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Introducere

Proprietatile fizico-chimice ale ingredientelor active farmaceutic (APIs) sunt
puternic influentate de catre aranjamentul moleculelor in cristal, aranjament care este
determinat la randul sau de catre spatiul conformational al moleculelor componente
[Dat04]. Asadar, structura API, precum si mediul molecular al acestora joaca un rol
dominant asupra proprietatilor fizico-chimice precum: solubilitatea, viteza de dizolvare,
stabilitatea, absorbtia, higroscopicitatea si biodisponibilitatea. Pentru aceste motive
este clar cd Intelegerea relatiei dintre structura fizica si proprietatile unui API particular
este cruciala pentru dezvoltarea acestuia ca si medicament.

O problema importanta pentru indistria farmaceutica o constituie falsificarea
medicamentelor, atat pentru produsele originale (brand) cat si pentru cele generice
[Degl14, Oral5]. Riscurile asociate cu inlocuirea medicamentelor brand cu substituenti
generici sunt importante datorita faptului ca ultimele pot sa prezinte efecte adverse in
timpul terapiei [Kra07, Bial0, Vail5, Ati16].

Caracterizarea spectroscopicd a APIs este de importanta deosebita pentru
industria farmaceutica. In ultimul timp, pentru determinarea structurii API, dar si
pentru a releva transformari structurale subtile la trecerea din faza solida in cea lichid3,
se folosesc sinergic diferite metode experimentale si computationale [Pin17, Higl7,
Buc17]. Combinarea metodelor experimentale si computationale de chimie cuantica
poate aduce informatii noi si utile legate de geometria si structura electronica a APIs.
Luand in considerare probleme mentionate mai sus, in timpul cercetarilor pentru
aceasta teza de doctorat ne-am propus obtinerea de informatii noi referitoare la
structura si proprietdtile electronice ale unei serii APIs folosite pentru producerea de
medicamente antiepileptice si anticancerigene. Pentru aceasta am corelat rezultate
obtinute prin folosirea tehnicilor experimentale (Raman, IR, UV-Vis, NMR) si
computationale.

Teza este impartita in doua mari parti. Prima parte include aceasta introducere
precum si primele doua capitole. In primul capitol am facut o introducere generala in
teoria functionalei de densitate (DFT).

Cel de-al doilea capitol al tezei prezinta detaliile experimentale si computationale
valabile pentru toti compusii investigati. Detalii particulare referitoare la fiecare
compus sunt prezentate in sectiunea corespunzatoare din capitolul dedicat acestuia.

Partea a doua a tezei contine trei capitole, cate unul pentru fiecare API investigat.
In capitolul 3 am prezentat rezultatele obtinute din analiza conformerilor posibili (in
faza gazoasa si lichida) si a schimbarilor conformationale la trecerea din faza solida in
cea lichida a compusului levetiracetam (LEV). Scopul urmarit a fost descrierea structurii
3D si stabilitatii energetice a conformerilor moleculei, pentru intelegerea mai buna a

farmacodinamicii compusului.
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In prima faza am urmarit descrierea diferentelor dintre geometria in stare solida a
LEVsi structura acestuia In faza lichida si gazoasa

Spectrele experimentale UV-Vis si RMN ale LEV au fost explicate t{inand cont de
contributiile spectroscopice (ponderate dupa populatiile Boltzmann) ale monomerilor
si dimerilor posibili ai moleculei. Tranzitiile electronice cele mai intense au fost
determinate ca fiind de tip transfer intra-molecular de sarcina, de la grupul
oxopyrrolidin la grupul amida pentru monomer si de la grupul butanamida la unitatea
carbonil din inelele oxopyrrolidin in cazul dimerilor [Luc17].

Spectrele RMN 1H si 13C ale LEV au fost atribuite pe baza datelor teoretice si rezultatele
noastre arata faptul ca este este evidenta formarea dimerilor la concentratia folosita
pentru aceste studii [Luc14].

In plus, pentru acest compus am fost interesati sa verificim potentialul spectroscopiei
Raman pentru discriminarea diferitelor formulari ale unui producator de medicamente
bazate pe LEV, precum si discriminarea intre diferiti producatori ale aceleasi formulari.

Capitolul 4 prezinta un studiu combinat, experimental si computational, asupra
moleculei diphenylhydantoin (DPH), care este unul dintre componentii activi ne-
sedativi cei mai folositi pentru tratamentul epilepsiei. In ciuda faptului ca acest compus
este folosit extensiv ca si API, trasaturile sale biologice nu sunt inca pe deplin elucidate
[Tie08]. Din cauza prezentei grupurilor carbonil si imida in structura sa, acest compus
poate participa foarte usor la legaturi de hidrogen inter-moleculare. In consecint3,
folosind metode de chimie computationala am studiat procesul de dimerizare prin
legaturi de hidrogen al DPH. Mai mult, combinand tehnicile experimentale UV-Vis si
RMN cu calcule de chimie cuantica am investigat si efectul acestor interactiuni asupra
tranzitiilor electronice, precum si asupra deplasarilor chimice ale DPH [Luc15].

In capitolul 5 am investigat medicamentul anticancerigen Imatinib (IMT), care
este un inhibitor tirozin-kinaza (TKI) de prima generatie, folosit in principal pentru
tratamentul leucemiei cronice mielogene si a tumorilor stromale gastro-intestinale.
Acest API actioneaza selectiv asupra receptorilor de tirozin kinaza Abl/factorul de
crestere a celulelor stem (c-Kit) si a receptorilor factorului de crestere derivat din
plachetele sanguine.

Pentru clarificarea mecanismului sau de actiune este cruciala descrierea structurii 3D,
precum si a proprietatilor moleculare ale conformerilor IMT accesibili la temperatura
camerei. Din acest motiv am studiat conformerii posibili ai IMT, precum si ordinea
energetica a acestora si am reusit sa identificim 22 de conformeri unici in ap3, intr-un
domeniu de energii relative de 1.69 kcal-mol-l. In continuare am folosit cei mai stabili 9
conformeri, a caror energii relative sunt in domeniul temperaturii camerei, pentru
calculul energiilor de tranzitie electronica. Aceste date au fost apoi folosite pentru

explicarea rezultatelor obtinute pe cale experimentala [Vin15].
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Capitolul 1

METODE DFT FOLOSITE PENTRU CALCULUL STRUCTURII
ELECTRONICE A MOLECULELOR

Avantajele metodologiei computationale bazata pe teoria functionale de
densitate (DFT) se datoreaza, pe de o parte, acuratetii ridicate a rezultatelor furnizate,
dar si resurselor computationale mai scazute, necesare calculelor efectuate asupra
moleculelor cu numar mare de atomi. Datorita impactului deosebit al rezultatelor
computationale in spectrscopie, in ultimii 10 ani a aparut in literatura de specialitate

termenul de "spectroscopie computationalad”.

1.1 Bazele DFT
Versiunea moleculara moderna a DFT a fost dezvoltata de catre Hohenberg,

Kohn si Sham si se bazeaza pe cele doua teoreme ale lui Hohenberg-Kohn (HK) [Hoh64].
Prima teorema HK reprezinta asa-numitul "proof of principle", in timp ce cea de a doua
furnizeaza principiul variational pentru obtinerea densitatii electronice a unui sistem pe
baza metodei variationale. Densitatea electronica determina in mod unic Hamiltonianul
sistemului si toate proprietatile acsetuia.

In cadrul DFT, expresia energiei este separata In doua parti, una care depinde de
sistem - energia potentiala datorata atractiei dintre electroni si nuclee si una universal3,

a carei forma este independenta de N, Rq i Z:

Eolpo] = [ po@Vned? + Tpy] + Ecelpy] (1.1.7)

system dependent universally valid

Ultimii doi termeni formeaza functionala Hohenberg-Kohn Fyk[po]:

Fuxlp]l = Tlp] + Ecelp] = (PIT + Voo |¥) (1.1.8)
Fuk[p] contine functionala pentru energia cinetica T[p] si cea pentru interactiunea
electron-electron, Eee[p]. Determinarea expresiilor explicite pentru functionalele
necunoscute T[p] si Enc[p] reprezinta provocarea majora in DFT.

Kohn si Sham (KS) au introdus conceptul unui sistem fictiv de electroni liberi
pentru care cea mai mare parte a energiei cinetice poate fi calculata cu mare acuratete
[KS65]. Partea ramasa din energia cinetica se include in termenul neclasic Ejg.

Ideea lui Kohn si Sham a fost de a considera ca pentru fiecare sistem de electroni in
interactiune aflat in potentialul extern v(r) exista un sistem corespondent de electroni

liber cu potentialul local vS(r) astfel incat acest sistem furnizeaza aceeasi densitate
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electronica ca si sistemul real. Presupunand ca un astfel de potential exista se pot

calcula orbitalii Kohn-Sham si densitatea electronica exactad pe baza ecuatiilor:

As = % hs(i) = Bi(—3 V2 + (1)) (1.1.12)
hs(D)®;(1) = (1) ®;(1) (1.1.13)
Yy = |0, (1)D,(2) ... oy (N) > (1.1.14)
ps(r) = %iL; XslPi(1,9)1* = pexace (1) (1.1.15)

Energia cinetica exactd a sistemului de electroni liberi poate fi obtinuta folosind orbitalii

corespunzatori sistemului:

Tys = —§2§V=1<‘PiIV2I‘Pi) (1.1.17)
si in formularea KS, energia cinetica poate fi scrisa sub forma:
Tlp] = Tgs + (T — Tks) (1.1.19)
unde functionala F[p] este:
F[p]=Tks[p]+][p]+Exc[p] (1.1.20)

Asa-numita functionala de schimb-corelare (Exc) contine contine efectele non-clasice de
schimb si corelare, care contribuie la energia potentiala a sistemului, dar si o parte care
reprezinta corectia la energia cinetica a sistemului.

Metoda generala pentru obtinerea energiei starii fundamentale a sistemului
poate fi rezumata astfel: inti se alege o densitate electronica de start, care permite
determinarea potentialului efectiv folosind o forma adecvata pentru functionala de
schimb-corelare. Apoi se determind o noua densitate prin rezolvarea ecuatiilor Kohn-
Sham si se compara cu densitatea precedenta. Daca cele doua sunt egale se poate calcula
energia starii fundamentale, altfel, procesul iterative se reia.

Energia electronica in aproximatia KS poate fi scrisa sub forma:
1 (r)p(rr ’
E =Tg[p] + [v(r)p(r)dr + Efpli_—pr(lrl)drdr + Exc[p] (1.1.24)

In implementarea initiala a DFT a fost folosita aproximatia densitatii locate (LDA),
dezvoltata pornind de la cazul sistemului omogen de electroni. In continuare a fost
dezvoltata corectia gradientului generalizat (GGA), care a dus la o imbunatatire
semnificativa a rezultatelor calculate. Progresul ulterior al DFT a fost adus prin
dezvoltarea functionalelor hibride, care includ o parte a energiei de schimb calculate
exact pe baza teoriei HF.

Recent, au fost dezvoltate noi functionale aproximative, de tip meta-GGA, prin

includerea energiei cinetice a electronilor si Laplacian-ul densitatii electronice.
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Functionalele hibride sunt cel mai des folosite la ora actuala in calcule DFT si dau
rezultate teoretice foarte bune in comparatie cu functionalele de tip LDA sau GGA. Acest
lucru se datoreaza faptului ca includ o parte din energia de schimb calculata exact la
nivel Hartree-Fock, pe baza functiei de unda monodeterminantale. Una dintre cele mai
cunoscute si utilizate functionale de acest tip este functionala B3LYP - o functionala cu
3 parametri, care foloseste functionala de corelare LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94]:

EB3LYP — gEslater  (q — 1)ELEPA + bEB + (1 — ¢)ELPA (1.3.37)
unde a=0.20; b=0.72 si c=0.81
Succesul functionalei B3LYP se datoreaza faptului ca aceasta permite obtinerea cu
acuratete ridicata a mai multor proprietati moleculare precum: geometrii, momente de
dipol, polarizabilitati, spectre IR, Raman, RES, RMN sau UV-Vis, potentiale de ionizare,
potentiale electrostatice moleculare, etc.
O alta functionala hibrida bine-cunoscuta, folosita cu succes in particular pentru
predictia tranzitiilor electronice in molecule este functionala PBEO [Ada99]. In acest caz
nu s-au folosit parametri de fit, iar contribufia energiei exacte de schimb este de 25%
[Per96, Per97].

