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Cuvinte cheie: medicamente antipsihotice, medicamente adrenergice, profil de legare de
receptori, indici lipofilicitate, scor de bioactivitate, principii active cu actiune antipsihotica,

activitate antioxidantd, detectiec ABTS si DPPH

INTRODUCERE

Schizofrenia este o afectiune neuropsihica caracterizata printr-0 varietate de simptome
pozitive, negative si cognitive ce includ: delir, halucinatii, gandire irationald, comportament
agresiv, pierderea interesului, dificultdti de comunicare, concentrare si altele. Schizofrenia
afecteazd aproximativ 1% din populatie si este In top 10 cauze ale dizabilitatii la nivel global.
Cauzele aparitiei acestei afectiuni nu sunt complet elucidate. Se presupune ca ar fi rezultatul
interactiunii dintre mai multi factori cum ar fi: boli virale in timpul sarcinii, complicatii
obstreticale, stres sever, consum de canabis in adolescenta la persoanele cu predispozitie genetica
si factori de mediu.

Nu existd un tratament curativ pentru schizofrenie. Medicamentele antipsihotice sunt
tratamentul de electie pentru ameliorarea simptomelor schizofreniei si prezinta limitari severe,
datoritda ameliorarii In principal a simptomelor pozitive, cele negative si cognitive raman netratate.
O alta cauza importanta pentru aderenta scazuta la tratamentul antipsihotic o reprezinta efectele
adverse semnificative. Medicamentele antipsihotice prezinta o variabilitate semnificativa in modul
de interactiune cu neurotransmitdrii din creier cea ce se reflectd in eficacitatea terapeutica si
profilul de reactii adverse specific. Aceastd variabilitate contribuie la clasificarea acestora in
medicamente antipsihotice de generatia intai (tipice) si medicamente de generatia a doua (atipice).

Medicamentele antipsihotice tipice actioneaza asupra simptomelor pozitive si produc
efecte adverse extrapiramidale ireversibile. Medicamentele antipsihotice atipice amelioreaza
simptomele pozitive si negative, prezinta risc scazut de efecte adverse extrapiramidale, dar pot sa
produca efecte adverse semnificative precum efecte adverse metabolice, disfunctii sexuale sau
efecte adverse letale.

Studiul profilului de legare de receptori, bioactivitatii si lipofilicitatii medicamentelor
antipsihotice este important pentru obtinerea unei imagini de ansamblu asupra tratamentului cu
medicamentele antipsihotice. Avand in vedere deficientele existente in tratamentul schizofreniei

este necesara cercetarea si identificarea unor solutii pentru ameliorarea simptomelor schizofreniei
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si reducerea efectelor adverse. Plantele medicinale reprezinta o sursa valoroasa de principii active
ce ar putea fi valorificate pentru optimizarea tratamentului afectiunilor psihice.
Dezvoltarea unor metode de analizd cromatografice, rapide, pentru analiza simultana a

medicamentelor si plantelor medicinale.
JUSTIFICAREA ALEGERII TEMEI SI OBIECTIVE

Schizofrenia este o afectiune psihica severd care afecteaza persoanele tinere, de obicei
debutand spre sfarsitul adolescentei sau inceputul vietii adulte. Tratamentul antipsihotic, desi
esential pentru ameliorarea simptomatologiei prezintd numeroase provocari pentru specialistii in
domeniu, medici, farmacisti, asistenti, psihologici datoritd limitarilor pe care le prezinta aceste
medicamente Tn ameliorarea tuturor categoriilor de simptome si a efectelor adverse semnificative.

Plantele reprezintd resurse valoroase de principii active care asociate tratamentului
antipsihotic ar putea ajuta la optimizarea tratamentului, prin potentarea efectului antipsihotic al
medicamentelor antipsihotice. Nu trebuie neglijat nici posibilul profil de efecte adverse al acestor
plante medicinale. Este important sa se identifice principiile active din plante responsabile de
efectul antipsihotic, studierea modului de actiune al acestora si evaluarea raportului de beneficiu
risc la utilizarea n tratamentul schizofreniei.

Scopul cercetarii este studiul relatiei structura, profil de legare de receptori, lipofilicitate si
bioactivitate intre medicamente si plante medicinale cu actiune antipsihotica, n context
interdisciplinar, care sa integreze notiuni de chimie si farmacie. Dezvoltarea si validarea unor
metode cromatografice rapide pentru analiza medicamentelor si a plantelor medicinale investigate.

Obiectivul general al tezei a cuprins trei obiective specifice. Primul obiectiv specific este
studiul medicamentelor antipsihotice autorizate in Romania, din punct de vedere al lipofilicitatii,
profilului de afinitate pentru receptori, bioactivitatii si efectuarea de corelatii intre acesti parametri
pentru a obtine o imagine de ansamblu.

A doua etapa consta in studiul plantelor medicinale, identificarea principiilor active cu
actiune antipsihotica, determinarea bioactivitdtii acestora, discutarea acestor rezultate comparativ
cu rezultatele studiului medicamentelor antipsihotice, trasarea de concluzii si perspective viitoare
de studiu.

A treia parte se referd la dezvoltarea unor metode pentru analiza medicamentelor si a
principiilor active din plante. Dezvoltarea initiala a unei metode HPTLC pentru determinarea
rapida si simultand a medicamentelor adrenergice interzise in sport si adaptarea ulterioara a acestei
metode nou dezvoltate si validate pentru analiza medicamentelor si plantelor cu actiune

antipsihotica, oferind o baza pentru cercetarile ulterioare.



CAPITOLUL 1. SCHIZOFRENIA: DEFINITIE, SIMPTOME $SI TRATAMENT
1.1 NOTIUNI GENERALE DESPRE SCHIZOFRENIE

Schizofrenia este o afectiune neuropsihica cronica cu impact semnificativ asupra calitatii
vietii pacientului M. Este o afectiune neuropsihica complexa, care afecteazi aproximativ 1% din
populatie @ si este printre top 10 cauze ale dizabilititii la nivel global B,

Schizofrenia lasa pacientii cu incapacitatea de a functiona corespunzator in activitatile

zilnice, la locul de munci, relatii, chiar si autoingrijire I,

1.2 ABORDARI TERAPEUTICE ACTUALE iN TRATAMENTUL SCHIZOFRENIEI

Antipsihoticele atipice cu exceptia clozapinei reprezinta tratamentul de prima linie pentru
ameliorarea simptomelor schizofreniei. Antipsihoticele atipice prezinta efecte adverse metabolice,
cum ar fi crestere Tn greutate, hiperlipidemie, diabet si care pot sd contribuie la cresterea riscului
de mortalitate cardiovascularad la pacientii cu schizofrenie ©7]. Aceste efecte adverse scad

complianta pacientilor la tratament si cresc riscul de recidiva datorita intreruperii tratamentului.

1.3 MEDICAMENTE ANTIPSIHOTICE AUTORIZATE TN ROMANIA

In tabelul 1 sunt redate medicamentele antipsihotice autorizate in Romania pentru
tratamentul schizofreniei si al altor tipuri de psihoze. Printre aceste medicamente se numara
reprezentantii de mai jos:

Tabel 1. Clasificarea medicamentelor antipsihotice autorizate de Agentia Nationalda a
Medicamentelor si Dispozitivelor Medicale (ANMDM) din Roménia %],

) Denumire comuna
Clasa farmacologica Reprezentanti
internationala (DCI)
Levomepromazina LEVOMEPROMAZINUM
Neuroleptice/ i
o Flupentixol FLUPENTIXOLUM
antipsihotice :
Zuclopentixol ZUCLOPENTHIXOLUM
tipice (de generatia
ntai) Haloperidol HALOPERIDOLUM
intai
Sulpirid SULPIRIDUM
Amisulprid AMISULPRIDUM
Aripiprazol ARIPIPRAZOLUM




) Denumire comuna
Clasa farmacologica Reprezentanti
internationala (DCI)
Asenapina ASENAPINUM
Cariprazina CARIPRAZINUM
Clozapina CLOZAPINUM
Neuroleptice/ .
Loxapina LOXAPINUM
antipsihotice i
Lurasidona LURASIDONUM
atipice (de generatia i
Olanzapina OLANZAPINUM
a doua) _
Quetiapina QUETIAPINUM
Paliperidona PALIPERIDONUM
Risperidona RISPERIDONUM
Sertindol SERTINDOL
Tiaprid TIAPRIDUM
Ziprasidona ZIPRASIDONUM

CAPITOLUL 2. DETERMINAREA LIPOFILICITAIII SI A ACTIVITATII

BIOLOGICE PENTRU MEDICAMENTELE ANTIPSIHOTICE

2.1 LIPOFILICITATE

Lipofilicitatea reflecta afinitatea unei molecule pentru medii lipofilice si poate fi utilizata

pentru a prezice capacitatea unui medicament de a traversa bariera hematoencefalicd. Pentru

medicamentele antipsihotice lipofilicitatea este o conditie esentiala pentru a facilita dizolvarea in

membranele celulare lipidice Tn vederea traversdrii barierei hematoencefalicd si exercitarea

efectului antipsihotic [7-18],

.....

