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A.1 CONSIDERENTE GENERALE

Chiralitatea este o proprietate universala a naturii; de aceea, imediat ce omul a descoperit
acest adevar si a inteles implicatiile sale in functionarea organismelor, a incercat sa o copieze si sa
creeze molecule noi cu complexitate similara, capabile sa interactioneze la fel de specific cu lumea
vie.

Incd de la inceputuri a fost clar ci microorganismele sunt capabile si produci in cel mai
simplu si eficient mod posibil aceste molecule dorite.

Prima observatie a enantioselectivitatii apartine lui Louis Pasteur care a descoperit in 1848 ca
o solutie apoasa de tartrat de amoniu racemic, imbogatitd cu nutrient, se formeazd cu viteza net
superioara enantiomerul dextrogir. Ulterior el a explicat acest lucru prin actiunea specificd a unei
ciuperci, Penicilliun glaucum, asupra acestui enantiomer. A emis teoria care s-a dovedit ulterior
corectd cd acest sterecoizomer interactioneazd specific cu o molecula cheie, chirald, produsa de
microorganism, ceea ce face posibila transformarea sa."

Abia la Tnceputul secolului al XX-lea a fost evidentiat si demonstrate rolul chiralitatii in
modul de actiune al medicamentelor. In 1933 Easson si Stedman au propus un model pentru
interactiunea enantioselectiva a medicamentului cu receptorii farmacologici® studiind efectul presor al
enantiomerilor epinefrinei, a caror enantioselectivitate este de 300:1, enantiomerul natural R este cel
mai potent.

In continuare a fost evidentiat rolul chiralititii si in biodisponibilitatea medicamentelor
chirale, intr-un numar mare de efecte farmacologice si structuri chimice. Astfel in 1940 au fost
studiati din acest punct de vedere hormonii sexuali®, apoi propranololul si alti compusi cu activitate
betablocanti.” S-a evidentiat si toxicitatea selectiva a enantiomerului. In anii 1960, dupa ce un studiu
clinic al unor medicamente antiparkinsoniene a fost inceput cu amestecul racemic, s-a demonstrate
rapid o toxicitate inacceptabild a enantiomerului D si medicamentul a fost dezvoltat in forma
enantiopura L.° In ultimii 30 de ani ai secolului trecut s-au efectuat studii si s-au acumulat informatii
referitoare la importanta chiralitatii in mecanismul de actiune si metabolismul multor medicamente.®

Farmacologia moderna s-a dezvoltat in secolul al XX-lea. Au fost izolati si identificati o serie
de compusi naturali, au fost preparati mii de compusi noi, atdt naturali cat si (semi)sintetici,
majoritatea chirali, si a fost introdusa 1n terapia modernad un numar impresionant de medicamente.

Tn timp medicamentele chirale au format un segment tot mai important. Cu toate acestea, in
1987 ele se foloseau Incd in proportie de 88% sub formd de amestec racemic. Utilizarea
enantiomerului farmacologic activ s-a realizat doar in cazul unei toxicititi semnificative a celuilalt.
Un rol important Tn acest fenomen I-au avut companiile farmaceutice care, neavand nici un interes, nu
au facut eforturi sustinute de dezvoltare a enantiomerilor individuali ai unui medicament pentru care
detineau patentul.

O atitudine diferita fata de rolul chiralitatii in dezvoltarea de noi medicamente a inceput
totusi in deceniul opt al secolului trecut, odata cu dezvoltarea de tehnici analitice enantioselective,’
ceea ce a permis elaborarea de metode de sinteza stereoselective.®?

La ora actuala este obligatorie obtinerea si testarea enantiomerilor individuali ai oricarui
medicament nou, din punctul de vedere al farmacologiei, efectului terapeutic si toxicitatii, dupa care
se face o analiza complexa a enantiomerilor individuali si se ia decizia optimd in fiecare caz
individual, neexistind un protocol unic de analizi. In cazul in care metabolizarea celor doi
enantiomeri se face de catre enzime diferite care sunt fie polimorfe fie pot fi induse sau inhibate, si
mai ales dacd farmacodinamia enantiomerilor este diferitd din punct de vedre cantitativ sau calitativ
analiza enantiospecifica este necesara. ™

Un concept nou a fost introdus de catre Tobert acum circa 30 de ani: utilizarea unui amestec
neracemic de stereoizomeri ca si medicament optimizat. Studiind efectul diuretic si uricozuric al
indacrinonei, forma farmaceuticd optimd a fost determinatd ca fiind un amestec in care raportul
enantiomerilor S/R este de 4:1."*

Medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene, prezintd o mare varietate structurala totusi
intre ele se disting o subclasd distincta, cea a medicamentelor antiinflamatoare nesteroidiene chirale
cu structuri derivate de la acid 2-arilpropionic (Ibuprofen, Ketoprofen, Flurbiprofen, Fenoprofen,
Naproxen, Flunoxaprofen) sau cu structuri derivate de acizi arilalcanoici (Indobufen, Ketorolac,
Etodolac, Clidanac) sau agenti ne-acizi(Azapropazone, Oxifenbutazona, Talniflumat). Inca din timpul
studiilor si testarilor preliminare ale unor derivati de acizi arilalcanoici s-a constatat ca stereochimia
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moleculei joacd un rol importanta in activitatea anti-inflamatoare, ca doar unul din enantiomeri
prezintd o astfel de activitate."” Cu toate acestea, cu exceptia Naproxenului si Flunoxaprofenului,
comercializati sub forma de S-enantiomer, toti ceilalti se folosesc sub forma de amestec racemic.

Medicamentele cu structuri profenice( derivati de acid 2-aril propionic) una din cele mai
importante clase de medicamente antiinflamatoare cu structurd nesteroidica descoperite in anul 1961
de cétre Adams, Nicholson si Burrows, sunt un exemplu deja consacrat al importantei pe care
chiralitatea o joacd Tn manifestarea efectului biologic.

In lucrarea de fatd ne-am oprit asupra a doua substante medicamentoase din clasa
medicamentelor antiinflamatoare nesteroidiene, Ibuprofenul respectiv Ketorolacul. Ambele molecule
sunt chirale dar se comercializeaza ca medicamente sub forma de amestec racemic.

Unul din obiectivele prezentei lucrari a fost sd studieze farmacocinetica Ibuprofenului si
Ketorolacului dupa administrarea ca si amestec racemic sub diferite forme farmaceutice. Tn cazul
ketorolacului a fost studiata farmacocinetica fiecarui enantiomer. Analiza farmacocineticii celor doua
medicamente impune dezvoltarea unor metode bioanalitice de cuantificare a medicamentului,
respectiv a celor doi enantiomeri din plasma umana. Unul din obiectivele acestei lucrari il constituie
antiinflamatoare nesteroidiene, ketorolac si ibuprofen, administrate sub diferite forme farmaceutice
solide orale.

Una dintre cele mai importante proprietati ale unui medicament este capacitatea de a elibera
principiul activ astfel incat acesta sd ajunga la locul de actiune intr-0 cantitate suficientd pentru
obtinerea raspunsului terapeutic dorit. Aceasta proprietate a fost numitd disponibilitate fiziologica,
disponibilitate biologica sau biodisponibilitate. In alti termeni, conceptul de biodisponibilitate se
defineste mai exact ca fiind viteza si marimea absorbtiei unei substante medicamentoase din forma
farmaceutica in circulatia sistemica™ .

Deoarece este cunoscut faptul ca efectul terapeutic al unui medicament este corelat cu
constd in faptul ca viteza si marimea absorbtiei acestui medicament poate si afecteze raspunsul
farmacologic al pacientului®.

Multa vreme s-a considerat cd performanta terapeutica este asiguratd doar de existenta
cantitatii declarate de substan{d medicamentoasd in produsul medicamentos. S-a constatat insd ca
esecul terapeutic se datoreaza variatiilor in biodisponibilitatea medicamentului, fiind mai degraba
corelat cu unele variabilitati ale pacientilor.

Sunt mai multi factori care pot provoca variatii in biodisponibilitatea unui medicament,
factori care pot fi corelati cu pacientul sau cu forma farmaceutica.

Factorii corelati cu forma farmaceutici si care pot produce mari diferente 1in
biodisponibilitatea medicamentelor solide de uz oral pot fi factori legati de substanta medicamentoasa
(proprietati chimice, fizice sau fizico-chimice), factori legati de natura, cantitatea si reactivitatea
excipientilor utilizati sau factori tehnologici'®. Evident, administrarea unei substante medicamentoase
in forme farmaceutice diferite (granulate, capsule, comprimate, acoperite) va duce la variatii In ceea
ce priveste marimea §i viteza absorbtiei.

Realizarea unor produse medicamentoase cu o biodisponibilitate reproductibild este legata de
determinarea mérimii si vitezei absorbtiei substantelor medicamentoase din forma farmaceutica."’

Biodisponibilitatea egald a doud produse farmaceutice, evaluatd in conditii standardizate la
acelasi grup de voluntari sanatosi defineste bioechivalenta. Determinarea bioechivalentei se face la
produsele generice in comparatie cu produsele inventatorului spre a asigura aceeasi calitate biologica
a ambelor sortimente. Existenta bioechivalentei unor formulari, ale unor producatori diferiti, care
contin acelasi principiu activ, face ca ele sa poatd fi considerate interschimbabile deoarece este de
asteptat sa producd aceleasi efecte terapeutice.