De-a lungul timpului au aparut multe articole de tip review legate de DFT, avand
in vedere mai multe aspecte, incluzand teoria, dezvoltari metodologice si aplicatii
practice ale DFT pentru probleme specifice [Sou07]. Tipurile esentiale de functionale de
densitate pot fi aranjate pe o scara a acuratetii (scara DFT a lui Jacob [Mat02]) si acestea
se bazeaza pe aproximatiile LDA, GGA, meta-GGA, hybrid DF, hybrid-meta GGA si

metode complet ne-locale.

1.2 Seturi de baza pentru calcule ab initio si DFT
Una dintre aproximatiile inerente tuturor metodelor de tip ab-initio consta in

introducerea unui set de baza, adica a unui set de functii cunoscute, folosite pentru
construirea orbitalilor moleculari. Daca functiile de baza sunt @1, @,...,@n, atunci, pe

baza acestora, orbitalii moleculari se scriu sub forma:

Cpl' = Zﬁzl Cui‘pu (121)

unde c,; sunt coeficientii de expansiun ai orbitalului molecular ®:.
Astfel, problema gasirii orbitalilor moleculari se reduce la gasirea unui set de coeficienti

pentru fiecare orbital.
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Doua tipuri principale de primitive sunt folosite In mod current in calculele de chimie

cuantica. Prima categorie este aceea a orbitalilor de tip Slater (STO), care su forma

generala:
P¢nim (1,0, 9) = N, (6, )™ texp(—(T) (1.2.2)
A doua categorie este bazata pe orbitalii de tip Gauss (GTO), cu forma generala:
anims (T 6,9) = NY, (0, p)r*" * lexp(—af?r?) (1.2.3)

unde constanta a determina extensia spatiala a primitive si constanta f este un factor de
scalare care tine cont de modificata a primitive centrate pe un anumit atom din
moleculd, comparative cu cea corespunzatoare atomului liber.

La ora actuald, marea majoritate a calculelor de structura electronica moleculara
folosesc orbitali GTO pentru expandarea orbitalilor moleculari.

Pentru imbunatatirea rezultatelor computationale, orbitalii de valenta de scriu
ca o combinatie de doua sau mai multe functii, seturile respective fiind cunoscute sub
numele de seturi de baza cu valenta dublu, triplu sau cuadruplu despicata.

Seturile de baza extinse includ functii de polarizare si functii difuze. Functiile de

polarizare descriu influenta (distorsionarea, polarizarea) asupra densitatii electronice
centrate pe nucleele vecine unui nucleu dat. Pentru a lua acest efect in considerare se
folosesc orbitali care au o forma mai flexibila in molecula decat orbitalii s, p, d, etc. ai
atomilor liberi. In practica, se adauga un set de functii Gaussiene de polarizare, de
moment cinetic > 1 decat functiile corespunzatoare starii fundamentale a atomului
respective.
Pentru stari moleculare excitate si anioni, pentru care densitatea electronica este mai
extinsa peste Intreaga molecula sunt necesare functii de baza care sa fie si ele mai
extinse. Astfel de functii se numesc functii difuze si, In mod normal, constau dintr-o
singura GTO.

Pentru aplicatii practice, cele mai folosite seturi de baza sunt cele cunoscute sub
numele de seturi de tip Pople, cu notatia general:

k-nlm++G(idf,jpd)
unde:
k este numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor de miez, n este
numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor interiori de valenta, 1
este numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor medii de valenta,

m este numarul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor externi de

6
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valenta; + inseamna ca se adauga 1 set de functii difuze de tip P (SP) pe atomii grei, ++
inseamna ca se adauga 1 set de functii difuze de tip P (SP) pe atomii grei si o functie de
tip s pe atomii de hydrogen.

idf inseamna ca pe atomii grei se adauga i seturi de functii de tip d si un set de functii de
polarizare de tip f.

idf,jpd Inseamna ca pe atomii grei se adauga i seturi de functii de tip d si un set de functii
de polarizare de tip f, iar pe atomii de hydrogen se adauga j seturi de functii de tip p si

un set de functii de tip d ca si functii de polarizare.

1.3 Metodologia ONIOM
Calculele de chimie cuantica pe sisteme moleculare cu numar mare de atomi sunt

extrem de consumatoare de resurse computationale. Pentru a face fezabile astfel de
calcule, au fost propuse metode hibride de catre Honig si Karplus [Hon71], dezvoltate
ulterior de catre Warshel si Karplus [War72], Warshel si Levit [War76] si Morokuma si
colaboratorii [Hum96] (vezi ref. [Chul5] pentru un review recent).
La ora actuald, metoda folosita este cunoscuta sub numele de metoda ONIOM si consta
in faptul ca sistemul investigated este partitionat in doua sau mai multe straturi, tratate
la nivele diferite de teorie. Uzual, sistemul real este descompus in doua parti, stratul
"low" (cea mai mare parte a sistemului real) si stratul "high" (partea cea mai mica), iar
pentru stratul low se folosesc metode rapide de tip MM, in timp ce pentru stratul "high"
se folosesc metode de tip QM. Pentru calculul stratului "low" pot fi folosite si metode
semiempirice sau de tip ab initio.
Daca se folosesc metode ab initio pentru ambele straturi, metodologia de calcul este
denumita ONIOM(QM1:QM2). In acest caz, energia extrapolata a sistemului real
investigat se obtine ca si suma dintre energia sistemului model tratat la nivelul QM1
(EqM1, model) Si energia sistemului real tratat la nivelul QM2 (Eqmz, real) minus energia
sistemului model calculat la nivelul QM2 (Eqm2, model):
Eqmi.omz = Eqmimoder + Eqmzreal = Eqmzmodet (1.3.1)

Aceasta metodologie si-a gasit numeroase aplicatii, pentru o varietate larga de
molecule organice, macromolecule si complecsi moleculari.
In aceasta teza am folosit metodologia ONIOM(QM:QM) pentru calculul spectrului
Raman al unui cluster de 5 molecule de diphenylhydantoin. La nivel QM complet, un

astfel de sistem ar fi necesitat un timp de calcul prohibitiv de lung.
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Capitolul 2
DETALII EXPERIMENTALE SI COMPUTATIONALE

2.1 Spectrometrul Raman

Masuratorile Raman au fost efectuate folosind spectrometrul Raman Invia Reflex
(Renishaw) de la Centrul de Fizica Biomoleculara Physics, Institutul loan Ursu,
Universitatea Babes-Bolyai. Spectrometrul este echipat cu sase linii laser de excitare,
acoperind un domeniu spectral in regiunea NUV - NIR: 325, 442, 532, 633, 785 si 830
nm. Alte caracteristici ale echipamentului folosit pot fi gasite la adresa web

www.phys.ubbcluj.ro/raman.

2.2 Detalii experimentale generale

Ingredientele farmaceutice active investigate In aceasta teza au fost obtinute de la
surse comerciale standard si au fost folosite fara purificari ulterioare. Spectrele
electronice au fost Inregistrate la temperatura camerei, folosind un spectrometru de tip
Jasco V-670 UV-Vis-NIR, cu latimea fantei de 2 nm si o cuveta de cuarf de 1 cm grosime.

Spectrele FT-IR ale probelor sub forma de pulbere au fost inregistrate la
temperatura camerei folosind un spectrometru Equinox 55 FT-IR echipat cu detector
InGaAs, cu probele tabletate in pastile de KBr (Merck UVASOL). Rezolutia
spectrometrului a fost de 2 cm! si in fiecare caz au fost efectuate 40 de scanari.
Spectrele FT-Raman au fost Inregistrate in geometrie "backscattering”, folosind un
spectrometru Bruker FRA 106/S cu detector cu Ge racit cu azot. Laserul de 1064 nm
Nd:YAG a fost folosit ca si sursa de excitatie in acest caz, iar puterea laserului a fost de
350 mW si spectrele au fost inregistrate cu o rezolutie de 2 cm! prin insumarea
semnalului provenit de la 200 de scanari.

Spectrele Raman dispersive ale LEV sub forma de pulbere au fost inregistrate la
temperatura camerei cu spectrometrul multilaser confocal Renishaw inVia Reflex
Raman echipat cu detector CCD de tip RenCam. Pentru excitare au fost folositi laserii de
325,532,633 si 785 nm laser.

Spectrele RMN 1H si 13C NMR au fost Inregistrate la temperatura camerei cu un
spectrometru Bruker AVANCE NMR (400.13 MHz pentru 1H si 100.63 MHz pentru 13C,

standard intern TMS, solvent D20). S-a folosit un singur puls de excitare de 11 us pentru
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1H si 7.5 us pentru 13C. Spectrele RMN [1H, 1H] COSY au fost Inregistrate folosind
secventa standard de pulsuri COSY45 d1 - n/2 -d2 - n/4.
2.3 Detalii computationale generale

Optimizarea geometriilor si calculele de frecventa au fost efectuate cu pachetul

software Gaussian09 [Gau09] folosind metode DFT. In general a fost folosita functionala
hibrida B3LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94], impreuna cu seturi de baza de tip Pople: 6-
31G(d), 6-31G+(2d,2p) si 6-311+G(2d,p) [Heh72, Fri84]. In unele cazuri, pentru a lua in
considerare interactiunile dispersive, am folosit si functionala APFD [APFD].
Am folosit criterii implicite pentru analiza convergentei densitatii electronice si a
geometriilor moleculare. In toate cazurile am efectuat calcule de frecventa pe structurile
optimizate pentru a confirma faptul ca acestea corespund unor minime pe suprafata de
energie potentiala.

Factorii Boltzmann de ponderare pentru conformeri au fost calculati la
temperatura camerei (T=298 K) folosind energiile libere relative (AG). Acestea au fost
obtinute din calcule de frecvente de vibratie prin includerea corectiilor termice la
energiile SCF [Duc07, Wil14, Jes15, Hal15].

Spectrele de absorbtie au fost calculate folosind formalismul "time-dependent”
DFT (TD-DFT) [Cas98]. Benzile de absorbtie UV-Vis au fost ob{inute prin convolutie cu
functii Gaussiene cu largimea totala la semi-inadltime (FWHM) dedusa din spectrele
experimentale. Natura starilor excitate a fost analizata folosind formalismul orbitalilor
naturali de tranzitie (NTO) propus de catre Martin [Mar03]. Acest formalism ofera o
descriere compacta a excitatiilor electronice, avand avantajul ca sunt suficiente doar
una sau doua perechi de orbitali moleculari ocupati/virtuali pentru interpretarea clara
a naturii starilor excitate implicate in procesele de absorbtie si emisie [Cla06, Lac12,
Vel14, Eti14, Mar15].

Calculul spectrelor RMN au fost efectuate folosind metoda GIAO (Gauge-
Including Atomic Orbital) [Dit74, Wol90], implementata in pachetul Gaussian09. Pentru
a exprima deplasdrile chimice din tensorii de ecranare calculati, au fost dedusi factori de
scalare si de referintda prin regresie liniara a datelor, conform studiului publicat de
Willoughby si colaboratorii [Wil14].

Efectele de solvent au fost considerate folosind modelul implicit de solvatare

Polarizable Continuum Model (PCM) [TomO05], varianta (IEFPCM) variant [Scal0].
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Capitolul 3
PREFERINTA CONFORMATIONALA SI CARACTERISTICI
SPECTROSCOPICE ALE INGREDIENTULUI FARMACEUTIC

ACTIV LEVETIRACETAM
3.1 Introducere

LEV este un medicament nootropic de a doua generatie folosit pentru
tratamentul pacientilor cu epilepsie [Geol4, Gua02, Kha90, UII09] si al altor boli
[Far09]. Proprietatile sale farmacocinetice, impreuna cu structura sa chimica distincta si
mecanismul de actiune fac ca LEV sa fie unic Intre medicamentele antiepileptice
existente pe piata [Ull09, Pit05, Son11, Kli16].

