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1. INTRODUCERE

Cercetarea si dezvoltarea unui produs farmaceutic sau a unui supliment alimentar
comercial sunt procese complexe, costisitoare si de lungd duratd. Un compus farmaceutic
activ (compus de sintezd) ajunge pe piatd dupd 10-15 ani, in schimb, 1n cazul suplimentilor
alimentari (compusi naturali), datd fiind legislatia In vigoare, procesul de dezvoltare dureaza
cativa ani. In consecintd, intelegerea si controlul chimiei stirii solide a unui ingredient
bioactiv, atdt ca substantd purd cat si ca produs formulat, este important in procesul de
dezvoltare a unui medicament sau supliment alimentar. Proprietatile esentiale ale unui
compus bioactiv (solubilitatea, stabilitatea, biodisponibilitatea) pot sa difere de la o forma
solida la alta (polimorfi, saruri, cocristal, hidrati/solvati), drept consecintd a modurilor de
impachetare in structura cristalind si a tipurilor de interactiuni intra- si intermoleculare. Din
acest motiv, screening-ul si caracterizarea structurald a compusilor activi farmaceutici si a
suplimentilor alimentari este un proces important In dezvoltarea produsului final pentru
companiile din aceste domenii. In acest context, prezenta teza isi propune si abordeze atat
prepararea de forme solide noi prin diferite metode de cristalizare cat si caracterizarea lor
structurala.

In Capitolul 1 sunt prezentate, din perspectivd teoretici, aspecte referitoare la
obtinerea, identificarea si caracterizare structurald a compusilor bioactivi utilizdnd cele mai
avansate metode analitice disponibile in prezent. In studiul unei substante bioactive solide este
importantd implementarea mai multor metode de cristalizare. Dupa obtinerea formelor solide
noi, urmatorii pasi sunt identificarea si caracterizarea structurald prin tehnici difractometrice
si spectroscopice. Pentru caracterizarea structurald cat mai precisa si mai realista este necesara
cunoasterea parametrilor geometriei starii cristaline, care definesc ordinea la distanta, dar si a
parametrilor specifici ordinii locale, in principal legaturile intermoleculare si sintonii
supramoleculari.

Metodele standard de determinare a structurii cristaline in conditii de laborator sunt
bazate pe difractie de raze X, si anume: difractia de raze X pe monocristale (RX) sau difractia
de raze X pe pulberi (DRXP), in functie de forma in care poate fi obtinutd proba.

In ultimii ani metodele traditionale de difractie au fost frecvent utilizate in combinatie
cu tehnici de analizd structurald complementare, cum ar fi spectroscopia RMN pe solide
(RMN-s) si modelarea moleculard prin metode de tip DFT pe sisteme cristaline, in cadrul
unor abordari numite generic cristalografie RMN. Aceste abordari moderne au o serie de

avantaje, toate contribuind la cresterea nivelului de precizie cu care este obtinut modelul
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structural final, de exemplu: inlaturarea ambiguitatilor atunci cand analiza datelor DRXP
conduce la solutii structurale multiple si obtinerea de detalii structurale locale legate de
pozitiile atomilor de hidrogen, de regula inaccesibile prin metode de difractie, atat in cazul
monocristalelor, cdt mai ales in cazul pulberilor policristaline — aceasta deoarece se pot
colecta un numar mult mai mic de intensitati de difractie comparativ cu numarul de intensitati
colectate in cazul monocristalelor.

Capitolul al 2-lea cuprinde o descriere detaliatd a Metodologiei de cercetare
implementate si a infractructurii utilizate, urmand ca in celelalte capitole sa fie prezentate
rezultatele concrete obtinute pentru sistemele studiate si detaliate din punctul de vedere al
semnificatiei lor teoretice, practice si de metodologie implementata.

In Capitolele 3, 4 si 5 sunt prezentate concret rezultatele originale obtinute in cadrul
stagiului doctoral. Obiectivul principal al studiilor efectuate a fost determinarea structurii
cristaline pentru o serie de compusi bioactivi. Din aceastd perspectiva, accentul este pus pe
selectarea celor mai adecvate tehnici de caracterizare structurald, care sa tind cont de
varietatea mare de situatii care pot aparea in practica curentd. Situatiile concrete tratate in
cadrul tezei se refera la compusi care pot fi obtinuti fie sub forma de monocristale, sau doar
sub forma de pulberi policristaline. Pentru compusii policristalini diferentele de abordare care
au apdrut 1n procesul de determinare a structurii cristaline sunt legate de numarul de grade de
libertate ale moleculei, numarul de molecule diferite din celula elementara si gradul de

dezordine conformationald/dinamica din retea.
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1. FORME SOLIDE ALE COMPUSILOR BIOACTIVI.
OBTINERE SI CARACTERIZARE STRUCTURALA

Compusii bioactivi sunt formati din molecule cu efect terapeutic care actioneaza in
tratarea sau ameliorarea unei afectiuni medicale. Acestia se impart in doud categorii: compusi
de sintezd (compusi farmaceutici) si compusi naturali (obtinuti, in general din plante).
Descoperirea si caracterizarea formelor solide ale ingredientelor bioactive ne oferd optiuni in
selectia formei solide optime. Prin definitie, formele solide ale unui compus reprezinta
totalitatea modurilor de impachetare structurala diferite ale aceleiasi molecule de baza.

Acestea se pot clasifica astfel: polimorfi, saruri, cocristale, hidrati/ solvati (Figura 1.1).
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Fig. 1.1. Clasificarea substantelor bioactive din punctul de vedere al structurii moleculare.

Studiul formelor solide al compusilor bioactivi este extrem de important deoarece
diverse forme solide ale unui compus tind sd aibd proprietati esentiale, precum proprietatile
fizico-chimice, solubilitatea si viteza de dizolvare, net diferite [1]. Din aceste motive s-au
dezvoltat diferite metode de cristalizare cu ajutorul carora explorarea formelor solide se face
mai rapid [2,3]. In cadrul acestei teze am aplicat: Cristalizarea in regim parallel (high-
throughput) unde se pot varia mai multi parametrii (metodele de cristalizare, solvetul sau
amestecul de solventi utilizati, temperatura, viteza de incdlzire/racire, concentratia, raportul

molar). Fluxul de cristalizare paraleld standard contine urmatoarele metode de cristalizare:
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Cristalizarea prin racire, Cristalizarea In suspensie (slurry), Cristalizarea prin difuzie de
vapori 1n lichide (VDL), Cristalizarea prin difuzie de vapori pe solide (VDS), Cristalizarea prin

amestecare mecanica cu solvent (solvent-drop grinding).

Dupa obtinerea formelor solide noi urmatorii pasi sunt identificarea si caracterizarea
structurala prin tehnici difractometrice si spectroscopice.

Identificarea prin difractie de raze X este o metoda rapida, nedistructiva si foloseste o
cantitate mica de probd [4]. In esentd ea este o metodd comparativad. In urma identificarii
printr-una dintre cele doud metode de difractie de raze X (monocristal sau pulberi) putem
spune doar daca s-a obtinut o forma solida noua. Informatii mai complexe, de exemplu natura
formei solide si structura sa cristalind se obtin doar in etapa de caracterizare structurala. in
aceastd tezd, pentru a obtine o caracterizare structurala completa, pe langa difractia de raze X
voi apela si la tehnici complementare, adicd Rezonanta Magnetica Nucleara pe Solid (RMN-s)
si modelarea moleculara.

