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Objective: The main goal of our review is to determine the importance of 
Pharmaceutical Care through pharmacoepidemiological studies.
Methods: This is an observational, descriptive, retrospective and length-
wise review.
Results: Pharmacoepidimiological studies specify and quantify the Drug 
Therapy Problems (DTP). The solution of DTPs is the main responsibili-
ty of the Pharmaceutical Care practitioner. Besides the qualitative results, 
pharmacoepidemiological studies provide the economic benefit of the im-
plementation of Pharmaceutical Care.
Conclusion: Pharmaceutical Care supported by and at the same time con-
tributing to the development of pharmacoepidemiological studies, leads to 
an improvement in the provision of quality health services and significant 
savings in care costs but still more research projects should be conducted 
to support this result.

ABSTRACT

Introduction

Pharmaceutical Care (PhC) is an additional personalized health service that com-
plements primary care, expanding the range of healthcare services provided by 
qualified professional pharmacists (Pharmaceutical Care practitioners) within 
the pharmacy area.1 PhC practitioner focuses on the pharmacotherapy of the pa-
tient using evidence-based scientific knowledge.2,3 More precisely, the purpose 
of the PhC’s service is to identify, resolve and predict Drug Therapy Problems 
(DTPs).4 The DTP is any adverse event experienced by the patient that is possi-
ble to be related to his pharmacotherapy and prevents the achievement of the 
desired treatment goals.1 DTPs represent the major responsibility of the PhC.5,6

DTPs are categorized in a way to help the PhC practitioner identify and resolve 
them. The categories of DTPs are the following: 1,6

1) Therapeutic Indication. This category includes either the use of drugs by the 
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patient although there is no clinical indication, e.g. use 
of antibiotics for a viral infection, or the no usage of 
medication by the patient while there is a clinical indi-
cation, e.g. hypertensive patients not taking antihyper-
tensive treatment. 

2) Therapeutic Effectiveness. It refers to the qualita-
tive ineffectiveness of a drug, e.g. a patient uses tablets 
although having swallowing difficulties, or quantitative 
ineffectiveness, e.g. a patient taking a lower dose of the 
drug than the recommended one.

3) Therapeutic Safety. The case where the drug is 
unsafe for qualitative reasons e.g. causes a headache, 
which is not dose-related, or for quantitative reasons, 
e.g. the dose of the drug is higher than the recommend-
ed ones.

4) Therapeutic Adherence. When the patient is not 
able to understand, remember or be able to take or he/
she does not prefer the medicines that have been rec-
ommended for him/her.

The PhC process includes clear, measurable and 
achievable goals in a specific period.7

The main goal of the PhC is to improve the quality of 
patients’ life by achieving specific results, such as treat-
ing the disease, stopping or delaying the pathological 
process, eliminating or reducing the symptoms of the 
patient and finally preventing a disease or its symp-
tomatology.1,8

Pharmacoepidemiological studies (PES), on the 
other hand, are the studies considering the use, and 
the effects, of drugs and other medical devices in the 
population. PES use the methods of epidemiology to 
study the content area of clinical pharmacology. Fur-
thermore, PES explore the frequency of adverse drug 
reactions, so they can contribute to the scientific infor-
mation about drug safety and effectiveness that is not 
available from premarketing studies,9 thus permitting 
a better assessment of the risk/benefit balance. 10

The main goal of our review is to determine the im-
portance of Pharmaceutical Care (PhC) through Phar-
macoepidemiological studies (PES).

Methods

This is an observational, descriptive and retro-
spective review of the literature. The information 

is collected from existing scientific papers or data-
bases. An English-language search was performed 
on online databases such as PubMed, Scopus and 
google scholar. The following keywords were used: 
“pharmaceutical care”, “pharmacoepidemiological 
studies”, “drug therapy problems”, “drug-related 
problems”, “adverse drug reactions”, “pharmaceu-
tical care service”, “pharmaceutical care practice”, 
“pharmaceutical care practitioner”.

Results 

The recent bibliography focused on PhC through 
PES were analyzed. We have categorized the re-
sults into two different groups:

A.	 Pharmacoepidemiological studies with a 
high impact mainly on Drug Therapy Problems.

The PhC service can be described as the practi-
cal implementation of well-justified clinical phar-
macology in primary care, to ensure the efficacy 
and safety of the pharmacotherapy for the patient. 
4,11 The identification, resolution and prediction 
of DTPs are included among the goals of the PhC 
service. Besides the enormous impact of DTPs 
on the quality of the life of the patients, they are 
also strongly associated with an increased cost of 
treatment, morbidity and mortality of patients.4,11

PES that present and measure DTPs can show 
the potential quality results of improving the PhC 
service – such as resolving and predicting contra-
indications, duplications, prescription errors, in-
teractions, inappropriate medication, etc.11

The DTPs are counted among the most import-
ant causes of illness and mortality and are also im-
plicated in 3-9% of hospital admissions. However, 
nearly more than 50% of DTPs have been judged 
as preventable and show us the potential improve-
ment the PhC service can offer to the patient.12 

Additionally, studies in Europe show that 17% 
of patients use inappropriate medication with 
the most frequent group being the NSAIDs (7%) 
and the long-acting benzodiazepines (5%).13,14,15,16 
In this field the role of the PhC practitioner is to 
identify, resolve and predict those DTPs regarding 
indication, efficacy, safety and adherence.
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In a large proportion of patients (almost 60%) 
at least one potential drug interaction has been 
identified and half of them were classified as “ma-
jor”.17,18,19 Drug interactions, based on classifica-
tion, are effectiveness DTP (e.g. fluoroquinolones 
combined with hypoglycemic affect blood glucose 
levels) or safety DTP (e.g. enoxaparin combined 
with NSAIDs lead to an increased risk of bleed-
ing). The most common clinical consequences of 
drug interactions is increased risk of clinical side 
effects such as increased bleeding risk (22%), hy-
potension (15%), nephrotoxicity (13%) and elec-
trolyte disturbances (10%).17,18,19

From several studies, it has been found that 
50% of chronic patients do not comply with their 
medication, which is referred as adherence DTP.20 
Non-adherence to the treatment affects both the 
quality and the expectancy of life’s patient; for ex-
ample, it is estimated that better adherence with 
antihypertensive therapy alone could prevent 
86.000 premature deaths in the United States in 
one year and the average blood pressure (at age 
40+) would have been 10-13% lower. The im-
provement of blood pressure was estimated to re-
duce the overall cost of hospital care in the United 
States.21 

Furthermore, in the USA, annually 125.000 
deaths occur due to not taking the drugs proper-
ly, and 69% of the reasons for hospitalization are 
caused by poor patient adherence to their drug 
regimen. Furthermore, 50% of patients on the 
new statins will discontinue medication after 6 
months.22 Each one of those problems is catego-
rized as adherence DTP.

The aforementioned studies prove that PhC can 
slow down the pathological process, prevents pa-
tient’s symptoms but also increases the quality 
and expectancy of life through the identification, 
resolution and prediction of DTPs.

PES in the United States and the Netherlands 
have proven the improvement of the clinical out-
come by the PhC. In particular, 61% of patients had 
one or more DTPs; identifying and solving them, 
resulted in the improvement or stabilization of 
the clinical condition in 83% of patients.23 In USA, 

PhC practice led to a reduction of the inappropri-
ate prescribing of drugs, discontinuation of ther-
apy along with increased patient adherence.6

Also, a cost-benefit analysis carried out in 
Spain, studied the medication of older patients 
(between 65 and 94 years) with polypharmacy 
between two groups: in the intervention group 
(IG) PhC practitioners were following up the pa-
tients’ medication, in the control group (CG) the 
patients were taken the medication without ex-
ternal intervention. The study showed that the 
IG had a higher reduction rate in prescription 
drugs, increased quality of life and reduced med-
ication cost.24

B.	 Pharmacoepidemiological studies that 
show mainly the economic impact of Pharmaceu-
tical Care.

In some countries, PhC practice has been ap-
plied by PhC practitioners for more than 25 
years and the PES can show the economic impact 
on their National Health systems. 

Among the results of PhC service are included 
reduced hospital admissions due to overdose, 
drug-induced adverse reactions and drug inter-
actions. Furthermore, the PhC service led to the 
discontinuation of the use of over-the-counter 
medicines, more efficient use of medicines by the 
patient, improved patient adherence and proac-
tive medicine practices. Each one of the above 
consequences leads to a reduction of the finan-
cial burden of pharmacotherapy in the health-
care system.

An Australian study on the evaluation of PhC in 
the community pharmacy highlighted 526 Drug 
Therapy Problems in 179 patients. 432 of those 
DTPs were monitored and 75% of these prob-
lems had been well-managed by the end of the 
study. The economic analysis showed that the 
net annual cost savings per patient ranged from 
40 to 311 Australian dollars.25

Another study in the USA showed that a total 
of 218.113 patients (inpatients and outpatients) 
die every year due to adverse drug reactions 
(ADRs), which the PhC practitioner can identify, 
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resolve and predict. The PhC service has led to a 
24-55% increase in adherence to the Care Plan, a 
3.9-40% reduction in inappropriate prescriptions, 
and a 9-39.9% reduction in treatment interrup-
tion. Overall mortality has decreased by 7.9%. The 
above results translate into a reduction in the risk 
of drug-related mortality by 85% annually. Inter-
estingly, the savings for hospitalizations, emer-
gencies and home care were estimated to be 53.3 
billion $. The savings due to better compliance 
with the medication amounted to an additional 
87.2 billion $. Finally, the net cost of the PhC ser-
vice was estimated at 19.2 billion $.17

Another study that was performed on approx-
imately 3.000 patients in the USA estimated the 
financial benefit of healthcare due to PhC, at 
1.134.162 USA dollars ($). The reduced cost was 
attributed to the avoidance of a visit to outpatient 
clinics (585.650$) and the reduction of hospital 
admissions (354.002 $). This represents a bene-
fit-cost ratio of 2:1. In other words, it is proved 
that the provision of PhC by a PhC practitioner can 
save 2 $ for every 1 $ invested in the provision of 
the service. 23

A study in Sweden demonstrated that commu-
nity pharmacy interventions in patients’ DTPs are 
most likely to lead to favorable clinical and eco-
nomic outcomes. In particular, in 358 cases (68%), 
the pharmacy interventions were judged to have 
produced an improved therapeutic effect in the 
patient, and in 172 cases (32%) to have prevented 
or relieved adverse drug reactions. Primary care 
visits were initiated for 151 patients (29%), and 
pharmacy interventions were assessed to save 68 
(13%) primary care visits and 16 (3%) future hos-
pitalizations. The potential societal cost savings 
extrapolated at the national level were estimat-
ed at € 358 million. This is 37 times the expected 
pharmacy personnel costs for identifying and cor-
recting the DTPs.26

Finally, a study in the USA concerning the cost-ef-
fectiveness of PhC in patients with type 2 diabetes 
in community pharmacies indicated that the in-
creasing costs of PhC appeared to be offset by large 
cost savings ($20.000 per patient) due to a reduc-

tion in diabetes-related morbidity and mortality 
(additional 0.44 per quality-adjusted life year).27

Discussion

Our analysis of the above studies shows that the 
PhC through its positive impact on resolving DTPs 
improves the quality of patients’ life and also has 
a substantial financial impact on the health care 
system.

The future of the implementation of the PhC 
service in each country depends on well-designed 
studies that will show its financial benefit. This is 
the most accepted way for PhC to attract the inter-
est of the pharmaceutical and insurance compa-
nies and finally of the state authorities. Hopefully, 
this will lead to the legislation of PhC and even 
more to a general reorganization of the role of the 
PhC practitioner in the field of primary care of the 
National health system.

Conversely, the implementation of PhC in the 
community pharmacy, creating validated data 
through written documentation of the PhC can 
contribute to national PES that will identify 
whether patients:

• Practice preventive medicine (eg vaccination)
• Have the necessary information for their phar-

macotherapy (eg route, method, frequency and 
duration of administration, etc)

• Comply with their medication (eg assessment 
of compliance scale)

• Use drugs without indication

Conclusions

The use of PESs at the service of the PhC is an es-
sential aid to the PhC practitioner, as these studies 
determine which drugs are most commonly found 
in drug interactions, causes of adverse effects, 
inappropriate use and overdose effects. Also the 
PESs in the form of scientifically documented in-
formation organized into databases greatly facili-
tate the PhC practitioner during the implementa-
tion of PhC.

In conclusion, PhC supporting and contributing 
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to the development of PES, is leading to an im-
provement in the provision of quality healthcare 
services and a reduction in health care costs. Still, 
more research should be done to support the re-
sults in each national environment.

Pharmacists seem to be in the best position in 
the health care chain to detect, prevent and correct 
DTPs. They could have an important role in pro-

viding valid information on disease control. They 
could also be actively involved in patients’ evalu-
ation, information, and counseling. PhC should 
therefore become an integral part of the pharmacy 
profession and of good pharmacy practice.28,29 
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Η νόσος Alzheimer (NA) και ο σακχαρώδης διαβήτης (ΣΔ) είναι από τις 
πιο κοινές ασθένειες που σχετίζονται με τη γήρανση. Η παθολογία της NA 
σχετίζεται στενά με συσσωρευμένες αλλοιωμένες πρωτεΐνες που οδηγούν 
σε νευρωνική εκφύλιση και δυσλειτουργία στον εγκέφαλο. Ο διαβήτης 
χαρακτηρίζεται από αλλοιωμένη σηματοδότηση ινσουλίνης που οδηγεί 
σε μειωμένη πρόσληψη γλυκόζης, μεταβολική καταστολή των κυττάρων 
που καταναλώνουν ενέργεια, και μετατρέπουν την γλυκόζη σε λίπος, 
στο ήπαρ. Παρά τα διακριτά τους χαρακτηριστικά, αυτές οι ασθένειες 
μοιράζονται κοινά στοιχεία και ομοιότητες ως προς τους παράγοντες 
εκδήλωσης τους. 
H NA μοιράζεται πολλά κοινά στοιχεία με ασθένειες που αφορούν την 
αντίσταση στην ινσουλίνη, όπως ο ΣΔ τύπου 2, με χαρακτηριστικές 
τη διαταραχή στη σηματοδότηση της ινσουλίνης, τη νευροφλεγμονή, 
το οξειδωτικό στρες, τα τελικά προϊόντα γλυκίδωσης (AGEs), τη 
μιτοχονδριακή δυσλειτουργία και το μεταβολικό σύνδρομο. Επίσης, 
ορισμένες θεραπευτικές προσεγγίσεις για την κάθε μία δείχνουν να 
μπορούν να επηρεάσουν ευεργετικά την άλλη. 
Η καλύτερη κατανόηση της παραγωγής του οξειδωτικού στρες και η 
αντιμετώπιση της ΝΑ και του ΣΔ μπορεί να προσφέρει ορισμένους νέους 
στόχους για θεραπεία, ενώ είναι σημαντικό να επισημανθεί ότι εάν το 
οξειδωτικό στρες είναι η μια από τις κύριες αιτίες της παθογένεσης των 
2 αυτών καταστάσεων, τότε η αντιοξειδωτική δράση του φαρμακευτικού 
μορίου ίσως μπορεί να έχει επίσης σημαντικό ρόλο στη θεραπεία. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ
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1. Εισαγωγή

Τόσο η νόσος Alzheimer (ΝΑ), όσο και ο σακχαρώ-
δης διαβήτης (ΣΔ) είναι εκφυλιστικές ασθένειες 
που περιλαμβάνουν νευρωνική απώλεια και κατα-
στροφή β-κυττάρων, αντίστοιχα.1-6 Ο κύριος συστη-
ματικός σύνδεσμος μεταξύ αυτών των ασθενειών 
είναι η εξασθενημένη σηματοδότηση ινσουλίνης, 
που οδηγεί σε νευροεκφυλισμό και γνωστικές βλά-
βες.7 Οι διαβητικοί ασθενείς έχουν υψηλότερα πο-
σοστά γνωστικής εξασθένησης και ως εκ τούτου 
διατρέχουν μεγαλύτερο κίνδυνο εμφάνισης ΝΑ. 
Τόσο η υπεργλυκαιμία όσο και οι υπογλυκαιμικές 
καταστάσεις συμβάλλουν στη δυσλειτουργία των 
γνωστικών λειτουργιών και διαδικασιών. Και οι 
δύο καταστάσεις είναι αποτέλεσμα της αντίστα-
σης στην ινσουλίνη και της διαταραχής διαφόρων 
βιολογικών διεργασιών και οδών σηματοδότησης 
της.4-6 

Η παθολογία της νόσου Alzheimer από μόνη της 
μπορεί να οδηγήσει σε αντίσταση στην ινσουλίνη 
στον εγκέφαλο, ενώ γενικότερα η αντίσταση αυτή 
μπορεί να αποτελέσει μία παρεμβατική μεταβλητή 
στη νευροεκφυλιστική διαταραχή. Η υπεργλυκαιμία 
και η αντίσταση στην ινσουλίνη από τον διαβήτη, 
που επικαλύπτονται με την παθολογία της ΝΑ, επι-
δεινώνουν, πράγματι, την εξέλιξη των νευροεκφυλι-
στικών διαδικασιών.7 Από την άλλη, στο ΣΔ τύπου 
2 (ΣΔ2), το σήμα ινσουλίνης εξασθενεί και έχει ως 
αποτέλεσμα την εναπόθεση γεροντικών πλακών, τη 
μιτοχονδριακή δυσλειτουργία και τη φλεγμονή του 
αντίστοιχου ιστού. Τέτοια κοινά χαρακτηριστικά 
παρατηρούνται επίσης στους ασθενείς με ΝΑ. Πρό-
σφατες μελέτες επισημαίνουν το ρόλο της εξασθε-
νημένης σηματοδότησης ινσουλίνης στην υπερφω-
σφορυλίωση της πρωτεΐνης Τau, αποκαλύπτοντας 
μια επιπλέον σχέση μεταξύ της ΝΑ και του διαβήτη.8 

Η βασική πτυχή του ΣΔ2 είναι η αντίσταση στην 
ινσουλίνη η οποία σχετίζεται με το αυξημένο επίπε-
δο φλεγμονωδών μεσολαβητών όπως η ιντερλευκί-
νη-6 (IL-6) και η C-αντιδρώσα πρωτεΐνη (CRP).9-11 
Τα αυξημένα επίπεδα φλεγμονωδών δεικτών συν-
δέονται με τη δυσλειτουργία της ανοσολογικής 
απόκρισης, που οδηγεί σε αντίσταση στην ινσουλί-
νη, ενώ η ΝΑ σχετίζεται με φλεγμονώδη απόκριση. 