......

se pot mentiona:

v

v
v
v

explicarea distributiei moleculei in sistemele biologice

identificarea posibilelor céi de transport al poluantilor in mediu

suport pentru procesul de descoperire de noi medicamente

selectarea compozitiei optime a medicamentului in termeni de bioactivitate si

biodisponibilitate 2%,



2.2 METODE DE DETERMINARE A LIPOFILICITATII

2.2.1 Metode directe
» Metoda “shake-flask”™
Este o tehnica traditionala, cea mai veche si cunoscuta metoda directa, care se bazeaza pe
coeficientul de partitie al moleculei de analizat intre n-octanol si apd. Aceastd metodad prezinta

limitari semnificative, si anume: este laborioas, solicitanti si consumatoare de timp 5],

2.2.2 Metode indirecte
» Metode cromatografice
Dintre metodele cromatografice cele mai utilizate sunt cromatografia pe strat subtire cu

faza inversa (RP-TLC) si cromatografia de lichide de 1naltd performantd cu fazd inversa (RP-

HPLC) 01,

23 METODE COMPUTATIONALE PENTRU DETERMINAREA LIPOFILICITAIII

Cu toate ca metodele experimentale de determinare a lipofilicitatii sunt preferate, metodele
computationale prezintd avantaje fatd de metodele experimentale deoarece nu necesita aparatura
de laborator costisitoare, reactivi si munca laborioasa de laborator.

Aceste metode s-au dezvoltat din necesitatea de a identifica tehnici rapide, simple, cu
randament ridicat, pentru screeningul rapid al compusilor investigati. Astfel, au fost dezvoltate
mai multe tehnici care pot fi clasificate in doud grupe principale: bazate pe substructura si bazate

pe proprietati 031,

2.4 METODE DE DETERMINARE A BIOACTIVITAIII MEDICAMENTELOR
ANTIPSIHOTICE SI A PRINCIPIILOR ACTIVE DIN PLANTE

% Descrierea fluxului de determinare a bioactivitatii prin tehnici de invitare automate

» Calculul descriptorilor moleculari

Structurile SMILES ale moleculelor pot fi convertite in forme matematice pe care calculatorul
le intelege. Descriptorii moleculari sunt valori numerice care reflectd diferite aspecte ale
structurii si proprietdtilor compusilor.

» Selectare descriptori. Descriptorii Lipinski

» Clasificarea modelelor pentru QSAR

» Evaluare si validare



2.5 MECANISMUL ANTIOXIDANT AL MEDICAMENTELOR SI PLANTELOR CU
ACTIUNE ANTIPSIHOTICA

O alta abordare in fiziopatologia schizofreniei este teoria stresului oxidativ. Studii efectuate
au aratat cd stresul oxidativ poate cauza deteriorarea neuronilor cu aparitia simptomelor
schizofrenice.

Mecanismele de actiune antioxidante ale medicamentelor antipsihotice posibile sunt
neutralizarea radicalilor liberi, modularea enzimelor antioxidante si reducerea peroxidarii lipidice.
Dintre medicamentele antipsihotice cu actiune antioxidantd cunoscutd sunt: olanzapina,

aripiprazol si ziprasidona 61,

2.6 METODE DE ANALIZA PENTRU EVALUAREA ACTIVITATII ANTIPSIHOTICE
A MEDICAMENTELOR SI A PLANTELOR MEDICINALE

Testele in vitro se bazeaza pe metode HPTLC si HPLC pentru separarea, determinarea
cantitativa si evaluarea afinititii de legare de receptori a medicamentelor si plantelor 12431,
Metode in vivo pot fi teste comportamentale pe animale, metode electrochimice, studii

comparative 14451,

2.7 MEDICAMENTELE ADRENERGICE SI CORELATII CU MEDICAMENTELE
ANTIPSIHOTICE PRIN INTERACTIUNEA CU RECEPTORII ADRENERGICI

Medicamentele adrenergice (adrenomimetice) stimuleaza sistemul nervos simpatic prin
activarea receptorilor adrenergici, o si B, receptori cuplati cu proteina G. Fiecare tip de receptori
este clasificat Tn subtipurile specifice:

v" Receptorii adrenergici o1 sunt localizati in muschii netezi vasculari, iar activarea acestora
produce vasoconstrictie si cresterea tensiunii arteriale.

v’ Receptorii adrenergici o2 sunt localizati in terminatiile nervoase presinaptice, inhiba
eliberarea de norepinefrind si reducerea activitatii simpatice.

v" Receptorii adrenergici B1 sunt localizati predominant in inima si prin activarea acestora
creste frecventa cardiaca si forta de contractie a inimii.

v" Receptorii adrenergici B2 sunt localizati in muschii netezi ai bronhiilor si vaselor de sange,

iar activarea acestora duce la bronhodilatatie si vasodilatatie (46471,

Medicamentele antipsihotice actioneaza in principal prin antagonism asupra receptorilor
dopaminergici si serotoninergici, dar majoritatea medicamentelor antipsihotice prezintd si
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antagonism asupra receptorilor o adrenergici, contribuind atat la ameliorarea simptomelor
schizofreniei cat si la aparitia efectelor adverse. Efectele adverse corelate cu legarea de receptorii

adrenergici sunt tensiune ortostatici, crestere in greutate, sindrom metabolic [0,

CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL 3. STUDIUL PROFILULUI AFINITATII DE LEGARE DE RECEPTORI,
BIOACTIVITATII SI LIPOFILICITATII iN CAZUL UNOR MEDICAMENTE
ANTIPSIHOTICE Bl

3.1 INTRODUCERE

Au fost selectate cinci medicamente antipsihotice (haloperidol, risperidona, aripiprazol,
olanzapini si quetiapini), dintre medicamentele antipsihotice autorizate Tn Romania %, pentru
care parametri de lipofilicitate determinati experimental si computational au fost discutati in
termeni de corelatie cu suprafata polara topologica (TPSA), profilul afinitatii de legare (date din
literaturd) si bioactivitatea estimata prin metode computationale.

Scopul acestui studiu este obtinerea unui profil de ansamblu privind relatia dintre structura,
lipofilicitate si activitate biologica pentru medicamentele antipsihotice cele mai utilizate clinic in

Romania.