In mod traditional, caracterizarea structurali a compusilor care prezinti ordonare
cristalind se bazeazd pe difractia de raze X. Fie ca este vorba de monocristale, sau doar de
pulbere microcristalina, analiza datelor de difractie furnizeazd de fapt informatii cu privire la
distributia de sarcind electronicd si nu direct pozitiile atomilor in retea [Error! Reference
source not found.]. Asadar in cadrul din Capitolului 1 sunt descrise notiuni generale de
difractie de raze X: cum se produc razele X, Legea lui Bragg, este definita reteaua reciproca,
relatia dintre factorul de structurd si densitatea electronici. In cadrul acestui capitol sunt
prezentate 1n detaliu metodologiile de obtinerea a structurii cristaline din difractie de raze X
pe monocristal si pe pulberi. De aici rezulta si o serie de limitari ale acestei tehnici, dintre care
le enumeram pe scurt pe cele mai importante [6]: (i) structura obtinutd pe monocristal are
gradul cel mai Tnalt de precizie, Insd de multe ori sistemele organice in special nu furnizeaza
monocristale de dimensiune si calitate suficient de bune; (ii) utilizarea in aceste cazuri de
probe policristaline conduce la reducerea semnificativa a nivelului de incredere si a gradului
de precizie cu care este obtinutd solutia structurald; (iii) prezenta defectelor de retea, a
dezordinii structurale sau dinamice diminueazd mult calitatea structurii cristaline determinate
atat pe monocristale, cat si din pulberi; (iv) difractogramele de raze X sunt dominate de
efectul produs de atomii grei, ceea ce face foarte dificila localizarea atomilor de hidrogen, iar
acestia au o importantd deosebitd la definirea impachetarii cristaline a moleculelor in
compusii organici. In consecinti, apare cu necesitate dezvoltarea de abordari noi care si

combine informatiile obtinute din analiza datelor de RX cu alte detalii structurale, preferabil
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cu caracter local, extrase cu ajutorul unor tehnici complementare si care sa fie capabile sa
inlature sau sa diminueze cat mai multe dintre limitarile amintite.

In urmitoarele sectiuni din capitolul 1 sunt abordate notiuni teoretice legate de
spectroscopia RMN pe solid si metode de calcul utilizate Tn modelarea moleculara.

Una dintre abordarile alternative dezvoltate pe parcursul ultimelor doud decenii se
numeste cristalografie RMN [7]. In ciuda a ceea ce sugereaza denumirea, cristalografia RMN
nu presupune determinarea structurii cristaline a unui compus exclusiv prin metode specifice
de spectroscopiec RMN pe solide (RMN-s). Desi modalititile concrete de utilizare a
cristalografiei RMN raportate pand in prezent pe compusi organici sunt destul de variate,
putem totusi desprinde o schema de principiu (Fig. 1.2) cu aplicabilitate generald, indiferent

de caracteristicile compusului investigat.

PROBA

monocristal

pulbere

RMN
in faza solida

Difractie de Difractie de
raze X pe raze X pe
pulberi monocristal

Spectre RMN 3C; 5N, 'H
¢ deplasari chimice masurate
¢ cristalinitate si puritate polimorfica
0 numar molecule din unitatea asimetrica
¢ dezordine statica sau dinamica
¢ informatii privind starea de ionizare

mai multe
solutii
structurale

o solutie
structurala

Validarea solutiei structurale

prin compararea datelor
experimentale cu cele calculate

structuri cristaline optimizate
deplasari chimice calculate

Fig. 1.2. Schema de principiu a cristalografiei RMN.
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Conform acestei scheme, solutiile structurale RX sunt supuse mai inti unei optimizari
prin DFT a pozitiilor atomilor de hidrogen. In solidele organice, cunoasterea cat mai exacti a
lor este importanta [8], in special in cazurile in care se formeaza retele de legaturi de hidrogen
puternice care asigurd stabilitatea cristalului, sau pentru sistemele in care are loc transfer de
protoni. Urmeaza optimizarea geometriei prin aceleasi metode, de data aceasta considerand
pozitiile tuturor atomilor, inclusiv a celor grei. Aceastd etapa este obligatorie in cazul
solutiilor structurale obtinute din pulberi, dar de multe ori este utild si pentru structurile
determinate din monocristal [9]. Diferenta dintre energia de retea a modelului neoptimizat
DFT (sau optimizat doar in raport cu atomii de hidrogen) si a celui complet optimizat ofera un
prim indiciu asupra gradului de precizie cu care a putut fi determinatd solutia structurald in
urma analizei datelor de difractie. Rezultatul nu trebuie insa considerat in mod absolut, din
cauza aproximatiilor incluse 1n algoritmii de calcul si a faptului ca optimizdrile DFT se
efectueaza la T = 0 K, in timp ce difractogramele experimentale se Inregistreaza la
temperaturi mult mai mari. Totusi, o diferenta in valorile energiei mai mare de 10-20 kcal/mol
reprezinta deja un indiciu clar ca solutia structurala obtinutd doar din analiza datelor de raze X
mai poate fi rafinatd suplimentar, de exemplu printr-o abordare de tip cristalografie RMN [10].

In etapa finala, rezultatele modelarilor teoretice sunt supuse validarii practice pe baza
unor date experimentale obtinute prin metode RMN-s. Parametrii supusi analizei sunt selectati
in functie de relevanta lor relativ la problema studiata si se Impart in doua categorii: (i) cei
care codificd doar In mod indirect informatii structurale locale, cum ar fi deplasarile chimice
izotrope, constantele interactiunii quadrupolare, sau constantele de cuplaj J si (ii) parametrii
care codificd in mod direct informatii structurale, de exemplu distantele internucleare sau
unghiurile de torsiune.

Cel mai des raportati sunt parametrii din prima categorie, in special deplasarile
chimice izotrope ale unor nuclee precum “C, N si 'H, deoarece sunt usor de obtinut
experimental din spectre simple unidimensionale (1D), pe probe in abundentd naturala. O
situatie mai aparte este cea a nucleelor de 'H, din cauza rezolutiei spectrale inca limitate. Si in
acest caz 1nsd deplasarile chimice ale protonilor pot fi obtinute in totalitate cu ajutorul unor
informatii suplimentare extrase din spectre bidimensionale (2D) de corelatie de tip °C-'H
HETCOR (Heteronuclear Correlation). Astfel, informatii cu privire la cele mai abundente
elemente chimice din sistemele cristaline organice (hidrogen, carbon, azot) sunt accesibile
prin metode RMN-s rapide si necostisitoare, in concordantd cu cerintele practice ale
aplicatiilor din industria farmaceutica. Exista Tnsd si un dezavantaj: valorile masurate ale

deplasarilor chimice (la fel ca si constantele interactiunilor quadrupolare, sau J) nu pot fi
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transformate direct in detalii de structura spatiala. Ele pot fi luate doar ca elemente de control
in validarea solutiilor de structura cristalind in cadrul unei analize comparative intre valorile
madsurate experimental si cele simulate teoretic pe modelul structural propus. De exemplu, in
cazul deplasdrilor chimice izotrope, abaterea patraticd medie (root mean square deviation,
RMSD) dintre valorile masurate si cele calculate pentru toate pozitiile chimice distincte din
moleculd reprezintd un indicator global asupra gradului in care solutia structurald testatd se
apropie de structura crisitalind reald: cu cat valorile parametrului RMSD sunt mai mici, cu atat
putem spune cd solutia a fost obtinutd cu o precizie mai buna. Daca analizdm in plus
diferentele dintre valorile experimentale si cele calculate pentru fiecare nucleu in parte putem
obtine si informatii cu caracter local, de exemplu se pot identifica acele regiuni din molecula
care deviaza mai mult sau mai putin fatd de structura cristalina reala.