Αυτά τα φλεγμονώδη προϊόντα συσσωρεύονται με 
διαφορετικούς ρυθμούς στον εγκέφαλο ασθενών 
με ΝΑ, ενώ μελέτες έχουν δείξει ότι η CRP συνδέεται 
με τον κίνδυνο της ΝΑ.12 

2. Οξειδωτικό στρες και συσχέτιση με ΝΑ και 
ΣΔ2

Το οξειδωτικό στρες παίζει καθοριστικό ρόλο στην 
παθογένεση των δύο διαταραχών. Υπάρχουν αρκε-
τές οδοί που σχετίζονται με το οξειδωτικό στρες και 
συνδέουν τόσο την ΝΑ όσο και τον ΣΔ2.13,14 Ωστόσο, 
ορισμένοι παθολογικοί μηχανισμοί οι οποίοι παρα-
τηρούνται στον διαβήτη δεν είναι απαραίτητα οι 
ίδιοι μηχανισμοί που σχετίζονται με την ΝΑ ή οι μό-
νοι που σχετίζονται με την παθολογία της. Το οξει-
δωτικό στρες διαδραματίζει σπουδαίο ρόλο στην 
ανάπτυξη των διαβητικών επιπλοκών αλλά και 
στην ίδια την ανάπτυξη του διαβήτη, αφ’ ενός μέσω 
της υπερβολικής παραγωγής ενεργών μορφών οξυ-
γόνου (ROS) και αφετέρου λόγω της μειωμένης 
αποικοδόμησης τους από τους αντιοξειδωτικούς 
μηχανισμούς του κυττάρου.15

Η αυξημένη γλυκόζη και το αυξημένο ποσοστό 
των ελεύθερων λιπαρών οξέων (ΕΛΟ), συμβάλλουν 
στην παθοφυσιολογία του διαβήτη, μέσω διαφόρων 
διαδικασιών, όπως η αυτοοξείδωση της γλυκόζης, η 
εξασθενημένη μιτοχονδριακή παραγωγή ενέργειας 
και η ακόλουθη ενεργοποίηση οδών ευαίσθητων 
στο στρες.16 Η υπεργλυκαιμία δραστηριοποιεί αρ-
κετές σημαντικές οδούς που ευθύνονται για τις επι-
πλοκές του διαβήτη. Αυτοί οι οδοί περιλαμβάνουν 
τα AGEs (Advanced Glycation Endproducts), και 
τους υποδοχείς τους (RAGE: Receptor for Advanced 
Glycation Endproducts), την οδό της πρωτεϊνικής 
κινάσης C (PKC), την οδό των πολυολών, τη μιτο-
χονδριακή δυσλειτουργία και τη φλεγμονή.

Οι πλάκες Αβ αμυλοειδούς και τα υπερ-φωσφορυ-
λιωμένα Tau νευροϊνικά συσσωματώματα (T-NFTs) 
εμπλέκονται στην παραγωγή καθώς και στην προ-
ώθηση της οξειδωτικής βλάβης της ΝΑ. Οποιαδήπο-
τε μη φυσιολογική αύξηση των ROS, λόγω της πα-
ρουσίας Αβ πλακών και NFTs, προάγει βλάβη στο 
μιτοχονδριακό DNA ή/και RNA, που έχει ως αποτέ-
λεσμα μιτοχονδριακή δυσλειτουργία και βλάβη των 
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μεμβρανών. Άλλες βλάβες που σχετίζονται με το 
οξειδωτικό στρες στη ΝΑ είναι η αυτό-οξείδωση της 
γλυκόζης που οδηγεί στην παραγωγή AGEs και η 
αυξημένη εναπόθεση του Αβ-αμυλοειδους, με απο-
τέλεσμα την απόπτωση, τον νευρωνικό θάνατο και 
την διαταραχή των συνάψεων.17 Η παρουσία των 
πλακών προκαλεί οξειδωτικό στρες, μέσω πολλών 
μηχανισμών, προκαλεί όμως και φλεγμονή, ενώ και 
η φλεγμονή προκαλεί και αυτή με τη σειρά της οξει-
δωτικό στρες. Οι φλεγμονώδεις αποκρίσεις στον 
εγκέφαλο ως αποτέλεσμα της νευροεκφύλισης 
κατά την ΝΑ, αποτελούν το επίκεντρο της έρευνας 
της νόσου και θεωρούνται δυνητικοί διαμεσολαβη-
τές της. Η νευροφλεγμονή λαμβάνει χώρα στα πρώ-
ιμα στάδια της ΝΑ,17 ενώ η εκδήλωσή της περιλαμ-
βάνει την αύξηση των φλεγμονωδών κυτοκινών και 
την διείσδυση των μικρογλοιακών κυττάρων στην 
περιοχή των αμυλοειδών πλακών.18 Η νευροφλεγ-
μονή συμβάλλει στην παθολογία της ΝΑ μέσω της 
πρόκλησης οξειδωτικής βλάβης, υπερφωσφορυλί-
ωσης της tau-πρωτεΐνης, συσσώρευσης του β-αμυ-
λοειδούς, αλλά και της πρόκλησης δυσλειτουργίας 
του χολινεργικού συστήματος.14

3. Μελλοντικές προοπτικές

Η καλύτερη κατανόηση της παραγωγής του οξειδωτι-
κού στρες και η αντιμετώπιση της ΝΑ και του ΣΔ μπορεί 
να προσφέρει ορισμένους νέους στόχους για θεραπεία. 
Είναι σημαντικό να επισημανθεί ότι εάν το οξειδωτικό 
στρες είναι η μια από τις κύριες αιτίες της παθογένε-
σης των 2 αυτών καταστάσεων, τότε η αντιοξειδωτική 
δράση του φαρμακευτικού μορίου ίσως μπορεί να έχει 
σημαντικό ρόλο στη θεραπεία τους.

3.1. Αναστολείς συσσώρευσης AGEs

Τα τελικά προϊόντα γλυκίδωσης (AGEs) προέρχονται 
από τη μη ενζυμική γλυκίδωση κυρίως των πρωτε-
ϊνών, αλλά και των λιπιδίων και νουκλεϊκών οξέων 
από τη γλυκόζη. Τα μακρομόρια που έχουν υποστεί 
μετατροπές συσσωματώνονται λόγω των μεταξύ 
τους αντιδράσεων και δρουν ως ενεργές παγίδες, δε-
σμεύοντας πρωτεΐνες του πλάσματος και παρεμβαί-
νοντας στη φυσιολογική λειτουργία των ιστών.19 

Σε παθολογικές καταστάσεις, όπως ο ΣΔ και η ΝΑ, 
εξαιτίας της υπεργλυκαιμίας, ο προαναφερόμενος 
καταρράκτης διαδικασιών υπερλειτουργεί και οδη-
γεί στην υπερπλασία των ιστών. Αυτές προκαλούν 
καταστροφή σε ιστούς, όπως στον αμφιβληστροει-
δή χιτώνα των ματιών, στα νεύρα, στα νεφρά και 
στα αιμοφόρα αγγεία, καθώς και σε λοιπές πρω-
τεΐνες του σώματος με αποτέλεσμα τη δημιουργία 
«σιωπηλών φλεγμονών». Οι «σιωπηλές φλεγμονές» 
αποτελούν το κυριότερο αίτιο πολλών νόσων και 
της πρόωρης γήρανσης. Η γένεση των ελευθέρων 
ριζών (ιδιαίτερα της .O2

-), από καταστραμμένα ή 
δυσλειτουργούντα μιτοχόνδρια, έχει ενοχοποιηθεί 
ως εναρκτήριο γεγονός στην ανάπτυξη του διαβήτη 
και των επιπλοκών του.20 Δεδομένου ότι ο ρυθμός 
παραγωγής των AGEs επιταχύνεται σε παθολογικές 
καταστάσεις, ο σχεδιασμός αναστολέων των AGEs 
αποτελεί κύριο ερευνητικό στόχο που θα μπορούσε 
να συμβάλει στην αντιμετώπιση της ανάπτυξης ή 
της εξέλιξης της ΝΑ και του ΣΔ2, με την ύπαρξη τρι-
ών θεραπευτικών προσεγγίσεων, την πρόληψη του 
σχηματισμού AGEs, τη διακοπή των σταυρωτών 
συνδέσμων μετά τη δημιουργία τους και την πρόλη-
ψη των αρνητικών τους αποτελεσμάτων. 

3.2. Αναστολείς αναγωγάσης της αλδόζης (AR)

Η αναγωγάση της αλδόζης (ALR2) είναι το πρώτο 
ένζυμο της οδού των πολυολών.21 Η εμπλοκή του 
οξειδωτικού στρες στις επιπλοκές του ΣΔ μπορεί 
να χρησιμοποιηθεί για τον σχεδιασμό ενώσεων που 
θα περιορίζουν τη βλάβη λόγω ωσμωτικού στρες, 
μέσω, αναστολής της αναγωγάσης της αλδόζης, η 
οποία έχει διαπιστωθεί ότι εμπλέκεται στις χρόνι-
ες επιπλοκές του ΣΔ. Οι αναστολείςτης αναγωγά-
σης της αλδόζης (ARIs) είναι δυνατόν διατηρώντας 
τη φαρμακοφόρο δομή τους να αποκτήσουν, με 
μοριακή τροποποίηση, επιπλέον ιδιότητες αντιο-
ξειδωτικές ή σαρωτικές επί των ελευθέρων ριζών. 
Η είσοδος της γλυκόζης στην οδό των πολυολών, 
ελαττώνει την αντιοξειδωτική ικανότητα του κυτ-
τάρου και αυξάνει τον σχηματισμό των ΑGEs, τα 
οποία συνδέονται με τους υποδοχείς του και προκα-
λούν οξειδωτικό στρες.22

Αρκετά χρόνια μετά, σημαντικός αριθμός ανα-



106

στολέων AR (ARIs) έχουν ανακαλυφθεί, αλλά εξα-
κολουθούν να παρουσιάζουν δυσκολίες, όπως προ-
βληματική φαρμακοκινητική ή και ανεπιθύμητες 
ενέργειες που εμποδίζουν την διατήρηση τους στην 
κλινική πράξη. Η διερεύνηση για την εύρεση νέων 
ARIs είναι στο επίκεντρο ερευνητικών προσπαθει-
ών, καθώς, παρά τον σημαντικό αριθμό ARIs που 
έχουν αναπτυχθεί, κανένα δεν έχει εγκριθεί για ευ-
ρεία κυκλοφορία στη θεραπευτική, λόγω εμφάνι-
σης τοξικότητας ή μικρής in vivo αποτελεσματικό-
τητας.23

3.3. Νέοι Θεραπευτικοί Στόχοι για την ΝΑ

Αν και οι προσπάθειες εύρεσης νέων θεραπευτι-
κών προσεγγίσεων για την αντιμετώπιση της ΝΑ 
είναι ραγδαίες, μέχρι και σήμερα κυκλοφορούν στο 
εμπόριο κυρίως δύο κατηγορίες φαρμάκων. Οι ανα-
στρέψιμοι αναστολείς της ακετυλοχολινεστεράσης 
(AchEI), ως προσπάθεια βελτίωσης της χολινερ-
γικής μεταβίβασης εντός του ΚΝΣ και οι ανταγω-
νιστές των NMDA υποδοχέων, για πρόληψη των 
διεγερσιμοτοξικών δράσεων των NMDA γλουταμι-
νικών υποδοχέων σε συγκεκριμένες περιοχές του 
εγκεφάλου.14 Αυτές οι κατηγορίες φαρμάκων δεν 
είναι ικανές να διαφοροποιούν ή να προλαμβάνουν 
την εξέλιξη της ασθένειας, παρά μόνο να ανακουφί-
ζουν από τα συμπτώματα της νόσου και να προσφέ-
ρουν μέτριο βραχυπρόθεσμο όφελος. 

Καθώς η ΝΑ φαίνεται ότι είναι πολυ-αιτιολογι-
κή, πιθανώς η αντιμετώπιση της να υποβοηθείται 
από πολυ-λειτουργικές ενώσεις που θα απευθύνο-
νται σε αρκετές αιτίες της νόσου, όπως φλεγμονή, 
υπερχοληστερολαιμία και οξειδωτικό στρες.24 Παρά 
το γεγονός ότι καταστάσεις όπως υπερχοληστερο-
λαιμία, υπέρταση και σακχαρώδης διαβήτης αποτε-
λούν παράγοντες κινδύνου για την νόσο Alzheimer, 
τα αντίστοιχα φάρμακα, όπως οι στατίνες, δεν βρέ-
θηκαν αποτελεσματικά στην παρεμπόδιση ή βελτί-
ωση της πορείας της νόσου. Ωστόσο, θεραπεία με 
στατίνες στη διαχείριση λιπιδίων μειώνει σημαντι-
κά τον κίνδυνο στεφανιαίων συμβαμάτων, τα οποία 
σχετίζονται με ΣΔ και ΝΑ.

