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INTRODUCERE

In ultimii ani interesul cercetitorilor s-a concentrat, printre altele, pe sinteza unor
structuri poliazamacropoliciclice cu proprietati chimice interesante si o bund activitate
biologica cum ar fi antimicrobiand, citotoxica si antivirala. Liganzii bisazamacrociclici
reprezintd structuri adecvate pentru proiectarea unor agenti terapeutici si de
diagnosticare, deoarece sunt destul de rigizi, formeaza combinatii complexe stabile cu
ionii metalelor tranzitionale si orienteazad stereospecific grupdrile functionale care se
adapteaza astfel unor modificari structurale pentru o interactie optimd pentru
manifestarea activitatii biologice.

Avand 1n vedere activitatea antivirald, antitumorala si antimicrobiand demonstrata
de combinatiile complexe cu liganzi bisazamacrociclici, ne-am propus sintetizarea si
caracterizarea unor noi combinatii complexe ale Ni(Il), Cu(Il), Zn(ll) cu liganzi

bispentaazamacrociclici.

OBIECTIVE

» Sinteza prin reactii de condensare template a unor noi combinatii
complexe dinucleare ale Ni(Il), Cu(ll) si Zn(Il) cu liganzi
bispentaazamacrociclici cu punte fenilenica si izolarea liganzilor
corespunzatori;

» Caracterizarea combinatiilor complexe dinucleare si a ligandului prin:
analiza chimica eclementald, analiza termica, spectrometrie ESI-MS,
spectroscopia IR, *H-RMN, C-RMN, UV-VIS si RPE, susceptibilitate
magnetica si voltametrie ciclicd;

> Testarea activitatii antimicrobiene pe tulpini bacteriene Gram-pozitive,
Gram-negative si fungice de referinta si izolate din clinica (screening
calitativ, determinarea concentratiei minime inhibitorii si studiul influentei
compusilor asupra aderentei biofilmului microbian la substrat inert);

» Testarea citotoxicitatii compusilor (determinarea celulelor viabile,
apoptotice sau necrotice cu anexina V-FITC si respectiv iodura de

propidiu si a fazelor ciclului celular prin citometrie in flux).



CONTINUTUL TEZEI

Teza de doctorat este structurata in trei capitole.

Tn primul capitol sunt sistematizate date din literatura de specialitate referitoare la
procesul de condensare template in prezenta formaldehidei /1/ care conduce la o serie de
combinatii complexe cu liganzi mono- /2/ si bisazamacrociclici /3/ saturati. Sunt
prezentate de asemenea date referitoare la utilizarea unora dintre aceste combinatii
complexe Tn diferite domenii pe baza activitatii biologice (antivirale /4/, antitumorale
/5/, antimicrobiene /6/), catalitice /7/ sau a altor proprietdti (captarea selectivd a
dioxidului de cabon /8/, obtinerea de produse radiofarmaceutice /9/ si obtinerea de
materiale poroase /10/).

Capitolul doi contine contributiile originale referitoare la sinteza si caracterizarea
a 27 combinatii complexe noi ale Ni(Il), Cu(Il) si Zn(II). De asemenea s-au obtinut cei
trei liganzi noi 1,2-, 1,3- si 1,4-bis(N,N-1,3,6,9,12-pentaazaciclotridecan)-benzen
corespunzatori structurii bispentaazamacrociclice prin tratarea combinatiilor complexe cu
sulfura de sodiu.

Combinatiile complexe si liganzii au fost caracterizati pe baza datelor furnizate de
analiza chimica elementala, spectrometria ESI-MS, spectroscopia electronica, IR, RPE,
'H RMN si *C RMN, analiza termica, susceptibilitatea magnetica la temperatura camerei
si voltametria ciclica.

Interesul pentru acesti compusi cu liganzi bisazamacrociclici provine din faptul ca
pot prezenta activitate biologicd comparabila sau mai bund fatd de ligandul liber. Ca
urmare, in teza sunt prezentate si rezultatele testdrii activitdtii antimicrobiene prin
determinarea concentratiei minime inhibitorii si a influentei asupra aderentei biofilmelor
microbiene la substratul inert, precum si activitatea citotoxica. S-a determinat coeficientul
de distributie octanol-apa pentru a explica activitatea antimicrobiand observata.

Capitolul trei contine date referitoare la metodele, tehnicile si aparatura utilizatd

pentru caracterizarea combinatiilor complexe si a liganzilor corespunzatori.



CONTRIBUTII ORIGINALE

Sinteza combinatiilor complexe si a liganzilor

Combinatiile complexe cu liganzii bispentaazamacrociclici saturati au fost
sintetizate prin metoda ,one-pot”, care constd in amestecarea componentelor,
trietilentetramina, o sare de Ni(Il), Cu(Il) si Zn (II), un derivat de fenilendiamina si
formaldehida.

Alegerea aminelor aromatice si a trietilentetraminei pentru procesul de condensare
template a avut in vedere pe de o parte prezenta gruparilor aminice care pot fi implicate
n procesul de condensare cu formaldehida si pe de alta parte posibilitatea de obtinere a
unor sisteme cu liganzi azamacrociclici, care prezintd o stabilitate cineticd si
termodinamica mare. S-a pornit de la 1,2-, 1,3- si 1,4-fenilendiamina pentru a studia
modul Tn care pozitia reciproca a gruparilor aminice influenteaza proprietatile speciilor
obtinute.

