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CUVINTE CHEIE:

Biomolecule farmacologice, spectroscopie moleculard, calcule DFT, aminoacizi marcati

izotopic — By, complecsi metalici

INTRODUCERE

In prezent se pune tot mai mult accentul pe cresterea calitatii vietii, prin imbunatatirea
calitatii medicamentelor, a metodelor de investigatie medicala, diagnostic si tratament, ele
trebuind sa fie cat mai eficiente, cu putine efecte secundare si cat mai complet elaborate.

In acest context studiile de spectroscopie moleculara (IR, Raman, SERS, RMN)
asupra unor molecule de interes biomedical (medicamente, aminoacizi, complecsi ai acestora)
dinamicd moleculara furnizate de aceste metode si activitatea fiziologica a biomoleculelor si
sistemelor moleculare conexe.

Datele structurale noi astfel obtinute, conduc la intelegerea mai profunda a proceselor
fizico-chimice care au loc la interactiunea ionilor metalici cu moleculele de ligand, locul unde
acestia coordineaza, simetria structurii locale adoptate, actiunea diferitilor solventi si efectele
biologice induse precum si a stabilitatii lor fatd de anumiti agenti exteriori.

Aminoacizii marcati izotopic, ’N-Lizind si ’N-Ornitind sunt folositi intr-o varietate
de studii, fiind standarde interne ideale pentru investigatii cantitative a trasorilor marcati
izotopic in studiile de nutritie, pentru a elucida detaliile metabolismului azotului in vivo si
metabolismul proteinelor in diferite boli.

In mod similar complecsii metalici ai teofilinei sunt de mare importanta in stabilirea
modului de interactiune (coordinare) a ionilor metalici la derivatii biologici purinici — adenina
si guanina, componente majore ale ADN si ARN.

Datorita dezvoltarii intense in ultimii ani a tehnologiei informatiei, atat din punct de
vedere al hardului cat si al softului stiintific, calculele de chimie cuantica, respectiv modelarea
teoreticd prin teoria functionalei de densitate DFT la nivel B3LYP/6-31G(d) au o contributie
majord la determinarea structurilor moleculare, la interpretarea spectrelor experimentale cat si
la calculul unor parametri fizico-chimici care nu pot fi determinati experimental.

Aceste informatii sunt folosite 1n industria farmaceuticd pentru imbunatatirea
activitatii terapeutice a medicamentelor sau la proiectarea si sinteza altor derivati noi, cu

proprietati farmaceutice dorite.



Cap.1. Bazele unor metode spectroscopice si ale teoriei functionalei de

densitate (DFT)

Spectroscopiile IR si Raman furnizeazd informatii despre modurile de vibratie si
vibratie-rotatie ale moleculelor. Benzile de vibratie-rotatie sunt in general observate cand
proba se giseste in stare gazoasa, caz in care moleculele sunt capabile si se roteasca liber. In
stare condensatd, lichida sau solida, numai frecventele de vibratie ale probei se pot observa.
Spectroscopiile IR si Raman sunt tehnici complementare, intrucat tranzitiile permise in
Raman pot fi interzise in IR sau invers, acestea fiind dependente de simetria moleculei [1-3].

Absorbtia IR si imprastierea Raman sunt metode spectroscopice optice ce oferd un
mare conginut de informatie structurald moleculara prin obtinerea si identificarea diferitelor
moduri de vibratie caracteristice legaturilor, grupurilor atomice din componenta moleculelor
investigate [4-7].

O atentie deosebita este acordatd tehnicii SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering)
care constd in amplificarea puternica a semnalului Raman daca moleculele sunt adsorbite pe
suprafata unor structuri metalice nanometrice [6-10]. Combinand informatia structurala
Raman cu limitele de detectie ultrasenzitive, efectul SERS permite elucidarea orientarii
spatiale a moleculelor adsorbite pe diferite suprafete metalice chiar si la nivel unimolecular.

In cazul spectroscopiei RMN, pe langa principiile de baza se insistd asupra ,,deplasarii
chimice”, natura acesteia si utilizarea valorilor obtinute experimental alaturi de datele IR si
Raman pentru stabilirea modului de coordinare a ionilor metalici cu diferite molecule de
interes biomedical [11-14].

In finalul capitolului sunt aritate principiile de bazi ale metodei DFT, seturilor de
baza utilizate in calcule de tip Ab Initio si DFT, functii de baza de tip Slater si Gauss, seturi de
baza minimale, seturi de baza cu patura de valenta despicata, seturi de baza extinse, calculul
proprietatilor moleculare specifice unor stari electronice date, a spectrelor IR si Raman [13-16]

O atentie deosebita este acordata teoriei functionalei de densitate (DFT) cu functionala
hibrida de schimb-corelare B3LYP si seturile de baza standard 6-31G(d) utilizate pentru
optimizarea geometriilor moleculare, calculul potentialului electrostatic molecular (MEP) si a

spectrelor vibrationale.



Cap.2. Studii IR, Raman, SERS si DFT asupra paroxetinei

2.1. Date generale asupra paroxetinei

Investigatiile structurale pe compusii de interes biomedical si farmacologic au facut
obiectul mai multor studii raportate in ultimii ani in literatura de specialitate. In acest scop au
fost utilizate metodele experimentale FTIR, Raman, SERS, RMN si calcule de chimie
cuantica bazate pe teoria functionalei de densitate (DFT) [17,18].

Astfel, caracterizarea structurala a paroxetinei (3S,4R)-3- [(1,3-benzodioxol-5-
yloxy)methyl]-4-(4-fluorophenyl)piperidind, un antidepresiv inhibitor selectiv a recaptarii
serotoninei este binevenitd, in acest context. Paroxetina (Fig. 2.1.) este utilizata pentru tratarea
depresiei majore, panicd, anxietate sociala, si tulburari de anxietate generalizatd in ambulator
pentru adulti [19].

Structurile compusilor (3R,4S)- si (3S,4R)-4-(4-fluorophenyl)- 3-hydroxylmethyl-1-
methylpiperidine, care sunt intermediari in sinteza produselor farmaceutice paroxetina si

femoxetina, au fost studiate anterior prin dicroism circular vibrational (VCD) [20].

Fig. 2.1. Geometria optimizata B3LYP/6-31G(d) a paroxetinei cu numerotarea atomilor si

inelelor (ringurilor)



Sarea de clorhidrat de paroxetina a fost studiatd prin difractie de raze X aratandu-se ca
existd intr-o forma hemihidrat non-higroscopica, termodinamic cea mai stabild, sau intr-o
forma higroscopica anhidrd, ultima forma convertindu-se 1n prima atunci cind este expusa la
umiditate sau cand este comprimata. Caira et al. [21] au studiat complecsii de incluziune ai
paroxetinei cu f-ciclodextrina urmarindu-se o consolidare a stabilitdtii sale chimice precum si
a solubilitatii.

Rezultatele structurale obtinute prin metode spectroscopice vibrationale (FTIR, Raman
si SERS), precum si a calculelor bazate pe teoria functionalei de densitate (DFT) efectuate
asupra moleculei de paroxetind sunt prezentate in lucrarea [22]. Dupa cunostintele noastre,
atribuirea modurilor normale de vibratie ale paroxetinei pe baza spectroscopiilor IR si Raman

cuplate cu calcule de chimie cuantica nu a mai fost facutd pana acum.

2.2. Detalii experimentale si teoretice

Spectrul FTIR al probei de paroxetina sub forma de pulbere a fost Inregistrat la
temperatura camerei cu un spectrometru conventional Equinox 55 (Bruker, Germania),
echipat cu un detector DTGS, cuplat cu un dispozitiv de prelevare ATR (Miracle, Pike
Techn.).

Spectrul FT-Raman fost inregistrat cu o rezolutie de 4 cm™ intr-o geometrie
backscattering (retroimprastiere) cu un accesoriu FRA Bruker 106 / S Raman echipat cu un
detector de Ge racit cu azot. Ca sursa de excitatie s-a utilizat laserul de 1064 nm Nd: YAG,
puterea laserului masurata la pozitia esantionului fiind de 300 mW.

Spectrul SERS a fost inregistrat cu ajutorul unui spectrometru DeltaNu Advantage
(DeltaNu, Laramie, WY), echipat cu un laser Nd: YAG emitand la 532 nm cu frecventa dubla.
Puterea laserului a fost de 40 mW si rezolutia spectrala de 10 cm’™.

Substratul de argint coloidal SERS a fost preparat prin reducerea Ag+ cu
hidroxilamind [9]. Valoarea pH-ului solutiei de argint coloidal, masurata imediat dupa
preparare, a fost de 8.5.