Το τρέχον ενδιαφέρον για τον θεραπευτικό ρόλο 
των στατινών στη ΝΑ, βασίζεται κυρίως στην αντι-

φλεγμονώδη δράση τους όπως παρατηρείται σε 
μελέτες. Σε μια από αυτές αναφέρεται ότι η σιμβα-
στατίνη ελάττωσε σημαντικά τα επίπεδα του Αβ40 
στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό ασθενών με ήπια ΝΑ.25 
Η νευροφλεγμονή έχει προταθεί ως μηχανισμός για 
την παθογένεση της ΝΑ καθώς τα ενεργοποιημένα 
νευρογλοιακά κύτταρα, υπεύθυνα για τη διαμόρ-
φωση του εγκεφάλου, εμπλέκονται σε διάφορες αλ-
λοιώσεις και τελικά οδηγούν σε εγκεφαλική βλάβη, 
και δεύτερον, φαίνεται ότι ασθενείς με άλλη φλεγ-
μονώδη πάθηση, όπως ρευματοειδή αρθρίτιδα, οι 
οποίοι υποβάλλονται σε θεραπεία με αντιφλεγμο-
νώδη φάρμακα για δεκαετίες, έχουν μικρότερο κίν-
δυνο για ανάπτυξη ΝΑ.26 

Περαιτέρω διερεύνηση των φλεγμονωδών μηχα-
νισμών που εμπλέκονται στη ΝΑ, έδειξε ότι η ενερ-
γοποίηση της μικρογλοίας και των αστροκυττάρων, 
επάγουν την παραγωγή φλεγμονωδών κυτοκινών, 
κυρίως ιντερλευκίνης 1β (IL-1β) και του παράγο-
ντα νέκρωσης όγκου α (ΤΝF-α). Πιο συγκεκριμένα, 
η σηματοδότηση TNF-α έχει δειχθεί ότι επιδεινώνει 
τόσο τη συσσωμάτωση Αβ όσο και τη φωσφορυλί-
ωση της Τau in vivo, με τα επίπεδα των τελευταίων 
να ανευρίσκονται αυξημένα στον εγκέφαλο και στο 
πλάσμα ασθενών με ΝΑ.27

Οι ήδη υπάρχοντες αναστολείς TNF-α (TNFI), οι 
οποίοι είναι εγκεκριμένοι από τον Αμερικανικό Ορ-
γανισμό Φαρμάκων και Τροφίμων (FDA), ως βιολο-
γικά φάρμακα (μονοκλωνικά αντισώματα mAbs) 
για τη θεραπεία της ρευματοειδούς αρθρίτιδας, της 
νόσου Crohn, της ψωριασικής αρθρίτιδας και άλ-
λων περιφερικών φλεγμονωδών ασθενειών, μελε-
τώνται ως μια πιθανή θεραπευτική στρατηγική για 
τη ΝΑ. Στα φάρμακα αυτά περιλαμβάνεται η ινφλι-
ξιμάμπη, η αδαλιμουμάμπη, η γολιμουμάμπη, η σερ-
τολιζουμάμπη και η εταρνεσέπτη, ανασυνδυασμένη 
πρωτεΐνη σύντηξης, η οποία επίσης αναστέλλει τον 
TNF-α, με την περιφερική στόχευση της δραστηρι-
ότητας του TNF-α και την περιορισμένη διείσδυση 
τους από τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (ΑΕΦ), να 
αποτελούν κύριο μειονέκτημα για την χρήση τους 
στη ΝΑ, αν και γίνεται προσπάθεια για ανασχεδια-
σμό των TNFI, έτσι ώστε να καταστεί δυνατή η δι-
είσδυση από τον ΑΕΦ.28 

Με βάσει τα παραπάνω, ο σχεδιασμός φαρμάκων 

PHARMAKEFTIKI, 34, IIΙ, 2022 | 103-117

ΦΑΡΜΑΚΕΥΤΙΚH, 34, IΙI, 2022 | 103-117

REVIEW ARTICLE

ΑΡΘΡΟ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗΣ



107

κατά της ΝΑ θα μπορούσε να στοχεύει σε μόρια που 
φέρουν πολλαπλές δράσεις όπως αντιοξειδωτική, 
αντιφλεγμονώδη, υποχοληστερολαιμική και υπο-
γλυκαιμική. Ως εκ τούτο, η ανάπτυξη νέων πολύ-
πλευρων θεραπευτικών στρατηγικών για τις άνοιες 
περιλαμβάνει χρήση αντισωμάτων, αντιφλεγμονω-
δών παραγόντων και αντιοξειδωτικών ουσιών. 

Η λαδοστιγίλη (Ladostigil, TV-3326) είναι ένας 
νευροπροστατευτικός παράγοντας που διερευνά-
ται για τη θεραπεία νευροεκφυλιστικών διατα-
ραχών όπως η νόσος του Alzheimer, η νόσος του 
Lewy και η νόσος του Πάρκινσον.29 Λειτουργεί ως 
αναστρέψιμος αναστολέας ακετυλοχολινεστε-
ράσης και βουτυρυλοχολινεστεράσης και ως μη 
αναστρέψιμος αναστολέας της μονοαμινοξειδά-
σης Β, και συνδυάζει τους μηχανισμούς δράσης 
παλαιότερων φαρμάκων όπως η ριβαστιγμίνη και 
η ρασαγιλίνη σε ένα μόνο μόριο.30, 31 Εκτός από τις 
νευροπροστατευτικές της ιδιότητες, ενισχύει την 
έκφραση νευροτροφικών παραγόντων όπως του 
GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) 
και του BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) 
και μπορεί να είναι ικανό να αντιστρέψει ορισμέ-
νες από τις βλάβες που παρατηρούνται σε νευ-
ροεκφυλιστικές ασθένειες μέσω της επαγωγής 
νευρογένεσης.32 Η λαδοστιγίλη έχει επίσης αντι-
καταθλιπτικά αποτελέσματα και μπορεί να εί-
ναι χρήσιμη για τη θεραπεία της κατάθλιψης και 
του άγχους που παρατηρούνται συχνά σε τέτοιες 
ασθένειες.33,34

Οι κύριες θεραπείες που μελετώνται σε κλινικές 
δοκιμές στοχεύουν στην τροποποίηση της ΝΑ βά-
σει της παθολογίας της νόσου (disease-modifying 
treatments, DMTs). Πρωταρχικοί στόχοι είναι η 
αποτροπή ή η μείωση της εναπόθεσης γεροντικών 
πλακών και η μείωση της τοξικής συσσωμάτωσης ή 
της εσφαλμένης αναδίπλωσης των NFTs.

Κατά συνέπεια, τα αντι-αμυλοειδή DMTs έχουν 
επικεντρωθεί σε 3 κύριους μηχανισμούς δράσης.35

•	 Προώθηση της κάθαρσης Αβ (Ανοσοθερα-
πεία)
•	 Μείωση της παραγωγής γεροντικών πλα-

κών μέσω αναστολής της γ-εκκριτάσης και β-εκκρι-
τάσης, τα υπεύθυνα ένζυμα για την παραγωγή του 
τοξικού Αβ42, ή ενίσχυση της α-εκκριτάσης, προς 

σχηματισμό του μη τοξικού Αβ40
•	 Αναστολή της συσσωμάτωσης του Aβ 

3.3.1. Ανοσοθεραπεία

Οι ανοσοθεραπευτικές προσεγγίσεις έχουν κυριαρ-
χήσει τα τελευταία 15 χρόνια χωρίς όμως να έχουν 
ιδιαίτερα αξιοσημείωτα αποτελέσματα μέχρι στιγ-
μής. Η ανοσοθεραπεία που στοχεύει στη μείωση των 
τοξικών γεροντικών πλακών φαίνεται να είναι πολ-
λά υποσχόμενη όσον αφορά στη μείωση των τοξικών 
επιπέδων της Αβ πρωτεΐνης στον εγκέφαλο, κάτι που 
όμως ακόμη δεν υποστηρίζεται από κλινικές δοκιμές. 

Η διέγερση της έμφυτης ανοσίας, είτε με ενερ-
γητική, είτε με παθητική ανοσοποίηση, βελτιώνει 
επίσης την παθολογία της νόσου προάγοντας τη 
λειτουργία της μικρόγλοιας και των μακροφάγων. 
Συνολικά, οι στρατηγικές στόχευσης της Αβ πρωτεΐ-
νης φαίνονται πολλά υποσχόμενες εάν χρησιμοποι-
ούνται πολύ νωρίς στην εξέλιξη της νόσου, πριν από 
την παρουσία συμπτωμάτων. Για αυτό τον λόγο, 
αναπτύσσονται σε τρέχουσες κλινικές δοκιμές στην 
πρώιμη φάση της νόσου, ενώ οι στρατηγικές που 
στοχεύουν στην παθολογική πρωτεΐνη Tau, αν και 
πολλά υποσχόμενες, φέρουν αρκετούς κινδύνους. 
Με την προϋπόθεση ότι σε σποραδική καθυστερη-
μένη έναρξη της ΝΑ, η παθολογία των πρωτεϊνών 
Τau και Αβ θα μπορούσε να εξελιχθεί σε ξεχωριστές 
οδούς, που μπορούν να επηρεάσουν η μία την άλλη 
συνεργιστικά,36 είναι πιθανό, οι ανοσοθεραπείες 
της ΝΑ να μπορούν να στοχεύουν ταυτόχρονα την 
παθολογία τόσο της πρωτείνης Τau, όσο και του πε-
πτιδίου Αβ.37 

Διάφορα μονοκλωνικά αντισώματα έναντι της 
τοξικής μορφής της β-αμυλοειδούς πρωτεΐνης, που 
συσσωρεύεται στον εγκέφαλο, των ατόμων με ΝΑ, 
βρίσκονται σε κλινικές μελέτες φάσης ΙΙΙ, συμπερι-
λαμβανομένων των aducanumab, gantenerumab, 
και BAN2401, για πρόδρομα στάδια ή σε πολύ ήπιες 
καταστάσεις της νόσου. Η μελέτη στοχεύει στην δέ-
σμευση και εξουδετέρωση του β-αμυλοειδούς, αλλά 
και στην «επισήμανση» του Αβ42, έτσι ώστε να κι-
νητοποιηθεί το ανοσοποιητικό σύστημα εναντίον 
τους. Τα αποτελέσματα που έχουν δημοσιευθεί για 
μία από αυτές τις δοκιμές (NCT01230853) δείχνουν 
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ότι το BAN2401 ήταν αρκετά ασφαλές και καλώς 
ανεκτό σε διάφορες δόσεις, ενώ τα αποτελέσματα 
του solanezumab δεν έδωσαν το ίδιο ενθαρρυντικά 
αποτελέσματα.38,39 

Η ανοσοποίηση με αντισώματα anti-tau ή με 
tau-πεπτίδια, ίσως θα μπορούσε να απομακρύνει 
τα συσσωματώματα και να βελτιώσει τη γνωστι-
κή ικανότητα του ατόμου, κάτι το οποίο μας δίνει 
νέες θεραπευτικές προσεγγίσεις προς διερεύνη-
ση. Η προοδευτική εξάπλωση της πρωτεΐνης Τau 
από τη μία περιοχή του εγκεφάλου σε μια άλλη 
πιστεύεται ότι προκαλείται από εξωκυτταρική 
διασυναπτική μετάδοση λανθασμένης Τ-πρωτε-
ΐνης μεταξύ των νευρώνων. Προκλινικές μελέτες 
έχουν δείξει ότι τα αντισώματα κατά της Τau 
μπορούν να αποτρέψουν αυτήν τη μεταφορά των 
λανθασμένων Τau πρωτεϊνών μεταξύ των νευρώ-
νων. Κατά αυτό τον τρόπο τα αντισώματα anti-
tau έχουν τη δυνατότητα να σταματήσουν ή να 
επιβραδύνουν την εξέλιξη της ΝΑ ή οποιασδήποτε 
άλλης ασθένειας σχετίζεται με την υπερφωσφο-
ρυλίωση της tau. 

Σε μια άλλη στρατηγική η ανάπτυξη και η είσο-
δος στην κλινική πράξη εκλεκτικών αναστολέων 
της β- ή γ- σεκρετάσης ή αναστολέων της συσσω-
μάτωσης του β-αμυλοειδούς είναι πολύ επιθυμητή 
και ελπιδοφόρα,. Παρά την έρευνα που γίνεται τη 
τελευταία δεκαετία κανένα από τα ελπιδοφόρα 
φάρμακα δεν έχει εγκριθεί, ενώ πολλά ανάπτυ-
ξαν σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες κατά την 
διάρκεια των κλινικών δοκιμών. Σύμφωνα με την 
υπόθεση του αμυλοειδούς, η αμυλοειδογενής οδός 
προωθείται μετά τη διαδοχική διάσπαση της ΑΡΡ 
από β-εκκριταση και γ-εκκριτάση. Κατά συνέπεια, 
οι ρυθμιστικές αυτές ουσίες, αλλάζουν τη δράση 
του ενζύμου ώστε να μπλοκάρεται μόνο η παρα-
γωγή των τοξικών πεπτιδίων του Αβ-αμυλοειδούς 
και όχι όλων των μορφών αμυλοειδούς.40 Ωστόσο, 
η εφαρμογή αναστολέων της γ-σεκρετάσης ως θε-
ραπευτική στρατηγική θα πρέπει να είναι αρκετά 
προσεκτική, γιατί το ενζυμο αυτό συμμετέχει και 
σε άλλα σηματοδοτικά μονοπάτια, όπως το μονο-
πάτι Notch, που με τη σειρά τους καθορίζουν την 
κυτταρική διαφοροποίηση και ανάπτυξη και έτσι 
θα πρέπει να αποφευχθούν πιθανές τέτοιες ανε-

πιθύμητες ενέργειες.35,40 Ως εκ τούτου, οι κλινικές 
μελέτες στρέφονται στην αναστολή της β-σεκρε-
τάσης-1 (BACE1), ωστόσο, οι κλινικές δοκιμές με 
τους αναστολείς BACE, lanabecestat, verubecestat, 
και atabecestat, έχουν διακοπεί πρόσφατα λόγω 
απροσδόκητων δυσκολιών, όπως έλλειψης αποτε-
λεσματικότητας, καθώς και για λόγους ασφάλειας, 
όπως εξανθήματα, τοξικότητα στο ήπαρ και νευ-
ροψυχιατρικά συμπτώματα.35,41,42 Σχετικά με την 
επαγωγή της δραστηριότητας της α-εκκριτάσης, 
η δραστηριότητα του ενζύμου έχει θεωρηθεί ως 
ένας κύριος θεραπευτικός στόχος για τη ΝΑ, κα-
θώς προωθεί την μη αμυλοειδογενή οδό του Αβ40. 
Ωστόσο, λίγα δεδομένα είναι γνωστά για τις κύριες 
οδούς σηματοδότησης που θα μπορούσαν να διε-
γείρουν τη διάσπαση της ΑΡΡ με την α-σεκρετάση. 
Πιθανόν, η ενεργοποίηση της προωθείται μέσω 
της οδού PI3K / Akt και μέσω σηματοδότησης του 
υποδοχέα γ-αμινοβουτυρικού οξέος (GABA). Έτσι, 
οι παράγοντες που ενεργοποιούν το μονοπάτι 
ΡΙ3Κ / Akt ή δρουν ως εκλεκτικοί ρυθμιστές του 
υποδοχέα GABA, έχουν προταθεί ως πιθανοί θερα-
πευτικοί στόχοι για την ΝΑ.43,44

Οι APH-1105 και ID1201 ενεργοποιούν την οδό 
PI3K / Akt και βρίσκονται σε κλινικές μελέτες φά-
σης 2 για αξιολόγηση τους σε ήπια έως μέτρια νόσο. 
Το Etazolate (EHT0202) διεγείρει τη μη αμυλοειδο-
γόνο οδό της α-εκκριτάσης ως εκλεκτικός διαμορ-
φωτής των υποδοχέων GABA. Κλινικές δοκιμές φά-
σης 2, έδειξαν ότι ο παράγοντας ήταν ασφαλής και 
καλά ανεκτός σε ασθενείς με ήπια έως μέτρια νόσο. 
Ωστόσο, η περαιτέρω αξιολόγηση του etazolate σε 
δοκιμές φάσης 3 δεν έχει προχωρήσει. Το Etazolate, 
επί του παρόντος, αξιολογείται σε προκλινικές με-
λέτες για την προληπτική του δράση σε διαταραχή 
μετατραυματικού στρες.45

4. Αντιδιαβητικά φάρμακα ως πιθανές θεραπεί-
ες για τη ΝΑ

Όπως έχει αναφερθεί προηγουμένως, υποστηρίζε-
ται ότι η ΝΑ αντιπροσωπεύει μια νευροενδοκρινική 
διαταραχή που μοιάζει με μια μοναδική μορφή ΣΔ2 
που συνοδεύεται από νευροεκφυλισμό, ο οποίος 
μερικές φορές χαρακτηρίζεται ως διαβήτης τύπου 
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III. Προερχόμενοι από αυτήν την υπόθεση, ορισμέ-
νοι παράγοντες που βελτιώνουν την ευαισθησία 
στην ινσουλίνη και μειώνουν την υπερινσουλιναι-
μία έχουν προταθεί για να βοηθήσουν τη γνωστική 
λειτουργία σε ασθενείς με ΣΔ2 ή ΝΑ. Πολλές έρευ-
νες παρουσιάζουν τη ΝΑ ως μια μεταβολική νόσο 
του εγκεφάλου. H κοινή παθοφυσιολογία της με 
τον ΣΔ2 δίνει το έναυσμα να σχηματιστούν θεωρίες 
σχετικά με την αποτελεσματικότητα των αντιδια-
βητικών φαρμάκων που έχουν εγκριθεί για τον ΣΔ2, 
στην αντιμετώπιση της νόσου.46 Μεγάλος αριθμός 
ερευνών έχει πραγματοποιηθεί ώστε να εξεταστεί 
το εύρος της επίδρασης των αντιδιαβητικών φαρ-
μάκων στις παθολογικές εκφάνσεις της ΝΑ,47,48 ενώ 
οι έρευνες σε ζώα παρουσιάζουν αποτελέσματα που 
αφορούν πιθανές θετικές επιδράσεις στην παθολο-
γία της tau-πρωτεΐνης και του β-αμυλοειδούς, στη 
νευρογένεση, στο οξειδωτικό στρες, στη λειτουργία 
των συνάψεων, στην γνωστική λειτουργία και στη 
νευροφλεγμονή.

