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Obiectivul principal al acestei lucrari de doctorat a fost identificarea si investigarea de
forme solide noi — polimorfi, saruri sau co-cristale — a unui compus farmaceutic activ utilizat in
diverse tratamente de cancer, si anume S-fluorouracil. Teza cuprinde patru capitole in care au
fost descrise scopul, metodele de preparare si de analizd a probelor si rezultatele originale

obtinute in studiile efectuate.

CAPITOLUL I : Introducere si motivatie

1.1. Polimorfi, Saruri, Co-cristale

Polimorfii sunt forme solide ale unui compus, cu aceeasi compozitie chimica dar cu o
aranjare diferitd in structura cristalina si cu caracteristici fizico-chimice diferite de cele pe care le
prezinta compusul din care s-a obtinut. [Davidovich M et al. 2004]

Sarurile se pot forma ca urmare a unei reactii intre un compus farmaceutic activ (API) si
o substanta acida sau bazicd, printr-un transfer de proton de la molecula cu pKa mai mic, la
molecula cu un pKa mai mare. [Sekhon BS, 2009]

Co-cristalele sunt materiale cristaline si omogene din punct de vedere structural, care
contin doud sau mai multe molecule in cantitati stoichiometrice clar definite si sunt structuri
moleculare care nu implica formarea unor legaturi covalente sau transfer de proton de la
compusul activ.

1.2. 5-Fluorouracil si Piperazina

In cadrul studiilor efectuate in aceasta tezi, am ales compusul farmaceutic 5-fluorouracil
(2,4-Dihydroxy-5-fluoropyrimidine sau 5-Fluoropyrimidine-2,4-dione), utilizat in terapia
antineoplazica in diverse tipuri de cancer sau tumori. [Grem JL, 2000] Acest compus
farmaceutic apartine medicamentelor din clasa de pirimidind numite antimetaboliti, cu activitati
antivirale si anticanceroase [Sharma V et al. 2014].

Formula structurala pentru 5-fluorouracil (C4sH3FN203) este prezentata in Figura I1.
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Figura I1. Formula structurala pentru 5-fluorouracil
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Molecula de 5-fluorouracil este capabilda sa formeze legaturi de hidrogen cu alte
molecule, deoarece contine grupari de donori si acceptori (N-H si C=0), care conduc la obtinerea
de noi forme solide (saruri sau co-cristale) cu alte molecule. S-a dovedit ca aceste forme solide
noi prezinta proprietati imbunatatite in ceea ce priveste solubilitatea, biodisponibilitatea si viteza
de dizolvare, comparativ cu proprietatile compusului activ din medicament.

Piperazina este un medicament antihelmintic eficient impotriva nematozilor intestinali si
se absoarbe foarte usor in tractul gastrointestinal. A fost selectatd aceastd molecula pentru acest
studiu deoarece are masa molara mai mica decat la 5-fluorouracil, este un compus organic ciclic
care poseda doi atomi de azot in pozitii opuse, intr-un inel heterociclic cu 6 membri, care
serveste ca o coloand vertebrala pentru derivatii de piperazind si actioneaza ca agonist al
receptorului acidului gama-amino-butiric in nematode, cu activitate helmintica.

Formula chimica pentru piperazina este CsHioN2. Formula structurald a piperazinei este

prezentata in Figura [.2.
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Figura 1.2. Formula structurald pentru piperazina

Scopul acestei teze este obtinerea de forme solide noi din compusului antineoplazic 5-
fluorouracil cu piperazina, care sa prezinte proprietati fizico-chimice imbunatatite. Aceste forme
solide noi obtinute vor fi caracterizate din punct de vedere structural, si se va studia

comportamentul acestora privind solubilitatea lor si expunerea la radiatii gama.

CAPITOLUL II : Metode de preparare si analiza

I1.1. Metode de preparare: sare si co-cristal

I1.1.1 Amestecare mecanica cu solvent (solvent drop grinding - notata SDG)

Aceasta tehnica se aplica n general in scopul reducerii granulometrice a unui material sau pentru
amestecul omogen a doua substante sub forma de pulbere Metoda de amestecare se poate realiza

manual folosind un mojar cu pistil, sau mecanic folosind o moara cu bile. Mojararea se poate



realiza fara solvent sau cu o cantitate minima de solvent astfel incat amestecul sa fie umectat si
sd creeze o punte de legatura intre cele doud substante. La finalul procesului de mojarare se pot
obtine forme cristaline complexe, care pot fi saruri sau co-cCristale.

11.1.2 Tehnica suspensiei cu antisolvent (slurring technique - notata SL)

Aceasta tehnica presupune prepararea unei suspensii din doud sau mai multe materiale solide
active, care este agitatd magnetic pe o plita electrica pentru o perioada de timp prestabilita, - la
temperatura ambianta sau incalzitd - in scopul formarii de noi faze cristaline. Acest proces este

urmat de evaporarea solventului pana la obtinerea unei pulberi uscate.

I1.2. Metode de analiza
11.2.1. Difractia de raze X (XRD)

Difractia de raze X este o metoda de investigare a materialelor din punct de vedere structural, si
are la baza efectele interactiunii radiatiei electromagnetice X cu atomii materialului expus la
aceasta radiatie electromagneticd, cu o lungine de unda apropiata de cea a dimensiunilor atomice.
Prin analiza cu difractie de raze X se vor identifica noile forme solide obtinute prin compararea

difractogramelor compusilor de start cu probele preparate.

11.2.2. Analiza termica diferentiala si termo-gravimetrica (DTA/TGA)

Din analiza termogramelor (DTA) se vor evidentia diferentele dintre variatiile marimilor fizice
care apar intre o proba de analizat si o proba etalon, atunci cand temperatura lor se modifica in
conditii identice. Pierderile sau absorbtiile de cédldurd pot produce tranzitii de fazd care se
evidentiazd prin semnale endoterme (deshidratare, descompunere, sublimare, fierbere,
vaporizare), sau semnale exoterme (cristalizare, degradare).