La alegerea ionilor de Ni(II) si Cu(Il) ca template pentru procesele de condensare s-
a tinut cont de faptul ca acestia favorizeaza formarea liganzilor azamacrociclici saturati
datorita preferintei pentru tetracoordinare si in special pentru adoptarea unor geometrii
distorsionate axial de tipul celor plan patrate si octaedrice in combinatii complexe cu
liganzi de cAmp puternic. In plus, stereochimiile adoptate de acesti ioni sunt usor de pus
in evidentd cu ajutorul spectroscopiei electronice, RPE si a determinarilor magnetice.
Ionul de Zn(IT) nu are preferintd pentru o anumita stereochimie si este mai rar utilizat in
astfel de procese.

Formaldehida s-a ales ca agent de condensare datorita faptului ca are o reactivitate
mare, reactiile la care participa se desfasoara in conditii blande si nu necesita utilizarea
unor solventi anhidri. Aceasta are capacitatea de a insera unitati metilenice intre grupari
aminice In reactii asistate de ioni metalici, cu formarea unor compusi ciclici.

Combinatiile complexe ale Ni(Il), Cu(Il) si Zn(Il) cu liganzii 1,2-, 1,3- sau 1,4-

bis(N,N-1,3,6,9,12-pentaazaciclotridecan)-benzen au fost sintetizate conform schemei 1.
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Schema 1. Sinteza combinatiilor complexe (1) - (27)

Liganzii au fost obtinuti prin tratarea solutiei apoase a uneia dintre combinatiile
complexe cu sulfura de sodiu, s-au purificat prin cromatografie preparativa in strat subtire

si s-au recristalizat din DMSO.

Combinatii complexe ale Ni(II), Cu(II) si Zn(II) cu ligandul 1,2-bis(N,N-1,3,6,9,12-

pentaazaciclotridecan)-benzen

Cele 9 combinatii complexe noi, cu punte provenita de la 1,2- fenilendiamina au
fost formulate pe baza datelor analizei chimice elementale si prin corelarea datelor fizico-
chimice astfel:

MzL'X4-nH,0 M = Ni(ll), X=Cl,n=5(1)
M =Cu(ll), X=Cl,n=0(2)
M = Zn(Il), X=Cl,n =5 (3)
M = Ni(ll), X =ClO4 n=2 (4)
M = Cu(ll), X = ClO4, n = 4 (5)
M = Zn(l1), X = ClO,4, n =0 (6)
M = Ni(Il), X = CH3COO, n = 4 (7)
M = Cu(ll), X = CH3;COO, n =2 (8)
M = Zn(Il), X = CH3COO, n = 0 (9)

Pentru confirmarea formarii combinatiilor complexe si a ligandului s-a apelat la
spectrometria de masd prin tehnica ionizarii electrospray in modul pozitiv. Tn spectrele
ESI-MS s-a identificat picul corespunzator ionului molecular precum si al unor specii
rezultate din scindarea sau fragmentarea acestuia prin intermediul electronilor accelerati.

Formula moleculard a acestora a fost confirmatd prin compararea masei moleculare a

compusului formulat pe baza datelor analizei chimice cu valorile m/z identificate in

Xq



spectrul de masa. Astfel s-au gasit picuri care au fost atribuite unor specii fragmentare
rezultate din aditionarea unor grupari rezultate din scindarea moleculelor de solvent,
eliminarea unui numar diferit de anioni clorura, perclorat, acetat sau a ionilor metalici
precum si din ruperea unor legaturi aminice, metilenice sau etilenice. De exemplu, in
spectrul ESI-MS al compusului (8) (fig. 1) se remarca prezenta ionului molecular
[CuCaoHseN1gOs+8H]" cu cele patru grupiri acetat dar si existenta structurii

bispentaazamacrociclice prin picul cu m/z 454,36 (100 %).
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Fig. 1. Spectrul de masa al combinatiei complexe [Cu,L*](CH3CO0),-2H,0 (8)

Analiza termica s-a efectuat pentru a combinatiile complexe de tip clorura /11/ si
acetat /12/ si a indicat prezenta apei de cristalizare /13/ care se elimind péna la 175 °C
pentru compusul [Zn,L'Cl]-5H,0 (3), eliminarea anionilor clorurd sub formi de acid
clorhidric pana la 330 °C pentru compusul [Cu,L'Cl,] (2), formarea unui intermediar de
tip paracianura in cazul compusului [Ni;L']Cl4-5H,0 (1)) /14/ si formarea intermediara a
carbonatului in cazul derivatilor de tip acetat. Pentru toate combinatiile complexe s-a
observat degradarea oxidativa a ligandului bisazamacrociclic in doud sau trei etape
insotite de efecte exoterme. Pentru toate speciile produsul final al degradarii termice a
fost oxidul metalic cel mai stabil, asa cum a demonstrat difractia de raze X pe pulbere, in
unele cazuri specia formata fiind oxidul nestoichiometric.