Pentru o intelegere mai buna a
farmacodinamicii LEV, caracterizarea sa
structurala in faza lichida si solida este
cruciald. Anterior a fost aratat ca forma
polimorfica I a LEV este caracterizata de
o retea extinsa de interactiuni de tip H-
bonding (HB) [Son03]. Pentru acest
motiv, este necesar un model potrivit

care sa includa astfel de interactiuni,

Fig. 3.1 Structura molecular a celui mai stabil ~ pentru o atribuire corecta a spectrelor
conformer LEV in apd (5) obtinutd la nivelul | gy i stare solida.

de teorie PCM-B3LYP/6-31+G(2d,2p).
Pe langa analiza spatiului

conformational si a proprietatile spectroscopice ale LEV, in acest studiu am investigat si
posibilitatea de a discrimina intre diferite formuldari brand sau generice ale
medicamentelor bazate pe compusul LEV.
3.2 Detalii experimentale si computationale

Spectrele Raman dispersive ale LEV sub forma de pulbere au fost inregistrate la
temperatura camerei folosind spectrometrul Raman Renishaw inVia Reflex si utilizand
4 linii laser de excitare. Pentru a verifica posibilitatea discriminarii intre diferite
formulari ale LEV prin spectroscopie Raman am folosit medicamentul brand Keppra™
(1000 mg tableta, solutie orala - 100 mg/ml si solutie injectabila - 100 mg/ml), solutia

orala (100 mg/ml) Actavis, precum si tablete produse de catre firmele Actavis,

10
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Aurobindo si Terapia. Toate probele au fost obtinute din surse comerciale de pe piata
libera.

Spatiul conformational al LEV in gaz fost explorat folosind campul de forte de
mecanica moleculara MMFF94 si calcule de chimie cuantica cu formalismul DFT.

Spectrele de absorbtie ale LEV au fost calculate atat pentru speciile monomere
cat si dimere la nivelul de teorie B3LYP/6-31G+(2d,2p). Pentru descrierea tranzitiilor
electronice au fost utilizai orbitalii naturali de tranzitie (NTO) [Mar03].

Spectrele vibrationale ale LEV inregistrate pe probe sub forma de pulbere au fost
atribuite folosind date calculate pentru monomer dar si pe un model de cluster de 5
molecule, capabil sa includa cele mai importante interactiuni de tip HB.

3.3 Spatiul conformational al moleculei Levetiracetam

Primul nostru scop a fost sa descriem diferenta dintre geometriile cunoscute in

faza solida ale LEV [Her13, Son03] si structurile sale in faza lichida si gazoasa. Au fost

D

TG+G-C+ (1) TG+G- c (2) G-G+G-C+(3)
G-G+G-C+ (4) G; G+G-C-(5)  G-G+G-C- (6)

za 3

Fig. 3.3 Structurile optimizate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru monomerii si
dimerii LEV in apa: sase cei mai stabili monomeri ((1)-(6)) si trei tipuri de dimeri (A, B,
C). (reprodusa din ref. [Luc17])

identificati 22 de conformeri, iar energiile relative Gibbs ale acestora si statistica
Boltzmann au fost folosite pentru a prezice populatiile de echilibru la temperatura

camerei. Unghiurile diedre @1 - ®4 (vezi Fig. 3.1) care caracterizeaza cei 6 cei mai stabili

11
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conformeri aratati in Fig. 3.3 sunt date in Tabelul 3.1. Conformerii (1) - (6) sunt
dominanti, cu o populatie Boltzman totala de 85.8% in gaz si 89.5% in apa.

Tabelul 3.1 Unghiurile diedre calculate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru conformerii
LEV in gaz, apa si etanol (prima, a doua si a treia intrare). Pentru comparatie sunt incluse
datele experimentale pentru structurile cunoscute ale LEV in stare solida

Conformer D, L] D, O Cgﬁi?}?ﬁ?:lll]ta
1671 | 79.2 -45.6 26.6 Ib
TG+G-C+ (1) 1709 | 103.6 | -57.3 25.9
1703 | 100.6 | -56.0 26.0
1689 | 79.1 360 | -21.8 1b
TG+G-C- (2) 1723 | 1049 | -503 | -255
-172.7 | 1054 | -50.8 | -26.2
613 | 775 -47.7 27.0 negasit
G-G+G-C+ (3) -59.0 | 223 -55.7 22.2
-59.0 | 235 -56.3 22.3
614 | 775 -47.6 27.0 la
G-G+G-C+ (4) -59.5 | 107.2 | -56.0 26.2
599 | 916 -55.2 25.7
652 | 77.0 409 | -205 Ile
G-G+G-C- (5) 620 | 187 509 | -267
-62.0 | 194 513 | -26.9
652 | 77.0 -40.8 | -206 Ilc
G-G+G-C- (6) 63.0 | 1150 | -49.0 | -256
634 | 1111 | -50.0 | -257
Date experimentale
LEV [Son03] 5446 | 13.65 | -58.23 | 12.92 indisponibil
Etiracetam FI [Her13] 5815 | 33.81 | -6247 | -25.13 indisponibil
Etiracetam FII [Her13] -56.06 | 39.22 | -65.54 | -13.95 indisponibil
Etiracetam Hydrate [Her13] 5715 | 2047 | -53.78 | -21.54 indisponibil

Merita mentionat faptul ca cel mai stabil conformer in apa (5) este identic cu cel
rezultat prin optimizarea formei hidrate a LEV [Her13], in timp ce al de-al doilea cel mai
stabil conformer (3) este identic cu cel obfinut prin optimizarea structurii LEV obtinuta
experimental prin difractie de raze X [Son03]. Daca se folosesc ca si structuri de start
conformatiile corespunzatoare celor douda forme polimorfice ale LEV, in apa, ambele
converg, prin optimizare, la conformerul (5).

Fata de studiul lui Li si Si [Lill1], singurul acord este observat pentru
conformerul (1) care a fost identificat si in studiul nostru ca fiind cel mai stabil in gaz. In
schimb, pentru structurile solvate in ap3, Li si Si au gasit conformerul lor Ia ca fiind cel
mai stabil, In timp ce conformerul nostru similar (4) este destabilizat cu 0.55 kcal mol-!

fata de cel mai stabil conformer (5) identificat in studiul de fata.

12
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Fig. 3.5 a) Structurile moleculare optimizate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru
conformerul (5) al LEV in gaz (galben), apa (albastru) si etanol (rosu). b) Comparatie intre
geometriile de raze X ale LEV (galben) si conformerul (5) In apa (albastru). ¢) Structurile
suprapuse ale conformerilor (3) (albastru) si (5) (verde deschis) in apa. (reprodusa din ref.
[Lucl7])

Spatiul conformational al LEV 1n gaz este destul de diferit fatd de cele determinate in
solutii de apa si etanol. Pentru un conformer particular, unghiul diedru @4 care
defineste conformatia "chair" sau "boat" a inelului oxopyrrolidin se modifica apreciabil
intre faza gazoasa si cea lichidda numai pentru conformerii (2), (3), (5), (6) si (11).
Probabil, efectele de impachetare a cristalului sunt mai puternice decat interactiunile
HB intramoleculare in stare solida. Acest lucru se poate intampla deoarece pentru LEV,
atat grupul amino cat si grupul carbonil prefera formarea de legaturi HB
intermoleculare cu moleculele vecine in stare solida.

Merita mentionat de asemenea ca structurile celui mai stabil conformer (5) in
apa si etanol sunt aproape identice geometriei LEV 1n faza solida, atat in ceea ce priveste
conformatia cat si parametrii geometrici (vezi Fig. 3.5 a) si b)) [Son03]. Cel mai probabil,
acest fapt explica profilurile farmacocinetice similare pentru formularile lichida si solida
ale LEV observate de Coupez et al. [Cou03]. Mai mult, conform datelor prezentate in
Tabelul 3.1, cei doi conformeri cei mai stabili in apa, (5) si (3), sunt aproape identici, cea
mai mare diferenta intre acestia fiind observata in conformata inelului oxopyrrolidin
(vezi Fig.3.5 c).

Pentru LEV au fost raportate pana acum 4 forme polimorfice [Par04, Tha09,
Xu14]. Folosind datele de difractie de raze X din masuratori pe monocristal ale lui Song
et al. [Son03] si utilizand programul ReX [Bor09] noi am calculat difractograma de raze
X pe pulbere, care este in acord excelent cu cea corespunzadtoare formei polimorfice IV

[Tha09], precum si cu cea raportata de catre Xu et al. [Xul4]. Acest rezultat confirma
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faptul ca aceste forme polimorfice determinate experimental sunt identice si ca forma
IV este determinata de conformerul (3).

Pentru a investiga posibila clusterizare a moleculelor LEV, am testat, prin metode
computationale, posibilitatea dimerizarii enantiomerilor S (atat cei ne-hidrati cat si cei
hidrati). Am demonstrat ca dimerii de tip A se formeaza ca rezultat a doua legaturi de
hidrogen de acelasi tip (H26N11...06"), adica prin grupul amida de la un monomer si
oxigenyl grupului pyrrolidin de la cel de-al doilea monomer. Dimerii de tip B se
formeaza prin doua legaturi de hidrogen de tip amida-amida (012..H25'N11'), in timp
ce dimerii de tip C apar ca rezultat a doua legaturi de hidrogen diferite amida-amida si
amida-pyrrolidin (06..H25'N11'and 012"...H26N11).

Energiile libere relative si populatiile Boltzmann ale celor 11 dimeri investigati
in apa sunt date in Tabelul 3.6. Interesant, cel mai stabil dimer homo-chiral ne-hidrat
este cel de conformatie A, compus din monomeri de conformatie (1), chiar daca acest
monomer nu este cel mai stabil In apa ci in faza gazoasa. Urmatorii cei mai stabili dimeri
homochirali, cu populatii Boltzmann relative mai mari de 10% sunt: doi dimeri de tip C
compusi din monomerul (5) respectiv (3), si un dimer de tip B compus din monomeri
(5). De asemenea, merita mentionat faptul ca dimerii homo-chirali ne-hidrati sunt cu cel
putin 0.36 kmol-mol-! mai putin stabili decat dimerii hetero-chirali. Aceasta diferenta
creste la 4.76 kcal mol-! in cazul dimerilot hidrati.

Tabelul 3.6. Energiile libere relative si populatiile Boltzmann ale dimerilor investigati in apa la
temperatura camerei, calculate la nivelul de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p).

‘ AG(kcal-mol-1)* ‘ Populatii Boltzmann relative (%)
Dimeri SS non-hidrati
A _m1_SS 0.00 25.38
A _m3_SS 1.43 2.28
A_m5_SS 0.88 5.72
B_m1_SS 0.87 5.88
B_m3_SS 1.07 4.18
B_m5_SS 0.51 10.77
C_m1_SS 0.61 9.03
C_m3_SS 0.41 12.68
C_m5_SS 0.03 24.09
Dimeri SS hidrati
SScl 0.07 47.14
SSc2 0.00 52.86
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Dupa cum se observa in Tabelul 3.6, cele doua conformatii ale dimerilor SS

homo-chirali sunt separate energetic prin doar 0.07 kcal mol-}, configuratia c2 fiind cea

mai stabila. Astfel, conform datelor computationale, dimerizarea homo-chirala este

posibila intr-un ansamblu lichid enantiomeric pur de monomeri, dar in amestecuri

racemice este evidenta preferinta pentru dimerizare hetero-chirala.

3.4 Spectrele UV-Vis ale moleculei Levetiracetam

HOTO ES 11 LUTO
0.743

Fig. 3.8 Orbitalii HOTO si LUTO ai LEV implicati in tranzitiile

Este observata o
deplasare spre rosu a peak-
ului de absorbtie, de la 191
nm la 195 nm, ca urare a
cresterii concentratiei In
intervalul 0.4 M + 1.6-10*
M. Spectrele UV-Vis
simulate au fost obtinute
pentru  amestecuri  de
monomeri si dimeri.
Energiile relative Gibbs

(AG) si populatiile

electronice cu intensitate apreciabild pentru starea excitatdi 5  Boltzmann sugereaza

a monomerului LEV (sus) si starea excitata 11 a dimerului SS

contributia predominanta la

de tip A_m1 (jos) in apd, calculati la nivelul B3LYP/6-
31+G(2d,2p), precum si coeficientii corespunzatori.

100 l_l
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Fig. 3.9 Evolutia estimatad a populatiilor monomerilor si

dimerilor LEV in functie de concentratie,

(reprodusa din ref. [Luc17])

in apa

spectrele UV-Vis provenita

de la cei 6 cei mai stabili
monomeri (1)-(6), care
contribuie cu mai mult de 89%
la populatia totala.

Conform datelor
calculate, pentru concentratii
mai mici de 0.6-104 M, este
presupus cd In solufie exista
doar monomeri. Pentru
concentratii in intervalul 0.8

+1.6-104 M, fractia de
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monomeri descreste in detrimentul cresterii populatiei dimerilor, trecand de la 89%
monomeri in solutie la concentratie de 0.8-10-4 M prin valori intermediare de 69%, 40%,
35% pana la 0% la 1.6-10-4 M. La maximul concentratiei de 1.6-10-4 M, in solutie exista
doar dimeri, iar peak-ul de absorbtie este situat la 195 nm.