Ορισμένα αντιδιαβητικά φάρμακα πιθανότατα 
να αποτελούν νευροπροστατευτική θεραπευτική 
προσέγγιση ενάντια στη ΝΑ, με σημαντικότερα ευ-
ρήματα ωστόσο να εμφανίζονται σε άτομα με ήπια 
γνωστική εξασθένηση (MCI). Παρακάτω, συνοψί-
ζουμε μερικά από τα στοιχεία από προκλινικές και 
κλινικές μελέτες.

4.1. Eνδορινική ινσουλίνη

Αρκετές μελέτες έχουν καταδείξει, ότι η χορήγηση 
ινσουλίνης σε ασθενείς με ΝΑ μειώνει τη δράση των 
κινασών που προάγουν την υπερφωσφορυλίωση 
της tau-πρωτεΐνης, ενισχύει την κάθαρση του β-α-
μυλοειδούς και την συναπτική πλαστικότητα.46

Η θεραπεία με ανάλογα ινσουλίνης οδήγησε σε 
αλλαγές στα επίπεδα του υποδοχέα ινσουλίνης του 
ιππόκαμπου.34 Οι πρώτες κλινικές μελέτες έδειξαν 
ότι η υπερινσουλιναιμία, χωρίς υπεργλυκαιμία, ενι-
σχύει τη μνήμη σε ενήλικες με ΝΑ, υποδηλώνοντας 
σημαντικό ρόλο αυτής της ορμόνης στις διαδικασί-
ες της μνήμης.49 Ωστόσο, η συστηματική χορήγηση 
ινσουλίνης σχετίζεται με αυξημένο κίνδυνο υπο-
γλυκαιμίας και μειωμένη διείσδυση στο κεντρικό 
νευρικό σύστημα (ΚΝΣ). Ως εκ τούτου, η ενδορινική 

χορήγηση ινσουλίνης έχει δοκιμαστεί σε αρκετές 
μελέτες, με σκοπό την άμεση στόχευση του εγκεφά-
λου.50 Προκλινικά στοιχεία έδειξαν ότι η ινσουλίνη 
που χορηγείται ενδορινικά είναι ικανή να περάσει 
τον ΑΕΦ και μεταγενέστερες μελέτες σε ανθρώπους 
έχουν δείξει ότι μετά από ενδορινική χορήγηση ιν-
σουλίνης, μια σημαντική ποσότητα αυτής φτάνει 
στον εγκέφαλο σε λειτουργικά ενεργή κατάσταση.51 
Αν και υπάρχουν αρκετές μελέτες που αποδεικνύ-
ουν ότι η θεραπεία με ινσουλίνη, και συγκεκριμένα 
μέσω ενδορινικής χορήγησης, παρουσιάζει βελτι-
ώσεις όσον αφορά τις γνωστικές ικανότητες των 
ασθενών με ΝΑ, ωστόσο, για την σταθεροποίηση 
της ενδορινικής ινσουλίνης ως θεραπείας, απαιτεί-
ται η διαλεύκανση του ρόλου που διαδραματίζει ο 
γενετικός παράγοντας στη ρύθμιση των αποκρίσε-
ων των ασθενών μετά την χορήγηση, καθώς και η 
περαιτέρω διερεύνηση της συγκεκριμένης δόσης 
που χρειάζεται ο καθένας για να υπάρξουν οι επιθυ-
μητές βελτιώσεις.

4.2. Μετφορμίνη

Προκλινικά δεδομένα υποδηλώνουν ότι η από 
του στόματος χορηγούμενη μετφορμίνη διασχί-
ζει γρήγορα τον ΑΕΦ και συσσωρεύεται στο ΚΝΣ 
σε διαφορετικά επίπεδα.52 In vitro πειράματα σε 
νευρωνικές κυτταρικές σειρές, υπό παρατεταμέ-
νες υπερινσουλιναιμικές καταστάσεις, έδειξαν 
ότι η θεραπεία με μετφορμίνη ήταν ικανή να επα-
νευαισθητοποιήσει τη σηματοδότηση ινσουλίνης 
και να αποτρέψει τις μοριακές και παθολογικές 
μεταβολές που παρατηρήθηκαν στους νευρώνες 
των ατόμων με ΝΑ.53 Εργαστηριακά και κλινικά 
δεδομένα υποστηρίζουν την υπόθεση πως μια 
ικανοποιητική εξήγηση για τη δράση της μετφορ-
μίνης είναι η ικανότητα της να μειώνει τα τοξικά 
δικαρβονύλια, το σχηματισμό των AGEs και τη 
Tau φωσφορυλίωση.54,55 Δεδομένης της ευρείας 
χρήσης της μετφορμίνης και της επίδρασής της 
στις γνωστικές λειτουργίες, χρειάζεται πρόσθετη 
έρευνα και συγκεκριμένα, μια διαχρονική μελέτη, 
με επαρκές δείγμα και μετα-ανάλυση των μικρό-
τερων ερευνών που διεξάγονται, με σκοπό την 
περαιτέρω διαλεύκανση της δράσης της. 
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4.3. Θειαζολιδινοδιόνες (PPARγ αγωνιστές) και ινκρε-
τίνες

Οι ενεργοποιημένοι υποδοχείς πολλαπλασια-
σμού των υπεροξυσωματίων (PPAR, peroxisome 
proliferator activated receptors) είναι μεταγραφικοί 
παράγοντες για πυρηνικούς ορμονικούς υποδοχείς, 
που σχετίζονται με την μεταβολική ομοιόσταση, και 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στον μεταβολισμό 
των πρωτεϊνών, των υδατανθράκων και των λιπιδί-
ων, καθώς επίσης και στη ρύθμιση των φλεγμονω-
δών αποκρίσεων (μειώνουν τα επίπεδα της IL-6 και 
άλλους μεσολαβητές φλεγμονής).52 Κατά συνέπεια, 
οι εκλεκτικοί αγωνιστές τους, όπως η πιογλιταζόνη 
(PPARγ), αποτελούν μια πιθανή θεραπεία του ΣΔ2 
και της αντίστασης στην ινσουλίνη του εγκεφάλου, 
ενώ τα τελευταία στοιχεία των ερευνών, υποστηρί-
ζουν ότι PPARγ αγωνιστές έχουν την δυνατότητα 
να ενεργοποιήσουν τις οδούς στον εγκέφαλο που 
ρυθμίζονται από τον ινσουλινόμορφο αναπτυξιακό 
παράγοντα (IGF-1).56, 57 Ως εκ τούτου, η θεραπεία 
με PPAR γ αγωνιστές, πέραν της χρησιμότητας της 
στην αντιμετώπιση του ΣΔ2, ελαττώνει, επίσης, τα 
επίπεδα των φλεγμονωδών δεικτών, των τριγλυκε-
ριδίων, των ΕΛΟ, της γλυκόζης και της χοληστερο-
λής.58

Αντίστοιχα, ο ρόλος που διαδραματίζουν οι ινκρε-
τίνες και τα ανάλογα ινκρετίνης στον εγκέφαλο εί-
ναι νευροπροστατευτικός, εφόσον ενισχύουν τον 
πολλαπλασιασμό των κυττάρων, τη μνήμη, τη συ-
ναπτική πλαστικότητα, ενώ δείχνουν να μειώνουν 
τις πλάκες του β-αμυλοειδούς, το οξειδωτικό στρες 
και την φλεγμονή.59,60

5. Η φαρμακευτική αγωγή της ΝΑ ως πιθανή θε-
ραπεία για το ΣΔ

Η φλεγμονή μπορεί να προωθήσει τη δυσλιπιδαι-
μία, την υπερβολική κοιλιακή παχυσαρκία, τα αυ-
ξημένα επίπεδα γλυκόζης νηστείας και την υψηλή 
αρτηριακή πίεση, όλα τα τυπικά χαρακτηριστικά 
που υπάρχουν στο μεταβολικό σύνδρομο. Η χρόνια 
φλεγμονή, όπως έχει αναφερθεί προηγουμένως, δι-
αδραματίζει σημαντικό ρόλο τόσο στην αιτιοπαθο-
γένεια όσο και στην εμφάνιση των επιπλοκών του 

ΣΔ2 και της ΝΑ. Η υπεργλυκαιμία που χαρακτηρίζει 
το ΣΔ φαίνεται πως αποτελεί το εναρκτήριο ερέθι-
σμα για την ανάπτυξη των φλεγμονωδών διεργασι-
ών, δημιουργώντας ένα φαύλο κύκλο, που τελικά 
θα προκαλέσουν-ενισχύσουν την αγγειακή βλάβη 
και την αθηρωμάτωση. 

Δεδομένου ότι το μεταβολικό σύνδρομο είναι μια 
κατάσταση, που σχετίζεται με την παχυσαρκία, που 
μπορεί να αυξήσει τον κίνδυνο ανάπτυξης ΣΔ2, κα-
θώς και καρδιαγγειακών συμβαμάτων (CVD), οι 
αναστολείς της AchE, και πιο ειδικά η γαλανταμίνη, 
μέσω της αντιφλεγμονώδους δράσης της μπορεί να 
έχει ευεργετικά αποτελέσματα στην αντιμετώπιση 
του συνδρόμου. 

Η γαλανταμίνη, πέραν της κεντρικής της δράσης 
ως αναστολέας της AchE, έδειξε αντιφλεγμονώδη 
δράση που βελτίωσε την ευαισθησία στην ινσουλί-
νη και άλλους δείκτες φλεγμονής σε παχύσαρκους 
ασθενείς με μεταβολικό σύνδρομο.61 Με σκοπό να 
καθοριστεί η κλινική αποτελεσματικότητα των 
αναστολέων της AchE, σε ασθενείς με ΣΔ και άνοια, 
πραγματοποιήθηκε μια μεγάλη μελέτη χρήσης ανα-
στολέων AchE σε ασθενείς που είχαν διαγνωστεί με 
ΝΑ και άνοια μικτής παθολογίας που είχαν εγγρα-
φεί στο Σουηδικό Μητρώο Άνοιας έως τον Δεκέμ-
βριο του 2015. Συνολικά, αναγνωρίστηκαν 3176 
(14%) ασθενείς με ΣΔ και 19484 ασθενείς χωρίς ΣΔ. 
Τα αποτελέσματα της μελέτης έδειξαν ότι η χρήση 
της δονεπεζίλης και της γαλανταμίνης συσχετίστη-
κε με μειωμένη θνησιμότητα τόσο σε ασθενείς με ΣΔ 
όσο και σε ασθενείς χωρίς ΣΔ. Η δονεπεζίλη συσχε-
τίστηκε περαιτέρω με τη μείωση της καρδιαγγεια-
κής θνησιμότητας, ωστόσο μόνο σε ασθενείς χωρίς 
ΣΔ, ενώ γενικότερα, η χρήση των αναστολέων AchE 
συσχετίστηκε με 48% μείωση της θνησιμότητας 
που σχετίζεται με τον διαβήτη.62

6. Επιπτώσεις ψυχοδραστικών φαρμάκων στη 
ΝΑ

Οι διαταραχές της συμπεριφοράς και οι ψυχολο-
γικές διαταραχές αποτελούν κοινές επιπλοκές σε 
διάφορους τύπους άνοιας, όπως η NA. Η ψύχωση, 
η διέγερση, οι διαταραχές της διάθεσης και η κα-
τάθλιψη είναι μερικές μορφές εκδήλωσης των συ-
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μπεριφορικών και ψυχολογικών συμπτωμάτων 
της άνοιας (BPSD). Εμφάνιση τέτοιων διαταραχών 
συνήθως υποδηλώνει ταχύτερη πρόοδο της νόσου 
και υψηλότερο κίνδυνο θνησιμότητας και λοιπών 
καρδιαγγειακών επιπλοκών. Οι κλινικές οδηγίες συ-
νιστούν μη φαρμακολογική παρέμβαση ως πρώτη 
αντιμετώπιση των διαταραχών. Ωστόσο, αν τα συ-
μπτώματα δεν υποχωρούν με την πάροδο του χρό-
νου και τις εναλλακτικές μορφές θεραπείας, είναι 
απαραίτητη η φαρμακολογική παρέμβαση. Δυστυ-
χώς, η υπάρχουσα φαρμακευτική αγωγή των BPSD, 
η οποία περιλαμβάνει αντιψυχωσικά, αντικαταθλι-
πτικά και βενζοδιαζεπίνες, δεν είναι ικανοποιητική, 
καθώς σχετίζεται με υψηλό κίνδυνο ανεπιθύμητων 
ενεργειών και αυξημένη θνησιμότητα.63

6.1. Αντικαταθλιπτικά

Οι εκλεκτικοί αναστολείς επαναπρόσληψης σερο-
τονίνης (SSRIs), κυρίως η σερτραλίνη, η σιταλο-
πράμη και η εσιταλοπράμη, έχουν ήπια αποτελε-
σματικότητα και καλή ανοχή, ιδιαίτερα σε χαμηλές 
δόσεις.64 Αναλύσεις για την επίδραση των αντικα-
ταθλιπτικών στα νευροψυχιατρικά συμπτώματα, 
εκτός από την κατάθλιψη, σε ασθενείς με άνοια, 
σε ελεγχόμενες μελέτες με εικονικό φάρμακο, έδει-
ξαν ότι η θεραπεία με σερτραλίνη και σιταλοπράμη 
σχετίζεται με σημαντική μείωση της διέγερσης του 
ασθενούς.65 Συγκεκριμένα, η σιταλοπράμη, σε σχετι-
κά χαμηλή δόση, για χρήση έναντι μικρής διέγερσης, 
σε ασθενείς με ήπιο βαθμό γνωστικής εξασθένησης, 
είχε καλή αποτελεσματικότητα και ανεκτικότητα. 
Αντίθετα, ασθενείς με σοβαρή διέγερση και σοβαρό 
γνωστικό έλλειμμα, ανάπτυξαν σε μεγάλο βαθμό δυ-
σμενείς επιπτώσεις. Η σιταλοπράμη συνέβαλε στην 
μείωση του άγχους, των ψευδαισθήσεων και στην 
σταθεροποίηση της συναισθηματικής αστάθειας. 
Ωστόσο, σε υψηλές δόσεις επιδείνωσε τις γνωστι-
κές λειτουργίες και προκάλεσε ελαφρά παράταση 
του διαστήματος QTc στο ηλεκτροκαρδιογράφημα 
(ΗΚΓ),65 ενώ γενικά η χορήγηση σιταλοπράμης και 
εσιταλοπράμης, σε υψηλότερες δόσεις, δεν συνιστά-
ται σε ηλικιωμένους ασθενείς με άνοια, δεδομένου 
του κινδύνου παράτασης του διαστήματος QTc.66,67 
Επιπλέον, κατά τη διάρκεια της θεραπείας με SSRI, 

είναι απαραίτητο να παρακολουθείται ο κίνδυνος 
ανάπτυξης υπονατριαιμίας, ναυτίας, εμέτου, διάρ-
ροιας, τρόμου, αιμορραγίας του γαστρεντερικού 
συστήματος και καταστολής του ΚΝΣ (υπνηλία), 
καθώς και πιθανές μεταβολές του βάρους που μπο-
ρεί να επιτείνουν καρδιομεταβολικά σύνδρομα.