Spectrele IR ale combinatiilor complexe au fost comparate cu cele ale ligandului,
1,2-fenilendiaminei si cu cele ale combinatiilor complexe cu ligandul trietilentetramina.
In spectrele ligandului si ale combinatiilor complexe, s-a observat absenta celor doui
benzi caracteristice gruparilor amina primara /15/, ca un indiciu al faptului cd acestea au

fost implicate Tn procesul condensare, precum si aparitia unei banzi de absorbtie in jurul



valorii de 3250 cm™, atribuitda modului de vibratie de intindere pentru gruparea amini
secundard /16/. Tn cazul combinatiilor complexe, aceasti bandi este deplasati spre
numere de undd mai mici comparativ cu ligandul, aspect care indicd coordinarea
ligandului prin intermediul acestei grupari /17/. De asemenea, s-au identificat benzile
caracteristice gruparilor acetat si perclorat si pe baza acestor valori s-au stabilit functiile
acestora ca liganzi sau ca specii prezente n sfera de ionizare /18, 19/.

Datele furnizate de spectrele 'H RMN au oferit informatii utile pentru
combinatiile complexe ale Ni(II) cu stereochimie plan-patrata si ale Zn(Il) care sunt
diamagnetice. In cazul combinatiilor complexe, s-au identificat semnale corespunzitoare
diverselor tipuri de protoni in functie de vecinatate si au oferit date care au permis
confirmarea coordinarii ligandului prin intermediul gruparilor de tip amind secundara
120/, semnalul atribuit gruparii NH fiind deplasat fata de semnalul corespunzior
ligandului liber spre camp puternic /21/.

Prin corelarea datelor obtinute din spectrele electronice cu valorile produsului
susceptibilitate temperatura (yT)yr la temperatura camerei s-a propus indirect
stereochimia pentru speciile complexe ale Ni(Il) si Cu(Il). in cazul combinatiilor
complexe ale Ni(IT) cu comportare diamagnetica s-a propus o stereochimie plan patrata,
spectrul electronic prezentand o banda larga si nesimetrica cu maxim in domeniul 430-

490 nm (fig.2) /22/.
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Fig.2. Spectrul electronic al combinatiei complexe [Ni>L*]Cl4-5H,0 (1)

Stereochimia de tip piramida patrata cu configuratie de tip spin maxim S-a propus
pentru specia Ni(ll) cu valoarea (xT)ut apropiata de valoarea 2 si benzi cu pozitii si

intensitati diferite n vizibil si infrarosu apropiat.



Tn cazul combinatiilor complexe ale Cu(II) pentru care starea fundamentala este
nedegeneratd orbital datorita distorsiunilor induse de efectul Jahn-Teller, produsul
(xT)nr se situeaza in domeniul 0,75-0,77 cm® K mol? si nu ofera informatii referitoare
la stereochimie.

Spectroscopia RPE a indicat stereochimia octaedrica sau plan patratd propusa
pentru combinatiile complexe ale Cu(ll), precum si prezenta unei distorsiuni rombice sau
axiale, o interactie Intre centrii paramagnetici pentru stereochimia plan patrata
nedistorsionata si un grad mare de legatura covalentd ¢ in plan intre ionul de Cu(Il) si
atomii de azot ai ligandului bisazamacrociclic /23/. De exemplu, in cazul combinatiei
complexe [Cu,L*](CH3COO0),-2H,0 (8) (fig. 3) valorile parametrilor de scindare si a
constantei de cuplare au indicat date referitoare la prezenta electronului necuplat in
orbitalul dxz-yz, un grad semnificativ de covalenta precum si o interactie slaba intre ionii

metalici Tntr-o stereochimie plan patrata.
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Fig. 3. Spectrul RPE al combinatiei complexe [Cu,L'](CH3CO0)4-2H,0 (8)

Comportamentul electrochimic a fost studiat in scopul obtinerii de informatii
referitoare la modificarea compusilor in interactiunea cu transportorii de electroni sau
enzimele oxido-reducatoare din componenta microorganismelor patogene sau celulelor
tumorale care pot modifica starea de oxidare a ionilor metalici. Astfel, studiile de
voltametrie ciclica au indicat o unda de oxidare asociata cuplului Ni(II)/Ni(IIl) pentru
speciile nichelului (fig. 4), reducerea Cu(ll) la Cu(0), o singura unda de reducere in
domeniul catodic atribuit reducerii ionului de Zn(II) la Zn(0) si 0 comportare diferita de

cea a combinatiilor complexe cu trietilentetramina ca ligand.
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Fig.4. Voltamogramele ciclice ale compusilor [Ni,L'](CH3sCO0)4-4H,0 (7) si
Nitrien(CH3COO),

Masuratorile de conductivitate electricd molard in solutie au indicat in cazul
speciilor de Zn(ll) comportarea ca specii de tip neelectrolit pentru speciile
[Zn,L*Cl4]-5H,0 (3) si [ZnoL}(CH3CO0)4] (9) si ca electrolit de tip 1:4 pentru compusul
[Zn,L'](CIO4)s (6) care confirma prezenta percloratului in sfera de ionizare in solutie.