Fig. 3.8 arata orbitalii NTOs pentru tranzitiile electronice principale ale celui mai
stabil monomer (5) si dimer (A_m1 SS) a lui LEV in apa. Dupa cum se observa, cea mai
intensa tranzitie pentru monomer poate fi atribuitd unui transfer de sarcina intra-
molecular Intre grupurile oxopyrrolidin si amida. Forma NTOs corespunzatoare celei
mai intense tranzitii electronice pentru dimer sugereazda un transfer de la grupul
butanamida la grupul carbonil din inelul oxopyrrolidin, pentru ambii monomeri
constituenti.

3.5 Analiza RMN a moleculei Levetiracetam in apa

Deplasarile chimice experimentale si teoretice ale LEV (spectrele 1H si 13C RMN)
sunt prezentate In Tabelul 3.9 [Luc14]. Pentru calculul deplasarilorc chimice au fost
luati in considerare primii 6 cei mai stabili monomeri In ap3, constituind 89.5 % din
populatia totala. Pe langa acestia, am considerat si 4 cei mai stabili dimeri homo-chirali
ne-hidrati (A_Lm1, C_m3, B_m5 si C_m1 a caror populatie Boltzmann relativa este 72.44

%), precum si cei doi dimeri SS c1 si c2.

Table 3.9 Deplasari chimice experimentale si calculate (in ppm) pentru Levetiracetam in D-O.
Datele teoretice corespund celor 6 cei mai stabili monomeri in apa, 4 cei mai stabili dimeri ne-
hidrati homochirali In apasi cei doi dimeri SS hidrati In apa.

Nucleu Date Monomeri in Dimeri ne- Dimeri hidrati in
experimentale apa hidrati in apa apa

C2 178.53 178.81 178.47 178.95

C10 174.27 173.89 174.16 173.28

C7 55.91 56.24 55.81 56.73

C5 44.04 43.46 44.39 44.81

C3 30.40 30.86 30.72 29.58

C8 20.89 21.30 21.73 20.54

C4 17.13 17.70 17.76 17.10

C9 9.43 8.33 7.57 6.97

H26 7.61,s 7.34 8.04 6.79

H25 7.10,s 6.75 6.60 7.40

H24 4.49,1H, dd 5.40 4.64 5.08

H17,H18 3.49,2H,t 3.82 3.47 391

H13,H14 2.48,2H,t 2.48 2.38 2.39

H15, H16 2.08, 2H, quin 1.97 2.04 2.06
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H23 1.90, 1H, m 2.15 2.11 1.45
H22 1.72,1H, m 1.40 1.58 2.00
H19-H21 0.86,3H,t 0.42 0.97 0.36

Cele mai mari discrepante intre datele experimentale si cele calculate (ponderate
dupa populatia Boltzmann) pentru speciile monomere sunt observate pentru nucleele
C9 si H19-21 din lanful etil, precum si pentru protonul H24. Dupa cum se observa in
Tabelul 3.9, modelul dimerilor ne-hidrati imbunatateste semnificativ acordul dintre
experiment si teorie pentru aproape toate nucleele. Pe de alta parte, dimerii hidrati
furnizeaza rezultate teoretice mai putin satisfacatoare comparativ cu dimerii ne-hidrati
sau cu monomerii. Erorile In acest caz sunt de 0.83 si 0.36 ppm pentru nucleele 13C,
respectiv 1H.

Spectrul RMN 1D contine peak-uri sub forma de triplet corespunzatoare perechilor
H13-14 si H17-18, datorate cuplajului vicinal 3] cu protonii H15-16, in timp ce peak-ul
corespunzator ultimei perechi este un quintet datorat cuplajului aproape echivalent cu
cei patru protoni din unitatile de metilen vecine.

In spectrul 2D COSY 1H-1H RMN, cele mai intense peak-uri ne-diagonale sunt atribuite
corelarii dintre perechea de protoni (H22, H23), urmat de perechile de protoni cu
cuplaje 3J: (H13-14, H15-16), (H15-16, H17-18), (H22-H19-21) si (H23-H19-21).
Asadar, pe baza acestor rezultate putem concluziona ca spectrul RMN al LEV in apa, la
concentratia de lucru (5-10-2 M) poate fi atribuit cu siguranta pe baza modelului de
dimeri. Aceste date RMN se coreleaza calitativ cu datele UV-Vis care, de asemenea,
conduc la concluzia ca structurile dimere sunt dominante la concentratii mai mari de
1.5:10# M. In plus, rezultatele noastre indica faptul ca dimerizarea directa a
monomerilor LEV este preferabila formarii de dimeri hidrati in care monomerii sunt

interconectati prin intermediul moleculelor de apa.
3.6 Vibrational features of Levetiracetam

3.6.1 Vibrational spectra of the pure Levetiracetam pharmaceutical ingredient
Spectrele Raman experimentale ale LEV sunt prezentate in Fig. 3.12. Atribuirea

modurilor normale de vibratie a fost ficuta prin compararea directd a spectrelor
experimentale cu cele calculate, considerand atat pozitia peak-urilor cat si intensitatea
acestora si pe baza comparatiei cu spectrele vibrationale a unor compusi asemanatori,
precum piracetamul [Kha90, Kse10], butiramida [Lin91] sau pirolidina [Gog01]. Pentru

modelarea corespunzatoare a interactiunilor HB intermoleculare pentru LEV in stare
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Fig. 3.12. Spectrele Raman FT- si dispersive ale LEV sub forma de pulbere. Spectrul Raman al
LEV in solutie apoasa (concentratie: 1 M) este inclus pentru comparatie.

solida, am construit un cluster format din 5 molecule LEV, in care molecula interna a
fost complet optimizata, iar celelalte 4 molecule LEV din jurul ei fixate.
Dupa cum se observa in Fig. 3.12, Spectrele Raman ale LEV sunt dominate de peak-uri
foarte intense la cca. 1650 cm-1, datorate vibratiilor amida I, aceste benzi fiind cele mai
intense si in spectrul FT-IR. Alte benzi Raman caracteristice sunt observate in jurul
valorilor de 1414, 1123, 1091, 935, 855, 706, 348 si 123 cm'! in spectrul excitat cu
laserul de 633 nm. Exista discrepante semnificative intre datele noastre (atat cele
experimentale cat si cele teoretice) si cele raportate in ref. [Ren14]. Cel mai probabil,
discrepantele dintre datele experimentale sunt datorate diferentei dintre puritatile
probelor folosite, iar dezacordul datelor teoretice poate fi datorat faptului ca autorii
mentionati nu au folosit pentru analiza vibrationala conformerul LEV de cea mai joasa
energie.

Aproape toate benzile vibrationale ale LEV au fost re-atribuite in studiul de fata,

bazandu-ne pe compararea datelor IR si Raman, luand in considerare si intensitatile
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relative din spectrele experimentale si cele calculate. In plus, comparatia spectrelor
pentru probele in stare solida si lichida a ajutat Tn mod decisiv la atribuirea corecta a
modurilor normale corespunzatoare diferitelor grupuri functionale ale LEV.

Comparand spectrele probei lichide si a celei solide se observa diferente
importante intre cele doua faze. Pentru faza lichida, putem concluziona implicarea
grupului amida in interactiuni HB intermoleculare cu moleculele de apa. Pe de alta
parte, exista evidente clare care sugereaza ca grupurile oxopyrrolidin si ethyl nu sunt
afectate de aceste interactiuni.

Datele experimentale sunt reproduse teoretic foarte bine pe baza modelului de cluster
care ia In considerare interactiunile HB intermoleculare, interactiuni ce sunt asteptate
sa influenteze semnificativ vibratiile grupurilor functionale implicate. Pentru intregul
spectru Raman, modelul cluster furnizeaza o valoare RMSD semnificativ mai buna decat
modelul de monomer, (23.6 cm-1 fata de 33.2 cm-1). Daca se exclud cele doua vibratii de
stretching ale grupului NHz, valoare RMSD scade la 10.6 cm'! pentru monomer,
respectivla 10.3 cm! in cazul modelului cluster.

Incheiem aceasta sectiune subliniind necesitatea unui model corespunzator pentru
calculul spectrelor vibrationale atunci cand se doreste simularea spectrelor vibrationale
pentru probe in diferite stari. Modelul trebuie adaptat astfel incat sa ia in considerare
cele mai importante interactiuni, intr-o maniera rezonabila.

Validitatea atribuirii modurilor normale ale moleculei LEV este sustinuta nu
numai de acordul dintre numerele de unda calculate si cele experimentale ci si acordul
rezonabil intre intensitatile relative ale benzilor de vibratie experimentale si calculate.

3.6.2 Spectrele Raman ale medicamentelor Levetiracetamului
Pentru testarea poisibilitatii discriminarii intre diferite formulari ale LEV prin

spectroscopie Raman am folosit medicamentul Keppra™ sub forma de tableta de 1000
mg, Keppra™ solutie orala- 100 mg/ml si solutie pentru injectie - 100 mg/ml, precum
si medicamentele Actavis sub forma de solutie orala (100 mg/ml), respectiv tableta de
1000 mg. Spectrele Raman pentru probele lichide sunt prezentate in Fig. 3.15.

In primul rand se observa un grad mare de similitudine intre solutia apoasa a LEV si
formularea injectabila Keppra™. Desi foarte similare in general, totusi pentru
formularile orale Keppra™ si Actavis) existd, o diferenta clara care consta in dubletul

observatla 1768/1760 cm'! numai pentru medicamentul Keppra™.,
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—— Actavis oral solution (0.59M)

& — Keppra oral solution (0.59M)
—— Keppra infusion solution (0.59M)
—— LEV in water (1M)
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Fig. 3.15 Spectrele Raman ale medicamentelor LEV investigate (excitare: 633 nm). De jos in
sus: LEV in apa (1M); solutia injectabila Keppra™ (0.59M); solutia orala Keppra™ (0.59M);
solutia orala Actavis (0.59M)

Un astfel de dublet nu este observat nici pentru proba LEV sub forma de pulbere nici
pentru solutia apoasa a compusului LEV pur, dar poate fi observat ca un semnal foarte
slab pentru solutia Keppra injectabila. Datele noastre teoretice efectuate pe excipientii
folositi pentru cele doua formulari arata ca aceste benzi pot fi atribuite acidului citric
monohidrat pentru care a fost calculat un dublet de benzi intense la 1765 si 1740 cm-1,
corespunzatoare vibratiilor de stretching simetric si antisimetric ale grupurilor C=0. In
plus, peak-urile observate la 1611 si 1698 cm-! in spectrul Raman al solutiilor orale,
observate mai clar In spectrul medicamentului Keppra™, sunt atribuite excipientului
methyl-paraben pentru care au fost calculate doua benzi Raman foarte intense
corespunzatoare vibratiilor v(C=0) la 1680 cm si v(C=C) la 1588 cm-, in excelent
acord cu datele experimentale.

Comparand formularile orale Keppra™ si Actavis cu formularea Keppra™
injectabila observam diferente care, cel mai probabil, sunt datotare excipientilor folositi
pentru cele doud formulari. Considerand atribuirea modurilor normale de vibratie,
toate diferentele observate sugereaza faptul ca grupul oxopyrrolidin este afectat in mod

diferit in cazul celor doua formulari investigate ale LEV.
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Spectrul Raman pentru tableta Keppra™ a fost inregistrat focalizand fasciculul
laser pe suprafata tabletei si in interiorul acesteia. Benzile Raman observate in cazul
invelisului tabletei sunt caracteristice fazei anatase a TiOz (395, 514 si 638 cml)
[Ohs80, Bal82] si compusului polyethylene glycol 3350 (1480, 1442, 1278, 1231, 1141,
1125, 859 and 843 cm-1) [Vei09, Ict15]. Pe de alta parte, spectrele Raman colectate in
puncte diferite din interiorul tabletei sunt foarte similare intre ele si de asemenea cu
spectrul compusului LEV pur. Din comparatia acestor spectre se poate concluziona ca
nu exista nici un fel de interactiune intre API LEV si excipientii folosifi pentru
formularea solida a medicamentului.

Spectrele Raman Inregistrate in interiorul tabletelor provenite de la diferiti
producatori nu arata diferente semnificative in cazul folosirii aceleasi cantitati de
substanta activa. Pe de alta parte, spectrul Raman al tabletei Actavis de 500 mg prezinta
un semnal intens de fluorescenta. De asemenea, spectrul tabletei Aurobindo prezinta un
peak Raman slab la 476 cm1, semnal care nu este observat nici in spectrul compusului
LEV pur, nici in cazul tabletelor Keppra™ sau Actavis.