Procesele cinetice (de vitezd) care au loc la administrarea substantei medicamentoase in
organism pe o anumitd cale sunt definite de anumiti parametrii specifici determinati in urma analizei
farmacocinetice. Analiza se bazeaza pe cunoasterea concentratiilor plasmatice ale substantei
medicamentoase sau ale metabolitilor ei activi in functie de timpul trecut de la administrare.
Parametrii obtinuti in urma analizei pot fi utilizati ulterior pentru caracterizarea farmacocineticd a
substantei, pentru compararea calitatii unor produse farmaceutice sau pentru instituirea unei scheme
de tratament sau individualizarea acestuia in functie de particularitatile fiziologice ale organismului.
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Tn anul 1992 FDA a reglementat clar modalitatea de descoperire a medicamentelor chirale
noi, aplicatd ulterior si in alte tari, inclusiv cele europene si Canada, Australia, Japonia.’® Aceste
reglementéri noi vor duce probabil in timp la disparitia medicamentelor racemice.

In acest context, dezvoltarea de procedee stercoselective de obtinere a moleculelor chirale cu
structuri uneori deosebit de complexe si de metode eficiente de separare a medicamentelor chirale noi
sau vechi, este de o importanta covarsitoare.

Al doilea obiectiv al lucrarii de fata a fost studierea si gésirea unor metode biocatalitice de
rezolutie a celor doi enantiomeri ai Ibuprofenului.

B. PARTEA EXPERIMENTALA
B.1 FARMACOCINETICA KETOROLACULUI

B.1.1 MATERIALE SI METODE

Pentru studiul farmacocineticii enantiomerilor ketorolacului administrat in doza unica pe cale
orala la voluntari sdndtosi a fost realizat un studiu clinic la care au participat 22 de voluntari sanatosi.
S-au administrat, in doza unica, pe cale orald, inainte de masa (in absenta alimentelor), doua produse
farmaceutice: Testul — o formulare experimentald, noud, comprimate orodispersabile si Referinta —
produsul original-comprimate filmate. A fost utilizatd o metoda analiticd enantioselectiva de
determinare a ketorolacului din plasma umana.

Subiecti

La studiul clinic au participat 22 subiecti.

Protocolul clinic al studiului a fost aprobat de catre Agentia Nationald a Medicamentului si
Dispozitivelor Medicale, Comisia de Etica al Universitatii de Medicina si Farmacie “Tuliu Hatieganu”
Cluj-Napoca. Inaintea participarii la procedurile de screening in vederea inrolarii in studiu , fiecare
voluntar participant a semnat un formular de consimtdmant informat dupa ce a primit informatiile
referitoare la medicamentul care va fi administrat (doza, efecte terapeutice, efecte secundare), precum
si la programul de administrare si prelevare a probelor sanguine. Au fost acceptati in studiu de catre
medicii investigatori numai voluntarii gasiti sanatosi in urma examenului medical si a rezultatelor
analizelor de hematologie, biochimie, urinad. Starea de sdnatate a voluntarilor a fost determinata si
post-studiu.

Designul studiului

Fiecare studiu s-a desfasurat in doud perioade, incrucisat, in fiecare perioada participantilor la
studiu le-a fost administrata alternativ, pe cale orald, cite o doza de 10 mg ketorolac, dupa un repaus
alimentar de minim 10 ore. Au fost administrate formularea test (tratament respectiv produs
farmaceutic notat mai departe cu indicativul T) respectiv formularea referintd (tratament si produs
farmaceutic notat mai departe cu R). Timpul de repaus dintre perioade a fost de 7 zile. Produsele
farmaceutice (formularea Test si Referintd) au fost administrate ntr-un design cross-over (fiecarui
voluntar i se administreaza, pe rand, ambele produse, intr-o maniera incrucisata).

Orarul de prelevare a probelor sangvine a fost dupa cum urmeaza: 0, 0.08, 0.17, 0.25, 0.33,
0.5, 0.67,0.83,1, 15,2, 25, 3,4, 6, 8, 12, 16, 20, 24 ore. Au fost prelevate probe sanguine (5 ml,
punctie venoasda) dupd administrarea dozei. Dupa centrifugarea probelor sanguine, plasma a fost
separatd si pastratd la temperaturi sub —60 °C pana la analiza.

B.1.2 METODA ANALITICA SI VALIDAREA

Descrierea

Studiul analitic s-a efectuat pentru a determina simultan concentratiile medicamentoase de
R(+)-Ketorolac si S(-)-Ketorolac din plasma umand, avand anticoagulant K;EDTA, din probele
biologice obtinute in studiul clinic, in prezenta standardului intern S(+)-Etodolac.

Metoda analiticé a fost validatd in conformitate cu prevederile Ghidului FDA pentru industrie
referitor la validarea metodelor bioanalitice'® si Ghidului european privind testarea bioechivalentei si
biodisponibilitatii 1498/2010Rev1.?’ Metoda este descrisa in continuare®.



Determinarea cantitativi

Pentru determinarea simultand a concentratiilor medicamentoase de R(+)-Ketorolac si S(-)-
Ketorolac din plasma umana, anticoagulant K3EDTA, s-a folosit o metoda de cromatografie de lichide
de inalta performanta ( HPLC) cuplata cu spectrometria de masa.

Aparatura:

e Agilent 1200 Series pompa binara

e autosampler cu termostat Agilent 1200 Series

e termostat Agilent 1200 Series

e detector spectrometru de masa triplu quadrupol API 3200, Applied Biosystems MDS

SCIEX
Conditiile de lucru:
e Coloana: Chiral AGP 100 x 4 mm, 5um, Chrom Technologies
o Faza mobila: acetona (puritate HPLC): acetonitril (puritate HPLC): solutie tampon-1 (9:23:68
VIViv)
e  Debitul: 0.9 ml/min, temperatura: 20° C
e Volumul de injectare: 10 pl
Procesarea probelor biologice

in eprubete de polipropilend, peste 50 ul standard intern S(+)-Etodolac de concentratie
aproximativa 2500.00 ng/mL, se adaugd 100 pl proba plasma si 400 pL de solutie-1. Amestecul astfel
obtinut se vortexeaza timp de 10 secunde la 3000 rpm.

S-a folosit o metodd de extractie pe faza solida (SPE), cu cartuse Oasis HLB
(Waters). Tnainte de utilizare cartusele au fost conditionate cu metanol si apa (Puritate HPLC).

Proba de plasma se incarca in cartusele conditionate, dupa care proba se spald cu 0.75mL apa
(puritate HPLC), in doua etape succesive. Elutia probelor de pe cartuse se realizeaza in doua etape, cu
cate 1 mL metanol (puritate HPLC), urmata de uscare 1n evaporator sub curent de azot, la 50 °C £+ 2
°C . Reziduul solid obtinut se reconstituie cu 200ul fazd mobilad si se vortexeaza pand la reluarea
totala. Se transfera apoi in fiole corespunzatoare si se supun analizei.

c) Analiza probelor

Concentratiile medicamentoase de R(+)-Ketorolac si S(-)-Ketorolac din plasma umana,
anticoagulant KsEDTA, au fost cuantificate fata de standardul intern S(+)-Etodolac, iar timpii de
retentie obtinuti s-au situate pentru R(+)-Ketorolac intre 3.4 - 3.7 minute, pentru S(-)-Ketorolac Tntre
2.2 — 2.5 minute si pentru S(+)-Etodolac intre 3.5 — 3.8 minute.

Masele ionice detectate:

R(+)-Ketorolac: m/z 256.20 (ionul parinte) si 105.10 (produs copil)(Anexa 1, Figura 1)
S(-)-Ketorolac: m/z 256.20 (ionul parinte) si 105.10 (produs copil)(Anexa 1, Figura 2)
S(+)-Etodolac: m/z 288.20 (ionul parinte) si 172.10 (produs copil)(Anexa 1, Figura 3)

Datorita detectiei specifice nu s-au observat interferente semnificative la timpul de retentie al

analitilor si a standardului intern 1n probele blanc de plasma.
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Figura B.1.2. Cromatogramele analitilor: R(+)-Ketorolac, S(-)-Ketorolac si a standardului intern S(+)-
Etodolac intr-o proba de plasma la o concentratie corespunzatoare limitei de cuantificare



B.1.3 CONCENTRATIILE PLASMATICE ALE ENANTIOMERILOR KETOROLACULUI
In Figura B.1.7 sunt prezentate valorile medii ale concentratiilor plasmatice ale R- si S-ketorolacului
in urma administrarii produselor farmaceutice la voluntarii participanti la studiu.
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Figura B.1.7 Concentratiile plasmatice medii ale R- si S-ketorolacului in urma administrarii unei doze

unice de ketorolac pe cale orald la voluntari sanatosi
B.1.3.1 ANALIZA FARMACOCINETICA NONCOMPARTIMENTALA

Pentru efectuarea analizei farmacocinetice noncompartimentale, a fost utilizat programul

Kinetica 4.2. Au fost calculati urmatorii parametri farmacocinetici: concentratia maxima (Cmax),
timpul de maxim (Tmax), aria de sub curba observata (ASClast), aria de sub curba totala (ASCinf) si
procentul ariei de sub curba extrapolata (ASC %), constanta de viteza a elimindrii (Lambda z),
timpul de injumatatire (t'2), timpul mediu de rezidentd (TMR), clearance-ul aparent (Cl_F), volumul
de distributie aparent (Vz_F).
O comparatie tip box-plot pentru cativa din parametrii farmacocinetici ai R(+)- si  S(-)-ketorolacului
pentru studiul realizat este prezentati in Figura B.1.8-B.1.9. In aceste reprezentiri grafice se compara
vizual valorile medii (+mediana) a parametrilor farmacocinetici ai celor doi enantiomeri, in functie de
produsul farmaceutic administrat.

