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Introducere 

 Proprietăţile fizico-chimice ale ingredientelor active farmaceutic (APIs) sunt 

puternic influenţate de către aranjamentul moleculelor în cristal, aranjament care este 

determinat la rândul său de către spaţiul conformational al moleculelor componente 

[Dat04]. Aşadar, structura API, precum şi mediul molecular al acestora joacă un rol 

dominant asupra proprietăţilor fizico-chimice precum: solubilitatea, viteza de dizolvare, 

stabilitatea, absorbţia, higroscopicitatea şi biodisponibilitatea. Pentru aceste motive 

este clar că înţelegerea relaţiei dintre structura fizică şi proprietăţile unui API particular 

este crucială pentru dezvoltarea acestuia ca şi medicament. 

 O problemă importantă pentru indistria farmaceutică o constituie falsificarea 

medicamentelor, atât pentru produsele originale (brand) cât şi pentru cele generice  

[Deg14, Ora15]. Riscurile asociate cu înlocuirea medicamentelor brand cu substituenţi 

generici sunt importante datorită faptului că ultimele pot să prezinte efecte adverse în 

timpul terapiei [Kra07, Bia10, Vai15, Ati16].  

 Caracterizarea spectroscopică a APIs este de importanţă deosebită pentru 

industria farmaceutică. In ultimul timp, pentru determinarea structurii API, dar şi 

pentru a releva transformări structurale subtile la trecerea din faza solidă în cea lichidă, 

se folosesc sinergic diferite metode experimentale şi computaţionale [Pin17, Hig17, 

Buc17]. Combinarea metodelor experimentale şi computaţionale de chimie cuantică 

poate aduce informaţii noi şi utile legate de geometria şi structura electronică a APIs. 

Luând în considerare probleme menţionate mai sus, în timpul cercetărilor pentru 

această teză de doctorat ne-am propus obţinerea de informaţii noi referitoare la 

structura şi proprietăţile electronice ale unei serii APIs folosite pentru producerea de 

medicamente antiepileptice şi anticancerigene. Pentru aceasta am corelat rezultate 

obţinute prin folosirea tehnicilor experimentale (Raman, IR, UV-Vis, NMR) şi 

computaţionale. 

 Teza este împărţită în două mari părţi. Prima parte include această introducere 

precum şi primele două capitole. In primul capitol am făcut o introducere generală în 

teoria funcţionalei de densitate (DFT).  

Cel de-al doilea capitol al tezei prezintă detaliile experimentale şi computaţionale 

valabile pentru toţi compuşii investigaţi. Detalii particulare referitoare la fiecare 

compus sunt prezentate în secţiunea corespunzătoare din capitolul dedicat acestuia. 

 Partea a doua a tezei conţine trei capitole, câte unul pentru fiecare API investigat. 

In capitolul 3 am prezentat rezultatele obţinute din analiza conformerilor posibili (în 

fază gazoasă şi lichidă) şi a schimbărilor conformaţionale la trecerea din faza solidă în 

cea lichidă a compusului levetiracetam (LEV). Scopul urmărit a fost descrierea structurii 

3D şi stabilităţii energetice a conformerilor moleculei, pentru înţelegerea mai bună a 

farmacodinamicii compusului. 
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In prima fază am urmărit descrierea diferenţelor dintre geometria în stare solidă a 

LEVşi structura acestuia în fază lichidă şi gazoasă 

Spectrele experimentale UV-Vis şi RMN ale LEV au fost explicate ţinând cont de 

contribuţiile spectroscopice (ponderate după populaţiile Boltzmann) ale monomerilor 

şi dimerilor posibili ai moleculei. Tranziţiile electronice cele mai intense au fost 

determinate ca fiind de tip transfer intra-molecular de sarcină, de la grupul 

oxopyrrolidin la grupul amidă pentru monomer şi de la grupul butanamidă la unitatea 

carbonil din inelele oxopyrrolidin în cazul dimerilor [Luc17]. 

Spectrele RMN 1H şi 13C ale LEV au fost atribuite pe baza datelor teoretice şi rezultatele 

noastre arată faptul că este este evidentă formarea dimerilor la concentraţia folosită 

pentru aceste studii [Luc14]. 

In plus, pentru acest compus am fost interesaţi să verificăm potenţialul spectroscopiei 

Raman pentru discriminarea diferitelor formulări ale unui producător de medicamente 

bazate pe LEV, precum şi discriminarea între diferiţi producători ale aceleaşi formulări. 

 Capitolul 4 prezintă un studiu combinat, experimental şi computaţional, asupra 

moleculei diphenylhydantoin (DPH), care este unul dintre componenţii activi ne-

sedativi cei mai folosiţi pentru tratamentul epilepsiei. In ciuda faptului că acest compus 

este folosit extensiv ca şi API, trăsăturile sale biologice nu sunt încă pe deplin elucidate 

[Tie08]. Din cauza prezenţei grupurilor carbonil şi imidă în structura sa, acest compus 

poate participa foarte uşor la legături de hidrogen inter-moleculare. In consecinţă, 

folosind metode de chimie computaţională am studiat procesul de dimerizare prin 

legături de hidrogen al DPH. Mai mult, combinând tehnicile experimentale UV-Vis şi 

RMN cu calcule de chimie cuantică am investigat şi efectul acestor interacţiuni asupra 

tranziţiilor electronice, precum şi asupra deplasărilor chimice ale DPH [Luc15].  

In capitolul 5 am investigat medicamentul anticancerigen Imatinib (IMT), care 

este un inhibitor tirozin-kinază (TKI) de primă generaţie, folosit în principal pentru 

tratamentul leucemiei cronice mielogene şi a tumorilor stromale gastro-intestinale. 

Acest API acţionează selectiv asupra receptorilor de tirozin kinază Abl/factorul de 

creștere a celulelor stem (c-Kit) și a receptorilor factorului de creștere derivat din 

plachetele sanguine. 

Pentru clarificarea mecanismului său de acţiune este crucială descrierea structurii 3D, 

precum şi a proprietăţilor moleculare ale conformerilor IMT accesibili la temperatura 

camerei. Din acest motiv am studiat conformerii posibili ai IMT, precum şi ordinea 

energetică a acestora şi am reuşit să identificăm 22 de conformeri unici în apă, într-un 

domeniu de energii relative de 1.69 kcal·mol-1. In continuare am folosit cei mai stabili 9 

conformeri, a căror energii relative sunt în domeniul temperaturii camerei, pentru 

calculul energiilor de tranziţie electronică. Aceste date au fost apoi folosite pentru 

explicarea rezultatelor obţinute pe cale experimentală [Vin15].  
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Capitolul 1  

METODE DFT FOLOSITE PENTRU CALCULUL STRUCTURII 

ELECTRONICE A MOLECULELOR 

 Avantajele metodologiei computaţionale bazată pe teoria funcţionale de 

densitate (DFT) se datorează, pe de o parte, acurateţii ridicate a rezultatelor furnizate, 

dar şi resurselor computaţionale mai scăzute, necesare calculelor efectuate asupra 

moleculelor cu număr mare de atomi. Datorită impactului deosebit al rezultatelor 

computaţionale în spectrscopie, în ultimii 10 ani a apărut în literatura de specialitate 

termenul de "spectroscopie computaţională". 

1.1 Bazele DFT 

Versiunea moleculară modernă a DFT a fost dezvoltată de către Hohenberg, 

Kohn şi Sham şi se bazează pe cele două teoreme ale lui Hohenberg-Kohn (HK) [Hoh64]. 

Prima teoremă HK reprezintă aşa-numitul "proof of principle", în timp ce cea de a doua 

furnizează principiul variaţional pentru obţinerea densităţii electronice a unui sistem pe 

baza metodei variaţionale. Densitatea electronică determină în mod unic Hamiltonianul 

sistemului şi toate proprietăţile acsetuia. 

  In cadrul DFT, expresia energiei este separată în două părţi, una care depinde de 

sistem - energia potenţială datorată atracţiei dintre electroni şi nuclee şi una universală, 

a cărei formă este independentă de N, Rα şi Zα: 

𝐸0[𝜌0] = ∫ 𝜌0(�⃗�)𝑉𝑛𝑒𝑑�⃗�⏟        
𝑠𝑦𝑠𝑡𝑒𝑚 𝑑𝑒𝑝𝑒𝑛𝑑𝑒𝑛𝑡

+ 𝑇[𝜌
0
] + 𝐸𝑒𝑒[𝜌0]⏟        

𝑢𝑛𝑖𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎𝑙𝑙𝑦 𝑣𝑎𝑙𝑖𝑑

    (1.1.7) 

Ultimii doi termeni formează funcţionala Hohenberg-Kohn FHK[ρ0]: 

𝐹𝐻𝐾[𝜌] = 𝑇[𝜌] + 𝐸𝑒𝑒[𝜌] = ⟨𝛹|�̂� + 𝑉𝑒�̂�|𝛹⟩   (1.1.8) 

FHK[ρ] conţine funcţionala pentru energia cinetică T[ρ] şi cea pentru interacţiunea 

electron-electron, Eee[ρ]. Determinarea expresiilor explicite pentru funcţionalele 

necunoscute T[ρ] şi Encl[ρ] reprezintă provocarea majoră în DFT.   

Kohn şi Sham (KS) au introdus conceptul unui sistem fictiv de electroni liberi 

pentru care cea mai mare parte a energiei cinetice poate fi calculată cu mare acurateţe 

[KS65].  Partea rămasă din energia cinetică se include în termenul neclasic Encl. 

Ideea lui Kohn şi Sham a fost de a considera că pentru fiecare sistem de electroni în 

interacţiune aflat in potenţialul extern υ(r) există un sistem corespondent de electroni 

liber cu potenţialul local υS(r) astfel încât acest sistem furnizează aceeaşi densitate 
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electronică ca şi sistemul real. Presupunând că un astfel de potenţial există se pot 

calcula orbitalii Kohn-Sham şi densitatea electronică exactă pe baza ecuaţiilor: 

�̂�𝑆 = ∑ ℎ̂𝑆(𝑖)𝑖 = ∑ (−
1

2
∇𝑖
2 + υ𝑆(𝑟𝑖))𝑖                               (1.1.12) 

ℎ̂𝑆(1)𝛷𝑖(1) = 𝜀𝑖(1)𝛷𝑖(1)                                (1.1.13) 

𝛹𝑆 = |𝛷1(1)𝛷2(2)…𝛷𝑁(𝑁) >                              (1.1.14) 

𝜌𝑆(𝑟) = ∑ ∑ |𝛷𝑖(𝑟, 𝑠)|
2

𝑆
𝑁
𝑖=1 = 𝜌𝑒𝑥𝑎𝑐𝑡(𝑟)                         (1.1.15)  

Energia cinetică exactă a sistemului de electroni liberi poate fi obţinută folosind orbitalii 

corespunzători sistemului: 

𝑇𝐾𝑆 = −
1

2
∑ ⟨𝛹𝑖|∇

2|𝛹𝑖⟩
𝑁
𝑖=1                               (1.1.17)  

şi în formularea KS, energia cinetică poate fi scrisă sub forma: 

𝑇[𝜌] = 𝑇𝐾𝑆 + (𝑇 − 𝑇𝐾𝑆)                              (1.1.19)    

unde funcţionala F[ρ] este: 

                             F[ρ]=TKS[ρ]+J[ρ]+EXC[ρ]                                                           (1.1.20) 

Aşa-numita funcţională de schimb-corelare (EXC) conţine conţine efectele non-clasice de 

schimb şi corelare, care contribuie la energia potenţială a sistemului, dar şi o parte care 

reprezintă corecţia la energia cinetică a sistemului. 

 Metoda generală pentru obţinerea energiei stării fundamentale a sistemului 

poate fi rezumată astfel: întâi se alege o densitate electronică de start, care permite 

determinarea potenţialului efectiv folosind o formă adecvată pentru funcţionala de 

schimb-corelare. Apoi se determină o nouă densitate prin rezolvarea ecuaţiilor Kohn-

Sham şi se compară cu densitatea precedentă. Dacă cele două sunt egale se poate calcula 

energia stării fundamentale, altfel, procesul iterative se reia. 

Energia electronică în aproximaţia KS poate fi scrisă sub forma: 

𝐸 = 𝑇𝑆[ρ] + ∫ 𝜐(𝑟)ρ(r)dr +
1

2
∫
ρ(r)ρ(r′)

|𝑟−𝑟′|
𝑑𝑟𝑑𝑟′ + 𝐸𝑋𝐶[ρ]                (1.1.24) 

In implementarea iniţială a DFT a fost folosită aproximaţia densităţii locate (LDA), 

dezvoltată pornind de la cazul sistemului omogen de electroni. In continuare a fost 

dezvoltată corecţia gradientului generalizat (GGA), care a dus la o îmbunătăţire 

semnificativă a rezultatelor calculate. Progresul ulterior al DFT a fost adus prin 

dezvoltarea funcţionalelor hibride, care includ o parte a energiei de schimb calculate 

exact pe baza teoriei HF.  