Optimizarea geometriei moleculare, potentialul electrostatic molecular (MEP) si
calculele spectrelor vibrationale au fost efectuate cu pachetul de software Gaussian 03W, prin
utilizarea metodelor teoriei functionalei de densitate (DFT) cu functionala hibrida de schimb-
corelare B3LYP si seturile de baza standard 6-31G(d) [13]. Nici o restrictie de simetrie nu a
fost aplicatd in timpul optimizarii geometriei. Frecventele vibrationale au fost calculate la
geometria optimizata pentru a se asigura cd nici o frecventd imaginard nu a fost obtinuta,

confirmand ca acesta corespunde unui minim local pe suprafata de energie potentiala.



2.3. Analiza spectrelor IR

Spectrele de absorbtie IR, experimental si calculat, ale paroxetinei in intervalul
spectral 600-3500 cm™ sunt prezentate in Fig.2.2.

Banda cea mai intensd in spectrul IR este observatd la 1183 cm™ si este excelent
reprodusa de calculele de chimie cuantica, att ca pozitie cat si ca intensitate.

Benzile situate la 765, 914 si 931 cm™ sunt cauzate de vibratii de indoire (deformare)
ale inelului piperidinic (1) si respectiv a grupului C11H,.

Vibratiile de deformare ale ringului3 contribuie in principal la benzile experimentale
de la 781, 835, 944, 1097, 1183, 1247 si 1279 cm™, in timp ce modurile normale
corespunzitoare ringului4 sunt asociate cu benzile experimentale de la 675 si 1381 cm™.
Contributiile de la acest inel sunt de asemenea vazute i1n modurile normal atribuite benzilor de

la 781 si 944 cm.
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Fig. 2.2. Spectrele IR, experimental si calculat, ale paroxetinei



2.4. Spectrele Raman si SERS

Benzile experimentale selectate SERS si FT-Raman, precum si numerele lor de unda

si intensitatile relative calculate la nivel de teorie B3LYP/ 6-31G(d) sunt rezumate in

Tabelul 2.1.

Modificari semnificative pot fi observate in pozitiile si intensitdtile benzilor prin
compararea spectrelor Raman si SERS ale paroxetinei, ca urmare a interactiunilor moleculei
cu suprafata nanoparticulelor de argint. Astfel, benzile SERS cel mai mult deplasate sunt cele
observate la 966, 1140, 333, 533, 582 si 1285 cm’'. Banda SERS de la 966 cm™! este deplasata
spre albastru cu 20 de cm™ si corespunde in principal alungirilor CC din inelull. Ea este de
asemenea in mod semnificativ amplificata, oferind astfel o dovada clard pentru existenta unei
interactiuni puternice dintre inelull cu suprafata de argint.

Dupa cum se poate observa in harta potentialului electrostatic molecular (MEP) a
moleculei de paroxetina (Fig.2.3.) obtinuta din calcule DFT, sarcina negativa este situata in

principal pe atomii de oxigen (O1, O3, O10) si atomul de azot (N22) al piperidinei.
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Fig.2.3. Potentialul electrostatic 3D calculat la nivel B3LYP/6-31G(d) pentru paroxetind (u.a.)

reprezentat pe izosuprafata de densitate electronica de 0.02 u.a.

In consecinta este de asteptat ca adsorbtia paroxetinei la suprafata nanoparticulelor din
solutia coloidald de argint sa aiba loc prin intermediul celor trei atomi de oxigen si a celui de
azot. Acest fapt este ilustrat prin aparitia benzii intense de la 243 cm™ in spectrul SERS,

caracteristica vibratiilor legaturilor Ag-O si Ag-N, fard nici un corespondent in spectrul



Raman normal. Valori similare au fost raportate si in literatura de specialitate pentru numerele

de unda corespunzatoare vibratiilor Ag-N [23] sau Ag-O [24].

Fig. 2.4. Geometria de adsorbtie a moleculei de paroxetina pe suprafata
nanoparticulelor de argint

Table 2.1. O selectie de benzi SERS si FT-Raman impreuna cu numerele de unda si intensitatile Raman calculate pentru
paroxetina.

Experimental wavenumbers (cm™) Calculated wavenumbers cm™) .
Band assignment
SERS | Is | Fr-Raman | 1, B3LYP [ I
1605 41 1604 99 1603 50 v(CC ring3)+8(CH ring3)
1504 11 1502 39 1514 33 8(C2H,)
1452 26 1468 51 1444 37 8(CH,, CH, NH)
1363 47 1358 66 1355 18 8(CH,, CH ring1)+8(C11H,)
1288 20 1297 39 1285 40 v(CC ring3)+8(CH, CH, ring1)
1223 41 1218 92 1234 52 8(CCC ring2)+t(CH,)
1198 31 1197 53 1178 45 v(C13C14)+3(CH ring2)+3(C13H)
1140 71 1159 42 1168 22 ©(C2H,)+v(C7010)
1090 13 1094 27 1079 16 8(OCC ring4)+3(ring3, ring4)+ v(C11C12)
1062 26 1063 21 1063 18 v(CO ring4)+8(CCC ring3)+v(C11C7)
988 42 982 24 979 25 3(CCC ringl)+v(02C11)
966 37 946 13 969 30 v(CC ringl1)+6(CH, CH,, NH ringl)
844 47 846 56 868 51 breathing(ring2)+8(CH, CH,, NH ring1)
812 67 805 100 835 100 breathing(ring3+ ring4)+3(CH ring3)
715 22 720 35 734 54 v(CO ring4)+v(CC ring3)+5(C2H,)
676 14 675 6 678 10 d(ring1,3,4)+8(010C11C12)
631 28 635 35 650 39 v(CC ring2)+8(CH ring2)
584 17 573 21 583 24 8(ringl, ring2, ring3)
535 19 522 11 524 18 8(CCCringl,2,3)+8(C7010C11)
478 18 470 11 476 18 d(ringl)
347 19 351 35 343 91 y(ring3, ring 4)+p(C11H,)
253 26 252 99 d(ringl, ring2)
243 100 V(AgO)+v(AgN)

Is-SERS intensity, Ig-Raman Intensity; I-Intensity, v- stretch, vi- symmetric stretch, v,s- asymmetric stretch, 8- in plane bending, p-
rocking, T-twisting, m-wagging, y-out of plane bending, ringl: piperidine ring (N22-C21-C12-C13-C24-C23); ring2: fluorophenyl ring
(C14-C15-C16-C17-C18-C19); ring3: benzene ring (C4-C5-C6-C7-C8-C9); ring4: dioxolane ring (O1-C2-03-C5-C4)



Mai mult decat atat, in scopul de a simula interactiunea moleculei cu suprafata de
argint am optimizat doi complecsi formati intre molecula de paroxetina si un atom de Ag
situat n imediata apropiere a atomului N22 a moleculei sau in imediata apropiere a inelului
dioxolane (O). A fost folositd functionala B3LYP cu setul de baza 6-31G(d) pentru atomii
moleculei si potentialul efectiv de miez Lanl2dZ si setul de bazd pentru atomul de Ag.
Numerele de unda obtinute sunt 244 cm™ pentru vibratiile Ag-N si 226 cm’ pentru vibratiile
Ag-O. In consecinta banda de la 243 cm™ este cu siguranta rezultatul interactiunii Ag-N22.

Pe baza analizei spectrelor SERS si Raman si luand 1n considerare harta MEP a acestei
molecule si regulile de selectie SERS, a fost stabilit faptul cd adsorbtia paroxetinei la
nanoparticule de argint se realizeaza prin atomii de oxigen (1, 3, 10) si azot (22).

Inelul benzodioxol este adsorbit intr-o orientare inclinatd, In imediata vecinatate a
suprafetei de argint, In timp ce inelul piperidinic si cel benzenic sunt orientate perpendicular

pe suprafata de argint (Fig. 2.4.).

Cap.3. Studii vibrationale si DFT asupra moleculelor

pindolol (PIN) si verapamil (VER)

3.1. Caracterizarea moleculelor PIN si VER

Investigarea structurala a moleculelor pindolol (PIN) si verapamil (VER) (Fig.3.1.)
este binevenitd datoritd implicatiilor lor in medicina. Astfel, pindololul este un beta-blocant
neselectiv cu activitate partiald beta-adrenergica a receptorilor. In doze mari, el creste pulsul,
tensiunea arteriald si bronhodilatatia, avand de asemenea si efecte 1n stabilizarea membranei si
antiaritmice [25]. Verapamilul este un blocant de tip-L a canalelor de calciu din clasa
phenylalkylamine. Acesta a fost folosit in tratamentul hipertensiunii arteriale, anginei
pectorale, aritmie cardiacd, si cel mai recent pentru durerile de cap. El este de asemenea un
medicament eficace de prevenire pentru migrena si mai eficace decat digoxinul in controlul
frecventei ventriculare [26].