3.2 PARTEA EXPERIMENTALA

3.2.1. Metode computationale
Aplicatia software molinspiration cheminformatics a fost utilizatad pentru a determina suprafata
polara topologica (TPSA), lipofilicitatea si bioactivitatea medicamentelor antipsihotice autorizate

Tn Romania %2,

3.2.2 Metode cromatografice

Pentru toate tipurile de placi cromatografice utilizate s-au determinat factorii de retentie,
R si s-au calculat parametri de lipofilicitate (valorile parametrilor mRm, Rmo) pe baza valorilor
factorilor de retentie obtinuti pentru cinci fractii diferite ale solventului organic in compozitia fazei

mobile folosind ecuatiile:

Ry = log(1/R; — 1) )
Unde R¢= distanta de migrare compus / distantd de migrare front de solvent
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Unde Rwm este retentia molara, C este fractia de volum a solventului organic in faza mobila,

b este panta dreptei de regresie liniara (consideratd o masura alternativa de lipofilicitate) , iar Rmo

este retentia molard obtinutd prin extrapolare pentru apa purd ca fazd mobila (faza mobild 100%
apa).

mRy = ($51 Ru,)/5 3)

Unde mRw reprezinta media valorilor Rm individuale
3.3 REZULTATE SI DISCUTII

3.3.1 Evaluarea profilului afinitarii de legare de receptori

Evaluarea relatiei dintre structurd si activitatea biologicd a medicamentelor antipsihotice
ajutd la Intelegerea modului 1n care structura chimica influenteazd interactiunea moleculei cu
diferiti neurotransmitatori din creier si care genereaza impact asupra profilului de eficacitate si
sigurantd a medicamentului.

Medicamentele antipsihotice interactioneazd cu receptori ai unor diversi
neurotransmitatori, prin legarea de receptori cuplati cu proteina G (GPCR- G protein coupled
receptors) 61 | receptori dopaminergici, D 1, 2,3 4 subtipurile 1, 2, 3, 4, receptori serotoninergici 5-
H, subtipurile 2A, 2B, 2C, receptori muscarinici M1, subtip 1, receptori adrenergici, tip 1, a1,
receptori adrenergici tip 2, o2, A, B, C si receptori histaminici, Hi, subtipl.

Datorita varietdtii structurilor chimice, medicamentele antipsihotice exercitd efect
terapeutic si profil de reactii adverse diferit, corelat cu afinitatea pentru acesti receptori.

Profilul de legare de receptori este exprimat prin potenta exprimata in valori Ki (Nm).
Valori Tntre 100>ki<1000 indica o potenta slaba, valori in intervalul 10>ki<100 indica o potenta
moderatd, iar valori ki intre 1>ki< 10 indicd o potenta puternica, iar 1<ki indicd o potenta foarte
puternica 53541,

In concluzie se observa ci structura chimica a medicamentelor antipsihotice influenteaza
afinitatea pentru legarea de receptori si prin urmare efectul terapeutic si aparitia efectelor adverse.
Medicamentele antipsihotice tipice sau de generatia intai actioneaza prin antagonism puternic
asupra receptorilor dopaminergici D2, amelioreaza simptomele pozitive ale schizofreniei, dar au
efecte adverse extrapiramidale, ireversibile.

Medicamentele antipsihotice atipice sau de generatia a doua prezintd un mecanism de
actiune mai complex, pe langa efectul antagonist sau agonist asupra receptorilor dopaminergici,
actioneaza si prin blocarea receptorilor serotoninergici 5-HT2. Aceastd actiune combinata este

caracteristica principald a mecanismului de actiune al medicamentelor antipsihotice atipice si duce
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la ameliorarea atat a simptomelor pozitive cat si a simptomelor negative ale schizofreniei si

incidenta scdzuta a efectelor secundare extrapiramidale.

3.3.2 Rezultate biodisponibilitate si bioactivitate

Aplicatia software molinspiration cheminformatics a fost utilizata pentru a calcula scorul
de bioactivitate fatd de receptori umani comuni: liganzi GPCR, modulatori ai canalelor ionice,
inhibitori de kinaza, liganzi ai receptorilor nucleari, inhibitori de proteaza si inhibitori de enzima.

Bioactivitatea unei substante este definitd prin scorul de bioactivitate, care reprezinta
modul 1n care un compus interactioneaza cu tintele specifice, cum ar fi enzime sau receptori. Un
compus este foarte activ daca are un scor de bioactivitate mai mare decéat 0, iar un compus inactiv
are un scor de bioactivitate mai mic decat -5.

Conform rezultatelor obtinute, medicamentele antipsihotice investigate prezintda o
bioactivitate variatd fatd de receptorii umani comuni: liganzi GPCR, modulatori ai canalelor
ionice, inhibitori de kinaza, liganzi ai receptorilor nucleari, inhibitori de proteaza si inhibitori de
enzima.

Profilul variat de bioactivitate al medicamentelor antipsihotice contribuie la efectul
terapeutic al medicamentelor antipsihotice, dar poate explica si efectele adverse specifice fiecarei
clase chimice, precum efecte adverse extrapiramidale, sedare, crestere in greutate sau efecte
metabolice.

Se constatd o bioactivitate puternicd pentru toate medicamentele antipsihotice studiate fata de

receptorii cuplati cu proteina G (GPCR), Figura 5.

Scor de bioactivitate fata de GPCR
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Figura 5. Rezultate scor de bioactivitate fata de receptori cuplati cu proteina G (GPCR)
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Criteriul de acceptanta este reprezentat prin determinarea parametrului scor de bioactivitate. Daca
scorul de bioactivitate este >0 compusul este activ, intre intervalul -5.0 — 0.0 compusul este
moderat activ, iar <-5.0 compusul este inactiv.

Evaluand afinitatea de legare de receptori pentru monoaminele GPCR, efectul de inhibare
sau activare 1, medicamentele antipsihotice sunt liganzi GPCR (agonisti, antagonisti, agonisti
inversi sau partial agonisti) [°8],

In Figura 5 de mai sus se observa ca cel mai eficient antipsihotic, cu scorul de bioactivitate
cel mai mare este clozapina.

Comparand rezultatele scorului de bioactivitate cu profilul de afinitate de legare de
receptori se poate concluziona ca, cel mai eficient antipsihotic este clozapina deoarece are scorul
de bioactivitate cel mai mare, care actioneaza asupra unui spectru larg de receptori GPCR:
dopaminergici, serotoninergici, muscarinici, adrenergici si histaminergici.

Aria suprafetei moleculare polare (TPSA) este suprafata moleculei care este ocupatd de
atomii polari si este un parametru care este corelat cu capacitatea unei molecule de a traversa
membranele biologice, cum ar fi bariera hematoencefalica, prin urmare permite predictia
proprietatilor de transport ale moleculelor si este legat de biodisponibilitatea medicamentului.
TPSA influenteaza viteza si cantitatea de substanta activa care este absorbita din medicament n
circulatia sistemica (5,

In Figura 6 sunt prezentate valorile TPSA pentru medicamentele antipsihotice investigate.
Se observa ca olanzapina prezintd valoarea cea mai mica, cea ce indica faptul cad aceastd molecula
are capacitatea cea mai buna de a traversa bariera hematoencefalicd, influentand

biodisponibilitatea si eficacitatea olanzapinei.

TPSA
70 64.17

45.83 48 47

50 4388 4nsa 4103

35.16

8.1

Figura 6. Aria suprafetei moleculare polare (TPSA) calculata
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3.3.3 Parametri cromatografici de lipofilicitate

Lipofilicitatea pentru medicamentele antipsihotice selectate a fost determinata din factorii
de retentie utilizand placi cromatografice cu diferite polaritati. Profilul de variatie al lipofilicitatii
(parametru R, Figura 7) pentru medicamentele antipsihotice selectate si anume haloperidol,
risperidona, aripiprazol, olanzapind si quetiapina au relevat o crestere liniard a lipofilicitdtii cu
cresterea componentei fractiei organice din compozitia fazei mobile. Medicamentele lipofile
traversarea barierei hematoencefalicd ceea ce le permite sa isi exercite efectul terapeutic, prin

urmare aceasta conditie este esentiala pentru medicamentele antipsihotice.

Rezultate Ry,

6
= F
: g Ii
- B N B
o 6 & AR s.
H O HH D OO P o
2 DT PT SV oF D7 o o\o“. SH” & 97 o S
ng" ng\' Q~:\, O C C Lo 6\ Q\ Q 0\ e;b !é
4

® Haloperidol m Risperidona Aripiprazol mOlanzapina m Quetiapina

Figura 7. Profil de lipofilicitate (parametru Rmy pentru medicamentele antipsihotice investigate
pe diferite tipuri de faze stationare (placi de silicagel modificat RP-18, CN, Diol si NH>) si
utilizand fractii diferite de acetronitril in compozitia fazei mobile

Valoarea medie a lipofilicitatii (parametri mRwm calculati ca si media aritmetica a valorilor
Rwm pentru diferite fractii ale constituentului organic din compozitia fazei mobile) este consideratd
ca releva mai bine profilul de lipofilicitate al compusilor dupa interactiunea cu diferite medii.

