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Εισαγωγή: H Φαρμακοεπιδημιολογία ως επιστήμη μελετά τη χρήση 
και τις δράσεις των φαρμάκων σε μεγάλη πληθυσμιακή κλίμακα με κύ-
ριο εργαλείο την εφαρμογή επιδημιολογικών μεθόδων σε δεδομένα κλι-
νικής έρευνας. Σκοπός της παρούσας ανασκόπησης είναι να αναδείξει 
τον ρόλο της φαρμακοεπιδημιολογίας και την ερευνητική της υπόστα-
ση στην Έλλάδα. 
Μεθοδολογία: Για τη συγκεκριμένη βιβλιογραφική ανασκόπηση έγι-
νε εξαγωγή πληροφοριών από τις μηχανές αναζήτησης Google Scholar, 
PubMed, Scopus και Science Direct. Η ανασκόπηση εκτείνεται χρονικά 
από το 1972 εώς το 2021 και οι λέξεις - κλειδιά που χρησιμοποιήθη-
καν είναι “Φαρμακοεπιδημιολογία”, “κλινική έρευνα”, “κλινικές μελέτες”, 
“Φαρμακοεπαγρύπνηση”. 
Αποτελέσματα - Συζήτηση: Βασικοί στόχοι της Φαρμακοεπιδημιολο-
γίας είναι η ανάπτυξη της κλινικής έρευνας με τη συλλογή και ανάλυση 
δεδομένων πραγματικού κόσμου, η ανίχνευση πιθανών ανεπιθύμητων 
ενεργειών και η διερεύνηση δράσεων των φαρμακευτικών προϊόντων 
πέρα της κύριας θεραπευτικής τους. Λόγοι διεξαγωγής μιας φαρμακο-
επιδημιολογικής μελέτης αποτελούν ρυθμιστικά, νομικά, προωθητικά 
και κλινικά ζητήματα. Ο ορθός σχεδιασμός φαρμακοεπιδημιολογικών  
μελετών απαιτεί τη σωστή επιλογή τύπου έρευνας. Οι τύποι μελετών 
διακρίνονται σε i) περιγραφικές μελέτες (αναφορές/σειρές περιστα-
τικών και οικολογικές ή συγχρονικές μελέτες) με στόχο την ενίσχυση 
του προφίλ ασφαλείας των φαρμάκων και τις αναλυτικές μελέτες (με-
λέτες ασθενών-μαρτύρων και μελέτες κοορτής) με στόχο την ανάδειξη 
συσχετίσεων αιτίας-αποτελέσματος και κινδύνου-ασθένειας. Ώστόσο, ο 
σχεδιασμός μιας φαρμακοεπιδημιολογικής μελέτης παρουσιάζει  περι-
ορισμούς, σχετικούς με την ποιότητα των δεδομένων και το πληθυσμι-
ακό δείγμα. Το σφάλμα μεροληπτικότητας και ανάκλησης, ο παράγο-
ντας σύγχυσης και η έλλειψη δεδομένων αποτελούν εμπόδια. Έπίσης, η 
αξιοπιστία αυτών των μελετών βασίζεται στη στατιστική ισχύ τους και 
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1. Εισαγωγή

1.1 Ορισμός - Ιστορική Αναδρομή

Η επιστήμη της Φαρμακοεπιδημιολογίας αποτελεί 
την τομή δύο επιστημονικών κλάδων, της Κλινικής 
Φαρμακολογίας και της Έπιδημιολογίας. Από τον 
τομέα της  Κλινικής Φαρμακολογίας χρησιμοποιεί-
ται το ερευνητικό ερώτημα,  με στόχο την παροχή  
χρήσιμων πληροφοριών για τους επαγγελματίες 
υγείας όσον αφορά τις θεραπευτικές και ανεπιθύ-
μητες ενέργειες φαρμάκων. Αντίστοιχα από την 
Έπιδημιολογία χρησιμοποιείται η μεθοδολογία, 
καθώς η φαρμακοεπιδημιολογική έρευνα αφορά 
μεγάλες ομάδες πληθυσμού. Συνοπτικά, η Φαρμα-
κοεπιδημιολογία χρησιμοποιεί επιδημιολογικές με-
θόδους σε δεδομένα  Κλινικής Φαρμακολογίας με τη 
χρήση σημαντικών εργαλείων από επιστήμες όπως 
η Ιατρική Πληροφορική και η Βιοστατιστική.1

Η εξέλιξη της πληροφορικής και η καθιέρωση χρή-
σης ηλεκτρονικών υπολογιστών στην καθημερινή 
ιατρική πράξη βοήθησε ιδιαίτερα την περαιτέρω 
ανάπτυξη της Φαρμακοεπιδημιολογίας με τη δημι-
ουργία των πρώτων μεγάλων βάσεων αποθήκευ-
σης δεδομένων.2

Κάνοντας μια ιστορική αναδρομή, ο όρος Φαρ-
μακοεπιδημιολογία εμφανίζεται πρώτη φορά στη 
βιβλιογραφία το 1984, ενώ νωρίτερα, μελέτες που 
ενέπιπταν σε αυτό το ερευνητικό πεδίο χαρακτηρί-
ζονταν ως φαρμακευτική επιδημιολογία.3 Υπάρχουν 
αρκετοί ορισμοί για τη Φαρμακοεπιδημιολογία που 

παρουσιάζουν ομοιότητες μεταξύ τους. Σύμφωνα 
με τον ορισμό του Brian L. Strom, ενός από τους 
πρωταγωνιστές αυτής της επιστήμης, η Φαρμακοε-
πιδημιολογία είναι η μελέτη της χρήσης και των επι-
δράσεων φαρμάκων αλλά και ιατρικών συσκευών 
σε μεγάλο αριθμό ανθρώπων.1 Ο Παγκόσμιος Οργα-
νισμός Υγείας ορίζει τη Φαρμακοεπιδημιολογία ως 
την επιστήμη που μελετά τη χρήση και τις δράσεις 
(ευεργετικές και ανεπιθύμητες) των φαρμάκων σε 
μεγάλο αριθμό ατόμων με σκοπό την ορθολογική 
και αποδοτική χρήση τους στον πληθυσμό και τη 
βελτίωση της δημόσιας υγείας.4

Παράλληλα, σύμφωνα με τον Evans, η Φαρμακο-
επιδημιολογία μπορεί να οριστεί ως η εφαρμογή 
επιδημιολογικών μεθόδων και αναλύσεων  όσον 
αφορά τις επιδράσεις φαρμάκων, εμβολίων και κυτ-
ταρικών θεραπειών3, ενώ σύμφωνα με τον Shader, 
η Φαρμακοεπιδημιολογία αναφέρεται στη μελέ-
τη της χρήσης, της αποτελεσματικότητας και της 
ασφάλειας φαρμακευτικών ουσιών (φαρμάκων, 
βιολογικών θεραπειών, εμβολίων) σε μεγάλους και 
καλά καθορισμένους πληθυσμούς.5

Η πρώτη οργανωμένη φαρμακοεπιδημιολογική 
μελέτη παρατήρησης πραγματοποιήθηκε στη Γερ-
μανία το 1895, όπου αξιολογήθηκε στην καθημερι-
νή ιατρική πράξη η ασφάλεια διαφόρων φαρμάκων 
για γενική αναισθησία.2

Από τότε η επιστήμη αυτή αναπτύχθηκε αισθητά, 
κυρίως εξαιτίας των παρακάτω παραγόντων: (α)  
για να ενισχύσει αδυναμίες των κλινικών δοκιμών, 
(β) τα φάρμακα εκτός από θεραπευτικές επιδράσεις 

στα προκαθορισμένα όρια εμπιστοσύνης. Τέλος, ιδιαίτερα σημαντική 
αναδείχθηκε η συνεισφορά της φαρμακοεπιδημιολογίας στην πανδη-
μία Covid-19, αποτελώντας βασικό εργαλείο φαρμακοεπαγρύπνησης 
για τον εντοπισμό και καταγραφή παρενεργειών των εμβολίων  ένα-
ντι του κορονοϊού.  
Συμπέρασμα: Οι μελέτες φαρμακοεπιδημιολογίας πλεονεκτούν κα-
θώς μπορούν να δράσουν συμπληρωματικά στον καθορισμό και επανε-
ξέταση κλινικών κατευθυντήριων οδηγιών. Στην Έλλάδα, η φαρμακοε-
πιδημιολογία βρίσκεται σε πρώιμα στάδια, ωστόσο Έλληνες ερευνητές 
επιδιώκουν την εξέλιξη αυτής της σημαντικής επιστήμης.
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έχουν και σοβαρές ανεπιθύμητες ενέργειες που πρέ-
πει να διερευνώνται (σημαντικό ρόλο έπαιξαν η πε-
ρίπτωση της χλωραμφενικόλης και της θαλιδομίδης 
το 1950 και 1961 αντίστοιχα) και (γ)  διαφορετικά 
μοτίβα χρήσης φαρμάκων μεταξύ πληθυσμών που 
οδήγησαν στην ανάγκη πραγματοποίησης σχετι-
κών ερευνών στα μέσα της δεκαετίας του 1960.1,2,5 
Το 1966  άρχισαν να γίνονται στις Η.Π.Α. τα πρώτα 
βήματα προς την ανάπτυξη της Φαρμακοεπιδημιο-
λογίας,  που οδήγησαν στην πραγματοποίηση της 
πρώτης διεθνούς συνόδου με επίκεντρο τη Φαρμα-
κοεπιδημιολογία το 1985 και στην ίδρυση της Διε-
θνούς Έταιρείας Φαρμακοεπιδημιολογίας το 1989.2

1.2 Λόγοι πραγματοποίησης Φαρμακοεπιδημιο-
λογικών μελετών 

Οι λόγοι πραγματοποίησης φαρμακοεπιδημιολογι-
κών μελετών ποικίλουν και μπορούν να διαχωρι-
στούν σε ρυθμιστικούς, προωθητικούς, νομικούς 
και κλινικούς.1 Παρακάτω, γίνεται αναφορά στον 
καθένα χωριστά.

1.2.1 Ρυθμιστικοί λόγοι

Τη στιγμή της έναρξης της εμπορικής διάθεσης των 
φαρμάκων δεν είναι γνωστές όλες οι πληροφορί-
ες ασφαλείας και οι δράσεις τους. Ώς εκ τούτου, οι 
ρυθμιστικοί φορείς συχνά λαμβάνουν γνωστοποιή-
σεις περιπτώσεων εμφάνισης ανεπιθύμητων ενερ-
γειών από τη χρήση των φαρμάκων και ιδιαίτερα 
των νεοκυκλοφορούντων. Για την απάντηση των 
ερωτημάτων που προκύπτουν, οι ρυθμιστικοί φο-
ρείς μπορεί να ζητήσουν την πραγματοποίηση μιας 
φαρμακοεπιδημιολογικής μελέτης με σκοπό τη με-
λέτη της χρήσης, της αποτελεσματικότητας και των 
βραχυπρόθεσμων και μακροπρόθεσμων επιδράσε-
ων του φαρμάκου σε ευρύτερο πληθυσμό από αυ-
τόν που εξετάστηκε στις κλινικές δοκιμές.6 Έπιπρό-
σθετα, η έναρξη της κυκλοφορίας ενός φαρμάκου 
σε κάθε χώρα μπορεί να διαφέρει χρονολογικά. Το 
γεγονός αυτό μπορούν να το εκμεταλλευτούν οι 
ρυθμιστικοί φορείς της εκάστοτε χώρας, οι οποίοι 
εξετάζουν την αίτηση κυκλοφορίας του φαρμάκου. 
Τα αποτελέσματα φαρμακοεπιδημιολογικών με-

λετών από χώρες στις οποίες ήδη κυκλοφορεί ένα 
φαρμακευτικό σκεύασμα μπορούν να λειτουργή-
σουν ως σημεία αναφοράς και να επιταχύνουν τις 
διαδικασίες έγκρισης του.1

1.2.2 Προωθητικοί λόγοι

Η τεκμηρίωση της ασφάλειας και της αποτελεσμα-
τικότητας ενός φαρμάκου μέσω μιας φαρμακοεπι-
δημιολογικής μελέτης, μπορεί να μειώσει την αρχική 
επιφυλακτικότητα των ιατρών ως προς τη συντα-
γογράφησή του. Τα αποτελέσματα μιας φαρμακο-
επιδημιολογικής μελέτης μπορούν να οδηγήσουν 
στην εύρεση νέων ενδείξεων/αντενδείξεων χρήσης 
του φαρμάκου, επηρεάζοντας και καθορίζοντας  τα 
πλαίσια συνταγογράφησής του.1

1.2.3 Νομικοί λόγοι

Σε περιπτώσεις αγωγής ευθύνης του προϊόντος, η 
πραγματοποίηση κατάλληλης φαρμακοεπιδημιολο-
γικής μελέτης από την αρμόδια εταιρεία μπορεί να 
διασφαλίσει την πραγματοποίηση κάθε δυνατής δι-
αδικασίας για τον εντοπισμό της τοξικότητας ενός 
φαρμάκου όσο το δυνατόν γρηγορότερα.1

1.2.4 Κλινικοί λόγοι

Στην περίπτωση φαρμάκων για χρήση σε χρόνιες 
ή συχνές παθήσεις ή για αυτοφαρμακοθεραπεία, η 
πραγματοποίηση μιας φαρμακοεπιδημιολογικής με-
λέτης είναι απαραίτητη, καθώς η έκθεση των ασθε-
νών σ’ αυτό θα είναι μεγάλη και για μεγάλο χρονικό 
διάστημα. Έπιπλέον, έλεγχος ασφαλείας των φαρ-
μάκων πρέπει να πραγματοποιείται, όταν η χημική 
δομή τους ή η κατηγορία στην οποία ανήκουν σχετί-
ζεται με ανεπιθύμητες ενέργειες ή τοξικότητα. Σε πε-
ρίπτωση που η χημική δομή τους είναι νέας χημικής 
υποκατηγορίας, τότε πρέπει να γίνεται έλεγχος του 
προφίλ ασφάλειας της θεραπευτικής υποκατηγορί-
ας  στην οποία ανήκουν,  καθώς και της μορφοποίη-
σης και της χρήσης για την οποία ενδείκνυνται.1 

Συνοπτικά, η πραγματοποίηση μιας φαρμακοε-
πιδημιολογικής μελέτης συμβάλλει  στην καλύτερη 
ποσοτικοποίηση της συχνότητας εμφάνισης ανεπι-
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θύμητων ενεργειών αλλά και στην αξιολόγηση και 
προσδιορισμό ευεργετικότητας ενός φαρμακευτι-
κού σκευάσματος, όπως επίσης  στη σύγκριση νέων 
φαρμάκων με τα ήδη κυκλοφορούντα όσον αφορά 
τη θεραπεία της ίδιας ασθένειας.1

1.3 H συμβολή της φαρμακοεπιδημιολογίας στη 
Δημόσια Υγεία

Έίναι ευρέως γνωστό πως η αξιολόγηση των επι-
δράσεων των φαρμάκων, θετικών και αρνητικών 
βασίζεται στην εδραιωμένη μεθοδολογία των τυ-
χαιοποιημένων ελεγχόμενων κλινικών δοκιμών, 
όπου οι υπό εξέταση φαρμακευτικές ουσίες συγκρί-
νονται είτε με εικονικά φάρμακα (placebo) είτε με 
ήδη υπάρχοντα στην αγορά φάρμακα.4,7 Ώστόσο, οι 
κλινικές δοκιμές δεν απεικονίζουν απόλυτα τις συν-
θήκες που επικρατούν στον πραγματικό κόσμο.8 
Χαρακτηριστικοί περιορισμοί των κλινικών δοκι-
μών είναι ο μικρός σχετικά αριθμός συμμετεχόντων, 
η σύντομη διάρκειά τους, καθώς και η εφαρμογή 
κριτηρίων για την επιλογή συμμετεχόντων (κατά 
κύριο λόγο άτομα μέσης ηλικίας, υγιείς - χωρίς ιστο-
ρικό πολλών νοσημάτων και χωρίς να  ακολουθούν 
σύνθετες φαρμακευτικές αγωγές).9

Στην πραγματικότητα, βέβαια με αυτούς τους πε-
ριορισμούς είναι αδύνατον να εντοπιστούν κάποιες 
σπάνιες ανεπιθύμητες ενέργειες  (π.χ. συχνότητα εμ-
φάνισης 1 περιστατικό ανά 25,000 άτομα). Συνεπώς 
η ανάγκη για τη μελέτη των φαρμάκων σε συνθήκες 
πραγματικού κόσμου δημιούργησε γόνιμο έδαφος 
για την ανάπτυξη της επιστήμης της Φαρμακοεπιδη-
μιολογίας,4,7 καθώς  δόθηκε η δυνατότητα να εξα-
χθούν αποτελέσματα και να ερμηνευθούν τόσο από 
κλινικής όσο και από στατιστικής άποψης.10 Οι φαρ-
μακοεπιδημιολόγοι μέσω της ανάλυσης πληθώρας 
δεδομένων πραγματικού κόσμου (Real World Data), 
προσπαθούν να εξάγουν την κλινική απόδειξη του 
πραγματικού κόσμου (Real World Evidence) σχετικά 
με τη χρήση και τα πιθανά οφέλη ή κινδύνους ενός 
φαρμακευτικού προϊόντος. Στο σημείο αυτό αξίζει να 
αναφερθεί πως φαρμακοεπιδημιολογικές μακροχρό-
νιες μελέτες κοόρτης, οι οποίες πραγματοποιούνται 
για τη διερεύνηση πιθανών κινδύνων και οφελών 
φαρμάκων αποτελούν μια γέφυρα για τη συσχέτιση 

προυπάρχοντων και νέων δεδομένων που αφορούν 
την υγεία, τα δημογραφικά και νοσοκομειακά πραγ-
ματικά δεδομένα.11 Χαρακτηριστικές πηγές πραγμα-
τικών δεδομένων αποτελούν τα ηλεκτρονικά αρχεία 
υγείας με δεδομένα συνταγογράφησης και κόστους, 
δεδομένα από ασφαλιστικούς φορείς, καθώς και δε-
δομένα από κυβερνητικές πηγές, που ασχολούνται 
με τη Δημόσια Υγεία.