Activitatea antimicrobiand s-a determinat pentru combinatiile complexe, ligand
si combinatiile complexe cu trietilentetramina prin teste pe tulpini de referinta patogene si
izolate din clinica, bacteriene Gram-pozitive, Gram-negative si fungice care au constat in
determinarea concentratiei minime inhibitorii (CMI) si a influentei compusilor asupra
aderentei biofilmului la substrat inert. Combinatiile complexe au fost mai active
comparativ cu ligandul si combinatiile de tip trien pe toate tulpinile studiate.

Combinatia complexi [Zn,L'(CH3CO0),] (9) a fost activa pe tulpinile Gram
negative (E. coli si K. pneumoniae) cu valori CMI de 7,81 si 31,25 pg mL™.
Activitatea antifungica fatd de tulpina C. krusei s-a observat in cazul compusilor
[NizL]Cl4-5H,0 (1) si [CuzL'](CH3C0O0)4-2H,0 (8) cu valori CMI de 15,62 pg mL™.

Combinatia complexa [Zn,L*(CH3COO)4] (9) a prezentat cel mai bun efect de
inhibare asupra aderentei biofilmului la substrat inert in cazul tulpinilor atat Gram
pozitive cat si Gram negative, aspect explicat prin natura de tip hidrofob care 1i confera
lipofilicitate si permite un transport mai usor prin membrana microorganismului patogen
unde poate interactiona cu enzimele citosolice sau cu ADN-ul.

Valorile  coeficientului  de distributie  octanol-apa  pentru  compusii
[Ni,L*(OH,),](ClO4)s (4) si [CusL'](Cl04)4-4H,0 (5) au indicat un caracter hidrofil care

sugereaza incapacitatea acestora de a penetra straturile lipidice microbiene prin difuzie
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pasivd si explicd activitatea antimicrobiand redusa atat pe tulpini aflate Tn stare
planctonica cat si inglobate n biofilm.

Activitatea citotoxicd a combinatiilor complexe cu liganzi bispentaazamacrociclici
a fost testata comparativ cu combinatiile complexe cu trien pe celule HCT 8, celule de tip
adenocarcinom uman al colonului. Etapa preliminara a constat in vizualizarea celulelor in
prezenta si absenta acestor compusi cu ajutorul microscopului optic pentru a stabili
modificarile morfologice ale celulelor. Majoritatea compusilor nu au indus efecte toxice
asupra celulele HCT 8, cu exceptia compusilor [Ni,L'(OH,),](CIO.)s (4),
[Cu,LY](Cl04)4-4H20 (5) si [NioL'](CH3CO0),-4H,0 (7) care au prezentat citotoxicitate

observatd atat prin modificarea morfologiei celulelor in culturd cat si prin reducerea

viabilitatii in testul cu albastru tripan (fig. 5).

R S ok

(a) (b) () (d)

Fig. 5. Aspect morfologic al celulelor HCT8 tratate cu [Ni,L*(OH>)-](ClO4)s (4) (a),
[CU,L"](CIO4)4-4H0 (5) (b) si [NizL](CHsCO0)4-4H,0 (7) (c)
comparativ cu celule HCT 8 netratate (d)

Tehnica citometriei in flux a permis stabilirea viabilitatii celulare, adica
identificarea procentului de celule viabile dintr-o populatie prin intermediul modificarilor
morfologice, fizico-chimice sau biologice in diferite faze ale ciclului celular. Aceeasi
compusi (4), (5) si (7) au prezentat cel mai mare procent de celule blocate in faza de

mitoza, cat si aparitia unor celule apoptotice.

Combinatii complexe ale Ni(IT), Cu(II) si Zn(II) cu ligandul 1,3-bis(N,N-1,3,6,9,12-

pentaazaciclotridecan)-benzen

A doua categorie de combinatii complexe a fost sintetizata prin aceeasi metoda de

condensare 1,2-fenilendiamina fiind inlocuita cu 1,3-fenilendiamina. Analiza chimica
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elementala corelata cu datele furnizate de metodele fizico-chimice utilizate au condus la

urmatoarele formulari pentru aceste specii:

M,L2X4-nH,O M = Ni(l1), X = Cl, n = 4 (10)
M = Cu(ll), X=Cl,n=2,5(11)
M =2Zn(ll), X=Cl,n=1,5(12)
M = Ni(ll), X = ClOq4, n = 2 (13)
M = Cu(ll), X =ClO4, n =6 (14)
M = Zn(ll), X = ClOq4, n = 2 (15)
M = Ni(ll), X = CH3COO, n =25 (16)
M = Cu(ll), X = CH3COO, n =1 (17)
M = Zn(ll), X = CH3COO, n =10 (18)
Spectrele de masa au confirmat formarea structurii bispentaazamacrociclice prin
faptul ci la majoritatea speciilor s-a regisit ionul [CxHasNio+6H]" cu m/z 454,
Intensitatea mai mare a picurilor comparativ cu cele observate pentru prima serie de
combinatii indicad faptul ca aceste specii sunt mai stabile /24/ fapt care se poate explica
prin aranjarea spatiald a unitatilor macrociclice 1n pozitiile 1,3 ale nucleului benzenic.
Descompunerea termica a derivatilor de tip clorurda a fost investigata prin
nregistrarea simultana a curbelor TG/DSC (fig.6) /25/ si identificarea gazelor degajate
in fiecare etapa cu ajutorul spectrometriei de masa. S-a observat aparitia unor fragmente

in faza gazoasa (H,, C, CgHs, CNyH3 si HCOy) iar oxidarea unora dintre acestea au
generat HO, H,0 si CO;.
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Fig. 6. Curbele TG si DSC pentru [NizL?]Cl-4H;0 (10)

