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in ultimele decenii, un interes considerabil s-a acordat rolului ionilor metalici ca agenti
template in reactiile de condensare prin care se pot obtine combinatii complexe cu liganzi
azamacrociclici, rezultatul fiind publicarea unui numar mare de lucrari in acest domeniu [1-
5]. Studiile au ardtat cd aceste combinatii complexe cu liganzi azamacrociclici saturati
prezintd proprietdti noi, pe langd cele cunoscute la speciile cu poliamine aciclice. Cele mai
studiate sisteme sunt cele cu liganzi tetra-, penta- si hexaazamacrociclici [6, 7] cu accent pe
obtinerea de specii cu substituenti la atomii de carbon §i / sau azot [8] care sa aduca fie o
dimensiune suplimentard la Tmpachetarea in retea, fie grupari suplimentare care se pot
implica in coordinare sau in unele tipuri de interactii, inclusiv cu biomoleculele asociate cu
patologia anumitor afectiuni.

Stabilitatea mare a combinatiilor complexe cu liganzi macrociclici depinde de mai multi
factori, cum ar fi dimensiunea cavitatii ligandului macrociclic, numarul si tipul de atomi
donori, pozitia lor relativa in scheletul macrociclic, numarul si dimensiunea ciclurilor chelate
formate prin complexare, raza ionilor metalici si preferinta acestora pentru o anumita
stereochimie [2, 3].

Rezultatele studiilor efectuate au aratat ca structura macrociclicd este extrem de favorabila
pentru coordinare iar combinatiile complexe rezultate prezintd interes din punct de vedere al
proprietatilor biologice [8] si catalitice [9].

Afinitatea deosebitad a liganzilor azamacrociclici si coordinarea lor selectiva la anumiti ioni
metalici au avut ca rezultat obtinerea unor combinatiilor complexe studiate ca modele pentru
transportorii de oxigen naturali [8], catalizatori [9-11] si situsurile active din metaloenzime
[12-15]. Specii de acest tip prezintd de asemenea activitate de tip metalonucleaze functionand
ca agenti ce pot scinda unitatile fosfoesterice [16], inclusiv din structura acizilor nucleici
ADN [17] si ARN [18].

Unele combinatii complexe cu liganzi azamacrociclici saturati sunt, de asemenea, utilizate ca
agenti de contrast n imagistica prin rezonanta magnetica [19], pentru diagnosticare radioactiva
[20] sau ca medicamente [21] si agenti anti-HIV [22]. Au fost semnalate combinatii complexe
cu liganzi azamacrociclici functionalizati care prezintd activitate antimicrobiand [23] sau
antitumorala [24], iar unele au in structura lor grupéri de tip amida [23].

Un numar mare de combinatii cu liganzi azamacrociclici saturati, mono- sau polinucleare, au
fost sintetizate prin metoda template, in care ionul metalic organizeaza si dirijeaza procesul de
asamblare al ligandului macrociclic prin utilizarea formaldehidei si a unor reactivi de tip amine

sau amide, alifatice sau aromatice, care se selecteaza pentru formarea legaturilor -CH-R-CH-



sau -N-R-N- dorite. Sistemele azamacrociclice sunt obtinute prin aceastd metoda deoarece este

selectiva si favorizeaza obtinerea unor produsi care nu se pot obtine in absenta ionilor metalici.

OBIECTIVE
» Sinteza unor combinatii complexe noi ale Ni(Il), Cu(Il) si Zn(II) cu liganzi penta- si
hexaazamacrociclici prin condensarea nicotinamidei / rodaninei cu trietilentetramina /
etilendiamind / 1,2-fenilendiamina si formaldehida in prezenta ionului metalic.
» Caracterizarea prin diverse tehnici analitice i metode fizico-chimice speciilor obtinute
prin reactia de condensare template.

» Determinarea activitatii antimicrobiene i a citotoxicitatii speciilor obtinute.

CONTINUTUL TEZEI

Teza de doctorat cu titlul ,,Combinatii complexe cu liganzi azamacrociclici functionalizati cu

>

amide heterociclice — sinteza, caracterizare si activitate biologica” prezinta aspecte referitoare la

obtinerea prin reactii de condensare ,,one pot” si caracterizarea unor combinatii complexe noi care

contin liganzi azamacrociclici saturati. Teza de doctorat este structurata in trei capitole.

in primul capitol sunt sistematizate date din literatura de specialitate referitoare la procesul de

condensare template in prezenta formaldehidei, la o serie de combinatii complexe cu liganzi mono-



si poliazamacrociclici saturati, obtinute prin aceastd metoda, precum si la activitatea biologica a

acestora.

Capitolul doi contine contributiile originale referitoare la sinteza si caracterizarea a 32 combinatii

complexe noi ale Ni(I), Cu(Il) si Zn(I) cu liganzi penta- si hexaazamacrociclici functionalizati cu

unitatea cetopiridinica provenita de la nicotinamida si a trei combinatii complexe cu ligandul aciclic
derivat de la rodanind. De asemenea s-au obtinut trei liganzi azamacrociclici noi prin tratarea unora

dintre combinatiile complexe cu sulfura de sodiu.

Combinatiile complexe si liganzii au fost formulate pe baza datelor furnizate de analiza chimica
elementald, spectroscopia ESI-MS, electronica, IR, RPE, 'H RMN, *C RMN, analizd termica,
determinarile magnetice si voltametria ciclica.