In lucrarea [27] sunt prezentate o serie de rezultate importante asupra structurii
pindololului obtinute prin spectroscopie IR si prin teoria orbitalilor de legaturd naturala
(NBO), precum si cu privire la mecanismul de contractie a inelului de oxazinone la cel
oxazolidinone. Astfel, Castro et al. [27] au identificat benzile vibrationale de absorbtie
caracteristice pindololului in stare solida si a unui conformer izolat prin optimizarea structurii

sale la nivel de teorie DFT cu functionala B3LYP si setul de baza 6-31G.



O serie de studii teoretice si experimentale au fost prezentate anterior pe conformerii
acestui compus in faza gazoasa si polimorfa [28].

Conformatia cea mai stabild de verapamil a fost determinata teoretic de Fernandez et
al. [29] folosind abordari de mecanica moleculara. S-a aratat cd cea mai mare stabilitatea

conformationald este legata de aranjamentul coplanar al grupurilor fenil si ciano.

O Hydrogen

. Carbon
. Oxygen

(a) © Nitrogen

O Hydrogen

‘ Carbon
@ Oxygen
© Nitrogen

Fig.3.1. Structurile moleculare optimizate pentru pindolol (a) si verapamil (b)

In studiul de fata, sunt analizate spectrele IR, Raman si SERS ale moleculelor PIN si
VER corelate cu unele aspecte legate de structura acestora [30]. Atribuirea benzilor
vibrationale s-a facut in urma calculelor DFT.

Chattopadhyay et al [31] au ardtat ca geometria experimentald a pindololului este
stabilizata prin doua legdturi de hidrogen intra-moleculare NH...O si OH...O, astfel incat
vibratiile asociate acestor grupuri se asteaptd a fi influentate de interactiunile prin punti de

hidrogen.
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De asemenea Nunes si colab. [28] au aratat cd existd diferite forme polimorfice a
acestui compus, iar pindololul comercial prezintd doud forme dintre acestea.

Astfel ca geometrie de pornire pentru procesul de optimizare in cazul pindololului s-a
pornit de la structura obtinutd de Chattopadhyay et al [31] prin difractia de raze X gasitd in
baza de date DrugBank [32]. Aceeasi sursa s-a folosit si pentru verapamil, configuratia sa

curbata fiind analoaga cu cea data in articolul [29].

3.2. Spectrele IR ale PIN si VER
Geometria optimizatda B3LYP/6-31G(d) a pindololului datd in Fig.3.1., este intr-un
acord surprinzitor de bun, cu cea experimentala [31]. In plus, un conformer similar (E, notat

TTTTTG’) a fost identificat de catre Nunes et al. [33], fiind definit de ¢, = 180.0°, @, =
-177.0°, @, = 179.0°, @, = 177.0° i ¢, = 172.0°. Unghiurile diedre calculate de noi (-178.7°,

178.8°, 175.3°, -177.3° si -166.8°) sunt in buna concordanta cu cele raportate in [33], fiind, de
asemenea, in acord calitativ §i cantitativ cu datele experimentale (177.2°, 162.2 °, 176.9°,

-178.0° §i -162.6°) [31].
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Fig. 3.2. Spectrul experimental FT-IR si calculat al PIN

Dupa cum se poate observa din Fig. 3.2 si din datele rezumate in tabelul 3.1, pentru

pindolol pot fi considerate ca reprezentative o serie de benzi. Diferentele minore ce apar intre

11



atribuirile noastre prezentate in tabelul 3.1, si cele raportate de Castro et al. [27], se datoresc
cel mai probabil din cauza diferentelor mici intre cele doua geometrii optimizate.

Astfel, banda de la 759 cm™ se datoreazd vibratiei de indoire in afara planului
caracteristicd grupului O14H. Banda de la 883 cm™ se datoreazi suprapunerii vibratiei de
deformare in afara planului a grupului N15H cu deformarea in plan a lantului alifatic de
carbon (C11C12C13). Vibratia de intindere a grupului C1108 si vibratiile de indoire in plan a
grupurilor CH apar la 1047 cm™.

Tabel 3.1. O selectie a benzilor experimentale FT-IRsi numerele de unda calculate B3LYP/6-31G(d) pentru PIN (cm™)

Experimental Calculated
FT-IR wavenumber* Assignments
591 586 ip. ring1 deformation+8(CH,)+3(CH)
627 638 ip. ringl, ring2 deformation+3(CH,)+3(CH)
721 724 ¥(C-H) indole i.p.
759 746 ¥(O14H)
821 814 S(NH)+p(CH)
883 900 y(N15H)+ 8(C11C12C13)
1047 1040 V(C11-08)+3(CH)
1060 1059 3(C2N5C9)
1094 1089 p(C11-H2), v(C14-N15)i.p.+ y(C12-OH)
1131 1119 3(N5-H), 8(C-H) indole o.p.
1180 1190 p(CH,)+3(NH)+3(CH)
1246 1230 8(N5-H), 8(C7-H), 8(C10-H), 8(C6-H)i.p.
1286 1272 8(C5-010)+3(CH)+8(NH)
1366 1351 8(CCC ring1)+3(CNC ring2)+5(CH)+3(NH)
1466 1478 8(CH,)+3(CH3)+3(N15H)
1508 1500 3(N5-H)+3(C11H,)
1587 1579 V(C1=C2), v(C7=C10)
1617 1604 V(C1=C3), v(C6=C2)
2873 2871 v{(C13H,)
2966 2945 v(C-H) aliphatic
3308 3348 v(N15-H)

v- stretch, v- symmetric stretch, v,- asymmetric stretch, 8- in plane bending, p- rocking, y-out-of-plane bending, def.-deformation, ip.-in
plane, op.-out of plane
*-scaled values according to Scott and Radom [34]; ringl: benzene ring(C2-C1-C3-C7-C10-C6); ring2: pyrolline ring (C1-C2-N5-C9-C4)

Suprapunerea vibratiilor in plan a grupurilor de inel, NH si CH, si de asemenea a
grupului C5-010 cu grupurile NH, CH, sunt situate la 1246 cm™ si 1286 cm™. Deformarile
din plan a grupurilor CCC si CNC din inelele benzenic si pyrollinic se suprapun la 1366 cm.

O alta suprapunere intensa a vibratiilor de indoire in plan a grupurilor N5SH si C11H2
apare la 1508 cm’. La numerele de undi mari 2873, 2966 si 3308 cm’! apar, de asemenea,

vibratiile de intindere a grupurilor alifatice C13H2, CH si a grupului N15H.

3.3. Spectrele Raman si SERS ale PIN si VER
Spectrele Raman, SERS si Raman calculat ale verapamilului sunt aratate in Fig. 3.3.
O selectie a benzilor experimentale SERS, FT-Raman si cele calculate corespunzatoare

intensitatilor Raman cele mai pronuntate sunt prezentate in Tabelul 3.2.
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Fig.3.3. Spectrele SERS, FT-Raman i Raman calculat pentru VER

Tabel 3.2. O selectie a benzilor experimentale SERS, FT-Raman si numerele de undi calculate B3LYP / 6-31G(d) pentru VER (cm™)

Experimental Calculated
SERS FT-Raman wavenumber®  Assignments
238
267 264 p(CHs)
378 385 383 8(031CHs;, O30CH3, O16CH3, O18CH;, CHs)
v(CC ringl)+ip. ringl deformation+d(CH ringl)+
v 765 769 789 §(CH3)+ v(C12016, C15018)
1029 1035 1026 v(CC ringl)+v(O16CH3, O18CHj3)
1330 1340 1338 8(CH,)+p(CH,)+v(CC ringl)
1441 1450 1463 8(CH;)+5(CH,)
v(CC ring1)+8(CH ring1)+v(C120,C150)
1517 1519 1513 §(016CH;, O18CH;)+8(CHs)
1611 1606 1598 v(CC ring2)+3(CH ring2)
2826 2840 2815 v(C20H54,C14H49,C21H56)
2911 2940 2941 vy(C10H;,C9H;,C3H,,C8H,)
3045 3035 3035 Vos(C32H;,C33H;)

stretch, vs- symmetric stretch, v, asymmetric stretch, 8- in plane bending, p- rocking, y-out-of-plane bending, def.-deformation, ip.-in plane,

op.-out of plane

*-scaled values according to Scott and Radom [34]
ring1: benzene ring(C2-C6-C12-C15-C13-C7); ring2: benzene ring(C24-C29)
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Comparand spectrele Raman si SERS ale moleculei VER, pot fi observate unele
modificari semnificative in pozitiile benzilor si intensitatile acestora datorita interactiunii

acestei molecule cu suprafata de argint.