1500 — Izomer=R Izomer=R

Tmax
ar

1000—

500—

cmax (ngiml)
Tma (hr)
!

ASCinf (hr*ngfml)

5000 —

4000 —

3000

2000

1000—

Lzomer=R
ASCinf

R
[ g

Produs=R Produs=T

t1i2 thr)

Produs=R
Lzomer=|

|
Frodus=T

/2

R
R
=T

1

|
Produs=R Produs=T

Figura B.1.3 Valorile medii ale principalilor parametri farmacocinetici ai
R-ketorolacului pentru cele doua produse farmaceutice analizate
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Figura B.1.4. Valorile medii ale principalilor parametri farmacocinetici ai
S-ketorolacului pentru cele doua produse farmaceutice analizate

Analiza parametrilor farmacocinetici arata ca cei doi enantiomeri se comporta foarte diferit
dupa administrarea sub forma de racemic.

Enantiomerul R(+)prezintd o concentratie maxima Cpax dubld fata de enantiomerul S(-),
corelatd foarte bine cu timpul de rezidenta mediu in organism TMR de aproximativ 6 ore in cazul
enantiomerului R(+) .

Enantiomerul S(-), responsabil cu activitatea biologica antiinflamatoare a ketorolacului, se
elimind de aproape 3 ori mai repede decat a enantiomerul R(+).

Comportarea enantiospecificd este reproductibild de la produsul Test la produsul Referinta,
datele obtinute de cele doud forme farmaceutice foarte diferite (comprimate filmate si comprimate
orodispersabile) fiind consistente.

Analiza comparativd a farmacocineticii enantiomerilor R si S ai ketorolacului

Pornind de la valorile individuale ale parametrilor farmacocinetici ai R(-)- si S(+)-
ketorolacului calculati anterior (tabelele B.1.17-B.1.20), a fost realizata analiza statistici comparativa
a acestora.

Concentratiile medii ale enantiomerilor ketorolacului, pentru fiecare produs farmaceutic
analizat, sunt prezentate in Figura. B.1.10.
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Figura B.1.5. Valorile medii ale concentratiilor plasmatice ale enantiomerilor R si S ai ketorolacului,
pentru fiecare produs farmaceutic analizat.

Tn tabelele B.1.24-B.1.25 sunt prezentate rezultatele testului statistic de analizd comparativa
(ANOVA 2 cii) a parametrilor farmacocinetici ai celor doi enantiomeri, pentru fiecare produs
farmaceutic analizat.

Atat in cazul formularii Test cat si pentru produsul de Referintd, parametrii farmacocinetici
variaza semnificativ din punct de vedere statistic. Cele mai mari diferente se constatd la aria de sub
curba AUC si concentratia plasmatica maxima Cmax, ceea ce se coreleaza cu viteza de eliminare
diferita a celor doi enantiomeri.



O singura exceptie se constata in cazul Tmax, unde diferentele intre cei doi enantiomeri nu
sunt semnificative din punct de vedere statistic.

Aceste rezultate confirma incd o datd existenta unor farmacocinetici diferite pentru cei doi
enantiomeri.

B.2 BIODISPONIBILITATEA IBUPROFENULUI

B.2.1 MATERIALE SI METODE

Pentru studiul farmacocineticii ibuprofenului administrat in doza unica pe cale orala la
voluntari sanatosi au fost realizate 3 studii clinice, fiecare in doud variante: cu administrare a
produsului farmaceutic n absenta alimentelor (Fasting), respectiv dupa masa (Fed) (Tabelul B.2.1).
Tabelul B.2.1. Caracteristicile principale ale studiilor clinice efectuate pentru studiul farmacocineticii
ibuprofenului.

. Tip studiu Produse  farmaceutice Numar . .

Studiu (cod) (Alimentatie) administrate subiecti Design studiu

STD1 Fasting Test (T), 29 Dublu incrucisat
Referinta (R) (crossover)

STD1 Fed Test (T), 31 Dublu incrucisat
Referinta (R) (crossover)

STD2 Fasting Testl (T1), 9 Dublu incrucisat
Test2(T2), (crossover)
Referinta (R)

STD2 Fed Test1(T1), Test2(T2), 9 Dublu incrucisat
Referintd (R) (crossover)

STD3 Fasting Test (T), 60 Dublu incrucisat
Referinta (R) (crossover)

STD3 Fed Test (T), 31 Dublu incrucisat
Referinta (R) (crossover)

Subiecti

La cele trei studii clinice, 1n cele doud variante ale fiecaruia (Fasting si Fed) au participat intre
9 si 60 subiecti (Tabelul B.2.1).

Protocoalele clinice al studiilor au fost aprobate de catre Agentia Nationala a Medicamentului
si Dispozitivelor Medicale, Comisia de Etica al Universitatii de Medicind §i Farmacie “Iuliu
Hatieganu” Cluj-Napoca. Inainte de participarii la procedurile de screening in vederea inrolarii in
studiu, fiecare voluntar participant a semnat un formular de consimtamant informat dupa ce primit
informatiile referitoare la medicamentul care va fi administrat (doza, efecte terapeutice, efecte
secundare), precum si la programul de administrare si de prelevare a probelor sanguine. Au fost
acceptati in studiu de catre medicii investigatori numai voluntarii gasiti sanatosi in urma examenului
medical si a rezultatelor analizelor de hematologie, biochimie, urina. Starea de sanatate a voluntarilor
a fost determinata si post-studiu.

Designul studiului

Fiecare studiu s-a desfasurat in doud perioade (STD 1 si 3) sau trei perioade (STD2),
incrucisat, in fiecare perioada participantilor la studiu le-a fost administrata alternativ, pe cale orala,
cate o dozd de 400 mg ibuprofen (STD1) sau 200 mg ibuprofen (STD2 si 3). Au fost administrate fie
formulari experimentale (tratament respectiv produs farmaceutic notat mai departe cu indicativul T,
T1 sau T2) respectiv din formulari de referintd (tratament si produs farmaceutic notat mai departe cu
R). Timpul de repaus dintre perioade a fost de o saptamana.

Orarul de prelevare a probelor sangvine a fost dupd cum urmeaza:

STD1, Fasting: 0, 0.167, 0.33, 0.5, 0.67, 1, 1.25, 1.5, 2, 25, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12 ore

STD1, Fed: 0,0.5,0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.33, 2.67, 3, 3.5 /4,5, 6, 8, 10, 12 ore

STD2, Fasting: 0, 0.167, 0.25, 0.33, 0.5, 0.667,0.833, 1, 1.25, 1.5, 2, 25,3,5,7,9, 12 ore
STD2, Fed: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 2.5, 2.75, 3, 3.5, 4, 5, 6, 8, 12, 14, 18 ore
STD3, Fasting: 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 ore

STD3, Fed: 0,0.5,0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.25, 25, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 ore



Au fost prelevate probe sanguine (5 ml, punctie venoasa) dupa administrarea dozei.

Dupa centrifugarea probelor sanguine, plasma a fost separata si pastrata la —60 °C péna la
analiza.
B.2.2 METODA ANALITICA SI VALIDAREA

Descrierea

Studiul analitic s-a efectuat pentru a misura concentratiile medicamentoase plasmatice ale
ibuprofenului in probele biologice obtinute in studiile clinice.

Acest studiu s-a efectuat in conformitate cu prevederile Protocolului clinic si analitic aprobat
de Autoritatile Competente si cu Regulile de Buna Practica in Studiu Clinic, respectiv cu Principiile
de buna practica de laborator. Metoda analitica a fost validata in conformitate cu prevederile Ghidului
pentru industrie referitor la validarea metodelor bioanalitice.®
S-a folosit o metoda simpla, rapida si sensibild LC/MS/MS pentru cuantificarea ibuprofenului din
plasma.”