Anionii clorurd au fost eliminati ca specii de tip Cl, HCI, H,C1 si HOCI (m/z 35,

36, 37 s1 52). Specia CgHg rezultd din fragmentarea ligandului organic si reducerea cu Hj
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a ciclului aromatic, proces catalizat de ionul metalic din combinatia complexa, asa cum s-
a observat si la alte combinatii complexe /26/. Pentru toate speciile, produsul final al
degradarii termice a fost oxidul metalic cu exceptia compusului [Cu,L?Cl4]-2,5H,0 (11)
pentru care difractograma de raze X a reziduului a indicat formarea unui amestec de CuO
si CuCl, identificatd prin intermediul picului suplimentar care apare la 20 de 28,5° (fig.
7). Diferenta observata intre pierderea de masa poate fi explicata prin faptul ca se
formeaza ca intermediar CuCl; care se descompune in CuCl, si o mare parte din acest

produs se volatilizeaza /27/.

300+

200+

Intensitate /u.a

i

i " " " "
0 10 20 30 40
28/°

Fig. 7. Difractograma prin raze X a pulberii obtinuta ca reziduu din combinatia complexa
[Cu,L2Cl4]-2,5H,0 (11)

Spectrele IR ale combinatiilor complexe au indicat coordinarea prin intermediul
grupararii amind secundara prin deplasarea benzii caracteristice acesteia spre numere de
unda mai mici fatad de cea din spectrul ligandului. De asemenea, s-au identificat benzile
caracteristice grupdrilor carboxilat iar diferenta dintre acestea a indicat pentru compusii
[Cu,L%(CH3CO0)4]-H,0 (17) si [ZnyL?(CH3COO0)4]-10H,0 (18) prezenta acestuia ca
ligand monodentat iar pentru combinatia complexd [Ni,L%(CH3CO0)4-2,5H,0 (16)
prezenta acestuia in sfera de ionizare /18/. In cazul compusilor de tip perclorat, benzile
caracteristice modurilor de vibratie v; si v4au indicat prezenta anionului perclorat in sfera
de ionizare /19/.

Spectrele *H RMN au prezentat semnalele corespunzatoare tuturor protonilor din
structura bisazamacrociclica cum ar fi cei din gruparile etilenice /28/, metilenice /27/ si
fenilenice /29/. Coordinarea gruparii NH in cazul compusilor de zinc a dus la deplasarea
semnalului atribuit acestei grupari spre cimp puternic comparativ cu cel identificat in

spectrul ligandului.
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Spectrul *C RMN al compusului [Zn,L?(CHsC0O0),]-10H,0 (18) a prezentat

benzi caracteristice tuturor atomilor de carbon din structura ligandului

bispentaazabismacrociclic si a gruparii acetat.

Pe baza datelor obtinute din spectrele electronice s-au propus urmatoarele

stereochimii: plan patratdi  ([Ni,L?]Cls-4H,0  (10), [Cu,L?](ClO4)s6H,0  (14),

[Ni,L?(CH3C00)4-2,5H,0 (16)), octaedricd distorsionatd ([Cu,L’Cls]-2,5H,0 (11)
(fig.8), [Cu,L*(CH3CO0)4]-H,0 (17)) si piramidd patrati cu configuratie de tip spin
maxim ([NizL2(OH,),](Cl04)4 (13)).

Valoarea produsului (xT)sr pentru compusul [Ni,L2(OH.),](ClO,)s (13) este
comparabila cu cea calculata pentru specii dinucleare ale acestui ion metalic /30/.

1
200 400 600

800 1000
Lungime de unda (nm)

Fig.8. Spectrul electronic al combinatiei complexe [Cu,L?Cl,] -2,5H,0 (11)

Spectroscopia RPE a confirmat stereochimia octaedrica sau plan patratd propusa
pentru combinatiile complexe ale Cu(II) (fig. 9), a indicat prezenta unei distorsiuni axiale
si a interactiei Intre centrii paramagnetici pentru specia plan patrata, un grad mare de
legdturd covalentd ¢ in plan intre ionul de Cu(Il) si atomii de azot ai ligandului

azamacrociclic si aparitia cuplajului hiperfin la unele dintre aceste combinatii.

/|

Intensitate /u.a.