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

includerea energiei cinetice a electronilor şi Laplacian-ul densităţii electronice. 
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 Funcţionalele hibride sunt cel mai des folosite la ora actuală în calcule DFT şi dau 

rezultate teoretice foarte bune în comparaţie cu funcţionalele de tip LDA sau GGA. Acest 

lucru se datorează faptului că includ o parte din energia de schimb calculată exact la 

nivel Hartree-Fock, pe baza funcţiei de undă monodeterminantale. Una dintre cele mai 

cunoscute şi utilizate funcţionale de acest tip este funcţionala B3LYP – o  funcţională cu 

3 parametri, care foloseşte funcţionala de corelare LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94]: 

𝐸𝑥𝑐
𝐵3𝐿𝑌𝑃 = 𝑎𝐸𝑥𝑐

𝑆𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟 + (𝑎 − 1)𝐸𝑥𝑐
𝐿𝐷𝐴 + 𝑏𝐸𝑐

𝐵 + (1 − 𝑐)𝐸𝑐
𝐿𝐷𝐴   (1.3.37) 

unde a=0.20; b=0.72 şi c=0.81 

Succesul funcţionalei B3LYP se datorează faptului că această permite obţinerea cu 

acurateţe ridicată a mai multor proprietăţi moleculare precum: geometrii, momente de 

dipol, polarizabilităţi, spectre IR, Raman, RES, RMN sau UV-Vis, potenţiale de ionizare, 

potenţiale electrostatice moleculare, etc. 

O altă funcţională hibridă bine-cunoscută, folosită cu succes în particular pentru 

predicţia tranziţiilor electronice în molecule este funcţionala PBE0 [Ada99]. In acest caz 

nu s-au folosit parametri de fit, iar contribuţia energiei exacte de schimb este de 25% 

[Per96, Per97]. 

 De-a lungul timpului au apărut multe articole de tip review legate de DFT, având 

în vedere mai multe aspecte, incluzând teoria, dezvoltări metodologice şi aplicaţii 

practice ale DFT pentru probleme specifice [Sou07]. Tipurile esenţiale de funcţionale de 

densitate pot fi aranjate pe o scară a acurateţii (scara DFT a lui Jacob [Mat02]) şi acestea 

se bazează pe aproximaţiile LDA, GGA, meta-GGA, hybrid DF, hybrid-meta GGA şi 

metode complet ne-locale. 

1.2 Seturi de bază pentru calcule ab initio şi DFT  

Una dintre aproximaţiile inerente tuturor metodelor de tip ab-initio constă în 

introducerea unui set de bază, adică a unui set de funcţii cunoscute, folosite pentru 

construirea orbitalilor moleculari. Dacă funcţiile de bază sunt φ1, φ2,…,φN, atunci, pe 

baza acestora, orbitalii moleculari se scriu sub forma: 

  𝛷𝑖 = ∑ 𝑐µ𝑖𝜑µ
𝐾
µ=1                                (1.2.1) 

unde cµi sunt coeficienţii de expansiun ai orbitalului molecular  

Astfel, problema găsirii orbitalilor moleculari se reduce la găsirea unui set de coeficienţi 

pentru fiecare orbital.  
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Două tipuri principale de primitive sunt folosite în mod current în calculele de chimie 

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

generală: 

 𝜑𝜁,𝑛,𝑙,𝑚(𝑟, 𝜃, 𝜑) = 𝑁𝑌𝑙,𝑚(𝜃, 𝜑)𝑟
𝑛−1exp (−𝜁𝑟)    (1.2.2) 

A doua categorie este bazată pe orbitalii de tip Gauss (GTO), cu forma generală: 

𝑔𝛼,𝑛,𝑙,𝑚,𝑓(𝑟, 𝜃, 𝜑) = 𝑁𝑌𝑙,𝑚(𝜃, 𝜑)𝑟
2𝑛−2−𝑙exp (−𝛼𝑓2𝑟2)   (1.2.3) 

unde constanta α determină extensia spaţială a primitive şi constanta f este un factor de 

scalare care ţine cont de modificată a primitive centrate pe un anumit atom din 

moleculă, comparative cu cea corespunzătoare atomului liber. 

La ora actuală, marea majoritate a calculelor de structură electronică moleculară 

folosesc orbitali GTO pentru expandarea orbitalilor moleculari. 

 Pentru îmbunătăţirea rezultatelor computaţionale, orbitalii de valenţă de scriu 

ca o combinaţie de două sau mai multe funcţii, seturile respective fiind cunoscute sub 

numele de seturi de bază cu valenţă dublu, triplu sau cuadruplu despicată.  

 Seturile de bază extinse includ funcţii de polarizare şi funcţii difuze. Funcţiile de 

polarizare descriu influenţa (distorsionarea, polarizarea) asupra densităţii electronice 

centrate pe nucleele vecine unui nucleu dat. Pentru a lua acest efect în considerare se 

folosesc orbitali care au o formă mai flexibilă în moleculă decât orbitalii s, p, d, etc. ai 

atomilor liberi. In practică, se adaugă un set de funcţii Gaussiene de polarizare, de 

moment cinetic > 1 decât funcţiile corespunzătoare stării fundamentale a atomului 

respective. 

Pentru stări moleculare excitate şi anioni, pentru care densitatea electronică este mai 

extinsă peste întreaga moleculă sunt necesare funcţii de bază care să fie şi ele mai 

extinse. Astfel de funcţii se numesc funcţii difuze şi, în mod normal, constau dintr-o 

singură GTO. 

 Pentru aplicaţii practice, cele mai folosite seturi de bază sunt cele cunoscute sub 

numele de seturi de tip Pople, cu notaţia general: 

k-nlm++G(idf,jpd) 

unde: 

k este numărul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor de miez, n este 

numărul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor interiori de valenţă, l 

este numărul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor medii de valenţă, 

m este numărul de primitive GTO folosite pentru expandarea orbitalilor externi de 
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valenţă; + înseamnă că se adaugă 1 set de funcţii difuze de tip P (SP) pe atomii grei, ++ 

înseamnă că se adaugă 1 set de funcţii difuze de tip P (SP) pe atomii grei şi o funcţie de 

tip s pe atomii de hydrogen. 

idf înseamnă că pe atomii grei se adaugă i seturi de funcţii de tip d şi un set de funcţii de 

polarizare de tip f. 

idf,jpd înseamnă că pe atomii grei se adaugă i seturi de funcţii de tip d şi un set de funcţii 

de polarizare de tip f, iar pe atomii de hydrogen se adaugă j seturi de funcţii de tip p şi 

un set de funcţii de tip d ca şi funcţii de polarizare. 

1.3 Metodologia ONIOM  

 Calculele de chimie cuantică pe sisteme moleculare cu număr mare de atomi sunt 

extrem de consumatoare de resurse computaţionale. Pentru a face fezabile astfel de 

calcule, au fost propuse metode hibride de către Honig şi Karplus [Hon71], dezvoltate 

ulterior de către Warshel şi Karplus [War72], Warshel şi Levit [War76] şi Morokuma şi 

colaboratorii [Hum96] (vezi ref. [Chu15] pentru un review recent).  

La ora actuală, metoda folosită este cunoscută sub numele de metoda ONIOM şi constă 

în faptul că sistemul investigated este partiţionat în două sau mai multe straturi, tratate 

la nivele diferite de teorie. Uzual, sistemul real este descompus în două părţi, stratul 

"low" (cea mai mare parte a sistemului real) şi stratul "high" (partea cea mai mică), iar 

pentru stratul low se folosesc metode rapide de tip MM, în timp ce pentru stratul "high" 

se folosesc metode de tip QM. Pentru calculul stratului "low" pot fi folosite şi metode 

semiempirice sau de tip ab initio.  

Dacă se folosesc metode ab initio pentru ambele straturi, metodologia de calcul este 

denumită ONIOM(QM1:QM2). In acest caz, energia extrapolată a sistemului real 

investigat se obţine ca şi suma dintre energia sistemului model tratat la nivelul QM1 

(EQM1, model) şi energia sistemului real tratat la nivelul QM2 (EQM2, real) minus energia 

sistemului model calculat la nivelul QM2 (EQM2, model): 

𝐸𝑄𝑀1:𝑄𝑀2 = 𝐸𝑄𝑀1,𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙 + 𝐸𝑄𝑀2,𝑟𝑒𝑎𝑙 − 𝐸𝑄𝑀2,𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙    (1.3.1) 

 Această metodologie şi-a găsit numeroase aplicaţii, pentru o varietate largă de 

molecule organice, macromolecule şi complecşi moleculari. 

In această teză 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 ŞI COMPUTAŢIONALE 

2.1 Spectrometrul Raman  

Măsurătorile Raman au fost efectuate folosind spectrometrul Raman Invia Reflex 

(Renishaw) de la Centrul de Fizică Biomoleculară Physics, Institutul Ioan Ursu, 

Universitatea Babeş-Bolyai. Spectrometrul este echipat cu şase linii laser de excitare, 

acoperind un domeniu spectral în regiunea NUV - NIR: 325, 442, 532, 633, 785 şi 830 

nm. Alte caracteristici ale echipamentului folosit pot fi găsite la adresa web 

www.phys.ubbcluj.ro/raman.  

 

2.2 Detalii experimentale generale 

 Ingredientele farmaceutice active investigate în această teză au fost obţinute de la 

surse comerciale standard şi au fost folosite fără purificări ulterioare. Spectrele 

electronice au fost înregistrate la temperatura camerei, folosind un spectrometru de tip 

Jasco V-670 UV–Vis–NIR, cu lăţimea fantei de 2 nm şi o cuvetă de cuarţ de 1 cm grosime. 

Spectrele FT-IR ale probelor sub formă de pulbere au fost înregistrate la 

temperatura camerei folosind un spectrometru Equinox 55 FT-IR echipat cu detector 

InGaAs, cu probele tabletate în pastile de KBr (Merck UVASOL). Rezoluţia 

spectrometrului a fost de 2 cm-1 şi în fiecare caz au fost efectuate 40 de scanări. 

Spectrele FT-Raman au fost înregistrate în geometrie "backscattering", folosind un 

spectrometru Bruker FRA 106/S cu detector cu Ge răcit cu azot. Laserul de 1064 nm 

Nd:YAG a fost folosit ca şi sursă de excitaţie în acest caz, iar puterea laserului a fost de 

350 mW şi spectrele au fost înregistrate cu o rezoluţie de 2 cm-1 prin însumarea 

semnalului provenit de la 200 de scanări.  

Spectrele Raman dispersive ale LEV sub formă de pulbere au fost înregistrate la 

temperatura camerei cu spectrometrul multilaser confocal Renishaw inVia Reflex 

Raman echipat cu detector CCD de tip RenCam. Pentru excitare au fost folosiţi laserii de 

325, 532, 633 şi 785 nm laser.  

Spectrele RMN 1H şi 13C NMR au fost înregistrate la temperatura camerei cu un 

spectrometru Bruker AVANCE NMR (400.13 MHz pentru 1H şi 100.63 MHz pentru 13C, 

standard intern TMS, solvent D2O). S-a folosit un singur puls de excitare de 11 s pentru 

http://www.phys.ubbcluj.ro/raman
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1H şi 7.5 s pentru 13C. Spectrele RMN [1H, 1H] COSY au fost înregistrate folosind 

secvenţa standard de pulsuri COSY45 d1 - /2 - d2 - /4.  

2.3 Detalii computaţionale generale  

Optimizarea geometriilor şi calculele de frecvenţa au fost efectuate cu pachetul 

software Gaussian09 [Gau09] folosind metode DFT. In general a fost folosită funcţionala 

hibridă B3LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94], împreună cu seturi de bază de tip Pople: 6-

31G(d), 6-31G+(2d,2p) şi 6-311+G(2d,p) [Heh72, Fri84]. In unele cazuri, pentru a lua în 

considerare interacţiunile dispersive, am folosit şi funcţionala APFD [APFD].  

Am folosit criterii implicite pentru analiza convergenţei densităţii electronice şi a 

geometriilor moleculare. In toate cazurile am efectuat calcule de frecvenţă pe structurile 

optimizate pentru a confirma faptul că acestea corespund unor minime pe suprafaţa de 

energie potenţială. 

Factorii Boltzmann de ponderare pentru conformeri au fost calculaţi la 

temperatura camerei (T=298 K) folosind energiile libere relative (G). Acestea au fost 

obţinute din calcule de frecvenţe de vibraţie prin includerea corecţiilor termice la 

energiile SCF [Duc07, Wil14, Jes15, Hal15]. 