Έπομένως, η Φαρμακοεπιδημιολογία προσφέρει 
πληροφορίες συμπληρωματικές σε αυτές που προ-
έκυψαν κατά τη διενέργεια των κλινικών δοκιμών, 
αλλά και νέες πληροφορίες σχετικά με τα φαρμακευ-
τικά σκευάσματα (π.χ. ανεπιθύμητες ενέργειες αρκε-
τά σπάνιες που δεν εντοπίστηκαν στην κλινική δοκι-
μή). Τέλος, είναι σημαντικό να αναφερθεί πως ακόμη 
και αν μία φαρμακοεπιδημιολογική μελέτη δεν ανα-
δείξει μία νέα ανεπιθύμητη ενέργεια, τα αποτελέσμα-
τά της είναι σημαντικά, καθώς υποστηρίζουν περαι-
τέρω την ασφάλεια του υπό εξέταση φαρμάκου.1

Μερικά παραδείγματα σημαντικών αποτελεσμά-
των φαρμακοεπιδημιολογικών μελετών αποτε-
λούν: η αποσαφήνιση της επίδρασης της θεραπείας 
ορμονικής υποκατάστασης στην εμφάνιση καρ-
κίνου του ενδομητρίου,12,13 ο ρόλος του φυλλικού 
οξέος στην πρόληψη νευρολογικών διαταραχών,14 ο 
προστατευτικός ρόλος της ασπιρίνης στα καρδιαγ-
γειακά νοσήματα15 και η προστατευτική δράση των 
εισπνεόμενων κορτικοστεροειδών στο άσθμα.16

1.4 Φαρμακοεπιδημιολογία - Φαρμακοεπαγρύ-
πνηση 

1.4.1 Η Φαρμακοεπιδημιολογία και η Φαρμακο-
επαγρύπνηση

Η φαρμακοεπιδημιολογία εμπεριέχει και το αντι-
κείμενο της φαρμακοεπαγρύπνηση, όπου υπάρχει η 
στόχευση για να αξιολογεί ανεπιθύμητες ενέργειες 
και να εντοπίζει επιβλαβείς συνέπειες φαρμακευ-
τικών προϊόντων που είναι διαθέσιμα στο κοινό 
μέσω καταγραφής δεδομένων. Ο ρόλος λοιπόν του 
φαρμακοεπιδημιολόγου είναι να διερευνά τον αντί-
κτυπο που μπορεί να έχει στη δημόσια υγεία ένα 
φαρμακευτικό προϊόν διαθέσιμο στην κυκλοφορία  
λαμβάνοντας υπόψη πραγματικές αναφορές ανεπι-
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θύμητων παρενεργειών από ασθενείς.17

1.4.2  Ο ρόλος της Φαρμακοεπιδημιολογίας και 
Φαρμακοεπαγρύπνησης στην αντιμετώπιση 
της πανδημίας (Covid-19)

Η Φαρμακοεπιδημιολογία και Φαρμακοεπαγρύ-
πνηση  έπαιξαν σημαντικό ρόλο στη διαχείριση και 
αντιμετώπιση της πανδημίας (νόσου Covid-19). 
Ήταν καθοριστική η συμβολή της καταγραφής και 
ανάλυσης μεγάλων βάσεων δεδομένων υγείας, κα-
θώς κατέστη εφικτό να εντοπιστούν πολύ γρήγορα 
σοβαρές αλλά και σπάνιες παρενέργειες των νέων 
εμβολίων έναντι του κορονοϊού. To 2020 και 2021 
δόθηκε άδεια κυκλοφορίας  των νέων εμβολίων με 
σκοπό την πρόληψη και αντιμετώπιση της λοίμω-
ξης αλλά και τον περιορισμό της διασποράς μόλυν-
σης από τον νέο κορονοϊό SARS-CoV-2. Τα τελευταία 
χρόνια πραγματοποιούνταν αρκετές κλινικές δοκι-
μές σχετικές με εμβόλια έναντι κορονοϊών, ωστόσο 
το ξέσπασμα της πανδημίας Covid-19 δημιούργησε 
πολλά “κλινικά” ερωτήματα που ήταν ανάγκη να 
απαντηθούν άμεσα και αποτελεσματικά. Τα πραγ-
ματικά φαρμακοεπιδημιολογικά δεδομένα ήρθαν 
να απαντήσουν αυτά τα ερωτήματα που αφορού-
σαν την αποτελεσματικότητα των εμβολίων πριν, 
κατά τη διάρκεια και μετά την νόσηση από covid-19 
στον γενικό πληθυσμό.18,19 Έτσι, στην Έυρώπη ακο-
λουθήθηκε ένα σύστημα επιτήρησης του προγράμ-
ματος εμβολιασμού, το οποίο στηρίχθηκε σε 2 βα-
σικούς πυλώνες στην Φαρμακοεπιδημιολογία και 
Φαρμακοεπαγρύπνηση.20 Έπιπλέον, στις Ηνωμένες 
Πολιτείες διεξήχθη μελέτη για την  κατανόηση και 
αξιολόγηση αποτελεσματικότητας θεραπευτικών 
σχημάτων, τα οποία στόχευαν σε νοσηλευόμενους 
ασθενείς με κορονοϊό.21

Έπιπλέον, απαιτούνταν η κατανόηση και αξιο-
λόγηση των θεραπευτικών σχημάτων, τα οποία 
έδειξαν αποτελεσματικότητα σε νοσηλευόμενους 
ασθενείς με κορονοϊό. Ο περιορισμένος χρόνος και 
η τυχαιοποίηση περιορισμένου αριθμού ασθενών 
στις κλινικές μελέτες όσον αφορά την αποτελεσμα-
τικότητα και ασφάλεια των εμβολίων ανέδειξε την 
υπεροχή και αξιοπιστία πραγματικών δεδομένων 
του γενικού πληθυσμού για τη λήψη σημαντικών 

αποφάσεων και διαμόρφωση κλινικών οδηγιών.18,19

1.5 Σκοπός  

Σκοπός του άρθρου είναι να κάνει μία εισαγωγή στην 
επιστήμη της  Φαρμακοεπιδημιολογίας αλλά και να 
αναδείξει την ανάγκη για διεύρυνση του ερευνητικού  
έργου, που μπορεί να διεξαχθεί στην Έλλάδα.

2. Μεθοδολογία

Για τη συγκεκριμένη βιβλιογραφική ανασκόπηση 
έγινε αναζήτηση στην σχετική διεθνή και ελληνική 
βιβλιογραφία. Η εξαγωγή πληροφοριών έγινε από 
τις αναγνωρισμένες και έγκυρες μηχανές αναζήτη-
σης και βάσεις δεδομένων Google Scholar, PubMed, 
Scopus και Science Direct. Η ανασκόπηση βασίστηκε 
σε μελέτες, άρθρα και κεφάλαια βιβλίων σχετικών 
με τη φαρμακοεπιδημιολογία και εκτείνεται χρονι-
κά από το 1972 έως το 2021. Οι λέξεις - κλειδιά που 
χρησιμοποιήθηκαν είναι “pharmacoepidemiology 
(Φαρμακοεπιδημιολογία)”, “ clinical research (κλι-
νική έρευνα)”, “clinical trials (κλινικές μελέτες)”, 
“pharmacovigilance (Φαρμακοεπαγρύπνηση)” και 
αφορούσαν την αναζήτηση για τίτλο/περίληψη 
(title/abstract related keywords) μεμονωμένα είτε 
σε διάφορους συνδυασμούς. Αρχικά από την ανα-
σκόπηση επιλέχθηκαν 125 άρθρα, από τα οποία 
αποκλείστηκαν τα 55 σύμφωνα με τα κριτήρια 
επιλογής (ήταν βιβλιογραφικές ανασκοπήσεις, οι 
περιλήψεις δεν συμφωνούσαν με τα ζητούμενα της 
ανασκόπησης, κ.α). Στη συνέχεια απορρίφθηκαν 10 
άρθρα κατόπιν ανάγνωσης όλου του κειμένου που 
δεν ήταν σχετικό με τους στόχους της βιβλιογραφι-
κής ανασκόπησης. Τέλος αποκλείστηκαν 3 άρθρα 
διότι ήταν γραμμένα σε γλώσσες πέρα της γνώσης 
των συγγραφέων (Γαλλικά/Ισπανικά). Η διαχείριση 
και οργάνωση της βιβλιογραφίας έγινε με τη χρήση 
λογισμικού Mendeley.

3. Αποτελέσματα - Συζήτηση  

3.1 Τύποι Φαρμακοεπιδημιολογικών μελετών

Οι φαρμακοεπιδημιολογικές μελέτες διακρίνονται 
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σε περιγραφικές και αναλυτικές. Οι περιγραφικές 
μελέτες, και πιο συγκεκριμένα οι αναφορές περι-
στατικών, σειρές περιστατικών και οικολογικές 
ή συγχρονικές μελέτες, συνεισφέρουν στην εύρε-
ση πιθανών κενών ασφάλειας και στη διατύπωση 
υποθέσεων, ενώ οι αναλυτικές μελέτες, όπως είναι 
οι μελέτες ασθενών-μαρτύρων και μελέτες κοορτής 
(cohort) , καθορίζουν εάν υπάρχει πραγματική συ-
σχέτιση αιτιατού και αποτελέσματος.6

3.1.1 Περιγραφικές Μελέτες

Α) Αναφορά περιστατικού (Case report)

Έίναι η καταγραφή ενός συμβάντος που παρατη-
ρήθηκε σε έναν ασθενή ο οποίος εκτέθηκε σε ένα  
φαρμακευτικό σκεύασμα και παρουσίασε ένα συ-
γκεκριμένο και  κυρίως ανεπιθύμητο, αποτέλεσμα. 
Στην αναφορά περιστατικού αναγράφονται και τα 
χαρακτηριστικά του ασθενούς (ηλικία, φύλο, ιατρι-
κό ιστορικό, κτλ). Ώστόσο, μία αναφορά περιστα-
τικού δε μπορεί να χρησιμοποιηθεί για γενίκευση 
και  αποσαφήνιση της αιτιολογίας του αποτελέσμα-
τος.22,23

Β) Αναφορά σειράς περιστατικών (Case series)

Πρόκειται είτε για την αξιολόγηση και την περι-
γραφή μιας ομάδας ασθενών οι οποίοι έχουν εκτε-
θεί σε έναν παράγοντα είτε για την εξέταση της 
προηγούμενης έκθεσης μιας ομάδας ασθενών που 
παρουσιάζουν ένα συγκεκριμένο αποτέλεσμα. Οι 
σειρές περιστατικών μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για να προσδιοριστεί η επίπτωση μιας ανεπιθύμη-
της ενέργειας ενός φαρμάκου όπως επίσης μπορεί 
να διασφαλιστεί ότι οι ήδη γνωστές ανεπιθύμητες 
ενέργειες δεν εμφανίζονται σε πληθυσμό διαφορε-
τικό από αυτόν που μελετήθηκε (Φάση IV εποπτεί-
ας μετά την κυκλοφορία του σκευάσματος).23

Γ) Συγχρονικές ή Οικολογικές Μελέτες 

Η συγχρονική μελέτη είναι μια μη παρεμβατική 
μέθοδος παρατήρησης ενός αντιπροσωπευτικού 
δείγματος, όπου ο ερευνητής καταγράφει κάποιον 

συγκεκριμένο παράγοντα όπως ένα πρόβλημα υγεί-
ας, μία συμπεριφορά ή τρόπο ζωής κ.α σε συγκεκρι-
μένο χρόνο.  Ο συγκεκριμένος τύπος μελέτης επικε-
ντρώνεται στην ανάλυση δεδομένων σε συλλογικό 
επίπεδο (πληθυσμιακή ομάδα)  παρά σε ατομικό ( 
ένας ασθενής).  Ο ερευνητής μέσω αναλύσεων συ-
σχέτισης ενός παράγοντα και ενός αποτελέσματος 
προσπαθεί να δημιουργήσει την υπόθεση και όχι να 
καταλήξει σε συμπεράσματα συσχέτισης παράγο-
ντα - αποτελέσματος.24 Χαρακτηριστικό παράδειγ-
μα συγχρονικής μελέτης είναι η σύγκριση του αριθ-
μού των συνταγών εισπνεόμενων  β-αδρενεργικών 
αγωνιστών μιας χώρας και ο αριθμός θανάτων από 
άσθμα. Μπορεί να βρεθεί συσχέτιση μεταξύ αύξη-
σης χρήσης των συγκεκριμένων φαρμάκων και αύ-
ξησης των σοβαρών περιστατικών αλλά σε καμία 
περίπτωση δεν μπορεί να καταλήξει ο ερευνητής σε 
συμπεράσματα διότι δεν γνωρίζει τι ποσοστό ασθε-
νών με άσθμα έλαβε την αγωγή.25

3.1.2 Αναλυτικές μελέτες

Α) Μελέτες ασθενών-μαρτύρων (Case-control 
studies)

Οι μελέτες αυτού του τύπου είναι συγκριτικές και 
μελέτες παρατήρησης. Συγκρίνονται άτομα με μία 
ασθένεια ή ένα αποτέλεσμα ενδιαφέροντος με άτο-
μα παρόμοιας  κατάστασης χωρίς την ασθένεια ή 
το αποτέλεσμα ενδιαφέροντος (μάρτυρες).26 Μέσω 
χρήσης ιατρικών ιστορικών, συμπλήρωσης ερωτη-
ματολογίων και προσωπικών συνεντεύξεων γίνεται 
λήψη σημαντικών πληροφοριών για το πώς κά-
ποια έκθεση (παράγοντας) μπορεί να σχετίζεται με 
την εμφάνιση του αποτελέσματος. Η μελέτη ασθε-
νών-μαρτύρων θεωρείται αναδρομική ως προς τον 
σχεδιασμό, καθώς η πιθανότητα έκθεσης σε έναν 
παράγοντα προηγείται της ημερομηνίας καταγρα-
φής του αποτελέσματος. Οι συγκεκριμένες μελέτες 
μπορούν να φανούν ιδιαίτερα χρήσιμες για τη μελέ-
τη πολλών πιθανών αιτιών μιας ασθένειας, καθώς 
το ίδιο δείγμα ατόμων μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
για την εξέταση ενός μεγάλου αριθμού εκθέσεων 
ως πιθανοί παράγοντες κινδύνου. Έπίσης,  είναι 
γρήγορες, φθηνές και εύκολες στη διεξαγωγή.27 Η 
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πιο κατάλληλη εφαρμογή τους αφορά τη διερεύ-
νηση παραγόντων κινδύνου, οι οποίοι σχετίζονται 
με κάποια  σπάνια ασθένεια ή κατάσταση. Ώστόσο, 
αυτές οι μελέτες εμφανίζουν ένα σημαντικό μειονέ-
κτημα, το οποίο είναι η πιθανότητα ανάκλησης ενός 
συστηματικού σφάλματος (recall bias), εξαιτίας της 
υποκειμενικότητας που μπορεί να εμφανίζει ο σχε-
διασμός της μελέτης. Έτσι, οι μελέτες ασθενών-μαρ-
τύρων χρησιμοποιούνται για να εντοπίσουν πιθα-
νές συσχετίσεις παραγόντων έκθεσης με κάποια 
ασθένεια αλλά σε καμία περίπτωση δεν μπορούν 
να δηλώσουν αποδεδειγμένη αιτιακή σχέση. Η πιο 
κατάλληλη εφαρμογή τους αφορά στη διερεύνηση 
παραγόντων κινδύνου, οι οποίοι σχετίζονται με κά-
ποια  σπάνια ασθένεια ή κατάσταση. Έμφανίζουν 
βέβαια ένα σημαντικό μειονέκτημα τέτοιου είδους 
μελέτες, το οποίο είναι η πιθανότητα ανάκλησης 
συστηματικού σφάλματος (recall bias), εξαιτίας 
της υποκειμενικότητας που μπορεί να εμφανίζει ο 
σχεδιασμός της μελέτης. Έτσι, οι μελέτες ασθενών 
μαρτύρων χρησιμοποιούνται για να εντοπίσουν πι-
θανές συσχετίσεις παραγόντων έκθεσης με κάποια 
ασθένεια αλλά σε καμία περίπτωση δεν μπορούν να 
δηλώσουν αποδεδειγμένη αιτιακή σχέση.28