6.2. Αντιψυχωσικά

Η χρήση τους πρέπει να περιορίζεται, μόνο ύστερα 
από αποκλεισμό άλλων φαρμακευτικών ή μη πα-
ρεμβάσεων. Ωστόσο, στην πράξη, τα αντιψυχωσικά 
συνταγογραφούνται συχνότερα, από τις υπόλοιπες 
θεραπείες. Πριν από την έναρξη της αντιψυχωσικής 
αγωγής, είναι απαραίτητη η καρδιαγγειακή αξιολό-
γηση του ασθενούς για εξατομίκευση της θεραπείας 
και για διερεύνηση παθολογικών χαρακτηριστικών 
που ενδέχεται να επιβαρυνθούν από την εν λόγω 
αντιψυχωσική αγωγή, μεταξύ των οποίων είναι και 
ο ΣΔ. Κατά την επιλογή του φαρμάκου, θα πρέπει 
να λαμβάνεται υπόψη η φαρμακοκινητική και φαρ-
μακοδυναμική αλληλεπίδραση με αναστολείς AChE 
και μεμαντίνη. Ο μεταβολισμός της δονεπεζίλης και 
της γαλανταμίνης θα μπορούσε να επηρεαστεί από 
υποστρώματα, επαγωγείς ή αναστολείς του κυτο-
χρώματος CYP2D6 και CYP3A4.68

Οι οδηγίες συνιστούν πάντα εκκίνηση της θερα-
πείας με την χαμηλότερη αποτελεσματική δόση 
αντιψυχωσικού και σταδιακή τιτλοποίηση στο μέ-
γιστο δυνατό. Κατά τη διάρκεια της θεραπείας εί-
ναι απαραίτητη η παρακολούθηση του ασθενούς 
τακτικά. Δεδομένης της χαμηλότερης εμφάνισης 
εξωπυραμιδικών συμπτωμάτων (δυστονία και όψι-
μη δυσκινησία), τα νεότερα αντιψυχωσικά είναι 
καλύτερα ανεκτά, με τα πρόσφατα ευρήματα να 
υποδηλώνουν τη ρισπεριδόνη και την ολανζαπίνη 
ως φάρμακα εκλογής για τη διαχείριση της ψύχω-
σης και της επιθετικότητας σε ασθενείς με άνοια.69 
Οι δεύτερης γενιάς παράγοντες χρησιμοποιούνται 
γενικά ως θεραπεία πρώτης γραμμής ώστε να ελα-
χιστοποιηθεί ο κίνδυνος των εξουθενωτικών εξω-
πυραμιδικών συμπτωμάτων που σχετίζονται με 
τα φάρμακα πρώτης γενιάς, τα οποία δρουν κατά 
κύριο λόγο στον D2 υποδοχέα της ντοπαμίνης, αλλά 
σχετίζονται με υψηλότερο κίνδυνο εμφάνισης μετα-
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βολικών ανεπιθύμητων ενεργειών, όπως ο διαβή-
της, η υπερχοληστερολαιμία και η αύξηση βάρους.70

Το 2005, ο FDA εξέδωσε προειδοποίηση σχετι-
κά με την αυξημένη θνησιμότητα των ασθενών με 
άνοια και BPSD, που έλαβαν θεραπεία με αντιψυ-
χωσικά. Ακολούθησε η ίδια προειδοποίηση από 
τον Ευρωπαϊκό Οργανισμό Φαρμάκων (EMA). Οι 
πληροφορίες συμπεριλήφθηκαν στη σύνοψη των 
χαρακτηριστικών του προϊόντος (SPC) των αντι-
ψυχωσικών. Η προειδοποίηση βασίστηκε στα 
αποτελέσματα δημοσιευμένων και μη δημοσιευμέ-
νων δεδομένων και, ιδίως, στο συμπέρασμα μιας 
μετα-ανάλυσης 17 τυχαιοποιημένων ελεγχόμενων 
μελετών, η οποία διαπίστωσε ότι υπήρχε περίπου 
διπλάσιος κίνδυνος θνησιμότητας κατά τη διάρ-
κεια της θεραπείας με ολανζαπίνη, ρισπεριδόνη, 
κουετιαπίνη και αριπιπραζόλη σε σύγκριση με το 
εικονικό φάρμακο.71,72

Το Pimavanserin είναι ένας εκλεκτικός σεροτονι-
νεργικός αγωνιστής του υποδοχέα 5-ΗΤ, το οποίο 
εγκρίθηκε τον Απρίλιο του 2016 από το FDA για 
τη θεραπεία των ψευδαισθήσεων. Το Pimavanserin 
αναπτύχθηκε για ψύχωση, διέγερση και επιθετικό-
τητα στη ΝΑ. Μελετάται, επίσης, για σχιζοφρένεια, 
κατάθλιψη και ψύχωση που σχετίζεται με την άνοια 
όλων των αιτιών. Πιστεύεται ότι έχει λιγότερες ανε-
πιθύμητες ενέργειες από τους παλαιότερους αντι-
ψυχωσικούς παράγοντες που χρησιμοποιούνται 
για τη θεραπεία της ψύχωσης, αλλά τα στοιχεία 
παραμένουν περιορισμένα. Το φάρμακο φέρει προ-
ειδοποίηση μαύρου κουτιού (black box warning) 
για αυξημένη θνησιμότητα σε ηλικιωμένους. Επη-
ρεάζει τους καρδιακούς ρυθμούς και δεν πρέπει 
να χρησιμοποιείται από άτομα με αρρυθμία ή που 
λαμβάνουν φάρμακα που παρατείνουν το διάστημα 
QT. Οι πιο συχνές ανεπιθύμητες ενέργειες που παρα-
τηρήθηκαν σε δοκιμές ήταν περιφερειακό οίδημα, 
ναυτία, σύγχυση, παραισθήσεις, δυσκοιλιότητα και 
διαταραχή βάδισης, ενώ συσχετίστηκε με απότομη 

αύξηση βάρους και πιθανή αύξηση της γλυκόζης 
του αίματος.73

7. Συμπεράσματα

Η επίδραση του οξειδωτικού στρες, τόσο στο ΣΔ2 
όσο και στη ΝΑ, αποτελεί σημαντικό κομμάτι στην 
παθοφυσιολογία των νόσων. Η εμπλοκή του οξει-
δωτικού στρες και της φλεγμονής καθώς και η 
παθογένεια των δύο νόσων μπορεί να χρησιμοποι-
ηθούν για το σχεδιασμό φαρμακομοριών που απο-
τρέπουν την έναρξη και την εξέλιξη τους. Η κοινή 
παθογένεση και η επίδραση του οξειδωτικού στρες 
μπορούν να προσφέρουν ιδέες για το σχεδιασμό και 
σύνθεση αποτελεσματικότερων φαρμακομορίων, 
με σημαντικό κλινικό αντίκτυπο, ή στην εμφάνιση 
νέων ενδείξεων ήδη γνωστών φαρμάκων.

Η θεραπεία της ΝΑ μέσω αντιδιαβητικών φαρμά-
κων, που έχουν άμεση επίδραση στον εγκεφαλικό 
ιστό, αποτελεί επίσης τομέα προς διερεύνηση. Η πα-
ρούσα μελέτη στοχεύει προς την κατεύθυνση αυτή, 
καθώς μέσω ανάλυσης των μηχανισμών και των 
πλειοτροπικών σηματοδοτικών διαδικασιών που 
εμπλέκονται στις δύο αυτές νόσους θα μπορούσαν 
φαρμακευτικές ενώσεις, ειδικά ενώσεις με πολλα-
πλούς στόχους δράσης, να δράσουν ποικιλοτρόπως 
βελτιώνοντας τα ελλείμματα της νόσου. Σήμερα 
γίνεται εντατική έρευνα για την ανακάλυψη απο-
τελεσματικών φαρμάκων, επί των δύο παθήσεων, 
για πολλούς λόγους, όπως ο πολύ μεγάλος αριθμός 
πασχόντων, κυρίως στις ανεπτυγμένες κοινωνίες, η 
ταχύτατη εξέλιξη των νόσων και διότι καθίσταται 
σοβαρό κοινωνικό και οικονομικό πρόβλημα, ενώ η 
αντιμετώπιση τους αποτελεί μια σπουδαία φαρμα-
κευτική πρόκληση που οφείλει να αντιμετωπιστεί 
επιτυχώς, υπό το πρίσμα της πολυφαρμακίας που 
οδηγεί σε επιδείνωση των συμπτωμάτων τους και 
απαιτεί την ανεύρεση φαρμάκων που θα στοχεύουν 
σε διάφορους πυλώνες των παθήσεων. 
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Alzheimer’s disease (AD) and diabetes mellitus (DM) are among the most 
common diseases associated with aging. AD is known to be characterized 
by the deposition of fibrils of beta-amyloid peptide (Αβ amyloid plaques) 
and the accumulation of the hyperphosphorylated Tau protein (neuro-
fibrillary tangles-NFT), inside the neurons, that lead to neuronal degenera-
tion and dysfunction in the brain. Diabetes, on the other hand, is character-
ized by impaired insulin signaling, leading to reduced glucose uptake and 
metabolic suppression of energy-consuming cells. Despite their distinctive 
features, these diseases share commonalities and could be thought of as 
similar disorders, as far as their cytotoxic mechanisms of development 
are concerned. In this review, some of the fundamental characteristics of 
each of the two diseases are described and similarities in their pathophys-
iology are pointed out. After examining the pathophysiology of these two 
diseases, we will discuss the possible innovative therapeutic approaches, 
especially in AD, and the future prospects arising from this rapidly emerg-
ing field, for which the development of drug molecules has proven to be 
particularly difficult.
Epidemiological research data have shown a strong link between DM2 and 
AD, and the exact mechanism behind this increased risk has not yet been 
discovered. The effect of oxidative stress on both DM2 and AD is undoubt-
edly an important part of the pathophysiology of the diseases. The involve-
ment of oxidative stress and inflammation and the pathogenesis of both 
diseases can be used in order to design drug molecules that prevent the 
onset and progression of such diseases. Τhe common pathogenesis and the 
effect of oxidative stress may provide ideas for the design and synthesis 
of more effective pleiotropically acting drugs or new applications of some 
already existing drugs.
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More than 90% of the modern formulations are to be orally ingested. This 
shows the popularity of this formulation type over the world thus, a ma-
jority of researchers prefer to focus on it. Bilayer tablets are the medicines 
which consist of two same or different drugs combined in a single dose for 
effective treatment of the disease. The aim of present research work was 
to formulate bilayer tablets of Acebrophylline (mucolytic and bronchodi-
lator) and N-Acetylcysteine through their incorporation in an oral dosage 
form for immediate release. Both drugs were compressed one after the 
other in Bi-layer tablet machine than mixed together to form a single layer 
in order to reduce incompatibility and formation of N, N’-Diacetyl-L-cys-
tine (breakdown product) from N-Acetylcysteine. While the layer of Ace-
brophylline was kept unaffected, a computer-aided optimization technique 
using 23 (three-factor and two-level) factorial design was employed to 
investigate the effect of the amounts of three anti-oxidants Butylated-hy-
droxy toluene, Vitamin E (as concentrated), and Propyl gallate, planned as 
three independent process variables (factors) to the level of degradation 
product N, N’-Diacetyl-L-cystine which was used as dependent variable in 
the study. Therefore, eight trial formulations were prepared with differ-
ent amounts of the independent variables and evaluated for micrometric 
properties and dissolution. Based on the results of the factorial design an 
optimised formulation was prepared complying with Pharmacopeia levels 
of N, N’-Diacetyl-L-cystine and evaluated for its dissolution and stability. 

ABSTRACT
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1. Introduction 

Layer tablets are composed of two or three layers of 
granulation compressed together1. This dosage form 
has the advantage of separating two incompatible 
substances with an inert barrier between them.2,3,4. 
Bilayer tablets are one of the best options for devel-
oping fixed-dose combination (FDC) formulations, 
with different drug dissolution behaviours for each 
drug in a single dosage form5. The bilayer tablet is 
gaining more attention due to its advantages over 
the monolithic tablet6. Acebrophylline is an airway 
mucus regulator with anti-inflammatory action and 
is therapeutically effective in patients with acute or 
chronic bronchitis, chronic obstructive or asthma-like 
bronchitis and recurrence of chronic bronchitis7. 
N-Acetylcysteine (Acetylcysteine) is a safe and read-
ily available agent that modifies the synaptic release 
of glutamate in subcortical brain regions via modula-
tion of the cysteine-glutamate antiporter8. The solu-
ble precursor Acetylcysteine is easily converted into 
bioavailable cysteine. However, it is oxidised to its 
dimer N, N’-Diacetyl-L-cystine (DAC), which is almost 
unconvertable to cysteine when given intravenously 
resulting in a diminished bioavailability of cysteine9,10. 
Toxicity or Safety of DAC has not been proven 11,12. The 
stability of Acetylcysteine can be improved by antiox-
idants13. 

Given the specific end goal of maintaining prod-
uct quality, the Quality by Design (QbD) approach has 
become mandatory for all regulatory agencies. The 
principle of QbD is described in the Q8 (R2) guideline 
of the International Conference on Harmonisation 
(ICH). The ICH guidelines that include scope, defini-
tion, and high-level guidance of QbD in the pharma-
ceutical area14-15. The important elements of QbD in-
clude defining the objective, i.e. Quality Target Prod-
uct Profile (QTPP), determination of critical quality 
attributes (CQAs), risk assessment, development of 
experimental design, implementation of the control 
strategy, and continuous improvement16. In addition, 
QbD protocol should be confirmed after the design of 
experiment (DOE)17,18,19. Two-level, three variable full 
factorial design has been reported to be suitable for 
such studies.20. 

Synthetic phenolic antioxidants (butylated bu-
tylated hydroxytoluene [BHT], propyl gallate and 
natural Vitamin E can be used as anti-oxidants21. The 
aim of present research work was undertaken to for-
mulate bilayer tablets of Acebrophylline (mucolytic 
and bronchodilator) and N-Acetylcysteine through its 
incorporation of an oral dosage form that is able to 
release immediately. 23 (three-factor and two-level) 
factorial design was employed to investigate the ef-
fect of the amounts of three anti-oxidants, namely of 
Butylated-hydroxy toluene, Vitamin E (as concentrat-
ed) and Propyl gallate, planned as three independent 
process variables (factors) and level of DAC used as 
dependent variable in the study.

2. Materials and Methods 

2.1 Materials 

Acebrophylline was purchased from Kores India Ltd, 
and Acetylcysteine was purchased from Wuhan Grand 
Hoyo, China. Microcrystalline Cellulose and β –Cyclodex-
trin bought from DFE Pharma ltd, Cuddalore and Gang-
wal Chemical Ltd, Mumbai. Vitamin E concentrated Pdt, 
Butylated Hydroxy Toluene and Propyl Gallate were ob-
tained from Dsm Nutritional Pdtltd, Switzerland, Finer 
Ltd, Mumbai, and PanReac Applichem ltd, India. Other 
chemicals and solvents used were analytical grade.

2.2 Methods

2.2. 1 Drug-Polymer compatibility study

Drug-drug and drug-polymer compatibility were stud-
ied utilizing FTIR spectroscopy (Electrolab India Pvt 
Ltd)22,23,24. The FTIR spectra have been recorded for sin-
gle and combination medications with polymers, using 
the Potassium Bromide (KBr) method. The drug and 
combination samples have been added to KBr (1:1) and 
recorded within the range 500 to 3500 cm -1 in 4 cm -1 
resolution.

2.2.2 Risk Assessment

This goal must be identified in the initial stages of 
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product development5,15. The QTPP contains the 
quality details of the item’s product attributes to en-
sure that the item meets the essential requirements. 
The QTPP and CQA of the bilayer tablet currently 
studied reduced the level of NN DA to an acceptable 
level that could be achieved with antioxidants.

2.2.3 Design of Experiment (DOE)

In the present work 8-run, 3 factor, 2-level full-facto-
rial design was used for creating second order pol-
ynomial models25 and analysing quadratic response 
surfaces for optimizing the immediate release layers 
of core tablets using Design-Expert software (Tri-
al version 11.0.5.0, Stat-Ease Inc., MN)26,27,28. This 
design is used to assess the main, interaction, and 
quadratic effects of the independent variable on the 
dependent variable. The factors evaluated in the 
present work are concentrations of three antiox-
idants as BHT (mg), Propyl gallate (mg), and Vita-
min E (mg) at low, medium, and high values for the 
immediate release layer of Acetylcysteine with no 
change in any of the component in Acebrophylline 
immediate release layer. The dependent variable/
response is the DAC of the immediate release layer. 
The variables and their levels used in the develop-
ment and optimization of the immediate-release 
tablet layer are shown in Table 1.