 Spectrele de absorbţie au fost calculate folosind formalismul "time-dependent" 

DFT (TD-DFT) [Cas98]. Benzile de absorbţie UV-Vis au fost obţinute prin convoluţie cu 

funcţii Gaussiene cu lărgimea totală la semi-înălţime (FWHM) dedusă din spectrele 

experimentale. Natura stărilor excitate a fost analizată folosind formalismul orbitalilor 

naturali de tranziţie (NTO) propus de către Martin [Mar03]. Acest formalism oferă o 

descriere compactă a excitaţiilor electronice, având avantajul că sunt suficiente doar 

una sau două perechi de orbitali moleculari ocupaţi/virtuali pentru interpretarea clară 

a naturii stărilor excitate implicate în procesele de absorbţie şi emisie [Cla06, Lac12, 

Vel14, Eti14, Mar15]. 

 Calculul spectrelor RMN au fost efectuate folosind metoda GIAO (Gauge-

Including Atomic Orbital) [Dit74, Wol90], implementată în pachetul Gaussian09. Pentru 

a exprima deplasările chimice din tensorii de ecranare calculaţi, au fost deduşi factori de 

scalare şi de referinţă prin regresie liniară a datelor, conform studiului publicat de 

Willoughby şi colaboratorii [Wil14]. 

Efectele de solvent au fost considerate folosind modelul implicit de solvatare 

Polarizable Continuum Model (PCM) [Tom05], varianta (IEFPCM) variant [Sca10]. 
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Capitolul 3               

PREFERINŢA CONFORMAŢIONALĂ ŞI CARACTERISTICI 

SPECTROSCOPICE ALE INGREDIENTULUI FARMACEUTIC 

ACTIV LEVETIRACETAM 
3.1 Introducere 

LEV este un medicament nootropic de a doua generaţie folosit pentru 

tratamentul pacienţilor cu epilepsie [Geo14, Gua02, Kha90, Ull09] şi al altor boli 

[Far09]. Proprietăţile sale farmacocinetice, împreună cu structura sa chimică distinctă şi 

mecanismul de acţiune fac ca LEV să fie unic între medicamentele antiepileptice 

existente pe piaţă [Ull09, Pit05, Son11, Kli16]. 

Pentru o înţelegere mai bună a 

farmacodinamicii LEV, caracterizarea sa 

structurală în fază lichidă şi solidă este 

crucială. Anterior a fost arătat că forma 

polimorfică I a LEV este caracterizată de 

o reţea extinsă de interacţiuni de tip H-

bonding (HB) [Son03]. Pentru acest 

motiv, este necesar un model potrivit 

care să includă astfel de interacţiuni, 

pentru o atribuire corectă a spectrelor 

LEV în stare solidă.  

Pe lângă analiza spaţiului 

conformaţional şi a proprietăţile spectroscopice ale LEV, în acest studiu am investigat şi 

posibilitatea de a discrimina între diferite formulări brand sau generice ale 

medicamentelor bazate pe compusul LEV. 

3.2 Detalii experimentale şi computaţionale 

Spectrele Raman dispersive ale LEV sub formă de pulbere au fost înregistrate la 

temperatura camerei folosind spectrometrul Raman Renishaw inVia Reflex şi utilizând 

4 linii laser de excitare. Pentru a verifica posibilitatea discriminării între diferite 

formulări ale LEV prin spectroscopie Raman am folosit medicamentul brand KeppraTM 

(1000 mg tabletă, soluţie orală – 100 mg/ml şi soluţie injectabilă – 100 mg/ml), soluţia 

orală (100 mg/ml) Actavis, precum şi tablete produse de către firmele Actavis, 

 
Fig. 3.1 Structura moleculară a celui mai stabil 

conformer LEV în apă (5) obţinută la nivelul 

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



  
Raluca-Andreea Luchian – Rezumatul tezei de doctorat Capitolul 3 
 

 
11 

 

Aurobindo şi Terapia. Toate probele au fost obţinute din surse comerciale de pe piaţa 

liberă. 

Spaţiul conformaţional al LEV în gaz  fost explorat folosind câmpul de forţe de 

mecanică moleculară MMFF94 şi calcule de chimie cuantică cu formalismul DFT.  

 Spectrele de absorbţie ale LEV au fost calculate atât pentru speciile monomere 

cât şi dimere la nivelul de teorie B3LYP/6-31G+(2d,2p). Pentru descrierea tranziţiilor 

electronice au fost utilizaţi orbitalii naturali de tranziţie (NTO) [Mar03]. 

 Spectrele vibraţionale ale LEV înregistrate pe probe sub formă de pulbere au fost 

atribuite folosind date calculate pentru monomer dar şi pe un model de cluster de 5 

molecule, capabil să includă cele mai importante interacţiuni de tip HB.   

3.3 Spaţiul conformaţional al moleculei Levetiracetam 

Primul nostru scop a fost să descriem diferenţa dintre geometriile cunoscute în 

fază solidă ale LEV [Her13, Son03] şi structurile sale în fază lichidă şi gazoasă. Au fost 

identificaţi 22 de conformeri, iar energiile relative Gibbs ale acestora şi statistica 

Boltzmann au fost folosite pentru a prezice populaţiile de echilibru la temperatura 

camerei. Unghiurile diedre Φ1 - Φ4 (vezi Fig. 3.1) care caracterizează cei 6 cei mai stabili 

 
Fig. 3.3 Structurile optimizate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru monomerii şi 

dimerii LEV în apă: şase cei mai stabili monomeri ((1)-(6)) şi trei tipuri de dimeri (A, B, 

C).  (reprodusă din ref. [Luc17]) 
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conformeri arătaţi în Fig. 3.3 sunt date în Tabelul 3.1. Conformerii (1) - (6) sunt  

dominanţi, cu o populaţie Boltzman totală de 85.8% în gaz şi 89.5% în apă.  

Tabelul 3.1 Unghiurile diedre calculate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru conformerii 

LEV în gaz, apă şi etanol (prima, a doua şi a treia intrare). Pentru comparaţie sunt incluse 

datele experimentale pentru structurile cunoscute ale LEV în stare solidă 

Conformer Φ1 Φ2  Φ3 Φ4 
Corespondenţa 

cu ref. [Li11] 

TG+G-C+ (1) 
-167.1 
-170.9 
-170.3 

79.2 
103.6 
100.6 

-45.6 
-57.3 
-56.0 

26.6 
25.9 
26.0 

Ib 

TG+G-C- (2) 
-168.9 
-172.3 
-172.7 

79.1 
104.9 
105.4 

-36.0 
-50.3 
-50.8 

-21.8 
-25.5 
-26.2 

IIb 

G-G+G-C+ (3) 
-61.3 
-59.0 
-59.0 

77.5 
22.3 
23.5 

-47.7 
-55.7 
-56.3 

27.0 
22.2 
22.3 

negăsit 

G-G+G-C+ (4) 
-61.4 
-59.5 
-59.9 

77.5 
107.2 
91.6 

-47.6 
-56.0 
-55.2 

27.0 
26.2 
25.7 

Ia 

G-G+G-C- (5) 
-65.2 
-62.0 
-62.0 

77.0 
18.7 
19.4 

-40.9 
-50.9 
-51.3 

-20.5 
-26.7 
-26.9 

IIe 

G-G+G-C- (6) 
-65.2 
-63.0 
-63.4 

77.0 
115.0 
111.1 

-40.8 
-49.0 
-50.0 

-20.6 
-25.6 
-25.7 

IIc 

Date experimentale  

LEV [Son03] -54.46 13.65 -58.23 12.92 indisponibil 

Etiracetam FI [Her13] -58.15 33.81 -62.47 -25.13 indisponibil 

Etiracetam FII [Her13] -56.06 39.22 -65.54 -13.95 indisponibil 

Etiracetam Hydrate [Her13] -57.15 20.47 -53.78 -21.54 indisponibil 

Merită menţionat faptul că cel mai stabil conformer în apă (5) este identic cu cel 

rezultat prin optimizarea formei hidrate a LEV [Her13], în timp ce al de-al doilea cel mai 

stabil conformer (3) este identic cu cel obţinut prin optimizarea structurii LEV obţinută 

experimental prin difracţie de raze X [Son03]. Dacă se folosesc ca şi structuri de start 

conformaţiile corespunzătoare celor două forme polimorfice ale LEV, în apă, ambele 

converg, prin optimizare, la conformerul (5). 

 Faţă de studiul lui Li şi Si [Li11], singurul acord este observat pentru 

conformerul (1) care a fost identificat şi în studiul nostru ca fiind cel mai stabil în gaz. In 

schimb, pentru structurile solvate în apă, Li şi Si au găsit conformerul lor Ia ca fiind cel 

mai stabil, în timp ce conformerul nostru similar (4) este destabilizat cu 0.55 kcal mol-1 

faţa de cel mai stabil conformer (5) identificat în studiul de faţă.   
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Spaţiul conformaţional al LEV în gaz este destul de diferit faţă de cele determinate în 

soluţii de apă şi etanol. Pentru un conformer particular, unghiul diedru Φ4 care 

defineşte conformaţia "chair" sau "boat" a inelului oxopyrrolidin se modifică apreciabil 

între faza gazoasă şi cea lichidă numai pentru conformerii (2), (3), (5), (6) şi (11). 

Probabil, efectele de împachetare a cristalului sunt mai puternice decât interacţiunile 

HB intramoleculare în stare solidă. Acest lucru se poate întâmpla deoarece pentru LEV, 

atât grupul amino cât şi grupul carbonil preferă formarea de legături HB 

intermoleculare cu moleculele vecine în stare solidă.  

Merită menţionat de asemenea că structurile celui mai stabil conformer (5) în 

apă şi etanol sunt aproape identice geometriei LEV în fază solidă, atât în ceea ce priveşte 

conformaţia cât şi parametrii geometrici (vezi Fig. 3.5 a) şi b)) [Son03]. Cel mai probabil, 

acest fapt explică profilurile farmacocinetice similare pentru formulările lichidă şi solidă 

ale LEV observate de Coupez et al. [Cou03]. Mai mult, conform datelor prezentate în 

Tabelul 3.1, cei doi conformeri cei mai stabili în apă, (5) şi (3), sunt aproape identici, cea 

mai mare diferenţă între aceştia fiind observată în conformaţa inelului oxopyrrolidin 

(vezi Fig.3.5 c).  

 Pentru LEV au fost raportate până acum 4 forme polimorfice [Par04, Tha09, 

Xu14]. Folosind datele de difracţie de raze X din măsurători pe monocristal ale lui Song 

et al. [Son03] şi utilizând programul ReX [Bor09] noi am calculat difractograma de raze 

X pe pulbere, care este în acord excelent cu cea corespunzătoare formei polimorfice IV 

[Tha09], precum şi cu cea raportată de către Xu et al. [Xu14]. Acest rezultat confirmă 

 
Fig. 3.5 a) Structurile moleculare optimizate la nivel B3LYP/6-31+G(2d,2p) pentru 

conformerul (5) al LEV în gaz (galben), apă (albastru) şi etanol (roşu). b) Comparaţie între 

geometriile de raze X ale LEV (galben) şi conformerul (5) în apă (albastru). c) Structurile 

suprapuse ale conformerilor (3) (albastru) şi (5) (verde deschis) în apă. (reprodusă din ref. 

[Luc17]) 
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faptul că aceste forme polimorfice determinate experimental sunt identice şi că forma 

IV este determinată de conformerul (3).  

Pentru a investiga posibila clusterizare a moleculelor LEV, am testat, prin metode 

computaţionale, posibilitatea dimerizării enantiomerilor S (atât cei ne-hidraţi cât şi cei 

hidraţi). Am demonstrat că dimerii de tip A se formează ca rezultat a două legături de 

hidrogen de acelaşi tip (H26N11...O6'), adică prin grupul amidă de la un monomer şi 

oxigenyl grupului pyrrolidin de la cel de-al doilea monomer. Dimerii de tip B se 

formează prin două legături de hidrogen de tip amidă-amidă (O12...H25'N11'), în timp 

ce dimerii de tip C apar ca rezultat a două legături de hidrogen diferite amidă-amidă şi 

amidă-pyrrolidin (O6...H25'N11' and O12'...H26N11).  

Energiile libere relative şi populaţiile Boltzmann ale celor 11 dimeri investigaţi 

în apă sunt date în Tabelul 3.6. Interesant, cel mai stabil dimer homo-chiral ne-hidrat 

este cel de conformaţie A, compus din monomeri de conformaţie (1), chiar dacă acest 

monomer nu este cel mai stabil în apă ci în fază gazoasă. Următorii cei mai stabili dimeri 

homochirali, cu populaţii Boltzmann relative mai mari de 10% sunt: doi dimeri de tip C 

compuşi din monomerul (5) respectiv (3), şi un dimer de tip B compus din monomeri 

(5). De asemenea, merită menţionat faptul că dimerii homo-chirali ne-hidraţi sunt cu cel 

puţin 0.36 kmolmol-1 mai puţin stabili decât dimerii hetero-chirali. Această diferenţa 

creşte la 4.76 kcal mol-1 în cazul dimerilot hidraţi. 