Din analiza curbelor (TGA) se va determina variatia masei unei probe pe parcursul unui program

de temperatura bine stabilit, intr-o atmosfera controlata. [Vyazovkin S et al. 2014]

11.2.3. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR)

Spectroscopia 1n infrarosu (IR) permite identificarea moleculelor prin analiza starilor
vibrationale caracteristice. Spectrele IR reprezintd absorbtia energiei radiante din domeniul
infrarosu de catre molecule, in functie de lungimea de unda/de frecventa radiatiei. [Smith BS,

2011], [Derrik MR et al. 1999], [Siebert F et Hildebrandt P, 2007], [Stuart B, 2004]



Analiza spectrelor rezultate din masuratorile prin spectroscopie FT-IR pe materiale se realizeaza
n scopul identificarii vibratiilor gruparilor functionale, fiecare vibratie prezentand in benzile de
absorbtie un anumit numar de unda. Spectrul IR este reprezentat grafic ca intensitate a benzilor

de absorbtie in functie de numarul de unda a radiatiei electromagnetice IR absorbite.

11.2.4. Spectroscopie fotoelectronici de raze X (XPS)
Spectroscopia fotoelectronica de raze X este o metodd care se aplicd in scopul determinarii
compozitiei elementale si a vecinatatilor/dispunerilor atomice la suprafata materialelor. Spectrele
XPS se obtin prin Inregistrarea energiei cinetice si a numarului de electroni emisi de la suprafata
materialului, atunci cand este supus radiatiei X. Masuratorile XPS se realizeaza in vid ultra inalt,
iar inregistrarile XPS detecteaza fotoelectronii emisi de la o adancime de pana la 10 nm. Din
analiza spectrelor de 1naltd rezolutie, pe baza pozitiilor si a formei liniilor spectrale, se vor
identifica starile chimice ale elementelor detectate.
11.3. Expunerea la radiatii gama

Radiatia gama (y) este frecvent utilizatd in medicind pentru sterilizarea de produse
farmaceutice, sau in terapia pacientilor cu afectiuni oncologice. [Rodriguez-Benot A et al.
2002]
Scopul expunerii la radiatia gama este verificarea stabilitatii structurale ale substantelor dupa
intrarea lor in corpul uman prin tratamentul chimioterapic. Se incearca detectarea eventualelor

modificari in structura compusilor, In urma iradierii gama.

CAPITOLUL Il : Rezultate experimentale

II1.1 Studiul solubilitatii compusului antineoplazic 5-Fluorouracil

Solubilitatea agentului chimioterapeutic cu 5-fluorouracil (5-FU) a fost testata in 14 solventi:
apa, dioxan, toluen, acetat de etil, n-heptan, etanol, 2,2,2trifluoroetanol, diclorometan, acetonitril,
tetrahidrofuran, butanona, etoxietanol, metanol si 2-butanona. Prin incalzirea la 40 ° C, o
cantitate de aproximativ 20 mg FU poate fi rezolvatd in 1,2 ml apd sau in solutii apoase obtinute
prin adaugarea de 0,2-0,5 ml apa la 1 ml solvent, cu exceptia n-heptanului, toluenului, 3-dimetil-
Zbutanonei si diclormetanului , in care, In aceste conditii de testare a solubilitdtii, au aparut

suspensii.



Tabelul 111.1 So

lubilitatea pentru 5-FU in diversi solventi

Nr. | 5-FU Solvent Apa | Observatie Solubilitate
crt. | mg 1000 pl ul la 40°C mg/ml
1 20.8 apa 200 solutie 17.3

2 19.9 etanol 400 solutie 14.2

3 19.8 dioxan 400 solutie 14.1

4 20.4 acetonitril 200 solutie 17

5 19.7 2,2,2 trifluoroetanol 500 solutie 13.1

6 19.6 n-heptan 400 suspensie <14

7 20.0 acetat de etil 400 solutie 14.3

8 19.5 toluen 400 suspensie <13.9
9 20.7 3dimetil-2butanona 400 suspensie <14.8
10 20.2 diclormetan 500 suspensie <13.5
11 20.6 tetrahidrofuran 500 solutie 13.7
12 19.8 etoxietanol 500 solutie 13.2
13 20.3 metanol 500 solutie 13.5
14 20.1 2-butanona 500 solutie 13.4

Analiza difractogramelor de raze X, evidentiaza ca 5-FU este

stabil Tn amestecurile de

solvent cu apa (Figura IIl.1a,b), cu exceptia recristalizarii acestuia 1n acetonitril unde se obtine

un polimorf al acestui compus. (Figura 111.2)

La forma cristalind rezultata din solutie apoasa cu acetonitril (Figura 111.2) s-a obtinut o

difractograma diferita de celelalte, ceea ce indica formarea unui polimorf de 5-FU, care prezinta

o structura cristalina diferita de cea a compusului 5-FU Tnainte de recristalizare.
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Figura I11.1 Difractogramele de raze X pentru 5-FU si pentru probele recristalizate in amestec de apa cu
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Intensitate (unit. arb.)

diversi solventi (a) dioxan, toluen, acetat de etil, n-heptan, etanol si 2,2,2-trifluoroetanol, (b)diclorometan,

tetrahidrofuran, 3-dimetil-2butanona, etoxietanol, metanol si 2-butanona

II1.2 Sinteza si caracterizarea co-cristalulului de 5-Fluorouracil cu Piperazina
(5-FU/Pip_C)
111.2.1 Preparare

Prin aplicarea metodei de amestecare mecanica cu solvent (SDG) descrisa in Cap.I1.2.1, a
fost preparata o proba de 5-fluorouracil (5-FU) cu piperazina (Pip), notata cu 5-FU/Pip_C. Au
fost cantarite cantitati echimolare egale de 5-fluorouracil si de piperazina (0.23 mmol) la care s-a
adaugat 40 pL dintr-un amestec de solventi din tetrahidrofuran si apa in raport volumetric de
(1:1). Amestecul a fost pus intr-o incinta de agat si a fost supus mojararii mecanice cu o bila de
agat, timp de 60 minute, la o frecventa de vibratie de 30 Hz. Proba a fost lasata apoi la
temperatura ambianta pentru ca pulberea obtinuta sa se usuce.