011245
0.09969
0.08693
0.07417
0.06141
0.04865
. 0.03589
0.02313
0.01037
-0.00239
1 -0.01515
- -0.02791
-0.04067
-0.05343
-0.06618
-0.07834
-0.09170
-0.10446
-011722
-0.12998
-0.14274

0.05878
0.04781
0.03684
0.02587
0.01490
0.00394
-0.00703
-0.01800
-0.02897
-0.03994
-0.05091
-0.06188
-0.07285
-0.08382
-0.09479
-0.10576
-0.11672
-0.12769
-0.13866
-0.14963
-0.16060

Fig.3.4. Potentialul electrostatic 3D calculat B3LYP/6-31G(d) pentru PIN (sus) si

VER (jos) in unitd{i atomice

3.4. Adsorbtia moleculelor PIN si VER pe suprafata de argint

Dupa cum se poate observa in distributia MEP a moleculei PIN (Fig. 3.4) obtinuta prin
calcule DFT, sarcina cea mai negativa este situata in principal pe atomii de oxigen (08, O14)
si pe atomii de azot (N15 din lantul alifatic si N5 din inelul pirolinic). Astfel, atunci cand
molecula PIN este addugata la solutia coloidala de argint, adsorbtia acesteia pe suprafata de

argint se presupune ca are loc prin intermediul atomilor de oxigen (O8, O14).
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Acest fapt este sustinut de prezenta benzii de la 240 cm™ din spectrul SERS al PIN,
caracteristica pentru legatura Ag-O. Cu toate acestea, o adsorbtie prin electronii & ai inelelor
aromatice si de asemenea si prin cei doi atomi de azot (N5, N15), este la fel de plauzibila,
dupa cum arata harta MEP.

Putem astfel concluziona in final ca intreaga molecula PIN se intinde, este adsorbita
pe suprafata de argint intr-o orientare plata [35].

Benzile de la 769, 1035, 1340, 1450, 1519 em™! din spectrul Raman al VER, datorate
vibratiilor C-C de intindere a inelelor 1 si 2, si vibratiilor de deformare ale grupurilor CH,,
CHs, cresc in intensitate in spectrul SERS si sunt deplasate la numere de unda mai mici
(Tabelul 3.2).

in spectrul SERS al VER mai apare si o bandi intensi la 238 cm™ ca urmare a formarii
de legaturi Ag-O, datorate unor puternice interactiuni ale atomilor de oxigen (016, O18 si
030, O31) legati de inelele benzenice, cu suprafata de nanoparticule de argint.

Tinand seama de regulile de selectie SERS [6,7] si de MEP a VER (Fig. 3.4), care
aratd ca sarcina negativa este situatd in principal pe cei patru atomi de oxigen (16, 18, 30, 31)
putem concluziona in cele din urma cd molecula VER adoptd o pozitie curbata pe suprafata de
argint, puternic fixata prin atomii de oxigen si o orientare perpendiculard a inelelor benzenice

pe aceasta.

Cap.4. Studii spectroscopice si DFT pe Atenolol si Metoprolol si complecsii
lor de Cupru (II)

4.1. Caracterizarea moleculelor Atenolol (ATE) si Metoprolol (MET)

Atenololul  (4-[2'-hydroxy-3'-[(1-methythyl)amino]propoxy]-benzeneacetamide -
ATE) si metoprololul (1-(isopropylamino)-3-[p-(2-methoxyethyl)phenoxy]-2-propanol -
MET), prezentate in Fig.4.1., sunt prescrise pe scard largd in medicind ca blocante adrenergice
B, cardioselective [36,37].

Deoarece diferite conformatii sau enantiomeri de astfel de molecule pot influenta in
mod drastic comportamentul lor fizico-chimic §i activitatea farmacologica, cunoasterea
structurilor lor este de cea mai mare importanta.

In continuare sunt prezentate si discutate spectrele IR, Raman si SERS ale ATE si
MET, precum si spectrele IR si RES ale complecsilor lor de cupru. Atribuirea benzilor de

vibratie s-a facut prin calcule DFT Ia nivelul de teorie B3LYP/6-31G(d).

15



b)

d)

Fig.4.1. Geometriile optimizate B3LYP-6-31G(d) ale (S) — atenololului (a) si (R,S)-
atenololului (b), metoprololului (c) si complexului metoprolol — doi anioni de suscinat (d)

Studiile raportate anterior privind proprietatile vibrationale ale ATE sunt axate in
special pe interactiunile prin legaturile de hidrogen [36] si pe interactiunea dintre ATE si -
ciclodextrine.

Pe de alta parte, dupa cunostinfele noastre, nici o analiza detaliata vibrationald nu a
fost raportatd pana in prezent pentru metoprolol. Structura de raze-X a ultimului compus a
fost recent raportata [38], ardtdndu-se cd MET cristalizeaza intr-o forma N-protonata, fiind

legat pe baza de punti de hidrogen la doi anioni succinati.
4.2. Spectrele IR si Raman ale ATE si MET

Pentru a calcula spectrele vibrationale ale celor doud molecule, am folosit geometriile

lor optimizate la nivel de teorie B3LYP/6-31G(d).
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Cei doi conformeri (R, S) - si (S)-ATE difera in orientarea relativa atit a partii
acetamida cat si a lanturilor de metil-etil-amino-propoxy (Fig.4.1.). Exista diferente destul de
mari intre unghiurile diedrale definite de aceiasi atomi in cei doi conformeri ai ATE, dar
diferenta energetica dintre acesti conformeri este insd destul de scazuta, de cca. 1.14 kcal /
mol, conformerul (S) fiind cel mai stabil.

Pentru MET am optimizat formele protonatd si neprotonatd, precum si complecsul
molecular format intre cationul MET N-protonat si doi anioni succinati legati prin punti de
hidrogen folosind ca geometrii de pornire structurile experimentale [38].

Principala diferentd dintre MET HB si non-HB este o orientare usor diferita a celor
doua grupuri terminale CH; comparativ cu grupul vecin amino, precum si o schimbare in
lungimile legaturilor H,C-NH; si HoN-CH. Astfel, in conformerul non-HB, cele doud lungimi
de legiturd sunt 1.510 si 1.531 A, in timp ce pentru complexul MET-2 succinat acestea sunt
semnificativ mai scurte (1.494 si 1.508 A).

Cateva din rezultatele experimentale obtinute impreuna cu numerele de unda calculate
si atribuirile sugerate de rezultatele DFT sunt ardtate in Tabel 4.1. si Fig. 4.2.

In general, spectrele calculate IR si Raman pentru conformerii (S) - si (R, S)-ATE sunt
similare, atat in pozitiile benzilor cat si intensitatile lor. Dupa cum se vede in Tabelul 4.1.,
modurile Q4, Q8, Q9, Q12, Q14 si Q21 sunt prezise la fel de bine pentru ambii conformeri (S)
si (R, S). Apar totusi unele diferente pentru cei doi conformeri, fie intre numerele de unda, fie
intensitatile calculate, fatd de cele experimentale. Astfel de moduri sunt: Q11, Q13, Q15, Q17,
Q18, Q22, Q24, Q26 51 Q28.

Modurile Q11, Q18 si Q25 sunt prezise numai pentru conformerul (S), In timp ce
pentru Q13, Q15, Q24, Q26 si Q28 acelasi conformer prezice pozitii §i / sau intensitati de
banda mai bune, In comparatie cu conformerul (R, S). Asa cum se arata in Tabelul 4.1., ambii
conformeri prezic modul Q17 prea mare in energie si mult mai slab decat s-a vazut in spectrul
experimental, In timp ce modul Q22 este prezis bine in pozitia sa, dar, din nou, mult mai slab
decat omologul sdu experimental.

Pe baza acestei analize am ajuns la concluzia ca enantiomerul (S) este in principal
responsabil pentru aparitia spectrelor IR si Raman ale ATE, chiar dacad sunt prezente si unele
contributii ale conformerului (R, S).