T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340 360 380 400

Camp magnetic /mT

Fig.9. Spectrul RPE in banda X pentru combinatia [Cu,L?](Cl104)s-6H,0 (14)
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Conductivititile electrice molare au indicat pentru compusii [anLZCI4]-1,5H20
(12) si [ZnyL*(CH3C0O0),]-10H,0 (18) caracterul de neelectrolit, in timp ce pentru
compusul [Zn,L%(OH,)4](ClO4)s (15) aceastd valoare indica o comportare de electrolit de
tip 1:4.

Activitatea antimicrobiand a fost testata pe aceleasi microorganisme bacteriene si
fungice de referinta si izolate din clinica ca si in cazul anterior precum si pe doua tulpini
foarte rezistente la antibiotice si anume Staphylococcus aureus MRSA 1684 care
produce infectii greu de tratat ca urmare a faptului ca a dobandit rezistenta la meticilina si
Escherichia coli ESBL 1576 care produce enzime beta lactamice care confera rezistenta
la cele mai multe antibiotice (peniciline, cefalosporine, cefamicine si carbapeneme).

Din acest punct de vedere, activitatea antibacteriana a combinatiilor complexe ale
Ni(Il) a fost mai bund comparativ cu cea prezentatd de compusii de Cu(Il) si Zn(I),
manifestandu-se pe un numar mai mare de tulpini microbiene si la o valoare CMI mai
micd. Compusul [Zn,L?(CH;CO0)4]-10H,0 (18) a fost singurul care a prezentat atat
activitate antibacteriand cat si antifungici. Compusii [NioL?]Cls4H,0 (10) si
[Cu,L2Cl,]-2,5H,0 (11) au prezentat valori CMI de 62,5 si respectiv 31,25 pg mL™ in
cazul tulpinii E. coli ESBL. Compusii [CuzL?Cly]-2,5H,0 (11) si [ZnzL?Cly]-1,5H,0 (12)
au inhibat aderenta biofilmului la substrat inert in cazul tulpinii E. coli ESBL pana la
concentratii de 7,81 si 62,5 pg mL™, activitate care s-a corelat cu natura de tip
neelectrolit a acestora care le permite astfel o trecere mai usoara prin membrana lipidica a
microorganismelor patogene.

Activitatea antimicrobiand redusd a unor combinatii complexe s-a corelat cu
caracterul hidrofil al acestora. Pe de alta parte, activitatea antimicrobiana poate fi asociata
si cu alfi factori in afara de capacitatea de difuzie prin membranele celulare, cum ar fi
solubilitatea, stereochimia, stabilitatea termodinamicd si cinetica, precum si efectul
combinat al ligandului §i ionului metalic de a inactiva o anumitd componentd a
microorganismului patogen.

Activitatea citotoxicd a fost testatd prin evaluarea viabilitatii celulelor HCT 8
utilizand albastru tripan iar tratamentul celulelor cu aceste combinatii pentru 24 de ore nu

a indus efecte toxice asupra celulelor HCT 8 cu exceptia compusilor
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[Cu,L4(ClO4)46H20 (14) si [ZnaL?(OH,)4](ClO4)4

(15) pentru care se observa un

procent mai mare de celule aflate in faza de mitoza (fig. 10).
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HCTS 24h
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HCTE 24h
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Numir celul

0 200 400 _ 600 800 1K 0 200 400 _ 600 800 1K
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Fig. 10. Histograma efectelor compusilor [Cu,L?](Cl04)4-6H,0 (14)
[ZNn,L%(OH,)4](ClO4)4 (15) si a martorului asupra fazelor ciclului celular in cazul
celulelor tumorale HCT 8
Combinatii complexe ale Ni(Il), Cu(Il) si Zn(II) cu ligandul 1,4-bis(N,N-1,3,6,9,12-
pentaazaciclotridecan)-benzen

O alta categorie de combinatii complexe a fost obtinutda prin aceeasi reactie de
condensare “one pot" ca si speciile din capitolele anterioare, utilizdndu-se ca amina
aromaticad 1,4-fenilendiamina. Prin corelarea rezultatelor obtinute din datele analitice si

spectrale s-au fost propus urmatoarele formulari:

M,L3X,-nH,0 M = Ni(ll), X = CI, n = 0 (19)

M = Cu(ll), X = Cl, n = 3 (20)

M = Zn(Il), X = Cl, n = 0 (21)

M = Ni(ll), X = ClO4, n = 6 (22)

M = Cu(ll), X = ClOsn = 0 (23)

M = Zn(Il), X = ClO4n = 0 (24)

M = Ni(ll), X = CHsCOO, n = 3,5 (25)
M = Zn(Il), X = CH3COO, n = 2 (26)
M = Zn(Il), X = CHsCOO, n = 1,5 (27)

Spectrele de masa ale acestor compusi s-au evidentiat fatd de cele anterioare
printr-o intensitate mai mare a picurilor ceea ce a indicat o stabilitate crescuta a speciilor
rezultate din bombardarea cu electroni accelerati /31/, ca si in cazul ligandului unde
prezenta ionului molecular cu m/z 454 s-a identificat in proportie de 100%. Pe baza
spectrului ESI MS pentru compusul [Ni,L*Cl,]Cl; (19) s-a propus o schema de fragmentare

pornind de la structura bisazamacrociclicd initiala prin eliminarea unui numar diferit de
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anioni clorurd, a ionilor metalici, ruperea legaturilor dintre gruparile aminice, metilenice

sau etilenice cu formarea unor cicluri macrociclice mai mici (schema 2).
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Schema 2. Fragmentarea compusului [Ni,L3Cl,]Cl,-4H,0O (19) pe baza valorilor m/z

din spectrul ESI-MS

Analiza termica a derivatilor de tip clorura si acetat a indicat etapele: eliminarea
moleculelor de apa, degradarea oxidativd a liganzilor organici (ligandul
bisazamacrociclic si acetat) si eliminarea clorului produsul final fiind oxidul metalic.

