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Rezumat
Chiralitatea joaca un rol esential in cercetarea farmaceuticd modernd, efectul farmacologic urmarit
fiind in general limitat la unul dintre enantiomerii unei substante active. In ultimii 25 de ani,
reglementdrile guvernamentale privind siguranta si eficacitatea medicamentelor au devenit mai stricte pe
compusii care prezinta stereochimie.

Inhibitorii pompei de protoni (IPP) se incadreaza intre claselele medicamentoase dintre cele mai
utilizate in terapie la ora actuala, fiind prescrise in patologii legate de hiperaciditatea gastrica. Astfel,
Nexium (substanta activa enantiomerul optic pur al omeprazolului - esomeprazol) a fost in 2012 produsul
medicamentos care a generat cel mai mare venit in SUA.

IPP sunt derivati de benzimidazol, avand in structura un atom de sulf asimetric, care asigura
proprietati chirale acestor molecule.

Pe baza Nomenclatorului ANMDMR (Agentia Nationala a Medicamentului si a Dispozitivelor
Medicale), in Romania sunt inregistrate forme farmaceutice cu cinci dintre reprezentantii acestei grupe de
substante medicamentoase: omeprazol, pantoprazol, lansoprazol, rabeprazol si esomeprazol
(enantiomerul S al omeprazolului). Alte forme enantiomeric pure precum dexlansoprazolul (enantiomerul
R al lansoprazolului) si dexlansoprazolul (enantiomerul R al rabeprazolului), au fost introduse in terapie
in alte tari, deocamdata nefiind comercializate In Roméania. Formele active ale IPP sunt achirale, prin
urmare forma enantiomerica nu influenteaza actiunea farmacodinamica a acestor substante, dar poate
avea o importanta deosebita in cursul interactiunii cu enzimele metabolizante, eutomerul avand o
farmacocinetica mai avantajoasa fata de distomer si fata de amestecul racemic.

Scopul urmarit in prezenta teza de doctorat a fost elaborarea unor metode alternative rapide,
simple si eficiente pentru separarea chirald a unor reprezentanti ai clasei IPP prin intermediul unor
tehnici moderne de analiza, electroforeza capilara (EC) respectiv cromatografia de lichide de inalta
performanta (HPLC). Tindnd cont de stereoselectivitatea activitatii terapeutice si de prevalenta deosebita
a IPP 1n terapie acest subiect poate fi considerat a fi unul de stricta actualitate cu implicatii in cercetarea
farmaceutica moderna.

Primul studiu a vizat analiza cu EC achirald a patru susbstante medicamentoase din clasa IPP
(lansoprazol, omeprazol, pantoprazol, rabeprazol), cu caractere structurale si fizico-chimice
asemadnatoare. Am evaluat comportamentul electroforetic al acestora utilizand diferite solutii tampon pe
domeniu relativ larg de pH (2,5-9,0). Optimizarea metodei, cu scopul obtinerii unei metode capabile de a
separa simultan toti cei patru analiti, s-a realizat utilizand un design experimental de tip central compus.
Am verificat performantele analitice ale metodei care a fost aplicata pentru determinarile substantelor
studiate din forme farmaceutice tipizate. Astfel, am reusit sd dezvoltam in premiera o metoda generic3,
utilizabila pentru analiza simultana a celor patru IPP, cu valori foarte bune ale rezolutiei (peste 2,5) si intr-
un timp scurt (sub 9 min.) de analiza.

In al doilea studiu am urmarit validarea unei metode de separare chirald a omeprazolului deja
publicatd anterior pentru determinarea impurititii chirale a esomeprazolului. in analizi preliminard, am
am studiat comportamentul electroforetic al celor doi enantiomeri ai omeprazolului in mediu chiral si am
studiat mecanismele ce duc la rezolutia chirald in diferite sisteme de selectori. Dupa testarea robustetei
metodei prin aplicarea unui design Plackett-Burman, s-au verificat performantele analitice ale metodei.
Aplicabilitatea metodei validate, utilizabila pentru determinarea R-omeprazolului in concentratie de 0,2%



in probe de esomeprazol, a fost verificatd prin determindri din comprimate gastrorezistente de
esomeprazol.