Din motivele expuse mai sus, majoritatea studiilor de cristalografie RMN raportate
pana in prezent in literatura se bazeaza pe determinarea experimentalad a deplasarilor chimice
izotrope pentru nucleele de interes si utilizarea lor in scopul de a valida, si eventual de a rafina
in continuare, modelele structurale rezultate din analiza datelor de raze X, respectiv din
optimizarile DFT [11,12]. Abordarea aceasta s-a impus in practica curentd, in special in
aplicatiile pe compusi de interes farmaceutic, datoritd perfectiondrii continue a metodelor de
calcul DFT, extinse la intreaga retea cristalind, care permit in prezent analiza unor sisteme cu
grad de complexitate si la un nivel de precizie inaccesibile acum 10-20 de ani. Concret, este
vorba de cresterea substantiald a sensibilitatii cu care pot fi urmadrite efectele produse asupra

parametrilor RMN-s calculati de variatii minore in structura cristalina studiata.
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2. METODOLOGIA DE CERCETARE UTILIZATA

Scopul principal al studiilor efectuate este determinarea structurii cristaline pentru o
serie de compusi bioactivi. Din aceasta perspectiva, accentul este pus pe selectarea celor mai
adecvate tehnici de caracterizare structurald, care sa tind cont de varietatea mare de situatii
care pot aparea 1n practica curenta.

Caracterizarea structurala a tuturor compusilor analizati in cadrul tezei a fost efectuata
prin cele mai adecvate situatiei concrete, multe dintre ele apeland la o abordare moderna, de
tip cristalografie RMN. In afara de determinarea efectiva a structurilor cristaline, teza contine
si elemente de dezvoltare metodologicd, deoarece fiecare compus a necesitat o abordare
particularizata, in functie de parametrii structurali care trebuiau rafinati suplimentar fatd de
modelul obtinut prin tehnici de difractie de raze X.

In vederea obtinerii de forme solide noi ale substantelor active, cu o solubilitate
imbunatatitd, compusii investigati au fost supusi la experimente de polimorfism si
cocristalizare. Procedura pe care am urmat-o consta in:

(1) estimarea solubilitatii

(i1) alegerea solventilor de cristalizare

(ii1) screening de polimorfi si

(iv) efectuarea de experimente de cocristalizare.

Solidele rezultate (monocristale, pulberi policristaline sau amorfe) au fost apoi supuse
unei analize de rutina prin difractie de raze X pe monocristal (RX) sau difractie de raze X pe
pulberi (DRXP) cu scopul de a verifica daca au fost sau nu obtinute forme solide noi. Analiza
de rutina pentru RX constd in alegerea unui monocristal, montarea lui pe goniometru si
efectuarea unui preexperiment care ne oferd informatii cu privire la parametrii celulei
elementare (a, b, c, a, B, y), iar apoi acesti parametri sunt comparati cu parametrii structurilor
raportate in literatura. Pentru identificarea formelor solide noi prin DRXP se efectueazd o
masuratoare scurtd (intervalul 26: 3-30°, pasul de 0.02° si timpul pe pas de 0.4 s/pas), iar
difractograma experimentald obtinutd se compard cu difractogramele simulate sau
experimentale ale formelor solide gasite in literatura.

Analizd RX structurald completd pe care am efectuat-o constd n: alegerea
monocristalului, montarea lui si efectuarea preexperimentului se trece la inregistrarea
experimentului de difractie, ultimul pas fiind prelucrarea datelor inregistrate din care obtinem

datele cristalografice specifice compusului studiat.

10
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In cazul DRXP, misuritorile le-am efectuat in intervalul 26: 3—40°, pasul de 0.01° si

timpul pe pas de 3 s/pas, care este analizata ulterior in scopul determinarii structurii cristaline.

Principalele etape in determinarea structurii cristaline din pulberi sunt: (i) inregistrarea

difractogramei; (ii) indexarea difractogramei In urma caruia obtinem date aproximative legate

de parametrii celulei elementare (a, b, ¢, a, B, v); (iii) cautarea unui model structural; (iiii)

rafinarea parametrolor specifici.

In final, formele solide noi identificate au fost analizate din punct de vedere structural

si prin spectroscopie RMN-s si modelare moleculard, in cadrul unor abordari de tip

cristalografie RMN.

Pentru analiza structurala prin RMN au fost utilizate urmatoarele tehnici

experimentale:

1.

ii.

iil.

1v.

BC("®N) CP-MAS (Cross-Polarization under Magic Angle Spinning): genereazi
spectre °C RMN-s 1D de inaltd rezolutie, care permit determinarea experimentala a
deplasirilor chimice >C('°N) pentru toate pozitiile distincte de carbon, respectiv azot,
din moleculele aflate in retea.

3C CPPI (Cross-Polarization Polarization-Inversion): genereazi de asemenea spectre
C RMN-s 1D, dar include o perioadd de inversie a transferului de polarizare care
permite diferentierea grupdrilor chimice pe baza multiplicitatii atomului de carbon.
Experimente °C de tip "one-pulse": furnizeaza spectrul °C RMN-s 1D pentru toti
atomii de carbon din sistem, nu doar pentru aceia care pot fi implicati in procesul de
transfer de polarizare (adicd cei care apartin moleculelor "rigide" din reteaua
cristalind).

Experimente 'H de tip "one-pulse": furnizeazi spectrul 'H RMN-s 1D in conditii de
ultra-fast MAS (frecvente de rotatie ale probei de pana la 65 kHz).

Experimente 2D de corelatie 'H-"H DQ-MAS (Double-Quantum under Magic Angle
Spinning): pe durata perioadei de mixing se stabilesc corelatii intre nucleele 'H
apropiati spatial (< 5-6 A).

In cazul modelarii moleculare etapele unui calcul obisnuit de ecranare magnetica,

folosind metoda GIPAW, sunt:

pentru o structurd cristalind initiald, obtinutd prin difractie de raze X se calculeaza

energia starii fundamentale si fortele ca actioneaza asupra atomilor

daca existd in sistem forte mari, se realizeaza o optimizare de geometrie astfel incat

aceste forte sa fie minimizate

pentru geometria optima obtinuta, calculul de tip GIPAW va da tensorul RMN.

11
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3. CARACTERIZAREA STRUCTURALA A
MONOSOLVATILOR DE TADALAFIL

Primul compus biologic activ studiat in cadrul prezentei teze de doctorat se numeste
Tadalafil. Principalele motive pentru alegerea acestei substante active, pentru investigatia
propusa, sunt urmatoarele: (i) TDF a aparut pe piatd destul de recent, el fiind folosit ca
substanta activa in compozitia medicamentelor Cialis® din 2003 (tratarea disfunctiei erectile),
din 2011 pentru hiperplazie benigna de prostata si din 2009 pentru tratarea hipertensiunii
arteriale pulmonare; (ii)) TDF are solubilitate foarte scazuta, cu consecinte negative asupra

in apd [13].