Interesul pentru acesti compusi azabismacrociclici provine din faptul ca pot prezenta activitate

biologica comparabild sau mai buna fata de ligandul liber. Ca urmare, in teza sunt prezentate si

rezultatele testarii activitdtii antimicrobiene prin determinarea concentratiei minime inhibitorii si



influenta asupra biofilmelor microbiene, activitatea antiinflamatorie precum s§i activitatea

citostatica.

Capitolul trei contine date referitoare la sinteza, analiza elementald, metodele si aparatura utilizata

pentru caracterizarea combinatiilor complexe si a liganzilor corespunzatori.

I1.1. Sinteza unor combinatiilor complexe ale Ni(II), Cu(Il) si Zn(II) cu ligandul

pentaazamacrociclic derivat de la trietilenteramina si nicotinamida

Acest prim subcapitol al partii originale cuprinde date despre 10 noi combinatii complexe
sintetizate, caracterizate §i testate pentru a determina activitatea biologica a acestora. Combinatiile
complexe s-au obtinut prin condensarea template a trietilentetraminei cu nicotinamidad si
formaldehida in prezenta ionului metalic din sarea utilizata (schema 1). Aceste specii au fost ulterior
caracterizate prin diverse tehnici analitice si metode fizico-chimice si apoi testate pentru a

determina activitatea biologica.
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Schema 1. Obtinerea combinatiilor complexe si a ligandului pentaazamacrociclic

Formularea propusad pentru speciile de tip clorura si acetat pe baza datelor analizei chimice,
[NiL'CL] (1), [CuL'CL]H,O (2), [ZnL'CL] (3), [NiL'(CH;COO),]H,O0 (9),
[CuLl(CH3COO)2]‘H20 (10), a fost confirmatd si de informatiile obtinute din analiza termica.
Prin aceasta tehnica s-a observat ca speciile (1) si (3) sunt anhidre, ceilalti compusi avand apa de

cristalizare aga cum se observa din dervitatogramele combinatiilor complexe (fig. 1a si b) [25].
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Fig. 1. Derivatogramele combinatiilor complexe (1)-a si (3)-b

in spectrele ESI-MS ale combinatiilor complexe [NiL'CL] (1), [CuL'CL]'H,0 (2), [ZnL'CL] (3)
s-au identificat picuri caracteristice ionilor moleculari [NiC14H24NgO]" (fig. 2), [CuC4H2NgO]"
si [ZnC14H24N6O+CN+3H]+, de asemenea s-au mai observat picuri la valori m/z mai mici care au

fost atribuite unor fragmente provenite din scindarea ligandului azamacrociclic.
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Fig. 2. Spectrul ESI-MS al combinatiei complexe [NiL'Cl,] (1)

Procesul de condensarea a fost confirmat de informatiile furnizate de spectrele IR. in
spectrele combinatiilor complexe au aparut si benzi caracteristice modurilor de vibratie ale
anionilor indicand prezenta acestora fie in sfera de coordinare, ca liganzi monodentati (de
exemplu [NiL'(CH;CO0),]H,O (9)), fie 1in sfera de ionizare (de exemplu
[CuL'(OH,)](ClOy),-5H,0)) [26-31].

Ligandul pentaazamacrociclic i combinatia complexa diamagnetica [ZnL'Cly] (3), au fost
investigate si prin tehnica RMN. Spectrul '"H RMN al ligandului prezinta semnale in domeniile
caracteristice pentru protonii gruparii piridil la 7,85-8,93 ppm. Protonii grupdrilor etilenice si
metilenice au fost identificati prin intermediul tripletului de la 3,11 si a singletului de la 3,87 ppm
iar gruparea amind secundard prin intermediul semnalului de la 1,90 ppm. Semnalele
caracteristice tuturor atomilor de carbon alifatici si aromatici din structura azamacrociclica au fost
regasite in spectrul C RMN [27].

Datele oferite de spectrele electronice corelate cu momentele magnetice la temperatura camerei
furnizeaza informatii valoroase referitoare la starea de oxidare, stereochimia adoptatd de ionul
metalic si taria campului liganzilor pentru o combinatie complexda [32]. Ionii metalici din
combinatiile complexe noi obtinute adopta fie o stereochimie octaedrica (speciile nichelului(Il))
fie una de tip piramida patratd (speciile cuprului(Il)). Valoarea momentului magnetic pentru
speciile Cu(Il) se incadreaza in domeniul 1,85-2,04 M.B. si indica lipsa interactiei intre centrii
paramagnetici la temperatura camerei.

Spectrele RPE ale combinatiilor complexe ale Cu(Il) confirma stereochimia propusa pentru acest
ion metalic. Spectrele RPE ale speciilor (5) si (7), asa cum se observa in figura 3 (a si b), sunt

caracteristice speciilor distorsionate rombic asa cum sunt cele de tip piramida patrata.




a b
Fig. 3. Spectrele RPE ale combinatiilor complexe a-[CuL'(OH,)](C104),*5H,0 (5) si b-[CuL'(OH,)](NO5),"5H,0 (7)

Combinatiile complexe pot fi implicate, in celulele procariote si eucariote in interactie cu
transportorii de electroni sau enzimele de tip redox si In consecintd, acestea au fost studiate cu
ajutorul voltametriei ciclice. Rezultatele acestui studiu indica o reducere a ionilor metalici din
combinatiile complexe la valori ale potentialului de reducere mai negative comparativ cu speciile
solvatate si o oxidare la valori ale potentialului de oxidare mai mici datoritd prezentei ligandului
azamacrociclic in sfera de coordinare care stabilizeaza stiri de oxidare neobisnuite ale ionilor
metalici, cum ar fi Ni(III).