In scopul identificarii eventualelor modificari care pot si apara dupa procesul de mojarare
al amestecului de 5-FU cu Pip, proba obtinuta si notatd cu 5-FU/Pip_C a fost analizatd prin
difractie de raze X, spectroscopie 1n infrarosu, analize termice si spectroscopie fotoelectronica de

raze X. In cele ce urmeaza vor fi prezentate in detaliu rezultatele acestor analize.



I11.2.2 Analiza prin difractie de raze X

Probele de 5-fluorouracil, piperazina si proba 5-FU/Pip_C obtinutd prin metoda SDG, au
fost analizate prin difractie de raze X pe fiecare esantion. Din compararea difractogramelor de
raze X obtinute pentru fiecare proba (Figura III.3) rezulta diferente structurale intre materialele

de start (5-FU si Pip) si forma solida noua 5-FU/Pip_C.

=
s
S |sFupip_c A
S . o
kS|
‘D
c
5
E
Pip \ " W
5-FU ) U
T T T T T T T T T T T T
5 10 15 25 30 35

20
2009
Figura 111.3 Difractogramele de raze X pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C

Comparativ cu cele doud difractograme obtinute pentru compusii de start, in
difractograma obtinuta pentru proba noud 5-FU/Pip_C, liniile de difractie Tnregistrate pentru 5-
FU si Pip lipsesc, sau sunt deplasate. Datorita faptului ca linia de difractie caracteristica pentru 5-
FU apare la 28.7°, iar in proba 5-FU/Pip_C difractia cea mai intensa apare la unghiul 26=17,8°,
se poate concluziona ca prin aplicarea metodei SDG la un amestec de 5-FU cu Pip, s-a obtinut o
forma solidd noua care poate fi o sare sau un co-cristal. Pentru a afla cu certitudine ce tip de
forma solida s-a format, este necesar ca probele 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C sa fie analizate din
punct de vedere al comportamentului termic DTA/TGA si prin metode spectroscopice (FT-IR si
XPS).

I11.2.3 Analiza termica diferentiala si termogravimetrica

Din probele de 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C au fost cantarite esantioane cu masa cuprinsa
intre 8-10 mg si supuse fiecare analizei diferentiale termice si termogravimetrice. Curbele
analizei simultane DTA/TGA obtinute, sunt prezentate in Figura I11.4.

Pentru noua forma solida 5-FU/Pip_C (Figura I11.5), analiza curbelor DTA/TGA
evidentiazd primul semnal endotermic in jurul valorii maxime de temperaturd la aproximativ

181°C, eveniment insotit de o pierdere de masa de aproximativ 20%. Acest semnal se datoreaza
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procesului de descompunere si de degradare a piperazinei. Al doilea eveniment endotermic are
maximul la temperatura la 285°C si este asociat in curba TGA procesului de topire care are loc
simultan cu descompunerea de 5-FU, printr-o pierderea de masa in doua trepte, pierderea de
masa totald fiind de aproximativ 65%.

Rezultatele masuratorilor de difractie de raze X si DTA/TGA pe probele de start 5-FU si
Pip, comparate cu rezultatele obtinute pentru proba 5-FU/Pip C, au evidentiat caracteristicile
structurale si comportamentul termic al acestora, stabilind ca prin metoda de preparare SDG s-a

obtinut o forma solida noua.

TGA . DTA
% "exo 5-FU/Pip_C W
100 ———x « -7.606%
N
I 11.987% DTA | 60
—— TGA
-18.969%
1
1 440
500 {
|
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-0 1-0
100 200 300 400 500
Temp [C]

Figura I11.5 Analiza DTA/TGA pentru 5-FU/Pip_C
I11.2.4 Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier
Prin masuratorile FT-IR, pe pastile de KBr preparate cu 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C, au fost
nregistrate frecventele de vibratie in functie de energia absorbita iar spectrele obtinute au fost
analizate prin comparatie intre ele pentru doud domenii spectrale 4000-2000 cm™?, (Figura 111.6)
respectiv 2000-400 cm™. (Figura 111.7)
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Figura 111.6 Spectrele FT-IR pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C Tn intervalul spectral 4000-2000 cm'!
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Figura 111.7 Spectrele FT-IR pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C in intervalul spectral 2000-400 cm™*

Tn spectrul obtinut pentru noua forma solida 5-FU/Pip C modurile de vibratie ale gruparilor
functionale apar la valori mai mari, fapt care justifica formarea unui co-cristal de 5-FU cu Pip.
Benzile datorate vibratiilor (N-H) si (=C-H), identificate in 5-FU la 3135 cm™ si la 3067 cm™,
apar in 5-FU/Pip_C la valori ale numerelor de unda deplasate inspre valori mai mici, ceea ce
confirma formarea de co-cristal de 5-FU cu Pip. [Dai X-L et al. 2016], [Nadzri NI et al. 2016]
In regiunea spectrald de frecvente joase apare o schimbare similari, vibratia de intindere (C=0)
observati in spectrul obtinut pentru 5-FU la 1666 cm™, este deplasati la o valoare mai mare in 5-
FU/Pip_C, la 1681 cm™, datoriti interactiunilor intermoleculare. Intreruperea legiturilor de
hidrogen si reasambalarea unui compus sub forma de co-cristal, ar putea conduce la o energie
mai mare in co-cristal, ceea ce ar putea spori eficienta acestuia 1n solubilitatea in medii apoase a

noii forme solide de co-cristal obtinute. [Connelly PR et al. 2015]

12



II1.2.5 Analiza prin spectroscopie fotoelectronica cu raze X

Pentru toate probele analizate, spectrele panoramice (survey) au fost inregistrate n
intervalul energiilor de legatura cuprinse intre 0-1200 eV. Semnalele fotoelectronice
caracteristice elementelor ce compun materialele studiate se observa in spectre pana la 1000 eV.
Au fost astfel identificate picuri corespunzatoare fotoelectronilor C 1s, N1s, Fls §i O 1s.