Doar o parte dintre formele solide identificate in literaturd, adicd TDF anhidru (CSD
refcode: IQUMALI) [14], identificatd ca si forma I [15] si trei co-cristale cu metilparaben,
propilparaben si acid hidrocinamic au fost raportate in Cambridge Structural Database (CSD)
[16]. In acest context, utilizind metodologia de screening, pentru acest compus am efectuat
un studiu de polimorfism si cocristalizare al compusului farmaceutic activ Tadalafil (TDF) in
vederea obtinerii de forme solide noi, cu solubilitate imbunatititi. In urma acestor
experimente am obtinut sub formd de monocristale doud noi forme solvate (TDF-ACE si
TDF-MEK), acestea au fost caracterizate din punct de vedere structural printr-o abordare de

tip cristalografie RMN [17].

Tabelul 3.1. Datele cristalografice si detaliile structurilor cristaline determinate.

12

Compus

TDF-ACE TDF-MEK TDFa
Formula C25 H25 N3 Os C26 H27 N3 Os C22 H19N3 04
Masa moleculara 447.49 461.52 389.40
(g/mol)
Temperatura (K) 293 293 293
Sistemul cristalografic Ortorombic Ortorombic Monoclinic
Grupul spatial P212124 P212124 P24
a () 7.7408(3) 7.7842(4) 9.894(2)
b (&) 13.7341(5) 13.8562(9) 7.782(1)
c(d) 21.1301(9) 21.4012(12) 12.395(2)
a(®) 90 90 90
B 90 90 99.75(2)
Y (®) 90 90 90
V (A3) 2246.38(15) 2308.3(2) 940.570
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Compus

TDF-ACE TDF-MEK TDFa2
Z 4 4 2
F(000) 947 979 408
Densitatea calculata 1.3231 1.3279 1.375
g/cm?
6-range (°) 3.84-70.84 3.80-70.63 4.53-57.26
Numar reflexii colectate | 4888 5196 1463
Parametri rafinati 300 309 320
GOF on F2 1.0316 0.9980 1.019
R1 (F, [>2X(D)) 0.0617 0.0564 0,0259
wR> (F?, toate reflexiile) | 0.1698 0.1563 0.0712

%cod CSD: IQUMAI [14]

In urma caracterizarii lor s-a constatat ci cei doi solvati prezinti o simetrie mai mare,
adicd ortorombicd, decdt cea a structurilor raportate in literaturd, care sunt monoclinice
(Tabelul 3.1). Cu toate ca in toate structurile cristaline se observa aceleasi lanturi de molecule
de TDF, interactiunile inter-moleculare dintre TDF si moleculele de solvent din formele

solvate induc usoare modificari conformationale a moleculelor de TDF (Figura 3.1).
01 O1
a) g b) ; i
1
9) é i d) S :
Fig. 3.1. Suprapunerea moleculelor de TDF': a) TDF anhidra (rosu) vs TDF-ACE (albastru), b) TDF anhidra

(rosu) vs TDF-MEK (verde), c) TDF-ACE (albastru) vs TDF-MEK (verde), d) TDF-ACE (albastru) vs TDF
propilparaben cocristal (magenta).
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Solvatul cu MEK prezinta o stabilitate mai mare decat solvatul cu acetona (Figura 3.2)
desi au conformatii moleculare si impachetare in celula elementard similare. Considerand
solubilitatea scazuta a TDF intr-un numdr mare de solventi organici, utilizarea acetonei si
metil etil cetonei ca solventi de cristalizare poate oferi avantajul de a obtine concentratii mai

mari In procesul de cristalizare a TDF.

U 1 1 VY

- I [N 1

\ 1 | \"tu M!“ ‘r [ I ' ‘,’ J\ "‘ <)
- \ | | [\ I\ / \ \ mJ) "\ ~ W,
WY Vo, Mg Aoy V \wvrtgmd Vil ¥ \\_w/‘ W DWW s Pl MW oW S

Fir‘

|
I

!

| 1
| h
o UJ L, 1 T, W

L AL

' [ppm]

T T T T T T T T

T v T
200 150 100

Fig. 3.2. Spectrele "C CP-MAS ale TDF-MEK inregistrate dupd: a) o ord, b) 7 ore, ¢) 14 ore, d) 20 ore,
e) 30 ore.

In domeniul farmaceutic solvatii sunt folositi in procesul de purificare [18], ca
precursori n obtinerea de polimorfi [19] sau pentru a controla dimensiunile particulelor.
Dimensiunea particulelor si morfologia se pot controla prin procesul de desolvare obtinandu-
se 1n acelasi timp si forma polimorfa anhidrd dorita [20]. Din acest motiv, desolvarea
solvatilor produsi in cadrul studiului nostru motiveaza folosirea lor in scopul obtinerii formei
anhidre. Acest studiu subliniazd importanta cunoasterii structurii cristaline pentru a intelege
stabilitatea solvatilor si pentru evaluarea riscurilor atunci cand acestia sunt folositi drept

precursori in obtinerea formei anhidre.
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4. CARACTERIZAREA STRUCTURALA A QUERCETINEI
ANHIDRE SI A FORMELOR SOLVATE OBTINUTE

Al doilea compus studiat a fost Quercetina, deoarece piata suplimentilor alimentari
este In continud crestere peste tot in lume. Din acest motiv in cadrul tezei de doctorat am
inclus un studiu sistematic pe una dintre cele mai cunoscute substante biologic active naturale
folosita in compozitia suplimentilor alimentari, adica Quercetina.

Studii farmaco-cinetice aratd ca Quercetina prezinta bio-disponibilitate scazuta, doar
flavonoid a fost investigat In ultimii ani din punct de vedere structural, dar s-a Incercat si
obtinerea de forme solide noi care sa aibd o biodisponibilitate imbunatatita. Cu toate ca la data
efectudrii acestui studiu in literatura au fost raportate structurile cristaline pentru Quercetina
monohidrat [22] si dihidrat [23], dar si mai multe cocristale si doi complecsi metalici,
structura Quercetinei anhidre nu era raportata in literaturd pentru ca nu a putut fi obtinuta sub
forma de monocristal, iar din DRXP nu s-a obtinut cel mai probabil datoritd ambiguitatilor
care apar in modelele structurale obtinute. In acest context, in cadrul acestui studiu mi-am
propus drept obiectiv teoretic determinarea structurii cristaline, atat pentru Quercetina anhidra
cat i pentru formele solide noi obtinute.

In urma experimentelor de screening au fost obtinute forme solide noi de tip
monosolvat, cu etanol si metanol, ambele prezentand Insd o cristalinitate redusa. Efectuand
experimente de tip solvent-drop grinding si cristalizare prin rdcire s-a reusit obtinerea (sub
forma de pudrd) a formelor solvate cu 1,4 dioxan (Quer diox) dar si etanol (Quer EtOH),
respectiv, metanol (Quer MeOH), cu o cristalinitate suficient de bund pentru a putea fi

caracterizate din punct de vedere structural.