Dupa cunostintele noastre, spectrul Raman de frecventa joasa al LEV nu a fost
raportat in literatura pana acum. Conform rezultatelor noastre, 5 benzi distincte pot fi
observate 1n acest spectru la 32, 64, 75 si 97 cml. Astfel de benzi sunt atribuite de
obicei vibratiilor intermoleculare sau vibratiilor de retea [Kin11, Hed13] si sunt extrem
de utile pentru a distinge intre diferite forme polimorfice ale medicamentelor [Dat04].
Chiar daca atribuirea acestor benzi nu face scopul studiul nostru, spectrul de frecventa
joasa pentru LEV ar putea fi folosit ca si referinta a API LEV in formulari solide ca si
amprenta unica pentru discriminarea intre polimorfi diferiti sau pentru controlul
cristalinitatii farmaceuticelor bazate pe LEV si controlul transformarii in timpul
procesarii medicamentelor.

3.7 Concluzii

Au fost identificati 22 de conformeri ai LEV, iar 6 cei mai stabili dau o populatie
Boltzmann de 89.5%. Cel mai stabil conformer este identic cu cel rezultat prin
optimizarea formei hidrate a LEV, iar urmatorul in ordinea stabilitatii este identic cu cel
obtinut prin optimizarea structurii LEV obtinute prin difractie de raze X. Geometriile

celor doi conformeri sunt similare si foarte apropiate de geometria de raze X. Cel mai
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probabil acest lucru explica profilul farmacocinetic similar al formularilor lichide si
solide ale LEV.

Pentru dimerii hidrati au fost identificate doua conformatii diferite separate prin
energia libera Gibbs de 0.07 kcal-mol-, iar rezultatele computationale precum si datele
RMN sugereaza faptul ca dimerizarea directa a monomerilor LEV este preferabila
formarii dimerilor hidrati.

Cele mai intense excitatii electronice sunt dominate de tranzitii de transfer
intramolecular de sarcina, de la grupul oxopyrrolidin la grupul amida in cazul
monomerului si de la grupurile butanamida la unitatile carbonyl ale inelului
oxopyrrolidin, in cazul dimerilor.

Modelul dimerilor ne-hidrati imbunatateste semnificativ acordul dintre datele
RMN experimentale si cele teoretice.

Comparativ cu investigatiile precedente referitoare la vibratiile moleculei LEV,
cele mai multe dintre benzile Raman au fost re-atribuite in acest studiu pe baza
calculelor DFT efectuate pe model de monomer si cluster. Conform rezultatelor noastre
teoretice, cele mai afectate benzi la trecerea din faza solidd 1n cea lichida sunt cele
asociate cu vibratiile grupului amida, confirmandu-se implicarea acestui grup in
interactiuni intermoleculare si In faza lichida, la fel ca in cea solida.

Folosind spectroscopia Raman am reusit sa distingem intre formulari
farmaceutice diferite ale aceluasi producator dar si intre aceeasi formulare de la
producatori diferifi de medicamente avand LEV ca si substantad activa. Datele noastre
sugereaza ca grupul oxopyrrolidin este afectat diferit in cazul celor doua formulari
lichide ale medicamentului Keppra™.

Urmadrind atat faza lichida cat si cea solida a LEV, rezultatele noastre pot fi utile
pentru o intelegere mai buna a transformarilor structurale ale moleculei LEV intre cele
doua stari si a transformarii polimorfice a etiracetamului mediata de catre solvent. In
plus, am demonstrat ca acel conformer obtinut prin optimizarea structurii hidrate este
cel mai stabil in apa si acest rezultat poate fi util pentru cautarea unei forme hidrate a
compusului enantiomeric S pur.

Furnizand trasaturi spectroscopice detaliate pentru medicamente brand si
generice sub diferite formulari, rezultatele noastre pot fi de asemenea utile in analiza

Raman a falsificarii medicamentelor bazate pe compusul LEV.
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Capitolul 4
STRUCTURA MOLECULARA SI TRASATURILE VIBRATIONALE
ALE MOLECULEI DIFENILHIDANTOIN

4.1 Introducere
Difenilhidantoinul (DPH) este unul dintre cele mai vechi medicamente

antiepileptice [Cam71, Huq07] indicat pentru tratamentul epilepsiei [Cha78]. Acesta
actioneaza prin reducerea neurotransmisiei excitatorii si potentarea inhibitiei mediate
de acidul y-aminobutyric. Totusi, in ciuda faptului ca este folosit extensiv ca si API
pentru medicamente antiepileptice, trasaturile sale biologice nu sunt inca pe deplin
elucidate [Tie08].

Ca si in cazul altor medicamente anticonvulsante, distanta dintre centrele celor
doua inele fenil si oxigenul grupului carbonil este importantd, deoarece ambele grupuri
sunt presupuse ca se leaga la site-ul
receptorului [Mar06]. Modificarea
grupurilor responsabile pentru legaturile HB
poate descreste sau chiar stopa activitatea
anticonvulsanta [Pou84, Cor85]. Interesul
deosebit asupra proprietatilor compusului

DPH ne-a impulsionat sa studiem procesul

Fig. 4.1 Structura optimizati la nivel sau de dimerizare prin legaturi de hidrogen.

B3LYP/6-31+G(2d,2p) a celui mai stabil  Astfel, in acest studiu prezentim o analiza
conformer al DPH 1n faza gazoasa . L . .

detaliata a conformatiei speciilor dimere ale
DPH, pe baza adistributiei Boltzmann. In plus, combinand tehnicile experimentale UV-
Vis si RMN cu metode computationale de mecanica cuantica am investigat efectul
acestor interactiuni asupra tranzitiilor electronice si al spectrelor RMN ale compusului.

In ultima parte a acestui studiu am investigat trasaturile vibrationale ale DPH.

4.2 Detalii experimentale si computationale
Spectrele de absorbtie optica ale DPH in ethanol au fost inregistrate la

temperatura camerei, folosind un spectrometru Jasco V-670 UV-Vis-NIR cu largimea
fantei de 2 nm. Spectrele 1H si 13C RMN au fost inregistrate la temperatura camerei
folosind un spectrometru Bruker AVANCE NMR (400.13 MHz pentru H si 100.63 MHz
pentru 13C, standard intern TMS). Probele au fost preparate prin dizolvarea DPH in

DMSO (semnalul 1H la 2.51 ppm si la 39.45 ppm pentru 13C). Spectrele Raman au fost
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inregistrate pe pulbere DPH, la temperatura camerei, folosind spectrometrul Renishaw
inVia Reflex, echipat cu detector CCD RenCam. In acest studiu au fost folosite liniile laser
excitatoare de 325, 532, 633, 785 si 1064 nm.

Optimizarea geometriei DPH si calculele "single point" au fost efectuate cu
programul Gaussian 09, rev. C.01 [Gau09] folosind metode DFT. Functionalele hibride
B3LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94] si APFD [APFD] au fost folosite impreuna cu seturi
de baza de tip Pople [Heh72, Fri84].

Spectrele de absorbtie au fost calculate la nivelul de teorie TD-B3LYP/6-
31+G(2d, 2p). Calculul deplasarilor chimice a fost efectuat folosind metoda GIAO [Dit74,
Wo0l90], cu functionala B3LYP si setul de baza 6-31+G(2d,2p).

Pentru modelarea spectrelor vibrationale ale DPH am folosit un model de cluster
compus din 5 molecule. Pentru aceasta am utilizat metoda ONIOM QM:QM, tratand
molecula care a fost optimizata complet (stratul "high") la nivelul de teorie B3LYP/6-
311+G(2d,p), iar cele 4 molecule vecine care au format stratul "low", la nivelul
B3LYP/3-21G. In plus, pentru monomer am testat performanta aproximatiei

anarmonice in reproducerea spectrului Raman.

4.3 Interactiuni de tip "hydrogen bonding" ale moleculei

difenilhidantoin
Pentru monomerul DPH sunt posibile doua structuri de energie minima si anume

structura prezentata in Fig.4.1 (conformerul A) si imaginea sa in oglinda (conformerul
B). Chiar daca cele doua structuri sunt echivalente din punct de vedere energetic si
spectroscopic, ambele trebuie luate In considerare la formarea posibililor dimeri ai DPH
[Lucl15]. Astfel, pentru conformerul A, inelul din stanga (C8-C9) este aproape coplanar
cu legatura C4-C5 din unitatea hidantoin, in timp ce al doilea inel fenil (C14-C15) este
aproximativ coplanar cu legatura C5-N1. Din cauza prezentei celor doua grupuri NH ca
si donoare de hidrogen si a doi atomi de oxigen ca si acceptori in legaturi HB, pot fi
formati diferiti dimeri legati prin HBs. In acest studiu am fost interesati numai de acest
tip de dimeri deoarece acestia sunt semnificativ mai stabili decat alte tipuri, formati de
exemplu prin interactiuni dispersive. In plus, numai dimerii formati prin doua legaturi

HB au fost luati in considerare.
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Fig. 4.2 Structurile optimizate B3LYP/6-31+G(2d,2p)

pentru dimerii DPH in gaz.

Un total de 12 dimeri formati
prin duble legaturi HB pot fi
formati (vezi Fig. 4.2), din care 6
sunt de tip AA si 6 de tip AB.
Dimerii de tip BB si BA nu au
fost considerati deoarece
acestia sunt imagini In oglinda
ai celor de tip AA, respectiv AB.
Geometriile celor 12 dimeri au
fost complet optimizate fara a
impune nici un fel de
constrangere si fiecare dintre
acestea corespund unor minime
pe suprafta de  energie
potentiala.

Vom  discuta mai  intai
caracteristicile structurale ale
monomerului,

pentru  care

parametrii geometrici au fost

Tabelul 4.2. Valorile calculate ale unghiurilor diedre si distantelor intre centroizii
inelelor fenil si atomii de oxigen pentru monomerul DPH in gaz, etanol si DMSO

Paramtru? gaz etanol DMSO date de raze X [Cam71]
Z(Ph1,Ph2) 81.59 76.03 77.57 89.56
Z (Ph1,Hyd) 73.32 73.87 73.73 65.67
Z (Ph2,Hyd) 66.98 70.86 69.87 65.95
d(X107) 4.263 4.250 4.253 4.226
d(X207) 4.012 4.002 4.003 3.968
d(X106) 5.473 5.531 5.528 5.513
d(X206) 5.779 5711 5.715 5.677

a) Ph1, Ph2 si Hyd sunt planele definite de inelele fenil C8-C13 si C14-C19 cu inelul
hydantoin; X1 si X2 sunt centroizii celor doua inele fenil.

raportati de catre Camerman et al. [Cam71] si discutati de asemenea de Tamir et al.

[Tam80].

Unghiurile dintre planele definite de cele doua inele fenil si unitatea hidantoin sunt

prezentate in Tabelul 4.2. Cel mai bun acord intre datele experimentale si cele calculate
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se observa in cazul moleculei in gaz, in particular pentru diedrul (Ph2,Hyd). In faza
lichida, unghiul dintre planele Ph1 si Hyd se modifica foarte putin comparativ cu cazul
fazei gazoase. Pe de alta parte, unghiul diedru (Ph1,Ph2) scade in solutie, concomitent
cu o crestere usoara a unghiului (Ph2,Hyd). Conform datelor din Tabelul 4.2, distanta
dintre centroizii inelelor fenil si atomii de oxigen din grupul carbonil nu este afectata
semnificativ de trecerea din faza gazoasa in cea lichidd. Observam de asemenea ca nu
exista diferente calitative intre parametrii geometrici ce caracterizeaza orientarea
relativa a inelelor fenil fatd de grupul hidantoin, pentru structurile dimere in faza
gazoasa si in etanol.
Tabelul 4.3 Energii relative (kcal mol, corectate ZPE) si populatii Boltzmann (%) ale celor

12 dimeri DPH 1n gaz (nivel de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p)) si in etanol si DMSO (nivel de
teorie PCM-B3LYP/6-31+G(2d,2p)), la temperature camerei

Gaz Etanol DMSO
Dimer AEzpg Populatie AEzpg Populatie AEzpg Populatie
1AA 1.22 3.62 0.98 5.75 1.04 5.54
2AA 0.00 14.26 0.02 14.46 0.06 14.19
3AA 1.09 4.50 0.46 13.85 0.46 14.41
4AA 2.07 0.44 1.28 1.73 1.27 1.83
5AA 0.24 19.13 0.53 12.28 0.58 11.81
6AA 0.36 7.77 1.28 1.74 1.36 1.58
1AB 1.47 2.39 1.02 5.36 1.03 5.50
2AB 0.01 14.02 0.00 15.07 0.00 15.66
3AB 1.20 3.79 0.47 13.63 0.48 13.93
4AB 2.11 0.40 1.23 1.90 1.21 2.03
5AB 0.22 19.72 0.54 12.17 0.59 11.63
6AB 0.21 9.97 1.18 2.06 1.26 1.88

Este rezonabil sa presupunem ca tdria interactiunilor de tip HB va juca un rol major in
stabilitatea dimerilor. Acest lucru este adevarat pentru dimerii solvatati, caz in care
structurile dimere cu lungimea mediata a legaturile HB mai scurta (dimerul 2AB) sunt
cele mai stabile, situatia fiind oglindita pentru structurile in faza gazoasa. Pentru acestea
din urma, cei mai stabili, dimerii aproape isoenergetici 2AA si 2AB au o lungime medie a
legaturile HB de 2.837 A, semnificativ mai scurtd decit dimerii imediat urmaitori in
ordinea cresterii energiei (6AB si 5AB).