2.2.4 Preparation of immediate release layer of 
Acebrophylline

Acebrophylline was sifted individually by using #20 
mesh. Microcrystalline cellulose, lactose monohydrate 
were sieved using a #30 mesh sieve. Povidone k30 was 
dissolved in isopropyl alcohol. Quinoline yellow supra 
was added and transferred to the sifted materials and 
binder solution to Granulation area. The sifted material 
loaded into the main bowl of the Saizoner Mixer Gran-
ulator (Daiichi Jitsugyo America, Inc), slowly added to 
the binder solution and mixed for 15 min. The wet pel-
lets were transferred in a tray dryer at 50oC. The wet 
granules were first air-dried for 20 min, then contin-
ued to dry for 1 hour and 20 min at 50oC. The Semi-
Dried granules passed through mesh 16# and milled 

the retained granules through Multi-Mill fitted with 1.0 
mm screen using knives forward medium speed. The 
semi-dried and ground granules were sieved into a tray 
dryer and dried for infrared determination of moisture 
content at 105º C. If the moisture content found more 
than the limit, drying was continued until the desired 
moisture content achieved (Limit:2-4%). Finally, dried 
granules passed through #16 mesh and sifted. The fol-
lowing materials’ cross povidone, colloidal silicon di-
oxide, talc were sifted individually by using #40 mesh. 
The dried granules and sifted extra granular materials 
were loaded into Octagonal blender and blended for 
15min at 10 rpm. Magnesium stearate was dispensed 
and sifted by using # 60 mesh to the above blend and 
mixed for 5 min at 10 rpm.

2.2.5 Preparation of immediate release layer of 
Acetylcysteine

Screening weighed acetyl cysteine, β-cyclodextrin, 
colloidal silica, talc, butyl hydroxytoluene, propyl 
gallate, vitamin E concentrated powder were sifted 
and let pass through Mesh #30. Quantities for its 
preparation are presented in Table 2 Povidone k30 
dissolved in isopropyl alcohol and labelled as a bind-
er. Semi shifted material was loaded in into Saizon-
er Mixer Granulator, and mixed for 15 mins. Bind-
er solution was slowly added into saizoner mixer 
granulator. All wet pellets were transferred in a tray 
dryer at 50oC (Tapasaya Engineering Work Pvt Ltd). 
At first, the wet granules were air dried for 10 min. 
After that, drying was continued at 50°C for 1 hour 
and 30 min. The semi-dried granules were passed 
through a 16# sieve, and the retained granules 
were ground through a Multi-Mill fitted with a 1.0 
mm sieve using a knife to grind forward at medium 
speed (Sams Techno Mech Pvt.Ltd,India). The sem-
idried sifted and milled granules were transferred 
into tray drier and dried with Infra-Red Moisture 
balance (Ratwag Balances, Poland) determining the 
moisture content at 50oC. If it is found more than the 
limit the drying continues until the desired moisture 
content is achieved (Limit: 1-2%). Finally, the dried 
granules were passed through a #16 mesh. The fol-
lowing materials such as crospovidone, colloidal 
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silicon dioxide, talc, banana, powerome strawberry, 
ethyl vanillin, mixed fruit powder were sifted using 
a #40 mesh sieve. Intra-granular and extra-granular 
materials were loaded into Octagonal blender (Sams 
Techno Mech Pvt.Ltd, India) and blended for 15min 
at 10 rpm. Magnesium stearate was sifted by using 
# 60 mesh, dispersed in the above the blend and 
mixed for 5 min at 10 rpm.

2.2.6 Micrometric evaluation

The Bulk and Tap density determined by Tap den-
sity tester (Electrolab India Pvt Ltd). The powder 

sample was carefully poured into a graduated cyl-
inder (50 mL)5,29,30. The apparent volume (V0) and 
the mass of the powder sample were recorded. 
Bulk density (BD, g/mL) is calculated as the mass 
divided by the volume of unconsolidated powder 
in the graduated cylinder. After the experiment for 
BD, the graduated cylinder was placed in a tapped 
density tester. The powder was tapped 500 times 
and the tap volume was measured, as all samples 
showed no significant volume change after 500 
taps. Tapped density (TD, g/mL) was calculated as 
the weight divided by the volume of tapped powder 
in a graduated cylinder. Measured in triplicate and 

Table1:Design Matrix with level and variables for 23 factorial

Code
Factor A  

(Vitamin E)
Factor B 
 (BHT)

Factor C 
 (Propyl gallate)

(1) - - -

A + - -

B - + -

Ab + + -

C - - +

Ac + - +

Bc - + +

Abc + + +

Factor Level Symbol Assigned value

A Low - 0.1 mg

A High + 0.4 mg

B Low - 0.4 mg

B High + 0.8 mg

C Low - 0.4 mg

C High + 0.8 mg
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Table2. Composition of powder blend for development of immediate-release acebrophylline and 
acetyl cysteine immediate release bilayer tablets

Ingredients
F-1  

(mg/tab)
F-2 

(mg/tab)
F-3 

(mg/tab)
F-4 

(mg/tab)
F-5 

(mg/tab)
F-6 

(mg/tab)
F-7 

(mg/tab)
F-8 

(mg/tab)

Acebrophylline 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Lactose Monohydrate 138.50 135.00 131.50 124.00 124.00 124.00 124.00 124.00

Microcrystalline 
Cellulose 101

47.80 47.80 47.80 47.80 47.80 47.80 47.80 47.80

povidone k30 3.00 4.50 6.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00

Quinoline yellow 
supra

0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

Methylene di chloride 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00

Isopropyl Alcohol 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00

Crospovidone 3.00 4.50 6.00 9.00 9.00 9.00 9.00 9.00

Colloidal silicon 
dioxide

1.50 1.50 2.00 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50

Talc 4.00 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50 4.50

Magnesium Stearate 2.0 2.0 2.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

N Acetylcysteine 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00 600.00

β-cyclodextrin 52.90 52.20 52.70 41.80 49.10 48.80 49.10 48.80

colloidal silicon 
dioxide

5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00

vitamin E 
concentrated pdt *1

0.10 0.40 0.10 0.40 0.10 0.40 0.10 0.40

Butylated Hydroxyl 
Toluene *2

0.40 0.40 0.80 0.80 0.40 0.40 0.80 0.80

Propyl Gallate *3 0.40 0.40 0.40 0.40 0.80 0.80 0.80 0.80

Povidone k30 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00

MDC 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00

Isopropyl alcohol 70.00 70.00 70.00 70.00 70.00 70.00 70.00 70.00
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in compliance with USP bulk density and powder 
tap density. Compressibility index (Carr’s index) 
of the dry powder blends for immediate release 
tablet layers was calculated by CI=100[(ρT‒ρB)/
ρB] where, (ρT) is the true density and ρB is the 
bulk density. Hausner’s, ratio of dry powder blends 
for immediate tablet layers was determined by the 
following formula: Hausner’s ratio= TD/BD. Values 
less than 1.25 indicate good liquidity, while values 
greater than 1.25 indicate poor liquidity. Values be-
tween 1.25 and 1.5 are considered as average flow, 
and generally, a glidant has to be added for improv-
ing the flow properties.

2.2.7 Compression of Bilayer Tablets

Acebrophylline and Acetylcysteine layers were pre-
pared according to the formula as shown in Table 
2. The granule volume of the immediate release lay-
er was lightly compressed using a 10-station com-
pression (Karnavathi Engineering Ltd) using a 19.5 
x 9.5mm caplet shape punch with a break line on 
one side and a flat on the other side. Over this com-
pressed layer, required quantity of the second im-
mediate release layer was placed and compressed to 
obtain hardness in the range of 5-8 kg/cm² to form 
a bilayer tablet of immediate release of Acebrophyl-
line and Acetylcysteine. Then the compressed Bilay-
er tablets were evaluated.

2.2.8 Film Coating of bilayer tablet

Isopropyl alcohol was transferred into a clean stain-
less steel vessel. HPMC based film coating material 
(DRCOAT- FLV) was added to isopropyl alcohol. Next, 
Opadry white was added and was passed through 
the colloidal mill and mixed with the above solution. 
Finally, methylene chloride was added to the above 
solution with continuous stirring. Care was taken 
that there were no lumps formation in the solution 
visually. The above solution was filtered through 
mesh 100# nylon cloth. The above solution was 
transferred into a SS vessel of pressure fitted with 
stirrer. Coating process carried out by film coating 
equipment (Pharma R&D Coater, Ideal Cure Pvt.Ltd).

2.2.9 Evaluation of Bilayer Tablets

Bilayer tablets were evaluated according to standard 
procedures of the Indian Pharmacopoeia. Friability 
(Electrolab Pvt Ltd, India), Weight variation, Content 
uniformity and Disintegration time were also deter-
mined ((Mettler-Toledo India Private Limited)31.

2.3 In vitro dissolution

Dissolution tests of the prepared bilayer tablets 
were conducted using the USP paddle method (Dis-
solution Apparatus, Tdt-08l, Electrolab). The drug 

Crospovidone 15.00 15.00 15.00 15.00 16.00 16.00 16.00 16.00

Collidal silicon 
dioxide

5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00

Talc 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00

Magnesium Stearate 10.00 10.00 10.00 10.00 12.00 12.00 12.00 12.00

Total* 1060 1060 1060 1060 1100 1100 1100 1100

*Quantity of flavours not shown in table, *1,2,3 indicated level of antioxidant in Acetylcysteine layer
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dissolution medium consisted of 1000 ml of buffer 
(pH 1.2, 100 rpm, 37 ± 0.5 °C). The number of ex-
periments for each sample was six. Five-millilitre al-
iquots were collected from the dissolution medium 
at predetermined time points. The drug concentra-
tion was determined by HPLC-UV method. Chroma-
tographic conditions: Instrument Shimadzu, HPLC 
equipped with UV detector,	 Column: Agilent 
Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5µ) or equiv-
alent. Column Temperature,30° C and Flow rate:1.0 
ml/min, Wavelength 225 nm for Acetylcysteine and 
248 nm for Acebrophylline, Injection volume was 10 
µl, Run time:15 min., Pump mode: Gradient. HPLC 
method developed for simultaneous estimation of 
Acebrophylline and Acetylcysteine Briefly, buffer 
solution preparation, standards, check standard 
solutions were prepared for mobile phases A and 

B. The percentage of Relative standard deviation 
(RSD), the tailing factor, and the theoretical plate 
count were used to find out system suitability. The 
gradient programme (Gradient elution in HPLC re-
fers to the technique of altering the composition of 
the mobile phase during the course of the chroma-
tographic run.) for dissolution was run up to 15 min 
for mobile phase A and mobile phase B and opti-
mized at 5 min with 65 % (mobile phase A) and 35 
% (mobile phase B). 

2.4 Determination N, N’-Diacetyl-L-cystine (DAC)

The drug concentration was obtained by HPLC-UV 
method after filtration of the sample solution with 
a syringe filter, as described above. Column spec-
ification was 250x 4.6 mm, 5µl; Inertsil ODS-3V or 

Table3. Evaluation of bilayer tablet

Batch
Thickness

 (mm)

Hardness 

( K/cm2))

Friability

 (%) 

Weight 
variation 

(mg ±SD)

Disintegration

Time (s)

F1 5.48-5.58 8.60-9.80 0.37 1060 ± 2.02 345

F2 5.5-5.62 8.50-9.60 0.36 1060 ± 1.04 256

F3 5.52-5.55 9.40-9.90 0.37 1060 ± 2.2 243

F4 5.60-5.67 9.45-10.72 0.32 1060 ± 2.24 281

F5 5.82-5.85 11.65-12.33 0.21 1100 ± 1.02 307

F6 5.83-5.85 11.20-12.01 0.22 1100 ± 2.13 312

F7 5.83-5.88 11.00-11.32 0.24 1100 ± 2.26 323

F8 5.85-5.92 11.17-11.36 0.25 1100 ± 2.36 333

F9*  5.55-5.60  9.45-9.90  0.12 1100 ± 2.48 241

* Optimized batch (F9)
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equivalent. Column Temperature 30οC with a Flow 
rate 1.0 ml/min and Wavelength 225 nm for Acetyl-
cysteine & 248 nm for Acebrophylline. Injection vol-
ume 20 µl, Run time; 50 min. Pump mode; Gradient.

3. Results and Discussion

3.3.1 FT-IR

The FT-IR spectrum of Acebrophylline was ob-
tained. The characteristic absorption of the Ace-
brophylline was the band at 3448.7 cm-1, which is 
assigned to the functional group O-H Stretching 
and 2944.2 cm-1 assigned to the functional group 
C-H Stretching32. Another band at 1666.5cm-1 is due 
to COOH Stretching. Another band at 1473.6 cm-1 
is due to CH2 Bending. Similarly, the FTIR spectra 
for the characteristic absorption of Acetylcysteine 
was the band at 2546.0 cm-1, which was assigned to 
the SH Stretching vibration. The 3379.2 cm-1 band 
is assigned to the N-H and the band at 1535.3 cm-1 
is assigned to the C-N Stretching. The characteristic 
absorption bands at 1195.8 cm-1, is assigned to the 
N-H stretching vibration33. The peaks of the various 
functional groups as described in the individual 
IR spectra of Acebrophylline and Acetylcysteine 
were also present in the Acebrophylline with Ace-
tylcysteine Tablet (Figure 1) without any shift or 
change. These observations revealed the intact na-

ture of the Acebrophylline and Acetylcysteine pres-
ent in the tablet. From these results, the absence of 
drug–drug interaction and the stability of the drug 
in the tablet were confirmed. 

3.3.2 Identification of critical quality attributes 
(CQAs)

Definition of critical quality attributes (CQAs) for 
bilayer tablets have already been reported by Sin-
gh et al15. The CQAs of the drug product are deter-
mined from the QTPP analysis for use in the initial 
Risk Assessment (RA), provided that the CQAs 
must meet predefined requirements to ensure the 
expected quality of the drug product5,15. The iden-
tified subsets of CQAs were appearance, friability, 
hardness, content, content uniformity, dissolution, 
degradation products, residual solvents, and mi-
crobial limits by initial RA. These CQAs have the 
potential to be altered by the formulation variables 
and process steps of bilayer tablet manufacturing. 
Principle degradation product of Acetyl cysteine, 
N, N’-Diacetyl-L-cystine level considered as CQA in 
the present investigation.

3.3.3 Micrometric evaluation

The granules prepared for Bilayer tablets were phys-
ically evaluated and it was suggested to be suitable 
for compression into tablets. The flow properties of 
powder blend Acebrophylline and Acetylcysteine 
were checked by studying the bulk density, tapped 
density, compressibility Index, and Hausner’s ratio. 
The powder blends were found to be free flowing 
with good flow properties and bulk densities were 
found to be in the range of 0.625–0.735. (g/ml) and 
tapped density between 0.842 and 0.902 (g/ml) for 
all the formulations. The % of compressibility index 
calculated using the density data. The obtained val-
ues 17.04–19.6 % that was found to be good flow 
and Hausner’s ratio values were in the range of 
1.205–1.245 for all powder blends. The results con-
firmed that both granules had acceptable levels of 
physical properties suitable for use in the tableting 
process34,35.

Figure 1. FTIR Spectra of Acebrophylline and Acetyl-
cysteine bilayer tablets
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3.3.4 Hardness, Friability, Drug content and Drug 
Release

Characterization of prepared bilayer tablets shown 
in Table 3. Bilayer tablets prepared from all batch-
es F1-F8 demonstrated that they had an acceptably 
smooth surface with no layer separation from either 
side and were within the bilayer process parame-
ters used in the study. The hardness of the bilayer 
tablets for the different experimental runs ranged 
from 11.17 - 11.36 &11.2 -11.38 kg/ cm2. The results 
show that as the compressive pressure increases, 
the friability decreases with increasing hardness36. 