QUERCETINA ANHIDRA

In cazul formei anhidre a Quercetinei au fost investigate trei solutii structurale
distincte. Structura moleculara initiala folositd in primul model, Quer 1, a fost schitatd si apoi
geometria s-a a fost optimizatd prin metode clasice de mecanicd moleculara (MM). Al doilea
model considerat in cadrul studiului, Quer 2, a fost obtinut folosind drept structura
moleculard de pornire pe cea rezultatd din cautarea sistematicd in functie de unghiurile de
torsiune 0,—0s asociate grupdrilor hidroxil aplicatd modelului Quer I. Al treilea model
molecular considerat, Quer 3, a fost obtinut folosind o molecula izolata extrasa din structura
cristalind a Quercetinei dihidrat [23] determinatd din monocristal. Acest model poate fi folosit

pentru a evalua fiabilitatea celorlalte doud modele descrise anterior.

15



Rezumatul tezei de doctorat

Pentru modelul Quer I s-a obtinut un factor de fitare R,, nesatisficator datorita
erorilor induse de aproximarea parametrilor intra-moleculari constransi n timpul rafindrii
PXRD (Tabelul 4.1). Optimizarea geometricd aplicata In tot cristalul a corectat majoritatea
acestor erori, exceptie facand conformatia unei grupari hidroxil. Din cauza acestui parametru
se obtine o energie de retea foarte mare pentru modelul Quer I fatd de energia calculata
pentru modelul Quer 2. Acest lucru a fost confirmat si de comparatia dintre deplasarile

chimice experimentale >C/'H cu cele calculate pe modelele optimizate DFT ale Quer 1/2.

Tabelul 4.1. Datele cristalografice pentru Quercetind anhidra si informatiile obtinute
dupa rafinare pentru cele trei modele

Formula chimica C15H1007

Sistemul cristalografic Monoclinic

Grupul spatial P2,/a

Z 4

Tipul radiatiei Cu Kai, A = 1.54056 A

Modul de colectarea a datelor Reflexie

Modul de scanare: Continuu

Valorile 26 (°) 20min= 3; 20max= 40; 205, =0.001

Modele Quer_1 Quer_ 2 Quer 3

Volum (A3) 1202.0 1201.3 1198.8

Factorii R (%) Rup 10.5 9.1 8.9
Rp 7.7 6.8 6.6
a(h) 19.98(8) 19.99(1) 19.97(1)
b (A) 3.71(1) 3.71(1) 3.70(9)

Parametrii de retea -
c(A) 16.26(2) 16.25(0) 16.24(1)
B 85.15(5) 85.13(6) 85.15(9)

Densitatea p (g/cm3) 1.670 1.671 1.675

In final, reteaua de legituri de hidrogen formata, precum si analiza spectrului 2D 'H
DQ ne sugereazd ca modelul Quer 2 este cel mai realist din punct de vederea al arhitecturii
supramoleculare. Formarea celor doua suprastructuri moleculare distincte Quer 2/Quer 3,
depind de inelele care se apropie si intre care se stabilesc legaturi de hidrogen intermoleculare

(accentuate de linii punctate ingrosate), dupa cum este ilustrat in Figura 4.1.
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Fig. 4.1. Aranjarea supramoleculara pentru Quer_ 2 optimizat geometric (aranjament similar cu Quer_3).
Modelele propuse de legaturi de hidrogen in planul (ac) sunt prezentate in (a) si (b), in figurile (c) si (d) se
poate vedea aranjarea de-a lungul axei cristalografice b.

Pentru validare, o analiza similard a fost facutd in paralel si pentru Quer 3. Solutiile
structurale Quer 2/Quer 3 optimizate DFT sunt aproape identice, acest lucru confirmand de
fapt nivelul mare de acuratete obtinut folosind tehnica cristalografie RMN [24], deoarece
Quer 3 porneste de la o structurd moleculard determinatd prin difractie de raze X pe

monocristal.

QUERCETINA ETANOL ST QUERCETINA METANOL

Am procedat la determinarea structurii cristaline pentru cei doi solvati cu alcooli
(Quercetina etanol si Quercetind metanol) obtinuti in urma experimentelor de cristalizare prin
racire. Doar in cazul solvatului Quercetind metanol (Quer MeOH) am reusit indexarea
difractogramei experimentale, in timp ce pentru Quer EtOH nu am obtinut parametrii de retea
satisfacdtori cu nici un algoritm de indexare utilizat. Cel mai probabil acest lucru se datoreaza
prezentei unor mici intensitati de difractie care apartin Quercetinei anhidre. Prin urmare, doar

structura Quer MeOH a fost determinatd (Tabelul 4.2).
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Tabelul 4.2. Datele cristalografice pentru Quer MeOH.

Formula chimica C15H1007-CH30H
Sistemul cristalografic Triclinic

Grupul spatial P-1

/ 4

Tipul radiatiei Cu Kai, A = 1.54056 A
Modul de colectarea a datelor | Reflexie

Valorile 26 (°) 20min = 3; 20max = 40; 205p =0.001
Volum (A3) 681.614

Rwp 8.74%

Ry 5.96%

a(h) 19.414(2)

b (A) 9.981(3)

c(d) 3.552(3)

a 97.445(8)

B 90.806(6)

Y 92.786(9)

Densitatea p (g/cm3) 1.62

Cu toate acestea, datoritd asemandrii izbitoare a difractogramelor DRPX (Figura 4.2)
si a spectrului C RMN pe solid a celor doi solvati (ceea ce sugereazi ci sunt aproape
izostructurali), putem considera structura cristalind determinatd pentru Quer MeOH ca fiind

un model structural acceptabil si pentru solvatul cu etanol.
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Fig. 4.2. Compararea difractogramelor experimentale DRXP pentru solvatii Quercetinei cu metanol si etanol.
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Pentru a confirma solutia structurala a Quer MeOH obtinuta prin DRXP am comparat
deplasarile chimice experimentale *C RMN,8(**C), cu cele calculate, §“(**C). Pentru
aceasta, structura cristalind obtinutd prin DRXP a fost mai intdi optimizatd geometric (cu

parametrii celulei elementare fixati), iar apoi calculati parametrii de ecranare chimica.

Pe langa dificultatea de a obtine cei doi solvati (Quer MeOH/EtOH) cu un grad de
cristalinitate si puritate ridicate, necesar pentru a putea determina structura lor cristalind, ei au
aratat 1n plus o stabilitate destul de scazutd. Pentru a stabili comportamentul lor in timp, am
efectuat studii de stabilitate, prin spectroscopie RMN pe solide pe o perioadd mare de timp, in
cazul solvatului cu metanol ajungand la aproape un an. Rezultatele studiului sunt ilustrate in
Figura 4.3 considerand cazul solvatului cu etanol, deoarece desolvarea este mult mai rapida

decat cea observata in solvatul cu metanol.

150 100§ a6/ ppm

Fig. 4.3. Compararea spectrelor °C CP-MAS pentru Quer EtOH inregistrat imediat dupd prepararea probelor
(a), dupa o zi (b), dupa trei zile (c), dupa doua luni (d), Quercetind anhidra (e).
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Concret, am monitorizat evolutia in timp a spectrelor °C CP-MAS pentru Quer EtOH
pe parcursul a doua luni (Figura 4.3). Spectrul inregistrat imediat dupa preparare ne aratd ca
probele contin o cantitate mica de Quercetind anhidra, aceastd forma a fost identificatd prin
prezenta unor peak-urilor °C RMN caracteristice Quercetinei anhidre (marcate prin linii
punctate in Figura 4.3).