Acest lucru este in acord perfect cu Ruperez si Laserna [39] care au aratat in plus ca
formele racemic si (S) ale ATE pot fi diferentiate in functie de cele doud benzi Raman de la

1609 si 1038 cm™, a doua banda fiind caracteristic pentru amestecul racemic.
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Tabel 4.1. Spectrele vibrationale ale atenololului, experimentale si calculate la nivel B3LYP/6-31G(d) in [cm™]

Mode Experimental Calculated* Assignments
(S)-ATE 5 (RS)-ATE
FT- |
IR/ATR Raman IR Raman IR Raman

Ql 3588 vw 1 3586 vw 3586 w v(OH)

Q2 3356s 3574 w 3574 vw : 3554 vw 3554 w vao(NH,)

Q3 3174 m 3453 vw 3453m | 3437 wvw 3437 m v{(NH»)

Q4 3070 s 3089 m E 3052 vw 3087 s v(CH ring)

Q5 2965 w 2969 s 2990 w L3007 vw 3007 s vo(CH3)

Q6 2924 w 2915 vs 2923 vs . 2952 vw 2933vs v{(CHs)

Q7 1670 sh 1681 w ; v(CO)

Q8 1637 vs 1736 vs 1736 vw | 1736 vs 1736 vw v(CO)

Q9 1612 w 1612s 1607 w 1608 s o 1607 w 1607 s v(CC ring)

Q10 1571's 1570s | 1587s 5(NH,)

Q11 1583 vw 1583 w 1567 vw 1567 vw | v(CC ring)

Q12 1517 m 1504 m i 1503 m v(CC ring)+8(CH ring)+5(CH,)
Q13 1450 m 1449 w : 1475 w 1461 w 8(CHs;)

Q14 1418 w 1421w 1408 vw 1 1407 vw 8(COH)+w(CHy)

Q15 1302 vw 1301 m 1310 w 1312 vw 1334 m 8(OCNH,)+8(CCC ring)
Qle6 1243 m 1243 w 1245 s 1277w | 1244vs 1267 vw o(CH,)

Q17 1205 s 1229 m 1228 vw 1 1226 m 1226 vw S8(CH)+3(OH)+3(CCC ring)
Q18 1180 vw 1183 m 1186 vw v(CC)+8(CCC ring)+w(CH,)
Q19 1141 m 1158 w 1166 vw | 1135vw 1149 vw v(HC-NH)+p(CH3;)
Q20 1038 vw 1038vw 1025 w E 1030 w v(C-O)+p(CH3)+3(CH ring)
Q21 886 vw 886 m 888 vw 887 vw ' 888 w ring breathing

Q22 859 vs 869 vw | 865 vw 3(CCC ring)

Q23 829 vw 829 m 826 vw E 817 vw 836 vw 3(CCC ring)+p(NH,)
Q24 712 vw 722 m 749 vw 749 vw V759 vw 759 vw S(NH)

Q25 638 m 653 vw 8(CCC ring) +t(NH,)
Q26 568 vw 568 vw 558 vw E 597 w T(ring)+3(OC-NH,)
Q27 427 vw 429 vw v 430 vw 5(OH)

Q28 368 vs 256 vs 362vw 1 372vs 345 vw ®(NHy)

vs — very strong, s — strong, m — medium, w — weak, vw — very weak, sh — shoulder.
* scaled wavenumbers according to the procedure proposed by Scott and Radom [34]

Spectrele vibrationale ale MET sunt prezentate in Fig.4.2. In urma comparatiei
numerelor de undi experimentale cu cele calculate DFT pentru MET (MET") N-protonat si
pentru complexul MET"-2 anioni de succinat (MET'-2 SA%) s-a ajuns la urmatoarele
concluzii.

Diferenta majora dintre spectrele date de catre cele doua structuri apare in regiunea
numerelor de undd mari. Astfel, modurile Q1-Q3 ale MET -2 SA”, sunt reproduse asa cum
era de asteptat, mai bine la numere de unda semnificativ mai mici decat in cazul MET"
nelegat prin punti de hidrogen. in special, cele doua benzi de la 2451 si 2550 cm™ in spectrul
IR experimental sunt calitativ si aproape si cantitativ reproduse de complecsul legat prin H.

Pe de alta parte, pentru acelasi complex, deplasarea spre rosu a benzii v(OH) pare a fi
mult prea pronuntatd. O explicatie pentru acest comportament poate fi dat avand in vedere
diferenta dintre distanta intermoleculara OH...O calculata si cea experimentald pentru acest
complex HB.

Valoarea calculati (2.667 A) este semnificativ mai mici decat cea datd de experiment
(2.723 A) [38]. Acelasi comportament se observi pentru lungimile celor doud legaturi NH din
grupul amino ale ciror valori experimentale sunt 2.745 A si 2.796 A, in timp ce valorile lor

calculate sunt 2.692A si 2.708A.
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Fig.4.2. Spectrele FT-IR/ATR si FT-Raman pentru metoprolol

Lipsa grupului carbonil in acest compus face posibilda evidentierea clard a benzii
corespunzitoare modului 8(NH,) de la 1634 cm™ in spectrul IR. Sunt prezise valori diferite
pentru aceastd bandi in complexul MET™-2 SA®, variind de 1593 la 1639 cm™, ca urmare a

suprapunerii vibratiilor v,(CO,).
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Pozitiile si intensititile modurilor Q15 si Q16 sunt prezise de calculele pentru MET" in
concordanta perfecta cu experimentul.

Celor doui benzi intense din spectrul IR de la 1251 si 1114 cm™ le corespund benzi
slabe in spectrul Raman. Numerele lor de unda si intensitatile lor sunt reproduse excelent de
calculele DFT, pentru ambele structuri MET" si MET -2 SA™.

Cele doud benzi intense din spectrul Raman de la 848 si 821 cm™ sunt atribuite
vibratiei de respiratie a inelului si respectiv vibratiilor CH de inel din afara planului.
Mentionim de asemenea ci vibratia de respiratie de inel pentru MET" este deplasata spre rosu

cu 38 cm’', comparativ cu cea din compusul ATE.

4.3. Spectrele SERS ale ATE si MET

Avand 1n vedere ca valoarea pKa pentru protonarea celor doud molecule este de 9,7 si
pentru ca solutia utilizatd pentru masuratorile SERS are pH=S,5, spectrele SERS vor fi

analizate luandu-se 1n considerare formele protonate ale ATE si MET.

Spectrele Raman si SERS ale ATE au fost investigate in prealabil de catre Ruperez si
Laserna [39]. In timp ce spectrele lor sunt inregistrate in intervalul 680-3080 cm™ si excitate
cu o raza laser de 488 nm, spectrele noastre sunt inregistrate in domeniul 200-3300 cm™, fiind

excitate la 532 nm.

Comparand spectrele Raman si SERS, pot fi observate mai multe schimbari in pozitia
benzilor si intensitatilor, datorita interactiunii moleculei ATE cu suprafata metalica. Teoretic,
interactiunea ATE cu suprafata de argint se poate realiza prin perechile de electroni liberi ai

atomilor de oxigen si azot ai moleculei ATE sau prin electronii 7 ai inelului benzenic.

Potentialul electrostatic molecular calculat (MEP) al ATE aratd ca sarcina negativa
este localizatd in principal pe atomii de oxigen si pe inelul aromatic, atomii de azot avand
sarcina mai pozitiva. Avand in vedere acestea, adsorbtia moleculei ATE pe suprafata de argint
are loc prin atomii de oxigen. Cu toate acestea si adsorbtia prin electronii m ai inelului

aromatic, este de asemenea plauzibila dupa cum indica distributia MEP calculata.

O alta banda puternic amplificata in spectrul SERS este cea de la 1398 cm™, cu un
umdr la 1423 cm™. In spectrul Raman al ATE neprotonat numerele de undi corespunzitoare
sunt 1421 si 1450 cm™, in timp ce pentru forma protonatd, calcule DFT le prezic la 1424 si
respectiv 1454 cm™.

Primul peak se datoreaza deformarilor COH si CHy, in timp ce al doilea corespunde
deformarilor CH; din partea alifatica a lantului atasat ringului. Dupa cum se vede in spectrul

SERS, aceste benzi sunt in mod semnificativ deplasate spre rosu in raport cu spectrul Raman
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normal, sugerand interactiunea moleculei cu suprafata de argint prin intermediul grupului de
COH.

Tot amplificatd este si banda de la 919 cm™. Pentru molecula ATE protonati, este
prezisi o bandi Raman intensd la 930 cm™ si o alta la 899 cm™, corespunzand vibratiilor
0(OH) si p(NH>) cuplate cu deformarea unghiului H;C-CH-CHs.