Determinarea cantitativd

Pentru dozarea ibuprofenului din plasma s-a folosit cromatografia de lichide de inalta
performanti (HPLC) cuplati cu spectrometria de masa®,

Aparatura:
. pompa binara Agilent 1100
° autosampler cu termostat Agilent 1100
° termostat Agilent 1100
. detector spectrometru de masa cu trapa ionica lon Trap VL, Agilent

Conditiile de lucru:

o Coloana: Zorbax RX C18 3.0 x 100mm, 3u (Agilent Technologies)

e metanol : acetat de amoniu 10 mM in apa 60:40, v/v

o Debitul: 0.3 ml/min, temperatura: 25° C

e Volumul de injectare: 30 pl
Pregitirea probelor

La 1000 pl plasma s-au adaugat 100 ul solutie standard intern diclofenac sodic 103ug/ml

(DCL), proba s-a agitat pe vortex timp de 5 secunde la 1500 rpm, s-au adaugat 100 pl acid fosforic
1.4N, urmata de agitare pe vortex 5 secunde la 1500 rpm. Probelor astfel pregatite li s-au adaugat 5 ml
amestec dietil eter : hexan = 80 : 20. Probele au fost agitate, timp de 25 minute la 1000 rpm si apoi
centrifugate. 4 ml din stratul organic au fost transferati in alt tub de polipropilena si evaporati la sec
sub un curent de azot. Reziduul a fost reconstituit cu 200ul fazd mobila, vortexat 1 minut la 2400 rpm
si injectat in sistemul HPLC. Detectia ibuprofenului s-a realizat in mod MRM, utilizdnd ionizare
electrospray in mod negativ, tranzitia ionica monitorizata fiind m/z 205> m/z (159+161), suma
abundentei ionilor m/z 159 si m/z 161 a fost monitorizata si corelatd cantitativ cu concentratia de
ibuprofen Detectia standardului intern s-a realizat la fel, in mod MRM, utilizdnd ionizare electrospray
in mod negativ, tranzitia ionicd monitorizatd fiind m/z 293> m/z 250. Timpul de retentie pentru
ibuprofen a fost de 4.7 min (Figura B.2.3) si datoritd detectiei specifice nu s-au observat interferente
semnificative la timpul de retentie in probele de plasma blanc.

B.2.3 CONCENTRATIILE PLASMATICE ALE IBUPROFENULUI

Toate calculele farmacocinetice si statistice prezentate in acest capitol se bazeaza exclusiv pe valorile
concentratiilor plasmatice ale ibuprofenului .
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Figura B.2.4 Concentratiile plasmatice medii ale ibuprofenului in urma administrarii unei doze unice
de ibuprofen pe cale orala la voluntari sanatosi
B.2.3.1 ANALIZA FARMACOCINETICA NONCOMPARTIMENTALA

Pentru efectuarea analizei farmacocinetice noncompartimentale, a fost utilizat programul
Kinetica 4.2. Au fost calculati urmatorii parametri farmacocinetici: concentratia maxima (Cmax),
timpul de maxim (Tmax), aria de sub curba observata (ASClast), aria de sub curba totald (ASCinf) si
procentul ariei de sub curbd extrapolatd (ASC %), constanta de viteza a eliminarii (Lambda z),
timpul de injumatatire (t'%2), timpul mediu de rezidentd (TMR), clearance-ul aparent (Cl_F), volumul
de distributie aparent (Vz_F).

Analiza parametrilor farmacocinetici obtinuti in Studiul 1 aratd ca ibuprofenul administrat fara
alimente are o concentratie maximd Cmax de aproximativ 26 pg/ml pentru ambele formulari
administrate, la un timp Tmax de aproximativ 0.6 ore. Aria totala de sub curba concentratie-timp a
fost de aproximativ 65-67 pg/ml*ora pentru cele doua formulari farmaceutice, iar timpul mediu de
rezidenta Tn organism de aproximativ 2.9 ore. In cazul in care ibuprofenul a fost administrat cu
alimente, parametrii lui farmacocinetici se modifica semnificativ. Astfel, concentratia maxima scade
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la 17 ug/ml, timpul de maxim creste la 2 ore. De asemenea, aria totald de sub curba creste la 74
pg/ml*ora iar timpul mediu de rezidenta devine aproximativ 5 ore. Observatii similare se pot face si
pentru celelalte doua studii.

B.2.3.2 BIODISPONIBILITATEA COMPARATIVA. BIOECHIVALENTA
IBUPROFENULUI

Intr-o prima etapa, a fost realizati analiza statistici comparativi a parametrilor
farmacocinetici ai ibuprofenului administrat Tn cele trei studii, cu sau fara alimente, sursele de
variabilitate considerate fiind tipul de formulare respectiv subiectii (analiza ANOVA 2-way).
Rezultatele analizei statistice efectuate este prezentata in tabelele B2.23-B.2.25a-c. Semnificatia
statistica semnificativa s-a considerat pentru p<0.05
Analizand rezultatele testelor statistice din tabelele prezentate anterior, se poate observa ca o trasatura
parametri farmacocinetici exista diferente statistic semnificative in cadrul grupului. In unele cazuri
totusi, nu s-au evidentiat diferente statistic semnificative intre subiecti pentru parametri precum Tmax,
TMR sau t1/2, parametri cu variabilitate inter-individuala mai mica.

Referitor la diferentele statistice ale parametrilor farmacocinetici ai ibuprofenului dependenti
de produsul farmaceutic (test sau referintd) administrat in fiecare studiu, se observa ca in cele mai
multe situatii, acestea nu sunt semnificative statistic (Std1/Fasting si Fed, Std3/Fed). in cateva cazuri
au fost detectate diferente statistic semnificative pentru parametri precum Cmax (Std2/Fasting) sau
ASCinf (Std2/Fasting si Fed, Std3/Fasting). Aceste diferente se datoreazd proprietatilor
biofarmaceutice ale formei farmaceutice utilizate.

Pentru parametrii farmacocinetici Cmax, ASClast si ASCinf a fost realizat testul de
bioechivalentd prin calcularea intervalului de incredere 90% a raportului valorilor medii logaritmate
(ANOVA) (Tabelul B.2.26). In conformitate cu prevederile interne si internationale ®’, produsele s-au
considerat bioechivalente daca intervalul de incredere calculat este cuprins intre valorile [0.8-1.25].
Valorile obtinute, indiferent de tipul de studiu efectuat si de prezenta sau absenta alimentelor in
momentul administrarii ibuprofenului, se inscriu in intervalul de bioechivalentd de 80-125%, deci
toate produsele test sunt bioechivalente cu cele de referinta.

Pentru parametrul Tmax s-a calculat diferenta valorilor medii nelogaritmate dintre valorile
produsului Test si a celui de Referinta si s-a aplicat testul Friedman pentru detectarea unor diferente
semnificative. In fiecare caz analizat, diferentele gasite pentru parametrul Tmax nu au fost
semnificative statistic.

B.2.3.3 INFLUENTA  ALIMENTELOR  ASUPRA  FARMACOCINETICII
IBUPROFENULUI

In capitolul s-a aratat ca forma farmaceuticd administratd (Test sau Referintd) nu are o
influentd semnificativa asupra farmacocineticii ibuprofenului.

Din acest motiv, pentru a studia efectul alimentatiei asupra farmacocineticii, s-au calculat
concentratiile plasmatice medii ale ibuprofenului pentru fiecare studiu clinic, in functie de alimentatie,
dar fara a se tine cont de tipul de forma farmaceutica administratd (Figura B.2.9).
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Figura B.2.9. Influenta alimentatiei asupra profilurilor plasmatice ale ibuprofenului

Pentru toate cele trei studii clinice realizate, se observa o puternica influenta a alimentelor asupra
concentratiilor plasmatice ale ibuprofenului, ceea ce se va reflecta ulterior in diferente intre parametrii
sai farmacocinetici

A fost realizatd analiza statistica a parametrilor farmacocinetici ai ibuprofenului, pentru fiecare studiu
n parte (analiza 1-way ANOVA), sursa de variabilitate fiind alimentatia. Rezultatele obtinute, pentru
fiecare studiu respectiv produs farmaceutic administrat, sunt prezentate in Tabelele B.2.30a-c

Analiza rezultatelor statistice prezentate in tabelele anterioare aratd cd parametrii farmacocinetici
corelati cu viteza de absorbtie se modificd semnificativ sub influenta alimentatiei (Cmax, Tmax). De
asemenea, timpul mediu de rezidenta TMR care depinde indirect de valorile concentratiilor plasmatice
in timp este semnificativ statistic influentat de alimentatie. Datoritd faptului ca alimentatia scade
viteza de absorbtie, aceasta ar putea deveni in unele cazuri mai mica decat cea de eliminare, iar panta
dreptei terminale a graficului In(concentratie) in functie de timp va reflecta constanta de absorbtie si
nu pe cea de eliminare (fenomenul flip-flop). Din acest motiv si intre valorile lambda z (si implicit
t1/2) s-au gasit valori semnificativ statistic in functie de alimentatie. Totusi, parametrii care depind
mai putin de viteza absorbtiei si mai mult de marimea absorbtiei (Aria de sub curba — ASClast,
ASCinf) nu sunt de reguld afectati semnificativ de alimentatie, ceea ce dovedeste cd masa de
ibuprofen absorbitd si care ajunge in circulatia sistemica este relativ egald intre absenta/prezenta
alimentelor.

B.2.4 ANALIZA FARMACOCINETICA COMPARTIMENTALA

Spre deosebire de analiza farmacocineticd noncompartimentald care este independentd de
model, analiza compartimentald presupune existenta unor consideratii preliminare referitoare la
procesele cinetice in care este implicatd substanta medicamentoasd. Aceste procese pot fi absorbtia,
distributia, eliminarea pe cale metabolic sau renald. In analiza farmacocinetici compartimentald se
creeazd modele farmacocinetice pentru care se scriu o serie de ecuatii matematice, fiecare
reprezentadnd un anume proces cinetic.
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Utilizdnd concentratiile plasmatice ale ibuprofenului obtinute In urma experimentului
farmacocinetic descris la capitolul B.2.5, a fost realizatd analiza farmacocineticd compartimentald
pentru aceste doua substante.