Pentru probele de start 5-FU, Pip si pentru proba preparata prin metoda SDG, notata cu 5-
FU/Pip C, au fost inregistrate spectrele survey, din care au fost obtinute informatii despre

compozitia elementala la suprafata probelor analizate (Figura 111.8)
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Figura 111.8 Spectrul XPS survey pentru probele 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C

Pentru a evidentia modificarile structurale care conduc la obtinerea formei solide noi de 5-FU cu
Pip, a fost realizata o analizd comparativd a spectrelor de Tnaltd rezolutie C 1s si N Is pentru
compusii de start si pentru forma solida noua 5-FU / Pip_C. (Figura 111.9)

Din analiza spectrelor de inaltd rezolutie C 1s obtinute pentru forma solidd SFU/Pip C se
observa ca liniile spectrale pentru aceasta proba sunt deplasate spre energii de legaturd mai mici
fatd de valorile obtinute pentru proba 5-fluorouracil, probabil datoritd prezentei piperazinei.
Aceasta afirmatie se bazeaza pe faptul ca energia de legiturd asociatd fotoelectronilor C 1s emisi
proveniti de la atomii de carbon implicati in diferite legaturi depinde de vecindtatea acestora,
care este in stransa legatura cu densitatea de sarcina la atomii de carbon.

Pentru deconvolutia spectrelor de inalta rezolutie C 1s (Figura 111.10, 11, 12) au fost folosite
componente cu energiile de legatura de la 284.6, 286.2, 288.3 eV si respectiv 291 eV.
Componenta energiei de legatura centrata la valoarea de 284.6 eV, a fost atribuita legaturilor (C-

C, C-H) din structura compusului sau provenind de la contaminarea cu carbon. Componenta de
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286.2 ¢V a fost atribuita gruparilor (C-N, C-O), incluzand contaminarea cu oxigen, componenta
de la 288.3 eV poate fi atribuita legaturilor (C=0), iar componenta centrata la valoarea de 291
eV este atribuita legaturilor C-F [Nivetha EAK et al. 2015], [Huang H et al. 2017], [Das SK et

al. 2012], [Stevens JS et al. 2013], [Yang D et al. 2009]. Aceste valori ale energiilor de legatura
au fost evidentiate in Tabelul 111.3.

N1s

Cils

SFU 5FUIPip_C

Intensitate (unit.arb.)
Intensitate (unit.arb.)

Pip

g5 20285280 255 Z/0 415 210 205 400 395 390 385

Energia de legatura (eV) Energia de legatura (V)

Figura I11.9 Spectrele XPS de inalta rezolutie C 1s si N 1s, pentru probele 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_C.

5-FUIPip_C Cis

5-FUIPip_C Nis

Intensitate (unit.arb.)
~Intensitate (unit.arb.)

292 290 288 286 284 282 280 408 406 404 402 400 398 396 394 392 390

Energia de legaturé (V) Energia de legatura (eV)

Figura 111.10 Deconvolutia spectrelor XPS de nalta rezolutie Cls si N1s pentru 5-FU/Pip_C

\ Nis 5FU Cls

5-FU

Intensitate (unit.arb.)
Intensitate (unit.arb.)

@

408 406 404 402 400 398 3% 394 392 390 292 290 288 286 284 282 280

Energia de legétura (eV) Energia de legatura (eV)

Figura I11.11 Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie Cls si N1s pentru 5-FU
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Deconvolutia spectrului de inalta rezolutie Cls pentru piperazina (Figura 111.12) a pus in
evidentd trei componente cu energii de legatura la 284,6, 286,2 si 288,3 eV, 1n timp ce pentru
spectrul de inalta rezolutie C 1s obtinut pentru forma solida noua S5FU/Pip C, (Figura 111.10)
pentru o deconvolutie buna este necesara si 0 a patra componenta la 291 eV care este atribuita

atomilor de carbon implicati in legaturile C-F

Pip Cls Pip Nis

Intensitate (unit.arb.)
~Intensitate (unit.arb.)

292 290 288 286 284 282 280 408 406 404 402 400 398 396 394 392 390
Energia de legatura (eV) Energia de legéturé (eV)

Figura I111.12 Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie Cls si N1s pentru Pip

Analizand spectrele de inalta rezolutie N1s, obtinute pentru compusii de start si pentru 5-
FU/Pip_C (Figura 111.9), se poate observa cd pentru forma solida noua, valorile energiei de
legatura se deplaseaza spre valori sensibil mai mici.
Deconvolutia fotopicurilor N1s obtinute pentru 5-FU si Pip, precum si cel pentru forma solida 5-
FU / Pip_C, s-a facut folosind douda componente cu energiile de legatura la aproximativ 398,5 si
400 eV.
Componentele in jurul valorii de 398.5¢V ar putea fi atribuite gruparilor structurale (C-NH-C)
[Stevens JS et al. 2013] [Gonzales-Torres M et al. 2014], [Dong L et al. 2016] iar
componentele de la 400 eV corespund gruparilor structurale (N-C=0) [Stevens JS et al. 2013]
sau celor de suprafata (N-C=0, N-C-OH) aparute datorita expunerii atmosferice anterioare a
tuturor probelor.
Pozitiile energiilor de legatura ale componentelor in cazul deconvolutiei spectrului N1s pentru
proba 5-FU / Pip_C, sunt comparabile cu pozitiile energiilor de legatura ale componentelor
obtinute pentru 5-FU si Pip, fapt care exclude protonarea atomilor de azot si confirma

dezvoltarea co-cristalelor. [Stevens JS et al. 2013]
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Fotopicul Ols pentru toate probele studiate poate fi deconvolutionat cu trei componente, dupa
cum urmeaza: componenta energiei de legatura din jurul valorii de 530eV poate fi atribuitd
atomilor de oxigen dublu legati de carbon din gruparile structurale si/sau speciilor de suprafata
(C=0), (O=C-N) sau (O=C-OH) [Das SK et al. 2012], cea de la aproximativ 532eV poate fi
atribuita legaturii simple a oxigenului cu carbonul in grupdrile (O-C=0) si (C-O ) [Das SK et al.
2012], iar a treia componentd de la 533 eV corespunde grupdrilor (C-OH) si/sau apei absorbita

din atmosfera. [Stevens JS et al. 2013], [Yang D et al. 2009]

5-FU/Pip_C Ols

Intensitate (unit.arb.)