Profilul de lipofilicitate evaluat prin parametri Rwm calculati pentru medicamentele
antipsihotice selectate pentru fazele stationare investigate este redat in Figura 8, de mai jos. Se
poate observa cd medicamentele antipsihotice au un profil de lipofilicitate liniar Tn toate cazurile
si ca lipofilicitatea acestora este influentata de interactiunea cu faza stationara.

De exemplu, faza stationara RP-18 este o faza stationara nepolara foarte eficienta pentru
retinerea compusilor hidrofobi si lipofili datorita interactiunilor hidrofobe Y,

Medicamentele antipsihotice cu lipofilicitate ridicatd, ca de exemplu olanzapina exercitd

cea mai puternica retentie pe faza stationara RP-18 datorita interactiunilor hidrofobe.
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Parametrii de lipofilicitate
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Figura 8. Corelatii intre parametri de lipofilicitate determinati experimental si computational

pentru medicamentele antipsihotice selectate

Ca o caracteristica generald pentru toate antipsihoticele analizate, lipofilicitatea creste n
ordinea NHz, Diol, CN si RP-18. Exceptie se observa in cazul haloperidolului unde se observa
lipofilicitate similara pentru fazele stationare RP-18 si CN, respectiv pentru fazele stationare DIOL
s1 NHz.

Metodele computationale sunt instrumente utile pentru determinarea profilului de
lipofilicitate a compusilor analizati. Acuratetea rezultatelor determindrii este dependenta de
varietatea de algoritmi utilizati, iar acesti algoritmi pot sa prezinte limitdri Tn cazul determinarii
parametrilor de lipofilicitate pentru molecule complexe >73l In analiza efectuata, parametri de
lipofilicitate MilogP au fost calculati si un studiu de corelatii a fost intocmit pe baza valorilor
parametrilor de lipofilicate determinati experimental, computational si parametri de
biodisponibilitate pentru medicamentele antipsihotice investigate. Rezultatele acestor corelatii
sunt prezentate n tabelul 8.

O corelatie inversd semnificativd din punct de vedere statistic (r = -0.93) a fost observata
ntre aria suprafetei moleculare polare (TPSA) si parametri pentru inhibitori de kinaza, in timp ce
cu parametri pentru inhibitori de receptori nucleari s-a observat o corelatie directa, puternica pentru
toate medicamentele antipsihotice studiate.

O corelatie statistica semnificativa a fost dezvaluitd intre parametri de lipofilicitate

determinati experimental, MRwm, obtinuti pe fazele stationare modificate de RP-18, DIOL si CN, cu

un coeficient de corelatie de r > 0.91.
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Tabel 8. Corelatii intre lipofilicitate si diferiti parametri de biodisponibilitate determinati experimental pentru medicamentele antipsihotice
selectate (haloperidol, risperidona, aripiprazol, olanzapina si quetiapina). Valorile evidentiate indica o corelatie semnificativa din punct de

vedere statistic.

) Rwmo . T Liganzi Inhibitor Inhibitor
P mMRwm ) Modulatori Inhibitor de de de
.. o 1 MilogP | TPSA | GPCR | ai canalelor de n < .
biodisponibilitate ionice Kinazi receptori proteazi enzime
RP-18 DIOL CN NH, RP-18 | DIOL CN NH, nucleari

MRwre-18) 1.00 093 | 091 | -003 | -0.78 | 031 | -0.86 | -024 | -055 | -027 | -0.03 -0.60 0.59 -0.96 -0.89 -0.31
MR oiol) 0.93 100 | 099 | 0.13 | -0.76 | 057 | -0.75 | -0.04 | -040 | -052 | -0.25 -0.30 0.76 -0.96 -0.94 -0.21
MRwmcn) 0.91 099 | 1.00 | 016 | 069 | 064 | -0.68 | -0.01 | -035 | -047 | -0.26 -0.28 0.71 -0.96 -0.95 -0.15
MRunH2) -0.03 0.13 | 0.16 | 1.00 | 0.21 0.02 | -0.12 | 097 | -047 | -0.27 0.43 0.59 0.23 -0.06 0.12 0.83
Rutocre-1s) -0.78 076 | '69 0.21 100 | -0.15 | 0.84 | 0.36 0.43 0.64 0.36 0.35 -0.83 0.64 0.66 0.69
Rwowion) 0.31 0.57 | 0.64 | 002 | -0.15 1.00 | 0.12 | 0.02 0.46 -0.37 | -0.68 0.15 0.36 -0.52 -0.70 0.00
Rwoeny -0.86 075 |, '68 0.12 | 0.84 0.12 | 1.00 | 0.08 0.84 0.38 -0.19 0.45 -0.67 0.71 0.56 031
Rmonh2) -0.24 0.04 | ;)1 097 | 036 0.02 | 008 | 1.00 | -029 | -026 | 035 0.74 0.14 0.14 0.28 0.86
MilogP -0.55 040 | 3 s | 047 | 043 046 | 0.84 | -0.29 1.00 0.12 -0.65 0.26 -0.36 0.41 0.14 -0.15
TPSA -0.27 052 | ;‘7 027 | 064 | -037 | 038 | -026 | 0.12 1.00 0.58 -0.49 -0.93 0.24 0.33 0.24
GPCR -0.03 025 | 2 6| 043 | 036 | -0.68 | -0.19 | 035 -0.65 0.58 1.00 -0.22 -0.45 0.09 0.38 0.57
Modulatori canale -0.60 030 ol 059 | 035 | 015 | 045 | 074 | 026 | 049 | -022 1.00 0.18 0.50 0.44 0.47
ionice 0.28

Inhibitor kinazi 0.59 076 | 0.71 | 023 | -0.83 | 036 | -0.67 | 0.14 | -036 | -0.93 | -0.45 0.18 1.00 -0.55 -0.58 -0.32
Liganzi de receptori -0.96 -0.96 © | 006 | 064 | 052 | 071 | 0.14 | 041 024 | 0.09 0.50 0.55 1.00 0.95 0.16
nucleari 0.96
Inhibitori de proteaza -

-0.89 094 | (0o | 012 | 066 | -0.70 | 056 | 028 0.14 0.33 0.38 0.44 -0.58 0.95 1.00 0.32
Inhibitori de -
enzime -0.31 021 | s | 083 | 069 0.00 | 031 | 0.86 | -0.15 0.24 0.57 0.47 -0.32 0.16 032 1.00
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3.4 CONCLUZII

Profilul de afinitate de legarea de receptori atat al medicamentelor antipsihotice tipice cat
si al medicamentelor antipsihotice atipice este corelat cu eficacitatea si profilul de reactii adverse
al acestor medicamente.

Receptorii de dopamina si serotonind sunt principalii receptori cuplati cu proteina G
(GPCR) tintiti de medicamentele antipsihotice. Clozapina exercita cea mai puternica bioactivitate
asupra receptorilor cuplati cu proteina G (GPCR) dintre toate medicamentele antipsihotice
investigate.

Dintre parametri de biodisponibilitate investigati, aria suprafetei moleculare polare (TPSA)
este invers corelatd statistic cu scorul de bioactivitate al medicamentelor antipsihotice fata de
inhibitorii de kinaza, in timp ce scorul de bioactivitate al acestor medicamente este direct corelata
cu parametri pentru inhibitori de proteaza si liganzi ai receptorilor nucleari.

O corelatie statisticd semnificativa a fost dezvaluitd intre parametri de lipofilicitate
determinati experimental, MR, obtinuti pe fazele stationare modificate de RP-18, DIOL si CN, cu
un coeficient de corelatie de r > 0.91.