Pentru efectuarea analizei farmacocinetice compartimentale, a fost utilizat programul de
calculator WinNonlin (Pharsight).

Metoda in analiza farmacocinetica compartimentala

Scopul analizei farmacocinetice compartimentale este, Tn primul rand, identificarea modelului

farmacocinetic care descrie cel mai bine valorile concentratiilor plasmatice ale substantei obtinute in
urma studiului clinic si analitic. Apoi, utilizind modelul farmacocinetic optim, se pot calcula
parametrii farmacocinetici specifici modelului si care descriu procesele cinetice ale substantei
medicamentoase n organism.
Selectia modelului care descrie cel mai bine farmacocinetica substantei s-a realizeaza utilizand o serie
de teste statistice care exprima cantitativ acuratetea potrivirii. In studiul de fata criteriul primar utilizat
pentru discriminarea modelelor concurente propuse a fost indicele Akaike (notat in continuare AIC).
Au fost analizate, prin utilizarea a 6 modele farmacocinetice, valorile medii ale profilurilor plasmatice
ale ibuprofenului pentru fiecare studiu/tip alimentatie in parte, in final 6 seturi de date.

Modelul farmacocinetic monocompartimentat

Au fost propuse pentru analiza patru modele farmacocinetice monocompartimentale pentru
ibuprofen, diferentele dintre ele constidnd in existenta sau nu a unui timp de latenta pana la Inceperea
absorbtiei (mai precis, pana la aparitia substantei in circulatia sistemicd) respectiv consideratii
referitoare la valorile relative ale constantelor proceselor de absorbtie si eliminare (k01=k10 sau
k01#k10).

Primul model (M1) considera ca absorbtia are loc dupa o cinetica de ordinul 1, fara a exista
timp de latenta si kO1£k10.

Modelul 2 (M2) considera de asemenea ca cinetica absorbtiei este de ordinul 1, dar aceasta nu
incepe imediat dupa administrare, ci dupa un timp de latenta (tlag), de asemenea k01#k10.

Modelele 3 si 4 (M3 si M4) sunt similare modelelor M1 si M2 caracterizate mai sus, cu
exceptia faptului ca k01=k10.

Modelul 5 (M5) considera cinetica absorbtiei de ordinul 1, kO1#k10, distributie bi-
compartimentald, fara timp de latentd a absorbtiei. Modelul 6 (M6) este similar modelului 5, dar
presupune existenta timpului de latenta a absorbtiei.

Modelul farmacocinetic bicompartimentat

Fata de modelul monocompartimentat prezentat anterior, acest model considera ca pot exista
echilibre de distributie ale ibuprofenului intre compartimentul central si un compartiment periferic. Ca
si in cazul anterior vor fi testate doud modele farmacocinetice, diferenta intre ele fiind existenta unui
timp de latenta la modelul M6 fatd de M5 (unde absorbtia incepe imediat).

Alegerea celui mai bun model farmacocinetic simplu

Modelul farmacocinetic corelat cel mai bine datele experimentale este caracterizat de un
indice Akaike minim. Pentru a-l identifica, au fost comparate valorile Akaike medii ale celor 6
modele analizate anterior (Fig. B.2.17).

14



100 — Studiu=5td1, Alimentatie=Fasting 80 — Studiu=5td1, Alimentatie=Fed

Value
Walue

M1 M2 M3 M4 M5 ME Mi M2 M3 M4 M5 ME

50— Studiu=5td2, Alimentatie=Fasting 60— Studiu=5td2, Alimentatie=Fed

Value
L
Value

Mi M2 M3 M4 M5 M6

M1 M2 M3 M4 M5 ME

Studiu=5td3, Alimentatie=Fasting

Studiu=5td3, Alimentatie=Fed

Value
Value

B B M1 M2 M3 M4 M5

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figura B.2.17 Valorile Akaike pentru modelele farmacocinetice testate, raportat la seturile de date
analizate

Dupa cum se observa analizand Fig.B.2.17, cu doua exceptii, modelul farmacocinetic M2 potriveste
cel mai bine profilurile plasmatice ale ibuprofenului administrat sub diferite forme farmaceutice
(studiile 1-3), cu sau fara alimente, urmat indeaproape de modelul M6. Cele doua exceptii sunt
reprezentate de datele corespunzatoare studiului 2 /Fed, pentru care modelul optim este M5, respectiv
studiul 3/Fed, cu modelul optim M6.

in cazul studiului 2/Fed , desi aparent modelul cel mai bun este M5, nu trebuie pierdut din
vedere faptul ca analizele efectuate aratd cd modelul M5 este cel mai bun model din cele studiate, fara
insa a fi o garantie ca nu exista i un model mai adecvat. O analiza a potrivirii modelului M5 la datele
studiului 2/Fed ( Figura 15, profilul 4) aratd ca totusi partea terminala a profilului plasmatic nu este
bine potrivitd nici cu modelul M5. Mai mult, o reprezentare graficd tip concentratie prezisa versus
concentratie determinata, care pentru o potrivire ideala este o linie egald cu identitatea, arata o deviere
sistematica de la linia identitatii, in special In zona de concentratii mici. Cu alte cuvinte, nici acest
model nu descrie satisfacator farmacocinetica ibuprofenului administrat in Std2/Fed. Probabil efectul
alimentelor asupra vitezei de absorbtie a ibuprofenului este complex iar datele plasmatice nu se pot
analiza utilizdnd modelele farmacocinetice clasice.

Referitor la datele de la Std3/Fed, care sunt potrivite optim de modelul M6, nu trebuie uitat ca
acesta este foarte asemanator cu modelul M2 doar cad presupune existenta proceselor de distributie.
Desi modelul M6 este indicat ca cel mai bun in functie de valoarea Akaike, totusi el trebuie sa aiba o

15



capacitate de calcul a constantelor farmacocinetice cu o acuratete adecvata. O analizd comparativa a
coeficientilor de variatie ai erorii standard a mediei, care caracterizeaza precizia determinarii valorii
unui anumit parametru farmacocinetic, pentru modelele M2 si M6 aplicate la datele de la Std3/Fed,
este prezentatd in Tabelul. B.2.31

Analizand datele prezentate in Tabelul B.2.31, se observa ca desi modelul M6 potriveste mai bine
datele de la Std3/Fed, totusi are o capacitate redusa de estimare precisd a parametrilor calculati,
eroarea procentuala ajungand chiar pana la 98% in cazul valorii K12. In schimb, modelul M2 are o
capacitate mult mai buna de estimare precisd a parametrilor, eroarea procentuala maxima fiind de
7.48%. Din acest motiv, si pentru Std3/Fed va fi considerat model reprezentativ tot modelul M2 si nu
M6.

Dupa analiza globald a rezultatelor analizei farmacocinetice compartimentale, pentru 5 din
cele 6 combinatii studiu/tip alimentatie s-a aratat cd modelul farmacocinetic optim este M2, in timp ce
pentru Std2/Fed nu s-a identificat modelul farmacocinetic optim, datorita complexitatii procesului de
absorbtie, sub influenta alimentatiei.

Concluzionand, s-a dovedit ca farmacocinetica ibuprofenului este descrisa optim de modelul
farmacocinetic monocompartimentat, cinetica absorbtiei de ordinul 1, cu timp de latenta si utilizand
acest model, au fost determinati parametrii farmacocinetici individuali i medii ai ibuprofenului.

B3. BIOCATALIZA
B3.1.BIOCATALIZA CU CELULE DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Dintre toate microorganismele, drojdia alimentara este unul dintre cele mai utilizate.

Reducerea asimetrica a gruparilor carbonil este una dintre cele mai importante, fundamentale si
practice metode de a obtine alcooli neracemici, care pot fi ulterior transformati intr-0 gama variata de
compusi. Reducerea asimetrica poate fi grupata in doua mari categorii: chimica si biologica. O
selectivitate (regio-, chemo-, enantioselectivitate) inalta poate fi atinsa ca urmare a interactiunii
substratului cu enzima in procesele de bioreducere. Dehidrogenazele si reductazele clasificate cu
codul E.C. 1.1.1 sunt enzime care catalizeaza reducerea gruparilor carbonilice. Substratul natural al
acestora este etanolul, lactatul, glicerina, etc, dar ele pot reduce si alte cetone nenaturale in mod
enantiotopselectiv, conform regulii lui Prelog (Figura B3.3).

Fig. B3.3. Stereochimia transferului

ionului de hidrura pe gruparea

carbonilica, conform regulii lui

Prelog (S-grupare mica, L-grupare
Hs. Hr voluminoasa).