AN

472 540 538 536 534 5372 530 528 526 524
Energia de legétura (eV)

Figura 111.13 Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie O1s pentru proba 5-FU/Pip_C

5-FU Ols Pip Ols

Intensitate (unit.arb.)
Intensitate (unit.arb.)

A

Energia de legétura (eV) Energia de legaturé (eV)

Figura 111.14 Deconvolutia spectrelor XPS de inalta rezolutie O1s pentru proba 5-FU si Pip
Rezultatele XPS sprijind cu fermitate obtinerea de co-cristal in cazul probei 5-FU/Pip_C,
justificatd prin deconvolutia spectrelor de N1 care a permis diferentierea speciilor de azot

implicate in formarea de legaturi de hidrogen in co-cristal.
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111.2.6. Determinarea solubilitatii si a vitezei de dizolvare in apa

Pentru co-cristalul 5-FU/Pip C luat in studiul prezent, a fost testatd experimental
solubilitatea in apa bidistilata si comparata cu rezultatele testelor de solubilitate in apa bidistilata
obtinute pentru 5-FU. In acest scop, au fost cantirite esantioane din proba de start 5-FU si din
proba 5-FU/Pip_C, la care s-a adaugat treptat apa peste fiecare proba, in timp ce sistemele au fost
agitate pe o plitd magnetica, la temperatura ambiantd. Probele au fost lasate in agitare 90 de
minute, urmarind ca probele sa se dizolve si sa se obtind o solutie clara.
S-a constatat cd proba de 5-FU s-a dizolvat in apa complet, dupa aproximativ 30 de minute, o
cantitate de 7.69 mg 5-FU s-a solvat in ImL de apa bidistilata, deci prezinta o solubilitate in apa
de aproximativ 8mg/mL. (Figura 111.16)

5-FU
8 - - . -
7 -
g
> 67
£
© 5
g
€ 44
[}
o
S 3
o
2 )
5-FU/Pip_C
14 '/'/.//‘77r—4— — o —9©
0 - . . . . . . . . .
0 20 40 60 80 100

Timp (minute)

Figura 111.16 Viteza de dizolvare in apa pentru 5-FU si pentru 5-FU/Pip_C
Solubilitatea calculata pentru co-cristalulul 5-FU/Pip_C, egala cu aproximativ 1.21 mg/mL, este
de 6.6 ori mai mica fata de solubilitatea compusului pur 5-FU. Se poate concluziona in acest caz,

.....

solubilitate imbundtatitd comparativ cu al compusului de start 5-FU.

I11.3 Sinteza si caracterizarea sirii de S5-Fluorouracil cu Piperazina(FU/Pip-S)
111.3.1 Preparare

Pentru prepararea probei, a fost aplicati metoda slurring, metoda descrisa in Cap.IL. In acest
scop, a fost preparata o solutie din cantitati echimolare egale de 5-Fluorouracil (0.23 mmol) si
Piperazina (0.23 mmol) si un volum de 1.2ml dintr-un amestec de alcool etilic cu apa bidistilata,
n raport volumetric de (5:1), la care s-a adaugat o cantitate de 1.5ml de n-hexan. Proba obtinuta

dupd uscare a fost notatd cu 5-FU/Pip_S si a fost examinata prin difractie de raze X, analize

17



termice diferentiale si termogravimetrice, spectroscopie in infrarosu si spectroscopie
fotoelectronicd de raze X.

I11.3.2 Analiza prin difractie de raze X

Proba obtinuta 5-FU/Pip_S a fost masuratd prin difractie de raze X, iar difractograma obtinuta a
fost comparata cu difractogramele compusilor de start 5-fluorouracil si Piperazina. (Figura
I11.17) Se observa ca dfractograma obtinutd pentru proba 5-FU/Pip S este diferita de
difractogramele compusilor de start, ceea ce denotd ca s-a obtinut o forma solida diferita.
Comparativ cu valorile unghiurilor 20 la care apar liniile de difractie pentru 5-FU si respectiv
pentru Pip, liniile de difractie Inregistrate pentru proba 5-FU/Pip_S, sunt deplasate si apar la
valori 260 diferite. Cea mai intensa linie de difractie apare la 26=24.4°, comparativ cu linia de
difractie cea mai intensd in difractogramele pentru 5-FU care era la 26=28.7°, respectiv pentru
co-cristal era la 20=17.9°. Liniile de difractie de la 20: 8.6° si 11° sunt noi, ele nu apar in nici
una dintre celelalte difractograme ale probelor investigate, deci putem spune cad si in cazul

prepararii de 5-FU cu Pip prin metoda slurring, s-a obtinut o forma solida noua 5-FU/Pip_S.
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Figura I11.17 Difractogramele de raze X pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_S

Pentru a stabili daca aceasta forma solida este un co-cristal sau o sare, proba 5-FU/Pip_S va fi
analizata prin metode termogravimetrice (DTA/TGA) si spectroscopice (FT-IR si XPS).

I11.3.3 Analiza termica diferentiala si termogravimetrica

Proba de 5-FU/Pip S preparatd prin metoda SL, a fost supusa analizei termice si
termogravimetrice DTA/TGA. (Figura 111.18) Tn intervalul de temperatura 30-120°C, proba este
relativ stabild, are loc o pierdere de masa foarte slaba de 5.3%, care este datoratd deshidratarii

materialului. Tntre 120-280°C se identificd doud semnale endotermice cu maximul la temperatura
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de 134°C, respectiv la 177°C, evenimente termice asociate descompunerii compusului si
eliberarea de piperazind, fenomen evidentiat in curba TGA printr-o pierdere de masa totala de

~23%.

