuat cu intirziere (majoritatea reactivelor comandate pentru anul
curent sunt achizitionate in ultimul trimestru.). In legiturd cu aceasta propunem simplificarea
procedurii de achizitionare a reactivelor si materialelor utilizate in activitatea stiintifica.

14. Concluzii

Au fost obtinute rezultate stiintifice corelate intocmai cu scopul si obiectivele stipulate:
obtinerea unor derivati de propiltiodiazolochinazolin-ond (sarea cu acid sulfuric si complexul cu
ciclodextrine); studii microbiologice a activitatii antimicobacteriene si antimicrobiene; studii de
toxicitate acuta a substantelor sintetizate; evaluarea disponibilitatii farmaceutice a substantelor si
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Cactivitattor grupurilor de cercetare. In procesul de colaborare micidisciplina:a a paricncrior

- and objectives: obtaining propylthiodiazolokinazolinone derivatives (salt with sulfuric acid and

acute toxicity studies of synthesized substances; evaluation of the pharmaceutical availability of

Cinvolvement of specialists in the ficld of organic synthesis, pharmacy, microbiology.

i i .
pharimacaiogy allowed 1o oblain compiex results, which were published in the form of articles in
mtetndiies Wutial: wilth wipacs lavior and natounal, abstracis, dissemingicd  (nvougn |

. N i i . el {50 3, 9] v
COlLURICGuiui daa oSy o vdbious seieiinilic orunis. 1he sciciittife and socio-eeoliviilie

 bilaterali s-a consolidat o echipa de cercetare experimentata, cu implicarea cercetatorilor tineri,

- antimicobacteriene pronuntate, toxicitate joasi. cu perspective reale de utilizare in tratamentul
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metode analitice contemporane st echipament performant, s-au organizat conferinte de lucru si
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stiintifica. o vizita la partenerii belarusi. fiind asiguratd complementaritatea si coordonnci |

pregdtitd pentru antrenarea in diverse competitii internationale, inclusiv cu realizarea unui
proiect de cercetare doctorald. Antrenarea in cercetare a specialistilor in domeniul sintezei
organice, farmaciei, microbiologiei, farmacologiei a permis sa fie obtinute rezultate complexe.
care au fost publicate sub forma de articole in reviste internationale cu factor de impact si
nationale, rezumate. diseminate prin comunicari si postere la diverse foruri stiintifice. Impactul
stiintific si socio-economic al rezultatelor proiectului se bazeaza pe obtinerea unui potential
produs  farmaceutic nou. derivat de propiltiodiazolochinazolin-ona cu  proprietati

contemparan ai lwdercuiozel.

There were obtained scientific results, which are in exact correlation with the stipulated purpos:
cyclouextrin complex): microbioiogica: studies of antimicebacierial and amimicrodial activ iy

the substances and selection of the optimal compound: elaboration of analysis and
standardization methods. Contemporary analytical methods and high-performance equipment
were used. workshops and scientific conferences were organized, a visit to the Belarusian
partners, ensuring the complementarity and coordination of the activities of the research groups.
In the process of interdisciplinary collaboration of bilateral partners. an experienced research
team was consolidated, with the involvement of young researchers, trained for participation in
various international competitions, including the realization of a doctoral research project. The

impact of the project results is based on obtaining a potential new pharmaceutical product.

derived from propylthiodiazolokinazolinone with pronounced antimycobacterial propertics. o,
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Anexa 2A

Executarea devizului de cheltuieli, conform anexei nr. 2.3 din contractul de finantare
Cifrul proiectului: 19.80013.80.07.08A/BL
2019-2020

Cheltuieli, mii lei

Cod Anul de gestiune

Deimire (li(cg; Aprobat MO(:l/ficat Precizat | Executat | Sold
Remunerarea muncii angajatilor 211180 74.5 74,5 74.5
conform statelor
Contributii de asigurari sociale de 212100 13.4 13.4 13.4
stat obligatorii
Prime de asigurare obligatorie de 212210 3.8 3.3 33
asistenta medicald achitate de
angajator si angajati pe teritoriul tarii
Energia electrica 222110 1,3 1.3 1.3
Deplasari de serviciu in interiorul 222710 18.8 -18.8
tari
Deplasari in interes de serviciu peste | 222720 253 -16,8 8.5 8.5
hotare
Servicii medicale 222810 46,0 -6,0 40,0 40,0
Servicii de protocol 222920 2,0 2,0 2,0
Servicii de cercetari stiintifice 222930 75,9 75,9 75,9
Servicii neatribuite altor aliniate 222990 9.8 9.8 9.8
Procurarea masinilor si utilajeor 314110 9,0 +35,1 44,1 44,1
Procurarea materialelor pentru 335110 15,5 +6,5 22,0 22,0
scopuri didactice, stiintifice si alte
scopuri
Procurarea materialelor de uz 336110 552 5.2 5.2
gospodaresc si rechizitelor de birou
Total 300,0 300,0 300,0

Conducatorul organizatiei &'Q‘.Q\ / Emil Ceban

/ Becciev Parascovia

Contabil q@ Ls‘-‘/ 2

Conducatorul de proiect \.’ NVQMladimir Valica

Data:
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Anexa 2B

Componenta echipei proiectului

Cifrul proiectului 19.80013.80.07.08A/BL

Echipa proiectului conform contractului de finantare (Ia semnarea contractului)
Nume, prenume
- Norma de
Nr contractului de Anul“ Titlul stiintific munea Da.t? .. .Dat? ..
nasterii ’ conform angajarii eliberarii
finantare) ! .
? contractului
l. Valica Vladimir 1956 Dr. hab. farm., 0,12 10.06.2019 | 31.12.2020
profesor univ.
2 Uncu Iivia ‘ 1966 Dr. farm., 0,12 10.06.2019 | 31.12.2020
conf. univ.
3 Macaev Fliur 1959 Dr. hab. chimie, 0,11 10.06.2019 | 31.12.2020
prof. cerc.
4. Crudu Valeriu 1957 | pr. st .med. 0,11 10.06.2019 | 31.12.2020
s Parii Sergiu 1974 Dr. st.med., 0,11 10.06.2019 | 31.12.2020
conf.cerc.
6. Vaslouh Oxana 1974 flg, cerc. st. 0,07 10.06.2019 | 31.12.2020
7. Uncu Andrei 1990 f/g, doctorand 0,08 10.06.2019 | 31.12.2020
8. Mazur Ecaterina 1986 f/g, doctorand 0,07 10.06.2019 | 31.12.2020
9. Nicolai Eugeniu 1984 flg, doctorand 0,07 10.06.2019 | 31.12.2020
10.| Tiganesco Marina 1985 economist 0,16 10.06.2019 | 31.12.2020
Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor conform contractului de 40%%
finantare =
Modificari in componenta echipei pe parcursul anului 2020
Norma de
Nr Nume, prenume Anul nasterii | Titlul stiintific HARISE Da.t? 2
3 S conform angajarii
contractului
l. -

| Ponderea tinerilor (%) din numarul total al executorilor la data raportarii I

al
Conducatorul organizatiei é-'; s/ Emil Ceban
A 7]
Contabil §efw ) / Becciev Parascovia

- . * /‘ . . .
Conduciatorul de proiect V\IQ/Y / Vladimir Valica

Data: 15.01.2021
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