Pe baza datelor funizate de metodele fizico-chimice si analitice s-au propus urmatoarele

coordindri pentru combinatiile complexe:

OH, 4 \
cl
/_ "\ H ! \N /_ _\ H N
N_\ — / _\
\ A X2
\ J A\ —J 0
N (6] \_J H
\_J H
Cl - OH,
[NiL'Cly] (1), [CuL'CL]-H,0 (2), [ZnL'Cl,] (3) [NlLl(OHv) 1(C104),4H,0 (4)
[NiL'(OH,),](NO;s),-4H,0 (6)
OH, / \N o*\ o / N\
NN — I\ N
[ / \ < [N % _\
2N \ 2
HN, HJ Y ™ J \o
\_/ _/ %
L J o_ 0

\
[CuL'(OH)J(C104)25H;0 (5)

1 .
[CuL (OH:)I(NO5)2SH20 (7) NiL'(CH;COO),]-H>0 (9),[CuL'(CH;COO0),]-H,0 (10)

Ligandul si combinatiile complexe nou obtinute au fost testate In vederea stabilirii activitatii
antimicrobiene pe tulpini bacteriene Gram pozitive, Gram negative si fungice, tulpini standard si
izolate din clinica. Rezultatele acestui studiu au evidentiat faptul ca speciile [CuL'CL]'H0 (2) si
[CuLl(OHz)] (ClO4)2:5H,0 (5) au prezentat o activitate antifungica si antibacteriand mai buna decat
restul combinatiilor complexe, cu cea mai mica valoare a CMI de 62,5 pg mL" pentru C. albicans
249, 125 pug mL" pentru C. albicans 10231 si 250 pg mL™ pentru B. subtilis. Avand in vedere
diferentele dintre fiziologia si sensibilitatea la antibiotice a microorganismelor inglobate in biofilm,
combinatiile complexe obtinute au fost investigate si In ceea ce priveste eficienta lor impotriva
acestor celule aderente la material inert observandu-se o interactie diferita cu biofilmul format din
diferite tulpini microbiene, efectul fiind fie de inhibare fie de stimulare, in functie de tulpina testata

si de concentratia compusilor. Speciile care prezintd efectul de inhibare a cresterii

10



microorganismului microbian au si efectul de inhibare a formarii biofilmului péna la concentratia
inhibitorie.

Citoxicitatea asupra celulelor Hep 2 (carcinom cervical uman derivat HeLa) si HT 29 (adenocarcicom
colorectal uman) a fost mai mare in cazul combinatiilor complexe ale Cu(Il), in special a combinatiei
complexe [CuL'CL]'H,0 (2), care a prezentat o crestere a numarului de celulele blocate in faza de

mitoza G2/M precum si aparitia unui pic asociat cu celulele aflate in apoptoza.

I1.2. Sinteza, caracterizarea si determinarea activititii biologice a unor combinatii
complexe ale Ni(IT), Cu(Il) si Zn(II) cu ligandul hexaazamacrociclic provenit de la

etilendiamina si nicotinamida

In subcapitolul doi al tezei sunt descrise in detaliu sinteza si caracterizarea a 10 combinatii
complexe cu ligandul hexaazamacrociclic provenit din condensarea -etilendiaminei cu
nicotinamida si formaldehida in prezenta ionului metalic (schema 2). Aceste specii au fost

ulterior testate biologic pentru a determina capacitatea acestora de a functiona ca agenti bioactivi.
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Schema 2. Obtinerea combinatiilor complexe si a ligandului hexaazamacrociclic 12

Analiza termicd a combinatiilor complexe a fost investigata prin analiza simultand TG-DTA
iar reziduul final a fost caracterizat cu ajutorul difractiei de raze-X pe pulbere. De asemenea,

au fost izolati si caracterizati produsii formati dupa eliminarea apei. Din datele obtinute s-a
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observat ca compusul [ZnLZ(CH3COO)2] (20) este anhidru, etapele caracteristice degradarii
liganzilor dar si efectele care Insotesc aceste procese [25].

Formarea combinatiilor complexe a fost sustinuta si de datele furnizate de spectrometria de
masi care a evidentiat picuri pentru ionii moleculari [M+2H,O+H]" la 577,32 pentru
compusul [NIL’CL]'6H,O (11), [M+H,O+3H]" la 567,36 pentru  compusul
[CuL*(OH,)]C1,:0,5H,0 (12) si [M-2CI+O-+H]" 1a 487,54 pentru specia [ZnL*]Cly-H,O (13).
Din compararea spectrelor IR ale combinatiilor complexe cu cel al nicotinamidei si
etilendiaminei se observa faptul ca in spectrele combinatiilor complexe sunt prezente benzi
de absorbtie care pot fi atribuite unor grupari functionale provenite atat de la nicotinamida cat
si de la etilendiamina. In spectrele combinatiilor complexe se regisesc benzile caracteristice
gruparii amidd (Al) si nucleului piridinic (v(C=N) si v(C=C)) din nicotinamida. Spre

deosebire de nicotinamida, banda de la 1699 cm’™

se deplaseaza spre numere de unda mai
mici in spectrele combinatiilor complexe ca urmare a transformarii gruparii de tip amida
primara in amida tertiara, in urma procesului de condensare [26-31].