Β) Μελέτες κοορτής (cohort- Μελέτες στατιστι-
κών ομάδων)

Οι συγκεκριμένες μελέτες πραγματοποιούνται με 
σκοπό  την ταυτοποίηση και παρακολούθηση δύο 
υποομάδων ενός συγκεκριμένου πληθυσμού σε βά-
θος χρόνου. Η μία ομάδα πρόκειται να εκτεθεί σε 
έναν παράγοντα ενώ η δεύτερη ομάδα όχι. Έτσι, γί-
νονται συγκριτικές μελέτες  αναζητώντας διαφορές 
στην πορεία/εξέλιξη μιας νόσου ή ενός βιολογικού 
παράγοντα, όπως επίσης και της κατάστασης της 
υγείας ή των θανάτων. Οι μελέτες αυτές μπορούν 
να χρησιμοποιηθούν είτε προοπτικά, δηλαδή η με-
λέτη να πραγματοποιείται ταυτόχρονα με την υπό 
μελέτη έκθεση, είτε αναδρομικά, δηλαδή μετά την 
ολοκλήρωση της υπό μελέτης έκθεσης, χρησιμο-
ποιώντας δεδομένα από ιατρικά ιστορικά ατόμων, 
συμπληρωμένα ερωτηματολόγια ή από προσωπικές 
συνεντεύξεις.29,30 Ο συγκεκριμένος τύπος μελέτης 
πλεονεκτεί διότι είναι απαλλαγμένος από τη δυσκο-

λία της διαδικασίας επιλογής μιας ομάδας ελέγχου. 
Έπίσης, οι προοπτικές μελέτες κοόρτης είναι απαλ-
λαγμένες από το πρόβλημα της αμφισβητήσιμης 
εγκυρότητας των αναδρομικά συλλεγόμενων δε-
δομένων (recall bias). Για τους παραπάνω λόγους 
μία συσχέτιση που αποδεικνύεται από μία μελέτη 
κοορτής είναι πιθανό να είναι η πραγματική αιτιώ-
δης συσχέτιση. Έπιπρόσθετα, δίνει τη δυνατότητα 
να εξετάζονται περισσότερα από ένα αποτελέσμα-
τα όταν αυτά προκύπτουν από έναν παράγοντα 
έκθεσης. Τέλος, οι μελέτες κοόρτης επιτρέπουν την 
εξαγωγή στατιστικών αποτελεσμάτων όπως είναι 
το ποσοστό της ασθένειας, ο αριθμός νέων περιστα-
τικών και ο σχετικός κίνδυνος. Ώστόσο, χαρακτη-
ρίζονται και από ορισμένα μειονεκτήματα. Η μελέ-
τη σχετικά ασυνήθιστων αποτελεσμάτων απαιτεί 
εξαιρετικά μεγάλα δείγματα. Από την άλλη πλευρά, 
οι  προοπτικές μελέτες κοορτής απαιτούν μεγάλο 
χρονικό διάστημα για την ολοκλήρωσή τους και ο 
κίνδυνος εγκατάλειψης της μελέτης από τους συμ-
μετέχοντες  αυξάνεται σημαντικά. Έπιπλέον, υπάρ-
χει και ο κίνδυνος σφάλματος επιλογής (selection 
bias), διότι μπορεί η μελέτη να επικεντρώνεται σε 
έναν παράγοντα έκθεσης χωρίς να υπολογίζει τους 
παράγοντες σύγχυσης (confounders) και με αυτό 
τον τρόπο μπορεί να χαθεί η εγκυρότητα της μελέ-
της κοόρτης.31,32

3.2 Δυσκολίες και περιορισμοί στον σχεδιασμό 
και στην υλοποίηση Φαρμακοεπιδημιολογικών 
μελετών

Κάθε σχεδιασμός φαρμακοεπιδημιολογικής μελέ-
της, εκτός από πλεονεκτήματα, έχει και μειονεκτή-
ματα. Παρακάτω, αναφέρονται μερικές από τις δυ-
σκολίες και τα προβλήματα στην πραγματοποίηση 
φαρμακοεπιδημιολογικών μελετών. 

3.2.1 Βάσεις δεδομένων

Ένα από τα πλεονεκτήματα των φαρμακοεπιδημι-
ολογικών μελετών είναι η διαχείριση και επεξεργα-
σία μεγάλου όγκου δεδομένων. Τα δεδομένα μπορεί 
να είναι είτε πρωτογενή, τα οποία συλλέγονται από 
την παρακολούθηση μιας κοόρτης ασθενών και τη 

PHARMAKEFTIKI, 35, I, 2023 | 2-17

ΦΑΡΜΑΚΈΥΤΙΚH, 35, I, 2023 | 2-17

REVIEW ARTICLE

ΑΡΘΡΟ ΈΠΙΣΚΟΠΗΣΗΣ



9

συλλογή συγκεκριμένων πληροφοριών, είτε δευτε-
ρογενή, τα οποία παραλαμβάνονται από προϋπάρ-
χουσες βάσεις δεδομένων, π.χ. ηλεκτρονικής συ-
νταγογράφησης, δεδομένα που διατηρούνται από 
ασφαλιστικές εταιρείες, κ.ο.κ.33

 Α) Συλλογή πρωτογενών δεδομένων

Μία μέθοδος συλλογής πρωτογενών δεδομένων 
είναι μέσω ερωτηματολογίων ή προσωπικών συ-
νεντεύξεων. Ώστόσο, η συλλογή ερωτηματολογίων 
είναι επιρρεπής σε σφάλματα, διότι οι συμμετέχο-
ντες δεν είναι πάντα σε θέση να ανακαλούν ακριβείς 
πληροφορίες ή μπορεί η ανάκληση να είναι εσφαλ-
μένη (recall bias). Συνεπώς, οι σχεδιασμοί φαρμακο-
επιδημιολογικών μελετών οι οποίοι βασίζονται σε 
μνήμες των συμμετεχόντων, μπορεί να προσθέτουν 
σφάλματα στα αποτελέσματα, για τα οποία δεν 
υπάρχει ακριβής τρόπος μέτρησης. Ώστόσο, έχουν 
αναπτυχθεί προσεγγίσεις με τις οποίες η συλλογή 
τέτοιων δεδομένων μπορεί να γίνει ακριβέστερα.

Β) Χρήση δευτερογενών δεδομένων

Παρόμοια, η χρήση δευτερογενών δεδομένων υπό-
κειται σε σημαντικούς περιορισμούς, γεγονός το 
οποίο έχει τονιστεί από πολλούς ερευνητές, οι οποί-
οι προειδοποιούν για τον υψηλό κίνδυνο  ύπαρξης 
σφαλμάτων κατά τη χρήση δευτερογενών δεδομέ-
νων.34–38

Το γεγονός ότι η δημιουργία τέτοιων βάσεων δε-
δομένων δεν αποσκοπεί στη συλλογή δεδομένων 
για ερευνητικούς σκοπούς, αποτελεί σημαντικό πε-
ριορισμό στη χρήση τους.33

Μελέτες που βασίζονται σε βάσεις δεδομένων 
ηλεκτρονικής συνταγογράφησης μπορεί να οδηγη-
θούν σε εσφαλμένα συμπεράσματα χρήσης φαρμά-
κων, επειδή είναι αβέβαιο το κατά πόσο ο ασθενής 
έχει πράγματι λάβει το φάρμακο. Μάλιστα, ορισμέ-
να συνταγογραφούμενα φάρμακα αγοράζονται χω-
ρίς ιατρική συνταγή, κάτι που δεν καταγράφεται 
στις εν λόγω βάσεις δεδομένων. Τέλος, υπάρχουν 
περιπτώσεις όπου ο τρόπος κωδικοποίησης της 
βάσης δεδομένων εισάγει περιορισμούς στην ορθή 
τελική καταγραφή.39 Αξίζει να σημειωθεί ότι σε πε-

ριπτώσεις όπου ο χρόνος λήψης του φαρμάκου εί-
ναι καθοριστικός παράγοντας  εμφάνισης ανεπιθύ-
μητης ενέργειας (π.χ. βραχυπρόθεσμες υπερτασικές 
κρίσεις), τέτοιες βάσεις δεδομένων δεν είναι κατάλ-
ληλες, διότι δε διαθέτουν ακριβή στοιχεία χρόνου.

Έπιπρόσθετα, ενδέχεται να απουσιάζουν σημα-
ντικές πληροφορίες ή να μην εκπροσωπούνται 
όλες οι κατηγορίες του ευρύτερου πληθυσμού τους 
οποίους αφορά το ερευνητικό ερώτημα. Για παρά-
δειγμα, οι βάσεις δεδομένων που διατηρούνται από 
ασφαλιστικές εταιρείες, μπορεί να περιορίζονται σε 
άτομα με λιγότερες υποκείμενες σοβαρές ασθένει-
ες ή κυρίως σε εργαζόμενα άτομα. Κατά συνέπεια, 
τέτοιες βάσεις δεδομένων ενδέχεται να μην αντικα-
τοπτρίζουν το εύρος της υπό μελέτη έκθεσης στον 
πληθυσμό-στόχο, κάτι που μπορεί να οδηγήσει σε 
μη ακριβή εντοπισμό  πιθανών ανεπιθύμητων ενερ-
γειών.33

3.2.2 Ασυμφωνία μεταξύ των φαρμακοεπιδημι-
ολογικών μελετών

Υπάρχουν περιπτώσεις μελετών οι οποίες διαπραγ-
ματεύονται το ίδιο ερώτημα, ωστόσο καταλήγουν 
σε διαφορετικά συμπεράσματα. Η ασυμφωνία αυτή 
των αποτελεσμάτων υπονομεύει την εγκυρότητα 
των φαρμακοεπιδημιολογικών μελετών. Ένα τέ-
τοιο παράδειγμα αποτελεί η εξέταση της συσχέτι-
σης της λήψης ροφεκοξίμπης με αυξημένο κίνδυνο 
εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου. Το 2003, 
ο Mamdani et al., κατέληξαν στο αποτέλεσμα ότι 
η χρήση ροφεκοξίμπης δε σχετίζεται με αυξημένο 
κίνδυνο εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδί-
ου.40 Ώστόσο, το 2004, ο Ray et al., συμπέρανε ότι 
υπάρχει συσχέτιση η οποία δείχνει ότι ο κίνδυνος 
εμφράγματος του μυοκαρδίου αυξάνεται με τη χρή-
ση υψηλών δόσεων ροφεκοξίμπης (25mg ή υψηλό-
τερες) και όχι χαμηλότερων.41 Η διαφορά των δύο 
μελετών ήταν ότι η δεύτερη εξέτασε την επίδραση 
διαφορετικών δόσεων του φαρμάκου. 

Από το παραπάνω παράδειγμα, γίνεται σαφές 
ότι οι διαφορές στον σχεδιασμό της μελέτης, μπο-
ρεί να οδηγήσουν ν τους ερευνητές σε διαφορετικά 
συμπεράσματα, γεγονός που επισημαίνει τη σημα-
ντικότητα τόσο του σωστού σχεδιασμού όσο και 
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τη δυσκολία του ορθού σχεδιασμού και πραγμα-
τοποίησης μιας φαρμακοεπιδημιολογικής μελέτης, 
λαμβάνοντας υπόψιν κάθε πιθανό παράγοντα που 
μπορεί να επηρεάσει το τελικό αποτέλεσμα.

3.2.3 Μεροληπτικότητα (bias) και σύγχυση 
(confounding)

Μεροληπτικότητα (bias) είναι η συστηματική ροπή 
προς το λάθος αποτέλεσμα και οδηγεί σε εσφαλμέ-
νη εκτίμηση της πραγματικής επίδρασης μιας έκ-
θεσης στο αποτέλεσμα ενδιαφέροντος. Η  σύγχυση 
(confounding) είναι τα  λανθασμένα συμπεράσματα 
εξαιτίας της επίδρασης μίας μεταβλητής που σχετί-
ζεται τόσο με την έκθεση όσο και με την υπό μελέτη 
ασθένεια, χωρίς ωστόσο να είναι αιτιατός παράγο-
ντας.42,43 Παράδειγμα σύγχυσης αποτελεί μία μελέ-
τη του Miettinen, όπου έδειξε ότι οι από του στό-
ματος κουμαρίνες αυξάνουν τον κίνδυνο φλεβικής 
θρόμβωσης.44 Ώστόσο, καλά σχεδιασμένες τυχαι-
οποιημένες κλινικές μελέτες έδειχναν το αντίθετο. 
Η αιτία αυτής της διαφοράς είναι ότι παρόλο που ο 
Miettinen προσάρμοσε τον σχεδιασμό της μελέτης 
του για να μειώσει την επίδραση των παραγόντων 
σύγχυσης στο τελικό αποτέλεσμα, δεν κατάφερε να 
περιορίσει όλους αυτούς, με αποτέλεσμα η συσχέτι-
ση να παραμένει θετική, χωρίς πραγματικά να είναι.

Από τα παραπάνω παραδείγματα φαίνεται κα-
θαρά ότι η παρατηρησιακή φύση της Φαρμακοε-
πιδημιολογίας την καθιστά επιρρεπή σε σφάλματα 
της μεροληπτικότητας  (bias) και της σύγχυσης 
(confounding), καθώς οι επιδημιολόγοι δε μπορούν 
να καθορίσουν το ποιος θα δεχθεί ή όχι την έκθεση 
και σε μερικές περιπτώσεις, δε μπορούν να εξαλεί-
ψουν την επίδραση συγχυτικών παραγόντων.45

3.2.4 Στατιστική ισχύς

Στατιστική ισχύς μιας φαρμακοεπιδημιολογικής με-
λέτης είναι η πιθανότητα να απορρίψει ή να δεχθεί 
ορθώς την αρχική ερευνητική υπόθεση, βασισμένη 
σε έναν συγκεκριμένο βαθμό αξιοπιστίας. Η αξιοπι-
στία μιας μελέτης μπορεί να προσδιοριστεί από το 
εύρος του διαστήματος εμπιστοσύνης (Confidence 
interval)  για την εκτιμώμενη επίδραση. Για να έχει 

μεγάλη στατιστική ισχύ μία μελέτη, θα πρέπει να 
διαθέτει μεγάλο δείγμα. Οι συσχετισμοί που μπο-
ρεί να προκύπτουν από τη στατιστική ανάλυση του 
δείγματος μπορεί να μην έχουν αιτιακή σχέση στην 
πραγματικότητα. Ώστόσο, χρειάζεται ιδιαίτερη 
προσοχή διότι όσο πιο ασθενής είναι μία συσχέτι-
ση μεταξύ έκθεσης και ασθένειας, τόσο μεγαλύτερο 
μέγεθος δείγματος απαιτείται, και το αντίστροφο. 
Αξίζει να σημειωθεί ότι δεν είναι πάντα εφικτό να 
επιτυγχάνεται υψηλή στατιστική ισχύς στις μελέ-
τες, καθώς δεν είναι πάντα δυνατή η εύρεση μεγά-
λου δείγματος του υπό μελέτη πληθυσμού. Έτσι, 
ορισμένες μελέτες μπορεί να οδηγηθούν σε εσφαλ-
μένα συμπεράσματα, παρόλο που η διεξαγωγή της 
στατιστικής ανάλυσης  ήταν ορθή.46 

3.2.5 Ερμηνεία αποτελεσμάτων

Η παρατηρησιακή φύση της επιδημιολογίας δημι-
ουργεί δυσκολία στο να εξαχθούν  συμπεράσματα 
για αιτιολογικές σχέσεις βασισμένες αποκλειστικά 
στις επιδημιολογικές μελέτες. Όμως, σε συνδυασμό 
με πληροφορίες από άλλες πηγές (π.χ. βασισμένες 
σε προ-και κλινικά δεδομένα), οι επιδημιολογικές 
μελέτες μπορούν να συνεισφέρουν στην επαλήθευ-
ση μιας αιτιώδους συνάφειας. Έπομένως, τα επιδη-
μιολογικά πορίσματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
για τη διαμόρφωση και καθορισμό κλινικών οδηγι-
ών που περιορίζουν την έκθεση, αν και πρέπει να 
σημειωθεί η σημασία των πληροφοριών, οι οποίες 
προέρχονται και από άλλες πηγές και συμβάλλουν 
στην ολιστική προσέγγιση και διαμόρφωση τελι-
κών συμπερασμάτων.