Tabelul 3.6. Energiile libere relative şi populaţiile Boltzmann ale dimerilor investigaţi în apă la 

temperatura camerei, calculate la nivelul de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p). 

  G(kcal·mol-1)* Populaţii Boltzmann relative (%) 

Dimeri SS non-hidraţi 

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 hidraţi  

SS c1 0.07 47.14 

SS c2 0.00 52.86 
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După cum se observă în Tabelul 3.6, cele două conformaţii ale dimerilor SS 

homo-chirali sunt separate energetic prin doar 0.07 kcal mol-1, configuraţia c2 fiind cea 

mai stabilă. Astfel, conform datelor computaţionale, dimerizarea homo-chirală este 

posibilă într-un ansamblu lichid enantiomeric pur de monomeri, dar în amestecuri 

racemice este evidentă preferinţa pentru dimerizare hetero-chirală. 

3.4 Spectrele UV-Vis ale moleculei Levetiracetam 

Este observată o 

deplasare spre roşu a peak-

ului de absorbţie, de la 191 

nm la 195 nm, ca urare a 

creşterii concentraţiei în 

intervalul 0.4 M  1.610-4 

M. Spectrele UV-Vis 

simulate au fost obţinute 

pentru amestecuri de 

monomeri şi dimeri. 

Energiile relative Gibbs 

(∆G) şi populaţiile 

Boltzmann sugerează 

contribuţia predominantă la 

spectrele UV-Vis provenită 

de la cei 6 cei mai stabili 

monomeri (1)-(6), care 

contribuie cu mai mult de 89% 

la populaţia totală. 

Conform datelor 

calculate, pentru concentraţii 

mai mici de 0.610-4 M, este 

presupus că în soluţie există 

doar monomeri. Pentru 

concentraţii în intervalul 0.8 

1.610-4 M, fracţia de 

 
Fig. 3.8 Orbitalii HOTO şi LUTO ai LEV implicaţi în tranziţiile 

electronice cu intensitate apreciabilă pentru starea excitată 5 

a monomerului LEV (sus) şi starea excitată 11 a dimerului SS 

de tip A_m1 (jos) în apă, calculaţi la nivelul B3LYP/6-

31+G(2d,2p), precum şi coeficienţii corespunzători.  

 
Fig. 3.9 Evoluţia estimată a populaţiilor monomerilor şi 

dimerilor LEV în funcţie de concentraţie, în apă 

(reprodusă din ref. [Luc17]) 
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monomeri descreşte în detrimentul creşterii populaţiei dimerilor, trecând de la 89% 

monomeri în soluţie la concentraţie de 0.810-4 M prin valori intermediare de 69%, 40%, 

35% până la 0% la 1.610-4 M. La maximul concentraţiei de 1.610-4 M, în soluţie există 

doar dimeri, iar peak-ul de absorbţie este situat la 195 nm.  

Fig. 3.8 arată orbitalii NTOs pentru tranziţiile electronice principale ale celui mai 

stabil monomer (5) şi dimer (A_m1 SS) a lui LEV în apă. După cum se observă, cea mai 

intensă tranziţie pentru monomer poate fi atribuită unui transfer de sarcină intra-

molecular între grupurile oxopyrrolidin şi amidă. Forma NTOs corespunzătoare celei 

mai intense tranziţii electronice pentru dimer sugerează un transfer de la grupul 

butanamidă la grupul carbonil din inelul oxopyrrolidin, pentru ambii monomeri 

constituenţi. 

3.5 Analiza RMN a moleculei Levetiracetam în apă 

Deplasările chimice experimentale şi teoretice ale LEV (spectrele 1H şi 13C RMN) 

sunt prezentate în Tabelul 3.9 [Luc14]. Pentru calculul deplasărilorc chimice au fost 

luaţi în considerare primii 6 cei mai stabili monomeri în apă, constituind 89.5 % din 

populaţia totală. Pe lângă aceştia, am considerat şi 4 cei mai stabili dimeri homo-chirali 

ne-hidraţi (A_m1, C_m3, B_m5 şi C_m1 a căror populaţie Boltzmann relativă este 72.44 

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

 

Table 3.9 Deplasări chimice experimentale şi calculate (în ppm) pentru Levetiracetam în D2O. 

Datele teoretice corespund celor 6 cei mai stabili monomeri în apă, 4 cei mai stabili dimeri ne-

hidraţi homochirali în apăşi cei doi dimeri SS hidraţi în apă. 

Nucleu 
Date 

experimentale  

Monomeri în 

apă 

Dimeri ne-

hidraţi în apă 

Dimeri hidraţi în 

apă 

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 3.91 

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 discrepanţe între datele experimentale şi cele calculate (ponderate 

după populaţia Boltzmann) pentru speciile monomere sunt observate pentru nucleele 

C9 şi H19-21 din lanţul etil, precum şi pentru protonul H24. După cum se observă în 

Tabelul 3.9, modelul dimerilor ne-hidraţi îmbunătăţeşte semnificativ acordul dintre 

experiment şi teorie pentru aproape toate nucleele. Pe de altă parte, dimerii hidraţi 

furnizează rezultate teoretice mai puţin satisfăcătoare comparativ cu dimerii ne-hidraţi 

sau cu monomerii. Erorile în acest caz sunt de 0.83 şi 0.36 ppm pentru nucleele 13C, 

respectiv  1H. 

Spectrul RMN 1D conţine peak-uri sub formă de triplet corespunzătoare perechilor 

H13-14 şi H17-18, datorate cuplajului vicinal 3J cu protonii H15-16, în timp ce peak-ul 

corespunzător ultimei perechi este un quintet datorat cuplajului aproape echivalent cu 

cei patru protoni din unităţile de metilen vecine.  

In spectrul 2D COSY 1H–1H RMN, cele mai intense peak-uri ne-diagonale sunt atribuite 

corelării 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) şi (H23-H19-21). 

Aşadar, pe baza acestor rezultate putem concluziona că spectrul RMN al LEV în apă, la 

concentraţia de lucru (5·10-2 M) poate fi atribuit cu siguranţă pe baza modelului de 

dimeri. Aceste date RMN se coreleaza calitativ cu datele UV-Vis care, de asemenea, 

conduc la concluzia că structurile dimere sunt dominante la concentraţii mai mari de 

1.5·10-4 M. In plus, rezultatele noastre indică faptul că dimerizarea directă a 

monomerilor LEV este preferabilă formării de dimeri hidraţi în care monomerii sunt 

interconectaţi prin intermediul moleculelor de apă.  

3.6 Vibrational features of Levetiracetam 

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

modurilor normale de vibraţie a fost făcută prin compararea directă a spectrelor 

experimentale cu cele calculate, considerând atât poziţia peak-urilor cât şi intensitatea 

acestora şi pe baza comparaţiei cu spectrele vibraţionale a unor compuşi asemănători, 

precum piracetamul [Kha90, Kse10], butiramida [Lin91] sau pirolidina [Gog01]. Pentru 

modelarea corespunzătoare a interacţiunilor HB intermoleculare pentru LEV în stare 
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solidă, am construit un cluster format din 5 molecule LEV, în care molecula internă a 

fost complet optimizată, iar celelalte 4 molecule LEV din jurul ei fixate. 

 După cum se observă în Fig. 3.12, Spectrele Raman ale LEV sunt dominate de peak-uri 

foarte intense la cca. 1650 cm-1, datorate vibraţiilor amidă I, aceste benzi fiind cele mai 

intense şi în spectrul FT-IR.  Alte benzi Raman caracteristice sunt observate în jurul 

valorilor de 1414, 1123, 1091, 935, 855, 706, 348 şi 123 cm-1 în spectrul excitat cu 

laserul de 633 nm. Există discrepanţe semnificative între datele noastre (atât cele 

experimentale cât şi cele teoretice) şi cele raportate în ref. [Ren14]. Cel mai probabil, 

discrepanţele dintre datele experimentale sunt datorate diferenţei dintre purităţile 

probelor folosite, iar dezacordul datelor teoretice poate fi datorat faptului că autorii 

menţionaţi nu au folosit pentru analiza vibraţională conformerul LEV de cea mai joasă 

energie. 

 Aproape toate benzile vibraţionale ale LEV au fost re-atribuite în studiul de faţă, 

bazându-ne pe compararea datelor IR şi Raman, luând în considerare şi intensităţile 

 
Fig. 3.12. Spectrele Raman FT- şi dispersive ale LEV sub formă de pulbere. Spectrul Raman al 

LEV în soluţie apoasă (concentraţie: 1 M) este inclus pentru comparaţie. 
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relative din spectrele experimentale şi cele calculate. In plus, comparaţia spectrelor 

pentru probele în stare solidă şi lichidă a ajutat în mod decisiv la atribuirea corectă a 

modurilor normale corespunzătoare diferitelor grupuri funcţionale ale LEV.   

 Comparând spectrele probei lichide şi a celei solide se observă diferenţe 

importante între cele două faze. Pentru faza lichidă, putem concluziona implicarea 

grupului amidă în interacţiuni HB intermoleculare cu moleculele de apă. Pe de altă 

parte, există evidenţe clare care sugerează că grupurile oxopyrrolidin şi ethyl nu sunt 

afectate de aceste interacţiuni. 

Datele experimentale sunt reproduse teoretic foarte bine pe baza modelului de cluster 

care ia în considerare interacţiunile HB intermoleculare, interacţiuni ce sunt aşteptate 

să influenţeze semnificativ vibraţiile grupurilor funcţionale implicate. Pentru întregul 

spectru Raman, modelul cluster furnizează o valoare RMSD semnificativ mai bună decât 

modelul de monomer, (23.6 cm-1 faţă de 33.2 cm-1). Dacă se exclud cele două vibraţii de 

stretching ale grupului NH2, valoare RMSD scade la 10.6 cm-1 pentru monomer, 

respectiv la 10.3 cm-1 în cazul modelului cluster. 

Incheiem această secţiune subliniind necesitatea unui model corespunzător pentru 

calculul spectrelor vibraţionale atunci când se doreşte simularea spectrelor vibraţionale 

pentru probe în diferite stări. Modelul trebuie adaptat astfel încât să ia în considerare 

cele mai importante interacţiuni, într-o manieră rezonabilă.  

 Validitatea atribuirii modurilor normale ale moleculei LEV este susţinută nu 

numai de acordul dintre numerele de undă calculate şi cele experimentale ci şi acordul 

rezonabil între intensităţile relative ale benzilor de vibraţie experimentale şi calculate.  

3.6.2 Spectrele Raman ale medicamentelor Levetiracetamului 
 Pentru testarea poisibilităţii discriminării între diferite formulări ale LEV prin 

spectroscopie Raman am folosit medicamentul KeppraTM sub formă de tabletă de 1000 

mg, KeppraTM soluţie orală– 100 mg/ml şi soluţie pentru injecţie – 100 mg/ml, precum 

şi medicamentele Actavis sub formă de soluţie orală (100 mg/ml), respectiv tabletă de 

1000 mg. Spectrele Raman pentru probele lichide sunt prezentate în Fig. 3.15. 

In primul rând se observă un grad mare de similitudine între soluţia apoasă a LEV şi 

formularea injectabilă KeppraTM. Deşi foarte similare în general, totuşi pentru 

formulările orale KeppraTM şi Actavis) există, o diferenţă clară care constă în dubletul 

observat la 1768/1760 cm-1 numai pentru medicamentul KeppraTM. 
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Un astfel de dublet nu este observat nici pentru proba LEV sub formă de pulbere nici 

pentru soluţia apoasă a compusului LEV pur, dar poate fi observat ca un semnal foarte 

slab pentru soluţia Keppra injectabilă. Datele noastre teoretice efectuate pe excipienţii 

folosiţi pentru cele două formulări arată că aceste benzi pot fi atribuite acidului citric 

monohidrat pentru care a fost calculat un dublet de benzi intense la 1765 şi 1740 cm-1, 

corespunzătoare vibraţiilor de stretching simetric şi antisimetric ale grupurilor C=O. In 

plus, peak-urile observate la 1611 şi 1698 cm-1 în spectrul Raman al soluţiilor orale, 

observate mai clar în spectrul medicamentului KeppraTM, sunt atribuite excipientului 

methyl-paraben pentru care au fost calculate două benzi Raman foarte intense 

corespunzătoare vibraţiilor ν(C=O) la 1680 cm-1 şi ν(C=C) la 1588 cm-1, în excelent 

acord cu datele experimentale. 

 Comparând formulările orale KeppraTM şi Actavis cu formularea KeppraTM 

injectabilă observăm diferenţe care, cel mai probabil, sunt datotare excipienţilor folosiţi 

pentru cele două formulări. Considerând atribuirea modurilor normale de vibraţie, 

toate diferenţele observate sugerează faptul că grupul oxopyrrolidin este afectat în mod 

diferit în cazul celor două formulări investigate ale LEV.   