TGA ; DTA
% 5-FU/Pip_S uv
1000 —————— 1-5.281%
| -7.116%
—————— 160
-15.815%
''''''' -l
| -12.876% —— DTA
77777 —— TGA 140
50-
-40.197%
280.99C 120
134.25C 177.38C ]
-7.901% i
0 0
100 200 300 400 500
Temp [C]

Figura I11.18 Termogramele DTA/TGA obtinute pentru forma solida 5-FU/Pip_S
Tntre 280-300°C, se evidentiazi un al treilea eveniment endotermic cu maximul de temperatura
la 281°C, asociat cu topirea si descompunerea simultana a probei, care are ca efect o pierdere de
masa de aproximativ 52% din masa de 5-FU.
Prin difractie de raze X pe proba 5-FU/Pip_S si analize DTA/TGA a fost evidentiat cd s-a obtinut
o forma solidd noud de 5-FU cu Pip, diferita de proba obtinutd prin metoda SDG. Dorim sa
stabilim daca proba preparata prin metoda SL este un co-cristal sau o sare, de aceea in continuare
vom investiga proba 5-FU/Pip_S, prin spectroscopie FT-IR si prin spectroscopie XPS.
111.3.4 Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier
Spectrele FT-IR inregistrate pentru fiecare esantion din probele analizate sunt prezentate pentru
doud intervale spectrale 4000-2000 cm™ (Figura 111.20), respectiv 2000-500 cm™. (Figura
111.21)
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Figura 111.20 Spectrele FT-IR pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_S Tn intervalul spectral 4000-2000 cm
Din analiza spectrala a benzilor de absorbtie obtinute pentru proba 5-FU/Pip_S, se
observi ci in intervalul spectral 3450-3200 cm™ (Figura 111.20), apare vibratia de intindere a
legiturilor (O-H) din moleculele de api localizatid in jurul valorii de ~3440 cm™. Vibratia de
intindere a gruparilor (N-H) care in spectrul inregistrat pentru 5-FU apare la frecventa de ~3135
cm™, nu se ragiseste in spectrul obtinut pentru proba 5-FU/Pip_S, dar in schimb apare o bandi
noud situatd la ~3213 cm™. Aceasti bandi noud este atribuitd protonarii grupérilor la amina
secundard (N-H) din piperazina ceea ce justifica formarea de sare cu 5-FU. [Muresan-Pop M et
al. 2011]
In spectrul de frecvente joase (Figura I11.21), vibratiile de intindere ale grupirilor (C=0)
localizate la 1666 cm™ in spectrul de 5-FU, sunt deplasate in spectrul obtinut pentru proba 5-
FU/Pip_S, la valori ale frecventelor mai mici respectiv la ~1650 cm™. Aparitia noii benzi de
vibratie de la la ~3213 cm™ si deplasarea vibratiile de intindere la valori mai joase ale

frecventelor, justifica formarea de sare prin transfer de protoni. [Chakraborty S et al. 2014]
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Figura 111.21 Spectrele FT-IR pentru 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_S in intervalul spectral 4000-500 cm!

I11.3.5 Analiza prin spectroscopie fotoelectronica cu raze X

Spectrele survey pentru probele 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_S au fost inregistrate in intervalul

energiilor de legatura 0-1200 eV si sunt prezentate comparativ in Figura 111.23

Din spectrele survey au fost obtinute informatii despre compozitia elementala la suprafata
probelor analizate.

Fls
Ols

N1s
Cls

W__.L,—L\L___J 5 FUPip_S

lon——son . 5-FU

Intensitate (unit.arb.)

N

T T T T T T
1200 1000 800 600 400 200 0
Energia de legétura (eV)

Figura 111.23 Spectrul XPS survey pentru probele 5-FU, Pip si 5-FU/Pip_S
Pentru a evidentia modificarile structurale care duc la obtinerea formei solide noi, s-a realizat o

analiza comparativa a spectrelor de Tnaltd rezolutie C 1s si N 1s obtinute pentru compusii de start
cu spectrele obtinute pentru forma solida 5-FU / Pip_S. (Figura 111.24) O analiza atenta a
spectrelor de inaltd rezolutie C 1s obtinute pentru forma solida SFU/Pip S face posibild

observatia ca liniile spectrale pentru aceasta proba sunt deplasate spre energii de legatura mai
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mici in comparatie cu valorile obtinute pentru 5-fluorouracil. Aceastd deplasare se datoreaza
prezentei Piperazinei In proba analizata. Deconvolutia spectrelor de inalta rezolutie C 1s (Figura
23) a fost facutd folosind componente cu energiile de legiturd situate la valorile 284.6, 286.2,
288.3 eV si 291 eV. Componenta cu energia de legaturad la 284.6 eV a fost atribuita legaturilor
structurale (C-C) si (C-H) sau provenind de la contaminarea cu carbon. Componenta de la 286.2
eV a fost atribuitd legaturilor (C-N) si (C-O) incluzand si contaminarea cu oxigen. A treia
componentd de la 288.3 eV poate fi atribuitd legaturilor (C=0) iar componenta centratd la
aproximativ 291 eV este atribuita legaturilor (C-F). [Nivetha EAK et al. 2015], [Huang H et al.
2017], [Das SK et al. 2012], [Stevens JS et al. 2013], [Yang D et al. 2009]

Deconvolutia spectrului de inalta rezolutie Cls pentru piperazina a fost discutata anterior la
evidentierea co-cristalului (Figura 111.15) si a pus in evidenta trei componente cu energiile de
legatura la valorile 284,6, 286,2 si 288,3 eV, in timp ce pentru spectrele de inaltd rezolutie C 1s
obtinute pentru 5-fluorouracil si pentru SFU/Pip_S este necesara si a patra componenta la 291 eV

atribuita atomilor de carbon implicati 1n legaturile C-F.

Cls Nis

5-FUPip_S
’—/v\—wu _ 5-FUIPip_S

5-FU

N o

Intensitate (unit.arb.)
Intensitate (unit.arb.)