3.3. Η Φαρμακοεπιδημιολογία στην Ελλάδα

Αν και ο κλάδος της Φαρμακοεπιδημιολογίας είναι 
εξαιρετικά ανεπτυγμένος στις περισσότερες χώρες 
της Δυτικής Έυρώπης αλλά και της Βόρειας Αμερι-
κής, όπου σε τομείς όπως η φαρμακοεπαγρύπνηση 
και η φαρμακοοικονομία γίνεται προσπάθεια αξιο-
ποίησης των διαθέσιμων δεδομένων, η Έλλάδα έχει 
μείνει πίσω, τόσο στο σχεδιασμό όσο και στην υλο-
ποίηση φαρμακοεπιδημιολογικών μελετών. Παρ’ 
όλα αυτά έχουν γίνει προσπάθειες για την αξιοποί-
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ηση φαρμακοεπιδημιολογικών δεδομένων, ορισμέ-
νες από τις οποίες θα παρατεθούν παρακάτω.

Μία από τις πρώτες φαρμακοεπιδημιολογικές με-
λέτες στην Έλλάδα πραγματοποιήθηκε το 1972 από 
την ερευνητική ομάδα του κ. Λυμπεράτου σχετικά 
με τη χρήση αντιβιοτικών στα ελληνικά νοσοκο-
μεία.47 Έπίσης, όπως φαίνεται στο άρθρο που δη-
μοσιεύτηκε από τον κ. Τζίμη το 2001, η κατάσταση 
όσον αφορά τη διενέργεια έρευνας από τα νοσοκο-
μεία είναι αρκετά δυσμενής, με σημαντικές δυσκο-
λίες για τους ερευνητές επαγγελμάτων υγείας και 
απουσία χρηματοδοτήσεων.48

 Η ερευνητική ομάδα του κ. Κονταξάκη πραγματο-
ποίησε μελέτη σχετικά με τη χρήση άτυπων αντιψυ-
χωσικών σε ασθενείς με σχιζοφρένεια,49 ενώ η ομά-
δα της κας. Καπάκη διερεύνησε την επίδραση των 
αναστολέων χολινεστεράσης στη νοητική ικανό-
τητα ασθενών.50 Παράλληλα, η κα. Σκουρολιάκιου 
ηγήθηκε μελέτης για την κατανάλωση φαρμακευτι-
κών σκευασμάτων κατά τη διάρκεια των Ολυμπια-
κών Αγώνων του 200451 και η ομάδα του κ. Κακου-
λίδη αξιολόγησε τη γλυκαιμική εικόνα γυναικών με 
διαβήτη της κύησης που λάμβαναν βηταμεθαζόνη.52 
Τέλος, η κα. Μαλτέζου έχει συνεισφέρει στην προ-
ώθηση της φαρμακοεπιδημιολογικής έρευνας στη 
χώρα  με το ερευνητικό της έργο να επικεντρώνεται 
στην εμβολιαστική κάλυψη επαγγελματιών υγείας 
και στην κατανάλωση και συνταγογράφηση αντιβι-
οτικών.53–55

Η πρώτη συντονισμένη προσπάθεια για τη δη-
μιουργία μιας Έρευνητικής Ομάδας με αντικείμενο 
τη Φαρμακοεπιδημιολογία έγινε από το Τμήμα Ια-
τρικής του Δημοκρίτειου Πανεπιστημίου Θράκης 
και συγκεκριμένα, στο Έργαστήριο Υγιεινής και 
Προστασίας Περιβάλλοντος του Τμήματος Ιατρικής 
του Δ.Π.Θ. με διευθυντή τον Καθηγητή κ. Θεόδωρο 
Κωνσταντινίδη. Το Τμήμα Ιατρικής του Δημοκρίτει-
ου Πανεπιστημίου Θράκης ήταν το πρώτο τμήμα, 
που εισήγαγε το μάθημα «Φαρμακοεπιδημιολογία» 
στο Προπτυχιακό Πρόγραμμα Σπουδών, ενώ πα-
ράλληλα ξεκίνησε την πραγματοποίηση διαλέξεων 
Φαρμακοεπιδημιολογίας στα Μεταπτυχιακά Προ-
γράμματα Σπουδών αλλά και την εκπόνηση  διδα-
κτορικών διατριβών με θέμα τη φαρμακοεπιδημιο-
λογική ανάλυση δεδομένων.

Τα ερευνητικά ενδιαφέροντα της Έρευνητικής 
ομάδας Φαρμακοεπιδημιολογίας της Ιατρικής 
Δ.Π.Θ επικεντρώνονται στη χρήση Μη Συνταγο-
γραφούμενων Φαρμάκων,56 στην αξιολόγηση των 
γνώσεων του πληθυσμού όσον αφορά τη χρήση 
αναλγητικών φαρμακευτικών σκευασμάτων, στη 
χρήση βιταμινών και συμπληρωμάτων διατροφής, 
στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ φαρμάκων,57,58 στην 
πολυφαρμακία (ιδίως σε άτομα τρίτης ηλικίας), 
καθώς και στα χαρακτηριστικά συνταγογράφη-
σης σε ασθενείς στην Έλλάδα με συχνά νοσήματα 
(υπερχοληστερολαιμία, αρθρίτιδες59 και καρδιαγ-
γειακές παθήσεις60), ενώ έχουν πραγματοποιηθεί 
και άλλες δημοσιεύσεις σε διεθνή περιοδικά61, 62. 
Ακολουθώντας τις εξελίξεις στον τομέα της Φαρμα-
κοεπιδημιολογίας, το εργαστήριο έχει επικεντρωθεί 
ερευνητικά σε μελέτες, οι οποίες αφορούν μεγάλους 
πληθυσμούς και δεδομένα πραγματικού κόσμου.63 
Παράλληλα, μέλη του εργαστηρίου είναι ενεργά σε 
ερευνητικά προγράμματα που υποστηρίζονται από 
τον Έυρωπαϊκό Οργανισμό Φαρμάκων64 (European 
Medicines Agency),65 αλλά και σε δράσεις του Έυ-
ρωπαϊκού Δικτύου Κέντρων για τη Φαρμακοεπιδη-
μιολογία και τη Φαρμακοεπαγρύπνηση (European 
Network for Centres for Pharmacoepidemiology and 
Pharmacovigilance) όπως επίσης Διεθνής συνερ-
γασίες με διακεκριμένα Φαρμακοεπιδημιολογικά 
ερευνητικά κέντρα (Rutgers University, USA).

Περιλήψεις (Scientific Abstracts) των υπό εξέλι-
ξη ή ολοκληρωμένων εργασιών  στο αντικείμενο 
της Φαρμακοεπιδημιολογίας παρουσιάζονται σε 
Πανελλήνια συνέδρια όπως τα “Υπηρεσιών Υγείας 
Φαρμακείου”, “Φόρουμ Δημόσιας Υγείας & Κοινω-
νικής Ιατρικής” και “Οικονομικά και Πολιτικές της 
Υγείας”, με στόχο την προώθηση της Φαρμακοεπι-
δημιολογικής έρευνας στην Έλλάδα. Στην Αλεξαν-
δρούπολη φιλοξενείται το Πανελλήνιο Συμπόσιο 
Φαρμακοεπιδημιολογίας, το οποίο διοργανώνεται 
από το Έργαστήριο Υγιεινής και Προστασίας Πε-
ριβάλλοντος του Τμήματος Ιατρικής Δ.Π.Θ. σε συ-
νεργασία με τον Φαρμακευτικό Σύλλογο Έβρου. 
Έως σήμερα έχουν διεξαχθεί τέσσερα συμπόσια, το 
2016, 2017, 2018 και 2021 με τη συμμετοχή διακε-
κριμένων Έλλήνων και ξένων επιστημόνων. Έπίσης, 
το Έργαστήριο συμμετέχει στη διοργάνωση training 
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schools  σε επαγγελματίες υγείας αλλά και στελέχη 
φαρμακευτικών επιχειρήσεων σχετικά με το ρόλο 
και το αντικείμενο της Φαρμακοεπιδημιολογίας, 
καθώς και τη χρησιμότητα της 

Διαπιστώνεται λοιπόν πως ο τομέας της Φαρμα-
κοεπιδημιολογίας στην Έλλάδα βρίσκεται σε πολύ 
πρώιμα στάδια, συντονισμένες όμως ερευνητικές 
μελέτες μπορούν να αποφέρουν σημαντικές αλ-
λαγές και βελτιώσεις στον χώρο του φαρμάκου. 
Η έλλειψη ωστόσο πρόσβασης σε επαρκείς κι ορ-

γανωμένες βάσεις δεδομένων όσον αφορά εθνι-
κά δεδομένα ηλεκτρονικής συνταγογράφησης και 
δεδομένων  μεγάλων ασφαλιστικών φορέων στο 
ελληνικό κράτος αποτελεί εμπόδιο που θα πρέπει 
να ξεπεραστεί. Παραπάνω παρουσιάστηκαν σημα-
ντικές προσπάθειες ως προς την προώθηση και την 
ανάπτυξη της Φαρμακοεπιδημιολογίας αλλά επι-
τακτική είναι η ανάγκη και περαιτέρω ερευνητικής 
ενασχόλησης για την ανάπτυξη αυτής της σπουδαί-
ας επιστήμης. 

Pharmacoepidemiology - The Unknown Aspect 
of a Well-known Scientific Field
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Introduction: Pharmacoepidemiology is defined as “the science that 
investigates the use and action of drugs on a large population scale” 
according to the World Health Organization. The aim of this review is to 
highlight the important role of pharmacoepidemiology and its research 
standing in Greece.
Methodology: For this literature review, articles and relative information 
was extracted using the academic search engines and databases Google 
Scholar, PubMed, Scopus and Science Direct. The review includes 
literature content from 1972 to 2021 and the keywords that were used 
for the literature search are “Pharmacoepidemiology”, “clinical research”, 
“clinical studies”, and “Pharmacovigilance”.
Results - Discussion: Fundamental aims of Pharmacoepidemiology 
are: a) the enhancement of clinical research with the collection and 
analysis of Real-World Data, b) the detection of potential side effects 
of pharmaceutical products and c) the study/investigation of new 
therapeutic actions of pharmaceutical products for their beneficial use 
beyond their main known action. Additional reasons that make it crucial 
to conduct pharmacoepidemiologic studies nowadays are related to 
regulatory, legal, marketing, and clinical research evolvement factors. The 
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main tools of Pharmacoepidemiology are: (i) advanced epidemiological 
methods which are applied to clinical research data and (ii) databases 
that have been developed significantly in recent years due to the 
progress of computer science and big data analytics. Some of the main 
resources of real-world data used in pharmacoepidemiologic science 
are drug prescription-cost related data, health insurance databases, and 
government related resources. The types of the studies that are used to 
conduct a pharmacoepidemiologic research are: i) descriptive studies 
(reports/case series and ecological or cross-sectional studies) aiming 
to enhance drug safety and pharmaceutical risk assessment and ii) 
analytical studies (case control and cohort studies) aiming to highlight 
the cause-effect relationships and detect risk-disease factors. However, 
despite the excellent design of a pharmacoepidemiologic research study, 
there are limitations related to the quality of data (primary/secondary) 
obtained and analyzed but also the population group size studied. There 
are also further limitations such as bias and recall bias, confounding 
factors, lack of organized valid large databases for research purposes that 
may pose an important burden to the proper design of a study. Finally, 
the reliability of a pharmacoepidemiologic study is very crucial based on 
its statistical power as defined by the confidence intervals and the large 
and well-defined/represented population sample. It is worth mentioning 
that the contribution of pharmacoepidemiology was highlighted 
significantly during the Covid-19 pandemic as a key pharmacovigilance 
tool that has identified and recorded serious and rare side effects of the 
new, innovative vaccines against the coronavirus disease.
Conclusion: Pharmacoepidemiology studies are truly valuable since 
they can also act as a complementary assessment tool to the formation 
and updates of clinical guidelines. In Greece, the scientific field of 
pharmacoepidemiology is still in very early foundation stage, although 
there are groups of Greek scientists -researchers in recent decades that 
they have been trying through their work to develop and evolve this 
fascinating scientific field.
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Topical anesthetics are drug molecules that are widely utilized in medical 
applications, including the treatment of painful conditions, the prevention 
of pain during a procedure and the relieve of pain post-surgery. Benzo-
caine (ethyl 4-aminobenzoate) is a water-insoluble topical anesthetic drug 
that is used for the temporary relief of pain caused by minor irritation, 
soreness, or injury of the mouth and throat. It is the active ingredient in 
some over-the-counter (OTC) products, including ointments, sprays, gels 
and solutions. However, the low solubility of benzocaine in water renders 
it impossible to develop a solution with an adequate concentration. The 
herein proposed method regards the incorporation of benzocaine in a dis-
persed system composed of amphiphilic molecules that can self-assemble, 
promoting encapsulation and a stable final formulation over time. The 
proposed dispersed system is composed of sunflower phosphatidylcholine 
and polysorbate, for the development of a physicochemically stable galen-
ic formulation that can be administered to children for the treatment of 
certain oral conditions. We propose the revision of the currently used pre-
scription and that the term “solution” (Sol) be replaced by the term “dis-
persed system” (DisSys), giving the opportunity to pharmacists to develop 
a stable galenic formulation, following the principles and laws of Physical 
Pharmacy and Pharmaceutical Technology.
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Introduction

Benzocaine is used short term, also as a galenic 
formulation, to relieve pain from minor mouth 
problems (such as toothache, canker sores, sore 
gums/throat, mouth/gum injury). It is a local an-

esthetic that works by numbing the painful area. 
Benzocaine is slightly soluble in water, with a 
reported solubility of 400 mg/L1. In the case of 
pharmaceutical molecules with weakly acidic or 
weakly alkaline properties, the degree of ioniza-
tion is one of the main factors that determine their 
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pharmaceutical effect., as only the non-ionized 
form of the drug can pass through the lipophilic 
cell membranes. The degree of ionization depends 
on the pKa value of the drug molecule and the pH 
value of the dissolution medium. Local anesthetics 
are generally weakly basic compounds with a pKa 
value of 7.6-8.92. 

The need for the establishment of a universal 
guideline on the procedures and practices asso-
ciated with the preparation of pharmaceutical 
products inside pharmacy laboratories, was first 
recognized in 2011, through the “Resolution CM/
ResAP(2011)1 on Quality and Safety Assurance 
Requirements for Medicinal Products Prepared 
in Pharmacies for the Special Needs of Patients”, 
which was later updated in 20163 Generally, dif-
ferent countries of the European Union have very 
different regimes for pharmaceutical prepara-
tions. In Greece, the latter uniform regulation of 
health providers (EKPY) of the National Organiza-
tion for the Provision of Health Services (EOPYY) 
that came into force in 2018, mentions the term 
“galenic formulation” to describe pharmaceutical 
formulations that are prepared inside the pharma-
cy and are compensated by the EOPYY according 
to ministerial decision, following a proposal by the 
board of directors of the organization4,5.

Pharmaceutical preparations based on bioma-
terials with self-assembled properties such as 
amphiphilic molecules (e.g. sunflower phospha-
tidylcholine, PC) are currently used to formulate 
low solubility drugs and biological molecules. The 
basic concept is the self-closed structures that the 
amphiphilic molecules (i.e. sunflower PC) produce 
to increase the van der Walls hydrophobic forces, 
promoting high encapsulation efficiency of lipo-
philic drugs (e.g. benzocaine or topical anesthetic 
drugs) or biological compounds. The final formu-
lation should be stable in certain conditions (e.g. 
room temperature) and should be checked and 
evaluated using conventional methods, such as 
measurement of optical properties, pH, dynamic 
and electrophoretic light scattering (DLS and ELS), 
thermal analysis techniques etc. The main reason 
for proposing a new galenic formulation for ben-

zocaine (see below Formulation II) is the poor dis-
solution properties of the lipophilic compound in 
aqueous media. Such preparations and the evalu-
ation process took place in university laboratories 
or in laboratories that are established to evaluate 
dispersed systems, offering all the needed data for 
in depth evaluation, regarding the physical, chem-
ical and thermodynamic stability of the final for-
mulation 6-8.

In our laboratory in the Department of Phar-
macy of the National and Kapodistrian Universi-
ty of Athens we decided to evaluate the stability 
of a galenic preparation of benzocaine (see below 
Formulation II), compared to the established pre-
scribed recipe in Greece prepared by pharmacists 
(Formulation I). It was obvious from our experi-
ments and based on the experience of pharmacists 
that the current galenic prescription should be re-
vised and improved, from the currently prescribed 
solution to a dispersed system of the lipophilic  
compound. This improvement offers a new galenic 
formulation recipe to be used for a huge number 
of lipophilic compounds, such as topical anesthet-
ic drugs.

Materials and Methods

In this section we describe the protocols for the 
preparation of two benzocaine galenic formula-
tions. These have been assigned the names Ben-
zocaine Formulation I, which corresponds to ben-
zocaine as a solution (proposed acronym BFSol), 
and second Benzocaine Formulation II, which cor-
responds to benzocaine as dispersed system (pro-
posed acronym BFDisSys).