Combinatia complexa [ZnL*|Cl,-H,O (13), fiind diamagnetica, a putut fi caracterizatd cu
ajutorul spectroscopiei 'H RMN, in spectrul inregistrat observandu-se semnale caracteristice
protonilor grupdrilor etilenice si metilenice la 2,67 si 3,06 ppm [27]. Protonul gruparii amina
secundara a generat un semnal la 2,07 ppm. Protonii nucleului piridinic au generat mai multe
semnale, functie de pozitia lor si vecindtate, in intervalul 7,66-9,09 ppm. Semnalele
caracteristice tuturor atomilor de carbon alifatici si aromatici din structura azamacrociclica au
fost regasite in spectrul *C RMN.,

Stereochimia propusa pentru ionul metalic pe baza spectrelor electronice a fost octaedrica
pentru combinatiileNi(II) si piramida-patrata pentru cele aleCu(Il) [32]. Pentru combinatiile
complexe ale Ni(Il), valoarea factorului nephelauxetic indicd un grad mare de interactie
electrostatica. In cazul combinatiilor complexe ale Cu(Il) valoarea momentului magnetic se
situeazd n domeniul 1,85-2,14 MB si indicd faptul cd nu au loc interactii intre ionii
paramagnetici la temperatura camerei.

Stereochimia propusad pentru Cu(Il) a fost confirmata si de spectrele RPE, care a indicat in
plus prezenta unei distorsiuni rombice sau axiale si o interactie Intre centrii paramagnetici in
cazul unora dintre combinatii complexe.

Studiile de voltametrie ciclica au indicat reducerea ionului de nichel intr-o etapa bielectronica
cu depunerea acestuia pe suprafata electrodului, oxidarea usoard a acestui ion datoritd
capacitatii ligandului hexaazamacrociclic de a stabiliza stiri de oxidare neobignuite ca

Ni(III), reducerea ionului de Cu(Il) la Cu(0) cu depunerea acestuia pe suprafata electrodului
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si oxidarea acestuia in doud etape monoelectronice. Ionul de zinc(Il), cu configuratie 3d"
suferd doar proces de reducere, voltamograma inregistrata prezentand o singurd unda asociata
cuplului Zn(IT)/Zn(0), proces insotit de de decomplexarea ionului metalic si electrodepunerea
zincului metalic pe suprafata electrodului [33].

Pe baza informatiilor obtinute cu ajutorul metodelor de analiza specifice utilizate pentru

caracterizarea combinatiilor complexe, s-au propus urmatoarele coordinari:

cl e W
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J 0CIO; /N
HN H _/ 0 HN/_‘_\NH = "
O\ /_ N/ _\ \ AN _\
N /Zn\ N N Ch N /Nl\ N N
VARG VAR WG D A
N H _/ H N H L _/ H
-\ / ] N/ 0CIO;
[ZnL?]Cl,-H,0 (13) [NiL%(ClO,),]-6H,0 (14)
OH, A X / \
HN/—-\ H / N 0 HN/__\ H . N
N/i > < ‘\ { (NO3), \ /_ N\ / _\
— \—HN\__/NH—/ 0 _ \_ AN J AN
N\ / OH, N H \—J H
2 ) \ X
[NiL (OHz)z](Ngs)z 4H0 (16) [ZnL*(NO5),] (18), [ZnL*(CH;COO),] (20)
/ N\
n/\ N
N\ /> Nt j
_ \_ AN —/ Yo
N H \__/ H
/
\ O% (CH;COO);
? 7 N\
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_ \—HN/ \NHJ Y
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\_/

[Cu,L2(CH,CO0)](CH;COO0);-3H,0 (19)

Din punct de vedere al activitatii antimicrobiene, combinatiile complexe au fost mai active
comparativ cu nicotinamida pe tulpinile studiate. Combinatiile complexe [NiL*CL,]-6H,0 (11),
[CuL*(OH,)]CL-0,5H,0 (12), [ZnL*CL]-H,O (13) si [ZnL*(NOs),] (18) au fost mai active pe
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tulpina Gram pozitiva B. subtillis 12488 cu valoarea CMI de 125 pg mL"! i respectiv 250 pg mL”
!jar specia (12) a prezentat si o activitate antifungica buna, pe tulpinile C. albicans 249 si 10231,
cu valori CMI de 62,5 si 250 pg mL™. Combinatia complexa [CuL*(OH,)]Cl,-0,5H,0 (12) a
prezentat cel mai bun efect de inhibare a aderentei biofilmului microbian la substrat inert in cazul
tulpinii fungice C. albicans 10231, aspect explicat prin natura de tip electrolit a acesteia.

In cazul determinarii activitatii citotoxice, tratamentul cu solutiile combinatiilor complexe
[CuL*(OH,)]CL-0,5H,0 (12), [CuL*(OH,)](ClO4),:5H,0 (15) si [CuL*(OH,)](NOs),:5H,0 (17)
de concentratie 100 pg mL™ a indicat faptul ci doar compusii (12) si (17) au alterat ciclul celular
cu o crestere foarte mare a celulelor blocate in faza G2, n cazul compusului (12) observandu-se

si aparitia unui pic subpic GO asociat apoptozei.