Largirea acestei benzi este de asteptat, asa cum se observa de fapt in spectrul SERS,
datorita diferitelor posibile aranjamente ale moleculelor ATE 1n imediata vecindtate a
suprafetei de argint. Prin urmare, se presupune cad intregul lant alifatic se afla in imediata
vecinatate a suprafetei, adsorbtia moleculei ATE avand loc prin intermediul celor doi atomi
de oxigen ai lantului.

Spectrul SERS al MET arata benzi amplificate In mod semnificativ la 1609, 1396,
1360 si 1332 cm. Banda de la 1609 cm™ sugereazi o interactiune puternici a inelului
aromatic cu suprafata, in timp ce a doua este similard cu cea observatd in spectrul SERS al
ATE la 1398 cm™, atribuite la vibratii similare, deformari ale grupurilor metilen si metil.

Urmitoarele doud benzi (de la 1360 si 1332 cm™) nu apar in spectrul SERS al ATE,
fiind caracteristice moleculelor MET, ambele dintre ele implicand rasucirea grupului NH,.

Banda SERS de la 1360 cm™ corespunde benzii Raman de la 1351 cm™ (modul Q20),
in timp ce a patra bandi pare a fi cea din spectrul Raman deplasata spre albastru la 1299 cm’™
(modul Q21).

Banda de respiratie de inel de la 848 cm™ in spectrul Raman apare doar ca o banda
slaba la 844 cm™ in spectrul SERS, fiind mai putin amplificatd decit banda corespunzitoare
din spectrul SERS al ATE. Astfel, in conformitate cu regulile SERS [6,7] putem presupune
pentru MET, o orientare mai plata (paraleld) a inelului fenilic corespunzator cu suprafata de
argint Tn comparatie cu molecula ATE.

Mai mult decat atat, asa cum se aratd in Fig.4.1., molecula ATE este steric impiedicata
de amida si cele doud grupuri de metil sa se intinda cu inelul aromatic paralel la suprafata. Pe
de alta parte, conformatia incovoiata a MET permite o asezare mai paraleld a inelului

aromatic cu suprafata in timp ce capetele moleculei sunt departate de suprafata de argint.

4.4. Complecsii Cu (II)-ATE si Cu(I)-MET

Complecsii moleculari Cu (II)-ATE si Cu (II)-MET au fost preparati pornindu-se de la
sarurile benzoat de sodiu si sulfat de cupru prin metoda co-precipitarii. Spectrele FT-IR ale
acestor complecsi moleculari sunt prezentate in Fig.4.3.

Banda intensd IR de la 3356 cm™ (Tabelul 4.1), atribuitd grupului NH, al atenololuli,

este deplasatd la 3452 cm™, dupa complecsarea cu cupru. De asemenea, banda foarte
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puternicd V(C=0) de la 1637 cm™ din spectrul IR al ATE este deplasati la 1655 cm™ in
spectrul complexului Cu-ATE, aratand implicarea acestui atom de oxigen in coordinare.
Banda vy, a grupului NH; situatd la 3174 cm’' in spectrul ATE se deplaseazi la un numdr de
undi mai mare (3375 cm’™), sugerdnd clivajul legaturilor de hidrogen in timpul complecsarii.

Banda corespunzitoare vibratiei 8(OC-NH,) este deplasati spre rosu de la 568 cm™ in
ligandul liber la 514 cm” in complex. De asemenea, o noua bandd apare in spectrul
complexului la 459 cm” confirmand din nou coordinarea ATE la ionul Cu (II), prin
intermediul grupului carbonil.

Mentionam de asemenea, cd nici una din benzile IR v(C=C) si 3(CCC), nu se
deplaseaza ca urmare a complecsarii fatd de spectrul ATE. Pe de altd parte, banda de la
1418 cm™ din spectrul IR al ligandului liber dispare aproape complet in spectrul complecsului
Cu-ATE [40].

Ca si in cazul complexului Cu-ATE, pentru spectrul IR al complexului Cu-MET
prezentat in Fig.4.3., banda caracteristici vibratiilor v(C=C) de inel de la 1512 ¢m™ raméane
aproape nedeplasata fata de cea a liganzilor liberi. Acelasi comportament se observa si pentru
benzile de la 1459 si 1178 cm™, atribuite vibratiilor 8(CH;) si respectiv 8(CCC inel).

Modul Q18 apare la 1395 cm™ (deplasat spre albastru de la 1384 cm™ din ligandul
liber), iar banda de la 1299 cm™, observata pentru ligandul liber la 1300 cm™ (modul Q21) se
reduce drastic in intensitate. De asemenea, banda de la 1235 cm™ in spectrul MET apare in
spectrul IR al complexului ca o banda larga cu intensitate redusd la 1241 cm™.

Benzile largi de la 1611 si 1459 cm™ in spectrul complexului sunt atribuite, in
conformitate cu Padmanabhan er al. [41], pentru vibratiile v,s si vs(CO;) ale anionilor
succinati legati la ionul de Cu (II).

Spectrul Raman al complexului (nu sunt prezentate aici) prezintd, de asemenea, doud
benzi la 236 cm™ §i 204 cm™, care sunt atribuite vibratiilor Cu-O cu atomii de oxigen din
anionii succinati.

Astfel, datele prezente arata ca, ionul de Cu(Il) este coordinat de catre atomii de
oxigen ai anionilor succinati in mod similar cu situatia raportatd de citre Padmanabhan et al.
[41] si Vuckovic et al. [42].

Comparand forma spectrului si valorile parametrilor caracteristici RES (A, g, g1) a
complexului Cu (IT)-ATE cu cele obtinute pentru alti complecsi de Cu (II) cu liganzi de azot
si oxigen, putem concluziona ca simetria locala din jurul ionului metalic este de tip patrat-
planard cu un cromofor CuN,O, in planul xOy [43]. Un astfel de cromofor este posibil ca
urmare a coordinarii a doud molecule ATE, fiecare dintre ele fiind legata la ionul de Cu (II)

prin atomii de oxigen si azot din cadrul grupurilor de amida [44].
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Spectrul complexului Cu (II)-MET sugereaza prezenta a doua specii monomerice, una
dintre ele cu stare fundamental dy* . ,* (cu g > g), iar cealaltd cu starea fundamentalad d’

(caracterizatd prin g, > g = 2.0023).
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Ultima specie este un caz foarte rar de simetrie locald, care sugereaza existenta unor
legaturi Cu-O puternice pe directia Oz in cazul compusului Cu (II)-MET, cel mai probabil

datorita coordinarii anionilor succinati la ionul metalic.

Cap.5. Studiul structurii unor complecsi metalici cu liganzi de interes

biomedical

5.1. Complecsi de cupru (II) cu aminoacizi marcati BN

Complecsii aminoacizilor (AA) cu ioni ai metalelor biologic active, 1n special cupru
(II), au retinut o atentie deosebitd datorita faptului cad acestia sunt agenti antibacterieni foarte
buni, suplimente nutritive pentru oameni si animale, precum si modele pentru metaloproteine
[45].

Multi aminoacizi naturali constituie fragmente esentiale in formarea proteinelor,
acestea fiind specii chimice indispensabile pentru realizarea unui mare numar de functii,
procese biologice. Complecsii metalelor de tranzitie cu aminoacizi din proteine si peptide sunt
utilizati ITn numeroase procese biologice, cum ar fi cel de transportor de oxigen, transferul de
electroni si oxidare. In aceste procese, site-ul enzimatic activ formeaza complecsi cu ionii
metalici bivalenti [46].

Grupurile principale implicate in complecsarea ionilor cupru (II) cu aminoacizi sunt
a-amino §i carboxilat precum si cel terminal w-amino. Implicarea terminalului ©w-NH2 si
grupurilor aNH2 / carboxilat in coordinarea ionilor Cu(Il) de catre L-lizina i L-ornitina este
analizata de Conato et al. [47].

Modul de complecsare a ionului Cu(II) cu diferiti aminoacizi (AA) ca glicind, alanina,
histidind, serina, prolina tirozina, fenilalanina, glutamina, acid glutamic, cisteina, leucina,
arginina, etc a fost subiectul de investigatie a numeroase lucrari stiintifice.

In general coordinarea ionului Cu(Il) de catre doi a - aminoacizi se realizeaza prin cate
un azot amino si un oxigen carboxil, adicd o coordinare de forma NNOO sau o legdturd tip
glicina.