For comparison reasons, a benzocaine formu-
lation (Benzocaine Formula I as prescribed solu-
tion) was developed and evaluated, as a reference 
formulation based on a galenic recipe that is es-
tablished in Greece and prescribed by the doctors 
for preparing benzocaine oral formulations.

Benzocaine Formulation I (BFSol)
Equipment and Materials
•	 Analytical balance
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•	 Mortar and pestle
•	 Volumetric cylinder
•	 Powder Penicillin 50,000 IU
•	 Benzocaine (ethyl 4-aminobenzoate) (mi-

cronized) (Mw = 165.19) (Chemco by Syndesmos 
S.A., Athens, Greece)
•	 Glycerin
•	 Distilled water.

The protocol to prepare the benzocaine formu-
lation currently prescribed demands: 

1. In a vial that contains powder penicillin 
50,000 IU, 3.8 mL distilled water are added, and a 
solution of penicillin 50,000 IU is prepared.

2. 1 g of benzocaine is mixed with a part of 
glycerin to be dissolved and homogenized.

3. From the solution of penicillin, a 0.19 mL is 
received. 

4. Distilled water is added in an empty vial to a 
final volume of 50 mL.

5. The benzocaine dissolved and homogenized 
in 50 mL glycerin with the 0.19 ml penicillin 
50,000 IU are added to 50 mL distilled water in a 
vial of 100 mL.

Benzocaine Formulation II  (BFDisSys)

The present method concerns the dispersion 

of molecules with topical anesthetic action in an 
aqueous medium containing self-assembled am-
phiphilic molecules such as Phosphatidylcholine 
from sunflower and Polysorbate (Tween® 80) for 
preparing stable and effective formulations.

Equipment and Materials
•	 Analytical balance
•	 Mortar and pestle
•	 Volumetric cylinder
•	 Benzocaine (ethyl 4-aminobenzoate) (micron-

ized) (Mw = 165.19) (Chemco by Syndesmos S.A., 
Athens, Greece)
•	 Phosphatidylcholine from sunflower (Lipoid 

H 100) (Lipoid AG, Steinhausen, Switzerland)
•	 Polysorbate 80 (Tween® 80) (Mw = 1,310) 

(Chemco by Syndesmos S.A., Athens, Greece)
•	 Distilled water.

The protocol to prepare the benzocaine formula-
tion that is proposed as dispersed system includes 
the following steps:

1. The below quantities are weighted:
  a. Benzocaine 1 g
  b. Sunflower phosphatidylcholine 5.4 g
  c. Polysorbate 80 (Tween® 80), 600 mg

2. The ingredients are added inside the mortar.
3. Mixing is carried out by using the pestle, until 

a homogeneous mixture is obtained.

Figure 1. Photo of the developed benzocaine dispersed system (BFDisSys) .
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4. Distilled water is added to the mixture by 
geometric dilution, up to 100 mL, while mixing by 
using the pestle is carried out, to disperse the sol-
id mixture effectively.

5. A homogeneous milky yellowish dispersed 
system is formed, which contains the drug, dis-
persed into lipidic/sunflower phosphatidylcho-
line particles.

6. The dispersed system is transferred to the 
appropriate container, for future oral application.

Physicochemical Properties and Stability

The physicochemical characteristics of BFSol and 
BFDisSys were evaluated after preparation (day 
0), by measuring their size (hydrodynamic diam-
eter, Dh), size distribution (polydispersity index, 
PDI) and zeta potential (ζ-pot), through dynamic 
and electrophoretic light scattering (DLS and ELS). 
To this end, 50 uL samples were diluted 60-fold in 
HPLC-grade H2O and then measured with a Zetasiz-
er 3000 HSA or a Zetasizer Lab (Red) (Malvern Pan-
alytical, Malvern, UK), at a detection angle of 90° and 
at 25 °C, by measuring the intensity of the scattered 
light. The results were analyzed by the CONTIN 
method. The same approach was applied to study 
the physicochemical properties of the systems 
over time (days 7 and 14) in order to evaluate their 
stability. Moreover, electron microscopy has been 
used to check the morphological characteristics of 
the particles encapsulated benzocaine (data not 
shown).

Results and Discussion

The present study concerns a simple and quick 
method to prepare a stable benzocaine dispersion 
system (BFDisSys) by using two ingredients that 
are available in the market, specifically, sunflow-
er PC and Polysorbate (Tween® 80) (Figure 1). 
The physicochemical properties of the developed 
formula are presented in Table 1, while the parti-
cle size distribution is depicted in Figure 2. From 
the results, the method leads to small particles of 
size below 1000 nm, which presumably incorpo-

 

Figure 1. BFDisSys

Table 1. BFSol and BFDisSys

Formulation Medium Dh1 (μm) PDI2 ζ-pot3 (mV)

1.289 ± 0.559 1.000 ± 0.000

± 0.0 ± 0. 32.2 ± 0.8
1 Hydrodynamic diameter; 2 Polydispersity index; 3 Zeta potential; BFDisSys: benzocaine formulation dispersed    

system; BFSol: benzocaine formulation solution. 

Figure 2. BFDisSys
Figure 2. Size distribution of the benzocaine dispersed 
system (BFDisSys), weighed by intensity (day 0) .
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rate benzocaine. More specifically, their size was 
around 0.566 μm, with a polydispersity (PDI) 
0.634 ± 0.322 (Table 1). The zeta potential (ζ-pot), 
which is the charge of the particles (i.e. slipping 
plane charge), was -32.2 mV, which suggests 
that these particles are significantly negatively 
charged, promoting the physical stability of the 

final formulation over time (Table 2).
On the other hand, the reference formula (BFSol) 

which is currently prescribed, was characterized 
by very high hydrodynamic diameter and maxi-
mum polydispersity, which suggests the existence 
of a very heterogeneous population of large parti-
cles that promotes aggregation and phase separa-
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BFDisSys

BFDisSys
BFSol Table 2 Figure 3

Table 2. BFSol  BFDisSys 

Formulation Medium Day Dh1 (μm) PDI2 

± 0.0 ± 0.

± 0.0 ± 0.
1 Hydrodynamic diameter; 2 Polydispersity index; BFDisSys: benzocaine formulation dispersed 
system; BFSol: benzocaine formulation solution. 

Figure 3. Size distribution of the benzocaine dispersed system (BFDisSys), weighed by intensity 
(day 14). 
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tion (Table 1). This ultimately led to the instability 
of the final formulation (Table 2). Our strong be-
lief is that the prescription of the formulation of 
benzocaine and topical anesthetic drugs, in gen-
eral, as galenic solution formulations should be 
replaced by a more appropriate and scientifical-
ly correct prescription, based on pharmaceutical 
technology and physical pharmacy principles and 
laws. This, ultimately, gives to the pharmacists the 
advantage for producing stable galenic formula-
tions, as dispersed systems, as the international 
bibliography promotes and supports. 

The herein developed galenic formulation BF-
DisSys was expected to exhibit good colloidal 
stability, based on the measured zeta potential of 
the nanoparticles and according to the Derjaguin, 
Landau, Vervey, and Overbeek (DLVO) theory (9). 
The theory suggests that particles with surface 
charge of absolute value higher than +/-30mV 
should repulse each other electrostatically, thus 
providing a mechanism for avoiding aggregation 
and destabilization phenomena. As a result, the 
hydrodynamic diameter and polydispersity of BF-
DisSys particles did not present significant chang-
es after 7 and 14 days, as opposed to the BFSol 
system, which collapsed and could not be mea-
sured (Table 2, Figure 3).

Conclusion

In the present research we aimed to develop and 
evaluate in terms of stability characteristics, a 
galenic formulation composed of benzocaine, by 
using simple and low-cost excipients. We have 
recognized from a stability point of view that the 
current prescription of benzocaine as a galenic 
formulation administrated to children for the al-
leviation of mouth pain, does not follow the phar-
maceutical technology and physical pharmacy 

laws and principles, such as the DLVO theory (9). 
The physical and thermodynamic stability of the 
final formulation should be considered as crucial 
for the effectiveness of the final formulation, de-
pending on the origin and nature of biomaterials 
(i.e. excipients and drug molecule) that have been 
selected to be used. Moreover, the environmental 
conditions (i.e. temperature, humidity) as well as 
the duration of storage, should be implemented 
with the scientific principles to ensure the sta-
bility of the product over time and its final effec-
tiveness. Overcoming or not considering such sci-
entific approaches, it is obvious that the stability 
and effectiveness of the final formulation could 
decline over time. 

We proposed a new galenic formulation (BFDis-
Sys), promoting the replacement of the already ex-
isting prescription, by taking into consideration the 
physical laws of stability in aqueous preparation, 
promoting the dispersed systems’ process that al-
lows to produce stable final products. In the case 
of benzocaine and of topical anesthetic drugs, the 
preparation of dispersed systems can provide sta-
ble formulations. Concluding, we suggest the revi-
sion of the current prescription, replacing the solu-
tion concept with the concept of dispersed system 
that offers advantages regarding the final stability 
of the formulation and provide pharmacists with a 
stable and effective galenic formulation. 
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Παρασκευή και αξιολόγηση κολλοειδών 
συστημάτων διασποράς τοπικής χρήσης 

αναισθητικών φαρμάκων. Το παράδειγμα ενός 
γαληνικού σκευάσματος βενζοκαΐνης

Κωσταντίνος Δεμέτζος1,*, Νικόλαος Ναζίρης1

1Τομέας Φαρμακευτικής Τεχνολογίας, Τμήμα Φαρμακευτικής, Σχολή Επιστημών Υγείας, Εθνικό και Καποδι-
στριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Πανεπιστημιούπολη Ζωγράφου, Αθήνα 15771, Ελλάδα

Τα τοπικά αναισθητικά είναι φαρμακομόρια που χρησιμοποιούνται ευρέως σε ιατρικές 
εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένης της θεραπείας επώδυνων καταστάσεων, της 
πρόληψης του πόνου κατά τη διάρκεια μιας επέμβασης και της ανακούφισης του πόνου 
μετά από επέμβαση. Η βενζοκαΐνη (4-αμινοβενζοϊκός αιθυλεστέρας) είναι ένα αδιάλυτο 
στο νερό τοπικό αναισθητικό που χρησιμοποιείται για την προσωρινή ανακούφιση 
του πόνου που προκαλείται από μικρό ερεθισμό, πόνο ή τραυματισμό του στόματος 
και του λαιμού. Έίναι το δραστικό συστατικό σε ορισμένα μη συνταγογραφούμενα 
φάρμακα (ΜΗΣΥΦΑ), συμπεριλαμβανομένων αλοιφών, εκνεφωμάτων, πηκτωμάτων 
και διαλυμάτων. Ώστόσο, η χαμηλή διαλυτότητα της βενζοκαΐνης στο νερό καθιστά 
αδύνατη την ανάπτυξη διαλύματος και οδηγεί σε μη σταθερές φαρμακοτεχνολογικές 
και γαληνικές μορφές. Το προτεινόμενο πρωτόκολλο για την παρασκευή και 
αξιολόγηση τοπικών αναισθητικών και μη υδατοδιαλυτών φαρμάκων,  αφορά στην 
ενσωμάτωση της βενζοκαΐνης σε εναιώρημα αμφίφιλων λιπιδίων, που αποτελείται από 
λεκιθίνη και πολυσορβικό, ως έκδοχα τα οποία έχουν την ικανότητα αυτό-οργάνωσης 
και σχηματισμού εσωτερικής λιπόφιλης μορφολογίας για την αποτελεσματική 
ενσωμάτωση και διαλυτοποίηση της βενζοκαίνης, των τοπικών αναισθητικών 
και γενικότερα των λιπόφιλων φαρμάκων. Προτείνουμε την αναθεώρηση της 
συνταγογράφησης με βάση τους νόμους και της αρχές της φαρμακευτικής τεχνολογίας 
και της φυσικής φαρμακευτικής, και προωθούμε την συνταγογράφηση της βενζοκαΐνης 
ως σύστημα διασποράς (dispersed system, DisSys), και όχι ως διάλυμα (solution, Sol). 
Τα αποτελέσματα της έρευνας μας έδειξαν την δυνατότητα παραγωγής και ανάπτυξης 
συστήματος διασποράς βενζοκαΐνης με σταθερότητα στον χρόνο χωρίς την δημιουργία 
συσσωματωμάτων και διαχωρισμό φάσεων, μη αποδεκτών ως μορφοποιήσεων με 
βάση τις αρχές της Φαρμακευτικής Τεχνολογίας και της Φυσικής Φαρμακευτικής.
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There are a few small organic molecules against SARS-CoV-2 that has been 
discovered since the epidemic commenced in November 2019. The con-
ventional medication discovery approach demands more than a decade of 
the year of laborious research and development and substantial financial 
commitment, which is not achievable in the face of the current epidemic. 
This study aims to discover and recognize the most effective and promising 
molecules against SARS-CoV-2 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) 
and spike protein targets through molecular docking screening of 120 
phytochemicals from six different Ayurveda medicinal plants. The binding 
affinities were studied using a structure-based drug design of molecular 
docking, divulging 10 molecules possessing greater affinity towards the 
target than the reference drug molnupiravir. Molecular docking analysis 
identified 10 phytochemicals, castalagin, wedelolactone, arjungenin, bet-
ulin, galbacin, shinpterocarpin, liquiritin, cordioside, licopyranocoumarin, 
and daucosterol from different kinds of ayurvedic medicinal plants phyto-
chemicals possessing greater affinity against SARS-CoV-2-RdRp and spike 
protein targets. Two molecules, namely castalagin and wedelolactone, 
with low binding energies, were the most promising. Furthermore, we 
carried out MD simulations for the castalagin-protein complexes based on 
the docking score. Molecular ADMET profile estimation showed that the 
docked phytochemicals were safe. The present study suggested that active 
phytochemicals from medicinal plants could inhibit RdRp and spike the 
protein of SARS-CoV-2.
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1. Introduction

The COVID-19 triggered by the severe acute respira-
tory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) virus 
has caused tough challenges worldwide; because 
of the immediate human-to-human spreadable na-
ture of SARS-CoV-2, the disease adversely affected 
636.44 million people, with 6.61 million fatalities 
in 223 countries and territories around the world 
(report as of 25th November 2022; https://cov-
id19.who.int/). The disease rigorously struck the 
economic/ monetary progression worldwide and 
shoved millions of people toward redundancy. The 
SARS-CoV-2 was initially identified at the end of 
December 2019 in Wuhan City, characterized by an 
atypical pneumonia outbreak. The World Health Or-
ganization (WHO) declared COVID-19 a global pub-
lic health emergency of international concern, and in 
March 2020, it was declared a pandemic. Under this 
emergency, scientists worldwide have been work-
ing to develop novel vaccines and drug molecules to 
prevent and treat COVID-19 disease1. Few vaccines 
have been launched in mid-2020 to battle COVID-19. 
Regrettably, no therapeutic medication has yet been 
approved by the FDA to treat this disease in recent 
months.

The structural proteins of the SARS-CoV-2 genome 
comprise four proteins Spike (S), envelope (E), 
membrane (M), and nucleocapsid (N). It also con-
tains a nonstructural protein segment of 3-chymo-
trypsin-like protease (3CLpro), Main protease (Mpro), 
papain-like protease (PLpro), helicase, and RNA-de-
pendent RNA polymerase (RdRp). Protein sequence 
studies confirmed that the catalytic sites of the four 
SARS-CoV-2 enzymes, which could provide antiviral 
targets, are incredibly maintained and offer around 
80% genomic similarity with SARS-CoV. This feature 
provides to comprehend and hinder the SARS-CoV-2 
replication cycle. 3CLpro and PLpro play a vital role 
in the viral replication process via the formation of 
16 nonstructural proteins. (Anand, K, et al., 2003). 
Impeding the above replication cycle of SARS-CoV-2 
would become a potential molecular target for de-
veloping therapeutics against coronavirus.

Massive vaccination clinics better managed the 

SARS-CoV-2 variant of delta and Omicron for people, 
including adults and kids, who seem to be suscep-
tible to infection. However, mass vaccination weak-
ened the cruelty of the pandemic in the last year1, 
and the desire for effective and easily accessible 
treatments for the same is still looming. The com-
prehensive and urgent obliteration and creation of 
a covid-19 free world by a worldwide vaccination 
effort may take only a few years in economically 
weakened countries. Concurrently, the efficiency 
and proficiency of routine vaccination are intensely 
influenced by novel variants of SARS-CoV-2. In the 
meantime, individuals suffering from various health 
complications or comorbidities are not entirely pro-
tected by the nullifying capacity of spike antibodies 
because of vaccination 2.