In timp, aceste peak-uri devin tot mai bine definite, indicdnd o transformare continui
din forma solvatd in cea anhidra. Acest lucru se Intdmpla cel mai probabil din cauza ca fiecare
molecula de etanol face legaturi slabe de hidrogen 1n retea si se leaga doar de molecula vecina
de Quercetind, cu alte cuvinte moleculele de solvent nu sunt implicate intr-o retea extinsd de
legaturi de hidrogen asadar pot sd “scape” usor din reteaua cristalind, ducand in final la

formarea Quercetinei anhidre.

QUERCETINA DIOXAN

Un nou solvat al Quercetinei, 1,4 dioxan-Quercetina, a fost obtinut si structura lui
cristalind a fost determinata prin cristalografie RMN adaptata sistemelor cu grupari hidroxil
multiple [25]. In acest scop am folosit o abordare formati din mai multi pasi, parametrii
structurali au putut fi constransi pas cu pas, la fiecare stadiu addugand noi rezultate teoretice
si experimentale. Urmand acesti pasi, am ajuns la concluzia cd modelul structural
Quer D _DFT, se apropie cel mai mult de structura cristalina reald a solvatului.

In acest caz, structura este stabilizati in mare masurd de reteaua legaturilor de
hidrogen: o molecula de Quercetina se leagd de douda molecule de dioxan prin grupari O-H
catecol si benzopiran si mai este implicata intr-o legatura de hidrogen intermoleculara cu o
moleculd de Quercetind vecind (O-H catecol si O cu OH cetonic benzopiran). Invers, o
moleculd de 1,4 dioxan formeaza legaturi de hidrogen cu doud molecule de Quercetind, cu
fiecare atom de O ciclic care interactioneaza cu grupdrile O—H care apartin inelului catecol,
respectiv benzopiran. Dupa o inspectie mai amanuntita a structurii cristaline a Quer—dioxan se
observa formarea unor unitati structurale interconectate ierarhic de un nivel de complexitate

mare (Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Reteaua extinsa de legaturi de hidrogen 2D din planul (bc).

Stabilitatea compusului la temperatura camerei a fost studiatd prin RMN pe solide si
comparatd cu cea a solvatilor cu etanol si metanol. Solvatul cu 1,4 dioxan este stabil pentru o
perioada mai mare de timp datoritd modului in care moleculele de solvent sunt implicate in

reteaua legaturilor de hidrogen.
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IDENTIFICAREA COMPONENTELOR DIN SUPLIMENTI ALIMENTARI PE

BAZA DE QUERCETINA

In ciuda faptului ca exista numeroase studii care evidentiaza importanta consumului de
polifenoli, datorita stilului de viatd nesandtos, un procent tot mai mare din populatie nu
cosuma o cantitate suficienta de fructe si legume care sa asigure aportul necesar de polifenoli.
In consecinti, suplimentii alimentari care contin flavonoizi au devenit extremi de populari.
Deoarece introducerea pe piatd a unui supliment alimentar nu presupune un control atat de
strict ca in cazul medicamentelor, producatorii 1i pot comercializa fara a fi complet testati
asupra eficientei si a efectelor secundare [26], acesta fiind motivul pentru care am considerat
ca este importantd efectuarea unui studiu. Formele solide cele mai des intdlnite in suplimentii
alimentari pe baza de Quercetind sunt Quercetind monohidrat [22] si dihidrat [23], dar un
studiu recent [27] aratd cd produsul final contine §i o cantitate micd de Quercetind anhidra,
reziduu rezultat in urma procesului de fabricatie care implicd extragerea Quercetinei cu
ajutorul solventilor din diferite surse naturale. Solventii utilizati cel mai frecvent In procesul
de extragere sunt alcoolii (etanol si metanol), dar si acetonitrilul si acetatul de etil.

Formularile solide (tablete, capsule) a suplimentelor alimentare genereazd un motiv de
ingrijorare suplimentar pentru consumatori. Pe de o parte, cunoasterea exacta a formei solide
in care se afla compusul activ este importanta, deoarece ea influenteaza in mod direct viteza
de dizolvare si bio-disponibilitatea produsului final, in mod analog cu ceea ce se Intampla in
cazul compusilor farmaceutici de sinteza. Pe de alta parte, o astfel de informatie este foarte rar
prezentatd de catre producatori. Studiul de fatd 1si propune sd aducd o contributie exact in
aceastd directie, si reprezintd o aplicatie practica directd atat pentru metodele de investigare
structurala de tip cristalografie RMN, cét si pentru rezultatele discutate anterior cu privire la
obtinerea si caracterizarea de noi forme solide ale Quercetinei.

Folosind deci o abordare derivatd din cristalografia RMN am dezvoltat o procedura
fiabila si rapida pentru caracterizarea suplimentilor alimentari pe baza de Quercetind din
punctul de vedere al puritatii formei solide al extractului de Quercetind incorporat in
tablete/capsule. Suplimentii alimentari analizati sunt: Quercetin (producator Natrol Inc, USA)
notata cu Quer N si Quercetin (producator Organika, Canada) notatd cu Quer O. Provocarea
a fost aceea de a distinge forma solida prezentd in tabletd/capsula, avand in vedere faptul ca
tableta/capsula este un amestec complex care contine si un numar de excipienti aldturi de
ingredientul (ingredientele) activ(e).

Rezultatele obtinute pentru produsele comerciale pe bazd de Quercetind investigate

demonstreaza importanta complementaritétii dintre cele doud tehnici de investigare (RMN si
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DRXP) pentru o abordare completi a acestei probleme. in particular, DRXP este foarte utila
pentru o identificare rapida a componentelor cristaline principale (substante active si
excipienti) mentionate de fabricanti in prospectele celor doud produse (Figura 4.5). Limita de
detectie a fost una destul de micd, dar acest lucru pare a fi inevitabil atunci cand tehnica

DRXP este aplicatd pe amestecuri complexe de componente sub forma de pudra.

I Quer_dihy
h | ; |
10 20 30 40

20()

Fig. 4.5. Difractogramele DRXP pentru Quer 2H,O (negru), Quer N (albastru) si Quer O (verde). In Quer N
§i Quer_O, Quer 2H,0 este marcat cu (*). Excipientii sunt indicati prin sageti: portocaliu — stearat de
magneziu/acid stearic, rosu — acid ascorbic, maro — dioxid de siliciu.

Prin contrast, spectrele RMN pe solid au aratat o sensibilitate mai buna in distingerea
formelor solide ale Quercetinei prezente in formularea comerciald, chiar in prezenta altor
ingrediente active si excipientilor. Pe langa faza majoritara de Quercetind dihidrat, cantitati
mici care apartin altei forme solide au fost identificate In ambii suplimenti. Majoritatea
semnalelor din ?C RMN indica prezenta Quercetinei anhidre, dar mici discrepante observate
la alte douda semnale indicd posibilitatea prezentei unei forme solide de Quercetina
neraportate. In cazul spectrelor CP-MAS (Figura 4.6), majoritatea liniilor din interiorul
dreptunghiului gri, care acopera regiunea spectrald 90-190 ppm, apartin Quercetinei. Liniile

RMN ale acidului ascorbic (marcate cu sageti rosii in Fig. 4.6) apar in mod diferit fatd de
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DRXP, intensitdtile fiind foarte mici, in ciuda faptului ca vitamina C este componentul
majoritar al capsulei. Acest lucru este o consecintd a faptului ca spectrul CP-MAS nu este

cantitativ.
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Fig. 4.6. Spectrele >C CP-MAS ale celor doi suplimenti alimentari investigati. Fereastra spectrald unde se
asteapta localizarea liniilor RMN ale Quercetinei este evidentiata de dreptunghiul gri. Liniile caracteristice ale
celorlalte componente din probe sunt marcate prin sageti: portocaliu — stearat de magneziu/acid stearic, rosu —

acid ascorbic, verde — complexul citric flavonoid, albastru — celuloza/croscarmeloza sodica.