I1.3. Sinteza unor combinatii complexe ale Ni(II), Cu(II) si Zn(II) cu ligandul

hexaazamacrociclic provenit de la 1,2-fenilendiamina si nicotinamida

Subcapitolul 3 al partii originale contine detalii despre 12 combinatii complexe obtinute prin
procesul de condensare dintre nicotinamida, 1,2-fenilendiamind si formaldehida in prezenta
ionilor metalici (schema 3). S-au utilizat sarurile de tip clorurd, perclorat, azotat si acetat ale
ionilor Ni(Il), Cu(Il) si Zn(II). Speciile rezultate in urma reactiei au fost caracterizate pe baza
datelor furnizate de analiza chimica elementala, spectroscopie electronicd, RPE, ESI-MS, IR,
'H RMN si a datelor furnizate de determindrile de susceptibilitate magnetica la temperatura
camerei precum si a celor de voltametrie ciclica si ulterior au fost testate pentru determinarea

activitatii biologice.
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Schema 3. Obtinerea combinatiilor complexe si a ligandului hexaazamacrociclic L

Pentru a obtine informatii referitoare la compozitia si stabilitatea combinatiilor complexe de
tip clorurd, acestea au fost supuse analizei simultane TG/DTA si TG/DSC/EGA.
Derivatograma (fig. 4) inregistratd pentru combinatia complexa [NiL’]Cly:4.5H,0 (21),
indica faptul ca descompunerea termica se desfasoara in trei etape. Prima etapa este asociata
cu eliminarea moleculelor de apa in timp ce in etapele urmatoare are loc degradarea oxidativa

a ligandului macrociclic suprapuse peste eliminarea anionilor clorura [25].

1 1
& 0l P=e s £ - oty el
TApArAI R T

Fig. 4. Derivatograma combinatiei complexe [NiL*]Cl,-4.5H,0 (21)
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Derivatograma combinatiei complexe [CuL’]Cl, (22) (fig. 52) indici faptul ci pani la 190 °C nu
are loc nici un proces, deci specia este anhidra. Descompunerea termicd a acestei combinatii
complexe are loc In doud etape, prima etapd este reprezentatd de eliminarea aninului clorura si
degradarea oxidativa partiald a componentei organice, procese insotite de un efect puternic
exoterm iar a doua etapa corespunde cu degradarea oxidativa a restului organic. Asa cum se
observa din derivatograma combinatiei complexe (23) prezentatd in figura 5, aceasta specie se
topeste la 150 °C dupa care incepe procesul de descompunere termica care are loc 1n 3 etape

insotite de efectele termice corespunzatoare.
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=
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Fig. 5. Derivatograma combinatiei complexe [ZnL’Cl,] (23)

Formarea ligandului si a combinatiilor complexe de tip clorurd este sustinutd si de spectrele ESI-
MS in mod pozitiv. In spectrul ligandului, picul de la valoarea m/z 504,80 a fost atribuit ionului
molecular [CpsHyyNgO,]" iar pentru combinatiile complexe ionii moleculari sunt
[NiCagHa1NgO»+2CN T, [CuCagHaoNgO,CIHCN]' si [ZnCagH oNsO,]>". In plus, alte fragmente
cu si fira ion metalic, care se pot asocia cu structura ligandului ca [CoHoNe]™ (m/z: 211,10) si
[C7HsN,0O]" (m/z: 133,10) se pot observa in spectrele tuturor combinatiilor complexe.

in spectrele IR ale combinatiilor complexe se pot observa benzi de absorbtie care pot fi atribuite
unor grupari functionale provenite atat de la nicotinamida cét si de la 1,2-fenilediamina [26-31].
in spectrele combinatiilor complexe se regisesc benzile caracteristice gruparii amida (Al) si
nucleului piridinic (v(C=N) si v(C=C)) din nicotinamida (NA). Spre deosebire de nicotinamida,
banda de la 1699 cm™ se deplaseazi spre numere de undi mai mici in spectrele combinatiilor
complexe ca urmare a transformarii gruparii de tip amida primard in amida tertiara, in urma
procesului de condensare.

Ligandul si combinatiile complexe ale Zn(Il), diamagnetice, au putut fi caracterizate cu ajutorul
spectroscopiei 'H RMN. in spectrul ligandului, inregistrat in D,O, protonii gruparilor metilenice
au fost identificati la 2,73 ppm. Prin comparatie cu spectrul "H RMN al nicotinamidei, semnalele

care apar ca dublet de dublet 1a 7,52 ppm, cele de dublet de 1a 8,23 si 8,61 ppm si singletul de la
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8,94 ppm au fost atribuite protonilor unitatii piridinice iar semnalul larg, nerezolvat in
componente de la 8,46 ppm a fost atribuit protonilor nucleului benzenic o-substituit. in spectrele
combinatiilor complexe ale Zn(Il) inregistrate in de-DMSO apar, de asemenea, semnalele
caracteristice protonilor gruparilor fenil, piridil si metilenice in aceleasi domenii, usor deplasate
datoritd efectului de solvent. Protonul gruparii amind secundard a generat un semnal la
aproximativ 4,00 ppm. In spectrul comninatiei [ZnL*](CH3COO), (32) semnalul suplimentar de
la 1,86 ppm a fost atribui protonilor metilenici. Semnalele caracteristice tuturor atomilor de
carbon alifatici si aromatici din structura azamacrociclici au fost regisite in spectrul *C RMN,
pentru combinatia (32) semnalele de la 21,31 si 172,69 ppm au fost atribuite atomilor de carbon
din gruparea metil si respectiv carboxilat a anionului acetat [27].

Spectrele electronice ale combinatiilor complexe [NiL*]CL:4.5H,0 (21), [NiL*](C1O4),'6H,0
(24) si [NiL*](CH;COO), (30) prezinti o singurd banda, aspect caracteristic combinatiilor Ni(II)
cu stereochimie plan patratd. Comportarea diamagneticd a acestor combinatii sustine aceastd
stereochimie. Spectrele electronice ale combinatiilor [CuL’ICL (22) si [CuL*J(NOs),"6H,0 (28)
ale Cu(Il) prezintd o banda cu maxim situat la lungimi de unda mici, In domeniile acceptate
pentru speciile plan patrate cu cromofor [CuNy4] [32]. Valoarea momentului magnetic de 1,94 MB
corespunde unei specii monomere, in timp ce o valoare de 1,51 MB pentru a doua specie indica o
interactie Intre ionii paramagnetici la temperatura camerei. Combinatiile complexe (25) si (31) au
un spectru caracteristic speciilor octaedrice iar valoarea momentului magnetic este in concordanta
cu cele ale speciilor monomere ale Cu(II).