Aminoacizii marcati izotopic, 15N-Lizina si 15N-Ornitind sunt folosifi Intr-o varietate
de studii, fiind standarde interne ideale pentru investigatii cantitative ale trasorilor marcati
izotopic in studiile de nutritie, pentru a elucida detaliile metabolismului azotului in vivo si

metabolismul proteinelor in diferite boli [48]. Toate aceste studii cer masuratori precise de
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abundenta izotopica pentru fiecare izotop marcator prin spectrometrie de masa cuplata cu gaz-
cromatografia si RMN.

In continuare se prezintd un studiu comparativ IR intre aminoacizii D, L-lizind si D,
L-Ornitina si formele lor marcate izotopic [°N]. Prin spectroscopie RES este investigat de
asemenea §i comportamentul complecsilor de cupru (II) ai acestor aminoacizi pe zeoliti de tip

NaY si HY [49].

5.2. Identificarea unor specii monomere in cazul adsorbtiei pe zeoliti NaY si HY

Tonul Cu®" este inconjurat de doi atomi de N si doi atomi de O din grupurile a-amino
si carboxilat intr-o coordinare planar-patrata prin legarea a doud molecule de lizina sau de
ornitina.

Spectrele caracteristice celor doi compusi investigati in solutii apoase la temperatura
camerei aratd rezolvate cele patru linii hiperfine caracteristice cuprului (Icy, = 3/2) tipice
pentru o viteza mare de rostogolire a compusilor in solufii.

Liniile superhyperfine-"’N (Ix = 1/2) datorate interactiunii electronului paramagnetic
cu doud nuclee de azot echivalente apar clar rezolvate pe linia hiperfind a cuprului de la cdmp
inalt (+3/2) in compusul cu lizina. Despicarea izotropica hiperfind a azotului este de 18G
(17,8 x 10" cm'l), iar valorile izotropice go s1 Ao sunt 2,122; 2,126 si respectiv 67,5; 68,4G
pentru compusul cu ornitina si lizina.

Spectrele RES ale acestor compusi adsorbiti pe zeolitii NaY si HY sunt prezentate in
Fig.5.1.

Speciile monomere de tip Cu(AA);* imobilizate in supercage-urile (pozitii de tip III)

zeolitului de tip NaY (Fig. 5.1b), ce are cavitati cu diametru ~ 13 A si un continut de api de
26,4%, au o simetrie octaedrald - tetragonal alungita datoritd coordinarii a doud molecule de
api la ionul Cu”" de-a lungul axei Oz (pozitiile apicale).

In cazul zeolitului HY cu un continut de apa de 13% si diametre mai mici ale
cavititilor (~ 8 A), au fost evidentiate (Fig. 5.1a) doud specii monomere diferite, magnetic
neechivalente.

Primele specii monomere avand parametri RES g, =2,251, A;=173,7 x 10" cm™
pentru compusul Cu(Il) — N — Lizina si g =2251, Ay =177,9 x 10* cm™ pentru Cu(Il) —
N — Ommitind pot fi considerate de asemenea imobilizate in pozitiile de tip III ale
supercage-urile.

Simetria lor locala este de asemenea octaedrald (Op) — tetragonal distorsionata
analoaga celor din zeolitul de tip NaY. Totusi in acest caz cele doud molecule de apa

coordinate la ionul Cu®" de-a lungul axei O, sunt mai puternic legate la acesta decét in cazul
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zeolitului NaY, conducand la o perturbatie axiala efectiva si deci la o forma de tip

. . . 2+
hexacoordinat a ionului Cu”".

AF1665 G
A,=185G

Fig.5.1. Spectrele RES ale compusului Cu(Il) — "°N — Lizina adsorbit pe zeolitii
HY (a) si NaY (b) la temperatura camerei

A doua categorie de specii monomere evidentiate in zeolitul HY sunt localizate pe
peretii cavitatilor in pozitiile Sy, iar grupurile OH(OH;) sunt mai puternic coordinate la ionul
Cu?" decat moleculele de apa din interiorul (centrul) cavitatilor, determinand in final o
simetrie locala distorsionatad piramidal — patratica Ca,.

Valorile parametrilor RES caracteristici pentru toate speciile monomere sugerate de

spectrele experimentale in cazul compusului Cu(Il) — °N — Lizina sunt date in Tab.5.1.
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Tabel 5.1. Parametri RES ai complexului Cu(Il) — "N — Lizini la temperatura camerei .

Nr. 2 2
Sample g g A Ay o B G f
crt.
2.252 | 2.063 4.10
1 powder

2217 | 2.054 | 202.3 | 22.5 | 0.839 | 0.626 | 4.13 | 109.70
2 | absorbed on NaY zeolite 2.245 2.056 | 184.7 19 0.819 | 0.725 | 4.50 | 121.54
absorbed on HY zeolite 2.251 | 2.060 | 173.7 0.795 | 0.765 | 429 | 129.59
2.310 | 2.073 | 198.7 0.930 | 0.809 | 4.33 | 116.25

absorbed on HY zeolite .
4 2373 | 2075 | 139 19.2 | 0.828 | 0.845 | 5.09 | 170.71
after suppl. dehydr.

* _ parametri hiperfini sunt dati in 10 cm’’

Valorile parametrilor RES (g = 2,373; Ay = 139 x 10™ cm™) caracteristici speciilor
monomere care apar pentru compusul de lizind in zeolitul HY dupd o deshidratare
suplimentara la 80°C sugereaza o simetrie de tip tetraedral (Tq) in jurul ionului de Cu®*. In
acest caz una sau doud molecule de lizina sunt inlocuite de gruparile OH, H,O ale suprafetei

suport.

5.3. Rezultate IR si RMN asupra complexul de Pd(II) cu teofilina si bipiridina

Modul de coordinare al ionilor metalici la derivatii biologici importanti purinici -
adenina si guanina, care sunt componente majore ale ADN si ARN - si xanthinei si
hipoxantinei, care sunt componente minore ale ARN a fost investigat de mai multe grupuri de
cercetatori [50].

Complecsii metalici ai xanthinei - teofilinei (Fig. 5.2), teobrominei si cafeinei N-metil
substituite, sunt de asemenea de interes major, deoarece acesti liganzi pot servi drept modele
pentru o serie de analogi biologici importanti. Datoritd asemanarii sale cu guanina, teofilina a
fost cel mai mult studiata.

Cele doud vibratii de intindere ale grupului (C = O) (1637 ecm™; 1695 cm™) din
spectrul IR al complexului, sunt Tnregistrate la numere de unda mai mici decat in spectrul IR

! 1669 cm™). Aceste deplasiri se datoreaza in principal

al teofilinei libere (1717 cm’
deprotonarii teofilinei la atomul N(7) si coordinarii anionului theophylinat prin acest atom la
ionul metalic [51].

Vibratiile v(C=N) sunt de asemenea deplasate spre numere de unda mai mici, datorita
coordinarii teofilinei prin intermediul atomului N(7) si a atomilor N(2) si N(2’°), in cazul

ligandului 2,2"-bipyridina.
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Fig.5.2. Structura teofilinei.

In cazul complecsilor metalici cu teofilind unde aceasta coordineaza prin atomul N(7),
grupul carbonil este in general legat prin punti de hidrogen cu alti liganzi din sfera de

coordinare a metalului.

Tabel 5.2. Atribuirea benzilor de vibratie pentru liganzi si complexul
[Pd(th)»(2,2’-bipy)]-H,O(cm™)

Compus v(OH) v(NH) v(CH) v(C=0) | v(C=N)

Theophylline 3348 w 3122 m 2985 m 1717 s 1568 s

(C7H8N402) 2825 m 1669 vs

2,2 -Bipyridine 3151-3000 m 1577 vs

(C10H8N2 ) 2925 m 1560 s

[Pd(th),(2,2’-bipy)]'H,O 3463 w 3118-3050 w 1695 vs | 15295
2949 w 1637 vs

Spectrul 'H-RMN al teofilinei contine patru singleti la 13,57, 8.04, 3.44, 3.23 ppm
care sunt atribuiti protonilor N(7)H, C(8)H si celor din cele doua grupuri metilice.

Absenta rezonantei protonului din grupul HN(7) din spectrul 'H-RMN al complexului
demonstreaza faptul cd teofilina coordineaza in formad deprotonatd. Deplasarea chimica a
semnalului HC(8) spre valori mai mici cu 0,36 ppm in compusul [Pd(th)2(2,2’—bipy)]'H20 este
incd o dovada in plus cd teofilina coordineaza prin atomul adiacent N(7).