Activitatea fata de inhibitorii de enzime poate fi estimata prin parametri experimentali de
lipofilicitate, mRwm si Rmodeterminati pe faza stationara NHaz. Pe baza corelatiilor efectuate se poate
concluziona ca parametri de lipofilicitate calculati pe diferite tipuri de faze stationare sunt

instrumente utile pentru predictia bioactivitatii medicamentelor antipsihotice.

CAPITOLUL 4. IDENTIFICAREA SI EVALUAREA ACTIUNII ANTIPSIHOTICE A
PRINCIPIILOR ACTIVE DIN PLANTE

Exista o tendintd crescutd de cercetare stiintificd a principiilor active din plante pentru
tratamentul afectiunilor psihice. Printre aceste afectiuni psihice, schizofrenia este un subiect de
interes major datoritd nevoii de tratamente eficiente, cu mai putine efecte secundare comparativ
cu medicamentele antipsihotice existente si cresterea compliantei pacientului la tratament.

Utilizarea plantelor medicinale s-a realizat cu succes de-a lungul istoriei Tn medicina
traditionala, datoritd proprietatilor terapeutice ale acestora. Extracte din diferite plante medicinale
sunt utilizate in mod obisnuit in medicina traditionala, fie singure, fie Tn asociere cu medicamente,
dar activitatea biologica a acestor extracte din plante a fost evaluatd doar pentru putine din aceasta

categorie. Pe langa efectul terapeutic al acestor principii active, similar celorlalte alternative
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terapeutice si extractele naturale pot sa prezinte efecte adverse care trebuie evaluate si luate in
considerare B4,

Capitolul de fata isi propune sa evalueze actiunea antipsihotica a principiilor active din
plante, Th mai multe etape, astfel:

» Cercetarea publicatiilor din baze de date pentru a identifica plante cu actiune antipsihotica.

» Colectarea datelor sub forma tabelara privind specia, familia, organul vegetativ utilizat,
principiile active din planta responsabile pentru efectul farmacologic si clasa chimica din
care apartine principiul activ cu actiune antipsihotica identificat.

» Clasificarea principiilor active cu actiune antipsihotica identificate

» Determinarea bioactivitatii principiilor active identificate pe baza structurii chimice a
acestora si utilizand aplicatia software molinspiration cheminformatics

» Evaluarea rezultatelor

» Determinarea similitudinii intre activitatea biologica a medicamentelor antispihotice si
principii active din plante cu actiune antipsihotica.

Scopul acestui studiu este obtinerea unei imagini de ansamblu asupra plantelor medicinale
cu actiune antipsihotica, clasele chimice de principii active cele mai importante pentru activitatea
antipsihotica, determinarea scorului de bioactivitate si realizarea unei evaluari a principiilor active
cu scorul de bioactivitate cel mai mare. Dintre principiile active cu scorul de bioactivitate cel mai
mare, se vor selecta principiile active care sunt disponibile In Romania si pentru acestea se vor
discuta corelatii cu rezultatele activitatii biologice ale medicamentelor antipsihotice, cu scopul de
a identifica potentiali compusi cu activitate antipsihoticd. Obiectivul este selectarea de principii
active cu potential terapeutic care ar putea fi asociate tratamentului cu medicamentele

antipsihotice.

4.1 IDENTIFICAREA PRINCIPIILOR ACTIVE DIN PLANTE CU ACTIUNE
ANTIPSIHOTICA

In vederea identificarii principiilor active din plante cu actiune antipsihotici, am efectuat
un studiu al literaturii de specialitate pentru a identifica plantele cu actiune antipsihotica, iar pentru
plantele identificate, investigarea principiilor active responsabile pentru efectul terapeutic.

Au fost identificate 78 de principii active cu actiune antipsihoticd, cele mai frecvente fiind
quercetina si rutinul. Frecventa ridicata a quercetinului si a rutinului in studiul plantelor medicinale
cu actiune antipsihoticad subliniaza importanta acestor principii active in tratamentul afectiunilor

psihice.
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Majoritatea principiilor active cu actiune antipsihotica identificate apartin claselor chimice
ale flavonoidelor, alcaloizilor, terpenelor, lignanilor si acizilor fenolici. Aceste date sugereaza

rolul esential al acestor clase chimice in studiul activitatii antipsihotice a plantelor medicinale.

4.2 DETERMINAREA BIOACTIVITATII PRINCIPIILOR ACTIVE DIN PLANTE

Determinarea bioactivitatii principiilor active s-a realizat in acelasi mod ca si in cazul
medicamentelor antipsihotice. Tn capitolele anterioare s-a observat rolul crucial pe care 1l are
varietatea structurii chimice ale medicamentelor antipsihotice in interactiunea cu receptorii
neurotransmitatorilor si efectul terapeutic.

Pe baza structurii chimice a principiului activ si cu ajutorul aplicatiei Software
molinspiration cheminformatics s-a calculat bioactivitatea fatd de receptori umani comuni cum ar
fi: liganzi GPCR, modulatori al canalelor ionice, inhibitori de kinaza, liganzi ai receptorilor
nucleari, inhibitori de proteaza si inhibitori de enzima.

S-a determinat bioactivitatea pentru 38 de principii active. Rezultatele se regasesc in

tabelul 12, de mai jos:

Tabel 12. Rezultatele bioactivitatii unor principii active

NF. Modulatori
Principiu activ Liganzi ai Inhibitori Liganzi ai | Inhibitori | Inhibitori
ort GPCR canalelor | de kinaza | receptorilor de de
ionice nucleari proteaza enzima
1 | bufanidrina [4] 0.36 0.08 -0.27 -0.13 -0.15 0.32
2 | bufanamina ["4] 0.49 0.28 -0.31 -0.08 0.06 0.33
3 | quercetina /47 -0.06 -0.19 0.28 0.36 -0.25 0.28
4 | rutinul [95: 1081 -0.05 -0.52 -0.14 -0.23 -0.07 0.12
5 | rezerpina [477] 0.1 -0.36 -0.39 -0.36 -0.02 -0.21
6 | yohimbina [/477] 0.47 0.36 -0.14 -0.03 0.11 0.16
7 | scopoletina [*31 -1 -0.65 -0.95 -0.81 -1.16 -0.24
8 | xysmalorina ["4] -0.43 -1.38 -1.2 -0.72 -0.35 -0.24
9 | uzarina ' -0.38 -1.17 -1.08 -0.79 -0.28 -0.23
10 | bergenina ["478l 0.06 -0.09 -0.09 -0.08 -0.14 0.35
11 | acid galic 1% -0.77 -0.26 -0.88 -0.52 -0.94 -0.17
12 | linalool [74:82] -0.73 0.07 -1.26 -0.06 -0.94 0.07
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Modulatori