Spectrele IR au evidentiat modul de coordinare (prin gruparea amina secundara)
si informatii despre natura liganzilor.

Spectrele 'H RMN ale tuturor compusilor de zinc au prezentat semnalul de tip
singlet al protonului gruparii amine secundare deplasat spre cAmp puternic.

Coordinarea gruparii acetat in compusul [Zn,L*(CH3CO0)4]-1,5H,0 (27) a fost
sustinuta de spectrul **C RMN prin deplasarea semnalelor celor doi atomi de carbon din
aceastd grupare spre camp putenic fatd de cele semnalate in compusul
[Ni,L*](CH3C00),-3,5H,0 (25).

Pe baza spectrelor electronice si a produsului (T)nt la temperatura camerei s-au

propus pentru combinatiile complexe ale Ni(I) si Cu(Il) stereochimiile de tip: piramida
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patratd cu configuratia de tip spin maxim ([NizL*Cl;]Cl»4H,0 (19)), plan patrata
([Ni,L*](C104)4-6H,0 (22), [Ni,L*](CHsC00)4-3,5H,0 (25)) si Octaedrica distorsionatd
([Cu2L3Cl,]-3H,0 (20), [Cu,L3(OH.)4](Cl04)4 (23), [Cu,L*(CH3CO0)4]-2H,0 (26)).

Spectroscopia RPE a indicat un grad mare de legatura covalenta o in plan intre
ionul de Cu(Il) si atomii de azot ai ligandului azamacrociclic si aparitia cuplajului
hiperfin. Tn cazul combinatiei [Cu,L*Cls]-3H,0 (20) spectrul RPE a fost inregistrat la
temperatura camerei in banda X si Q (fig.11) /32/.

Q-band
v=23415336 GHz

T T T T
1050 1125 1200 1275

X-band
v=9.265767 GHz

gdefecl

T T T T T T T T T

250 275 300 325 350 375 400
Camp magnetic (mT)

Fig. 11. Spectrul RPE in banda X si Q pentru combinatia [Cu,L3Cl,]-3H,0 (20)

In ambele spectre apare o bandi suplimentard mai bine evidentiatd in banda Q,
care s-a atribuit unui defect structural paramagnetic.

Voltamogramele ciclice ale compusilor [Ni,L3Cl;]JCl,-4H,0  (19) i
[Cu,L3Cl4]-3H,0 (20) nu au prezentat unde anodice, comportament care a indicat faptul
ca ligandul bisazamacrociclic a stabilizat ionul metalic ca M(l1). Voltamograma ciclica a
compusului [Zn,L*Cl,]-5H,0 (21) a indicat o reducere cvasireversibild corespunzatoare
unui proces de reducere bielectronic.

Conductivititile electrice molare au indicat comportarea de tip neelectrolit (20),
(27) sau electrolit (19), (21), (24) pentru combinatiile complexe.

Activitatea bacteriand fatd de tulpinile foarte rezistente la antibiotice a crescut
comparativ cu speciile din seria anterioard. Astfel, compusul [Ni,L3Cl,]Cl,-4H,0 (19) a
prezentat o activitate antimicrobiana fatd de tulpina S. aureus MRSA (rezistenta la

meticilind) cu o valoare a CMI de 15,62 pg mL™ iar pentru compusul [Zn,L%|Cl, (21) s-a
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remarcat o activitate antimicrobiana asupra tulpinii E.coli ESBL (produciatoare de enzime
lactamice) pana la concentratia de 7,81 pg mL™.

Activitatea antimicrobiand cea mai bund pentru [Cu,L3Cl4]-3H,0 (20) (CMI intre 3,9
si 15,62 mg mL™ fatd de tulpinile E.coli ATCC 25922, E.coli 13147 si S. aureus 13294)
s-a corelat cu cea mai mare valoare negativa a coeficientului de distributie octanol - apa si
s-a explicat prin faptul cd aceasta fie patrunde in citoplasma microorganismului prin
intermediul porinelor §i interactioneaza cu finta intracelulara, fie specia cationica poate
interactiona electrostatic, cu grupdrile functionale negative din componenta membranei,
blocéand astfel accesul nutrientilor si procesul de respiratie al microorganismelor patogene.