ADPR

B.3.1.1 Obtinerea unor alcooli heteroaromatici chirali prin reduceri enantiotopselective a acetil-
benzofuranilor si ale unor derivafi a-substituiti cu celule de S. cerevisiae

Activitatea biologica a derivatilor de benzofuran este o preocupare veche si constanta in
domeniul chimiei medicale.®® Literatura prezinta multiple studii referitoare la activitatea lor
anticanceroasa,”® antimicrobiana,?® cardiovasculara,?’ chiar antivirala, o serie de compusi fiind deja
testate pentru inhibarea virusului HIV.?®

Reducerea cetonelor prochirale mediatd de drojdia alimentara este In general un proces
enantiotopselectiv, care depinde in primul rand de natura substratului utilizat, dar si de conditiile in
care este realizat procesul. Metilcetonele sunt unul dintre cele mai studiate substraturi, fapt relevat de
multiplele studii publicate in literatura de specialitate.”
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B.3.1.1.A Sinteza unor etanoli chirali prin reducerea enantiotopselectiva a 2-acetil-

benzofuranilor substituiti la inelul aromatic

2-Acetil-benzofuranii au fost preparati prin reactia de condensare-ciclizare a sarii de sodiu a
aldehidei salicilice corespunzator substituitd cu cloroacetona in prezenta hidroxidului de potasiu
(Schema B3.1).

X X
. o .
me//jfnf S Vo e \ LoH _ Schema B3.1.
© © O 0 Sinteza si bioreducerea 2-
(S)-1a-d acetilbenzofuranilor cu
X NaBH : .
" | MeOH L AcCl celule de S. cerevisiae
. NE
2 58 X AcCl X HS
] ; NEt
¢ 5o e \ o
d 7-CH30 o o {
rac-la-d

rac- sau (S)-6a-d

Pentru determinarea conditiilor optime de realizare a bioreducere a fost utilizat 2-
acetilbenzofuranul ca si compus model. Procesul s-a realizat in sistem fermentativ (in prezenta
zaharozei) si nefermentativ. In primul caz procesul a fost mai rapid, dar selectivitatea a fost destul de
redusa (80% randament, ee 20% dupa 2 zile). Sistemul nefermentativ (60% randament si ee 55% dupa
7 zile) a fost ales si utilizat si pentru derivatii substituiti la nucleul aromatic (Tabelul B3.1).

Tabelul B3.1. Reducerea 2-acetilbenzofuranilor in sistem nefermentativ dupa 7 zile

Produs n(%) lalp ee (%)
S)-1a 60 9.1 55
(S)-1b 74 9.4 65
(S)-1c 61 -16.8 88
(S)-1d 66 1102 68

“la 20 °C, in cloroform

Configuratia absoluta a fost determinata pe baza datele din literatura®, enantiomerii etanolului 1a
fiind deja cunoscuti si a rotatiilor optice specifice. Determinarea exceselor enantiomerice s-a realizat
prin analiza gaz cromatografica a acetatilor etanolilor utilizand o coloana chirald cu B-ciclodextrina
permetilatd. De asemenea a fost realizata si separarea pe HPLC pe coloane chirale (S,S)- si (R,R)-
Whelk, ocazie cu care a fost semnalata si ordinea de eluare inversa a alcoolilor, in functie de faza
stationara chirala.

B.3.1.1.B. Reducerea 2-acetilbenzofuranilor a-substituiti la etandioli chirali

Metoda biocatalitica dezvoltata de colectivul nostru pentru sinteza ambilor enantiomeri ai (R)-
si (S)-1-(benzofuran-2-il)-1,2-etandiolilor are la bazd reducerea enantiotop selectivd mediata de
celulele de drojdie a unor derivati a-substituiti ai acetilbenzofuranilor.®* Acest procedeu a fost ulterior
optimizat si pentru alte tipuri de etandioli heterociclici, fiind dezvoltata o metoda one-pot, care
utilizeazi ca materie primi cetonele corespunzitoare.”” Succesiunea de reactii necesare pentru
efectuarea a-derivatizarii este prezentata in Schema B3.2. Prin a-bromurarea selectiva a cetonelor
substituite cu brom in diclorometan si transformarea lor ulterioard cu acetat de sodiu ca reactant in
dioxan ca solvent si eter coroana 18C6 ca si catalizator de transfer interfazic au fost obtinute a-
acetoxi-metilcetonele 3a-c. Metoxiderivatul corespunzator 4d nu a putut fi izolat in stare pura,
datorita instabilitatii sale. In continuare, prin etanoliza enzimatici a acestora cu lipaza B din Candida
antarctica imobilizatd pe celita (Novozym 435 ca preparat comercial) au fost sintetizate cu
randamente excelente a-hidroximetilcetonele 4a-c. In final, acesti derivati au permis sinteza 1,2-
etandiolilor racemici rac-5a-c prin reducere neselectiva cu borohidrura de sodiu.
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Pentru monitorizarea proceselor de bioreducere cu celule de Saccharomyces cerevisiae a fost
elaborata metoda de separare cromatografica a enantiomerilor compusilor racemici rac-5a-c (Fig.

B3.4).

Fig. B3.4. Cromatograma etan-diolului
racemic rac-5a (linia albastra) si a celor
: X obtinuti prin biotransformarea cu celule
[ l de S. cerevisiae pornind de la a-hidroxi
((S)-5a, linia verde) respectiv de la a-
. acetoxi-cetona ((R)-4a, linia rosie)

Table B3.2. Reducerea cu S. cerevisiae in sistem nefermentativ a cetonelor prochirale cu structura
benzofuranica 3,4a-c

Cetona Produs Timp (h) n(%) [alo ee (%)
3a (R)-5a 72 75 +24.1 84
3b (R)-5b 72 82 +21.7 o1
3¢ (R)-5¢ 72 80 +19.0 o1
4a (S)-5a 24 60 253 87
4b (S)-5b 24 74 221 92
4c (S)-5¢ 24 61 19.4 93

“la 20 °C, in cloroform

Asa cum ne-am asteptat, biotransformarea a-acetoximetilcetonelor 3a-c si a a-hidroxi-
etanonelor 4a-c decurge cu enantiopreferinta diferita si cu selectivitati inalte. Acest lucru poate fi
explicat prin activitatea mai redusa a hidrolazelor comparativ cu cea a alcooldehidrogenazelor
prezente in drojdie. Astfel a-acetoximetilcetonele 3a-c sunt reduse cu viteza mai mare si abia
intermediarul format este substrat pentru hidrolaze, cu formarea R-etandiolilor (Schema B3.3, varianta
a). Daca etapa de hidroliza ar fi mai rapida (Schema B3.3, varianta b), a-hidroxi-etanonele formate
intermediari ar conduce prin reducere la aceiasi stereoizomeri ca si in cazul reducerii o-hidroxi-
etanonelor 4a-c, respectiv a S-etandiolilor (Schema B3.3, varianta c).

Excesul enantiomeric moderat de doar 42% obtinut in sistem fermentativ (linia 1 in Tabelul
B3.3) a crescut la 80% prin realizarea procesului in sistem bifazic hexan-apa (linia 4 in Tabelul B3.3)
sau chiar la 82% in prezenta L-cisteinei (linia 5 in Tabelul B3.3). In mod surprinzator, procesul
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fermentativ a permis obtinerea S-etandiolului 5a cu excesul enantiomeric maxim (87%) dar cu un
randament slab, de doar 60%, comparativ cu 80% in cazul anterior.

@ W S. cerevisiae xm©j\>—\oj S. cerevisiae m
OAc YADHSs o OAc hldrolaze
@ W S cerevisiae W S cerevisiae W
OAc hidrolaze o OH YADHS
(S)-5a-c
S cerevisiae
® W e L,
4a-c

(S)-5a-c

Scheme B3.3. Reactii posibile la biotransformarea cu celule de S. cerevisiae a a-derivatilor cetonelor
studiate

Tabelul B3.3. Efectul aditivilor in procesul de reducere cu S. cerevisiae a cetonei prochirale 4a in
sistem fermentativ dupa 24 ore

Nr. Aditiv (cantitate) Randament Configuratia ee’s, (%)
(%) absoluta 5a

1 - 75 S 42
2 Cloroacetat de etil (0.5%) 36 S 54
3 Alcool alilic (0.5%) 46 S 61
4 Hexan (1:1, v:v) 56 S 80
5 L-cisteina (0.5%) 80 S 82
6 ¢ 60 S 87

3determinata prin derivatizare chimica; "determinata prin HPLC; %in sistem nefermentativ

Determinarea configuratiei absolute a etandiolilor

a presupus transformarea chimica a enantiomerilor puri prin reactii selective in etanolii
corespunzatori, a caror configuratie absoluta a fost atribuita anterior prin succesiunea de reactii din
Schema B3.4. Dupa mesitilarea etandiolilor s-a efectuat reducerea cu hidrura de litiu si aluminiu, fara
afectarea configuratiei atomului de carbon asimetric. Configuratia si excesele enantiomerice ale
etanolilor (S)-1a-c au fost apoi atribuite si etandiolilor folositi ca reactanti (S)-5a-c.

OH OH OH AcCl
W MsCl W LiAlH, W@jﬂ NEt,
o OH NEt; o OMs o
(S)-5a-c (S)-1lac (9)- 6a c

Schema B3.4. Succesiunea de reactii pentru transformarea etandiolilor in etanoli.