 
Fig. 3.15 Spectrele Raman ale medicamentelor LEV investigate (excitare: 633 nm). De jos în 

sus: LEV în apă (1M); soluţia injectabilă KeppraTM (0.59M); soluţia orală KeppraTM (0.59M); 

soluţia orală Actavis (0.59M)  
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 Spectrul Raman pentru tableta KeppraTM a fost înregistrat focalizând fasciculul 

laser pe suprafaţa tabletei şi în interiorul acesteia. Benzile Raman observate în cazul 

învelişului tabletei sunt caracteristice fazei anatase a TiO2 (395, 514 şi 638 cm-1) 

[Ohs80, Bal82] şi compusului polyethylene glycol 3350 (1480, 1442, 1278, 1231, 1141, 

1125, 859 and 843 cm-1) [Vei09, Ict15]. Pe de altă parte, spectrele Raman colectate în 

puncte diferite din interiorul tabletei sunt foarte similare între ele şi de asemenea cu 

spectrul compusului LEV pur. Din comparaţia acestor spectre se poate concluziona că 

nu există nici un fel de interacţiune între API LEV şi excipienţii folosiţi pentru 

formularea solidă a medicamentului. 

 Spectrele Raman înregistrate în interiorul tabletelor provenite de la diferiţi 

producători nu arată diferenţe semnificative în cazul folosirii aceleaşi cantităţi de 

substanţă activă. Pe de altă parte, spectrul Raman al tabletei Actavis de 500 mg prezintă 

un semnal intens de fluorescenţă. De asemenea, spectrul tabletei Aurobindo prezintă un 

peak Raman slab la 476 cm-1, semnal care nu este observat nici în spectrul compusului 

LEV pur, nici în cazul tabletelor KeppraTM sau Actavis. 

 După cunoştinţele noastre, spectrul Raman de frecvenţă joasă al LEV nu a fost 

raportat în literatură până acum. Conform rezultatelor noastre, 5 benzi distincte pot fi 

observate în acest spectru la 32, 64, 75 şi 97 cm-1. Astfel de benzi sunt atribuite de 

obicei vibraţiilor intermoleculare sau vibraţiilor de reţea [Kin11, Hed13] şi sunt extrem 

de utile pentru a distinge între diferite forme polimorfice ale medicamentelor [Dat04].  

Chiar dacă atribuirea acestor benzi nu face scopul studiul nostru, spectrul de frecvenţă 

joasă pentru LEV ar putea fi folosit ca şi referinţă a API LEV în formulări solide ca şi 

amprentă unică pentru discriminarea între polimorfi diferiţi sau pentru controlul 

cristalinităţii farmaceuticelor bazate pe LEV şi controlul transformării în timpul 

procesării medicamentelor. 

3.7 Concluzii 

Au fost identificaţi 22 de conformeri ai LEV, iar 6 cei mai stabili dau o populaţie 

Boltzmann de 89.5%. Cel mai stabil conformer este identic cu cel rezultat prin 

optimizarea formei hidrate a LEV, iar următorul în ordinea stabilităţii este identic cu cel 

obţinut prin optimizarea structurii LEV obţinute prin difracţie de raze X. Geometriile 

celor doi conformeri sunt similare şi foarte apropiate de geometria de raze X. Cel mai 
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probabil acest lucru explică profilul farmacocinetic similar al formulărilor lichide şi 

solide ale LEV. 

Pentru dimerii hidraţi au fost identificate două conformaţii diferite separate prin 

energia liberă Gibbs de 0.07 kcalmol-1, iar rezultatele computaţionale precum şi datele 

RMN sugerează faptul că dimerizarea directă a monomerilor LEV este preferabilă 

formării dimerilor hidraţi.  

Cele mai intense excitaţii electronice sunt dominate de tranziţii de transfer 

intramolecular de sarcină, de la grupul oxopyrrolidin la grupul amidă în cazul 

monomerului şi de la grupurile butanamidă la unităţile carbonyl ale inelului 

oxopyrrolidin, în cazul dimerilor. 

Modelul dimerilor ne-hidraţi îmbunătăţeşte semnificativ acordul dintre datele 

RMN experimentale şi cele teoretice.  

 Comparativ cu investigaţiile precedente referitoare la vibraţiile moleculei LEV, 

cele mai multe dintre benzile Raman au fost re-atribuite în acest studiu pe baza 

calculelor DFT efectuate pe model de monomer şi cluster. Conform rezultatelor noastre 

teoretice, cele mai afectate benzi la trecerea din faza solidă în cea lichidă sunt cele 

asociate cu vibraţiile grupului amidă, confirmându-se implicarea acestui grup în 

interacţiuni intermoleculare şi în fază lichidă, la fel ca în cea solidă.  

Folosind spectroscopia Raman am reuşit să distingem între formulări 

farmaceutice diferite ale aceluaşi producător dar şi între aceeaşi formulare de la 

producători diferiţi de medicamente având LEV ca şi substanţă activă. Datele noastre 

sugerează că grupul oxopyrrolidin este afectat diferit în cazul celor două formulări 

lichide ale medicamentului KeppraTM.  

Urmărind atât faza lichidă cât şi cea solidă a LEV, rezultatele noastre pot fi utile 

pentru o înţelegere mai bună a transformărilor structurale ale moleculei LEV între cele 

două stări şi a transformării polimorfice a etiracetamului mediată de către solvent. In 

plus, am demonstrat că acel conformer obţinut prin optimizarea structurii hidrate este 

cel mai stabil în apă şi acest rezultat poate fi util pentru căutarea unei forme hidrate a 

compusului enantiomeric S pur. 

 Furnizând trăsături spectroscopice detaliate pentru medicamente brand şi 

generice sub diferite formulări, rezultatele noastre pot fi de asemenea utile în analiza 

Raman a falsificării medicamentelor bazate pe compusul LEV. 
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Capitolul 4               

STRUCTURA MOLECULARĂ ŞI TRĂSĂTURILE VIBRAŢIONALE 

ALE MOLECULEI DIFENILHIDANTOIN 

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

antiepileptice [Cam71, Huq07] indicat pentru tratamentul epilepsiei [Cha78]. Acesta 

actionează prin reducerea neurotransmisiei excitatorii şi potenţarea inhibiţiei mediate 

de acidul γ-aminobutyric. Totuşi, în ciuda faptului că este folosit extensiv ca şi API 

pentru medicamente antiepileptice, trăsăturile sale biologice nu sunt încă pe deplin 

elucidate [Tie08].  

Ca şi în cazul altor medicamente anticonvulsante, distanţa dintre centrele celor 

două inele fenil şi oxigenul grupului carbonil este importantă, deoarece ambele grupuri 

sunt presupuse că se leagă la site-ul 

receptorului [Mar06]. Modificarea 

grupurilor responsabile pentru legăturile HB 

poate descreşte sau chiar stopa activitatea 

anticonvulsantă [Pou84, Cor85]. Interesul 

deosebit asupra proprietăţilor compusului 

DPH ne-a impulsionat să studiem procesul 

său de dimerizare prin legături de hidrogen. 

Astfel, în acest studiu prezentăm o analiza 

detaliată a conformaţiei speciilor dimere ale 

DPH, pe baza adistribuţiei Boltzmann. In plus, combinând tehnicile experimentale UV-

Vis şi RMN cu metode computaţionale de mecanică cuantică am investigat efectul 

acestor interacţiuni asupra tranziţiilor electronice şi al spectrelor RMN ale compusului. 

In ultima parte a acestui studiu am investigat trăsăturile vibraţionale ale DPH. 

4.2 Detalii experimentale şi computaţionale  
Spectrele de absorbţie optică ale DPH în ethanol au fost înregistrate la 

temperatura camerei, folosind un spectrometru Jasco V-670 UV–Vis–NIR cu lărgimea 

fantei de 2 nm. Spectrele 1H şi 13C RMN au fost înregistrate la  temperatura camerei 

folosind un spectrometru Bruker AVANCE NMR (400.13 MHz pentru 1H şi 100.63 MHz 

pentru 13C, standard intern TMS). Probele au fost preparate prin dizolvarea DPH în 

DMSO (semnalul 1H la 2.51 ppm şi la 39.45 ppm pentru 13C). Spectrele Raman au fost 

 
Fig. 4.1 Structura optimizată la nivel 

B3LYP/6-31+G(2d,2p) a celui mai stabil 

conformer al DPH în fază gazoasă  
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înregistrate 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 şi 1064 nm. 

 Optimizarea geometriei DPH şi calculele "single point" au fost efectuate cu 

programul Gaussian 09, rev. C.01 [Gau09] folosind metode DFT. Funcţionalele hibride 

B3LYP [Bec93, Lee88, Vos80, Ste94] şi APFD [APFD] au fost folosite împreună cu seturi 

de baza de tip Pople [Heh72, Fri84]. 

Spectrele de absorbţie au fost calculate la nivelul de teorie TD-B3LYP/6-

31+G(2d, 2p). Calculul deplasărilor chimice a fost efectuat folosind metoda GIAO [Dit74, 

Wol90], cu funcţionala B3LYP şi setul de bază 6-31+G(2d,2p).  

Pentru modelarea spectrelor vibraţionale ale DPH am folosit un model de cluster 

compus din 5 molecule. Pentru aceasta am utilizat metoda ONIOM QM:QM, tratând 

molecula care a fost optimizată 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 performanţa aproximaţiei 

anarmonice în reproducerea spectrului Raman.  

4.3 Interacţiuni de tip "hydrogen bonding" ale moleculei 
difenilhidantoin 
 Pentru monomerul DPH sunt posibile două structuri de energie minimă şi anume 

structura prezentată în Fig.4.1 (conformerul A) şi imaginea sa în oglindă (conformerul 

B). Chiar dacă cele două structuri sunt echivalente din punct de vedere energetic şi 

spectroscopic, ambele trebuie luate în considerare la formarea posibililor dimeri ai DPH 

[Luc15]. Astfel, pentru conformerul A, inelul din stânga (C8-C9) este aproape coplanar 

cu legătura C4-C5 din unitatea hidantoin, în timp ce al doilea inel fenil (C14-C15) este 

aproximativ coplanar cu legătura C5-N1. Din cauza prezenţei celor două grupuri NH ca 

şi donoare de hidrogen şi a doi atomi de oxigen ca şi acceptori în legături HB, pot fi 

formaţi diferiţi dimeri legaţi prin HBs. In acest studiu am fost interesaţi numai de acest 

tip de dimeri deoarece aceştia sunt semnificativ mai stabili decât alte tipuri, formaţi de 

exemplu prin interacţiuni dispersive. In plus, numai dimerii formaţi prin două legături 

HB au fost luaţi în considerare. 
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Un total de 12 dimeri formaţi 

prin duble legături HB pot fi 

formaţi (vezi Fig. 4.2), din care 6 

sunt de tip AA şi 6 de tip AB. 

Dimerii de tip BB şi BA nu au 

fost consideraţi deoarece 

aceştia sunt imagini în oglindă 

ai celor de tip AA, respectiv AB. 

Geometriile celor 12 dimeri au 

fost complet optimizate fără a 

impune nici un fel de 

constrângere şi fiecare dintre 

acestea corespund unor minime 

pe suprafţa de energie 

potenţială.  

Vom discuta mai întâi 

caracteristicile structurale ale 

monomerului, pentru care 

parametrii geometrici au fost 

raportaţi de către Camerman et al. [Cam71] şi discutaţi de asemenea de Tamir et al. 

[Tam80]. 

Unghiurile dintre planele definite de cele două inele fenil şi unitatea hidantoin sunt 

prezentate în Tabelul 4.2. Cel mai bun acord între datele experimentale şi cele calculate 

Tabelul 4.2. Valorile calculate ale unghiurilor diedre şi distanţelor între centroizii 

inelelor fenil şi atomii de oxigen pentru monomerul DPH în gaz, etanol şi DMSO  

Paramtrua) gaz etanol DMSO date de raze X [Cam71] 

(Ph1,Ph2) 81.59 76.03 77.57 89.56 

 (Ph1,Hyd) 73.32 73.87 73.73 65.67 

 (Ph2,Hyd) 66.98 70.86 69.87 65.95 

d(X1O7) 4.263 4.250 4.253 4.226 

d(X2O7) 4.012 4.002 4.003 3.968 

d(X1O6) 5.473 5.531 5.528 5.513 

d(X2O6) 5.779 5.711 5.715 5.677 
a) Ph1, Ph2 şi Hyd sunt planele definite de inelele fenil C8-C13 şi C14-C19 cu inelul 

hydantoin; X1 şi X2 sunt centroizii celor două inele fenil. 