Pip

T T T T T T
T T T T T T
300 295 290 285 280 275 270 415 410 405 400 395 390 385
Energia de legatura (eV) Energia de legétura (eV)

Figura 111.24 Spectrele XPS de inaltd rezolutie C 1s si N 1s pentru probele 5-FU, Pip si 5-
FU/Pip_S

Din spectrele de inalta rezolutie N1s pentru proba 5-FU/Pip S, se poate observa ca valorile
energiei de legaturd 1n aceastd probd se deplaseaza spre valori sensibil mai mari, comparativ cu
valorile energiei de legiturd obtinute pentru 5-FU si Pip prezentate anterior in caracterizarea
formei solide noi de co-cristal 5-FU/Pip_C (Figura I11.9).

Cunoscand din literatura de specialitate valoarea energiei de legaturd pentru electronii Nls
asociatd cu protonarea atomilor de azot, deconvolutia spectrelor de inalta rezolutie N1s (Figura
111.25) permite distingerea fara echivoc a componentelor asociate cu speciile protonate din sare

[Stevens JS et al. 2014], [Muresan-Pop M et al. 2011]
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Figura 111.25 Deconvolutia spectrelor de inalta rezolutie Cls si N1s pentru 5-FU/Pip_S

Deconvolutia fotopicurilor N1s pentru 5-FU si Pip s-a realizat folosind doud componente cu
valorile energiilor de legaturd la aproximativ 398,5 si 400 eV.
Componentele in jurul valorii de 398.5¢V ar putea fi atribuite gruparilor structurale (C-NH-C).
[Stevens JS et al. 2013], [Gonzales-Torres M et al. 2014], [Dong L et al. 2016], iar cele de la
400 eV corespund gruparilor structurale (N-C=0) [Stevens JS et al. 2013] sau celor de suprafata
N-C=0, N-C-OH aparute datorita expunerii atmosferice anterioare a tuturor probelor.

Pentru proba 5-FU /Pip_S, cele doud componente folosite pentru deconvolutia spectrului
de Tnalta rezolutie N1s sunt centrate la valorile 399,6eV si 401,7¢V. Componenta de la 399,6 eV
poate fi atribuita legaturilor (N-C=0), (N-C-OH), (C=CH-N) structurale sau de suprafata in timp
ce componenta de la 401,7¢V, prezenta doar pentru forma solidda noua 5-FU /Pip_S, este
caracteristica speciilor de amine (C-NH2") protonate, ceea ce este o dovada ca acest compus este
o sare. [Stevens JS et al. 2010], [Das SK et al. 2012]

Tn Figura 111.26 sunt reprezentate spectrele XPS de inaltd rezolutie pentru proba 5-FU/Pip_S

precum si felul in care a fost realizatd deconvolutia acestor spectre.

5-FUIPip_S o1s

Intensitate (unit.arb.)

A

T T T T T T T T T T
542 540 538 536 534 532 530 528 526 524
Energia de legaturd (eV)

Figura 111.26 Deconvolutia spectrelor XPS de inaltd rezolutie Ols pentru probele 5-FU, Pip si 5-
FU/Pip_S.
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Semnalul provenind de la fotoelectronii Ols poate fi deconvolutionat cu trei componente dupa
cum urmeaza: componenta in jurul valorii de 530eV poate fi atribuitd atomilor de oxigen dublu
legati de carbon din gruparile structurale si/sau speciilor de suprafatai C=0, O=C-N sau O=C-
OH, [Das SK et al. 2012], componenta de la aproximativ 532eV poate fi atribuitd legaturii
simple a oxigenului cu carbonul in gruparile (O-C=0) si (C-O ), [Das SK et al. 2012], iar a treia
de la 533 eV corespunde gruparilor C-OH si/sau apei absorbita din atmosfera. [Stevens JS et al.
2013], [Yang D et al. 2009]
111.3.6 Determinarea solubilititii si a vitezei de dizolvare in apa

Tn cazul probei preparate prin metoda SL, s-a demonstrat formarea de o sare din 5-FU si
Pip. Pentru a evidentia ca prin formarea de sare a crescut solubilitatea si rata de dizolvare, au fost
realizate teste de dizolvare in apd bidistilata pentru noua forma solida SFU/Pip_S, iar rezultatele
au fost comparate cu cele obtinute pentru compusul de start, respectiv pentru forma de co-cristal.
Procedura experimentald a constat in agitarea la temperatura ambiantd, a unei cantitati de
substanta - cantarita in prealabil- din proba de analizat 5-FU/Pip_S, la care s-a adaugat treptat
apa bidistilata. Viteza de dizolvare si solubilitatea in apa bidistilata pentru forma solida de sare 5-
FU/Pip_S, au fost stabilite experimental prin comparare cu rezultatele obtinute din testele
realizate pentru compusul pur 5-FU. (Figura 111.27)
A fost calculatd solubilitatea in apa pentru proba de sare si a rezultat cd are valoarea egald cu
29.23 mg/mL. Tn paragraful anterior 111.2.6. s-a evidentiat ci o cantitate de 7.69 mg 5-FU se

solva in ImL de apa in 30 minute, deci prezinta o solubilitate in apa de aproximativ 8mg/mL.
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Figura 111.27 Viteza de dizolvare in apa pentru 5-FU si pentru 5-FU/Pip_S

24



Raportatd la solubilitatea compusului 5-fluorouracil pur, solubilitatea co-cristalului a fost
considerabil imbunatatita, fiind de 3.8 de ori mai mare fata de a 5-Fluorouracilului

In concluzie, se poate preciza ci sarea 5-FU/Pip_S prezinti o solubilitate foarte ridicata, atat fati
de compusul de start 5-FU ctt si fata de co-cristalul 5-FU/Pip_C, fata de care are o solubilitate de
24.15 ori mai mare.