Spectrele RPE ale combinatiilor complexe [CuL’]Cl, (22) si [CuL*](NO3),-6H,O (28) prezinti
un aspect izotrop fard structurd hiperfina. Combinatia complexa [CuL*(ClO4),]2H,0 (25) a
generat un spectrul RPE caracteristic speciilor cu o stereochimie distorsionata axial, cum ar fi cea
de tip octaedricd cu valorile pentru g, si g|| sunt de 2,084 si 2,101. In schimb, spectrul
combinatiei [CuL3 (CH3COO0);]'H,0 (31) este izotrop cu valoarea gj,, de 2,088, aspect care se
poate corela cu o stereochimie octaedrica distorsata axial dar cu axele nealiniate.

Comportarea redox a combinatiilor complexe [NiL’]CL+4,5H,0 (21), [CuL’]ClL, (22) si
[ZnL3C12] (23) a fost de asemenea investigatd cu ajutorul voltametriei ciclice, valorile obtinute
pentru combinatiile complexe au fost comparate cu cele ale ligandului L’ si cu ale ionilor metalici
solvatati cu DMSO. Rezultatele obtinute au indicat faptul cd ionul de Ni(Il) din combinatia
complexa [NiL*]CLy4.5H,0 (21) se reduce la Ni(0) in doua etape monoelectronice, la potentiale
mai catodice comparativ cu specia solvatatd cu DMSO iar in domeniul anodic Ni(Il) se oxideaza

ireversibil pe suprafata electrodului indicator. In domeniul catodic se observa reducerea ionului
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de Cu(Il) din combinatia complexa [CuL3 ]Cl, (22) iar In domeniul anodic, acesta se oxideaza la
Cu(I1I). Tonul de zinc(1) se reduce la Zn(0), procesul Insotit de decomplexarea ionului metalic si
electrodepunerea zincului metalic pe suprafata electrodului [33].

Pe baza tuturor rezultatelor obtinute in vederea caracterizarii a combinatiilor complexe, s-au

propus urmaétoarele coordinari:

N N X
\N / o 2

»[NiL3]C12-4.5H20 (21), [CuL*]Cl, (2i), ) [ZnL*(OH,),](Cl04),-4H,0 (26), _
[NiL*](C10,),-6H,0 (24), [CuL*](NO5),-6H,0 (28), [NiL*(OH,),](NO»),-4H,0 (27),
[NiL*](CH;COO), (30), [ZnL*](CH;CO0), (32) [ZnL*(OH,),](NO;),-4H,0 (29)
; 2 H NN
N/ HN\ AT /
N X;M(X_/N N\
7 N\ \_HN N ©

[ZnL*CL] (23), [CuL’*(Cl0O,),]-2H,0 (25), [CuL}(CH;CO0),]-H,0 (31)

Rezultatele obtinute din testele efectuate pentru determinarea activititii antimicrobiene au indicat
faptul ca speciile complexe au fost mai active comparativ cu ligandul pe tulpinile testate.
Combinatiile complexe au prezentat o activitate bund fatd de un numar mai mare de tulpini
bacteriene, comparativ cu celelalte combinatii complexe. Astfel o valoare CMI de 125 ug mL" se
remarcd pentru compusii [ZnL*(OH,),](C104),-4H,0 (26) si [CuL*(CH;COO),]'H,0 (31) in cazul
tulpinii £. coli ATCC 25922, pentru compusul [ZnL*CL] (23) in cazul tulpinii E. cloacae 61 R,
pentru [ZnL*(OH:),](ClO4),-4H,0 (26) in cazul S. aureus 0364 si pentru compusii [ZnL’Cly] (23)
si [CuL*(CH3COO),]'H,0 (31) in cazul tulpinii B. subtilis 12488. Activitatea antifungica foarte
buni a fost observata pentru specia [ZnL*(OH,),](C104),-4H,0 (26) cu o valoare CMI de 62,5 pg
mL " in cazul tulpinii C. albicans 10231.

Combinatia complexa [ZnL3(OH2)2](CIO4)2-4HZO (26) a prezentat cel mai bun efect de inhibare a
aderentei biofilmului microbian la substrat inert in cazul in cazul E. faecalis ATCC 29212, pana la
o concentratie de 62,5 pg mL™".

Studiile pe modele de inflamatie acuta la sobolani, indusd cu dextran si caolin au evidentiat un efect

antiinflamator comparabil cu al diclofenacului pentru combinatia complexa [CuL*ICL, (22);
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Determinarile citotoxice au fost efectuate prin tratarea celulelor tumorale Hep 2 si HT 29 cu
solutiile de concentratie 100 pg mL" ale combinatiilor complexe [CuL’J(NOs),-6H,O (28),
[CuL’(ClO4):]-2H,0 (25) si [CuL’J(NO3)*6H,O (28). Rezultatele au indicat ca speciile nu au
produs efecte drastice asupra progresiei ciclului celular, dar compusii (22) si (28) au alterat
stabilitatea ciclului celular cu o crestere usoara a celulelor blocate in faza G2 si cu aparitia pentru

toate trei combinatiile a unui peak sub GO asociat apoptozei.