Legaturile HB intermoleculare in cel mai stabil dimer 2AA duc la cresterea
lungimii legiturilor N-H si C=0 cu 0.021, respectiv 0.014 A, fati de monomer.

Diferentele apar din cauza ca molecula DPH este implicata in doua legaturi HB in toti
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dimerii investigati, in timp ce in stare solida fiecare monomer este conectat cu 4
molecule vecine, formand doui perechi de legituri HB echivalente de 2.784 si 2.884 A.
Dupa cum se observa in Tabelul 4.3, calculele noastre prezic o modificare dramatica a
energiilor relative ale unor dimeri la trecerea din faza gazoasa in faza lichida. Totusi, cei
doi dimeri 2AA si 2AB sunt cei mai stabili atat in gaz cat si in faza lichida. In particular,
dimerii 2AB si 2AA contribuie impreuna cu aproape 30 % din populatia totala in solutie.
In etanol si DMSO, dimerii 2AB, 2AA, 3AA, 3AB, 5AA si 5AB au energiile relative in
intervalul 0.59 kcal-mol, care ete mai mic decat energia termica corespunzadtoare
temperaturii camerei. Chiar daca sunt semnificativ mai destabilizati energetic, datorita
degenerarii de simetrie, dimerii 1AA si 1AB au populatii apreciabile, mai mari de 5%.

4.4 Tranzitii electronice ale moleculei difenilhidantoin
Spectrele UV-Vis ale DPH in etanol (vezi Fig. 4.4) au fost Inregistrate la 5

concentratii, de la 10-> M la 10-* M. Se observa un usor shift, de la 204 nm la 211 nm
pentru Amax, 0data cu cresterea concentratiei. Conform rezultatelor teoretice, cele mai
intense tranzitii electronice ale monomerului DPH sunt prezise in regiunea UV, in foarte
bun acord cu datele experimentale. Contributia principala la tranzitia SO - S1 este
datorata excitatiei HOMO-LUMO. Am atribuit aceasta tranzitie unui transfer intra-
molecular de sarcina Intre inelele fenil si grupul hidantoin. Inset-ul din Fig. 4.4 arata
deconvolutia spectrului UV experimental pentru concentratia de 7.5:10-> M, cu peak-uri
la 204 nm, 209 nm, 216 nm si 230 nm. Primele 3 peak-uri rezultate prin deconvolutie
pot fi puse in corespondenta cu primele 3 benzi de absorbtie simulate. Ultimul peak
deconvolutat, de la 230 nm, este deplasat apreciabil spre albastru comparativ cu banda
de absorbtie simulata de la 247 nm.

Pe baza calculelor DFT presupunem ca pentru concentratii mai mici de 5-10->M
contributia dominanta la spectrul de absorbtie este datoratd monomerilor si peak-ul
experimental este datorat tranzitiei calculate pentru monomeri la 201-208 nm. Se
observa o asimetrie clara a curbelor de absorbtie pentru toate concentratiile. Acestea

mascheaza un umar la cca. 230 nm, care poate fi identificat prin deconvolutie.
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Fig. 4.4 Spectrele UV-Vis experimentale (linia continua) si simulate (linia intrerupta) ale
DPH in ethanol, la 5 concentratii. Spectrele simulate au fost calculate pentru monomerul DPH
si 8 cei mai stabili dimeri in etanol, a caror populatie Boltzmann cumulata este de 92.6 %. In
inset este ilustrat spectrul exnerimental deconvolutat inregistrat la 7.5-10-5 M.

Deplasarea spre rosu a Amax (de la 205 nm la 211 nm), observata ca rezultat al

cresterii concentratiei, poate fi explicata prin cresterea populatiei dimerilor, datorata
cresterii concentratiei de la 5-10->la 10-4M. Conform energiilor libere relative calculate,
dimerii DPH 2AB si 2AA sunt cei mai stabili si mai abundenti in etanol. In mod asteptat,
spectrele UV ale celorlati 7 dimeri au absorbtii similare cu cele ale dimerului 2AB. Pe
baza calculelor efectuate pe modele de monomer si dimer consideram ca peak-ul
experimental de la A=205 nm indica o absorbtie de 100% a monomerilor. De asemenea,
populatia monomerilor este dominanta pentru concentratii mai mici de 5-10-5> M. Curba
UV intermediara cu peak-ul la A=208 nm apare ca rezultat al absorbtiei mixte, 50%
populatie de monomeri si 50% de dimeri. Peak-ul experimental de la A=211 nm este

datorat in proportie de 100% dimerilor.

4.5 Analiza RMN a moleculei difenilhidantoin
Deplasarile chimice experimentale si cele calculate (ponderate dupa populatii)

pentru monomer si pentru cei 12 dimeri investigati ai DPH in DMSO sunt listate in

Tabelul 4.6.
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Conform datelor din tabel, diferentele principale intre valorile experimentale si cele
calculate pentru monomer se observa pentru nucleul C5, precum si pentru protonii H30
si H31. Interactiunile HB pot afecta ecranarea celor doi protoni. Acesta este cazul, intr-

adevar, si calculele efectuate pentru dimeri arata ca aceste interactiuni intermoleculare

Tabelul 4.6 Deplasari chimice experimentale si calculate (in ppm) pentru DPH in DMSO

Date Date calculate?)
Atom experimentale?) | Monomer | Dimer
C4 174.81 174.73 174.40
C2 156.00 153.99 156.32
C8,C14 139.90 138.87 139.71
C10,C12,C16,C18 128.45 126.89 126.46
C11,C17 127.98 126.70 126.48
€9,C13,C15,C19 126.57 126.14 126.11
C5 70.22 77.70 76.96
H31 11.18 8.40 11.50
H30 9.39 6.67 5.64
H22,H27 7.35 7.99 7.75
H20,H21,H23-H26, H28,H29 7.41 7.84 7.70
MAE - 1.86 1.49

a) Date RMN 1H si 13C pentru DPH In DMSO fatd de TMS.

b) Deplasarile chimice calculate la nivelul de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p).; datele pentru
dimer au fost deduse ca medie ponderata a deplasarilor chimice calculate pentru 8 cei mai
stabili dimeri ai DPH in DMSQO, a caror populatie Boltzmann cumulate este de 92.7 %.

modifica densitatea de sarcina a gruparii hidantoin, avand ca rezultat o modificare
semnificativa a deplasarii chimice pentru nucleele C2 si H31 si intr-o masura mai mica
pentru nucleul H30. Valoarea deplasarii chimice pentru nucleul C5 in dimer se
imbunatateste foarte putin comparativ cu cazul monomerului. Motivul poate fi acela ca
nucleul C5 este ecranat de catre inelele fenil mult mai puternic decat poate fi prezis de
catre modelul continuu de solvatare PCM. Dimerii 5AB si 1AB dau un acord imbunatatit
intre datele experimentale si cele calculate pentru protonul H30, in detrimentul unui
acord mai slab pentru protonul H31. Cu toate acestea, valorile calculate
corespunzdtoare pentru dimerii individuali, precum si media ponderata sunt
inacceptabil de departe de valorile experimentale. Aceasta discrepanta poate fi atribuita

ne-includerii interactiunilor specifice solut-solvent in modelul computational.

4.6 Trasaturi vibrationale ale moleculei difenilhidantoin
Pentru o atribuire corecta a spectrului Raman al DPH, in acest studiu ne-am

bazat pe comparatia cu spectrul Raman al compusului 2,4-imidazolidinedione [Biorad],
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precum si pe spectrul Raman calculat prin metode DFT a unui cluster compus din 5
molecule DPH si pe spectrul calculat in aproximatia anarmonica al dimerului DPH.

In Fig. 4.6 este dat spectrul Raman experimental al DPH. Fig. 4.8 arata spectrul
Raman calculat al DPH folosind doud modele si doua metodologii computationale. Curba
de sus reprezinta spectrul calculat bazat pe metodologie QM:QM unde pentru stratul
"low" compus din 4 molecule vecine am folosit nivelul de teorie B3LYP/3-21G, in timp
ce pentru stratul "high" care contine o singura moleculd complet optimizata, am folosit
nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2d,p). Pentru cea de-a doua metodologie
computationala am folosit modelul de monomer model solvatat in apa si calculele au
fost efectuate In aproximatia anarmonica [Barl4, Corl6], bazatda pe teoria
perturbationala vibrationala de ordin doi (VPT2) [Pic15], la nivelul de teorie APFD/6-
311+G(2d,p).

3070
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Fig. 4.6 Spectrul Raman experimental al DPH sub forma de pulbere la temperatura camerei
Dupa cum se observa in Fig. 4.8, spectrul experimental este mult mai bine reprodus de
catre modelul cluster tratat cu metoda ONIOM, in intreg domeniul spectral. In
particular, poate fi notat excelentul acord intre benzile Raman asociate cu vibratiile de
stretching ale grupului carbonil, dar si trasaturile spectrale observate In domeniul
spectral 1072-1234 cm si 602-784 cm-l. Merita mentionat ca pe langa faptul ca

furnizeaza un acord mult mai bun cu datele experimentale, calculele pe modelul cluster
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ofera avantajul ca sunt cu doua ordine de marime mai rapide (24 ore si 23 minutes,
comparativ cu 3182 hours si 43 minutes) decat cele anarmonice.
Atribuirea modurilor de vibratie a fost facuta prin compararea directa a

spectrelor experimentale si calculate considerand atat numerele de unda cat si

Calculated QM:QM (scaled)

Experimental (633 nm excitation)

Calculated

(anharmonic, APFD/6-311+G(2d,p)) b=

1003

Raman activity (a.u.)

2(I10I I I4(I)0I | IB(I)OI I I8(I)0I | ‘I10I0(Il | ‘I|2I0(; | 14I00 I ‘IIGIO(I) | :18I00
Raman shift (cm")
Fig. 4.8 sus: Spectrul Raman calculat QM:QM al DPH; mijloc: Spectrul Raman experimental
al DPH la temperatura camerei (linia laser 633 nm); jos: Spectrul Raman calculat anarmonic
la nivelul de teorie APDF/6-311+G(2d,p) al monomerului DPH in gaz
intensitatile relative ale benzilor, dar si prin compararea cu spectrele vibrationale ale
unor compusi similari: hidantoinul [Kim03, Ild12, Biorad] si radicalul fenil [Lap01].

In primul rand notam faptul ca benzile IR observate pentru DPH la 1774 si 1717

cm-! corespund celor mai intense benzi IR experimentale de la 1779 si 1717 cm-1 pentru
hidantoin. Alte benzi IR ale hidantoinului (3265, 1296, 641 si 440 cm [Biorad])
observate in spectrul DPH sunt cele de la 3272, 1285, 641 si 453 cm-1.
Existda de asemenea benzi Raman caracteristice pentru hidantoin (2977, 1735, 1698,
1071, 1000, 908, 642 si 414 cm-! [Biorad]) care pot fi observate in spectrul DPH foarte
apropiate in pozitie, dar cu intensitate semnificativ mai mica (2976, 1737, 1698, 1072,
1003, 914, 640 si 429 cm1). Pe de alta parte, doua benzi Raman intense din spectrul
hidantoinului de la 1422 si 580 cm-! nu sunt observate in spectrul DPH.