Activitatea antimicrobiand a combinatiei complexe [Cu,L*Cly]-3H,0 (20) s-a
evidentiat si prin inhibarea aderentei biofilmului la substrat inert pentru mai multe
tulpini microbiene: E coli ATCC 25922 si K. pneumoniae 2968 in intreaga gama de
concentratii (1000-1,95 mg mL™) iar pentru tulpina E. faecalis ATCC 29212 pentru
concentratii mai mari de 31,25 pg mL™ (fig.12).
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Fig.12. Efectul combinatiei complexe [Cu,L>Cl4]-3H,0 (20) asupra aderentei biofilmului
la substrat inert n cazul tulpinilor E coli ATCC 25922, K. pneumoniae 2968 si E.
faecalis ATCC 29212

Toate combinatiile cuprului si [ZnoL}(CH3COO0),]-1,5H,0 (27) au inhibat
aderenta biofilmului la substrat a tulpinii fungice C. krusei pe intreg domeniul de
concentratii (1000 —1,95 pg mL™) (fig.13).
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Fig.13. Efectul combinatiilor complexe [Cu,L3Cl4]-3H,0 (20), [Cu,L3(OH,)4](Cl104)s
(23), [Cu,L3(CH3CO0)4]-2H,0 (26) si [Zn,L3(CH3C0O0)4]-1,5H,0 (27)
asupra formarii de biofilm in cazul tulpinii C.krusei 963

Testele de citotoxicitate ale acestor compusi asupra celulelor HCT 8 prin metoda
citometriei in flux /33/ au furnizat date referitoare la detectia celulelor aflate in
apoptoza/necroza cu ajutorul reprezentarilor dot-plot si a etapelor ciclului celular. Astfel
prin analiza statisticd biparametricdA a cadranelor pentru combinatiile complexe
[NioL3Cl,]Clx-4H,0 (19) si [NioL*](Cl04)s-6H20 (22) (fig. 14) s-au observat mai multe
celule apoptotice identificate prin colorare cu anexina V-FITC (4,85 si respectiv 9,84 %
pentru apoptoza timpurie iar pentru apoptoza tarzie 18,10 % si 18,20 %) iar pentru
compusii [Cu,L3Cl4]-3H20 (20) si [Zn2L%|Cl4 (21) (fig. 14) apare o cantitate mai mare de
celule colorate cu iodura de propidiu 41,10 si respectiv 30,40 % ceea ce indica faptul ca
acestia induc o permeabilizare a membranei plasmatice adica determind distrugerea
integritatii membranei acestor celule.

Combinatia complexi [Zn;L*|Cl, (21) a generat cel mai mare procent de celule
aflate in faza G2/M (fig. 15), aspect important deoarece acest compus poate bloca mitoza
prin deteriorarea ADN-ului. Conform acestor rezultate se poate preciza pentru acest

compus faptul ca este un bun agent citotoxic, fiind necesare investigatii suplimentare.
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Fig.14. Reprezentarea DOT-PLOT a celulelor HCT 8 de control si tratate cu (19)- (22)
dupa vizualizarea cu anexin V-FITC/iodura de propidiu pentru deteminarea celulelor
apoptotice si necrotice. Testul de diferentiere intre celulele intacte (FITC /PI"), celulele
apoptotice (FITC*/PI") si celulele necrotice (FITC/PI")
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Fig. 15. Efectul compusului [Zn,L*]Cl, (21) asupra fazelor ciclului celular in cazul
celulelor tumorale HCT 8

Activitatea citostatica a acestui compus se poate corela cu natura de tip cation
complex care favorizeaza atractia acestuia spre catenele ADN-ului Incarcate cu sarcind

negativd. Dupa apropierea de ADN, ca si in cazul celorlalte citostatice de natura
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anorganica, se formeaza probabil legaturi de tip covalent intre Zn(Il) cu nucleobazele,
legaturi de hidrogen si /sau interactii w-mt stacking cu componentele acidului nucleic.
Toate aceste interactii deformeaza catenele ADN-ului si produc leziuni ale acestuia pe
distantd mare, leziuni care sunt mai greu de reparat de catre sistemele naturale care

recunosc, decupeaza si repard zonele distruse ale acestei biomolecule.

Concluzii

In final, revenind asupra celor trei derivati de fenilendiamina care se diferentiaza
prin pozitia reciprocd a grupdrilor aminice, se poate constata pe baza tuturor datelor
experimentale, ca ligandul derivat de la diamina care presupune impedimente sterice
minime §i o distanta mai mare intre cei doi ioni metalici 1,4-fenilendiamina prezinta
avantajul de a genera o capacitate superioara din punct de vedere al activitatii
antimicrobiene si citotoxicitatii.

Pe de alta parte, nu surprinde faptul ca ionul de Zn(II) este prezent in compusii cu
performanta cea mai buna, avand in vedere faptul ca specia acestui ion metalic cu
paraxililbisciclamul reprezinta combinatia activa din medicamentul antiviral Mozobil.

Activitatea antimicrobiana foarte buna a unora dintre combinatiille obtinute atat in
cazul celulelor planctonice cat si inglobate in biofilm este de natura sd recomande
continuarea cercetarilor in sensul dezvoltarii de noi materiale sau strategii pentru
combaterea biofilmelor patogene implicate frecvent in etiologia infectiilor cronice,
precum si in tratamentul infectiilor produse de tulpini care au dobandit rezistentd la

antibiotice.
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