 

 

Fig. 4.2 Structurile optimizate B3LYP/6-31+G(2d,2p) 

pentru dimerii DPH în gaz. 
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Tabelul 4.3 Energii relative (kcal mol-1, corectate ZPE) şi populaţii Boltzmann (%) ale celor 

12 dimeri DPH în gaz (nivel de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p)) şi în etanol şi DMSO (nivel de 

teorie PCM-B3LYP/6-31+G(2d,2p)), la temperature camerei 

 Gaz Etanol DMSO 
Dimer ∆EZPE  Populaţie  ∆EZPE  Populaţie  ∆EZPE  Populaţie  

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 

 

se observă în cazul moleculei în gaz, în particular pentru diedrul (Ph2,Hyd). In fază 

lichidă, unghiul dintre planele Ph1 şi Hyd se modifică foarte puţin comparativ cu cazul 

fazei gazoase. Pe de altă parte, unghiul diedru (Ph1,Ph2) scade în soluţie, concomitent 

cu o creştere uşoară a unghiului (Ph2,Hyd).  Conform datelor din Tabelul 4.2, distanţa 

dintre centroizii inelelor fenil şi atomii de oxigen din grupul carbonil nu este afectată 

semnificativ de trecerea din faza gazoasă în cea lichidă. Observăm de asemenea că nu 

există diferenţe calitative între parametrii geometrici ce caracterizează orientarea 

relativă a inelelor fenil faţă de grupul hidantoin, pentru structurile dimere în fază 

gazoasă şi în etanol.  

 Este rezonabil să presupunem că tăria interacţiunilor de tip HB va juca un rol major în 

stabilitatea dimerilor. Acest lucru este adevărat pentru dimerii solvataţi, caz în care 

structurile dimere cu lungimea mediată a legăturile HB mai scurtă (dimerul 2AB) sunt 

cele mai stabile, situaţia fiind oglindită pentru structurile în fază gazoasă. Pentru acestea 

din urmă, cei mai stabili, dimerii aproape isoenergetici 2AA şi 2AB au o lungime medie a 

legăturile HB de 2.837 Å, semnificativ mai scurtă decât dimerii imediat următori în 

ordinea creşterii energiei (6AB şi 5AB). 

Legăturile HB intermoleculare în cel mai stabil dimer 2AA duc la creşterea 

lungimii legăturilor N-H şi C=O cu 0.021, respectiv 0.014 Å, faţă de monomer. 

Diferenţele apar din cauză că molecula DPH este implicată în două legături HB în toţi 
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dimerii investigaţi, în timp ce în stare solidă fiecare monomer este conectat cu 4 

molecule vecine, formând două perechi de legături HB echivalente de 2.784 şi 2.884 Å. 

După cum se observă în Tabelul 4.3, calculele noastre prezic o modificare dramatică a 

energiilor relative ale unor dimeri la trecerea din fază gazoasă în fază lichidă. Totuşi, cei 

doi dimeri 2AA şi 2AB sunt cei mai stabili atât în gaz cât şi în fază lichidă. In particular, 

dimerii 2AB şi 2AA contribuie împreună cu aproape 30 % din populaţia totală în soluţie. 

In etanol şi DMSO, dimerii 2AB, 2AA, 3AA, 3AB, 5AA şi 5AB au energiile relative in 

intervalul 0.59 kcalmol-1, care ete mai mic decât energia termică corespunzătoare 

temperaturii camerei. Chiar dacă sunt semnificativ mai destabilizaţi energetic, datorită 

degenerării de simetrie, dimerii 1AA şi 1AB au populaţii apreciabile, mai mari de 5%.  

4.4 Tranziţii electronice ale moleculei difenilhidantoin 
 Spectrele UV-Vis ale DPH în etanol (vezi Fig. 4.4) au fost înregistrate la 5 

concentraţii, de la 10-5 M la 10-4 M. Se observă un uşor shift, de la 204 nm la 211 nm 

pentru λmax, odată cu creşterea concentraţiei. Conform rezultatelor teoretice, cele mai 

intense tranziţii electronice ale monomerului DPH sunt prezise în regiunea UV, în foarte 

bun acord cu datele experimentale. Contribuţia principală la tranziţia S0  S1 este 

datorată excitaţiei HOMO-LUMO. Am atribuit această tranziţie unui transfer intra-

molecular de sarcină între inelele fenil şi grupul hidantoin. Inset-ul din Fig. 4.4 arată 

deconvoluţia spectrului UV experimental pentru concentraţia de 7.5∙10-5 M, cu peak-uri 

la 204 nm, 209 nm, 216 nm şi 230 nm. Primele 3 peak-uri rezultate prin deconvoluţie 

pot fi puse în corespondenţă cu primele 3 benzi de absorbţie simulate. Ultimul peak 

deconvolutat, de la 230 nm, este deplasat apreciabil spre albastru comparativ cu banda 

de absorbţie simulată de la 247 nm.  

Pe baza calculelor DFT presupunem că pentru concentraţii mai mici de 5∙10-5 M 

contribuţia dominantă la spectrul de absorbţie este datorată monomerilor şi peak-ul 

experimental este datorat tranziţiei calculate pentru monomeri la 201-208 nm. Se 

observă o asimetrie clară a curbelor de absorbţie pentru toate concentraţiile. Acestea 

maschează un umăr la cca. 230 nm, care poate fi identificat prin deconvoluţie.  
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Deplasarea spre roşu a λmax (de la 205 nm la 211 nm), observată ca rezultat al 

creşterii concentraţiei, poate fi explicată prin creşterea populaţiei dimerilor, datorată 

creşterii concentraţiei de la 5∙10-5 la 10-4M. Conform energiilor libere relative calculate, 

dimerii DPH 2AB şi 2AA sunt cei mai stabili şi mai abundenţi în etanol. In mod aşteptat, 

spectrele UV ale celorlaţi 7 dimeri au absorbţii similare cu cele ale dimerului 2AB. Pe 

baza calculelor efectuate pe modele de monomer şi dimer considerăm că peak-ul 

experimental de la λ=205 nm indică o absorbţie de 100% a monomerilor. De asemenea, 

populaţia monomerilor este dominantă pentru concentraţii mai mici de 5∙10-5 M. Curba 

UV intermediară cu peak-ul la λ=208 nm apare ca rezultat al absorbţiei mixte, 50% 

populaţie de monomeri şi 50% de dimeri. Peak-ul experimental de la λ=211 nm este 

datorat în proporţie de 100% dimerilor. 

4.5 Analiza RMN a moleculei difenilhidantoin 
Deplasările chimice experimentale şi cele calculate (ponderate după populaţii) 

pentru monomer şi pentru cei 12 dimeri investigaţi ai DPH în DMSO sunt listate în 

Tabelul 4.6.  

 

Fig. 4.4 Spectrele UV-Vis experimentale (linia continua) şi simulate (linia întreruptă) ale 

DPH în ethanol, la 5 concentraţii. Spectrele simulate au fost calculate pentru monomerul DPH 

şi 8 cei mai stabili dimeri în etanol, a căror populaţie Boltzmann cumulată este de 92.6 %. In 

inset este ilustrat spectrul experimental deconvolutat înregistrat la 7.5∙10-5 M. 
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Conform datelor din tabel, diferenţele principale între valorile experimentale şi cele 

calculate pentru monomer se observă pentru nucleul C5, precum şi pentru protonii H30 

şi H31. Interacţiunile HB pot afecta ecranarea celor doi protoni. Acesta este cazul, într-

adevăr, şi calculele efectuate pentru dimeri arată că aceste interacţiuni intermoleculare 

modifică densitatea de sarcină a grupării hidantoin, având ca rezultat o modificare 

semnificativă a deplasării chimice pentru nucleele C2 şi H31 şi într-o măsură mai mică 

pentru nucleul H30. Valoarea deplasării chimice pentru nucleul C5 în dimer se 

îmbunătăţeşte foarte puţin comparativ cu cazul monomerului. Motivul poate fi acela că 

nucleul C5 este ecranat de către inelele fenil mult mai puternic decât poate fi prezis de 

către modelul continuu de solvatare PCM. Dimerii 5AB şi 1AB dau un acord îmbunătăţit 

între datele experimentale şi cele calculate pentru protonul H30, în detrimentul unui 

acord mai slab pentru protonul H31. Cu toate acestea, valorile calculate 

corespunzătoare pentru dimerii individuali, precum şi media ponderată sunt 

inacceptabil de departe de valorile experimentale. Această discrepanţă poate fi atribuită 

ne-includerii interacţiunilor specifice solut-solvent în modelul computaţional. 

4.6 Trăsături vibraţionale ale moleculei difenilhidantoin 
Pentru o atribuire corectă a spectrului Raman al DPH, în acest studiu ne-am 

bazat pe comparaţia cu spectrul Raman al compusului 2,4-imidazolidinedione [Biorad], 

Tabelul 4.6 Deplasări chimice experimentale şi calculate (în ppm) pentru DPH în DMSO 

Atom 
Date 

experimentalea) 

Date calculateb)  

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 

C9,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 şi 13C pentru DPH în DMSO faţă de TMS.  
b) Deplasările chimice calculate la nivelul de teorie B3LYP/6-31+G(2d,2p).; datele pentru 

dimer au fost deduse ca medie ponderată a deplasărilor chimice calculate pentru 8 cei mai 

stabili  dimeri ai DPH în DMSO, a căror populaţie Boltzmann cumulate este de 92.7 %. 



 

Raluca Andreea Luchian – Rezumatul tezei de doctorat Capitolul 4 

 
30 

 

 

precum şi pe spectrul Raman calculat prin metode DFT a unui cluster compus din 5 

molecule DPH şi pe spectrul calculat în aproximaţia anarmonică al dimerului DPH. 

 In Fig. 4.6 este dat spectrul Raman experimental al DPH. Fig. 4.8 arată spectrul 

Raman calculat al DPH folosind două modele şi două metodologii computaţionale. Curba 

de sus reprezintă spectrul calculat bazat pe metodologie QM:QM unde pentru stratul 

"low" compus din 4 molecule vecine am folosit nivelul de teorie B3LYP/3-21G, în timp 

ce pentru stratul "high" care conţine o singură moleculă complet optimizată, am folosit 

nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(2d,p). Pentru cea de-a doua metodologie 

computaţională am folosit modelul de monomer model solvatat în apă şi calculele au 

fost efectuate în aproximaţia anarmonică [Bar14, Cor16], bazată pe teoria 

perturbaţională vibraţională de ordin doi (VPT2) [Pic15], la nivelul de teorie APFD/6-

311+G(2d,p).  

După cum se observă în Fig. 4.8, spectrul experimental este mult mai bine reprodus de 

către modelul cluster tratat cu metoda ONIOM, în întreg domeniul spectral. In 

particular, poate fi notat excelentul acord între benzile Raman asociate cu vibraţiile de 

stretching ale grupului carbonil, dar şi trăsăturile spectrale observate în domeniul 

spectral 1072-1234 cm-1 şi 602-784 cm-1. Merită menţionat că pe lângă faptul că 

furnizează un acord mult mai bun cu datele experimentale, calculele pe modelul cluster 

 
Fig. 4.6 Spectrul Raman experimental al DPH sub formă de pulbere la temperatura  camerei  
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oferă avantajul că sunt cu două ordine de mărime mai rapide (24 ore şi 23 minutes, 

comparativ cu 3182 hours şi 43 minutes) decât cele anarmonice.  

Atribuirea modurilor de vibraţie a fost făcută prin compararea directă a 

spectrelor experimentale şi calculate considerând atât numerele de undă cât şi 

intensităţile relative ale benzilor, dar şi prin compararea cu spectrele vibraţionale ale 

unor compuşi similari: hidantoinul [Kim03, Ild12, Biorad] şi radicalul fenil [Lap01]. 

 In primul rând notăm faptul că benzile IR observate pentru DPH la 1774 şi 1717 

cm-1 corespund celor mai intense benzi IR experimentale de la 1779 şi 1717 cm-1 pentru 

hidantoin. Alte benzi IR ale hidantoinului (3265, 1296, 641 şi 440 cm-1 [Biorad]) 

observate în spectrul DPH sunt cele de la 3272, 1285, 641 şi 453 cm-1. 

Există de asemenea benzi Raman caracteristice pentru hidantoin (2977, 1735, 1698, 

1071, 1000, 908, 642 şi 414 cm-1 [Biorad]) care pot fi observate în spectrul DPH foarte 

apropiate în poziţie, dar cu intensitate semnificativ mai mică (2976, 1737, 1698, 1072, 

1003, 914, 640 şi 429 cm-1). Pe de altă parte, două benzi Raman intense din spectrul 

hidantoinului de la 1422 şi 580 cm-1 nu sunt observate în spectrul DPH.  

 După cum se observă în Fig. 4.6, cel puţin 3 peak-uri pot fi identificate în 

spectrele Raman şi IR al DPH în domeniul spectral caracteristic pentru vibraţiile de 

stretch ale grupului carbonil.  

 
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 în gaz 
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Datorită grupurilor sale NH şi C=O, molecula DPH este disponibilă pentru formarea de 

legături HB, atât în stare solidă cât şi în stare lichidă. Am atribuit aceste benzi din jurul 

valorii de 1750 cm-1 vibraţiilor de stretch simmetric şi asimetric ale moleculei libere şi 

respectiv moleculei implicate în legături HB.  