Dupa cum se observa in Fig. 4.6, cel putin 3 peak-uri pot fi identificate in
spectrele Raman si IR al DPH in domeniul spectral caracteristic pentru vibratiile de

stretch ale grupului carbonil.
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Datorita grupurilor sale NH si C=0, molecula DPH este disponibila pentru formarea de
legaturi HB, atat In stare solida cat si In stare lichida. Am atribuit aceste benzi din jurul
valorii de 1750 cm vibratiilor de stretch simmetric si asimetric ale moleculei libere si
respectiv moleculei implicate In legaturi HB.
Alte benzi Raman caracteristice DPH sunt observate la 1601 si 1583 cml, ambele
corespunzand vibratiilor stretch CC din grupurile fenil. Banda de la 1194 cm™ este
datorata vibratiilor de stretching intre grupurile hidantoin si fenil.
Banda de la 1003 cm™! (cea mai intensa in spectrul Raman al DPH) este datorata unui
mod care implica vibratii CCC bendings in grupurile fenil dar si CNC bendings in grupul
hidantoin. Spectrul Raman al hidantoinului pur contine o banda slaba la 1000 cm-1.
Merita mentionata prezenta unei benzi intense la 1422 cm-! in spectrul Raman al
hidantoinului, corespunzatoare vibratiilor f(CHz). O alta banda a hidantoinului care
dispare in spectrul Raman al DPH este observata la 580 cm! (deformare out-of-plane a
grupului hidantoin cuplata cu vibratia CH2 rocking). Aceasta deformare este impiedicata
in DPH datorita conectarii cu grupurile fenil si aceasta explica extinctia benzii
corespunzdtoare. Subliniem ca atribuirea corecta a benzilor de vibragie in cazul
structurilor complexe precum ingredientii activi farmaceutic poate fi facuta numai prin
analiza spectrelor grupurilor constituente.
Mentionam de asemenea cd desi spectrele Raman inregistrate cu diferite linii laser
excitatoare sunt foarte asemanatoare, o modificare semnificativa este observata in ceea
ce priveste intensitatile benzilor atunci cand se schimba linia excitatoare de la 325 nm
la 785 nm. Astfel, laserul de 785 nm da benzi Raman mai intense in domeniul spectral
100-800 cm, in timp ce in domeniul 800-1800 cm-1, cele mai intense benzi se obtin cu
linia excitatoare de 325 nm. O crestere semnificativa a intensitatilor este observata in
particular pentru benzile de la 1601, 1757 si 1195 cm-1.
Modificari asemanatoare au fost observate anterior de catre Thorley et al. [Tho06]. La
fel ca si In cazul nostru, studiul mentionat anterior demonstreaza ca laserul UV produce
benzi Raman mai intense in regiune de numere de unda mai mari. Nergui et al. [Ner16]
au propus ca pentru adenind, dependenta intensitatilor Raman de lungimea de unda a
laserului folosit poate fi explicata pe baza conditiei de pre-rezonanta, chiar daca laserul
excitator este departe de rezonanta. Cel mai probabil aceeasi presupunere este valabila
pentru cresterea activitatilor Raman ale benzilor din regiunea numerelor de unda mari
pentru DPH. O alta explicatie poate fi dependenta polarizabilitatii DPH de lungimea de
unda a laserului excitator. Investigatii suplimentare sunt necesare pentru clarificarea

acestui comportament.
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4.7 Concluzii

Structurile geometrice ale monomerului si a 12 dimeri unici ai moleculei 5,5-

diphenylhydantoin au fost investigate la nivelul de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p).
Energiile relative corectate ZPE pentru dimerii DPH arata ca aceeasi doi dimeri (2AA
and 2AB) sunt cei mai stabili atat in gaz cat si in solutie, dar o importanta modificare se
produce in ceea ce priveste stabilitatea relativa a celorlati 10 dimeri. Pentru monomerul
DPH, unghiul diedru care defineste orientarea relativa a celor doua inele fenil in solutie
scade apreciabil comparativ cu structura din stare solidda, simultan cu o crestere
similara a diedrelor dintre grupurile fenil si grupul hidantoin. Pe de alta parte, se obtine
un acord aproape cantitativ intre distantele calculate dintre centroiziii grupurilor fenil
si cei doi atomi de oxigen ai moleculei in faza lichida si solida.
Spectrele experimentale UV-Vis si RMN ale DPH au fost explicate pe baza contributiilor
ponderate prin populatiile Boltzmann datorate monomerilor si dimerilor. Toate
excitatiile electronice permise sunt dominate de tranzitii de transfer de sarcina intre
subunitatile moleculei.

Deplasarile chimice 1H si 13C ale DPH in DMSO au fost explicate prin considerarea
datelor calculate si ponderate prin populatiile Boltzmann corespunzatoare celor 6
dimeri. Singura discrepantda intre datele experimentale si cele calculate poate fi
explicata prin faptul ca nu sunt luate in considerare interactiunile solut - solvent.

Spectrul Raman experimental a fost obtinut utilizand 5 linii laser excitatoare si
atribuirea modurilor de vibratie a fost facuta pe baza spectrului calculat pentru un
cluster de 5 molecule DPH. In acest scop am folosit metodologie QM:QM (doua straturi,
nivelul de teorie B3LYP/3-21G pentru stratul "low" si nivelul de teorie B3LYP/6-
311+G(2d,p) pentru stratul "high"). Aceasta metodologie a fost demonstrata ca fiind
mult mai convenabilda comparativ cu calculele anarmonice, datorita timpului de calcul
necesar mult mai scurt pentru rularea job-urilor.

Benzile Raman in spectrul inregistrat cu laserul de 325 nm sunt de intensitate mai
mare comparativ cu celelalte lasere, in domeniul de numere de unda mai mari de 800
cml. Pentru domeniul numerelor de unda mai mici, laserul de 785 nm conduce la
obtinerea de benzi Raman mai intense. Acest comportament ar putea fi explicat pe baza
conditiilor de pre-rezonanta si de dependenta polarizabilitatii moleculei de laserul

folosit pentru excitare.
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Capitolul 5
SPATIUL CONFORMATIONAL SI STARILE EXCITATE DE JOASA
ENERGIE ALE MOLECULEI IMATINIB

5.1 Introducere

Imatinib, (IMT, vezi Fig. 5.1), este un inhibitor al tyrosin-kinazei (TKI) de prima
generatie, folosit In principal in tratamentul leucemiei mielogene cronice si pentru
tumorile stromale gastrointestinale [Mul09, Ksi11, Had14]. Acesta actioneaza selectiv
asupra tirozin-kinazei Abl [Sch09, Zha(09, Zhal0], asupra receptorului factorului de
crestere al celulelor Mast/stem (c-Kit) si a receptorilor factorului de crestere derivat din
plachetele sanguine (PDGF-R) [Rub02, Mak02].

Descrierea cu acuratete a aranjamentului 3D si a proprietatilor moleculare ale
starilor conformationale accesibile termic ale IMT este cruciala pentru intelegerea
interactiunilor sale cu receptorii[Ale10, Chell, Lop12, Pis14].

Surprinzator, in ciuda importantei spatiului conformational, exista foarte putine date
raportate in literatura referitoare la conformerii IMT [Mucl1, Chell]. Pentru acest
motiv, pe langa spatiul conformational, un alt interes in studiul de fata a fost acela de a
compara structura 3D a conformatiilor bioactive gasite pentru IMT in diferiti complecsi
IMT-tirozin-kinaza [Sch09, Zha09, Xio08, Che11] cu alte conformatii posibile.

5.2 Detalii experimental si computationale

Spectrele UV-Vis ale IMT in apa au fost inregistrate la temperatura camerei,
folosind un spectrometru de tip Jasco V-670 UV-Vis-NIR, cu latimea fantei de 2 nm si o
cuveta de cuarf de 1 cm grosime.

Spatiul conformational al IMT a fost explorat folosind programul Tinker, cu
campul de forte de mecanica moleculara MMFF94 [Shil3]. In acest mod au fost
identificati 4024 conformeri, intr-un domeniu energetic de 34 kcal-mol-l. Pentru
urmatoarea parte a studiului am folosit functionala hibrida B3LYP [Bec93, Lee88,
Vos80, Ste94] impreuna cu setul de baza "spectroscopic” 6-31G(d) (BS1) si cu setul 6-
31+G(d,p) (BS2). Pe langa cei 45 de conformeri cei mai stabili determinati prin calcule
MM si ale caror energii libere relative sunt in intervalul 0-3.5 kcal-mol-1, am optimizat
de asemenea geometriile structurilor IMT corespunzatoare celor doua forme
polimorfice din complecsii c-Abl kinase. Astfel, un total de 49 de conformeri au fost

optimizati, cu energii relative in intervalul 0 - 4.80 kcal-mol-1. In sfarsit, structurile astfel
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PCM-B3LYP/6-31+G(d,p)
PCM-CAM-B3LYP/6-31+G(d,p)

Fig. 5.1 a) Structurile optimizate ale celui mai stabil conformer al IMT in apa (5) la nivelul
de teorie (PCM)-B3LYP/6-31+G(d,p); b) Structurile optimizate suprapuse ale celui mai
stabil conformer IMT in apa (5) optimizat la 3 nivele de teorie diferite.

obtinute in faza gazoasa au fost reoptimizate in apa la nivelele de teorie B3LYP/BS1 si
B3LYP/BS2, folosind modelul de solvatare PCM [TomO05]. Fig. 5.2 prezinta primii 9 cei
mai stabili conformeri cu energii relative In domeniul energiei temperaturii camerei
(0.592 kcal-mol1). Pentru comparatie am inclus de asemenea si cele doua structuri
optimizate si experimentale corespunzatoare conformerilor din complexul c-Abl kinaza
si in polimorfii a si B ai IMT.

Spectrele de absorbtie au fost calculate folosind functionala CAM-B3LYP [Yan(04]
cu setul de baza 6-31+G(d,p) si spectrul UV-Vis simulat a fost obtinut prin insumarea
contributiilor tranzitiilor in primele 80 de stari electronice excitate de singlet.

5.3 Spatiul conformational al moleculei Imatinib

Cea mai vizibila diferenta dintre conformerii de tip C si T poate fi observata intre

cei care difera prin unghiul de rotatie in jurul legaturii N13-C14.
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o—form pB—form

A-c-Abl B-c-Abl

Fig. 5.2 Structurile optimizate la nivelul de teorie PCM-B3LYP/6-31+G(d,p) a celor mai stabili
9 conformeri ai IMT 1n apa, impreuna cu formele cristaline « si  [Gri13], precum si cele doua
forme A si B din complexul c-Abl [Nag02]. (reprodsa din ref. [Vin15])

Conformerii continand in notatia lor in al saselea dublet simbolurile C- si C+ (vezi
Tabelul 5.2) au o structura sub forma de V, [Nag02], iar cei care contin dubletul T- si T+
au structura de forma U (vezi Fig. 5.2). Numai conformerul (15) are o forma de tip S, cea
mai apropiata de formele polimorfice a si 8 si de structurile din complecsii IMT-c-Abl.
Am acordat atentie speciala fragmentului piperazine al IMT. In forma a N,N’-dimetil-

piperazing, care, conform calculelor noastre, este mai stabila decat forma "skewed boat"
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cu 8.23 kcal-mol-, cele doua legaturi N-CHz pot ramane ecuatorial sau axial, conducand
la 3 conformatii diferite, eq-eq, eq-ax si ax-ax, cu energii Gibbs relative de 0.00, 6.47 si
respectiv 7.69 kcal-mol-1.

Cel mai stabil conformer in gaz (1) are fragmentul piperazina sub forma "chair" cu
conformatie eq-eq. Conform datelor din Fig. 5.2, aceasta conformatie este mentinuta
pentru toti conformerii considerati in domeniul de energii relative 0-0.49 kcal-mol-1.
Dupa cum se observa in Tabelul 5.2, primii 9 cei mai stabili conformei In apa sunt
dominanti, cu o populatie Boltzmann totala mai mare de 68%. Cel mai stabil in gaz este
conformerul (1), iar conformerul (5) este cel mai stabilizat In apa; diferentele principale
intre structurile celor doi conformeri consta In orientarea relativa a grupului piperazina
fata de restul moleculei. O astfel de diferenta este de asteptat daca se {ine cont de faptul
ca acest grup reprezinta partea hidrofobica a IMT [Nag0Z2]. Unghiul diedru a dintre
inelele piridina si metilbenzen are valori intre 50° si 90° in complecsii inhibitor-
proteina de tip II, dar pentru primii 9 cei mai stabili conformeri IMT, unghiul « oscileaza
intre 35° + 32¢. Unghiul  dintre grupurile piperazina si metilbenzen este distribuit intre
0° si 90° in complecsii proteina-imatinib si la fel se intampla pentru conformerii a caror
unghiuri 8 sunt intre 42° si 77°.