Spectrul 'H-RMN al 2,2 -bipyridind, prezinti patru semnale la 8.71, 8.41, 7.84 si
7.33 ppm, care sunt atribuite respectiv protonilor HC(5), HC(2), HC(3), HC(4). Datorita
coordinarii, rezonantele protonilor HC(5) si HC(2) sunt deplasate chimic spre valori mai mici,

iar rezonantele HC(3) si HC(4) sunt deplasate spre valori mai mari.
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5.4. Informatii structurale obtinute prin difractie de raze X si calcule DFT

Din structura moleculara a complexului [Pd(th)2(2,2’-bipy)]'H20(C6H14) obtinutd prin
difractie de raze-X, rezulta cd atomul de paladiu este legat la doud molecule de teofilina prin
atomul deprotonat N(7), precum si molecula 2.2 -bipyridine prin cei doi atomi de azot.
Poliedrul de coordinare a atomului metalic adopta o geometrie planar-patrata distorsionata.

Liganzii bipyridina se impacheteaza de-a lungul axei c¢ (Fig.5.3); distanta dintre
centrele a doud inele de benzen a fragmentelor partial suprapuse de bipyridini este de 3.56 A,
tipicd pentru interactiunile n- - - de impachetare [52].

Optimizarea DFT a structurii compusului [Pd(th)2(2,2’-bipy)] a fost efectuatd cu
programul Gaussian *98, pornind de la o geometrie pre-optimizata prin raze-X in PC Spartan
Pro. Calculele au intrebuintat functionala de schimb B3LYP folosind setul de baza
LANL2DZ. Imaginea Molekel a structurii optimizate pentru [Pd(th),(2,2 -bipy)] este aratatd
in Fig. 5.4 [15].

Fig. 5.3. Impachetarea 7.7 prin inelele bipyridinice in cristal a compusului

[Pd(th)(2,2 -bipy)] H20-(CeH»)
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Fig. 5.4. Vedere Molekel a structurii optimizate a complexului [Pd(th),(2,2’-bipy)]

In structura optimizata coordinarea pitrata este aproape planard. Mai mult, atomii
inelelor 2,2°-bipyridinice sunt aproape coplanari si moleculele purinice sunt de asemenea
practic planare. In structura din faza solida, inelele 2,2’-bipyridinice sunt rdsucite in jurul
legaturii de carbon 1,1°, unghiul diedru N2-C1-C1'-N2’ fiind -7.5°, care este cu 3,3° mai mare
decat media pentru complecsii de paladiu care contin o unitate bipyridinica. Aceste abateri de

la planaritate pot fi atribuite efectelor de impachetare.

CONCLUZII

Concordanta foarte bund intre spectrele experimentale FTIR, FT-Raman si
SERS ale paroxetinei cu cele obtinute pe baza calculelor teoretice DFT atesta o foarte
bund optimizare a geometriei moleculare.

Pe baza analizei spectrelor SERS si Raman si luand in considerare harta MEP a
acestei molecule si regulile de selectie SERS, a fost stabilit faptul ca adsorbtia
moleculei de paroxetind pe suprafata nanoparticulelor de argint se realizeaza prin
atomii de oxigen O1, O3, O10 si azot N22.

Inelul benzodioxol este adsorbit Intr-o orientare inclinata, in imediata vecinatate
a suprafetei de argint, in timp ce inelul piperidind si cel benzenic sunt orientate
perpendicular pe suprafata de argint.

Urmand acelasi procedeu pentru moleculele pindolol (PIN) si verapamil (VER)
a fost dedus si in cazul acestora modul de adsorbtie pe suprafata nanoparticulelor de
argint.
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Conform hartii MEP in cazul moleculei PIN sarcinile cele mai negative sunt
localizate pe atomii de oxigen OS8, O10 si atomii de azot N15 din lantul alifatic si N15
din ringul pirolinic, adsorbtia acestei molecule pe suprafata de argint coloidal se face
prin acesti atomi, dar si prin intermediul electronilor 7 ai ringurilor aromatice, intr-o
orientare aproximativ paralela la suprafata.

In cazul moleculei VER sarcinile cele mai negative sunt localizate pe atomii
de oxigen O16, O18, 030, O31, concluzionandu-se ca ea adopta o configuratie
incovoiata fatd de suprafata de argint, fiind puternic fixata prin atomii de oxigen, iar
ringurile benzenice avand o orientare perpendiculard pe aceasta.

Benzile vibrationale ale spectrelor experimentale IR, Raman si SERS pentru
moleculele pindolol (PIN) si verapamil (VER) au fost atribuite pe baza calculelor
teoretice DFT.

Interactiunea atomilor de oxigen cu suprafata de argint este ilustratd prin
prezenta benzilor SERS la 238 — 240 cm™ datoritd aparitiei legaturilor Ag-O pentru
ambele molecule investigate (PIN si VER).

O alta descriere detaliatd a spectrelor vibrationale IR si Raman s-a facut pentru
moleculele atenolol (ATE) si metoprolol (MET) in urma unor calculele de chimie
cuantica finalizate la nivel de teorie B3LYP/6-31G(d) si efectuate pe modele adecvate
in cazul fiecareia: doi conformeri de tip S si RS pentru ATE, si doud modele de
compusi pentru MET, adicd forma protonati MET" si cea complexati cu doi anioni
succinati MET -2SA™.

Comparand spectrele experimentale IR si Raman cu cele calculate DFT s-a
ajuns la concluzia ca in cazul atenololului predomina conformerul de tip S, iar in cel al
metoprololului (MET) compusul cu doi anioni succinati MET*-2SA>"

Pe baza spectrelor si a regulilor de selectie SERS s-a demonstrat cd adsorbtia
moleculelor ATE si MET pe nanoparticule de argint se realizeaza prin atomii de
oxigen si electronii m ai inelului fenilic, acesta situandu-se in imediata vecinatate a
suprafetei de argint.

Din spectrele IR, Raman si RES ale complecsilor metalici Cu(Il)-ATE si
Cu(I)-MET s-au obtinut informatii privind modul de coordinare a ionilor de cupru
(IT). Astfel in cazul Cu-ATE coordineazd doud molecule de ATE in jurul ionului de

cupru, Intr-un aranjament planar-patratic cu cromoforul CuN,0O,, in timp ce pentru
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compusul Cu-MET sunt implicati in coordinare numai atomi de oxigen, CuQ,, cu
precadere de la anionii succinati.

Prin compararea spectrelor IR ale lizinei si ornitinei marcate izotopic [ISN] cu
cele nemarcate ['*N] au fost evidentiate unele deplasiri izotopice in frecventele de
vibratie ale legdturilor care implica atomi de azot.

Spectrele RES ale complecsilor Cu (II) - [°N]-Lizind (Ornitind) adsorbiti pe
zeoliti NaY si HY ne-a permis identificarea si stabilirea simetriei locale a patru specii
monomere care apar in supercage-urile acestora.

Factorul empiric de deformare tetragonal (f) are valori in intervalul 109-120
care aratd ca aceste specii monomere au, in principiu, un aranjament planar-patratic
usor distorsionat.

Pentru toate aceste specii, legitura o in plan are un caracter ionic (o = 0,80), in
timp ce legatura  in plan este mai covalenta (B> = 0,73) decét cea de tip o.

O simetrie distorsionata tetraedral (Td) in jurul ionului Cu®" (f = 170) a fost
evidentiata in cazul complexului de cupru *N-lizind adsorbit pe zeolitul HY dupa o
deshidratare suplimentara la 80°C.

Comparand spectrele IR si RMN ale compusului [Pd(th),(2,2’-bipy)] H,O cu
cele ale moleculelor de ligand s-a constatat ca teofilina coordineaza la ionul metalic
prin atomul N7 intr-o forma deprotonatd, iar radicalul 2,2’-bipiridinic prin atomii
N2 si N2’.

Deprotonarea teofilinei la atomul N7 este argumentatd prin deplasarea celor
doua vibratii de intindere IR (1717 cm™, 1669 cm™) ale grupirii carboxil C = O spre
numere de undi mai mici (1695 cm™, 1637 cm™) in complexul cu paladiu, precum si
lipsa semnalului protonului N(7)H din spectrul 'H-RMN al complexului.

De asemenea si deplasirile chimice ale C(8) si C(5) din spectrul °C — RMN al
complexului [Pd(th),(2, 2’-bipy)] - H,O spre valori mai mari cu 6,97 ppm respectiv
5,66 ppm indica coordinarea teofilinei prin atomul N(7).

Datele obtinute prin difractie de raze X pe monocristal si calculele DFT au
aratat ca [Pd(th),(2, 2’-bipy)] - H,O are o structura planar-patrata distorsionata in jurul
ionului Pd(II), abaterea de la planaritate datorandu-se efectului de impachetare prin

interactiuni 7 ... 7 ale inelelor benzenice.
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