I1.4. Sinteza si caracterizarea unor combinatii complexe noi ale Ni(II), Cu(II) and Zn(II)

cu baza Mannich aciclica functionalizata cu unitatea tioglicolat

Combinatiile complexe cu baze Mannich tetraazamacrociclice au fost mult studiate din
punct de vedere al sintezei, proprietatilor, structurii cristaline si al activitatii biologice dar
speciile tetraaza cu liganzi aciclici au fost mai putin studiate. Reactia “one pot” a 2-tioxo-
4-tiazolidinonei (rodanind) cu 1,2-diaminoetan si formaldehida in prezenta acetatului de
Ni(Il), Cu(Il) sau Zn(Il), iIn mediu bazic si exces de formaldehida este prezentatd in
schema 4.

Datele furnizate de analiza chimica, spectrele ESI-MS si "H RMN au indicat faptul ca

2-tioxo-4-tiazolidinona hidrolizeaza in timpul sintezei si ca urmare, unul dintre produsii

de hidroliza, acidul tioglicolic, a fost agentul nucleofil implicat in procesul “one pot”

S
s ¢ N ,
o/ N 00C><:HN WNCs. | NH><C00
H M /M\
HS H /‘\SCN ‘ NH SH
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+ NH3J- NH4NCS

NH, HoN
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[M,Ly(CNS),] (1) M: Ni
(2) M: Cu

NH,

_/

[ZnL(NCS)] (3)

Schema 4. Sinteza combinatiilor complexe si formularea acestora

Comportarea termicd a combinatiilor complexe a fost investigata cu ajutorul analizei termice

iar reziduul a fost identificat cu ajutorul difractiei de raze X pe pulbere [25]. Prima etapa este
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reprezentatd de eliminarea moleculelor de apd, ceea ce indicd prezenta acestora ca apa de
cristalizare. Descompunerea termica a speciilor anhidre are loc in mai multe etape, fiecare
dintre ele fiind nsotitd de un efectul exoterm.

Spectre ESI-MS au indicat picuri corespunzitoare ionilor moleculari [M+CH3;CN]" pentru
compusul [NiL*'NCS]-H,0 (33), [M+H]" pentru compusul [CuL*SCN],'9H,O (34) si [M+H]"
pentru compusul [ZnL*NCS]-0.5H,0 (35), in acord cu formula empiric propusi pe baza analizei
elementale.

In spectrele IR ale combinatiilor complexe sunt absente benzile caracteristice 2-tioxo-4-
tiazolidinonei dar apar benzi de absorbtie care se pot atribui modului de vibratie de valenta
pentru v(NH) atat pentru gruparea amina primara cat si secundard, aspect care indica faptul
ca a avut loc hidroliza rodaninei i procesul de condensare nu a implicat toate gruparile amina
ale 1,2-diaminoetanului [26-31].

Spectrul "H RMN a combinatiei complexe diamagnetice [ZnL*NCS]-0.5H,0 (35) prezinti
semnale caracteristice pentru protonii grupdrilor etilenice si metilenice la 2,69 si 3,25 ppm.
Gruparile amina primara si secundard au fost identificate pe baza semnalelor de la 5,76 si
1,90 ppm. Semnalul care apare in domeniul caracteristic pentru protonul gruparii SH, la 1,25
ppm, este o dovada a prezentei fragmentului provenit de la acidul tioglicolic [27].

Prin corelarea spectrelor electronice cu valorile momentelor magnetice s-a propus indirect
stereochimia octaedrica [32] pentru Ni(II) pentru care valoarea mare a parametrului 10Dq
indicd un numar mare de atomi de azot ca atomi donori 1n timp ce valoarea factorului
nefelauxetic de 0,88 indica un grad mare de interactie ionica. Valoarea momentului magnetic
de 1,42 MB indicd pentru combinatia complexd a Cu(Il) prezenta unei interactii intre ionii
paramagnetici la temperatura camerei.

Spectrul RPE in bandi X al combinatiei complexe [CuL*SCN1,-9H,O (34) (fig. 86) prezinta la
temperatura camerei un semnal larg si asimetric cu gy, = 2,14 care este caracteristic pentru o
distorsiune rombica. Prin scaderea temperaturii la 100 K, spectrul RPE corespunde unei simetrii

axiale cu g =2,33 si g, =2,09.
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Fig. 6. Spectrul RPE in banda X al combinatiei (34) si inserat este prezentata variatia cu temperatura a

inversului integralei de suprafata

Integrala de suprafatd a semnalului RPE este proportionald cu susceptibilitatea magneticd a
probei. In figura 6 este prezentata inserat inversul integralei de suprafati a intensitatii spectrului
RPE a cérei variatie liniard indica un cuplaj slab antiferomagnetic intre ionii de cupru(Il).

Combinatia complexa [CuL*SCN1],-9H,0 (34) a prezentat o activitate antimicrobiand foarte

bund evidentiata prin valoarea CMI de 1,95 pg mL" in cazul P. aeruginosa 1246.

Concluzii

Cercetarile efectuate in scopul elaborarii tezei de doctorat si prezentate in capitolul al doilea au
condus la sinteza si caracterizarea a 32 de combinatii complexe noi ale Ni(Il), Cu(Il) si Zn(Il) cu
liganzi pentaazamacrociclici §i hexaazamacrociclici cu unitate cetopiridinicd provenitd de la
nicotinamida, a liganzilor pentaazamacrociclici si hexaazamacrociclici, precum si testarea
activitatii antimicrobiene pe diferite tulpini bacteriene si fungice si a citotoxicitdtii pe celulele
tumorale. Au fost de asemenea obtinute si caracterizate trei combinatii complexe noi cu un ligand
tetraazaaciclic cu rest provenit de la acidul tioglicolic in componenta.