B.3.2.BIOCATALIZA CU LIPAZE. REZOLUTII CINETICE ENZIMATICE ALE
RACEMATILOR

Ibuprofenul este un membru important al medicamentelor antiinflamatoare cu structura
nesteroidica, derivati ai acidului propanoic. Activitatea inflamatoare (prin inhibarea
ciclooxigenazelor) este datorata enantiomerului S, mult mai solubil in apa.** Enantiomerii (R) ai
profenilor pot induce probleme, de exemplu acumularea in tesutul adipos, cu efecte secundare
importante, unele necunoscute inca.**

Biocataliza ofera alternative ecologice se rezolutie a profenilor, in general prin rezolutii
cinetice. Au fost semnalate deja mai multe lipaze si esteraze cu enantioselectivitate inalta in clasa
profenilor. In ultimele doua decenii au fost utilizate atdt metodologii hidrolitice, cat si alcoolize si
aminolize in medii neconventionale.®
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Din aceste motive, tinand cont de importanta de dezvoltare a unor metode eficiente de
rezolvare a racematilor profenilor, a fost efectuat un studiu experimental sistematic al rezolutiei
cinetice enzimatice a esterilor racemici ai ibuprofenului, ales ca si compus model, cu alcooli grasi.*
A fost studiat efectul dimensiunii catenei alcoolului utilizat in toate procesele de rezolutie teoretic
posibile in prezenta lipazelor: esterificare, hidroliza si transesterificare/alcooliza (Schema B3.5 si
B3.6).

R-OH
esterification R-OH
Lipase, US solvent
— alcoholysis/
COOCH H,0 COOR transesterification COOR'
hydrolysis p—
———— Lipase
Ibu Lipase lcde 2a-e .
! H0 E
! hydrolysis !
Lipasei
R, R' = Methyl Ethyl n-Butyl n-Octyl  n-Cetyl \
a b c d e COOH

Schema

g wy e

Prezenta lipazei in amestecul de reactie face ca toate tipurile de reactii posibile: esterificare,
transesterificare/alcooliza, dar si hidroliza sa fie stereoselective. Configuratia produsilor care se obtin
depinde de stereoselectivitatea enzimei. Prezenta apei in amestecul de reactive, fie din solventul
organic utilizat, fie apa reziduala din preparatul enzimatic, determina aparitia unor reactii secundare
de hidroliza, chiar si in cazul (trans)esterificarii, catalizate la randul lor de lipaze. Aceasta reactie, desi
secundara, poate decurge de asemenea stereoselectiv datorita catalizatorului prezent in amestec, dar
determina in acelasi timp scaderea randamentului procesului enzimatic, cu formarea ca produs
secundar a unui enantiomer al ibuprofenului.

Mai intai a fost studiata reactia de esterificare a ibuprofenului racemic cu mai multi alcooli in
prezenta unor lipaze disponibile comercial (Schema 1, varianta a). Dintre toate enzimele testate
(lipaza A si B din Candida antarctica (Cal-A si Cal-B), lipaza din Candida rugosa (CRL, AYS
Amano) si Pseudomonas cepaciae (PS-C Il), lipaza AK din Pseudomonas fluorescens, lipaza din
pancreas porcin (PPL) si din Mucor miehei (MML)), numai Cal-B a fost suficient de activa si a
catalizat obtinerea R-esterului, respective recuperarea S-ibuprofenului. A fost studiat si efectul
iradierii cu ultrasunete a procesul de esterificare. S-a constatat o crestere a vitezei de reactie (c>13%
dupa o ora) in toate cazurile, dar concomitent cu scaderea enantioselectivitatii procesului (E= 1-5). In
ceea ce priveste efectul alcoolului utilizat asupra eficientei procesului, s-a constatat ca la realizarea
esterificarii in exces de alcool, odatd cu cresterea catenei pana la C16, activitatea enzimatica scade.
Cele mai bune rezultate s-au obtinut in cazul n-butanolului cand cu lipaza B din C. antarctica
imobilizata (Novozym 435) s-a atins o conversie de 12% si o selectivitate E= 5.

Activitatea oricarei enzime este dependenta de polaritatea solventului, care poate fi descrisa
de lipofilicitatea acestuia prin valoarea logP. In general sinteza enzimatica a esterilor se desfasoara in
conditii optime in solvent cu logP> 4.%

Pentru a alege cel mai bun solvent a fost ales ca si compus model esterul butilic si Cal-B ca si
catalizator. Reactia de esterificare s-a realizat cu n-butanol (4 echiv.) in mai multi solvent recomandati
in literatura de specialitate (MTBE, n-octane, acetonitril, toluen, THF), constatdndu-se in toate
cazurile o usoara crestere a activititii enzimei. Anumiti solventi hidrofili cum ar fi THF sau
acetonitrilul leaga apa esentiala care inconjoara si protejeaza enzima, determinand inactivarea acesteia
(c ~ 13% dupa 1 h), in timp ce in solventi hidrofobi cum ar fi n-octanul si MTBE activitatea
enzimatica este mentinuta sau chiar imbunatatitd (conversii de 20 si respectiv 14% dupa 1 h). In nici
un caz nu s-a observat insa o imbunatatire a stereoselectivitatii.

In continuare a fost studiata reactia de hidroliza enzimatica a esterilor cu alcooli grasi (rac-1c-
e) in prezenta acelorasi lipaze si in aceiasi solventi, dar numai doua enzime, Cal-B si MML au
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prezentat o activitate enzimatica destul de redusa, concretizata in conversii mici (<15% dupa 48 h) si
enantioselectivitati reduse (E= 1-3).

In concluzie utilizarea alcoolilor grasi nu a permis obtinerea unor performante semnificative cu
lipazele disponibile comercial, nici in procesul de esterificare, nici in cel de hidroliza.

Backvall a prezentat recent® utilizarea unui mutant triplu al lipazei A din Candida antarctica
cu o activitate de 30 de ori mai mare in reactiile profenilor si cu o (R)- stereopreferinta ridicata, dar la
conversii inca reduse. Pe baza rezultatelor sale si a unor studii anterioare ale grupului nostru in O-
acilarea enzimatica cu acizi grasi®® ne-am hotirat sa studiem reactia de alcooliza (transesterificare) a
esterilor racemici mai voluminosi ai ibuprofenului cu diferiti alcooli alifatici (Scheme B3.6).

/L/@)\COOR

rac-1c-e R, R'= Methyl Ethyl n-Butyl  n-Octyl n-Cetyl
a b c d e

R'-OH

solvent
3

Cal-B M

ML
{ /L/@J\COOR'/LQ/\COOR ] { wcooR' COOR]
+ +
() (S) R)

(R)

Cal-B |resiual water resiual water [ MML
COOR' COOR COOH COOR' COOR COOH
+ + + +
(R)-2a-e (S)-1c-e (R)-lbu (S)-2a-e (R)-1c-e (R)-lbu

Schema B3.6. Enantioselectivitatea opusa a lipazelor Cal-B si MML in alcooliza esterilor racemici ai
Ibuprofenului

Ca si proces model a fost aleasa butanoliza esterului octilic (rac-1d) si au fost testati cinci
solventi (MTBE, n-octan, acetonitril, THF, toluen) in prezenta catorva lipaze. Majoritatea lipazelor
(Cal-A, PPL, AK, CRL/AYS Amano si PS) au fost complet inactive. Rezultatele obtinute la scara
analitica au evidentiat 0 R-enantioselectivitate Tnalta a Cal-B, in timp ce MML (lipaza din Mucor
miehei) a prezentat o preferinta opusa (Schema B3.6). In ambele cazuri, reactia secundara de hidroliza
a esterilor sub actiunea apei reziduale din preparatul enzimatic a decurs R-enantioselectiv.

Mentionam aici ca, desi rara, S-Selectivitatea inversa a unor lipaze a fost deja semnalata in
literatura de specialitate la rezolutia Flurbiprofenului cu micelii liofilizate de Aspergillus.* In plus,
lipaza MML si-a demonstrate deja S-selectivitatea in esterificarea Naproxenului racemic cu metanol.**
Subliniem aici faptul ca procesul catalizat de MML este o rezolutie paralela divergenta care permite
prepararea (S)-esterului cu enantiopuritate ridicata. Acesta poate fi ulterior transformat intr-un proces
neselectiv in enantiomerul S al acidului printr-o hidroliza care sa nu afecteze configuratia carbonului
asimetric, cu randamente mari.