3.3.5 Drug Content and in vitro dissolution re-
lease 

The Acetylcysteine content was determined to be 
98.46-101.55 % and 97.4-101.9 %, respectively. 
The speed of the bilayer compression machine is 
not adjusted during this process as it is fixed at 25 
rpm. Both granulation process and speed of the 
equipment contribute equally to content uniform-
ity of tablets. Hence, it was suggested that a low-
er turret speed can result in better uniformity35. 
The in vitro dissolution profile is shown in Figure 
2 (XYZ, 3D Graph). The dissolution of the Acetyl-
cysteine layer was found to be satisfactory, releas-
ing 65% at 5 min and 100% at 60 minutes. All 8 

batches of dissolution testing were conducted with 
only 60 minutes. Despite maximising the quanti-
ty of β-cyclodextrin, the efficiency of drug release 
for batch F1 to F4 did not increase. From batch F4-
F8 burst release was obtained in this layer after 
5 min, 80 % released at 30 min and complete re-
lease achieved at 60 min. Although the total tablet 
weight was reduced from 800 mg to 760 mg, drug 
release was observed to be little lower (65-71% 
at 5 min and 85-90% at 30 minutes) for batches 
F1-F4, but the dissolution profiles for F5 to F8 
were observed to be 72 % at 5 min and 90% in 30 
minutes. All batches shown 95% of drug release 
at 45 minutes. These results shows that all bilayer 
tablets used in the DOE dissolve almost complete-
ly and thus meet the dissolution criteria for 80% 
drug release was confirm that acetyl cysteine dis-
solution from all the investigated runs in DOE con-
formed with the target profiles. Similar behaviour 
was obtained with the Acebrophylline layer where 
drug release was found from 63% to 100% within 
60 min. Comparatively, dissolution profile of drug 
from F1-F3 was slightly lower than from F4-F8. For 
all batches, weight of layer maintained constant of 
300 mg. Moreover, increasing content of lactose 
did not increase drug release appreciably. It was 
also observed that drug release from one layer de-
pends on the properties or release behaviour of 
the other layer in bilayer tablet technology. 

n=3

Figure 2. In vitro dissolution profile* of Acebrophyl-
line (Bar in secondary axis) and Acetylcysteine (line in 
primary axis) with optimized formulation (F9)

* Optimized formulation

Figure 3. The percentage of degradant with all for-
mulations containing various level of antioxidants 
(F1-F8).
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3.3.6 Effect of antioxidants on N, N’-Diacetyl-L-cys-
tine (DAC)

The percentages of the related substance and princi-
ple degradation product of Acetylcysteine DAC are il-
lustrated in Figure 3. The DAC was found to be 5.65% 
for F1 which marked higher than the Pharmacopoeia 
limit (less than 1%) and higher in all other batch-
es and more due to lower level of Vitamin E in this 
batch. High percentage 5.12 % of the substance was 
found in F5 where propyl gallate was used at higher 
level (0.8mg/tablet). N, N’-Diacetyl-L-cystine was de-
creased to 4.31% and 4.27% for F2 and F4. 0.8 mg of 
BHT or 0.4 mg of propyl gallate and 0.1 mg of Vitamin 
E reduced the (DAC satisfactorily (5.09%). Converse, 
in F3 and F6 formulation containing high levels of an-
ti-oxidant of propyl gallate and BHT the degradation 
of Acetylcycteine was reduced to 5.09 % and 3.62 % 
respectively. Thereby, increasing the concentration of 
antioxidants, relative substance was further reduced. 
When BHT and propyl gallate was used at high level 
(0.80 mg/tablet), percentage of DAC was markedly 
reduced to 2.62 % for F7. The best formulation with 
0.76 % of related substance was obtained with F8 
when all the three critical variables of anti-oxidants 
are used at high level.

3.3.7 ANOVA & Optimization

The model generated for DAC levels was found to be 
significant as indicated by an F-value of 78.99 and 
a p-value of 0.0125 (p < 0.05). There was a reason-
able agreement between the predicted R2 Pred val-
ue of 0.9824 and adjusted R2 Adj value of 0.9194 as 
the difference between the two was less than 0.2. 
(0.063) with precision of 25.48. For optimization, 
the effects of various independent variables on 
the measured responses were modelled using the 
following mathematical model equations involv-
ing the independent variables whose interactions 
on the various measured responses resulting from 
the 23-factor design are as follows: Y = + 3.94500 
-0.001500 A + 0.005125 B + 0.005587 C -5.2500 AC-
0.000015 BC Design-Expert software explored the 
desirability function to obtain an optimized formu-

lation, which was achieved using the set example of 
maximum drug release and minimum disintegration 
time. Hence, an additional batch (F9) of bilayer tab-
lets was prepared for validation. The composition, 
point prediction (optimization) and confirmation of 
the experimental value lie within the limit. Response 
surface and contour plot of the immediate-release 
bilayer design showing a value of 0.398.51 for vita-
min E mg, BHT to be 0.800 mg, and Propyl gallate 
also to be 0.800 mg. The predicted value from the 
plot was 0.84 %, the observed value is 0.78 %s, and 
the desirability is 0.662. The mean values of the re-
lated substances (DAC) for the optimised formula-
tion F9 were found to be within the set limits. The 
layer was thus confirmed to be optimized37,38,39. 

3.3.8 RSM and Contour plot.

Response surface methodology (RSM) and contour 
plot shown in Figure 4 (a) and 4 (b). The RSM 
further elucidates the effect of the main influences 
(factors) on the investigated responses (in this case 
related substances). Surface plots illustrate that in-
creased concentrations of vitamin E and propyl gal-
late lead to decreased related substances. Likewise, 
increased concentrations of BHT and propyl gallate 
lead to decreased related substances. The effect of 
antioxidants was inversely proportional to the relat-
ed substances of Acetyl cysteine5,15,40. 

3.3.9 Kinetics

Dissolution data of the optimized formulation was 
fitted to various mathematical models (Higuchi 
and First order) in order to describe the kinetics 
of the drug release profile. The plot of cumula-
tive percentage drug release as a function of time. 
The Korsmeyer-Peppas model (F = (Mt M) = K m·tn 
where, F-fraction of drug released at time t; Mt-
the mass of drug released at time t; M-the total 
mass of drug in dosage form; Km-kinetic constant; 
n-diffusion or release exponent; t-time in hours. 
was used to further analyse the drug release data 
for curve fitting)41. Peppas used this n value in or-
der to characterise different release mechanisms, 
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concluding for values for a slab, of n=0.5 for Fick 
diffusion. Therefore, the optimized formulation 
followed fickian diffusion kinetics, with the results 
(n=0.132) and R2 of 0.993242,43,44. 

3.4 Stability study

Accelerated Stability study carried out for optimized 
formulation (Newstronic, Mumbai, India). The stability 
study results showed that the hardness, assay content, 
and dissolution of the optimized bilayer tablet (F9) sat-
isfied with the criteria for the corresponding ranges of 
during storage for 3 months under accelerated condi-
tions Optimized F8 formulation was sealed in Alu-Alu 
Blister packaging laminated with polyamide. Sample 
were kept at 40⁰C and 75% RH for 1, 2, 3 months. At the 
end of the study period, the formulation was observed 
for change in physical appearance, color, drug content 
and drug release characteristics. No change in average 
weight of tablet (1100±5mg). Thickness and disinter-
gration time found to be 6.55±0.014 minutes. Similarly, 

assay value of acebrophylline and acetyl cysteine found 
to be 99.28 %. Dissolution of also found to be remain 
intact (100.03 % of acebrophylline and 98.04 % of 
acetyl cysteine at 60 minutes). N, N’-Diacetyl-L-cystine, 
principle degradation product level did not increase 
from 0.76% during the stability study5,15,45. 

4. Conclusions

The aim of this study was to use the QbD method 
to investigate the effect of variables on bilayer tab-
let. The QTPP of the bilayer, immediate release tab-
let was developed as a solution of Acebrophylline 
and Acetylcysteine combination for the successful 
treatment and relief of asthma, which is almost all 
the problem for the pharmaceutical industry espe-
cially in stability aspects. The formulations (F1-F9) 
showed an acceptable range and complied with the 
internal specification for weight variation, thickness, 
hardness, friability, in vitro drug release. The drug 
content of Acebrophylline and Acetylcysteine in tab-

(a)* (b) **
*(a) Response surface (3D) showing the effect of different combinations of A (Vitamin E and BHT) on desirabili-
ty. **(b) contour plot showing percentage of related substance as response variable with different combination 
of (A) and (C). The contour line represents percent of related substance decrease with antioxidant level.  

Figure 4 Response surface method showing Effect of antioxidants on related substance (N,N’-Diacetyl-L-cys-
tine) presented by response surface plot for desirability
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lets were constant while major degradation of Ace-
tylcysteine to N, N’-Diacetyl-L-cystine was greatly 
reduced by introducing the antioxidants Propylgal-
late, vitamin E, and Bishydroxy Toluene (BHT). Us-
ing the three antioxidants as variables for a 23-factor 
experimental design optimised formulation F9 pre-
pared with a reduced level of N, N’-Diacetyl-L-cys-
tine complying with Pharmacopeia limit (0.78). The 
optimized batch F9 complies with standard such as 
content uniformity, hardness, and friability found to 
be satisfactory. The content of major degradants also 
did not increase, meeting the pharmacopoeia stand-
ards. Accelerated stability profile of bilayer tablets 
was found to be satisfactory. No signs of degradation 

were observed in HPLC analysis. 
In conclusion, the bilayer tablet technology 

and factorial design could be successfully applied 
to the Acetylcysteine and Acebrophylline immedi-
ate release bilayer tablet dosage form. 
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 Quinazoline scaffold was found to be a promising nucleus for the design 
and development of anticancer and antibacterial agents. In this work, we 
reported the synthesis of several quinazoline derivatives 3-7 starting from 
N-methylisatoic anhydride (1). The cytotoxicity and antibacterial activities 
of synthesized compounds were evaluated utilizing 3-(4,5-dimethylthi-
azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and broth mi-
crodilution test, respectively. Synthesized quinazoline compounds showed 
moderate anticancer and antibacterial activities and the most promising 
is the cytotoxicity of compound 7 in both cell lines, breast cancer (MCF-7) 
and human prostate cancer (PC3). Since the quinazoline nucleus is report-
ed in literature as privileged structure, further enhancement of activity of 
our synthesized quinazoline derivatives could lead to the discovery of nov-
el potential antineoplastic and antibacterial agents.

ABSTRACT

1. Introduction

A myriad of drugs and lead compounds pharmaceutically active possess het-
erocyclic moieties which confer a privileged physicochemical property1,2. Par-
ticularly, the heteroaromatic quinazoline it is well known to be associated 
with several pharmacological activities, such as, anti-cancer3, anti-microbial4,5, 
anti-cholinesterase6, anti-inflammatory7, antihypertensive8, sedative-hypnot-
ic9, anti-histaminic 10 and anti-viral activities11.  The quinazoline nucleus al-
most certainly depict one of the most important privileged structures and may 
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emerge as new-fashioned approach for the discov-
ery of new drug candidates, targeted at various bio-
logical macromolecules12,13. The multiple biological 
activities of quinazoline derivatives have attracted 
the attention of pharmaceutical chemists to investi-
gate this scaffold for its potentiality against several 
diseases, particularly, as anti-neoplastic14 and anti-
bacterial lead compound15. There are many quinazo-
line derivatives used clinically as anticancer agents, 
like, gefitinib, lapatinib (1a), dacomitinib and a se-
ries of analogues in preclinical and clinical trials (1b, 
Figure 1)16-18. 

The continued manifestation of bacterial resist-
ance against the classical antibiotics has stimulated 
a intensive search for new classes of agents with in-
novative antibacterial mode of action19-21, including 
quinazoline based agents. Van Horn et al. reported 
that some N2,N4-disubstituted quinazoline-2,4-di-
amines with excellent in vivo efficacy provided com-
plete, or nearly complete protection to mice infect-
ed with lethal dose of S. aureus, even better than the 
positive control vancomycin (1c and 1d, Figure 1)22.

Due to the prevailing interest on quinazoline scaf-
fold as anticancer and antibacterial agents, in the 
present work, we report the synthesis of two novel 
spiro-quinazoline derivatives (4 and 6, Scheme 1), 
as a continuation of our previous work23-24. Addition-
ally, we synthesized a derivative 7 (Scheme 1) con-
taining antioxidant moiety which has been conjugat-
ed to the spiro-quinazoline scaffold. The anticancer 
activity and cytotoxicity of the newly synthesised 
compounds as well as of two previously synthesised 
(3, 5 Scheme 1) was evaluated in vitro against MCF-
7 and PC3 cancer cells. Furthermore, their antibacte-
rial activity against S. aureus, E. coli and P. aerugino-
sa were evaluated.

2. Experimental

2.1. Reagents and materials

All chemicals and solvents were purchased from 
commercially available sources and were of ana-
lytical grade. N-Methylisatoic anhydride, N, N′-Di-

Figure 1: Quinazolines with reported anticancer and antibacterial activities. 
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cyclohexylcarbodiimide  (DCC), chlorotrimethyl-
silane (TMSCl), LiAlH4, trans-cinnamic acid, SOCl2 
tetrahydrofuran (THF) were purchased from Sig-
ma-Aldrich (UK). NH4OH 32% from ALPHA chemi-
ka, ethylacetate from LiChrosolv®, n-hexane from 
Tedia®, p-toluene-4-sulfonicacid monohydrate, hy-
drochloric acid (HCl) 37 %, sodium sulfate (Na2SO4) 
anhydrous and DCM were purchased from (AZ 
chem for chemicals), methanol (GC grade incom-
pliance to the specification of USP, BP, EP grade. 
Lab Chem). Reaction monitoring of the synthesized 
compounds was performed by Thin Layer Chroma-
tography (TLC) on commercial silica gel 60 Å on al-
uminium foils with fluorescent indicator 245 nm 
purchased form Sigma-Aldrich. 

2.2. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)

GC-MS was used for the separation of the mixture com-
ponents and to identify their molecular weight on the 
same run and was done on GC-2010 plus Shimadzu 
with flame ionization detector (FID). The Perkin-Elm-
er column length 25 m, methyl 5% phenyl silicone, 0.32 
mm inner diameter 1.0 μm film thickness was used. 

2.3. 1H and 13C NMR spectroscopy

1H and 13C NMR spectra were acquired at 500.13 and 
125.75 MHz, respectively, using a Bruker Avance III 
500 spectrometer (Bruker, Karlsruhe, Germany). 

2.4. Cell Lines and Culture Conditions

Human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 (HB-
8065), Human androgen-resistant (PC3) and Normal 
dermal fibroblast cells were obtained from the Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).

MCF-7, and dermal fibroblast cells were cultured 
in DMEM, while PC3, were cultured in RPMI-1640 me-
dium; media contained 10% heat-inactivated fetal bo-
vine serum (FBS), 1% (v/v) of penicillin (10,000 units/
mL)-streptomycin (10 mg/mL), and 1% (v/v) L-glu-
tamine (200 mM) (all from Sigma-Aldrich). All cell lines 
were cultured at 37oC in a 5% CO2, fully humidified 
atmosphere.

2.5. Cytotoxicity Assay

Cell lines were seeded in 96-well flat-bottomed mi-

Scheme 1. Synthesis of quinazoline derivatives 3-7. 
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croplates in 100 µL culture medium at the following den-
sities: PC3, and MCF-7 cells (3 x 103 cells/well); Dermal 
fibroblast cells (4.0 x 103 cells/well). Cells could adhere 
for 24 h. Then, the medium was replaced with fresh me-
dium alone or with the tested compounds at increasing 
concentrations from 0 to 250 μg/mL for cancerous cell 
lines and to 500 μg/mL for the normal dermal fibroblast 
cells. The reference drugs cisplatin (0–100 μΜ) and dox-
orubicin (0–10 μΜ) were included as positive controls 
for growth inhibition.

After 72 h, cell viability was assayed using the 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay. All experimental conditions were 
tested in triplicate and the experiment was performed 
three times. Half maximal inhibitory concentrations 
(IC50, the concentration required for 50% in vitro inhibi-
tion of growth) were calculated for each experiment us-
ing Graphpad prism software (Version 8, San Diego, CA, 
USA). IC50 values were reported as mean + SD.

2.6. Bacterial preparation and antimicrobial assays 

2.6.1. Preparation of compounds stock solutions

Stock solutions of each compound were prepared by dis-
solving each pure compound in DMSO to get a solution 
with concentration of 1 mg/mL. Similarly, the standard 
antibiotics were also dissolved in DMSO and phosphate 
buffer saline (PBS) in a concentration of 1 mg/mL.

2.6.2. Bacterial strains and growth conditions

The following bacterial strains were employed in this in-
vestigation: S. aureus ATCC 29350, MRSA (clinical iso-
late), E. coli 25922, and P. aeruginosa 27853. The culti-
vation media for P. aeruginosa and E. coli were tryptone 
soy agar (Oxoid, UK), while 5 % defibrinated sheep 
blood added to Columbia blood agar base (Oxoid, UK) 
was the medium used for S. aureus. The bacterial cul-
tures were aerobically grown at 37oC for 24 h. For anti-
microbial testing, bacterial cultures were prepared by 
picking colonies from mid-logarithmic phase of growth 
and suspended in 5 mL of Mueller–Hinton broth with 
suitable supplements. The bacterium inoculum sizes 
were adjusted to be 108 CFU/mL for all strains.