Alte benzi Raman caracteristice DPH sunt observate la 1601 şi 1583 cm-1, ambele 

corespunzând vibraţiilor stretch CC din grupurile fenil. Banda de la 1194 cm-1 este 

datorată vibraţiilor de stretching între grupurile hidantoin şi fenil.  

Banda de la 1003 cm-1 (cea mai intensă în spectrul Raman al DPH) este datorată unui 

mod care implică vibraţii CCC bendings în grupurile fenil dar şi CNC bendings în grupul 

hidantoin. Spectrul Raman al hidantoinului pur conţine o bandă slabă la 1000 cm-1. 

 Merită menţionată prezenţa unei benzi intense la 1422 cm-1 în spectrul Raman al 

hidantoinului, corespunzătoare vibraţiilor β(CH2). O altă bandă a hidantoinului care 

dispare în spectrul Raman al DPH este observată la 580 cm-1 (deformare out-of-plane a 

grupului hidantoin cuplată cu vibraţia CH2 rocking). Această deformare este împiedicată 

în DPH datorită conectării cu grupurile fenil şi aceasta explică extincţia benzii 

corespunzătoare. Subliniem că atribuirea corectă a benzilor de vibraţie în cazul 

structurilor complexe precum ingredienţii activi farmaceutic poate fi făcută numai prin 

analiza spectrelor grupurilor constituente.   

Menţionăm de asemenea că deşi spectrele Raman înregistrate cu diferite linii laser 

excitatoare sunt foarte asemănătoare, o modificare semnificativă este observată în ceea 

ce priveşte intensităţile benzilor atunci când se schimbă linia excitatoare de la 325 nm 

la 785 nm. Astfel, laserul de 785 nm dă benzi Raman mai intense în domeniul spectral 

100-800 cm-1, în timp ce în domeniul 800-1800 cm-1, cele mai intense benzi se obţin cu 

linia excitatoare de 325 nm. O creştere semnificativă a intensităţilor este observată în 

particular pentru benzile de la 1601, 1757 şi 1195 cm-1. 

Modificări asemănătoare au fost observate anterior de către Thorley et al. [Tho06]. La 

fel ca şi în cazul nostru, studiul menţionat anterior demonstrează că laserul UV produce 

benzi Raman mai intense în regiune de numere de undă mai mari. Nergui et al. [Ner16] 

au propus că pentru adenină, dependenţa intensităţilor Raman de lungimea de undă a 

laserului folosit poate fi explicată pe baza condiţiei de pre-rezonanţă, chiar dacă laserul 

excitator este departe de rezonanţă. Cel mai probabil aceeaşi presupunere este valabilă 

pentru creşterea activităţilor Raman ale benzilor din regiunea numerelor de undă mari 

pentru DPH. O altă explicaţie poate fi dependenţa polarizabilităţii DPH de lungimea de 

undă a laserului excitator. Investigaţii suplimentare sunt necesare pentru clarificarea 

acestui comportament. 
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4.7 Concluzii 

 Structurile geometrice ale monomerului şi 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 arată că aceeaşi doi dimeri (2AA 

and 2AB) sunt cei mai stabili atât în gaz cât şi în soluţie, dar o importantă modificare se 

produce în ceea ce priveşte stabilitatea relativă a celorlaţi 10 dimeri. Pentru monomerul 

DPH, unghiul diedru care defineşte orientarea relativă a celor două inele fenil în soluţie 

scade apreciabil comparativ cu structura din stare solidă, simultan cu o creştere 

similară a diedrelor dintre grupurile fenil si grupul hidantoin. Pe de altă parte, se obţine 

un acord aproape cantitativ între distanţele calculate dintre centroiziii grupurilor fenil 

şi cei doi atomi de oxigen ai moleculei în fază lichidă şi solidă.  

Spectrele experimentale UV-Vis şi RMN ale DPH au fost explicate pe baza contribuţiilor 

ponderate prin populaţiile Boltzmann datorate monomerilor şi dimerilor. Toate 

excitaţiile electronice permise sunt dominate de tranziţii de transfer de sarcină între 

subunităţile moleculei.  

 Deplasările chimice 1H şi 13C ale DPH în DMSO au fost explicate prin considerarea 

datelor calculate şi ponderate prin populaţiile Boltzmann corespunzătoare celor 6 

dimeri. Singura discrepanţă între datele experimentale şi cele calculate poate fi  

explicată prin faptul că nu sunt luate în considerare interacţiunile solut – solvent.  

 Spectrul Raman experimental a fost obţinut utilizând 5 linii laser excitatoare şi 

atribuirea modurilor de vibraţie a fost făcută pe baza spectrului calculat pentru un 

cluster de 5 molecule DPH. In acest scop am folosit metodologie QM:QM (două straturi, 

nivelul de teorie B3LYP/3-21G pentru stratul "low" şi nivelul de teorie B3LYP/6-

311+G(2d,p) pentru stratul "high"). Această metodologie a fost demonstrată ca fiind 

mult mai convenabilă comparativ cu calculele anarmonice, datorită timpului de calcul 

necesar mult mai scurt pentru rularea job-urilor. 

 Benzile Raman în spectrul înregistrat cu laserul de 325 nm sunt de intensitate mai 

mare comparativ cu celelalte lasere, în domeniul de numere de undă mai mari de 800 

cm-1. Pentru domeniul numerelor de undă mai mici, laserul de 785 nm conduce la 

obţinerea de benzi Raman mai intense. Acest comportament ar putea fi explicat pe baza 

condiţiilor de pre-rezonanţă şi de dependenţa polarizabilităţii moleculei de laserul 

folosit pentru excitare. 
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Capitolul 5                           

SPAŢIUL CONFORMAŢIONAL ŞI STĂRILE EXCITATE DE JOASĂ 

ENERGIE ALE MOLECULEI IMATINIB 

5.1 Introducere 

 Imatinib, (IMT, vezi Fig. 5.1), este un inhibitor al tyrosin-kinazei (TKI) de primă 

generaţie, folosit în principal în tratamentul leucemiei mielogene cronice şi pentru 

tumorile stromale gastrointestinale [Mul09, Ksi11, Had14]. Acesta acţionează selectiv 

asupra tirozin-kinazei Abl [Sch09, Zha09, Zha10], asupra receptorului factorului de 

creştere al celulelor Mast/stem (c-Kit) şi a receptorilor factorului de creștere derivat din 

plachetele sanguine (PDGF-R) [Rub02, Mak02].  

 Descrierea cu acurateţe a aranjamentului 3D şi a proprietăţilor moleculare ale 

stărilor conformaţionale accesibile termic ale IMT este crucială pentru înţelegerea 

interacţiunilor sale cu receptorii[Ale10, Che11, Lop12, Pis14].  

Surprinzător, în ciuda importanţei spaţiului conformaţional, există foarte puţine date 

raportate în literatură referitoare la conformerii IMT [Muc11, Che11]. Pentru acest 

motiv, pe lângă spaţiul conformaţional, un alt interes în studiul de faţă a fost acela de a 

compara structura 3D a conformaţiilor bioactive găsite pentru IMT în diferiţi complecşi 

IMT-tirozin-kinază [Sch09, Zha09, Xio08, Che11] cu alte conformaţii posibile. 

5.2 Detalii experimental şi computaţionale 

 Spectrele UV-Vis ale IMT în apă au fost înregistrate la temperatura camerei, 

folosind un spectrometru de tip Jasco V-670 UV–Vis–NIR, cu lăţimea fantei de 2 nm şi o 

cuvetă de cuarţ de 1 cm grosime.  

 Spaţiul conformaţional al IMT a fost explorat folosind programul Tinker, cu 

câmpul de forţe de mecanică moleculară MMFF94 [Shi13]. In acest mod au fost 

identificaţi 4024 conformeri, într-un domeniu energetic de 34 kcal·mol-1. Pentru 

următoarea parte a studiului am folosit funcţionala hibridă B3LYP [Bec93, Lee88, 

Vos80, Ste94] împreună cu setul de bază "spectroscopic" 6-31G(d) (BS1) şi cu setul 6-

31+G(d,p) (BS2). Pe lângă cei 45 de conformeri cei mai stabili determinaţi prin calcule 

MM şi ale căror energii libere relative sunt în intervalul 0-3.5 kcal·mol-1, am optimizat 

de asemenea geometriile structurilor IMT corespunzătoare celor două forme 

polimorfice din complecşii c-Abl kinase. Astfel, un total de 49 de conformeri au fost 

optimizaţi, cu energii relative în intervalul 0 - 4.80 kcal·mol-1. In sfârşit, structurile astfel 
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obţinute în fază gazoasă au fost reoptimizate în apă la nivelele de teorie B3LYP/BS1 şi 

B3LYP/BS2, folosind modelul de solvatare PCM [Tom05]. Fig. 5.2 prezintă primii 9 cei 

mai stabili conformeri cu energii relative în domeniul energiei temperaturii camerei 

(0.592 kcal·mol-1). Pentru comparaţie am inclus de asemenea şi cele două structuri 

optimizate şi experimentale corespunzătoare conformerilor din complexul c-Abl kinază 

şi în polimorfii α şi β ai IMT.  

Spectrele de absorbţie au fost calculate folosind funcţionala CAM-B3LYP  [Yan04] 

cu setul de bază 6-31+G(d,p) şi spectrul UV-Vis simulat a fost obţinut prin însumarea 

contribuţiilor tranziţiilor în primele 80 de stări electronice excitate de singlet.  

5.3 Spaţiul conformaţional al moleculei Imatinib 

 Cea mai vizibilă diferenţă dintre conformerii de tip C şi T poate fi observată între 

cei care diferă prin unghiul de rotaţie în jurul legăturii N13-C14. 

 
 

Fig. 5.1 a) Structurile optimizate ale celui mai stabil conformer al IMT în apă (5) la nivelul 

de teorie (PCM)-B3LYP/6-31+G(d,p); b) Structurile optimizate suprapuse ale celui mai 

stabil conformer IMT în apă (5) optimizat la 3 nivele de teorie diferite.  
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 Conformerii conţinând în notaţia lor în al şaselea dublet simbolurile C- şi C+ (vezi 

Tabelul 5.2) au o structură sub  formă de V, [Nag02], iar cei care conţin dubletul T- şi T+ 

au structură de formă U  (vezi Fig. 5.2). Numai conformerul (15) are o formă de tip S, cea 

mai apropiată de formele polimorfice α şi β şi de structurile din complecşii IMT-c-Abl. 

Am acordat atenţie specială fragmentului piperazine al IMT. In forma a N,N’-dimetil-

piperazină, care, conform calculelor noastre, este mai stabilă decât forma "skewed boat" 

 
 

Fig. 5.2 Structurile optimizate la nivelul de teorie PCM-B3LYP/6-31+G(d,p) a celor mai stabili 

9 conformeri ai IMT în apă, împreună cu formele cristaline α şi β [Gri13], precum şi cele două 

forme A şi B din complexul c-Abl [Nag02]. (reprodsă din ref. [Vin15]) 
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cu 8.23 kcal·mol-1, cele două legături N-CH3 pot rămâne ecuatorial sau axial, conducând 

la 3 conformaţii diferite, eq-eq, eq-ax şi ax-ax, cu energii Gibbs relative de 0.00, 6.47 şi 

respectiv 7.69 kcal·mol-1. 

Cel mai stabil conformer în gaz (1) are fragmentul piperazină sub formă "chair" cu 

conformaţie eq-eq. Conform datelor din Fig. 5.2, această conformaţie este menţinută 

pentru toţi conformerii consideraţi în domeniul de energii relative 0-0.49 kcal·mol-1. 

După cum se observă în Tabelul 5.2, primii 9 cei mai stabili conformei în apă sunt 

dominanţi, cu o populaţie Boltzmann totală mai mare de 68%. Cel mai stabil în gaz este 

conformerul (1), iar conformerul (5) este cel mai stabilizat în apă; diferenţele principale 

între structurile celor doi conformeri constă în orientarea relativă a grupului piperazină 

faţă de restul moleculei. O astfel de diferenţă este de aşteptat dacă se ţine cont de faptul 

că acest grup reprezintă partea hidrofobică a IMT [Nag02]. Unghiul diedru α dintre 

inelele piridină şi metilbenzen are valori între 50o şi 90o în complecşii inhibitor-

proteină de tip II, dar pentru primii 9 cei mai stabili conformeri IMT, unghiul α oscilează 

între 35o  32o. Unghiul β dintre grupurile piperazină şi metilbenzen este distribuit între 

0o şi 90o în complecşii proteină-imatinib şi la fel se întâmplă pentru conformerii a căror 

unghiuri β sunt între 42o şi 77o.   

Tabelul 5.4 conţine unghiurile diedre experimentale ale IMT pentru complexul c-Abl 

kinase [Nag02], dar şi cele pentru formele polimorfice α şi β [Gri13]. Unghiul diedru Φ5 

pentru IMT în complexul tirozin kinază este de 97.5o ceea ce rezultă într-o valoare de 

92.6o pentru unghiul α, caracteristic pentru inhibitorii de tip II.   