Repurposing drugs is another way to cure COV-
ID-19 disease. Some antiviral antibiotics and other 
FDA-approved drugs are reprocessed for this treat-
ment3,4. Several novel mechanisms have proven the 
efficacy and potency of phytochemical constituents 
obtained from various herbal medicines and nu-
traceuticals to treat multiple viral diseases. Phyto-
chemical-based antivirals with negligible toxic po-
tential are excellent alternatives for treating corona-
virus mutants 5. Most of these phytochemical-based 
antivirals act as antioxidants during COVID-19 to 
break interleukin gale and ROS damage. In recent 
days, insilico studies are the heart/quick tool of drug 
discovery used to screen many naturally occurring 
available molecular libraries. Recently, several re-
searchers have focused on identifying potential bi-
omolecules active against SARS-CoV-2 from natural 
sources by the implication of an unusual drug de-
signing approach6–9. The principal aim of this study 
involves screening more than a hundred natural lig-
ands like flavonoids, steroids, and saponins against 
two target proteins of SARS-COV-2 and discovering 
the more potent biologically active molecules by us-
ing the insilico approach (Fig. 1). 

Many medicinal plants are used for the therapeu-
tic potentiality to treat various diseased states of 
respiratory organs, notable ones but not limited to 
are Acacia nilotica (gum arabic tree), 10 Acorus tata-
rinowii, Glycyrrhiza glabra (Liquorice)11,12, Quercus 
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coccifera (Kermes oak)13,14, Terminalia chebula (My-
robalans)15,16, and Wedelia chinensis (Pilabhamga-
ra)17,18 used in the present study (Fig. 2 and Table 
1). They are all immunomodulators and reinforce 
the body to counteract various infections. These 
plant species contain polyphenolic compounds such 
as phenolic acids, flavonoids, stilbenes, and lignans 
(Fig. 2 and Table 1). Most polyphenolic compounds 
gain a high antioxidant function, and their therapeu-
tic properties, such as vasodilatory, antibacterial, 
antiviral, anticarcinogenic, and anti-inflammatory, 
have been reported. The literature has evident that 
polyphenols possess antiviral activity and act on the 
DNA or RNA virus target by interacting directly with 
viral particles. However, these interactions depend 
on the virus. A further characteristic of the antivi-
ral activity of polyphenols is that they can inhibit 
intracellular replication, which may be recognized 
as antioxidant features of phenolic groups, thus in-
hibiting the oxidation of cells by the replication of 
the viruses. Natural polyphenols have broad acces-
sibility, low-cost manufacture, and, above all, their 
few side effects. They are becoming an important 
target in developing some drugs to combat viruses. 
Therefore, developing more targeted inhibitors from 
natural sources could be an efficient therapeutic 
strategy to combat COVID-19. In this study, we have 
screened 120 natural polyphenolic compounds from 
the above six medicinal plants against two different 

proteins, i.e., RdRNA polymerase (RdRp) and spike 
glycoprotein of SARS-CoV-2, with the aim to identify 
potent bioactive compounds using molecular dock-
ing, molecular dynamics and ADMET. In addition, 
these plant constituents were not studied for RdRNA 
polymerase (RdRp) and spike glycoprotein of SARS-
CoV-2.

2. Materials and Μethods 

2.1. Protein preparations

The 3D crystal structure of COVID-19 SARS-CoV-2 
RdRp (7BV2)19 and spike protein (PDB: 6LZG)20 with 
high crystal resolution was retrieved from Research 
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) 
Protein Data Bank website (https://www.rcsb.
org/), and its original ligand and water were elim-
inated. The protein contains 306 amino acids. The 
protein was prepared using the protein preparation 
wizard Schrodinger 2020-3. The crystallographic in-
hibitor, ions (K+ and Mg+), and the unwanted water 
molecules were deleted and assigned bond orders, 
polar hydrogens were added, created disulphide 
bonds, and converted selenomethionine to methio-
nine using Protein preparation wizard Schroding-
er 2021-3. Checked and repaired missing atoms 
in the protein crystal structure, edited histidine 
hydrogens, assigned Raadii, added Kolman charge 

Figure 1. Using structure-based ligand design to identify potential inhibitors against SARS-CoV-2 RdRp and 
spike protein targets .

5 

 

Figure 1. Using structure-based ligand design to identify potential inhibitors against SARS-CoV-2 RdRp and spike 
protein targets. 

 

2. Materials and methods  

2.1. Protein preparations 
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(-500.974), Gasteiger charges (-21.9958) were add-
ed, and set Kollman charge field. The prepared pro-
teins were validated through a Ramachandran plot 
(Fig. S1). AutoDock vina was used to create the bio-
active conformations21. For AutoDock vina study for 
RdRp (7BV2), an extended PDB format, termed PD-
BQT, is used for X, Y, and Z coordinates file grid boxes 
(center_x = 91.5167, center_y = 92.3818, center_z = 
103.7340), which includes atomic partial, charges 
and atom types. For spike protein (6LZG) X, Y, and 
Z coordinates, file grid boxes (center_x = -31.7673, 
center_y= 18.1854, center_z = -2.8980) were ap-
plied. Torsion angles were calculated to assign the 
flexible and nonbonded rotation of molecules. All 
the chemicals in our data collection were docked 
in the protein’s active site under investigation, and 
the findings were evaluated using Discovery Studio 
2021.

2.2 Ligands selection

To find potential inhibitors of SARS-CoV-2, RdRp, 
and spike protein targets, we examined 120 active 
phytochemical from six different plant species (Ta-
ble 1) such as Acacia nilotica (Gum arabic tree) (Ta-
ble 1), Acorus tatarinowii (Calamus or Sweet flag) 
(Table 1), Glycyrrhiza glabra (Liquorice) (Table 1), 
Quercus coccifera (Kermes oak), Terminalia chebula 
(Myrobalans) (Table 1) and Wedelia Chinensis (Pi-
labhamgara) (Table 1) were found in the literature. 
The active phytochemicals (Table 1) were obtained 
in SDF (Structure Data File) 3D format from the Pu-
bChem database (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/). SDF files were converted to PDB files with the 
aid of Marvin Sketch. Using AutoDock Partial charges 
(Kollmann and Giester) were added. Chosen torsion 
tree and set the torsion to 6, finally saved as PDBQT 
3D format. Recent literature shows that molnupira-
vir is highly effective at reducing nasopharyngeal 
SARS-CoV-2 infectious virus and has a proven ben-
eficial safety and tolerability profile. Furthermore, it 
lessened the risk of hospitalization or death in at-
risk, unvaccinated adults with COVID-19. Based on 
this evidence, we have used it as a reference drug.

2. 3. Molecular docking

The molecular docking investigation was carried 
out by a genetic algorithm using the AutoDock 
Vina programme 21,22. We used Perl script to do vir-
tual screening in AutoDock Vina (Command-perl 
vina_windows.pl). Selected (Total 120) active phy-
tochemicals of Acacia nilotica, Acorus tatarinowii, 
Glycyrrhiza glabra, Quercus coccifera, Terminalia 
chebula (Myrobalans), and Wedelia Chinensis (Pilab-
hamgara) (Tables 1 and 2) were docked with SARS-
CoV-2 spike protein (PDB: 6LZG) and RdRp (PDB: 
7BV2) targets Afterward, with the help of PYMOL 
software23, the ligand docked-out files were convert-
ed into PDB files for 2D-3D interactive visualization 
studies using DS 4.0. The docked complexes’ short-
ening was done based on binding energy (kcal/mol) 
and dissociation constant (pM) as per AD Vina scor-
ing, where negative energy means stronger binding.

2.4. Molecular dynamics 

Under physiological settings, simulation of Molec-
ular Dynamics (MD) helps visualize Protein-Ligand 
Complexes’ action (PLC) at the target’s binding site 
area. MD was carried out utilizing the system’s build-
er panel and the Desmond module of Schrödinger 
built by the D.E Shaw research group (Academic 
license, Version 2020-1). The orthorhombic simu-
lation box was built using the explicit water model 
Simple Point-Charge (SPC) with a minimum distance 
of 10 between the protein and solvent surfaces. The 
orthorhombic TIP3P water model was used to solve 
complexes docked with receptors. Counterions were 
used to neutralize the solvated system, and the phys-
iological system’s salt concentration was limited to 
0.15 M. The OPLS AA force field was used to denote 
the receptor-ligand complex system.

Two seconds of relaxation time was used for the 
Reversible reference system Propagator Algorithm 
(RESPA) integrator, Nose-Hoover chain thermostat, 
and Martyna-Tobias-Klein barostat. The final pro-
duction of MD simulations was performed using 
the equilibrated system. This MD simulation was 
set to run for 100 ns at 310 K temperature and 1.0 
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Table 2. The top ten phytochemicals showing binding affinity to SARS-CoV-2 RdRp and spike protein 
targets 

S. No Compound Binding affinity (kcal/mol) 

RdRp (7BV2) SPIKE (6LZG) 

bar pressure, with the NPT (Isothermal-Isobaric en-
semble, constant temperature, constant pressure, 
constant number of particles) ensemble at default 
settings ensemble for relaxation before simulation. 
The MD simulation was run using the MD simulation 
tool with a simulation duration of 100 nanoseconds. 
The.out file was also used to produce a movie and 
see the trajectories. The movie was exported at a 
higher resolution (1280 x 1024) and with improved 
quality when the .cms file was loaded. During the 
MD simulation, 1000 frames were used to write the 
trajectory. To better understand the complex’s sta-
bility during MD simulation, the protein backbone 
frames were aligned to the backbone of the starting 
frame. Finally, the simulated interaction diagram 
and results were analyzed after importing the .file 
and setting the Root Mean Square Deviation (RMSD) 
and Root Mean Square Fluctuation (RMSF) in the 
analysis to oblique.

2.5 Drug-likeness and ADMET prediction

The most potent docked molecules (Table 2) were 

chosen for drug-likeness testing and ADMET pro-
file prediction using the web-based server Lipinski 
rule of five (http://www.scfbio-iitd.res.in/software/
drugdesign/lipinski.jsp)24,25 and SWISS ADME (Ab-
sorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and 
Toxicity; Table 5). It aids in predicting both physi-
cally important descriptors and pharmaceutically 
relevant characteristics. Estimated aqueous dis-
solvability (Log S), percent human oral absorption, 
octanol/water (O/W) segment coefficient, blood/
brain partition coefficient, and all-out Solvent Ac-
cessible Surface Area (SASA) were among the met-
rics assessed. The SwissADME is a web-based server, 
generously accessible at http://www.swissadme.ch, 
and intended for user-friendly submission and easy 
analysis of the results.26

ProTox-II offers a freely accessible web server for 
insilico toxicity estimates for pharmacologists, reg-
ulatory bodies, bench chemists, and all users with-
out login at http://tox.charite.de/protox_II. The web 
server uses a 2D structure as input and reports the 
possible toxicity profile of the chemical for several 
models with confidence rankings, and an overall tox-
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Figure 2. The phytoconstituents were used for molecular docking with SARS-CoV-2 targets

 

 

 

3.1 Docking Interaction with RdRp (7BV2) 
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Table 3. Molecular Docking analysis and the type of molecular interaction of selected phytochemical and 

molnupiravir to RdRp. 
S. No Name Distance Type From From Chemistry To To Chemistry 

17 
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icity chart with the three most similar compounds 
with known acute toxicity.27 A Random Forest (RF) 
algorithm model is employed to create the classifi-
cation for hepatotoxicity, cytotoxicity, mutagenicity, 
and carcinogenicity. Toxic doses are most commonly 
expressed as LD50 values (mg/kg body weight). The 
LD50 is the median lethal dose, meaning that 50% of 
test subjects die upon exposure to a compound. The 
globally harmonized system (GHS) classified various 
chemicals based on toxicity types such as Class I: fa-
tal if swallowed (LD50 ≤ 5), Class II: fatal if swallowed 
(5 < LD50 ≤ 50), Class III: toxic if swallowed (50 < LD50 
≤ 300), Class IV: harmful if swallowed (300 < LD50 ≤ 
2000), Class V: may be harmful if swallowed (2000 < 
LD50 ≤ 5000), and Class VI: non-toxic (LD50 > 5000).

3. Results and Discussion

Natural polyphenolic compounds with medicinal 
properties show lesser undesirable effects than 
synthetic organic compounds. The phytochemicals 
(Table 1) for treating COVID-19 provide trustworthi-
ness and are reported from evidence-based medici-
nal plants for managing the ailment of respiratory 
disorders. Insilico methodologies such as molecular 
docking and molecular dynamics simulation stud-
ies provide a vital starting point in binding energy 
and stability of ligands to proteins for advanced 
research in this field. Two SARS-CoV-2 targeting 
proteins, comprising spike glycoprotein, and RdRp, 
were docked with 120 phytochemicals from six dif-
ferent medicinal plants to find potential inhibitors 
for these targets. In the present study, we have con-
sidered some fundamental interactions, i.e., the hy-
drogen bonds (H-bonds) are dealt with on the first 
level, the interactions between pi-sigma, pi-alkyl, 
pi-sulfur, and pi-cation interactions are dealt with 
on the second level. As a result, the first level of con-
tact was observed as the most difficult for ligand 
displacement in the enzyme’s binding site, and the 
existence of H-bond interaction in the chosen com-
plex explains the effective interaction between these 
molecules and their targets (Tables 2, 3, and 4). 

According to binding energy values from Auto-
Dock Vina, we demonstrated that different phyto-

chemicals found in Acacia nilotica, Acorus tatarinow-
ii, Glycyrrhiza glabra, Quercus coccifera, Terminalia 
chebula (Myrobalans), and Wedelia chinensis (Pilab-
hamgara) (Tables 1-4, Fig. 3 and 4) exhibited signifi-
cant binding affinity with SARS-CoV-2 targets. Table 
2 represents the list of phytochemicals displaying 
considerable binding energy (> - 7.5 kcal/mol) with 
SARS-CoV-2 targets. Based on the interaction energy 
criterion, all studied molecules were compared with 
the reference antiviral drug molnupiravir. 

The third level deals with hydrophobic contacts 
and nonspecific van der Waals interactions between 
aliphatic and aromatic carbon atoms. The bulk of the 
ligand is covered by these interactions, which are 
typically spherical with a radius of four. As a result, 
the initial level of contact was thought to be the most 
important for ligand displacement in the enzyme’s 
binding site. The presence of hydrogen bond inter-
actions in the ligand-protein complex explains why 
the three chemicals and the tested protein have such 
a strong link (Tables 2- 4).

3.1 Docking Interaction with RdRp (7BV2)

From the RdRp (7BV2) molecular docking study, it 
has been found that out of 28 compounds from Aca-
cia nilotica, one compound, namely, betulin (CID 
72326) is a triterpene compound, showed the high-
est binding affinity as compared to molnupiravir 
(CID 145996610) for SARS-CoV-2 RdRp (Fig. 3, Ta-
ble 2, Tables S1 and S2). Betulin showed the highest 
binding energy of -9.0 kcal/mol. Preliminary in vitro 
studies have demonstrated that betulin inhibited 
sterol regulatory element-binding proteins (SRE-
BPs). Inhibition of SREBP by betulin decreased the 
biosynthesis of cholesterol and fatty acids. In vivo, 
betulin ameliorated diet-induced obesity, decreased 
lipid contents in serum and tissues, and increased 
insulin sensitivity28. Among 13 active phytochem-
icals from Acorus tatarinowii, only one compound, 
namely, Galbacin (CID 11175182), showed higher 
binding interaction (–8.9 kcal/mol) to reference 
drug molnupiravir for SARS-CoV-2 RdRp (–8.0 kcal/
mol) (Fig. 3, Table 2, Tables S1 and S2). Galbacin 
showed a binding energy of –8.9 kcal/mol. Galbacin 
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is a lignan compound that showed DNA topoisomer-
ase I and II inhibition and no cytotoxicities against 
normal human colon carcinoma cell line (HT-29) and 
human breast carcinoma cell line (MCF-7). 

Out of 18 active phytochemicals from Glycyrrhiza 
glabra (Liquorice), three compounds, namely, liq-
uiritin (CID 503737), licopyranocoumarin (CID 
122851), and shinpterocarpin (CID 10336244), 
showed considerable binding affinity as compared 
with reference drug molnupiravir for SARS-CoV-2 
RdRp (Fig. 3, Tables S1 and S2). Shinpterocarpin was 
found to have the highest binding energy of – 8.6 
kcal/mol. Licopyranocoumarin and shinpterocarpin 
had similar binding energies – 8.8 and – 8.6 kcal/
mol, respectively. Among the 18 phytoconstituents 
from this plant, liquiritin showed the highest binding 
interaction with – 9.5 kcal/mol energy (Fig. 3, Tables 
S1 and S2). 

Among 13 active phytochemicals from Quercus 
coccifera (Kermes oak), only one compound, namely, 
castalagin (CID 12302513), showed higher binding 
affinity compared to the reference ligand molnupira-
vir for SARS-CoV-2 RdRp based on AutoDock Vina 
prediction. Castalagin has a binding energy of -14.5 
kcal/mol. Different 2D–3D interactions formed by 
castalagin include conventional and carbon-hydro-
gen bonding with the residues His-439, Ser-549, 
Arg-553, Arg-555, Asp-618, Glu-811 and Ser-814 
(Figs. 3 and S3, Tables 2 and S1-S3). In comparison, 
molnupiravir has a –8.0 kcal/mol binding energy. 
Different 2D–3D interactions formed by molnupira-
vir include conventional hydrogen bonding with 
the residues and nucleotides, Ade-P:14, Ade-P:15, 
Ade-T:14, Ade-T:15 and Asn-496 and pi-alkyl inter-
action with Urd-P:13. It also creates pi-donor hydro-
gen bond formation with the residues mentioned 
above (Fig. 3, Table 3, Tables S1 and S2, Fig. S2).