Pe baza studiilor preliminare prezentate, in continuare a fost studiat procesul de alcooliza cu
mai multi nucleofili (metanol, etanol, n-octanol si alcool n-cetilic) a esterilor racemici (rac-1c-e) in
prezenta celor doua lipaze cu enantioselectivitati opuse, in aceiasi solvent. Cele mai relevante din
rezultatele obtinute in urma acestui studiu complex sunt prezentate sugativ in Figura B3.5 (conversia)
si Figura B3.6 (excesele enantiomerice ale celor doi esteri implicati in alcooliza si ale acidului format
prin reactia secundara).
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Fig. B3.5. Conversiile inregistrate la alcooliza esterilor racemici ai ibuprofenului (rac-1c-e) cu
alcoolii alifatici in prezenta a doua lipaze cu enantioselectivitate opusa: Cal-B si MML

a) rac-1c cal-B b) rac-1c MML

MeOH EtOH EtOH  OctOH  CetOH  CetDH  CetDH  CetOH

MeOH MeOH MeOH FEtOH EtDH EtOH OCtOH CetOH CetOH CetOH
MTBE ~ MTBE  CH3CN  MTBE  MTBE  CH3CN  Octan  Toluen

MTBE Octan Tolusn MTBE Octan Toluen MTBE MTBE Octan Toluen

¢Jrac-1d Cal-B d) rac-1d MML

MeOH MeOH MeOH EIOH EtDH BUOH BuOH CetOH CetOH CetOH CetOH MeOH  MeOH MeOH  EIOH  BUOH  BuOH  CetOH  CetOH
MTBE CH3CN Octan MTBE CH3CN MTBE CH3CN MTBE CH3CN Octan Toluen MTBE Octan Toluen MTBE MTBE QOctan MTBE QOctan
€) rac-1e Cal-B £) rac-1e MML

MeOH MeOH EtOH EtOH BuOH BuOH OctOH CetOH MeOH MeOH EtOH EtOH BuOH BuOH OctOH OctOH
MTBE CH3CN MTBE CH3CN MTBE CH3CN MTBE CH3CN MTBE Octan MTBE Octan MTBE Octan MTBE Toluen
mee(s)(F)-1c-e M ee(p) (S)}2a-e m ee(acid) (A)-bu

mee(s) (S)1ce Mee(p) (A)-2a-e W ee(acid) (R)-lhu “alcooliza invers selectiva
hidroliza R-selectiva nedorita

Fig. B3.6. Excesele enantiomerice ale produsilor obtinuti la alcooliza esterilor racemici ai
ibuprofenului (rac-1c-e) cu alcoolii alifatici in prezenta a doua lipaze cu enantioselectivitate opusa:
Cal-B si MML

Se observad ca in toate situatiile produsul secundar format in urma hidrolizei, cu ambele
enzime studiate, (R)-ibuprofenul, are o puritate optica aproape de 100% la utilizarea ca nucleofil a
alcoolilor cu mai mult de 4 atomi de carbon. (S)- sau (R)-esterul format si (R)- or (S)-esterul
netransformat in fiecare caz prezinta de asemenea un exces enantiomeric de la moderat la bun.

In ceea ce priveste conversiile (Fig. B3.5), cel mai eficient solvent pentru alcooliza tuturor
esterilor studiati cu MML este MTBE, cu exceptia etanolizei esterului cetilic 1le care se desfagoara in
mod similar si cu viteze reduse atat in MTBE cat si in n-octan.
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Alcooliza in prezenta Cal-B este de asemenea favorizata de MTBE, cu exceptia butanolizei
esterului octilic si cetilic (1d,e) care este mai eficienta in acetonitril si a etanolizei butilesterului, lenta
inclusive in acest solvent.

Datele din figura B3.5. arata ca esterul octilic poate fi alcoolizat eficient in n-octan. Utilizarea
THF determina in toate situatiile studiate activitate redusa a enzimei, adica viteze reduse ale
procesului.

Pe baza studiului amanuntit efectuat a fost aleasa pentru obtinerea S-ibuprofenului varianta
etanolizei esterului octilic racemic cu MML in MTBE cénd la conversii mai mari de 25% se obtine S
esterul etilic al ibuprofenului este in cea mai nalta forma de puritate optica (ee circa 80%). Dupa
separarea amestecului rezultat, prin hidroliza acestuia se obtine eutomerul urmarit cu ee de 80% la un
randament global de 45% (fata de maxim 50% daca se raporteaza la esterul octilic racemic initial),

CONCLUZII GENERALE

1. A fost realizata analiza farmacocineticd a concentratiilor plasmatice a Ketorolacului obtinute
Tn urma unui studiu clinic in care s-au administrat 10 mg de ketorolac trometamina racemic la
voluntari sanatosi. Produsele farmaceutice (formularea Test si Referintd) au fost administrate
intr-un design cross-over (fiecarui voluntar i se administreaza, pe rand, ambele produse, intr-0
maniera Incrucisata).

e Metoda bioanalitica enantioselectiva, dezvoltatd si validatd in scopul utilizarii in analiza
probelor provenite de la studiul de farmacocinetica s-a dovedit adecvatd, robustd si
reproductibila.

e in prima parte a analizei datelor obtinute a fost aplicatd analiza farmacocinetica
noncompartimentala la valorile parametrilor farmacocinetici Cmax, Tmax, ASCiasty ASCins,
kei, t/2, TMR, Cl si Vd.

e Au fost efectuate testele de bioechivalenta pentru fiecare din cei doi enantiomeri R(+) si
S(-) dupa administrarea produsului test si a celui de referinta. Calculele arata ca, atat
viteza cat si marimea absorbtiei este similard si deci toate produsele farmaceutice sunt
bioechivalente si interschimbabile.

e S-a confirmat existenta unei farmacocinetici diferite pentru cei doi enantiomeri ai
investigarea 1n continuare a farmacologiei fiecirui enantiomer in parte in vederea
dezvoltarii unor forme farmaceutice folosind substante medicamentoase enantiopure

2. A fost realizatd analiza farmacocinetica a concentratiilor plasmatice ale ibuprofenului obtinute
in urma a trei studii clinice Tn care s-au administrat 400/200 mg de ibuprofen la voluntari
sanatosi. Produsele farmaceutice (formularea Test si Referintd) au fost administrate Intr-un
design cross-over (fiecarui voluntar i se administreaza, pe rand, ambele produse, intr-o maniera
incrucisatd). Fiecare studiu clinic a fost realizat in doud forme: in absenta alimentelor,
respectiv cu alimente.

e Metoda bioanalitica dezvoltata si validata in scopul utilizarii in analiza probelor provenite
de la studiul de farmacocineticd in conditii fasting si fed s-a dovedit adecvata, robusta si
reproductibila.

e In prima parte a analizei datelor obtinute a fost aplicati analiza farmacocinetica
noncompartimentald. Au fost calculate valorile parametrilor farmacocinetici Cmax,
Tmax, ASClast, ASCinf, kel, t¥5, TMR, Cl si Vd. Valorile parametrilor farmacocinetici au
fost comparate in functie de produsul farmaceutic administrat respectiv referitor la efectul
alimentatiei asupra farmacocineticii. Au fost efectuate testele de bioechivalentd pentru
ibuprofen dupd administrarea produsului test si a celui de referintd. Calculele arata ca,
atat viteza cit si marimea absorbtiei este similard si deci toate produsele farmaceutice
sunt bioechivalente si interschimbabile. De asemenea s-a dovedit ca existd un puternic
efect al alimentelor asupra farmacocineticii ibuprofenului, in special prin scaderea vitezei
de absorbtie si mai putin prin modificarea marimii absorbtiei.
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e A fost analizatd farmacocinetica ibuprofenului prin analiza farmacocinetica
compartimentald. Rezultatele studiului aratd cd modelul ce descrie cel mai bine
farmacocinetica acestei substante este modelul monocompartimentat, cu cinetica
absorbtiei de ordinul 1, cu timp de latenta, iar cinetica eliminarii este de asemenea de
ordinull. Rezultatele obtinute intre analiza farmacocinetica non-compartimentald si
compartimentald sunt in buna concordanta

3. A fost realizat un studiu pentru obtinerea prin bioreducere cu celule de S. cerevisiae a unor of
1-(benzofuran-2-il)etanone substituite la inelul aromatic in sistem fermentativ si nefermentativ.
Procesul se desfasoara selectiv si respecta regula lui Prelog, cu obtinerea S-etanolilor cu excese
enantiomerice de la moderat la bune (55-87% ee).

4. Biotransformarea cu celule de S. cerevisiae a derivatilor a-substituiti ai cetonelor studiate
prezinta o selectivitate si mai Tnalta. Produsii obtinuti depind de substituentul prezent in catena.
Astfel, din 2-acetoxi-1-(benzofuran-2-il)etanone se obtin R-etandiolii corespunzatori, in timp
ce din 2-hidroxi-1-(benzofuran-2-il)etanone se obtin enantiomerii opusi ai acestora respectiv S-
etandiolii cu puritate optica ridicata (ee=84-93%). S-a demonstrat ca in cazul acetoxiderivatilor
bioreducerea este insotitd de hidroliza gruparii esterice datorita hidrolazelor prezente in
celulele de S. cerevisiae dar reducerea este mult mai rapida decat hidroliza, ceea ce explica
obtinerea enantiomerilor diferiti, comparative cu bioreducerea hidroxiderivatilor. Derivatizarea
propusa in pozitia o si biotransformarile studiate permit obtinerea ambilor enantiomeri ai 1-
(benzofuran-2-il)-1,2-etandiolilor.

5. A fost efectuat un studiu complex al tuturor proceselor posibile (esterificare, hidroliza si
transesterificare/alcooliza) la biotransformarea cu lipaze a esterilor ibuprofenului racemic cu
alcooli, in special cu alcooli grasi, in scopul obtinerii S- enantiomerului ibuprofenului din
amestecul racemic. Au fost identificate astfel doua lipaze cu selectivitate opusa, lipaza B din
C. antarctica si lipaza din Mucor miehei, care prezinta activitate ridicata in procesul de
transesterificare cu alcoolii grasi in anumiti solventi.
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