Dupa studii extinse, aceastd noua forma a fost identificata ca fiind solvatul cu etanol
sau metanol (ambele au prezentat difractograme PXRD si spectrele “C-RMN aproape
identice) al Quercetinei. Desi aceasta abordare a fost testatd numai pe doud suplimente
alimentare ale Quercetinei, poate fi generalizatd usor si la alte produse comerciale care contin

Quercetina/flavonoide.

5. CARACTERIZAREA STRUCTURALA A COMPUSULUI
LISINOPRIL DIHIDRAT

Ultima dintre substantele active studiate In cadrul tezei este Lisinopril dihidrat, un
medicament cardiovascular care actioneazd ca inhibitor al enzimei de conversie a
angiotensinei (ACE). Structura cristalind din monocristal a fost obtinutd doar in cazul
complexului Lisinopril — ACE [28], iar pentru formele hidrate si cea anhidra au fost raportate
doar rezulate din pudra folosind date experimentale colectate la sincrotron [29]. In acest

24



Rezumatul tezei de doctorat

context, obiectivul principal al investigatiei a fost acela de a determina in ce masura utilizarea
unei surse de raze X conventionale, de laborator, in cadrul unei abordari de tip cristalografie
RMN poate conduce la o structurd cristalind a Lisinoprilului dihidrat cu un nivel de incredere
si un grad de precizie cat mai ridicate. Atingerea acestui obiectiv are o motivare atat de ordin
practic, cat si teoretic, fundamental. Importanta practicd este legata de tendintele acuale din
industria farmaceutica de a utiliza metode analitice rapide si eficiente de caracterizare a
substantelor active, de la stadiul de moleculd noua la cel de optimizare a formularii finale, si
de a scurta astfel cat mai mult posibil Intregul proces de dezvoltare de noi medicamente. Din
punct de vedere fundamental, Lisinoprilul dihidrat reprezintd o provocare in domeniul
caracterizdrii structurale din pulberi, in primul rand prin numarul mare de grade de libertate
care trebuie sd fie explorate pentru a obtine o solutie structurald, dar si prin dificultatea de a
caracteriza o retea de legaturi de hidrogen pe care o presupunem foarte complexa, dat fiind
numarul mare de grupdri din compus capabile sd participle la formarea lor — doua grupari
carboxil, doud grupari amino, o grupare carbonil, precum si moleculele de apa.
Pentru obtinerea modelului structural din difractograma de raze X au fost efectuate
doua tipuri de cautari:
- o cautare completd, sugeratd de programul utilizat in functie de numarul de grade de

libertate, adica numarul maxim de pasi/ciclu

- o cautare restrictivd prin care am explorat posibilitatea reducerii timpului necesar

obtinerii unui model structural, adicd cu un numar de pasi/ciclu de 50 de ori mai putin.

In urma acestor cautari s-au obtinut 3 modele structurale notate cu Lisi 0, Lisi I si
Lisi 2. In Figura 5.1 este ilustratd ordinea la distantd si impachetarea moleculelor in reteaua
cristalind. In acesati figurd se pot identifica urmatoarele trasituri caracteristice (care sunt
valabile pentru toate cele trei modele): formarea a doua canale de-a lungul axei cristalografice
b 1n care se gasesc moleculele de apa (A) si (B), si faptul ca legarea moleculelor de Lisinopril

se face de-a lungul axei a prin legéturi de hidrogen (C).
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Fig. 5.1 Ordonarea la distanta si modul de impachetare in cristal ilustrate in cazul particular al modelulului
Lisi_1. Aceleasi caracteristici generale au fost gasite si pentru modelele Lisi 0 si Lisi 2.

Dupa o analiza mai in delaliu a moleculelor de Lisinopril in cadrul celor trei modele,
am observat diferente notabile privind conformatiile gruparilor carboxil, dupa cum se observa
in Figura 5.2. Aceste diferente conduc si la diferente mari intre retelele de legdturi de
hidrogen asociate si ne impiedicd sa definim un model structural unic. Pentru a inlatura

aceastd ambiguitate am apelat la cristalografia RMN.

Fig. 5.2. Conformatiile gruparilor carboxil C10—OOH si C21-OOH in modelele selectate pentru analiza
structurala Lisi_0, Lisi_1 si Lisi_2: syn (galben) si anti (verde).

Am efectuat o analiza corelatd a informatiilor obtinute prin modelare moleculara DFT
si spectroscopie RMN-s cu scopul de a selecta in final modelul de structura cristalina cel mai
realist dintre cele trei solutii structurale rezultate in urma prelucrdrii datelor DRXP.
Optimizarea geometricdi DFT a solutiilor structurale ne-a permis nu doar o ierarhizare a

modelelor DRXP, ci si excluderea din analiza ulterioard a modelului Lisi 2: energiile de retea
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mult mai mici si legiturile de hidrogen ale N1H;" cu gruparile C21-O0™ de la trei molecule
vecine din Lisi 0/Lisi I, mult mai realiste in comparatie cu Lisi 2, ne aratd ca acesta din

urma este prea departe de structura cristalina reald a Lisinoprilului dihidrat.

Cu ajutorul spectroscopiei RMN pe solide au fost inregistrate spectre de "N, 'H si °C
(Figura 5.3).
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Fig. 5.3. Spectrele °C /°N CP-MAS si 'H la ultra-fast MAS (65 kHz) al Lisinoprilului dihidrat.
Deplasarile chimice experimentale au fost comparate cu cele obtinute din calcule
pentru cele trei modele obtimizate geometric prin DFT si s-a constatat cd cea mai buna
concordanta dintre deplasarile chimice calculate si cele observate se obtine tot pentru modelul
Lisi_1. In urma analizei am obtinut ca modelul Lisi_/ furnizeazi cea mai realista reprezentare
a structurii cristaline a Lisinoprilului dihidrat, nu doar din punct de vedere al energiei de retea,
dar si in ceea ce priveste parametri RMN-s reprezentativi. In particular, caracteristicile locale

legate de gruparile carboxil C10-O0™ si C21-O0", grupdrile alifatice, pozitiile de azot N1 si
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N2 si conformatiile inelelor pirolidind/fenil, precum si de lantul alchil, sunt mai bine descrise
in acest model in comparatie cu modelul Lisi 0. Micile inconsecvente ramase pot fi atribuite
efectelor dinamice, care nu sunt luate in considerare in calculele DFT. Legaturile de hidrogen
care se formeazi in modelul Lisi I in jurul grupérilor amino N2H," si N1H3", sunt ilustrate si

grafic in Figura. 5.4.