Combinatiile complexe au fost obtinute prin condensare one pot din sistemele ce contin clorurile,
percloratii, azotatii sau acetatii de Ni(Il), Cu(Il) si Zn(Il), trietilentetramina / etilendiamina / o-
fenilendiamina, nicotinamida / rodanind si formaldehida. Liganzii azamacrociclici s-au izolat
dintr-una din aceste combinatii prin tratare cu sulfura de sodiu.

Combinatiile complexe si liganzii s-au caracterizat pe baza datelor furnizate de analiza chimica
elementald, analiza termica, spectroscopia ESI-MS, electronica, IR, RPE, 'H RMN, C RMN,

susceptibilitate magnetica la temperatura camerei §i voltametrie ciclica.
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Spectroscopia de masda ESI-MS efectuatd prin tehnica ionizarii electrospray in modul pozitiv a
permis confirmarea formulelor propuse pentru liganzi si combinatiile complexe de tip clorura
prin compararea valorilor m/z din spectrele de masd cu valorile maselor moleculare ale
fragmentelor rezultate din bombardarea speciilor cu electroni accelerati.

in cazul combinatiilor de tip clorurd si acetat, prin analiza termica s-a confirmat formularea
propusd pentru acestea, s-a identificat prezenta si rolul moleculelor de apd, s-a evidentiat
stabilitatea termicd a compusilor, respectiv a numdrului de etape corespunzatoare degradarii
termice a liganzilor organici si a efectelor termice care nsotesc aceste etape. Reziduul obtinut in
cazul tuturor combinatiilor complexe au fost oxizii metalici corespunzatori care au fost
identificati pe baza spectrului IR si a difractiei de raze X pe pulbere.

Informatiile oferite de spectrele IR au indicat faptul ca prin reactia de condensare s-a format
ligandul azamacrociclic care se coordineaza prin intermediul atomilor de azot din gruparile amina
secundara. Benzile caracteristice modurilor de vibratie ale anionilor perclorat, azotat si acetat au
permis stabilirea rolului acestora in combinatiile complexe. Au fost identificate benzi pentru toate
gruparile provenite de la toate componentele organice ale reactiei.

Spectrele '"H RMN si >C RMN au oferit informatii utile despre liganzi $i combinatiile complexe
diamagnetice ale Zn(II), prin confirmarea naturii protonilor si atomilor de carbon corespunzatori
diverselor grupari functionale din componenta liganzilor azamacrociclici. Spectrele electronice
corelate cu valorile momentelor magnetice la temperatura camerei au furnizat informatii
referitoare la starea de oxidare si stereochimia adoptata in cazul compusilor de Ni(II) si Cu(II).
Spectrele RPE au confirmat stereochimia propusa pentru combinatiile complexe ale Cu(Il) si a
indicat prezenta unei distorsiuni axiale sau rombice.

Voltamogramele ciclice au prezentat pentru liganzi o reducere cvasireversibild datorata gruparilor
carbonilice. In cazul combinatiilor complexe, s-au identificat pentru compusii nichelului unde
asociate cuplurilor redox Ni(I)/Ni(III), Ni(I)/Ni(I) cat si ale cuplului L.4/L, pentru combinatiile
cuprului aceste unde sunt asociate cuplurilor Cu(II)/Cu(I) si Cu(I)/Cu(0) iar pentru zinc doar o
unda datorata reducerii Zn(I1)/Zn(0).

Testele antimicrobiane efectuate pentru combinatiile complexe si liganzi au presupus
determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) si a influentei compusilor testati asupra
formarii de biofilme microbiene pe substrat inert. Speciile au fost testate pe tulpini Gram negative
(Pseudomonas aeruginosa 1397, Escherichia coli ATCC 25922 si 714, Klebsiella pneumoniae
2968, Enterobacter cloacae 61R), Gram pozitive (Staphylococcus aureus 0364, Bacillus subtilis
12488, Enterococcus faecalis ATCC 29212) si fungice Candida albicans 249 si 10231, standard
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sau izolate din clinica si ca urmare rezistente la antibiotice. Combinatiile complexe au fost mai
active comparativ cu ligandul.

Combinatiile complexe cu ligandul provenit de la o-fenilendiamina au avut activitate mai buna si
fatd de un numar mai mare de tulpini, comparativ cu celelalte, atat in cazul tulpinilor planctonice
cat si imobilizate in biofilm. Activitatea acestor compusi poate fi explicatd ludnd in considerare
lipofilicitatea marita a acestora asociatd cu caracterul hidrofob al nucleului benzenic, care permite
un transport mai usor prin membrana lipidica a microorganismului patogen.

Combinatiile complexe [CuL’]CL (22), [ZnL’CL] (23), [ZnL*(OH,),](ClO4)-4H,0 (26) si
[ZnL*](CH;COO), (32) au fost testate pentru stabilirea activitatii antiinflamatorii. In urma
evaluarii actiunii complecsilor zincului §i cuprului in cele doud modele de inflamatie acuta,
indusa cu dextran si respectiv caolin s-a constatat un efect antiinflamator bun pentru combinatia
complexi [CuL*|Cl, (22).

Testele de citotoxicitate au indicat faptul ca integritatea membranei celulelor Hep 2 si HT 29 au
fost distruse in procent mai mare in cazul compusilor Cu(Il) care au dus la blocarea unui numar
mai mare de celule in faza de mitoza, In unele cazuri observandu-se si aparitia de celule

apoptotice.
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