Nr Principiu activ Liganzi ai Inhibitori Liganz? ai | Inhibitori | Inhibitori
ort GPCR | canalelor | de kinaza | receptorilor de de
ionice nucleari proteazi | enzima
13 | izoramnetina [°> 1071081 | g 11 -0.27 0.21 0.27 -0.27 0.2
14 | (S)-naringenin [48586] 0.03 -0.2 -0.26 0.42 -0.12 0.21
15 | piperina [137:138] 0.15 -0.18 -0.13 -0.13 0.1 0.04
16 | scopolamina [4:%1] 0.58 0.23 0.06 0.11 0.28 0.35
17 | p—asarona [®> %] -0.71 -0.43 -0.72 -0.47 -0.97 -0.39
18 | egelina [%:%€1 0.21 0.24 -0.25 -0.18 -0.09 0.11
19 | marmelina [>9I 0.16 -0.14 -0.28 0.15 -0.05 0.13
A9-tetrahidrocanabinol
20 | 45,105, 106] 0.61 -0.03 -0.31 0.6 -0.04 0.51
21 canabidiol 0.35 -0.14 -0.48 0.38 -0.19 0.33
[95, 105, 106]
22 | bilobalide (2] 0.75 0.11 -0.23 0.35 0.45 0.23
23 | ginkgolide [*21] 1.15 0.07 -0.29 0.14 0.34 0.35
24 | hipericina (124 1251 -0.01 -0.23 0.1 0.19 -0.08 0.1
25 | crisin (5% -0.11 -0.08 0.15 0.3 -0.3 0.26
26 | salidrozida [140:141] 0.35 0.29 0.13 0.06 0.19 0.59
27 | catechina (1421 0.41 0.14 0.09 0.6 0.26 0.47
28 | berberina [145146] -0.11 0.71 -0.27 -0.78 -0.35 0.82
29 | magnoflorina [145:146] 0.37 0.78 -0.2 -0.26 -0.19 0.26
30 | valerenol (1471481 -0.03 0.04 -0.89 0.57 -0.37 0.44
31 | witanolide [*50:151] 0.05 0.3 -0.5 0.73 0.16 1.07
32 | jujubozida % -3.65 -3.76 -3.81 -3.73 -3.59 -3.6
33 | spinosina (152 0.04 -0.45 -0.11 -0.13 -0.01 0.19
34 | izoliquiritina [*5 0.03 -0.32 -0.39 0.32 -0.21 0.17
35 | glicirizina 54 -1.78 -3.09 -3.09 -2.36 -1.26 -1.9
36 | apigenina [484] -0.07 -0.09 0.18 0.34 -0.25 0.26
37 | acid carnosic (18l 0.41 0.24 -0.24 0.72 -0.01 0.32
38 | acid rozmarinic [*5¢! 0.17 -0.08 -0.18 0.57 0.15 0.24
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Criteriul de acceptanta este reprezentat prin determinarea parametrului scor de bioactivitate. Daca
scorul de bioactivitate este >0 compusul este activ, intre intervalul -5.0 — 0.0 compusul este
moderat activ, iar <-5.0 compusul este inactiv.

Pentru a evalua actiunea antipsihotica a principiilor active este necesar sa interpretam
rezultatele determinarii bioactivitatii si anume a scorului de bioactivitate calculat fatd de receptorii
si liganzii cei mai importanti.

Analizand rezultatele scorului de bioactivate ale principiilor active investigate, se constata ca
toti acesti compusi au activitate moderat activa sau foarte activa fata de toate tipurile de liganzi si

modulatori investigati.
4.3 EVALUAREA ACTIUNII ANTIPSIHOTICE A PRINCIPIILOR ACTIVE

Tn mod similar cu analiza bioactivitatii medicamentelor antipsihotice fata de liganzi GPCR,
considerati principalul target pentru majoritatea medicamentelor antipsihotice, am reprezentat
grafic bioactivitatea principiilor active fata de receptorii GPCR, Figura 10.

Rezultatele obtinute conform scorului de bioactivitate indica cd toate principiile active cu actiune
antipsihotica identificate sunt compusi moderat activi sau foarte activi, astfel:
v" 18 compusi moderati activi, cu valori ale scorului de bioactivitate intre -3,65 si 0.00

v' 22 compusi foarte activi, cu valori ale scorului de bioactivitate mai mare de 0.00

Bioactivitatea principiilor active fata de receptori GPCR
25

23
20
15
10 10
5
1 0 1
( —— —

[-3.65,-2.85]  (-2.85,-2.05]  (-2.05,-1.25]  (-1.25,-0.45]  (-0.45,0.35]  (0.35,1.15]

ol

Figura 10. Bioactivitatea principiilor active fata de receptorii GPCR

Dintre principiile active cu actiune antipsihotica identificata, au fost selectate cele cu cel
mai mare scor de bioativitate, reprezentate de 12 compusi cu valori ale scorului de bioactivitate
cuprinse intre 0.17 si 1.15 si reprezentati in Figura 11. Se vor evalua compusii cu scorul de

bioactivitate cel mai mare si care apartin plantelor medicinale disponibile si in Roméania.
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In Figura 11- Evaluare bioactivitate compusi foarte activi am reprezentat top 12 compusi

cu scorul de bioactivitate cel mai mare fata de receptorii GPCR.

Evaluare bioactivitate compusi foarte activi

salidrozida mS———— (.35
acid rozmarinic s 0.17

acid carnosic mEEEEE—————— (.41

magnoflorina T (.37
catechina meeEEs—————— 0.41
ginkgolide mEEEETEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES—— .15
bilobalide m—————————————— (.75

A9-tetrahidrocannabinol mEEEEssssss————— 0.61

Principii active

scopolamina eSS (.58
yohimbina me———— (.47
bufanamina EEE———— (.49
bufanidrina  m———— 0.36

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14

Scor de bioactivitate

Figura 11. Evaluare bioactivitate compusi foarte activi

Criteriul de acceptanta este reprezentat prin determinarea parametrului scor de
bioactivitate. Daca scorul de bioactivitate este >0 compusul este activ, intre intervalul -5.0 — 0.0
compusul este moderat activ, iar <-5.0 compusul este inactive.

Analizand cei 12 compusi foarte activi, cu cel mai ridicat scor de bioactivitate, s-a constatat
ca cele mai promitatoare plante medicinale cu actiune antipsihotica si care sunt totodata disponibile
si in Romania sunt Ginkgo biloba (cu principiile active ginkgolide, bilobalide) si Rosmarinus
officinalis (cu principiile active acid rozmarinic, acid carnosic).

Ginkgo Biloba este cunoscuti pentru proprietitile sale antioxidante si neuroprotective 121,

iar Rosmarinus officinalis este utilizata in special pentru proprietitile sale antiinflamatoare °8],

4.4 ANALIZA SIMILITUDINII INTRE ACTIVITATEA BIOLOGICA A
MEDICAMENTELOR ANTIPSIHOTICE SI A PRINCIPII ACTIVE DIN PLANTE

Dintre principiile active cu actiune antipsihotica au fost selectate principiile active cu
scorul de activitate cel mai mare si care sunt prezente in plante disponibile si in Romania si anume

Ginkgo biloba si Rosmarinus officinalis.
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In Figura 12 de mai jos este reprezentat scorul de bioactivitate pentru medicamentele

antipsihotice investigate si principiile active care prezintd scorul de bioactivitate cel mai mare si

care se gasesc 1n plante disponibile si Tn Romania.

ARIPIPRAZOL ]|
ZIPRASIDONA |
LOXAPINA |
QUETIAPINA |
OLANZAPINA |
CLOZAPINA |
PIMOZID |
HALOPERIDOL |

TIOTIXEN

actiune antipsihotica

ACID ROZMARINIC

Medicamente si principii active cu

CLORPROMAZINA |

ACID CARNOSIC |
GINKGOLIDE
BILOBALIDE

0.11
0.17
0.17
0.22
0.17
0.33
0.3
0.3
0.13
0.14
0.17
0.41
1.15
0.75 \
Scor de bioactivitate

Figura 12. Evaluare bioactivitate medicamente antipsihotice si principii active din plante

Se constata ca aceste principii active prezinta scor de bioactivitate mai mare decat al

medicamentelor antipsihotice autorizate, prin urmare pot fi luate in considerare pentru integrarea

in tratamentul antipsihotic.

CAPITOLUL 5. METODE NOI PENTRU DETERMINAREA RAPIDA SI SIMULTANA
A MEDICAMENTELOR ADRENERGICE INTERZISE TN SPORT [164]

5.1 INTRODUCERE

Scopul principal al acestui studiu este dezvoltarea unui protocol pentru determinarea rapida

a unor medicamente adrenergice, interzise pentru consum de catre sportivii de performanta,

utilizand metoda cromatografica pe strat subtire cuplatd cu diferite metode de detectie si procesare

a imaginii.

5.2.2 Conditii cromatografice

5.2 MATERIALE SI METODE

Separarea fenoterolului, procaterolului, terbutalinei si izoprenalinei s-a realizat pe placi de

inalta performanta HPTLC Silica gel 60 F2s45s (20 cm x 10 cm) si amestec de alcool izopropilic,
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acetat de etil si amoniac in proportii variabile (10:10:5 v/v/v/; 10:20:5 v/v/v/; 20:10:5; 20:25:5
VIVIV si 20:25:1.5 v/v/v) ca si fazd mobila. In fiecare caz, inainte de procedura de developare a
placii, camera cromatograficd a fost saturatd de vapori ale amestecului de solventi timp de 15

minute.