Al treilea studiu a urmarit dezvoltarea unor metode pentru separarea chirald a lansoprazolului si a
rabeprazolului. In cursul acestui studiu s-a efectuat un screening complex a unui numir mare de CD
(neutre respectiv ionizate) utilizand o solutie tampon cu pH acid respectiv una cu pH neutru. Cea din urma
s-a dovedit de a fi alegera cea buna pentru continuarea dezvoltdrii metodelor. S-a efectuat determinarea
parametrilor de complexare, precum constanta de stabilitate si mobilitatea complecsilor enantiomer-
selector chiral, utilizdind diferite sisteme de selectori chirali. Astfel, s-a studiat mecanismul
enantiosepararii utilizand sulfobutil-eter-B-CD (SBE-f-CD) cu diferite grade de substitutie (DS), respectiv
sistemele duale ale acestora cu derivati neutri de CD. Dupa aplicarea sistemelor duale de selector, mai ales
in cazul utilizarii y-CD, s-a observat cresterea rezolutiei si scaderea timpului de migrare al enantiomerilor
fata de sistemul care a continut exclusiv SBE-B-CD. Astfel, optimizarea metodelor s-a efectuat utilizand
sistemul de selectori chirali SBE-B-CD DS 6,5/y-CD, aplicand mai Intdi un design screening de tip factorial
fractionat, dupa care am efectuat un design de tip central compus. Cele doua metode de separare chirald a
lansoprazolului respectiv a rabeprazolului au fost validate pentru determinarea enantiomerilor acestora
din probe de racemat, respectiv pentru determinarea distomerilor din probe de R-lansoprazol si R-
rabeprazol. Am obtinut metode sensibile pentru determinarea enantiomerior S in concentratie de 0,15%
fata de eutomer, intr-un timp de analiza sub 10 minute in cazul ambelor substante.

Ultimul studiu descrie dezvoltarea unei metode HPLC cu faza inversd pentru separarea chirala a
pantoprazolului. In cursul analizelor preliminare s-au comparat sistematic diferite sisteme
cromatografice, polar organic, polar ionic si pe faza inversa utilizand coloane chirale pe baza de anibiotice
macrociclice (Chirobiotic R-ristocetina A, Chirobiotic T-teicoplaning, Chirobiotic TAG-teicoplanina aglicon
si Chirobiotic V-vancomicina). Valorile cele mai bune ale rezolutiei intr-un timp acceptabil de analiza au
fost obtinute utilizand coloana Chirobiotic TAG si o separare cromatografica pe faza inversa. Optimizarea
metodei s-a efectuat prin aplicarea unui design de tip central compus, reusind separarea la linia de baza a
enantiomerilor pantoprazolului intr-un tip de analizd sub zece minute. Studiul efectului temperaturii
asupra retentiei cromatografice a reliefat faptul, ca enantiosepararea este condusa entalpic. Ordinea de
elutie a enantiomerilor a fost determinati prin combinarea a mai multor metode. In prima abordare s-a
utilizat o metodda empiricd, utilizand tehnica cuplatd de HPLC-dicroism circular (HPLC-DC), prin
compararea semnaulul inregistrat inline al enantiomerilor pantoprazolului cu spectrul DC al
esomeprazolului enantiomeric pur, ca si substanti de referinti. In a doua abordare spectrul DC inregistrat
online al enantiomerilor pantoprazolului s-a comparat cu spectrul DC calculat prin metoda
computationald. In final, afinititile de legare intre selectorul chiral (teicoplanini aglicon) si enantiomerii
pantoprazolului au fost determinate cu ajutorul docking-ului molecuar. Toate abordarile aplicate au aratat
aceeasi ordine de elutie a enaniomerilor: S-pantoprazolul urmat de enantiomerul R. De asemenea, metoda
dezvoltata a fost aplicata pentru determinarea enantiomerilor pantoprazolului din forma farmaceutica
tipizatd, respectiv din probe biologice, cea din urma fiind efectuat cu ajutorul tehnicii HPLC-MS/MS.

Rezultatele studiilor prezentei teze demonstreaza utilitatea design-ului experimental in
optimizarea si testarea robustetei a metodelor de EC si HPLC, si avantajele acestei abordari moderne in
evaluarea efectelor complexe ale mai multor parametri analitici asupra raspunsurilor analitice urmarite.

In acelasi timp am reusit si elabordm metode simple si rapide de separare, care pot fi aplicate in
analiza achirala si chirald de rutina a IPP studiati.