Merită notat că numai conformerul (15) are o structură de formă S, asemănătoare 

conformaţiei din starea solidă a polimorfilor [Gri13] şi din complexul c-Abl-IMT 

[Nag02]. In plus, din Fig. 5.2 este evident că diferenţa majoră dintre structurile 

conformerilor liberi de formă V şi conformerul bioactiv legat de c-Abl kinază constă în 

orientarea relativă a grupurilor pirimidină-piridină, partea prin care ligandul IMT se 

leagă la site-ul ATP al TK. 

Pentru a încheia discuţia despre trăsăturile structurale ale conformerilor IMT, mai 

evidenţiem faptul că setul de bază BS1 reprezintă un bun compromis pentru obţinerea 

geometriilor optimizate, a energiilor relative şi chiar a energiilor de excitare, cel puţin 

pentru molecule mici şi medii [Jua13, Per13, Sur14, Chi14, Sjo14]. 
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  Pe de altă parte, setul de bază afectează drastic stabilitatea relativă a 

conformerilor. Este posibil să estimăm diferenţa entalpiilor de fuziune dintre cele două 

forme polimorfice ca şi diferenţa dintre entalpiile conformerilor în fază gazoasă [Pol01, 

Kla00]. 

Table 5.2 Energii libere relative şi populaţii Boltzmann ale celor 20 cei mai stabili conformeri 

ai IMT în gaz [nivel de teorie B3LYP/6-31G(d)] şi în apă [nivele de teorie PCM-B3LYP/6-

31G(d) şi PCM-B3LYP/6-31+G(d,p)] la temperatura camerei 

Conformer 

Gaz 
B3LYP/6-31G(d) 

Apă 
PCM-B3LYP/6-31G(d) 

Apă 
PCM-B3LYP/6-31+G(d,p) 

∆Ga 

(kcal·mol-1) 
Populaţie 

(%) 
∆Gb 

(kcal·mol-1) 
Populaţie 

 (%) 
∆Gc 

(kcal·mol-1) 
Populaţie 

 (%) 

G-A+C-C-C+C-T-  
(1) 

0.00 16.24 0.31 6.15 1.06 1.85 

G-A+C-C-C+C+T-  
(2) 

0.40 8.38 0.35 5.75 1.07 1.83 

T-G+C-C-C-C-T-  
(3) 

0.40 8.37 0.26 6.64 0.27 7.07 

G-A+C-C-C+C-T+  
(4) 

0.44 7.82 0.14 8.12 0.66 3.67 

T-A-C-C-C-C+T-  
(5) 

0.48 7.28 0.00 10.33 0.00 11.13 

T-G+C-C-C+C+T+  
(6) 

0.69 5.16 0.35 5.74 0.26 7.22 

G-A+C+C+C+C-T-  
(7) 

0.71 4.95 0.51 4.38 0.34 6.29 

G-G-C-C-C+C+T-  
(8) 

0.72 4.84 0.85 2.49 0.65 3.72 

T-G+C+C+C-C+T-  
(9) 

0.74 4.72 0.83 2.58 0.94 2.28 

T-G+C-C-C-T+T+  
(10) 

0.97 3.22 0.16 7.86 0.41 5.57 

G-A+C-C-C+C-C-  
(11) 

0.97 3.20 0.29 6.31 0.63 3.87 

T-G+C+C+C+T-T-  
(12) 

0.97 3.19 1.18 1.45 0.78 3.00 

T-G+C+C+C-C+C-  
(13) 

1.02 2.97 0.42 5.14 0.03 10.59 

T-G+C-C-C+T-T-  
(14) 

1.04 2.87 0.47 4.73 0.49 4.84 

T-G+C-T+C-T+T-  
(15) 

1.04 2.84 1.12 1.59 1.69 0.64 

T-G+C+C+C-C+C+  
(16) 

1.05 2.83 0.15 8.07 0.03 10.63 

G-A+C-C-C+C-C+  
(17) 

1.05 2.81 0.43 5.05 1.09 1.76 

T-G+C-C+C+T-T-  
(18) 

1.05 2.79 0.48 4.66 0.49 4.86 

T-A-C+C-C-T-C+  
(19) 

1.06 2.77 1.13 1.56 0.98 2.13 

G-A+C-C-C+T-T-  
(20) 

1.06 2.76 1.20 1.38 0.72 3.30 

arelativ la conformerul (1) 
brelativ la conformerul (5) 
crelativ la conformerul (5) 
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Astfel, pentru o soluţie ideală, fracţia molară x a solutului la saturaţie depinde de 

entalpia de fuziune ∆H, capacitatea calorică molară ∆Cp, temperatura de topire Tm şi 

temperatura T a soluţiei [Pol01]: 

𝑥 = 𝑒𝑥𝑝(−(∆𝐻/𝑅) ∙ (
1

𝑇
−

1

𝑇𝑚
)  +  (∆𝐶𝑝/𝑅 ) ∙ ((𝑇𝑚 − 𝑇)/𝑇 + 𝑙𝑛(𝑇/𝑇𝑚))            (5.1) 

Pentru IMT, diferenţa entalpiilor de fuziune am estimat-o ca şi Hβ-Hα = 2.45 

kJ·mol-1 şi diferenţa capacităţilor calorice ∆Cp este aproximată ca şi diferenţa entropiilor 

de fuziune (∆Sβ-∆Sα = -3.67 JK-1mol-1) pentru tranziţia de la forma cristalină la forma 

lichidului superrăcit (∆S=Sgas-Swater). Raportul xα/xβ a fost obţinut pe baza ecuaţiei: 

𝑥𝛼/𝑥𝛽  =  𝑒𝑥𝑝 (
𝐻𝛽−𝐻𝛼

𝑅
∙ (

1

𝑇
−

1

𝑇𝑚𝑚
) −

∆𝑆𝛽−∆𝑆𝛼

𝑅
∙ (

𝑇𝑚−𝑇

𝑇
+  𝑙𝑛 (

𝑇

𝑇𝑚𝑚
)))                   (5.2) 

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

polimorfi [Gri13]. La temperatura camerei (T=298 K) am obţinut o valoare de 2.26 

pentru raportul fracţiilor molare, în acord excelent cu datele experimentale, conform 

cărora polimorful α este de 2.5 mai solubil decât forma β. 

In plus, considerând diferenţa entalpiilor de fuziune experimentale dintre formele α şi β 

(3.18 kJ·mol-1) [Gri13] calculele noastre arată că o parte de 2.45 kJ·mol-1 din aceasta 

Table 5.4 Unghiuri diedre experimentale şi calculate şi energii libere relative ale formelor 

cristaline α şi β ale IMT [Dic09] şi ale formelor A şi B în complexul tyrozin kinază [Ste94] şi 

conformerii lor optimizaţi în apă. Exp. date experimentale, Opt. Optimizat; A, B. Cele două 

forme din complexul c-Abl kinază cu IMT [Ste94]; α, β – cele două structuri ale polimorfilor α 

şi β ai IMT [Che11] 

 ∆Ga) Φ1 Φ2 Φ3 Φ4 Φ/5 Φ6 Φ7 

Exp. A 
[Nag02] 

n.a. -179.0 49.4 15.7 -176.6 97.5 -0.5 170.3 

Opt.-A 
water 

1.77 -166.6 46.0 27.3 -175.4 112.8 5.3 156.6 

Exp. B 
[Nag02] 

n.a. -179.8 49.4 24.6 -179.8 97.5 -0.5 -12.1 

Opt.-B 
water 

1.60 -168.0 53.4 27.6 -176.3 112.3 5.4 -23.7 

Exp. α  
[Gri13] 

n.a. -165.7 43.5 -25.8 -164.6 77.9 -26.9 36.6 

Opt. α 
water 

1.19 -167.7 48.8 -29.2 -168.7 -6.1 -0.8 24.4 

Exp. β 
[Gri13] 

n.a. -168.3 23.7 35.3 -129.2 -113.3 -3.9 -13.2 

Opt. β 
water 

1.47 -167.5 52.2 27.8 -0.6 -111.0 -6.8 -24.1 

a) relativ la conformerul (5)  

n.a. – not available 
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este datorată diferenţei conformaţionale şi 0.73 kJ·mol-1 este datorată interacţiunilor de 

tip Van der Waals din cristal. 

5.4 Tranziţii electronice şi spectrul UV-Vis al moleculei Imatinib 

Figura 5.4 arată evoluţia spectrului UV-Vis al IMT în apă în funcţie de concentraţie, 

în domeniul 10-5-10-4 M. In timp ce pentru peak-ul de la cca. 195-203 nm se observă o 

uşoară deplasare spre roşu prin creşterea concentraţiei, celelalte două peak-uri de 

absorbţie de la 237 nm şi 257 nm nu-şi schimbă poziţiile.  

Spectrul UV-Vis al IMT a fost calculat la nivelul de teorie CAM-

B3LYP/BS2//B3LYP/BS2. Pentru concentraţii mai mici de 10-4 M este presupus că 

monomerii contribuie predominant la spectrul de absorbţie în soluţie. Energiile Gibbs 

relative (∆G) şi populaţiile date în Tabelul 5.2 sugerează o contribuţie predominantă la 

spectrele UV-Vis ale IMT în apă provine de la cei 9 cei mai stabili monomeri (5), (16), 

(13), (6), (3), (7), (10), (18) şi (14) ale căror energii sunt în domeniul 0.49 kcal·mol-1 

şi împreună dau o populaţie mai mare de 68% din populaţia totală. După cum se 

observă în Fig. 5.4, poziţiile şi intensităţile benzilor experimentale sunt reproduse foarte 

bine prin calcul.  

 
Fig. 5.4 Dependenţa de concentraţie a spectrului de absorbţie al IMT în apă la temperatura 

camerei. Spectrul simulat a fost obţinut ca şi media ponderată prin populaţiile Boltzmann 

ale spectrelor celor 9 cei mai stabili conformeri în apă. Spectrul de linii corespunde 

conformerului (5). 
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 Conform calculelor DFT, fiecare dintre cei 9 cei mai stabili conformeri ai IMT dau 

în principal 4 benzi de absorbţie calculate: în jur de 190 nm, datorată în principal 

tranziţiei HOMO-6LUMO+4; la 254 nm, datorată tranziţiei HOMO-2LUMO+1; la 265 

nm, datorată tranziţiei HOMOLUMO+1 şi la 270 nm datorată tranziţiilor 

HOMOLUMO+1 şi HOMOLUMO+2.  

Analiza formei orbitalilor moleculari implicaţi în tranziţiile menţionate pentru 

conformerul (5) în apă arată că tranziţia de cea mai mare energie observată în apă 

(HOMO-6LUMO+4) de la 190 nm se datorează în principal unei redistribuiri a sarcinii 

electronice în grupul fenil. Tranziţia electronică HOMO-2LUMO+1 de la 254 nm apare 

ca rezultat al unui transfer de sarcină de la grupurile metilbenzen şi piperazină la 

grupul fenil, simultan cu o redistribuire a sarcinii în inelul metilbenzen. Orbitalul HOMO 

este delocalizat peste grupurile metilbenzen, pirimidină şi amidă. Tranziţiile de cea mai 

joasă energie HOMO LUMO+1 şi HOMO-LUMO+2 simulate în apă la 258 nm şi 

observate experimental la 257 nm este datorată transferului de sarcină de la grupurile 

metilbenzen şi pyrimidină la inelul fenil.  

5.5 Concluzii 

Combinând calcule de mecanică moleculară şi de tip DFT am reuşit să caracterizăm 

20 de conformeri ai IMT, toţi fiind confirmaţi ca şi minime pe suprafaţa de energie 

potenţială. Energiile Gibbs relative ale celor 9 cei mai stabili monomeri ai IMT în apă 

sunt în domeniul 0 - 0.49 kcal·mol-1 şi împreună dau o populaţie de peste 68% din 

populaţia totală.  

In soluţie apoasă IMT prezintă trei peak-uri de absorbţie UV-Vis în domeniul 195-

203 nm, 237 nm şi 257 nm. Am făcut atribuirea tranziţiilor electronice pe baza 

spectrelor calculate şi mediate prin populaţiile Boltzmann ale monomerilor IMT în apă. 

In timp ce setul de bază 6-31G(d) pare a fi o alegere optimă pentru optimizarea 

geometriilor conformerilor IMT şi pentru compuşi asemănători, pentru calculul 

energiilor relative şi a energiilor de excitare electronică este necesar setul de bază 6-

31+G(d,p). Reproducerea cantitativă a peak-ului de absorbţie electronică de cea mai 

joasă energie a fost posibilă numai prin folosirea funcţionalei CAM-B3LYP.  

Pe baza datelor termochimice calculate am estimat o valoare de 2.26 pentru raportul 

fracţiilor molare xα/xβ corespunzătoare celor două forme polimorfice cunoscute ale 

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