5.2.4 Validarea metodei HPTLC-IA
Metoda propusda a fost validata confom ghidurilor ICH (ICH Harmonized Tripartite
Guideline: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology, Q2(R1), ICH, Geneva,

Switzerland, 2005, http://www.ich.org). Parametri critici ai metodei validati au fost domeniul de

liniaritate, acuratetea, precizia, limita de detectie si limita de cuantificare. Specificitatea metodei a
fost evaluatd prin determinarea medicamentelor selectate (fenoterol, procaterol, clenbuterol,

terbutalind si izoprenalind) din probe de urina.

5.3 REZULTATE SI DISCUTII

5.3.1 Dezvoltarea si optimizarea separarii HPTLC

Diferiti parametri cum ar fi compozitia fazei mobile, modurile de detectie si culoarea scalei
pentru procesarea imaginii au fost investigati pentru a obtine rezultate satisfacdtoare pentru analiza
simultand a medicamentelor selectate.

Pentru compozitia fazei mobile s-au selectat compusi ecologici, conform filozofiei verzi
(reutilizare, inlocuire, reducere) a ghidului GlaxoSmithKline (GSK) privind durabilitatea
solventului. Amestec de alcool izopropilic, acetat de etil si amoniac in rapoarte variabile (10:10:5
v/viv/; 10:20:5 v/v/iv/; 20:10:5; 20:25:5 v/v/v si 20:25:1.5 v/v/v) au fost testate pentru separarea
eficientd a medicamentelor selectate. Teste preliminare ale amestecului alcool izopropilic si acetat
de etil au dezvaluit capacitatea de a separa medicamentele analizate mai bine sub forma de dungi
decat sub forma de spoturi. Considerand grupdrile de baza din structura medicamentelor analizate
adaugarea de amoniac la compozitia fazei mobile a optimizat procedura de separare.

Alcool izopropilic — acetat de etil - amoniac (25%) in proportii de 20: 25: 1.5 (v/v/v) a
condus la separarea optimd a compusilor de analizat, cu valori satisfacatoare ale timpilor de
retentie: Rf (fenoterol) = 0.61+0.03; Rr (procaterol) = 0.29+0.04; R¢ (clenbuterol) = 0.40+0.02; Rf
(terbutalina) = 0.16+0.01; Rt (izoprenalind) = 0.09+0.03.

5.3.2 Selectarea parametrilor pentru analiza HPTLC
Pentru procedura de detectie, placile cromatografice au fost mai intai vizualizate Tn UV la
lungimea de unda de 254nm si 366nm, iar imaginile obtinute au fost ulterior deschise cu software-

ul ImageDecipher-TLC, iar intensitatile de culoare a spoturilor au fost convertite in semnale
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analitice sub forma de arie a picului, utilizand selectia de scali gri, verde, rosie si albastra. Tn aceste

conditii doar clenbuterolul si procaterolul au fost detectate (Figura 13). Tn ambele cazuri, valorile

cele mai mari pentru aria spotului s-au obtinut prin selectia scalei verzi.

(©)- scald verde

(©)-1scal¥ rosie

®-" mod inversat ) scal¥ verde

© & '- B

(c)-scald rosie

®)- mod inversat

Vscald verde

»
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' 1 ) 4 s
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(2)

© scald verde

Figura 13. Imaginea placilor cromatografice dupa separarea compusilor de analizat utilizand
diferite moduri de detectie si diferire scale de culoare pentru procesarea imaginii: (A) - UV
254nm; (B) - UV 366nm; (C) - Imersia n solutic DPPHe; (D) - Imersia in solutie ABTS+s; (a) —
imagine RGB; (b) — imagine in mod inversat; (c) — culoarea scalei pentru procesarea imaginii (1-
fenoterol; 2 — procaterol; 3 — clenbuterol; 4 — terbutalina; 5 — izoprenalina).
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Utilizdnd solutiile de radicali DPPHe si ABTS+e ca si reactanti de detectie, au fost
detectate patru dintre medicamentele analizate (fenoterol, procaterol, terbutalina si izoprenalina).
Prin acest mod de abordare, placile cromatografice developate sunt imersate in solutiile cu radicali,
iar compusii cu capacitatea de a capta radicali apar ca spoturi alb-galbui, prin decolorarea culorii
violete a reactivului DPPHe si ca si spoturi albe prin decolorarea culorii verzi a reactivului
ABTS+e. Interesant de remarcat este faptul cd medicamentele fenoterol si terbutalina sufera proces
de degradare oxidativd cu ABTS+e, rezultdind compusi de culoare galben intens. Variatia
contrastului, procedura inversa si selectia diferitelor scale de culori au fost utilizate pentru

prelucrarea imaginii RGB si separarea compusilor de analizat (Figura 13).

5.3.3 Validarea metodei HPTLC-IA dezvoltate

Pentru toate medicamentele analizate s-a observat o dependenta liniara buna intre aria
spotului si concentratia medicamentului (coeficientul de determinare mai mare decat 0.9982. R? =
0.9996 pentru fenoterol, R? =0.9988 pentru procaterol, R? = 0.9992 pentru clenbuterol R? = 0.9982
pentru terbutalini, R? = 0.9997 pentru izoprenalini).

In conditiile cromatografice selectate, fenoterolul a prezentat un interval liniar intre 0.20—
1.80 pg/ spot, procaterolul de la 0.40 la 1.60 pg/spot, clenbuterol de la 0.40 la 2.50 pg/spot,
terbutalina de la 0.40 la 1.80 pg/spot si izoprenalina intre 0.08—1.60 pg/spot).

Cea mai mica limitd de detectie (LOD) s-a obtinut la utilizarea reactivului ABTS+e si
selectarea scalei rosii pentru fenoterol (LOD = 0.07+0.03 pg/spot), procaterol (LOD = 0.09+ 0.03
ug/spot) si terbutalina (LOD = 0.10 + 0.04 ng/ spot), in timp ce utilizarea reactivului DPPHe si a
scalei verzi a dus la obtinerea celei mai mici limite de detectie pentru izoprenalina (LOD = 0.06+
0.02 pg/spot).

Cele mai bune rezultate pentru clenbuterol (detectat doar in UV, la 254 nm) s-au obtinut
prin selectia scalei verzi (LOD = 0.22+ 0.06 pg/spot).

Acuratetea metodei a fost evaluatd prin determinarea cantitdtii de medicament din
amestecul standard de solutie preparat la trei nivele de concentratii pentru toate medicamentele
analizate (0.50 pg/spot; 1.00 pg/spot; 1.50 pg/spot). S-au obtinut parametri de recuperare
corespunzatori, intre 92,16% si 104,10% pentru medicamentele separate din amestecul de solutie
standard.

Rezultatele obtinute pentru precizia metodei si precizia intermediard exprimate prin
coeficientul de variatie (CV, %) a ariei picului, au fost intre 0.62% si 1.46% 1n fiecare caz, indicand
o precizie buna in conditiile cromatografice selectate. (Valori mai mici decat 3% sunt acceptate

conform metodologiei din ghidul ICH).
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Specificitatea metodei a fost determinatd in relatie cu interferentele altor compusi din
esantioanele de urind. Specificitatea metodei pentru fenoterol, procaterol, clenbuterol si terbutalina
a fost confirmata printr-o rezolutie buna a separarii si fard interferente de la constituentii din urina.
In schimb pentru izoprenalini au existat interferente cu constituentii din urind pentru ambele
moduri de detectie, DPPHe si respectiv ABTS+e. Prin urmare acuratetea metodei a fost evaluata
pentru fenoterol, procaterol, clenbuterol si terbutalina prin analiza probelor de urina cu cantitati
cunoscute de medicament, la doua nivele de concentratie (0.50 pg/spot si 1.00 pg/spot).