2.7. Antimicrobial susceptibility testing and MIC 
determination

2.7.1 Disk diffusion 

For the disk diffusion assay, bacterial suspensions were 
prepared to the standard McFarlands 0.5 and subse-
quently uniformly spread on a solid growth medium in 
a Petri dish. Sterile paper disks (6 mm in diameter; Bec-
ton, Dickinson & Co.) were placed on the surface of each 
agar plate and were impregnated with 20 uL solution 
of each compound. Plates were incubated for the rec-
ommended time periods (24–48 h) under appropriate 
cultivation conditions. Antibacterial activity was deter-
mined if the tested compound produced an inhibition 
zone around a disk following the incubation according 
to the method outlined by Valgas et al.25. Disks impreg-
nated with sterile DMSO served as negative controls and 
disks with standard antibiotics (vancomycin, ciproflox-
acin, and clarithromycin (Oxoid, UK)) served as posi-
tive controls. Measurements at each concentration were 
performed in triplicates. 

2.7.2. Broth microdilution 

For the broth microdilution test, 50 uL of each bacteri-
al suspension in a suitable growth medium was added 
to the wells of a sterile 96-well microtitre plate already 
containing 50 μL of two-fold serially diluted compound 
or standard antibiotic in proper growth medium; the fi-
nal volume in each well was 100 uL. Control wells were 
prepared with culture medium, bacterial suspension 
only, compound only, and DMSO in amounts correspond-
ing to the highest quantity present. The contents of each 
well were mixed on a microplate shaker (Eppendorf, 
Hamburg, Germany) at 900 rpm for 1 min prior to incu-
bation for 24 h in the cultivation conditions described 
above. The MIC was recorded as the lowest concentra-
tion where no viability was observed after 24 h based on 
metabolic activity26. To indicate respiratory activity, the 
presence of color was determined after adding 10 lL/well 
of INT (2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-5- phenyltetra-
zolium chloride, Sigma) or TTC (2,3,5-triphenyltetrazoli-
um chloride, Sigma) dissolved in water (INT 2 mg/mL, 
TTC 20 mg/mL) and incubated under appropriate culti-
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vation conditions for 30 min in the dark (Ellof, 1998). To 
determine the ATP activity, the bioluminescence signal 
was measured by a Microplate Reader (Tecan, Manne-
dorf/Zurich, Switzerland) after adding 100 lL/well of 
BacTiter- GloTM reagent (Promega, Madison, USA) and 
after 5-min incubation in the dark27. Positive controls 
were wells with a bacterial suspension in an appropri-
ate growth medium and a bacterial suspension in an ap-
propriate growth medium with DMSO, in amounts cor-
responding to the highest quantity present in the broth 
microdilution assay. Negative controls were wells with 
growth medium and the compound. All measurements 
of MIC values were repeated in triplicate.

3. Results

3.1. Synthesis of quinazoline derivatives

3.1.1. 1'-methyl-1'H-spiro[cycloheptane-1,2'-quina-
zolin]-4'(3'H)-one (4)

A solution of 0.657 g of toluene-4-sulfonic acid monohy-
drate (0.00345 mol) with 10 ml cycloheptanone (0.0829 
mol) were stirred to 10 min. under reflux (85-90oC). 

Subsequently, compound 2 (4 g, 0.0266 mol), which 
dissolved in 40 ml of methanol, was added drop wise 
to the reaction mixture. After 4 hours the reaction was 
cooled down to room temperature and the stirring had 
been continued overnight. At the complete consumption 
of the starting material the organic phase was concen-
trated under reduced pressure. The residue was puri-
fied by crystallization from hot methanol to afford (6.11 
g, 94% yield) as white crystals. Rf = 0.6 (n-hexane: ethyl 
acetate = 1:1). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 1.56-1.99 
(m, 12H, 2'-H2 - 7'-H2) 2.81 (s, 3H, CH3), 6.62-6.64 (d, 
1H, J = 8.2 Hz, ArH), 6.76-6.79 (dd, 1H, J = 7.35, 7.25, 
ArH), 7.32-7.36 (dd, 1H, J = 7.8, 7.45 Hz, ArH), 7.58 (s, 
1H, NH), 7.88-7.90 (d, 1H, J = 7.45, 1H, ArH). 13C-NMR 
(125 Hz, CDCl3): δ = 22.97 (2C, cyclohept.), 30.46 (2C, 
cyclohept.), 31.29 (NCH3), 37.98 (2C, cyclohept.), 76.95 
(NCN), 112.62 (arom.), 116.72 (arom.), 117.59 (arom.), 
128.13 (arom.), 134.01 (arom.), 148.14 (arom.), 164.51 
(CO). GC-MS: m/z = 244, (tR = 26.1 min). 

3.1.2 1'-methyl-3', 4’-dihydro-1'H-spiro (cyclohep-
tane-1, 2'-quinazoline) (6)

To a solution of 4 (1.5 g, 0.00614 mol) in 15 ml 

Figure 2: 1H-NMR spectrum for compound 7 Figure 3: 13C-NMR spectrum for compound 7
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of THF anhydrous was added TMSCl (4.669 ml/ 
0.0368 moles). The solution was stirred at room 
temperature for 15 minutes. then LiAlH4 (2.796 
g, 0.0786 mol) was added and allowed to stir for 
2 hours more until no 4 left. the reaction was 
quenched adding dropwise 3.3 mL H2O distilled 
water followed by adding the same quantity of 
aqueous sodium hydroxide, and finally adding 10 
mL H2O with constant stirring for 15 min. The re-
action mixture was extracted with ethyl acetate and 
dried over anhydrous MgSO4 and then concentrated 
under reduced pressure and gave the pure desired 
product without further purification as brownish 
oily liquid (1.42 g, 95% yield). Rf = 0.2 (n-hexane: 
ethyl acetate = 1:1). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 
1.40-1.98 (m, 12H, cycloheptyl), 2.75 (s, NH, brd), 
2.90 (s, 3H, CH3), 3.82 (s, 2H, CH2), 6.67-6.71 (m, 
2H, ArH), 7.08 (d, 1H, J = 7.1 Hz, ArH), 7.26 (dd, 
1H, J1 = 7.7 Hz, J2 = 0.1 Hz, ArH). 13C-NMR (125 
Hz, CDCl3): δ = 23.11 (cyclohept.), 24.26 (2C, cyclo-
hept.), 28.71 (cyclohept.), 30.24 (CH3), 34.87 (2C, 
cyclohept.), 51.33 (CH2N), 58.54 (NCN), 109.68 
(arom.), 116.14 (arom.), 124.49 (arom.), 128.56 
(arom.), 129.30 (arom.), 149.59 (arom.). GC-MS: 
m/z = 232, (tR = 12.5 min.).

3.1.2. (E)-1-(1'-methyl-1',4'-dihydro-3'H-spiro[cy-
clopentane-1,2'-quinazolin]-3'-yl)-3-phenylprop-
2-en-1-one (7)

To a solution of cinnamic acid (217 mg, 0.00146 
mol) in THF anhydrous were added triethylamine 
(608.2 µl, 0.00438 mol) and thionyl chloride (106 µl, 
0.00146 mol), respectively. The solution was stirred 
for 5 minutes and then a solution of compound 5 
(300 mg, 0.00146 mol.) in THF anhydrous was add-
ed. The reaction was monitored using TLC and GC-MS 
and quenched within 2 hours before quenching with 
deionized water. The reaction mixture was extracted 
with ethyl acetate and dried over anhydrous MgSO4 
and then concentrated under reduced pressure. The 
resulting crude product was purified by crystalliza-
tion from hot methanol, to afford the title compound 
as white crystals with a yield of 46%. Rf = 0.29 (n-hex-
ane: ethyl acetate = 4:6). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) 
δ = 1.23 - 1.84 (m, 8H, cyclopentyl), 2.86 (s, 3H, CH3), 
4.30 (s, 2H, NCH2), 6.66 (s, 2H, arom.), 7.05 (dd, 1H, 
arom.), 7.19-7.55 (m, 7H, CH=CH and arom.), 7.7 (dd, 
1H, arom.). (Figure 2). 

13C-NMR (125 Hz, CDCl3): δ = 23.90 (2C), 30.42 
(2C), 36.40, 44.3, 110.08 (2C), 117.58, 118.84, 122.06, 

Figure 4: GC-MS spectrum for compound 7.
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127.85 (2C), 128.75 (2C), 129.54 (2C), 135.38 (2C), 
142.75, 145.26, 167.75. (Figure 3).

 GC-MS: m/z = 334, (tR = 34.77 min.). (Figure 4). 

4. Discussion

4.1. Synthetic chemistry

2 - ( m e t h y l a m i n o ) b e n z a m i d e  ( 2 ) ,  1 ' - m e -
t hyl - 1 H ' - s p i ro [ c yc l o p e n t a n e - 1 ,  2 ' - q u i n a -
zolin]-4'(3'H)-one (3) and 1'-methyl-3', 4'-dihy-
dro-1'Hspiro[cyclopentane-1, 2'-quinazoline] (5) 

were synthesized with excellent yield by the previ-
ously reported methods (Scheme 1)26,27. Regarding 
the synthesis of compound 4 the order of the reagent 
addition was fundamental to obtain an excellent yield. 
Firstly, reacting p-toluene sulphonic acid (p-TSA) with 
cycloheptanone to activate carbonyl group, whereup-
on after 10 minutes the addition of compound 2 to the 
mixture allowed the formation of the spiro compound 
4. Compound 6 was formed by activation of carbon-
yl carbon of the amide group (compound 4) utilizing 
trimethylsilylchloride (TMSCl) followed by a reduc-
tion step with LiAlH4. To optimize the reaction yield, 

Table 1: Reaction conditions for the synthesis of compound 7 using DCC.
Compound 7

(eq)
DCC (eq)

Cinnamic 
acid (eq)

solvent
Activation 
time (min)

T (°C) Yield (%)

1 1.05 1 EtOAc 0 50 -78 NP

1 4 4 THF 5 RT < 5

1 4 4 THF 15 RT < 5

*NP: No product was formed

Table 2: Optimization of reaction conditions used for the synthesis of compound 7 using 
SOCl2. 
Compound 7

(eq)

SOCl2

(eq)

TEA

(eq)
Solvent

Activation 
time (min)

Yield %

1 1 3 DCM 0 NP*

1 1 3 DCM 5 30 

1 1 3 THF anhydrous 5 46 

1 1 3 THF anhydrous 10 NP

1 1.5 5 DCM 5 NP

1 1.5 5 THF anhydrous 5 NP

*NP: No product was formed
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Table 3: Half-maximal inhibitory concentrations (IC50) of tested compounds in human 
breast, prostate, and normal dermal fibroblast. Values are mean +SD expressed in μg/mL. 

Compounds Cell line

MCF-7 PC3 Dermal/Fibroblast 

3 80.5±12.2 > 250 > 500

4 80.5±9.7 > 250 > 500

5 > 250 > 250 > 500

6 145.5±33.4 > 250 > 500

7 20.3±5.6 89.5 ±10.2 332.6 ± 14.4

Doxorubicin 0.64 ± 0.4 2.3 ± 1.3 > 100

cisplatin 14.6 ± 2.8 16.2 ± 1.6 > 100

we noticed that the optimum activation time of com-
pound 4 with TMSCl was 15 minutes. 

Compound 7 was synthesized utilizing tow meth-
ods. Firstly, utilizing of dicyclohexylcarbodiimide (DCC) 
as activating agent for carboxylic acid group to form a 
good leaving group which could be subsequently dis-
placed by the secondary amine group, but the desired 
product was not formed even after 24 hours. For this 
reason, the procedure has been modified by increasing 
the activation time of cinnamic acid with DCC to 5 min-
utes before the addition of compound 5, the target prod-
uct was formed after 2 hours in a small yield (< 5%) (Ta-
ble 1). Secondly, utilizing SOCl2 as activating agent and 
different reaction conditions it was observed that the ac-
tivation time was fundamental to increase the yield up 
to 46% (Table 2). 

4.2. Biological evaluation

4.2.1. Cytotoxicity

The tested compounds 3-6 showed no significant activi-
ty against prostate tumor cell lines except for compound 
7 with IC50 of 89.5 ±10.2 μg/mL, which showed moder-

ate activity . In contrast, moderate activity against MCF-
7 was observed for compounds 3, 7 and 4 with IC50= 
80.5±12.2 μg/mL, 20.3±5.6 μg/mL and 80.5±9.7 μg/mL 
respectively (Table 3). In the light of results, compound 
7 exhibited to be a potential candidate as anticancer 
agent that belongs to this family. This biological activity 
could be related to the chemical modification of 5 by the 
introducing of cinnamoyl moiety. In literature the mech-
anism of action of several quinazoline derivatives is re-
ported, according to which their anticarcinogenic activ-
ity is exhibited by inhibition of intracellular targets like 
topoisomerase or cyclin dependent kinases28. This is will 
be the next step to elucidate their mode of action, for in-
stance by molecular docking in future studies. Moreover, 
since the tested compounds are more effective against 
MCF-7 cells, potential new target candidates are sug-
gested like epidermal growth factor receptor (EGFR)29. 
Further investigations including gene expression analy-
sis are required to dedicate possible mechanisms of ac-
tion of these derivatives.

4.2.2. Antibacterial activity

It has been noticed that the test compounds (3-7) did 
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Table 4: Antimicrobial activity and MIC determination of tested compounds. 

Compounds
Antimicrobial activity  

Zone of inhibition (MIC value ug/mL)
S. aureus 

ATCC 25923

E. coli

ATCC 25922

P. aeruginosa  

ATCC 27853

3 0 (NP) 0 (NP) 0 (NA)

4 0 (NP) 0 (NP) 0 (NA)

5 0 (NP) 12 (62.5) 10 (125)

6 0 (NP) 12 (62.5) 10 (125)

7 0 (NP) 0 (NP) 0 (NA)

 NA = not active

not exhibit any antibacterial activity against Gram posi-
tive S. aureus. However, compounds 5 and 6 showed mod-
erate antibacterial activity against against Gram negative 
P. aeruginosa (Table 4). Moreover, quinazolinone deriva-
tives 3 and 4 have demonstrated to be devoid of any anti-
bacterial activity against Gram positive and Gram negative 
bacteria, which proves that quinazoline derivatives 5 and 6 
(reduced structures of quinazolinones) possesses a supe-
rior activity against Gram negative bacteria. Compound 7 
is lacking any antibacterial activity against tested bacteri-
al strains, which highlights the fact that the conjugation of 
quinazoline nucleus with the antioxidant lipoic acid abol-
ished the antibacterial activity.

5. Conclusion

Several quinazoline derivatives were synthesized 

in a good yield. Their biological evaluation showed 
that compound 7 possesses promising cytotoxici-
ty in both cell lines, breast cancer (MCF-7) and hu-
man prostate cancer (PC3). These results offer a 
new quinazoline-based template to design and de-
velop novel antineoplastic and antibacterial agents, 
therefore, additional in vitro and in vivo studies are 
required to reveal their possible mechanism of ac-
tion. 
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EFMC YOUNG MEDICINAL CHEMISTS' SYMPOSIUM
www.efmc-ymcs.org

• SEPTEMBER 26-30, 2022. HEIDELBERG, GERMANY
23RD EUROQSAR SYMPOSIUM,  “INTEGRATIVE DATA-INTENSIVE APPROACHES TO DRUG DESIGN
www.euroqsar2022.org

• OCTOBER 3-4, 2022 ATHENS, GREECE
BIOAVAILABILITY- BIOEQUIVALENCE, 
Info: P. Macheras, Faculty of Pharmacy, University of Athens

• DECEMBER 15-17,  2022 ΙISTANBUL, TURKEY
8TH INTERNATIONAL BAHÇEŞEHIR UNIVERSITY (BAU) DRUG DESIGN CONGRESS
https://www.baudrugdesign2022.com

• JUNE 11-14, 2023 IOANNINA, GREECE
16TH INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON APPLIED BIOINORGANIC CHEMISTRY 
https://isabc2023.com/registration/

www.hsmc.gr/en/pharmakeftiki-journal/