I11.4 Testarea comportamentului dupa iradiere gama

Pentru a verifica daca co-cristalul ar putea fi influentat de radiatia emisa de lod, au fost selectate
esantioane din proba de co-cristal 5-FU/Pip_C, care au fost expuse la o sursa de radiatie de lod I-
131, la o activitate a sursei constanta de 117.4 mCi (4.34 GBq), si la o distanta de 1 m fata de
sursa, pentru o ord, trei ore, cinci ore, respectiv 24 ore. Dupa expirarea timpului de iradiere,
probele au fost analizate prin difractie de raze X si spectrocopie FT-IR, in scopul detectarii
eventualelor schimbari structurale datorate iradierii la timpi de expunere diferiti. Cunoscand
timpul de expunere pentru fiecare proba, activitatea sursei i constanta gama pentru izotopul I-
131 (0.22 mR/hr per mCi la distanta de 1 m sau 7.647E-5 mSv/hr per MBq la distanta de 1 m), a
fost calculatd doza absorbitd de fiecare proba in parte. Valorile dozei absorbite sunt redate in
tabelul urmator. (Tabelul 111.9) Dupa iradiere probele au fost analizate prin difractie de raze X si
spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) in scopul identificarii eventualelor

modificari structurale in probe dupa iradierea acestora cu radiatie gama.

Tabelul 111.9 Valorile dozei absorbite

Proba Timp de expunere [h] | Debitul dozei [mSv/h] | Doza absorbitd [MGy]
I_Oh 0 0

|_1h 1 0,332

I_3h 3 0,332 0,996

|_5h 5 1,66

I_24h 24 7,968

Rezultatele analizelor probelor dupa masuratorile XRD sunt prezentate in Figura 111.28. Au fost
analizate difractogramele de raze X obtinute pentru co-cristalul de 5-FU si piperazina inainte si
dupa iradiere gama timp de pana la 24 de ore. Se observa ca valorile unghiurilor 20 la care apar

liniile de difractie practic nu sunt modificate.
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5-FU/Pip_C dupa iradiere gama
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Figura 111.28 Difractogramele XRD pentru 5-FU/Pip_C, inainte si dupa expunerea la radiatie gama
Acest rezultat confirmd stabilitatea probelor la iradiere, in urma iradierii cu radiatie gama,
probele nu au suferit modificari structurale in ceea ce priveste structura cristalind, indiferent
daca timpul de expunere la sursa de radiatie a fost diferit.

Spectroscopia FT-IR a confirmat rezultatele difractiei de raze X si anume ca iradierea
probelor cu radiatie Y a nu a indus modificari in structura probelor, deoarece se obtin spectre
similare, chiar daca timpii de iradiere au fost diferiti. Din Figura 111.30, se observa ca vibratiile
identificate in probele inainte de iradierea gama, apar la valori apropiate in spectrele obtinute
pentru probele iradiate. Rezultate arata cd pozitia benzilor de absorbtie in spectrele obtinute
pentru probele iradiate se identifica la valori apropiate cu cele obtinute pentru proba neiradiata.
Cu toate ca se evidentiaza diferente Intre proba neiradiatd si cele iradiate: se observd ca apar
doui benzi noi la ~3214 cm™ si ~1600 cm™ care pot si corespundi vibratiilor de intindere la

gruparea amino NHa, respectiv C=C din inelul aromatic.

5-FU/Pip_C dupa iradiere

5-FU/Pip_C dupa iradiere

3
8
8
El

Absorbanta (unit. arb.)
Absorbanta (unit. arb.)

.

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 2000 1500 1000 500

Numér de unda (cm™) Numar de unda (cm™)

Figura 111.30 Spectrele FT-IR pentru co-cristalul de 5-FU/Pip inainte si dupa expunerea la radiatie gama
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Aceste modificari minore in spetrele probelor iradiate pot sa apara datoritd deformarii

retelei cristaline sub actiunea radiatiei gama, cand dimensiunile cristalitelor scad, ceea ce nu pot

sa influenteze proprietatile substantelor.

Rezultatele obtinute prin difractie de raze X si spectroscopie FT-IR releva faptul ca nu

s-au produs modificari de structurd in co-cristalul obtinut, sustinand stabilitatea acestei forme noi

obtinute la expunerea la radiatia gama la diferite doze absorbite.

CAPITOLUL 1V : Concluzii generale si perspective

IV.1. Concluzii generale

Avand ca obiectiv obtinerea, identificarea si investigarea de forme solide noi — polimorfi, saruri

sau co-cristale — a 5-Fluorouracilului, care este un compus farmaceutic activ utilizat in diverse

tratamente de cancer, din cercetarile efectuate se desprind urmatoarele concluzii:

Au fost sintetizate forme solide noi intre 5-fluorouracil (5-FU) si piperazina (Pip) care,
inaintea cercetarilor efectuate n prezenta teza, nu au fost studiate asociat.

Solubilitatea 5-FU a fost testata in 14 solutii apoase; in 10 cazuri s-au obtinut solutii, iar
in 4 au rezultat suspensii. Probele solide obtinute sub forma de pulbere dupa evaporarea
lentd a solventului au recristalizat in aceeasi structurd, exceptand cazul solutie apoase cu
acetonitril.

5-FU solubilizat in solutie apoasa de acetonitril recristalizeaza intr-un polimorf.

Noile formele solide de 5-FU cu Pip s-au obtinut prin metoda mixarii/macinarii mecanice
cu solvent (solvent drop grinding - SDG) si prin metoda suspensiei cu adaugare de
antisolvent (slurring - SL).

Analizele prin difractie de raze X, corelate cu analizele spectroscopice prin FTIR si XPS
arata ca prin metoda SDG rezulta un co-cristal, iar prin metoda SL rezulta o sare.

Testele de dizolvare in apa indica o solubilitatea mai mare in cazul formei noi de sare.

Pentru noile formele solide de 5-FU cu Pip iradiate gama la doze medicale mari (pana la

8 mGy) nu sunt puse in evidentd modificari structurale.

IV.2. Perspective

In vederea unor posibile aplicatii, rezultatelor obtinute motiveaza continuarea cercetarilor asupra:

stabilitatii celor doua forme solide noi in medii cu temperatura si umiditate controlata;
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- solubilitatii co-cristalului si a sarii de 5-FU/Pip in medii apoase cu diferite valori pH;
- obtinerea celor doud forme solide noi sub forma de monocristale, in scopul determinarii

structurii cristaline pentru co-cristal si sare.
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