Fig. 5.4. Reteaua de legaturi de hidrogen a moleculelor de Lisinopril: (a) in planul median si (b) in jurul aminei
NI-H pentru modelul structural Lisi 1V, acesta fiind modelul care se s-a fitat cel mai bine constrangerilor
DRXP si RMN.

In concluzie, in studiul de fati am demonstrat pe cazul Lisinoprilului dihidrat, un
sistem molecular cu 24 de grade de libertate, posibilitatea de a rezolva structura cristalind din
pulbere utilizand surse de raze X conventionale, de laborator, cu un nivel de precizie apropiat
de cel a difractiei de raze X pe monocristal. Desi am avut la dispozitie o difractograma
experimentald de inaltd calitate, am constatat cd metoda DRXP furnizeaza rezultate cu un
grad mare de incredere in legdturd cu ordonarea la distantd si conformatia globala a
moleculelor de Lisinopril din retea, dar nu si pentru o serie de parametri locali importanti
precum starea de ionizare a moleculei de Lisinopril, geometria retelei de legaturi de hidrogen
sl parametrii caracteristici pentru aranjarea moleculelor de apa in cele doua canale care se
formeaza. Toate aceste caracteristici depind de structura locald din jurul unor grupari carboxil
si amino centrate pe doi dintre atomii de azot: datoritd limitarilor de ordin fundamental
asociate metodei DRXP se obtin conformatii multiple ale acestor grupdri, iar ambiguitatile
structurale generate nu au putut fi rezolvate decat folosind informatii complementare obtinute
prin calcule DFT si spectroscopie RMN pe solid, combinate intr-o abordare de tip
cristalografie RMN [30]. Metodologia aplicatd s-a dovedit folositoare atat pentru a obtine in
final un model de structurd cristalind de foarte buna calitate, dar si pentru a caracteriza

dinamica moleculara rapida cu rezolutite la nivel atomic.
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CONCLUZII GENERALE

S-au obtinut forme solide noi ale unor compusi bioactivi utilizind diverse metode de
screening si cristalizare si s-a efectuat caracterizarea lor structurald completa. De asemenea,
am efectuat o investigare structuralda ampld pentru doi compusi bioactivi Incorporati in
produse existente pe piatd. Caracterizarea structurala a tuturor compusilor analizati in cadrul
prezentei teze a fost efectuata printr-o abordare moderna, care combind in mod complementar
tehnicile de difractie de X cu spectroscopia RMN pe solide si modelarea moleculara,
metodologie care este cunoscutd sub numele de cristalografie RMN.

Au fost studiati mai mul{i compusi farmaceutic activi si compusi naturali, dintre care
trei au fost tratati exhaustiv in prezenta teza.

Primul compus studiat este Tadalafil, substanta activa din medicamentul Cialis®, un
compus cu o solubilitate scazuta. Pentru Tadalafil am efectuat un studiu de polimorfism si
cocristalizare in vederea obtinerii de forme solide noi, cu solubilitate imbunatatita. In urma
acestor experimente am obtinut monocristale pentru doua noi forme solvate (Tadalafil acetona
si Tadalafil metil-etil-cetond). Aceste douda forme solide noi au fost caracterizate structural
prin difractie de raze X pe monocristale, rezonantd magnetica nucleara pe solide si modelare
moleculard. Acest studiu subliniaza importanta cunoasterii, intr-un prim pras, deosebit de
important, a structurii cristaline pentru a intelege stabilitatea solvatilor si pentru evaluarea
riscurilor atunci cand acestia sunt folositi drept precursori in obtinerea formei anhidre.

Al doilea compus studiat a fost Quercetina. Pentru acest compus au fost efectuate
experimente de polimorfism si cocristalizare obtindndu-se 3 forme solvate ale Quercetinei (cu
1,4 dioxan, etanol si, respectiv, cu metanol), cu o cristalinitate bund ce a permis caracterizarea
lor din punct de vedere al structurii cristaline.

Au fost caracterizate structural, printr-o abordare de tip cristalografie RMN, toate cele
trei forme solvate, precum si Quercetina anhidra (a carei structura cristalina nu a fost raportata
in literaturd). Pentru aceste forme solide noi am efectuat si studii de stabilitate la temperatura
camerei prin RMN pe solide. Concluzia a fost ca solvatul cu 1,4 dioxan este stabil pentru o
perioadd mai mare de timp, in comparatie cu ceilalti solvati, datoritd modului in care
moleculele de solvent sunt implicate in reteaua legaturilor de hidrogen. Pentru forma solida
noud Quercetina—1,4 dioxan, fiecare molecula de dioxan se conecteaza cu doua molecule de
Quercetina, spre deosebire de solvatii Quercetind cu metanol §i, respectiv, etanol, fiecare

moleculd de solvent se conecteaza cu o singura moleculd de Quercetina.
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O aplicatie practica concretd a studiilor structurale ale Quercetinei anhidre si respectiv
a noilor solvati o constituie analiza formelor solide existente in suplimenti alimentari
comerciali. Folosind o abordare derivata din cristalografia RMN am dezvoltat o procedura
fiabila si rapida de caracterizare a suplimentilor alimentari pe baza de Quercetind, din punct
de vedere al puritatii formei solide a Quercetinei incorporate ca substanta activa 1n tablete sau
in capsule. DRXP a fost utild pentru o identificare rapidd a componentelor cristaline
principale (substante active si excipienti) mentionate de fabricanti in prospectele produselor
aflate pe piatd, iar spectrele RMN pe solid au ardtat o sensibilitate mult mai buna in
distingerea formelor solide ale Quercetinei prezente in formulérile comerciale, chiar in
prezenta altor ingrediente active si a excipientilor. Desi aceasta abordare a fost testatd doar
pentru doi suplimenti alimentari, ea poate fi generalizatd usor si la alte produse comerciale
care contin flavonoide.

O alta substanta activa studiata in cadrul tezei se numeste Lisinopril dihidrat, substanta
activa care intrd in compozitia unor medicamente utilizate pentru tratamentul hipertensiunii
arteriale si a altor afectiuni cardiace. Am demonstrat c¢a in cazul Lisinoprilului dihidrat — un
sistem molecular cu 24 de grade de libertate — posibilitatea de a rezolva structura cristalind din
pulbere utilizand surse de raze X de laborator (nu doar radiatia X obtinuta la sincrotron), cu
un nivel de precizie apropiat de cel a difractiei de raze X pe monocristal. Lisinoprilul dihidrat
a reprezentat o provocare in domeniul caracterizarii structurale din pulberi, in primul rand din
cauza numarului mare de grade de libertate care trebuiau explorate pentru a ajunge la o solutie
structurala, dar si prin dificultatea de a caracteriza o retea de legaturi de hidrogen extrem de
complexd. Din cauza limitarilor de ordin fundamental asociate metodei DRXP se obtin
conformatii multiple ale acestor grupari, iar ambiguitdtile structurale generate au putut fi
rezolvate doar folosind informatii complementare obtinute prin calcule DFT si spectroscopie
RMN pe solid — cristalografie RMN. Metodologia aplicata s-a dovedit folositoare atat pentru
a obtine 1n final un model de structurd cristalind de foarte buna calitate, dar si pentru a

caracteriza dinamica moleculara rapida cu rezolutie la nivel atomic.
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