It has been found that out of 37 compounds from 
Terminalia chebula (Myrobalans), three compounds, 
namely, arjungenin (CID 12444386), cordioside (CID 
101915817), and daucosterol (CID 742590), showed 
better binding affinity as compared to molnupiravir 
for SARS-CoV-2 RdRp based on AutoDock Vina. Ar-
jungenin showed significant binding energy of -10.1 
kcal/mol. Arjungenin is a new triterpene glucoside 

that shows α²-glucuronidase inhibitory activity, 
antiviral, and anti-inflammatory activities. It cre-
ates ligand-protein (2D–3D) interactions, including 
conventional and carbon-hydrogen bonding with 
residues Urd-P:13, Ade-P:14, Ade-P:15, Ade-T:14, 
Ade-T:15 and Asn-496. (Fig. 3, Fig. S4 and Tables S1 
and S2). Daucosterol was found to be another in-
hibitor with binding energy -9.9 kcal/mol. The least 
binding inhibitor from this plant species is cordio-
side which showed binding energy of -9.7 kcal/mol. 
Out of 13 active phytochemicals from Wedelia chin-
ensis (Pilabhamgara), only one compound, wedelo-
lactone (CID 5281813), showed improved binding 
affinity compared to the reference drug used in this 
study. Wedelolactone showed binding energy of –9.1 
kcal/mol found in this study (Fig. 3, Tables S1 and 
S2).

3.2 Docking Interaction with spike protein 
(6LZG)

Based on binding interaction energy values from 
AutoDock studies we showed that different phyto-
chemicals found in Acacia nilotica, Acorus tatarinow-
ii, Glycyrrhiza glabra, Quercus coccifera, Terminalia 
chebula (Myrobalans), and Wedelia chinensis (Pilab-
hamgara) (Fig. 4, Tables S3 and S4) exhibited better 
binding affinity with SARS-CoV-2 structural protein 
of spike (6LZG). Table 2 shows the top 10 phyto-
chemicals displaying considerable binding energy 
(> - 7.3 kcal/mol) with SARS-CoV-2 spike protein. By 
comparing all studied molecules with the reference 
drug, molnupiravir energy (> - 7.5 kcal/mol) is based 
on the interaction values. The binding interaction 
values indicate that both targets have a similar trend 
for SARS-CoV-2, RdRp protein (7BV2), and spike pro-
tein (6LZG). 

The docking interaction with spike protein deter-
mines 10 phytochemicals, castalagin (-14.1 kcal/
mol), shinpterocarpin (-10.2 kcal/mol), galbacin 
(-9.3 kcal/mol), wedelolactone (-8.8 kcal/mol), liq-
uiritin (-8.7 kcal/mol), arjungenin (-8.6 kcal/mol), 
daucosterol (-8.5 kcal/mol), botulin (-7.7 kcal/mol), 
cordioside (-7.3 kcal/mol), licopyranocou-
marin (-7.3 kcal/mol), molnupiravir (-7.5 kcal/
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Figure 3 . continues

Figure 3. The 2D interaction view of phytochemicals and molnupiravir with SARS-CoV-2 RdRp protein (7BV2)
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Figure 3(continued)

mol) from different kinds of ayurvedic medicinal 
plants phytochemicals possessing greater affinity 
against SARS-CoV-2 spike protein targets (Fig. 4, 
Table S3 and S4). Two molecules, namely, casta-
lagin (-14.1 kcal/mol) and shinpterocarpin (-10.2 
kcal/mol) with low binding energies, were the most 
promising. The 2D–3D interactions formed by cast-
alagin include conventional hydrogen bond and 
pi-donor hydrogen bonding with the residues Asp-
206, Asp-350, Asn-394, His-401, and Lys-562 (Fig. 
4, Fig. S6, Table 4, Table S3 and S4). In comparison, 
molnupiravir has a –8.0 kcal/mol binding energy. 
Different 2D–3D interactions formed by molnupira-
vir include conventional hydrogen bonding with the 
residues Glu-166, Arg-188, Thr-190, alkyl and pi-
alkyl interactions with Met-49 and Met-165. It also 
forms pi-sigma bond formation with His-41 (Fig. 7, 
Fig. S5, and Table 4). Shinpterocarpin showed the 
second-highest binding interaction -10.2 kcal/mol 
with spike protein. It generates ligand-protein (2D–

3D) interactions, including conventional hydrogen 
bonding with residue Ala-396, alkyl interaction with 
Ala-99, and pi-cation interaction with Lys-562 (Fig. 
4, Fig. S7, Table 4, and Tables S3 and S4).

Figure 5 depicts the RMSD and secondary struc-
ture timeline analysis of the 7BV2-Castalagin com-
plex. Based on the trajectory analysis, the protein 
was stable after 50 ns during simulations for 100 ns. 
Protein RMSF indicates that residues near 100 and 
490 are fluctuating more, but these are not at the 
active site, so they do not affect our protein-ligand 
complex interactions. Similarly, secondary structure 
analysis (frame by frame) revealed that the proteins’ 
regions had the same secondary structure. Several 
flexible areas show secondary structural chang-
es at the same time, contributing to the protein’s 
overall RMSD. Interestingly, the RMSD of castalagin 
in all of these circumstances resembles that of the 
7BV2-Castalagin complex (i.e., a periodic fluctua-
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tion in the RMSD value derived from conformational 
switching owing to rotation around the amide N-C 
bond (Fig. 5). According to the trajectory analysis, 
the 7BV2-Castalagin complex appears to be stable 
throughout the simulation (Fig. 5).

According to the secondary structure timeline 
study, the protein’s secondary structure remained 
unchanged, with minimal fluctuations through-
out the simulation (Fig. S9). To learn more about 
the crucial binding site residues that interact with 
ligands, we looked at their RMSD fluctuations. Arg-
553, Arg-555, Asp-760, Asp-761, and Ser-814 are 
the five primary residues engaging with the ligand 
in the 7BV2-Castalagin complex, according to our 
docking analysis (Fig. 7, Fig. S10). Glu-398, Asp-206, 
Phe-390, Asp-382, Asp-350, Asn-394, Arg-393, and 
three water molecules are involved in H bonding 
with ligand oxygen atoms at 19, 40, and 51 (Fig. 7, 
Fig. S11) in the 6LZG-Castalagin complex, according 
to our docking analysis.

Figure 6. Protein RMSF A . 7BV2 and B . 6LZG (On 
this plot, peaks indicate areas of the protein that fluc-
tuate the most during the simulation. Typically, it is 
observed that the tails (N- and C-terminal) fluctuate 
more than any other part of the protein. Second-
ary structure elements like alpha helices and beta 
strands are usually more rigid than the unstructured 
part of the protein, and thus fluctuate less than the 
loop regions.

The RMSD remained consistent at roughly 3.5Å, 
showing a more significant intermolecular contact 
between these residues and ligands. However, with 
such a small distance between active site residues 
and ligands, steric conflicts between the atoms pres-
ent are likely to occur, resulting in significant penal-
ties. Moreover, constant RMSD between key residues 
and ligands, with a magnitude of around 1 Å, exempli-
fies the rigidity of the 7BV2 binding site. It is probably 
because of this rigidness that ligand molecules cannot 
undergo conformational interconversion.

22 

 

Figure 4. The 2D interaction view of phytochemicals and molnupiravir with SARS-CoV-2 Spike protein (6LZG)

RESEARCH ARTICLE

ΈΡΈΥΝΗΤΙΚΗ ΈΡΓΑΣΙΑ

PHARMAKEFTIKI, 35, I, 2023 | 26-47

ΦΑΡΜΑΚΈΥΤΙΚH, 35, I, 2023 | 26-47

Figure 4 . continues



39

23 

 

24 

 

Figure 4. The 2D interaction view of phytochemicals and molnupiravir with SARS-CoV-2 Spike protein (6LZG) 

Figure 4(continued)

Figure 4. The 2D interaction view of phytochemicals and molnupiravir with SARS-CoV-2 Spike protein (6LZG)
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Figure 5. RMSD (Å) of the simulated protein A. 7BV2 and B. 6LZG in association with the 

inhibitor Castalagin after a 100 ns MD simulation. 
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Figure 6. Protein RMSF A. 7BV2 and B. 6LZG (On this plot, peaks indicate areas of the protein 
that fluctuate the most during the simulation N
C

Å

ound 1 Å, exemplifies the rigidity of 

The above plot (Fig. 6) shows the RMSD evolution 
of a protein 6LZG (left Y-axis). All protein frames are 
first aligned on the reference frame backbone, and 
then the RMSD is calculated based on the atom se-
lection. Monitoring the RMSD of the protein can give 
insights into its structural conformation throughout 
the simulation. RMSD analysis can show if the simu-

lation has equilibrated its fluctuations towards the 
end of the simulation around some thermal average 
structure. The order of changes from 1 to 3 Å is per-
fectly acceptable for small, globular proteins. How-
ever, changes much more significant than that show 
that the protein is undergoing a large conformation-
al change during the simulation. It is also essential 
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(a) (b)

Figure 7. MD Simulation analysis of Castalagin with 7BV2 (a) and 6LZG (b): The 2D interaction representation of the protein-
castalagin complex after 100 ns simulation.

  

that the simulation converges the RMSD values 
to stabilize around a fixed value. RMSF plot shows 
peaks show areas of the protein that fluctuate the 
most during the simulation. Typically, you observe 
that the tails (N- and C-terminal) fluctuate more 
than any other protein part. Secondary structure el-
ements (SSE) like alpha helices and beta strands are 
usually more rigid than the unstructured part of the 
protein and thus fluctuate more minor than the loop 
regions and are monitored throughout the simula-
tion.

Physicochemical properties and pharmacokinetic 
(ADMET) parameters provide drug-like properties 
of selected molecules. Pharmacokinetics studies of 
selected compounds using computational analysis 

results are depicted in Table 5. The designed com-
pounds have an appropriate logP (octanol/water) 
value for biological efficacy with zero to three Li-
pinski violations. They also had satisfying pharma-
cological properties of 95% available drugs with 
high to medium predicted oral absorption availa-
bility without any toxic functionality. The molecular 
weight of each ligand was within the range log S val-
ues within the acceptable range of 95% of existing 
drugs. The lipophilicity data suggested compounds 
were lipophilic (CLog P values -1.28 to 6.56 (Table 
5). The predicted values of selected compounds are 
compared with standard molnupiravir. All the mole-
cule’s ADME properties are within the normal range. 

Castalagin is predicted with a toxicity class IV for 
acute oral toxicity with an LD50 value of 1400 mg/
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Table 5. ADMET properties of potential inhibitors from Ayurvedic medicinal plants, predicted using the web-based 

server SwissADME and Lipinski rule of five.  

Compound QPlogPw QPlogPo/w QPlogS QPlogBB QPlogKp HOA SASA RoF 

Rule of 5 Number of violations of Lipinski’s rule of five

33 

 

Table 6. Predicted toxic properties of potential inhibitors from Ayurvedic medicinal plants, using ProTox-II platform.  

Compound Predicted LD50 
(mg/Kg) 

Hepatotoxicity Carcinogenicity Immunotoxicity Mutagenicity Cytotoxicity 

Kg with a prediction accuracy of 78% (Table 6). 
The organ toxicity (hepatotoxicity) of castalagin 
was predicted with a confidence score of 0.84 and 
the toxicological endpoint (immunotoxicity) with a 
confidence score of 0.74 (active). Based on ProTox-II 
platform toxicity prediction studies, except for bet-
ulin, arjunjenin, wedelactone, and molnupiravir, all 
are maybe active for immunotoxicity, resulting in 
significant toxic consequences (Table 6). In the pres-
ent study, we have docked 120 phytoconstituents 
from six medicinal plants and found 10 phytochem-

icals that showed a better binding affinity towards 
the SARS-CoV-2 RdRp and Spike protein. The dock-
ing result is based on binding energy and ligand 
docking pose. The obtained results suggested each 
compound has a difference in energy value between 
ligand and SARS-CoV-2 RdRp and Spike protein by 
comparing all studied molecules with molnupiravir 
based on the interaction energy value. Among that, 
castalagin at interaction energy value (-14.5 and 
14.1 kcal/mol) on SARS-CoV-2 RdRp and Spike pro-
tein, respectively. 
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4. Conclusions

COVID-19 is a contagious disease triggered by 
SARS-CoV-2 virus and has turned into a glob-
al pandemic in the flicker of an eye. SARS-CoV-2 
RdRp and Spike protein are shown to be highly 
potent and vital targets for the inhibition of COV-
ID-19 contamination. In the present study, we have 
docked 120 phytoconstituents from six different 
medicinal plants; 10 phytochemicals such as casta-
lagin, wedelolactone, arjungenin, betulin, galbacin, 
shinpterocarpin, liquiritin, cordioside, licopyrano-
coumarin, and daucosterol show the improved 
binding affinity towards targets. Castalagin showed 
higher binding energy (-14.5 and 14.1 kcal/ mol) 
on SARS-CoV-2 RdRp and Spike protein, respec-
tively, by forming six conventional hydrogen bonds 
(bond distance 2 to 3.5 Å). These phytochemicals 
might be repurposed against COVID-19. The elite 

docked compounds with drug-like properties have 
a harmless ADMET profile, which may help to de-
velop optimized potent COVID-19 inhibitors. From 
this study, we may conclude that the above-stated 
active phytochemicals may be projected to have the 
potential to be repurposed as anti-COVID-19 ther-
apeutics. 
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Quality oral hygiene is the most common and effective method of den-
tal diseases prevention.  Access to individual selection and purchase of 
toothbrushes provides a great demand for them, which contributes to 
the constant expansion of the range. This makes conducting a commodity 
analysis of products for individual oral hygiene relevant. A toothbrush is 
the main mean of oral care, and the main tool for cleaning teeth.

ABSTRACT

RESEARCH ARTICLE

ΈΡΈΥΝΗΤΙΚΗ ΈΡΓΑΣΙΑ

Introduction

Oral health is one of the major concerns of dental health care profession-
als1. Most of periodontal diseases (halitosis, gingivitis, periodontitis, gum 
abscesses, peri-implant mucositis, etc.) are bacteria-dependent, through 
biofilm formation and dental plaque accumulation2. The promotion of reg-
ular oral hygiene can contribute to the maintenance of a functional denti-
tion throughout life3. Currently available approaches to control bacterial 
plaque development can be categorized as either mechanical (toothbrushes, 
floss, interdental brushes, chewing sugar-free gums) or chemotherapeuti-
cal (toothpaste, mouthwashes, gels)4. In Western industrialized countries, a 
toothbrush is widely accepted as a simple, affordable and effective device to 
remove plaque in a shorter time5, 6. To date, dental professionals recommend 
brushing teeth twice a day for two minutes7, 8. However, a wide diversity in 
brushing methods does exist depending on the position and motion of the 
brush. There appears to be no consensus on the ideal technique neither for 
the general population nor for people of different ages or with particular 
dental conditions9. No method is satisfactory when considering interdental 
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cleanliness. Tooth brushing is able to clean the buc-
cal, lingual, and occlusal tooth surfaces but the prox-
imal and interdental areas often stay untouched10 or 
roughly cleaned11. Furthermore, tooth brushing effi-
ciency for plaque removal relies on several parame-
ters: motivation and skills of the subject, the use of 
a brush that fits the mouth allowing it to reach all 
areas, as well as proper oral hygiene education with 
instructions on movement, duration, and frequency 
of brushing12. As an example, the two-minute recom-
mendation for brushing time is hardly ever achieved 
in behavioral studies. Most people spend between 
30 and 60 s brushing their teeth13, 14, while plaque re-
moval efficiency is known to be time-dependent15–17.

The work aimed to study the product range of oral 
care products and to analyze the pricing policy in the 
pharmaceutical market of Ukraine. 

Objectives of the Research. Conducting frequen-
cy analysis, commodity analysis and pricing policy 
for personal hygiene products, toothbrushes as well 
as determining the level of public awareness of per-
sonal oral hygiene.

Materials and methods. 

Frequency and descriptive analysis of literature 
sources, product range and prices from online re-
tail sites of Pharmacy 9-1-1 (https://apteka911.
ua/ua/shop/zubnyie-schetki), Low Price Phar-
macy (https://anc.ua/ru/catalog/ezhednevnaya-
gigiena-297/zubnye-shchetki-312) and Eva Beauty 
and Health Products Store (https://eva.ua/ua/024-
031-032/zubnye-schetki/).

Results And Discussion.