Pentru metoda nou dezvoltata, studiul efectului de matrice si testul de recuperare pe probe
reale s-a realizat prin adaugarea de amestecuri standard adecvate de fenoterol, procaterol,
clenbuterol si terbutalina in probele de urina. Efectul de matrice a fost investigat prin compararea
ariei spotului pentru proba de urind cu amestecuri standard adaugate de fenoterol, procaterol,
clenbuterol si terbutalina cu aria spotului pentru solutia standard preparata la cele doud nivele de
concentratie (0.50 pg/spot si 1.00 pg/spot) pentru 6 spoturi replicate pentru fiecare concentratie.
Rezultatele au relevat faptul ca efectul de matrice in urina este neglijabil dupa doua dilutii repetate
ale probelor de urind. Rezultatele parametrilor de recuperare au fost intre 93% si 108%, metoda
indicand o acuratete buna pentru determinarea din urind a medicamentelor fenoterol, procaterol,

clenbuterol si terbutalina.

5.4 CONCLUZII

O noua metodda HPTLC, ecologica, care combind mai multe moduri de detectie cu analiza
imaginii prin selectia diferitelor scale de culori a fost propusa pentru determinarea simultana a
medicamentelor, fenoterol, procaterol, clenbuterol, terbutalind si izoprenalina.

Toti parametri de validare a metodei au fost corespunzatori si au ardtat ca metoda nou
dezvoltata este exacta si precisa pentru determinarea tuturor medicamentelor analizate.

Utilizarea solutiei de reactiv ABTS+- si a scalei rosii pentru procesarea imaginii a dus la
obtinerea celor mai bune rezultate pentru fenoterol (LOD = 0.07£0.03 pg/spot), procaterol (LOD
=0.09£0.03 pg/spot) si terbutalind (LOD = 0.1040.04 pg/spot), in timp de utilizarea reactivului
DPPH?e si a scalei verzi pentru procesarea imaginii a dus la obtinerea celor mai bune limite de
detectie pentru izoprenalind (LOD = 0.06+0.02 pg/spot).

Specificitatea si acuratetea metodei noi dezvoltate a fost doveditd prin determinarea
medicamentelor fenoterol, procaterol, clenbuterol si terbutalind din probe de urina.

Aceastd metodd nou dezvoltata ofera rezultate fiabile si precise, prin urmare se poate

concluziona cd poate sa fie o parte integranta a analizelor medicamentelor si a testarilor antidoping.
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CONCLUZII GENERALE

Medicamentele isi exercita bioactivitatea prin modularea unor receptori specifici din creier,
precum receptorii dopaminergici si serotoninergici. Medicamentele antipsihotice tipice blocheaza
in principal receptorii dopaminergici, D2. Medicamentele antipsihotice atipice actioneazd mai
selectiv asupra receptorilor si tintesc mai multi receptori inclusiv receptorii dopaminergici D> si
receptorii serotoninergici.

Aceasta diversitate 1n afinitatea de legare de receptori contribuie la efectul terapeutic si
profilul de efecte adverse.

Receptorii de dopamina si serotonind sunt principalii receptori cuplati cu proteina G
(GPCR) tintiti de medicamentele antipsihotice. Clozapina exercita cea mai puternica bioactivitate
asupra receptorilor cuplati cu proteina G (GPCR) dintre toate medicamentele antipsihotice
investigate.

Dintre parametri de biodisponibilitate investigati, aria suprafetei moleculare polare (TPSA)
este invers corelatd statistic cu scorul de bioactivitate al medicamentelor antipsihotice fata de
inhibitorii de kinaza, in timp ce scorul de bioactivitate al acestor medicamente este direct corelat
cu parametri pentru inhibitori de proteaza si liganzi ai receptorilor nucleari.

Corelatii statistice semnificative au fost dezvaluite intre parametri experimentali pentru
lipofilicitate, mRwm obtinuti pe faze stationare modificate de RP-18, DIOL si CN. Pe baza
corelatiilor semnificative ale acestor parametri experimentali cu liganzii de receptori nucleari si
inhibitori de proteaza, se constata ca lipofilicitatea determinata experimental pe diferite tipuri de
faze stationare este relevanta pentru predictia actiunii acestor medicamente antipsihotice.

Activitatea fatd de inhibitorii de enzime poate fi estimata prin parametri experimentali de
lipofilicitate, mRwm si Rmodeterminati pe faza stationarda NH». Pe baza corelatiilor efectuate se poate
concluziona ca parametri de lipofilicitate calculati pe diferite tipuri de faze stationare sunt
instrumente utile pentru predictia bioactivitdtii medicamentelor antipsihotice.

Au fost identificate 78 de principii active cu actiune antipsihoticd, cele mai frecvente fiind
quercetina si rutinul. Pentru a evalua principalele clase chimice de principii active esentiale pentru
efectul antipsihotic, acestea au fost grupate pe clase chimice. Pe baza evaluarii efectuate se poate
concluziona ca majoritatea principiilor active cu actiune antipsihoticd apartin claselor chimice
flavonoide, alcaloizi, terpene, lignani si acizi fenolici.

Dintre principiile active cu actiune antipsihotica, scor de bioactivitate ridicat si care se
regdsesc in plante disponibile in Romania, au fost identificate doua plante medicinale si anume

Ginkgo biloba si Rosmarinus officinalis.
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Pe baza evaluarii datelor din literatura privind mecanismelor de actiune antipsihotica a
Ginkgo Biloba, Rozmarinus officialis, a bioactivitatii calculate pentru principiile active cu actiune
antipsihotica si evaluate comparativ cu profilul de legare de receptori si activitate biologica a
medicamentelor antispihotice selectate, se poate concluziona ca aceste principii active au un
potential promitdtor in tratamentul schizofreniei.

Ginkgo Biloba, prin principiile active, bilobalide, ginkgolide prezinta efect antioxidant,
prin activitate neuroprotectoare si care suplimenteaza activitatea antipsihoticad prin modularea
receptorilor dopaminergici, corelat cu scorul de bioactivitate ridicat, prezinta potential terapeutic
atat ca si tratamentul adjuvant asociat medicamentelor antipsihotice, cat si Tn monoterapie pentru
ameliorarea simptomelor schizofreniei.

Rozmarinus officialis prin principiile active cu actiune antipsihotica acid carnosic si acid
rozmarinic, datorita efectelor neuroprotectoare, psihostimulante, antidepresive si a scorului de
bioactivitate ridicat, sugerecaza ca rozmarinul se poate utiliza ca tratament adjuvant
medicamentelor antipsihotice pentru ameliorarea simptomelor schizofreniei si de asemenea pentru
reducerea efectelor adverse ale medicamentelor antipsihotice.

Rezultatele obtinute din studiul principiilor active cu actiune antipsihotica vor servi drept
instrumente utile pentru continuarea cercetarii in vederea determinarii efectului antipsihotic al
plantelor medicinale Ginkgo Biloba, Rozmarinus officialis si a medicamentelor antipsihotice.

O noud metoda HPTLC, ecologica, care combina mai multe moduri de detectie cu analiza
imaginii prin selectia diferitelor scale de culori a fost propusa pentru determinarea simultand a
medicamentelor, fenoterol, procaterol, clenbuterol, terbutalind si izoprenalina.

S-a obtinut 0 separare buna a medicamentelor analizate pe placi HPTLC Silicagel 60F 254s
utilizand ca si fazd mobild amestec de alcool izopropilic, acetat de etil si amoniac 20:25:1,5 (v/v/v).
Cu exceptia clenbuterolului (care a fost detectat numai in modul UV la lungimea de unda de 254
nm), medicamentele analizate au prezentat rezultate bune atat la reactia cu reactivii DPPHe, cat si
cu ABTS+e. Parametri de performanta ai metodei aratd ca metoda dezvoltata este exacta si precisa
pentru cuantificarea tuturor medicamentelor analizate.

Specificitatea si acuratetea metodei noi dezvoltate a fost doveditd prin determinarea
medicamentelor fenoterol, procaterol, clenbuterol si terbutalind din probe de urina.

Aceastd metoda nou dezvoltatd ofera rezultate fiabile si precise, prin urmare se poate

concluziona ca poate sa fie o parte integranta a analizelor medicamentelor si a testarilor antidoping.
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