Tabelul 5.4 contine unghiurile diedre experimentale ale IMT pentru complexul c-Abl
kinase [Nag02], dar si cele pentru formele polimorfice a si 8 [Gril3]. Unghiul diedru &5
pentru IMT in complexul tirozin kinaza este de 97.5° ceea ce rezulta intr-o valoare de
92.6° pentru unghiul «, caracteristic pentru inhibitorii de tip II.

Merita notat ca numai conformerul (15) are o structura de forma S, asemanatoare
conformatiei din starea solidda a polimorfilor [Gril3] si din complexul c-Abl-IMT
[Nag02]. In plus, din Fig. 5.2 este evident ca diferenta majora dintre structurile
conformerilor liberi de forma V si conformerul bioactiv legat de c-Abl kinaza consta in
orientarea relativa a grupurilor pirimidina-piridina, partea prin care ligandul IMT se
leaga la site-ul ATP al TK.

Pentru a incheia discutia despre trasaturile structurale ale conformerilor IMT, mai
evidentiem faptul ca setul de baza BS1 reprezinta un bun compromis pentru obtinerea
geometriilor optimizate, a energiilor relative si chiar a energiilor de excitare, cel putin

pentru molecule mici si medii [Jual3, Per13, Sur14, Chil4, Sjo14].
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Table 5.2 Energii libere relative si populatii Boltzmann ale celor 20 cei mai stabili conformeri
ai IMT in gaz [nivel de teorie B3LYP/6-31G(d)] si in apa [nivele de teorie PCM-B3LYP/6-
31G(d) si PCM-B3LYP/6-31+G(d,p)] la temperatura camerei

Gaz Apa Apa
Conformer B3LYP/6-31G(d) | PCM-B3LYP/6-31G(d) | PCM-B3LYP/6-31+G(d,p)
AG2 Populatie AGP Populatie AGe Populatie
(kcal-mol-1) (%) (kcal-mol1) (%) (kcal-mol-1) (%)
G'A"C'((i')C*C'T' 0.00 16.24 0.31 6.15 1.06 1.85
G'AJ'C'(CZ')(:*C*T' 0.40 8.38 0.35 5.75 1.07 1.83
T'G"Cig')C'C'T' 0.40 8.37 0.26 6.64 0.27 7.07
G‘A"C'((Z)C*C'T* 0.44 7.82 0.14 8.12 0.66 3.67
T'A'C'(CS')C'C*T' 0.48 7.28 0.00 10.33 0.00 11.13
T'G+C'(C6'§+C+T+ 0.69 5.16 0.35 5.74 0.26 7.22
G'A’“C*(%C*C'T' 0.71 4.95 051 4.38 0.34 6.29
G'G'C'(Ci;g"C*T' 0.72 4.84 0.85 2.49 0.65 3.72
T'G"C*(f);c'c*T' 0.74 4.72 0.83 258 0.94 228
T-G+C-C-C-T+T+ 0.97 3.22 0.16 7.86 0.41 5.57
(10)
G-A+C-C-C+C-C- 0.97 3.20 0.29 6.31 0.63 3.87
(11)
T-GHEHCACATT- 1 g7 3.19 1.18 1.45 0.78 3.00
(12)
T-G+Czrf?:r)C-C+C- 1.02 2.97 0.42 5.14 0.03 10.59
T-G+C-C-C+T-T- 1.04 2.87 0.47 4.73 0.49 4.84
(14)
T-G+C-T+C-T+T- 1.04 284 1.12 1.59 1.69 0.64
(15)
T-G+C4(-EE;I-C+C+ 1.05 283 0.15 8.07 0.03 10.63
G-A+C-C-C+C-C+ 1.05 2.81 0.43 5.05 1.09 1.76
(17)
T-G+C-C+C+T-T- 1.05 2.79 0.48 4.66 0.49 4.86
(18)
TACCCTCr g 2.77 1.13 1.56 0.98 2.13
(19)
G'A”C('ZC(')():*T'T' 1.06 2.76 1.20 138 0.72 330

arelativ la conformerul (1)
brelativ la conformerul (5)
crelativ la conformerul (5)

Pe de alta parte, setul de baza afecteaza drastic stabilitatea relativa a
conformerilor. Este posibil sa estimam diferenta entalpiilor de fuziune dintre cele doua
forme polimorfice ca si diferenta dintre entalpiile conformerilor in faza gazoasa [Pol01,

Kla00].
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Table 5.4 Unghiuri diedre experimentale si calculate si energii libere relative ale formelor
cristaline o si 3 ale IMT [Dic09] si ale formelor A si B in complexul tyrozin kinaza [Ste94] si
conformerii lor optimizati in apa. Exp. date experimentale, Opt. Optimizat; A, B. Cele doua
forme din complexul c-Abl kinaza cu IMT [Ste94]; «, B - cele doua structuri ale polimorfilor
si B ai IMT [Chel1]

AG?d) (oM b, D D, <b/5 D b,
Exp.A 1 a | -1790 | 494 157 | -176.6 | 975 0.5 170.3
[Nag02]
Opt-A |1 7] 1666 | 46.0 273 | -1754 | 1128 5.3 156.6
water
Exp.B
(Nagoz] | ™2 | 1798 | 494 246 | -1798 | 975 0.5 12.1
Opt-B |1 60| -1680 | 534 276 | -1763 | 1123 5.4 -23.7
water
Bxp.a | o 11657 | 435 258 | -1646 | 77.9 -26.9 36.6
[Gril3]
Opt.a |4 19].1677 | 488 292 | -168.7 -6.1 0.8 24.4
water
Exp. B
Grigg] | M | 1683 | 237 35.3 129.2 | -113.3 3.9 13.2
OPtB |1 471 1675 | 522 27.8 -0.6 -111.0 -6.8 -24.1
water
a) relativ la conformerul (5)
n.a. - not available

Astfel, pentru o solutie ideala, fractia molara x a solutului la saturatie depinde de
entalpia de fuziune AH, capacitatea calorica molara ACp, temperatura de topire Tm si

temperatura T a solutiei [Pol01]:
1 1
x =exp(=(AH/R) - G =) + (ACy/R ) (T = T)/T + In(T/T)) (5.1)
Pentru IMT, diferenta entalpiilor de fuziune am estimat-o ca si Hg-Ho« = 2.45
k]-mol-! si diferenta capacitatilor calorice AC, este aproximata ca si diferenta entropiilor
de fuziune (ASg-AS« = -3.67 JK-lmol1) pentru tranzitia de la forma cristalina la forma

lichidului superracit (AS=Sgas-Swater). Raportul x«/xp a fost obtinut pe baza ecuatiei:

Xo/Xg = exp (HB;H“ : (% - T:Im) - ASB;ASD‘ : (TmT_T + In (ﬁ))) (5.2)

unde Tmm = 494.5 K este valoarea medie a temperaturilor de topire ale celor doi

polimorfi [Gril3]. La temperatura camerei (T=298 K) am obtinut o valoare de 2.26
pentru raportul fractiilor molare, in acord excelent cu datele experimentale, conform
carora polimorful a este de 2.5 mai solubil decat forma .

In plus, considerand diferenta entalpiilor de fuziune experimentale dintre formele a si 3

(3.18 kJ-mol-1) [Gril3] calculele noastre arata ca o parte de 2.45 kJ-mol-! din aceasta
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este datorata diferentei conformationale si 0.73 k]-mol-! este datorata interactiunilor de
tip Van der Waals din cristal.
5.4 Tranzitii electronice si spectrul UV-Vis al moleculei Imatinib

Figura 5.4 arata evolutia spectrului UV-Vis al IMT in apa in functie de concentratie,

in domeniul 10->-10-4M. In timp ce pentru peak-ul de la cca. 195-203 nm se observa o

Concentration
(10° M)
—10

3.0 +

/ ;258

254!

204

)267 257

Fi

1.5 5

Absorbance

1.0 S

0.5 4

0.0 5 y T T T T T T
180 200 220 240 26I‘0 2é0 3(1}0 350 3:10 360 380 400
Wavelength (nm)

Fig. 5.4 Dependenta de concentratie a spectrului de absorbtie al IMT 1n apa la temperatura
camerei. Spectrul simulat a fost obtinut ca si media ponderata prin populatiile Boltzmann
ale spectrelor celor 9 cei mai stabili conformeri in apa. Spectrul de linii corespunde

conformerului (5).
usoara deplasare spre rosu prin cresterea concentratiei, celelalte doua peak-uri de

absorbtie de la 237 nm si 257 nm nu-si schimba pozitiile.

Spectrul UV-Vis al IMT a fost calculat la nivelul de teorie CAM-
B3LYP/BS2//B3LYP/BS2. Pentru concentratii mai mici de 104 M este presupus ca
monomerii contribuie predominant la spectrul de absorbtie in solutie. Energiile Gibbs
relative (AG) si populatiile date in Tabelul 5.2 sugereaza o contributie predominanta la
spectrele UV-Vis ale IMT in apa provine de la cei 9 cei mai stabili monomeri (5), (16),
(13), (6), (3), (7), (10), (18) si (14) ale caror energii sunt in domeniul 0.49 kcal-mol-1
si Impreuna dau o populatie mai mare de 68% din populatia totalda. Dupa cum se
observa in Fig. 5.4, pozitiile si intensitatile benzilor experimentale sunt reproduse foarte

bine prin calcul.
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Conform calculelor DFT, fiecare dintre cei 9 cei mai stabili conformeri ai IMT dau
in principal 4 benzi de absorbtie calculate: in jur de 190 nm, datorata In principal
tranzitiei HOMO-6—LUMO+4; la 254 nm, datorata tranzitiei HOMO-2—LUMO+1; la 265
nm, datorata tranzifiei HOMO—LUMO+1 si la 270 nm datorata tranzitiilor
HOMO—LUMO+1 si HOMO—LUMO+2.

Analiza formei orbitalilor moleculari implicati in tranzitiile mentionate pentru
conformerul (5) In apa arata ca tranzitia de cea mai mare energie observata in apa
(HOMO-6—LUMO+4) de la 190 nm se datoreaza in principal unei redistribuiri a sarcinii
electronice in grupul fenil. Tranzitia electronica HOMO-2—LUMO+1 de la 254 nm apare
ca rezultat al unui transfer de sarcina de la grupurile metilbenzen si piperazina la
grupul fenil, simultan cu o redistribuire a sarcinii in inelul metilbenzen. Orbitalul HOMO
este delocalizat peste grupurile metilbenzen, pirimidina si amida. Tranzitiile de cea mai
joasa energie HOMO— LUMO+1 si HOMO-LUMO+2 simulate in apa la 258 nm si
observate experimental la 257 nm este datorata transferului de sarcina de la grupurile

metilbenzen si pyrimidina la inelul fenil.
5.5 Concluzii

Combinand calcule de mecanica moleculara si de tip DFT am reusit sa caracterizam
20 de conformeri ai IMT, toti fiind confirmati ca si minime pe suprafata de energie
potentiala. Energiile Gibbs relative ale celor 9 cei mai stabili monomeri ai IMT in apa
sunt In domeniul 0 - 0.49 kcal-mol! si Impreuna dau o populatie de peste 68% din
populatia totala.
In solutie apoasa IMT prezinta trei peak-uri de absorbtie UV-Vis in domeniul 195-
203 nm, 237 nm si 257 nm. Am facut atribuirea tranzitiilor electronice pe baza
spectrelor calculate si mediate prin populatiile Boltzmann ale monomerilor IMT in apa.
In timp ce setul de baza 6-31G(d) pare a fi o alegere optima pentru optimizarea
geometriilor conformerilor IMT si pentru compusi asemanadtori, pentru calculul
energiilor relative si a energiilor de excitare electronica este necesar setul de baza 6-
31+G(d,p). Reproducerea cantitativa a peak-ului de absorbtie electronica de cea mai
joasa energie a fost posibila numai prin folosirea functionalei CAM-B3LYP.
Pe baza datelor termochimice calculate am estimat o valoare de 2.26 pentru raportul
fractiilor molare xq/xg corespunzatoare celor doud forme polimorfice cunoscute ale

IMT, in excelent acord cu datele experimentale existente in literatura de specialitate.
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