In January 2022, a survey was conducted on the topic 
of dental hygienic awareness of the population. 164 
people were surveyed, of which 107 women (65%) 
and 57 men (35%). The median age was 25 years for 
women and 30 years for men. Thus, 114 ( 69.5%) 
people brush their teeth twice a day, 38 (23%) – 
once, and 12 (7.5%) people – more than twice a day. 
At the same time, such persons who do not brush at 
all were not noted.

Questions in the questionnaires also concerned 
personal oral hygiene and the causes of its viola-
tions, 51% of the respondents violate the obser-
vance of personal oral hygiene due to lack of aware-
ness and information, 47% - due to the intense 
rhythm of life. Only 2% of respondents allow vio-
lations due to material distress. The tooth brushing 
time is not regulated and depends on the chosen 
brush and brushing technique. When using conven-
tional brushes in people without periodontal dis-
eases on average, it should be 3 min. At the same 
time, it is necessary to perform 400 paired move-
ments18. Selection of a toothbrush should be carried 
out individually depending on the clinical condition 
of the oral cavity organs and tissues.  The  life of a 
toothbrush depends on many factors: how often a 
person brushes his or her teeth, for how long, what 
is the force of pressure, what is the abrasiveness 
of the toothpaste. It is advisable to replace a con-
ventional brush on average once every 2–3 months, 
more often for the ones made from natural bristles, 
or when the first signs of bristle wear appear19. 

Frequency of tooth-
brush change

20-40 years 40-60 years
Number  
of persons

Percentage Number  
of persons

Percentage

Once in 3 months 35 70 14 28
Once in 6 months 8 16 21 42
After loss of efficiency 
by the brush

7 14 15 30

 

Table 1 Toothbrush change frequency study
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The results of the survey on the frequency of 
toothbrush changes (Table 1) showed that people 
who replace the subject every 6 months are almost 
3 times more likely to be 40-60 years old compared 
to 20-40 years old. Persons who change the brush 
when it loses effectiveness, because they believe that 
more frequent replacement with a new one is inex-
pedient both financially and in terms of efficiency, 
are half as much among young respondents.

The largest number of respondents change their 
toothbrush once in 3 months, 70% of people aged 
20-40 years and 28% aged 40-60 years. 16% of re-
spondents from the first age category and 42% from 
the second category change their toothbrush once in 
six months. After loss of efficiency, the toothbrush is 
replaced by 14% of respondents aged 20-40 years 
and 30% aged 40-60 years.

A study on the storage of oral hygiene products 
was also carried out by means of a questionnaire. 
Questionnaires of 126 people were analyzed. After 
the use, the brush is washed, and left in an upright 
position in an individual cup or wall holder by 17% 
of respondents. 58% of respondents indicated the 
storage of brushes in a common cup.  25% of the re-
spondents constantly use a container that closes the 
working part of the brush. A survey was also con-
ducted, which showed that the majority of 126 peo-

ple (76.8%) use manual toothbrushes. And only 38 
respondents (23.2%) use electric brushes to brush 
their teeth. 

The data of the Compendium handbook were used 
in the studies20.

Thus, as seen in Fig. 1, in the market of Ukraine, 
the largest number of toothbrushes are of medium 
hardness, 48%, soft – 41%, hard – 6%, the least are 
interdental, they only take 5%.

Also, according to the Compendium [20], frequen-
cy analysis of toothbrushes on the Ukrainian market 
by country of manufacture has been carried out. 

Fig. 2 shows that the largest number of toothbrush-
es on the Ukrainian market (27%) is represented by 
the Irish-made products, the second most frequent 
toothbrushes are of German and Swiss manufacture 
(22%), the least is represented by the UK (2%).

Also, according to the Compendium20, frequency 
analysis of toothbrushes on the Ukrainian market by 
manufacturers was carried out. The results are pre-
sented in Fig. 3.

The largest number of toothbrushes on the market 
is represented by Oral-B (27%), with toothbrushes 
manufactured by Colgate (20%) following. Aqua-
fresh – 12%, R.O.C.S – 8%, Reach - 7%, Dentissimo 
– 5%, Splat and Lacalut – 4% each, Sensodine, Para-
dontax and Trisa – 2% each, the smallest number of 

 

Fig. 1 Market share by the hardness degree 
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toothbrush is represented by the manufacturer As-
tera – 1%, the others account for 6%.

It is worth noting that the majority of respondents 
could not clearly indicate the toothbrush of which 
company or what rigidity they usually use. They say 
that they only focus on price.

To investigate this, it is relevant to study the pric-
ing policy for toothbrushes in the Ukrainian market.

The range and prices of toothbrushes in the chain 
of pharmacies 9-1-121, the “low prices pharmacy” 
chain22 and the network of stores of beauty and 
health products “Eva”23 were analyzed. 

 

Fig.2. Distribution of toothbrush by the country of origin 

Fig. 2 shows that the largest number of toothbrushes on the Ukrainian market (27%) is represented 

by the Irish-made products, the second most frequent toothbrushes are of German and Swiss 

manufacture (22%), the least is represented by the UK (2%). 

Also, according to the Compendium [20], frequency analysis of toothbrushes on the Ukrainian 

market by manufacturers was carried out. The results are presented in Fig. 3. 
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Figure 2. Distribution of toothbrush by the country of origin

Fig. 3. Frequency analysis of toothbrush market 
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For the study, toothbrushes of varying degrees of 
rigidity were selected from the following manufac-
turers: SPLAT, R.O.C.S., REACH, Colgate and Aqua-
fresh. For comparison, toothbrushes of different 
price categories were used. (Fig 4.)

Among the toothbrushes manufactured by SPLAT, 
the lowest average price is for medium hardness 
brushes – 89.70 UAH, and the highest is for soft brush-
es. Their average price is 93.43 UAH, which is just 
UAH 0.43 higher than the average price of SPLAT hard 
brushes.

Among R.O.C.S. toothbrushes, the lowest average 
price have medium hardness brushes – 98.40 UAH, 
while the highest average price is noted for soft 
brushes - 106.10 UAH. The average price for tooth-
brushes with hard bristles is 99.27 UAH.

Among the REACH toothbrushes, the lowest av-
erage price have medium-hardness brushes, 57.57 
UAH, and the highest is for soft brushes, the aver-
age price of which is 77.63 UAH. The average price 
for hard toothbrushes by REACH is UAH 61.81.

Among the Colgate range, hard toothbrushes are 
not represented on the platforms studied. 

Among the studied toothbrushes manufactured 
by Colgate, the lowest average price is for medi-

um-hardness brushes, 56.23 UAH, while the high-
est average price is for soft brushes, 70.10 UAH.

Among the Aquafresh range, hard toothbrushes 
are not represented on the platforms studied. 

Among the studied toothbrushes manufactured 
by Aquafresh, the lowest average price is for me-
dium hardness toothbrushes, 37.57 UAH, while 
the highest average price is for soft toothbrushes, 
42.80 UAH. (Table 5).

The results of the analysis of toothbrush prices 
with different degrees of hardness were used to 
determine and compare the overall average prices 
of products of different manufacturers (Fig. 4). The 
total average price for SPLAT toothbrushes is UAH 
92.04, R.O.C.S. - UAH 101.26, reach - UAH 104.05, 
Colgate - UAH 63.17, Aquafresh - UAH 40.19. 

The lowest overall average price for toothbrush-
es is noted at the manufacturer Aquafresh, it is 
40.19 UAH. The highest prices have been recorded 
for REACH toothbrushes, UAH 104.05.

Conclusions. 

In recent years, the product range of toothbrushes 
in the pharmaceutical market of Ukraine has under-

The range and prices of toothbrushes in the chain of pharmacies 9-1-1 [21], the "low prices 

pharmacy" chain [22] and the network of stores of beauty and health products "Eva" [23] were 

analyzed.  

For the study, toothbrushes of varying degrees of rigidity were selected from the following 

manufacturers: SPLAT, R.O.C.S., REACH, Colgate and Aquafresh. For comparison, toothbrushes 

of different price categories were used. (Fig 4.) 

Fig. 4. Overall average price of toothbrush, UAH. 
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Our proposition was to design an atomic based educational ‘sculpture’ in a 3D 
manner, that aims to describe complex nanosystems such as viruses and vac-
cines. This might be used to easily educate students, health professional and 
society, on the concept of complexity, morphology and functionality of viruses 
and of vaccines of second and third generation. Presentations of the “molecular 
sculpture” that represents the structure of mRNA vaccines against the SARS-
CoV-2 virus took place by Professor of Pharmaceutical Nanotechnology Costas 
Demetzos at a two-day conference of the foreign language interdepartmental 
postgraduate program of the National & Kapodistrian University of Athens  
‘Nanomedicine’, June 2022, Athens, as well as in the 3rd Pharmaceutical Con-
ference of Peloponnese, Nafplio, October, 2022 (Photos 1 and 2, respectively). 
Moreover, the ‘molecular sculpture’ has been presented in a European work-
shop, organized by Greek Pharmaceutical Student Federation (GPSF), Novem-
ber, 2022, Athens. 

ABSTRACT

A 3D ‘lego-like’ Atomic Model Represents  
Viruses and/or m-RNA Vaccines.  

An Educational Multitasking Tool.
Costas Demetzos

Department of Pharmacy, Laboratory of Pharmaceutical Technology, School of Health Sciences, National 
& Kapodistrian University of Athens 
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Graphical Abstract

“Molecular sculpture” as 3D ‘lego-like’ atomic model of mRNA vaccines against the SARS-CoV-2 virus. 
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Background

The atomic 3D ‘lego-like’ model represents the mor-
phology of a complex system like a virus or a vaccine 
(Figure 1). A complex system is a system contain-
ing many interdependent constitutes which interact 
non-linearly. It has numerous   interconnections and 
interactions which are difficult to describe, under-
stand, predict, manage, design, and/or change. A 
quality of an object with many interwoven elements, 
aspects, details, or attributes that makes the whole 
object difficult to understand in a collective sense1-3. 
Complex systems are raised along with scientific and 
philosophical question that remain to be understood. 
Pythagoras of Samos, Greek philosopher referred to 
the complex systems and in the Universe harmony 
and their relationship with the human being. The 
role of complexity, morphology and functionality of 
complex systems such as lyotropic nanocubic liquid 
crystals (Figure 2) should be taken into consider-
ation for producing new and innovative therapeutic 
and prophylactic health products and the education 
of students, health professionals and society should 
be emerged as the main concern. 

To understand how the complexity of a nanosys-
tem is impacted by its internal complexity and mor-
phology and by the complexity of its environment, 
the interface complexity is emerged as a crucial fac-
tor that should be taken into consideration during 
the evaluation of its effectiveness. The metrics of 
complexity are very serious and should be care-
fully evaluated taking into account the number of 
links, the number of elements, the function and hi-
erarchy of the elements, the information content of 
the system based on the probability of failure of the 
nanosystem as it is used in particular microenviron-
ment conditions5. The 3D multitasking model that 
we proposed can be used to educate and to engage 
in an easy manner the soft skills of students, health 
professionals and society. Modern education must 
cover a much broader variety of topics compared to 
a few decades ago. World challenges in environment, 
climate and health, requires training experts in two 
or more core scientific fields, as well as in the con-

nectivity between these. This “education at the inter-
face” is one of the biggest challenges of the 21st -cen-
tury academics. We need a new and accurate didactic 
model that should be evaluated under the lens of the 
evolution of research and innovation in health sci-
ences.  The new didactic model should offer a clear 
and simple approach to understanding the complex-
ity of nature using the ‘lego’ concept. Based on the 
above, we designed and present this 3D ‘lego-like’ 
system which represent important bio and artificial 
features such as the components and complexity of 
viruses and of vaccines. 

The 3D ‘Lego -like’ multitasking tool could be facil-
itating the educational process and could be used as: 
•	 A 3D model that describes the complexity, 

the morphology, and the functionality of a virus: 
The capsid of a virus is mainly composed of phos-
pholipids representing by using the black spheres 
in the 3D model. Moreover, cholesterol and the 

Figure 1. Atomic ‘sculpture’ as 3D model, represents 
the structure and morphology of vaccines and of vi-
ruses . Primarily, Black spheres represent carbon, 
red spheres represent oxygen, white spheres repre-
sent hydrogen, blue spheres represent nitrogen, deep 
purple spheres represent phosphorus .  Each colored 
sphere represents also molecules like, phospholipids 
(black), cholesterol (red), genetic bases (blue) polar 
head group of phospholipids (deep purple) . The whole 
structure represents the morphology of a virus or of 
a vaccine .
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Figure 2. Cryo-Transmission Electron Microscopy (Cryo-TEM) of complex lyotropic nanocubic liquid crystals 
that can incorporate bioactive molecules or genetic materials for producing Drug Delivery nano Systems or 
vaccines4 . 

genetic content of virus are presented using red 
and blue spheres. The decorated surface of a virus 
with proteins are easily presented by the 3D mod-
el while the variants and the mutation process, are 
easily described. The molecules from which the 
3D model consists, (i.e., phospholipids, cholester-
ol, cationic phospholipids, lipids, ingredients like 
polyethylene glycol etc) are self-assembled pro-
ducing complex structures, such as the virus cap-
sid. The uncertainty to project the next variant of a 
virus is explained by the 3D.  The education comes 
from the clarification of concepts like, complexity, 
self-assembly, morphology and functionality that 
are well explained to the audience. However, edu-
cation becomes more interesting, more engaging, 
and closer to real life. This 3D model benefits the 
education process regarding new therapeutic out-
comes against viruses avoiding the fear from the 
audience. The new didactic model that the 3D mod-
el proposed, is focus on the continuing and lifelong 
learning and the utilization of new technologies in 
higher education, in health professionals and in 
the society. By incorporating this 3D model in the 
education process achievements like, active partic-
ipation of students, health professionals and social 
partners (i.e., patients) into lifelong and self-learn-
ing processes, are become beneficial. 

•	 A 3D model could describe the complexity, 
the morphology, and the functionality of a mRNA 
vaccine: Nowadays, we can classify vaccines in three 
main generations. The first generation contains the 
vaccines of live-attenuated or inactivated patho-
gens. Subunit (second-generation) vaccines contain 
only specific immunogenic domains of the patho-
gen. The third-generation vaccines do not contain 
pathogens’ antigenic proteins, but part of their ge-
netic material. Such vaccines have recently been ap-
proved for human use and many assume that they 
will bring a revolution in the field of vaccinology. The 
genetic material is encapsulated into nanoparticles 
and transferred inside the target host cells6. The 3D 
model describes the second and third generation of 
vaccines because of its morphological characteris-
tics from which it consists of. The second-generation 
vaccines are composed of antigenic proteins that 
are located on the surface of a nanoplatform which 
is mainly composed of phospholipids, components 
from which the human cell membrane is consist of. 
However, it is obvious that this kind of vaccines are 
composed of biocompatible and biodegradable bio-
materials and are safe and effective. All these bioma-
terials as well as the antigens are easily described 
on the 3D model based on its morphology and com-
plexity. The third generation of vaccines like those 
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against SARS-CoV-2 are composed of phospholipids, 
cholesterol and polyethylenoglycol -a well approved 
excipient- that are all presented in the 3D model and 
are easily accessible and described. The genetic ma-
terial from which the vaccine is consist of, clearly ob-
served into the core of the 3D model representing by 
the blue spheres decorated by red representing cho-
lesterol which is used to control the fluidity of the 
phospholipid membrane of the vaccine. However, all 
the biomaterials from which the second and third 
generations of vaccines are consist of, are presented 
into the 3D model. Moreover, difficult concepts like 
complexity, self-assembly, morphology and func-
tionality are clarified in an easy and comprehensive 
manner.   

Conclusions

Viruses and artificial bio- elements like vaccines are 

complex nanosystems and should be clarified mainly 
in to the society in order to avoid the fear and increas-
ing the awareness of students, health professionals 
and society to the evolution of science and technology. 
The atomic based 3D ‘lego-like’ model proposed as an 
innovative and new didactic tool that could:

1. Helps students, professionals, and society 
to understand the morphology the composition and 
the behavior of viruses and of vaccines. 

2. Includes information and bio and nanotech-
nological issues such as mutation of viruses, physi-
cochemical properties of vaccines, invisible artificial 
nanoplatforms that can carry genetic material etc 

3. Engages students, professionals, and society 
in using an engineering design process

4. Addresses real-world problems like com-
plexity, morphology, and functionality of bio-enti-
ties and of artificial bio elements such as medicines, 
therapeutic products and vaccines.
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Presentations of the ‘molecular sculpture’ in the Scientific Community

 
(Photo 1) . Presentation by Professor Costas Demetzos the “molecular sculpture” that represents the structure 
of mRNA vaccines against the SARS-CoV-2 virus, at a two-day conference of the foreign language interdepart-
mental postgraduate program of EKPA ‘ Nanomedicine’, June, Athens, 2022 .

(Photo 2) . Presentation by the Professor of Pharmaceutical Nanotechnology Costas Demetzos the “molecular 
sculpture” that represents the structure of mRNA vaccines against the SARS-CoV-2 virus for educational rea-
sons . 3rd Pharmaceutical Conference of Peloponnese, October, Nafplio, 2022 .
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